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Abstrakt

Polyomaviry jsou malé DNA viry, které jsou schopné indukovat Sirokou skdlu nadort. U
mys$iho polyomaviru (MPyV) se v indukci nddorové transformace uplatiiuje zejména sttedni
T antigen (MT antigen). MT antigen nema vlastni enzymatickou aktivitu. Jeho funkce
spoCiva v aktivaci drah signalni transdukce bunky, diky jeho schopnosti interagovat s
urCitymi bunéénymi proteiny. K témto proteinim patii napiiklad protein fosfatdza 2A
(PP2A), Src kinaza, fosfatidyl inositol 3 kinaza (PI3K), protein Shc, 14-3-3 protein nebo
fosfolipaza Cyl (PLCyl). Tato prace je zaméfena na interakci MT antigenu s témito
bunénymi proteiny a na dopad této interakce na transformaci bun¢k. Protoze je MT antigen
silnym onkogenem, prace se zabyva i charakterem transformovanych bun€k a vyvojem

nadoru v epitelu mlécné zlazy mysi.

Kli¢ova slova: polyomaviry, MT antigen, PP2A, PI3K, PLCy1, protein Shc, protein 14-3-3

protein

Abstract

Polyomaviruses are small DNA viruses, which are able to induce a broad variety of tumors.
The main oncoprotein of the mouse polyomavirus (MPyV) is middle T antigen (MT antigen)
which is able to transform cells. MT antigen has not an enzymatic activity of its own. It is
able to activate signal transduction of host cells through its interactions with certain cellular
proteins. These proteins include protein phosphatase 2A (PP2A), Src Kinase,
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), Shc protein, 14-3-3 protein and phospholipase Cyl
(PLCy1). This work is focused on interaction between MT antigen and cellular proteins and
on the impact of this interaction on cell transformation. Since MT antigen is a potent
oncogene, the work also deals with the character of transformed cells and tumor development

in mouse mammary epithelium.

Keywords: polyomaviruses, MT antigen, PP2A, PI3K, PLCy1, Shc protein, 14-3-3 protein



1. Uvod

Stfedni T antigen je spolu s velkym a malym T antigenem produktem rané transkripce
mysiho polyomaviru (Tooze, 1981 cit. v Knipe a Howley, 2007). Produkty rané transkripce
dereguluji bunécné procesy v buiice a ptipravuji tak viru vhodné prostiedi pro replikaci jeho
DNA. Kazdy z téchto antigenti ma urcité funkce a mechanismy, kterymi tento tukol plni.
Stiedni T antigen je schopen aktivovat drahu signalni transdukce a transformovat bunky,
velky T antigen md, mimo jiné, schopnost deregulovat bunéény cyklus, indukovat vstup
bun¢k do S faze a imortalizovat buriky. Soucinnost vSech tii T antigenti je schopna v bunikach
nepermisivnich pro reprodukcni cyklus mysSiho polyomaviru navodit Uplnou nadorovou

transformaci.

Vzhledem k tomu, ze jsou polyomaviry zcela zavislé na bunéénych proteinech a i
replikace virového genomu je provadéna bunéénym replikacnim aparatem, je tato ¢innost
Casnych virovych antigenti feSenim, jak umoznit viru piistup k mnoha bunéénym enzymim
potfebnym k replikaci. Jinak feceno, buiika v S-fazi méa pohotovou zasobu replikac¢nich
enzymu, které virus mize zneuzit pro replikaci jeho DNA.

Po mnoho let jsou polyomaviry vyteénym materidlem pro studium zakladnich
eukaryotickych procest, jako je transkripce, DNA replikace a Gpravy RNA, a jsou zaroven
dilezitym modelem pro studium bunétné transformace. To dokazuje uz to, Ze funkce
proteint jako je p53, Rb (retinoblastoma tumor suppressor) nebo fosfatidyl inositol 3 kinaza,
byly objeveny praveé pii vyzkumu polyomavirt (Jingwei et al., 2009).

Studium stfedniho T antigenu nam umozZni pohled na funkci riiznych bunéénych
proteinli a drah signalni transdukce builky a zavede nas do problematiky vzniku a vyvoje
nadorové transformace. Nékteré tyto znalosti je mozné mimo jiné aplikovat 1 na vyzkum

lidské rakoviny, jako je naptiklad karcinom prsu.

2. Polyomaviry

2.1. Historie
Prvni zminky o polyomavirech se vazi k roku 1953. Prvnim objevitelem byl Ludwik

Gross, ktery si pii vyzkumu viru mysi leukémie (murine leukemia virus, MLV) v8iml, ze za
urc¢itych podminek se u mysi vyviji nddor slinnych nebo piiusnich Zlaz namisto obvyklé
leukémie. Po izolaci zjistil, Ze tyto nadory zpiisobuje virus s upln¢ jinymi vlastnostmi, nezZ ma

MLV (Gross, 1953).



Nazev polyomavirus tento patogen ziskal az diky Stewartovi, ktery zjistil, Ze tento
virus dokaze u mysi vytvorit mnoho typt nadoru (Stewart et al., 1958). Nazev tedy vznikl
slozenim feckého vyrazu poly, ktery znamena mnoho, a vyrazu oma, ktery symbolizuje slovo
rakovina. Tento konkrétni typ polyomaviru je nyni nazyvan mysi polyomavirus (mouse
polyomavirus, MPyV), a je zaroven polyomavirem, kterym se v této praci budu zabyvat
predevsim.

Dals$im intensivné studovanym polyomavirem je Simian virus 40 (SV40), ktery byl
objeven vroce 1960 Sweetem a Hillemanem (Sweet a Hilleman, 1960). Tento virus byl
izolovan z jaternich bunék opice makak rhesus, které byly naockovany kontaminovanou
vakcinou polyomaviru. Onkogenni aktivita viru byla prokdzana az pii vpraveni do buné¢k
novorozenych kieckt (Eddy et al., 1962).

Nasledné objevené polyomaviry infikuji celou Skalu hostitelt. Patii sem naptiklad
opice, C¢lovek, dobytek, kralici, a dokonce i ptaci, konkrétné andulky. Zajimavym typem je
polyomavirus kiecka (hamster polyomavirus, HaPyV), ktery tim, ze jeho viriony lze nalézt az

v diferencovanych vrstvach tkané, pfipomina strategii papilomavira (Graffi et al., 1968).

2.2. Nové objevené polyomaviry
V nedavné dobé bylo objeveno sedm novych lidskych polyomavirt. Patii k nim

polyomavirus KI (Karolinska Institut polyomavirus, KIPyV) a polyomavirus WU
(Washington University polyomavirus, WUPYV), které byly izolovany z vymésku dychacich
cest u pacienti s onemocnénim dychacich cest (Sauvage et al., 2011). Dal$im virem je
polyomavirus Merkelovych bunék (Merkel cell poyomavirus, MCPyV) izolovany
z agresivniho karcinomu kuze (Merckel cell carcinoma; MCC). Genom tohoto viru byl
nalezen integrovany v genomu MCC (Babakir-Mina et al., 2011). Nasledoval objev dalsiho
lidského polyomaviru Trichodysplasia spinulosa — associated polyomavirus (TSPyV),
spojovan¢ho s onemocnénim ktize trichodysplasia spinulosa, které postihuje zejména oblicej.
Nedavno byl TSPyV objeven i v mimokozni tkani (Fischer et al., 2012). Nejpozdé&ji
objevenymi polyomaviry jsou lidské polyomaviry 6, 7 a 9 (HPyV6, HPyV7, HPy9). Viry
HPyV6 a HPyV7 byly stejné jako TSPyV izolovany z kize (Moens et al., 2011).

2.3. Stavba virionu a genom
Polyomaviry jsou malé neobalené viry (40-45 nm), jejichz genomem je dvouvlaknova

kruhovd DNA. Kapsida mé ikosahedralni symetrii a skldd4 se ze tii proteind, VP1 (viral
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protein 1), VP2 (viral protein 2) a VP3 (viral protein 3) (Tooze, 1981 cit. v Knipe a Howley,
2007).

Kapsida je slozena ze 72 kapsomer, kazda kapsomera je pentamer hlavniho
strukturniho proteinu VP1. Pouze protein VP1 je vystaven na povrchu polyomavirové
kapsidy. Minoritni proteiny VP2 a VP3 (delsi a krat$i forma téZze sekvence) se nachazeji
uvnitt kapsidy. VZdy jeden minoritni strukturni protein, VP2 nebo VP3, je nekovalentné
ptipojen spolenym C-koncem (karboxylovym koncem) k centralni dutin¢ pentameru VP1.
N-konce (amino- konce) obou minoritnich proteini smétuji dovniti virové Castice (viz obr. 1;

Stehle et al., 1996).

VP
VP2
VP3

Histone

Genomic DNA

Obr. 1: Struktura polyomaviru

Nalevo je zobrazena kapsida polyomaviru skladajici se ze 72 pentamera proteinu VP1.

Pievzato z http://www.human-healths.com/bk-virus-infection/bk-virus-infection.php

V pravé ¢asti je zobrazeno uspotradani proteinti v kapsidé viru. Na povrchu se nachazi proteiny VP1, pod
nimi stfidavé VP2 a VP3 proteiny a v samém stfedu se nachazi DNA viru obalena histony.

Pievzato z http://viralzone.expasy.org/all_by species/58.html

Uvnitt kapsidy se nachazi virova DNA v komplexu se vSemi typy bunéénych histond,
krom¢ histonu H1. Genom polyomaviru je velky ptiblizn€ 5 tisic para bazi a d€li se do tii
Casti (viz obr. 2). Rana (early) Cast je oblast, jejiz transkripce probiha pied replikaci viru
a produkty syntetizované z ¢asnych mRNA (mediatorové ribonukleové kyseliny) se nazyvaji
T antigeny. Tyto proteiny ovliviiuji transkripci a replikaci viru, ale také bunécné procesy, jako

je replikace bunééné DNA ¢i bunécny cyklus. Dalo by se fici, Ze pozménuji prostiedi bunky



tak, aby bylo pfiznivé pro replikaci viru. Dalsi Casti je pozdni (late) oblast. Geny této oblasti
jsou exprimovany vyrazné¢ az po zahajeni replikace viru a jejich produkty jsou proteiny
kapsidy (VP1, VP2 a VP3). Casna a pozdni oblast jsou oddéleny regulaéni oblasti (RR), jenz
zahrnuje pocatek replikace (ori), ¢asny a pozdni promotor a ostatni regulacni elementy, jako
je napt. enhancer (Tooze, 1981 cit. v Knipe a Howley, 2007).

Kazdy polyomavius kéduje maly T antigen (small T antigen, ST), velky T antigen
(large T antigen, LT) a proteiny VP1, VP2 a VP3. V ostatnich produktech translace se ale
jednotlivé polyomaviry lisi. MPyV a HaPyV obsahuji na rozdil od polyomavirti primatt

stiedni T antigen (middle T antigen, MT), ktery je jejich hlavnim onkogenem (Habel, 1965).

VP1
VPQF.‘,_, % T
vps( | mPyv |
",
’I
T./
Late RR Early

Obr. 2: Zobrazeni genomu Mysiho polyomaviru

Na levé strané se nachazeji produkty pozdni oblasti, trukturni proteiny VP1, VP2 a VP3 a na pravé strané
produkty rané oblasti, velky, stfedni a maly T antigen. Sipky naznacuji smér transkripce. Mezi nimi se nachazi
netranskribovana regulaéni oblast (RR). Ptevzato z Knipe a Howley (2007).

2.4. Replikacni cyklus mySiho polyomaviru
Mysi polyomavirus (MPyV) vstupuje do bunky receptor zprosttedkovanou

endocytozou. Jeho protein VPI je odpovédny za interakci s receptorem na povrchu bunky,
kterym je gangliosid GDla. MPyV je dale dopraven do casnych endozomi pozdniho
endolysozomalniho kompartmentu, kde snizené pH navodi jeho konformacéni zménu,
anasledné je dopraven do endoplazmatického retikula (ER), kde dojde k caste¢nému
rozvolnéni, a soudi se, Ze odtud pronikne skrz membranu ER do cytoplasmy a poté je
dopraven pies jaderné pory do jadra. Predpoklada se, ze gangliosid GD1a je zodpovédny za

transport polyomaviru z lysozomu do ER (viz obr. 3; Qian et al., 2009).



polyomavirus

GD1a non-ganglioside receptor
plasma membrane

v

endolysosome

i I GD1a-mediated sorting

endoplasmic reticulum

nucleus™ > infection

Obr. 3: Receptor zprostiedkovana endocytéza mySiho polyomaviru

Na schématu je znazornéno schema endocytického pohybu virion. Mysi polyomaviry byly endocytovany po
vazb¢ na receptor gangliosid GD1a, nebo pfes interakci s jinou povrchovou molekulou zakoncenou kyselinou
sialovou. Do ER se dostaly jen ty viry, které byly navazany na receptor GDla. Ptevzato z Qian et al. (2009).

V jadie bunky zacne probihat rand transkripce virové DNA. Polyomaviry jsou malé
viry zcela zavislé na bufice. VéEtSina enzymut pouzitych pro replikaci, transkripci a translaci
jsou tedy bunécného ptvodu. Pro transkripci genomu viru je pouzivana bunéénd RNA
polymeraza II (shnuto v Knipe a Howley, 2007). Transkripce je zahajovana z raného
promotoru. Tento promotor je u MPyV regulovan bunéénymi faktory, jako je naptiklad PEAI
protein (polyomavirus enhancer A binding protein 1). Ten se vaze na enhancer polyomaviru,

a tim aktivuje transkripci a replikaci virového genomu (Martin et al., 1988).

Po dokonceni transkripce jsou primarni transkripty upraveny polyadenylaci
a alternativnim sestiihem. Translace proteinti probihd v cytoplasmé a proteiny jsou nésledné
dopraveny do cilovych mist. LT antigen se nachéazi ptevdzné v jadfe, ST antigen v jadie

a cytoplasmé a MT antigen v plazmatické membrané (shrnuto v Fields a Knipe, 1991).
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Po zahgjeni rané transkripce nastane replikace virové DNA. Pro replikaci je velmi
dalezity protein LT antigen, ktery indukuje vstup buiikky do S faze, a tim zajisti viru jeji
enzymy potiebné k replikaci (Decaprio et al., 1988). Krom¢ toho LT antigen iniciuje
replikaci virového genomu tim, ze pfivede bunéény replikaéni aparat K virovému
replikacnimu pocatku (ori), do kterého se LT antigen vaze. Helikazova aktivita LT antigenu
zpusobi rozvolnéni DNA fetézcu v ori (shrnuto v Simmons, 2000). Replikace probiha z ori

obéma sméry a kon¢i po setkani dvou replikacnich vidli¢ek (Crawford et al., 1973).

Po nastartovani replikace virus zahaji pozdni transkripci. Produkty pozdni transkripce,
strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3, jsou syntetizovany v cytoplasm¢ a poté jsou
transportovany do jadra. V jadie pak probiha morfogeneze virioni. Mechanismus vzniku
virovych ¢astic neni jasny, pfedpoklada se, ze kapsida se zformuje kolem kondenzovaného
virového minichromosomu, kde se nachazi virova genomova DNA v komplexu s bunéénymi
histony (kromé¢ histonu H1) (shrnuto v Knipe a Howley, 2007). Cyklus viru kon¢i lyzi bunky
(Mattern et al., 1966).

3. Stiedni T antigen

3.1. Struktura a asociace s bunéénymi membranami
Stiedni T antigen je protein o velikosti 421 aminokyselin a spolu s ST antigenem a LT

antigenem je kédovan v tzv. rané transkripéni oblasti genomu mySiho polyomaviru. Diky
tomu, ze mRNA téchto proteinli vznikaji alternativnim sestfihem ze spolecného primarniho
transkriptu, sdili MT antigen s ostatnimi antigeny urc¢ité oblasti. S ST antigenem a LT
antigenem sdili 79 aminokyselin na jejich N-konci tzv. J doménu. Spolu s ST antigenem
potom sdili aminokyseliny 80-191. Posledni usek, aminokyseliny 192 az 421, je unikatnich
(viz obr. 4).

MT antigen je transmembranovy protein zakotven v cytoplasmatické membrané
pomoci hydrofobni transmembranové domény na C-konci. Vétsina molekuly MT antigenu se
nachazi na intracelularni strané. Asociace MT antigenu s membrdnou a interakce jeho
cytosolické ¢asti s bunéénymi proteiny je podminkou pro transformacéni G€inky MT antigenu
(Carmichael et al., 1982). Nedavno bylo dokazano, ze na extracelularni strané se nachazi
6 C-koncovych aminokyselin, jejichZ pfitomnost je rovnéz dilezita pro transformacéni ucinky

MT antigenu (Zhou et al., 2011).
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MT antigen je schopen se vazat 1 do vnitrobunécnych membran, jako jsou naptiklad
membrany endoplazmatického retikula (ER), zasazen do ER ovSem neni schopen buiku

transformovat (viz str. 24; Zhou et al., 2011).

MPyV LT -
|
79 785
| |
191 421
|
195

Obr. 4: T antigeny MPyV

Fialovou barvou je znazornéna tzv. J doména (1-79 aminokyselin) spole¢na pro vSechny T antigeny. Modra
oblast je specificka pro LT antigen (80-785 aminokyselin) a zelena oblast pro MT antigen (192-421
aminokyselin). Zluta barva vyznaduje spoleéné sekvence MT a ST antigentl. Pievzato z Jingwei et al. (2009).

3.2. Funkce
Nejvyraznéjsi funkci MT antigenu je schopnost transformovat buiiky. Konstruovany

mutantni MPyV s funkénim malym a velkym T antigenem, ale nefunkénim stfednim
T antigenem (jeho nefunk¢nost byla dana neschopnosti navazat se na membranu bunky)
nebyl schopen transformovat nepermisivni buniky. Tento pokus dokazuje, Ze z celého
polyomaviru je za buné¢nou transformaci odpovédny MT antigen (Carmichael et al., 1982).

LT antigen ma narozdil od MT antigenu schopnost buiiky immortalizovat. Mutantni
MPyYV, ktery nedava vzniknout funkénimu LT antigenu, je stale schopen transformovat bunky
a indukovat tumory (Freund et al., 1992a).

Nicméné bylo zjisté€no, ze k efektivni transformaci bunék potiebuje sttedni T antigen
sou¢innost malého T antigenu. Zadny z ranych transkripti mysiho polyomaviru neinaktivuje
protein p53. Tento onkosupresor funguje v odpovédi na stresové faktory, jako je napiiklad
poskozeni DNA, tim, ze navozuje apoptézu (programovanou bunécnou smrt). Pro virus je
tedy pfitomnost tohoto proteinu velmi nevyhodna. Protein p53 je aktivovan proteinem ARF,
ktery véaze jeho inhibitor MDM2. MT antigen aktivuje ARF - p53 bunécnou dréhu, coz
zeslabuje transformacni G¢inky (Lomax a Fried, 2001). ST antigen tuto drahu blokuje, a diky
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tomu napomaha k spésné transformaci bunék. Je mozné, ze je tato draha blokovana interakci
ARF s protein fosfatazou 2A (PP2A), se kterou ST antigen interaguje (Moule et al., 2004).

MT antigen sam dokaze indukovat signalni drahu, ktera vede K zabranéni apoptdzy,
ale tato draha neni zavisla na proteinu p53 (viz str. 21).

MT antigen ma i1 jiné funkce v produktivnim replikacnim cyklu MPyV, které
nesouvisi pfimo s transformaci bun¢k. Tyto funkce se tykaji napiiklad replikace, transkripce
a persistence viru. Mutantni polyomavirus se zkracenym MT nedokazal indukovat nadory
v novorozenych mysich a zarovenl chyboval v replikaci viru a navozeni virové persistence
(Freund et al., 1992b). Mutantni polyomaviry s defektnimi MT a ST antigeny v genetickém
pozadi kmenu polyomaviru A2 mély defekt v morfogenesi viriont, zpozd'ovaly se v expresi
LT antigenu a vyznaCovaly se posuny v pfechodu z rané do pozdni ¢asti transkripce (Chen

a Fluck, 2001).

4. Interakce s proteiny
Stfedni T antigen sdm o sob¢ nema katalytickou aktivitu. Jeho transformacni funkce je
vysledkem interakci s bunénymi proteiny drah signalni transdukce (Glenn a Eckhart, 1995).
K témto proteinlim patii naptiklad protein fosfataza 2A (PP2A), Src kinaza, fosfatidyl
inositol 3 kinaza (PI3K), protein Shc (src homology 2 domain — containing transforming
protein), 14-3-3 protein nebo fosfolipaza Cyl (PLCy1) (viz obr. 5).

4.1. Interkace s protein fosfatazou 2A
Prvnim proteinem vazajicim se na MT antigen je protein fosfatdiza 2A (PP2A)

(viz obr. 5). Interaguje s nim v cytoplasmé jesté pred jeho asociaci s membranou ER. Tento
fakt pravdépodobné souvisi s tim, Ze je PP2A spolu s transmembranovou doménou MT
antigenu zodpovédnd za naslednou lokalizaci MT antigenu do cytoplasmatické membrany.
Mutanty MT antigenu neschopné vazat PP2A byly lokalizovany vyhradné ve vnitinich
bunéénych membranach jako je ER (viz obr. 6; Zhou et al., 2011).
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Obr. 5: Interakce MT antigenu s proteiny aktivované signalni drahy

Na MT antigenu pismena Y oznacéuji fosforylované tyrosiny, S fosforylovany serin a pismena PPP oblast
bohatou na prolin. Pismena PTK demonstruji protein tyrosin kinazu a PDK1 pyruvat dehydrogenazu lipoamid
kinazu 1. Pfevzato z Jingwei et al. (2009).

PP2A je dulezitd bunécna serin/threonin protein fosfatdza, kterd ovlivituje mnoho
bunéénych déju, jako je napiiklad transkripce, translace nebo replikace (Schaffhausen a
Roberts, 2009). Potlaceni jeji funkce mize v kombinaci s nékterymi onkoproteiny dokonce
zpusobit transformaci bun¢k (Mumby, 2007).

PP2A je trimericky ABC komplex slozeny z katalytické podjednotky C, regula¢ni
podjednotky B a regulacni podjednotky A, kterd slouzi jako kostra spojujici podjednotky
B aC dohromady. Podjednotky A (63 kDa) a C (36 kDa) maji kazda dvé izoformy
a podjednotky B jsou rozdéleny do ¢étyf rodin (54, 55, 72 a 74 kDa) (Glenn a Eckhart, 1995;
Schaffhausen a Roberts, 2009).

Vazba PP2A na MT antigen probihd na jeho N-konci (viz obr. 5). Konkrétné je do
interakce zahrnuto prvnich 25 aminokyselin MT antigenu, aminokyseliny 105 az 111 (Cys-
Arg-Met-Pro-Leu-Thr-Cys) a malé oblasti na N-konci bohaté na cystein (Glenn a Eckhart,
1995). Interakce MT antigenu s PP2A je velmi dulezita pro jeho schopnost transformovat
buniky. Pokud neni MT antigen schopen tuto fosfatdzu navazat, ztraci transformacni

schopnost (Campbell et al., 1995).
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Obr. 6: Schéma vazby jednotlivych proteini na MT antigen

Schéma je vedeno zprava. MT antigen je syntetizovan v cytoplasmé na volnych polyzomech, déle je veden pies
endoplazmatické retikulum do exocytickych membran a nakonec do cytoplasmatické membrany. MT antigen
mutovany v hydrofobni oblasti (A 395-414) se nevaze na membrany. MT antigen neschopny vazat PP2A (A
PP2A) nebo mutant se zavedenou sekvenci KDEL neni schopen opustit membranu ER. Pfevzato ze Zhou et
al. (2011).

Obr. 7: Interakce MT antigenu s PP2A

MT antigen se vaze na PP2A vyménou za jeji B podjednotku. A, B a C jsou podjednotky PP2A. Vyznaceny jsou
i izoformy podjednotek A a C (a a B) a rodina podjednotek B (B, B, B”" a B””"). Pfevzato z Jingwei et al.
(2009).
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MT antigen se vdze na podjednotky A a C PP2A tim, ze nahradi regulacni
podjednotku B (viz obr. 7; Walter et al., 1990). S podjednotkou B sdili motiv DKGG
(aminokyseliny 44-47, Asp-Lys-Gly-Gly) (Glenn a Eckhart, 1995). Toto ovSem neplati
urodiny B podjednotky 74 kDa, ktera s MT nema homologii (Hendrix et al., 1993).
Podjednotka A se sklada z 15 repetitivnich sekvenci. Kazda repetice je slozena ze dvou alfa
helixti. Helixy jsou mezi sebou spojeny smyckami (intra — repeat loops), stejné tak jednotlivé
repetice (inter repeat loops). MT antigen (i ST antigen) se vaze na oblast druhé az osmé
repetice (Zhou et al., 2003).

Vazba PP2A na MT antigen je podminkou pro vazbu dal§iho proteinu — tyrozin kinazy
z rodiny Src (viz obr. 5 na str. 14). Proto MT antigen bez PP2A neni schopen indukovat
transformaci bunék. I pies svou katalytickou aktivitu se zda, ze PP2A slouzi v komplexu
s MT antigenem pouze jako kostra pro navazani Src kinaz (Schaffhausen a Roberts, 2009,
Ogris et al., 1997)

Katalytickd aktivita PP2A by se ale neméla podcenovat. U malého T antigenu viru
SV40 bylo prokazano, Ze dokaze inhibovat nebo vyuZivat katalytickou aktivitu PP2A. ST
antigen vaze PP2A podobnym zptisobem jako MT antigen. Ten ovSem vaze ob¢€ dv¢ izoformy
A podjednotky narozdil od ST antigenu, ktery vaze pouze podjednotku A alfa (Zhou et al.,
2003). ST antigen napiiklad inhibuje defosforylaci LT antigenu a p53 tim, Ze svou interakci
inhibuje aktivitu formy PP2A slozené pouze z podjednotky A a C (Scheidtmann et al., 1991).
Dale inhibuje defosforylaci lehkého fetézce myosinu, myelinu a histonu H1, opét diky
inhibici vy$e zminéné formy PP2A (Yang et al., 1991). ST antigen také dokaze sméfovat AC
formu PP2A na androgenovy receptor, a tim zprostiedkovat jeho defosforylaci (Yang et al.,
2005).

Otazkou vSak zlstava, jakym zptusobem dokaze MT antigen ménit aktivitu PP2A.
Zatim bylo zaznamenano, ze MT antigen interaguje s lipinem, a v dusledku této interakce je
lipin defosforylovan (Schaffhausen a Roberts, 2009). Lipin je fosfataza, ktera defosforyluje
kyselinu fosfatidovou v membrang, a tim dava vznik diacylglycerolu. Tento enzym hraje roli
v regulaci metabolismu lipidd, ale funguje také jako transkripéni faktor v jadie (Harris

a Finck, 2011). Podrobnosti interakce lipinu s MT antigenem vS$ak jesté nejsou uplné znamy.

4.2. Interakce s kinazami rodiny Src
Dal8im bunécnym proteinem asociovanym s MT antigenem je tyrosin kindza z rodiny

Src (viz obr. 5 na str. 14). MT antigen asocijuje s kindazami Src (sarcoma kinase), Yes, Fyn,
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ale neasocijuje s kinazami Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) a Hck
(hemopoietic cell kinase) (Louie et al., 1988, Dunant et al., 1996). Mysi polyomavirus
preferenéné vaze Src (Courtneidge a Smith, 1983) a Yes (Kornbluth et al., 1987) a v mensim
metitku vaze Fyn (Cheng et al., 1988). Naopak polyomavirus kieCka vaze pouze Fyn
(Courtneidge et al., 1991). MT antigen polyomaviru sice interaguje s vice druhy kinaz, ale po
deleci genu pro kinazu c-Src bylo v zarode¢nych bunkach zjisténo, Zze nikoli kinaza Yes, ale
kinaza Src je zodpovédna za indukci tumort (Guy et al., 1994 cit. v Marcotte a Muller, 2008)

Src kinaza je asociovana s plasmatickou membranou a vnitrobunéénymi membranami
(Kaplan et al., 1990). Interakce kinazy s MT antigenem je nezbytna pro transformaci bunék
v kultufe a pro vyvoj nadora (Dunant et al., 1996). Tato interakce se odehrava
v endoplazmatickém retikulu v moment¢, kdy uz je MT antigen zasazen do membrany (viz
obr. 5 na str. 15; Zhou et al., 2011).

Prvnich 14 aminokyselin na N-konci téchto tyrosin kindz a myristilace N-koncového
glycinu jsou zodpovédné za asociaci s membranou (Kaplan et al., 1990). Za nimi se na
N-konci nachazi unikatni doména, zodpovédnd za funkéni specializaci kindz, SH3 (src
homology 3) doména a SH2 (src homology 2) doména. Na C-konci kindz se nachazi
katalytickd kindzovd doména SH1 (src homology 1) nasledovand 11 aminokyselinami
C-koncové domény, ktera mimo jiné obsahuje i regula¢ni fosforylaéni misto - tyrosin 527

(Y527) (Dunant et al., 1996).

Kindzy vétSinou vyuzivaji domény SH2 a SH3 pro interakci s jinymi proteiny.
V pfipad¢ interakce s MT antigenem se ovSem tyto domény neuplatituji. Src se na MT
antigen vaze blizko C-konce, v oblasti aminokyselin 248-525, okolo oblasti kindzové domény
(Dunant et al., 1996). Do vazby je ptekvapivé zahrnut i N-konec kindzy. Tento fakt byl
zjistén konstrukci fizni kindzy Src —Lck sestavené z N-konce Src kinazy a C-konce Lck
kinazy. Lck samotna s MT neinteraguje, ve spojeni s N-koncem Src kinazy ov§em ano (Louie
etal., 1988).

Pro vazbu Src kindz na MT antigen je dileZitd jeho ptfedchozi vazba s PP2A. Src
kindzy neexistuji v komplexu s MT antigenem bez navéazané fosfatdzy. Pro vazbu kinaz
ovSem neni potieba katalyticka aktivita této fosfatazy (Ogris et al., 1999). Na molekule MT
antigenu jsou za interakci zodpovédné aminokyseliny 185-210 blizké jeho N-konci a jeho
J doména (prvnich 79 aminokyselin) (Glover et al., 1999; Whalen et al., 2005).

Na rozdil od PP2A je pro transformaci bunck katalytickd aktivita Src kinazy dulezita

(Eckhart et al., 1979). Src kinaza fosforyluje substrat pomoci své kinazové domény (Dunant
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misty fosforylace na MT antigenu jsou tyrosiny 250, 315 a 322 (Y250, Y315, Y322) (Harvey
et al., 1984). Dalsi funkci Src kinazy je aktivace FAK kinazy (focal adhesion kinase), ktera je
dulezita pro piechod nadoru do pIn¢ transformovaného fenotypu (viz str. 28).

Aktivita Src kindzy je regulovana predevsim dvéma zpisoby, fosforylaci tyrosinu 527
a tyrosinu 416. Fosforylaci tyrosinu 527 je inhibovana aktivita kinazy, naopak fosforylace
tyrosinu 416 ma aktivaéni GCinky. Je znamo, Ze je aktivita Src kindzy v komplexu
S MT antigenem zvySena. Je tedy mozné, ze MT zvySuje aktivitu tim, ze zabranuje
fosforylaci Y527 (Courtneidge, 1985). Samotna vazba kinazy na MT antigen je regulovana
fosforylaci Y527. Fosforylace na tomto tyrosinu vede k jeho interakci s SH2 doménou
a vzniku tzv. uzaviené konfigurace kindzy, na kterou se MT nedokaze navazat (Liu et al.,
1993, Roussel et al., 1991). SH3 doména hraje v této konfiguraci stabilizujici roli, jak bylo
zjisténo u kinazy Lck (Eck et al., 1994). Tuto teorii podporuje fakt, Zze mutanty Src, které
nemaji SH2 a SH3 doménu, 1épe vazi MT antigen (Dunant et al., 1996).

MT antigen dale podporuje aktivitu Src kinazy fosforylaci tyrosinu 416 (Cartwrigh et
al., 1986; Roskoski et al. 2005).

4.3. Interakce s Shc proteinem
Na tyrosin 250 stfedniho T antigenu, ktery je fosforylovan Src protein kindzou, naseda

protein ShcA (Src homology 2 (SH2) — containing transforming protein A) (viz obr. 5 na
str. 14.; Campbell et al., 1994).

Existuji tfi izoformy proteinu ShcA, p46, p52 a p66 (Pelicci et al., 1992). Tyto
izoformy jsou slozeny z N-koncové PTB domény (phosphotyrosine — binding domain),
Z centralni oblasti bohaté na prolin (CH1) a z C terminalni SH2 domény (Pelicci et al., 1992;
Nicholson et al., 2001).

ShcA jsou znadmé tim, ze vazi fosforylovanou NPXY (Asn-Pro-libovolna
aminokyselina-Tyr) sekvenci na tyrosin kinazovém receptoru pomoci N-koncové PTB
domény (Pawson, 1995 cit. v Nicholson et al., 2001). Na MT antigenu rozeznavaji podobny
motiv - NPTY (Asn-Pro-Thr-Tyr). Mutace v jakékoli aminokyseliné NPTY motivu zabrani
transformaci buné€k, coz poukazuje na dllezitost proteinu ShcA pro transformaci MT
antigenem (Campbell et al., 1994).

ShcA obsahuje dvé oblasti, které jsou fosforylovany Src kindzou. Jednak je to oblast

CH1, ve které se nachazi dva tyrosiny, Y 239 a Y240 (van der Geer et al., 1996) a jednak je
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to C-koncova oblast s tyrosinem 317 u ¢lovéka nebo tyrosinem 313 u mysi (Salcini et al.,

1994).

Vsechny tfi fosforylované tyrosiny na ShcA interaguji s SH2 doménou adaptorového
proteinu Grb2 (growth factor receptor - bound protein 2) (Nicholson et al., 2001). Grb2 dale
vaze protein Sos! (son of sevenless homolog 1) pomoci domény SH3. Sos] patii do skupiny
proteini ,,Ras - guanine nucleotide exchange faktor (Schlessinger, 1993). Tato skupina
proteint méni GDP za GTP na Ras proteinech, a tim je aktivuje (Chardin et al., 1993). Diky
vazbé Grb2 na Sosl se Sosl piiblizi k membranég, kde aktivuje Ras protein. Tato signalni
transdukce nakonec vede k aktivaci Map kinazové kaskady (mitogen activated protein
kinase) (viz obr. 5 na str. 14; Aronheim et al., 1994). Map kinazy jsou protein kinazy, které
jsou soucasti drah signélni transdukce fidici diferenciaci bunék, bunééné déleni a bunécnou
smrt (Pearson et al., 2001). Je znamo, ze je Grb2 soucasti signalni transdukce, ktera
zabrafnuje vzniku apoptozy a které se zaroven ucastni také Map kindza. Konkrétné je tato
signdlni transdukce vedena skrz interleukin 3 (IL3), protein Shc, Grb2, Ras a nakonec Map
kinazu, ktera aktivuje gen pro protein ¢ — Fos (Gotoh et al., 1996).

Dalsim proteinem, ktery je Grb2 schopen vazat je adaptorovy protein Gabl (Grb-2
associated binding protein 1). Gabl je v komplexu s MT fosforylovany na tyrosinu, a diky
tomu je schopen vazat SH2 doménu PI3K (fosfatidyl inositol 3 kinazy) (Ong et al., 2001b).
Ptedpoklada se, ze je Gabl fosforylovany Src kindzou, ktera se nachazi v komplexu s MT
(Ong et al., 2001a). Setkavame se zde tedy s jinym zptsobem aktivace PI3K, nez je interakce
piimo s MT antigenem (viz obr. 5 na str. 14).

Komponenty jako jsou proteiny Shc a Grb2 nebo domény PTB a SH2 jsou typické pro
signalni transdukce aktivované tyrosin kindzovymi receptory (RTK). Dalo by se tedy fici,
ze se MT antigen chova jako takovyto aktivovany receptor (Pawson, 1995 cit. v Nicholson et
al., 2001).

Signalni transdukce vyvolana fosforylaci Y250 MT antigenu hraje dilezitou roli
Vv transformaci bun¢k. Mutace v sekvenci NPTY zabranila vazbé Shc na MT antigen. Diky
tomu nebyly buiiky, v nichz byl tento mutant exprimovan, transformovany (Campbell et al.,
1994 cit. v Bronson et al., 1997). Piekvapenim ovSem je, Ze je tento mutant schopen indukce
nadort jaternich epitelialnich bunék u novorozenych mysi (Bronson et al., 1997).

Projev mutace zavisi na typu tkan¢, ve které je mutant exprimovan. Mutaci v tyrosinu
250 byla snizena frekvence nebo velikost tumoru v jatrech, brzliku a v nadledvince a naopak

byla zvysena frekvence nebo velikost tumoru na pokozce a v kostech (Bronson et al., 1997).
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Projev mutace také zavisi na tom, Zzjakého druhu organismu testované bunky
pochézeji. Mutace v tyrosinu 250 zptisobila transformaci lidskych bunék, ale nezptsobila uz
transformaci bunék mysich (Utermark et al., 2007).

Velkou roli hraje interakce s ostatnimi proteiny, napiiklad s fosfatidyl inositol
3 kindzou. Kdyz byla k mutaci v tyrosinu 250 pfidéna jest€¢ mutace zabraiujici vazbu na tuto
kinazu (mutace v tyrosinu 315), nedoslo k vyvinuti zadnych epitelialnich tumorid (Bronson et

al., 1997).

4.4. Interakce s fosfatidilinositol 3 kinazou
Na dalsi fosforylovany tyrosin MT antigenu - tyrosin Y315 naseda svou SH2

doménou fosfatidyl inositol 3 kinaza IA (IA PI3K) (viz obr. 5 na str. 14; Utermark et al.,
2007).

Do rodiny PI3K patii tfi tfidy: I, II a III. Ttida I je rozd€lena do dvou subrodin A a B
podle toho, sjakym receptorem kinazy interaguji. Pouze kinaza IA PI3K je aktivovana
tyrosin kindzovym receptorem a MT antigenem. Tato kindza se skldda z regulacni adaptérové
podjednotky p85 a katalytické podjednotky p110 (Engelman et al., 2006; Kaplan et al.,
1987). Interakce s MT antigenem je zprostiedkovana pomoci SH2 domény podjednotky p85
(Courtneidge a Heber, 1987 cit. v Utermark 2007).

Funkce PI3K je fosforylovat 3 hydroxy skupinu fosfatidilinositolu a fosfoinositidi.
(Engelman et al.,, 2006) Podjednotka pl110 katalyzuje fosforylaci fosfatidylinositolu
4,5-bisfosfatu na formu fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfat. Tento druhy posel aktivuje Akt
kinazu (znamou téZ pod jménem protein kinaza B, PKB) a dalsi efektory (viz obr. 5;
Utermark et al., 2007). Na spojitost Akt kinazy s MT antigenem poukazuje pokus s MT
antigenem mutovanym v Y315, kdy byl zaregistrovan silny ubytek aktivni Akt
serine/threonine kinazy. Tento ubytek se neobjevil v divokém typu MT antigenu nebo MT
antigenu mutovaném v tyrosinu Y250 (Dahl et al., 1998).

Akt kinaza se na fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat vaze pomoci své PH domény
(plackstrin homology domain). Je to serin/threonine protein kinaza, ktera reguluje mnoho
bunécnych funkci, jako je zivotnost bunky, bunécné dé€leni, migrace nebo bunécny
metabolismus (shrnuto v Maroulakou et al., 2007).

Kinaza Akt ma tfi izoformy — Aktl, Akt2 a Akt3. Izoformy Aktl a Akt2 maji kazda

jinou funkei, ale vzéjemné se dopliuji. Aktl podporuje bunécnou proliferaci, zivotnost buniky
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1 indukci tumorl, zatimco Akt2 také podporuje tumorgenezi a vznik metastazi.
(Maroulakou et al., 2007).

PI3K dale aktivuje maly GTP/GDP vazebny protein Rac (viz obr. 5 na str. 14). PI3K
ho aktivuje skrz fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfat, ktery aktivuje PH domény ,,nucleotide
exchange* faktorti. Protein Rac je naptiklad zahrnut v draze aktivujici expresi proteinu SRF
(serum response factor), ktery slouzi jako transkripéni faktor ovliviiujici gen pro protein
c-Fos. Tato drdha ovSem jest¢ neni plné prozkoumana. Dulezité je, Ze exprese dominantné
negativniho Rac, zabranuje transformaci bun¢k (Urich et al., 1997, Jingwei et al., 2009).

Dalsi funkei signalni transdukce iniciované PI3K je zabranéni apoptdzy. Apoptoza je
v bufice navozena béhem bunécného vyvoje za urcitych patologickych stavi jako je
poskozeni DNA, virova infekce nebo pfi aktivaci onkogenu (shrnuto v Dahl et al., 1998).
Inhibice fosforylace fosfatidilinositoli nebo samotné PI3K meéla za nésledek indukci
apoptdzy v bunikach, a tedy jejich mensi Zivotaschopnost. V bunkach produkujicich divoky
typ MT antigenu, MT antigen mutovany v Y250, ani v buiikdch neprodukujicich MT antigen,
se tyto vlastnosti neprojevovaly. Je tedy zfejmé, ze MT antigen ma urcité mechanismy jak
zabranovat apoptdze, a PI3K je jejich soucasti. Tento mechanismus neni zavisly na aktivitach
p53 (Dahl et al., 1998).

Po ptedeslych informacich je zfejmé, Ze interakce MT antigenu s PI3K je dilezita pro
jeho schopnost transformovat builky. Mutovany MT antigen neinteragujici s PI3K
nedostate¢né transformuje buniky a ma nizsi schopnost indukovat nadory (Dahl et al., 1998,
Utermark et al., 2007).

In vivo jsou mutanty MPyV, jejichz MT antigen neinteraguje s PI3K, spojeny s mensi
umrtnosti laboratornich mysi a nadory vznikaji s mensi frekvenci. Indukce nadort se lisi
podle typu tkang€. Efekt mutace se velmi siln€ projevil napt. v slinnych a mléénych Zlazach,

nadledvinkach, a naopak mél slabsi efekt napt. v brzliku (Freund et al., 1992b).

4.5. Interakce s fosfolipazou Cyl
Fosforylace dalSiho tyrosinu, Y322, na molekule MT antigenu zplisobi navéazani

fosfolipazy Cyl (PLCyl) skrz jeji SH2 doménu (viz obr. 5 str. 14; Su et al., 1995).

Fosfolipaza Cyl je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu fosfatidylinositolu — 4,5 —
bisfosfat na 1,4,5 — inositoltrifosfat a diacylglycerol. Tyto molekuly potom slouzi dal
v signalizaci jako druzi posli (Krawczyk a Matuszyk, 2011).
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U Jurkat T bunék (T lymfocyt) je PLCyl soucasti drahy, ktera stimuluje genovou
expresi interleukinu 2 (IL2). IL2 je cytokin, signalni molekula, jejiz exprese vede k aktivaci T
buniek a jejich proliferaci. Tato draha zacina aktivaci receptoru TCR (T cell antigen receptor),
ktery aktivuje protein tyrosin kinazy (PTK). K této skupiné kinaz patii také kinazy z rodiny
Src (Wange a Samelson, 1996, Kennedy et al., 1998). PTK dale aktivuji PLCyl, jejiz
sekundarni posli aktivuji protein kindzu C (PKC) a zvySuji extracelularni koncentraci ionti
Ca®" v buiice. Tyto dvé komponenty dale ovliviiuji genovou expresi IL2 (Noh et al., 1995).

U Jurkat T bunék, které postradaly TCR, ale produkovaly MT antigen, byla
zaregistrovana vyssi exprese IL2 nez u kontrolnich bun¢k. Mutovany MT antigen neschopny
vazat Shc a PLCy1 neaktivoval promotor genu pro IL2. Tento fakt spolu s podobnosti ¢lent
signalni transdukce TCR a MT antigenu naznacuje, ze by MT antigen mohl slouzit v T
bunkach jako nahradni TCR (Kennedy et al., 1998).

Byl pozorovan i vliv fosfolipazy Cyl na schopnost MT antigenu transformovat burky:.
Mutovany MT antigen neschopny vazat PLCy1 (majici misto tyrosinu 322 fenylalanin) méné

transformuje buriky s niz§i G¢innosti nez divoky typ MT antigenu (Su et al., 1995).

4.6. Interakce s proteinem 14-3-3
Dalsi fosforylovanou aminokyselinou MT antigenu je serin v poradi 257. Fosforylace

tohoto serinu zpusobi navazani proteinu 14-3-3 (viz obr. 5 na str. 14; Cullere et al., 1998).

Poteiny 14-3-3 tvofi rodinu proteinti exprimovanych ve vSech eukaryotickych
buitkach. Maji schopnost véazat fadu funkcéné odlisnych signalnich proteinti, vcetné kindz,
fosfataz a transmembranovych receptori (Obsil a Obsilova, 2011). Homology proteinu u
kvasinek hraji roli napfiklad v na¢asovani mitozy (Pallas et al., 1994). Role tohoto proteinu
Vv transformaci bun€k se ovSem nezda byt tak diilezitd jako u jinych proteint vazajicich se na
MT antigen. Mutace v serinu 257 nesnizila schopnost MT antigenu transformovat bunky a
indukovat tumory in vitro, nicmén¢ zabranila vzniku tumort ve slinné zlaze mysi (Cullere et
al., 1998).

4.7. DNAJ doména MT antigenu
N-koncova DNAJ tvofena doména MT antigenu je dilezitd pro vazbu PP2A a Src

kinaz (viz vyse). Dale je dulezitd pro vazbu Taz proteinu (tafazzinu) a proteinu Hsc70 (70 —
kDa heat shock proteinu) (viz obr. 5 na str. 14).

Taz protein se vaze na 2. - 4. aminokyselinu MT antigenu svoji doménou WW
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(doména s dvéma tryptofany) (Tian et al., 2004). Tento protein ma rozmanité funkce. Spolu
s 14-3-3 proteinem pusobi jako regulator transkripce genli pro faktory, které¢ vedou
k diferenciaci mezenchymalnich bun¢k na osteoblasty a adipocyty (Hong et al., 2005), ptisobi
degradaci proteinu polycystinu 2 skrz interakci s E3 ubiquitin ligazou (Tian et al., 2007)
a podporuje transformaci, migraci a invazivitu nékterych typd bun¢k (Chan et al., 2008).
Protein Taz aktivovany defosforylaci podporuje bunééné déleni (Lei et al., 2008). Mutantni
MT antigen neschopny vazat protein Taz, netransformoval bunky. Jelikoz Taz vaze vSechny
tii Casné antigeny polyomaviru, neni jisté, jestli je za vSechny vySe zminéné efekty
odpovédna prave interakce s MT antigenem (Tian at al.,2007; Tian et al., 2004).

Dal§im proteinem, ktery s velkou pravdépodobnosti interaguje s J doménou MT
antigenu, je 70 — kDa heat shock protein (Hsc70) (Schaffhausen a Robert, 2009). V burkach
infikovanych virem SV40 a mysSim polyomavirem se zvySuje exprese genu pro Hsc70
(Khandjian a Turler, 1983). Hsc70 asociuje pouze s mutovanym MT antigenem, ktery neni
schopen vazat PP2A (Campbell et al., 1995). Je mozné, Ze je to diky tomu, Ze se mutovany
MT antigen v dasledku neptitomnosti PP2A S$patné slozi, a Hsc70 se na né&j proto navaze.
Dalsi moznosti je, Ze se diky nepfitomnosti PP2A uvolni na MT antigenu pro Hsc70 vazebné
misto (Pallas et al., 1989). Dalsi podminkou vazby Hsc70 na MT antigen je vyssi
koncentrace MT antigenu. Pti vyssi expresi MT antigenu v lidskych 293 buiikéch spolu s MT
antigenem tvofili komplex proteiny o velikostech 72 a 74 — kDa, povazované pravé za

proteiny Hsc70 (Pallas et al., 1989).

4.8. Oblast MT antigenu bohata na prolin
Oblast bohata na prolin se nachazi mezi 332. - 347. aminokyselinou blizko C-konce

MT antigenu (viz obr. 5 na str. 14). Tato oblast se nachazi i v LT antigenu (Schaffhausen
a Roberts, 2009).

Bunky infikované mutovanym polyomavirem, ve kterém byly deletovany tii proliny
Ztéto oblasti v MT a LT antigenu neztratily schopnost byt immortalizovany a nebyla
inhibovana replikace virové DNA. Mutantni polyomavirus byl ovsem defektni v transformaci
bunék a tumorgenezi a indukoval méné tumorli s del§i latenci. V nékterych tkanich
neindukoval nadory vitbec a v nékterych je indukoval s redukovanou frekvenci. To dokazuje,
ze byly ovlivnény funkce MT antigenu, a nikoli LT antigenu, a zaroven to dokazuje dllezitost

oblasti bohaté na prolin pro transformaci bunék (Yi a Freund, 1998).
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4.9. Shrnuti interakce stfedniho T antigenu s proteiny

Jak jiz bylo zminéno diive, MT antigen je syntetizovan v cytoplasmé na volnych
polysomech a nasledné je posttranslacné vlozen do membrany ER, odkud putuje pomoci
endocytickych vackt do cytoplazmatické membrany. MT antigen mutovany v misté vazby na
PP2A, nebo s ptidanou peptidovou signalni sekvenci KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu), diky niz se
proteiny pohybuji pouze ve vaccich ER, neputuje do dalSich endocytickych membran, ale

zustava v endoplazmatickém retikulu. Takto mutovany MT antigen netransformuje bunky (viz

obr. 6 na str. 15; Zhou et al., 2011).

V endoplazmatickém retikulu jsou na MT antigenu vazany PP2A a tyrosin kindza Src,
ale chybi interakce s proteinem ShcA, PI3K a PLCyl. Posledni tfi jmenované proteiny se na
MT antigen vazi pies tyrosiny fosforylované kinazou Src. Pti zkousce kinazovych aktivit se
ukazalo, ze je kinaza Src je v ER aktivni. Nepfitomnost té€chto proteinti tedy zfejmée neni dana
nedostatecnou aktivitou kindzy, ale Spatnym pfistupem proteinli k vazebnému mistu na MT

antigenu (Zhou et al., 2011).

Strategie transformace bunék, kterou MT antigen pouziva, Spociva v aktivaci
bunéénych kinaz, jako je FAK kinaza, ¢i kinaza Akt (viz str. 20 a 28), zabranéni apoptoze
burniky (viz str. 21), aktivace exprese genu proteinu IL2 (viz str. 22) a aktivace bunééného
protoonkogenu c-fos, jehoZ spojeni s MT jesté nebylo plné prozkoumano (viz str. 19 a 21).
Proteiny c-Fos dimerizuji s proteiny c-Jun a vytvaii transkripéni faktor AP-1 (activating

protein 1). Tento faktor napiiklad ovliviiuje déleni a diferenciaci bunék (Deng a Lin, 2006).

5. Nadorova transformace indukovana MT antigenem

5.1. Obecné charakteristiky
MT antigen plsobi jako silny onkogen v epitelu mlécné Zlazy. MySi model

exprimujici sttedni T antigen polyomaviru v epitelu mlééné Zlazy mysi pomoci MMTV
(mouse mammary tumour virus), ozna¢ovany jako MMTV-PyVMT (mouse mammary
tumour virus — polyoma middle T), je vyuzivan pro pochopeni molekularnich mechanismt
lidské rakoviny prsu (Callahan a Smith, 2000).

Tento model se vyznacuje zvySenou transformaci bunék, rychlym nastupem nadoru
a vysokou mirou vzniku metastazi do plic (Guy et al., 1992; Marcotte a Muller, 2008).

Vyvoj nadoru iniciovany MT antigenem ma CcCtyfi stddia. Zacind hyperplazii
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a pokracuje pfes adenom, rany karcinom az do pozdniho karcinomu. Tato stadia se lisi
charakterem 1ézi, bunéénou morfologii, charakterem nadorového stroma a mirou exprese

urcitych faktora (viz obr. 8; Lin et al., 2003).

Adenoma Early Late
Stage Hyperplasia /MIN Carcinoma Carcinoma
Gross ‘%’ % ?
H&E : e gt

Cellular Q

morphology
ER ++ ER +++ ER ++ ER +
Bio- PR + PR ++ PR + PR -
markers Neu (T/D) ~ 1 Neu (T/D) Neu (T/D) T 1 Neu (TD) T 11
Cyclin D1 + Cyclin D1 + Cyclin D1 ++ Cyclin D1 +++
Integrin B + Integrin B+ Integrin B - Integrin B -
@ Luminal epithelial or tumor cells ~  Myoepithelium

~ Basement membrane 2 Focal infiltration of leukocytes

Obr. 8: Vyvej nadoru v modelu MMTV-PyVMT

U jednotlivych stadii vyvoje nadoru je pod sebou vyznacen vyvoj 1ézi v mlé¢né zlaze, bunééna morfologie (zde
si lze vSimnout ztratu integrity s bazalni membranou) a zména exprese estrogenu (ER), progesteronu (PR),
proteinu Neu, cyklinu D1 a integrinu .  Pfevzato z Lin et al. (2003).

Jak u mysiho MMTV-PyVMT modelu, tak i u lidské rakoviny prsu je zaznamenana
sniZend exprese estrogenu a progesteronu (30% u lidské rakoviny prsu a 80% u mysiho
modelu) a zvySena exprese Neu (ErbB2, HER2, Human Epidermal Growth Factor Receptor
2) a cyklinu D1 (20% u lidské rakoviny prsu) (Menard et al., 2000). Tyto zmény jsou patrné

obzvlasté pii pocatecni fazi maligni transformace (stddium raného karcinomu). Zmeéna
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exprese téchto faktor vede ke zvySenému déleni nadorovych bun€k a ztraté pozicni identity
(Lin et al., 2003).

Nejvyraznéjsi zmény v nadorovém stroma jsou spojené se zménou adenomu na rany
karcinom. Tyto zmény se vyznacuji ztratou exprese integrinu-1, ztrtou integrity bazalni
membrany a netiplnym obklopenim myoepitelem. Lokalni ztrata integrity bazalni membrany
je spojena se zvySenim neovaskularizace a zvySenim mnozstvi zanétlivych a leukocytarnich

bun¢k. VSechny tyto zmény vedou k vétsi invazivité bunék (Lin et al., 2003).

5.2. Interakce rakovinnych bunék se stroma
Velmi diilezité jsou interakce mezi stroma a rakovinnymi bunkami. Stroma je tvofeno

podplirnymi bunikami — fibroblasty, bufikami imunitniho systému nebo endotelidlnimi
bunkami (Bissel a Radisky, 2001). Mezi tyto interakce patii naptiklad parakrinni signalizace
mezi makrofagy (viz nize), nebo interakce s transkriptnim faktorem Ets2 (v-ets
erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian)) (Man et al., 2003).

V MMTV-PyVMT modelu nedostatecna exprese faktoru Ets2 omezuje vyvoj nadoru
a nepfitomnost tohoto faktoru ve stroma zabranuje ristu nadoru (Neznanov et al., 1999). Dale
Ets2 ovliviiuje expresi metaloproteinaz makrofagy a hraje také roli v angiogenezi (Man et al.,
2003).

5.3. Schopnost metastazovat
Model MMTV-PyVMT se od jinych mysich modelt lisi vysokou schopnosti tvofit

metastaze do plic (Guy et al., 1992). Ptestoze je schopnost metastazovat povazovana za
zélezitost pozdnich fazi nadorové transformace, bunky tohoto modelu jsou schopné tvofit
metastaze jiz ve velmi ¢asném stadiu (Husemann et al., 2008).

Proces tvofeni metastazi se da rozdélit do nékolika krokii. Zacind prinikem bunéck
Z pavodniho nadoru do okolni tkdn¢ (invazi bunck), pokracuje vstupem bun€k do cév
(intravazace), Sifenim v krevnim feciSti, unikem z cév (extravazace) a nakonec vznikem
kolony na metastazickém misté (Jingwei et al., 2009).

Vyznamny podil na vznik metastdzi v modelu MMTV-PyVMT ma rastovy faktor
CSF-1 (colony stimulating factor) exprimovany rakovinnymi bunkami. Exprese tohoto
rustového faktoru nema vliv na vznik nebo rist primarnich tumord, ale hraje roli v pfeméné
nadoru na invazivni metastazujici karcinom (Lin et al., 2001). Tento faktor neptisobi pouze

Vv autokrinni signalizaci, ale také jako chemoatraktant pfitahujici makrofagy k rakovinnym
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bunkam (Pollard, 1997). Tomu svéd¢i to, ze ztrata CSF-1 v modelu MMTV-PyVMT vede
k nepfitomnosti makrofagh v tomto modelu (Lin et al., 2001). Jinak feceno CSF-1 se
uplatiiuje v parakrinni signalizaci mezi makrofagy a rakovinnymi buiikami. Rakovinné bunky
sekretuji CSF-1, ktery interaguje s receptory na makrofagach. Tato interakce stimuluje
sekreci epidermdlniho ristového faktoru (EGF), ktery mé své receptory na rakovinnych
bunikach (Wyckoff et al., 2004). EGF v rakovinnych bunikach zajistuje jejich motilitu
a invazivitu skrz bazalni membranu do krevniho systému (Chan et al., 1998). U mysi bez
CSF-1 nebyl pozorovan prinik makrofaghh do mista tumoru, byla opozdéna preména nadoru
do maligniho stavu a zaroven opozdén vznik plicnich metastazi (Lin et al., 2001).

Makrofagy hraji ve schopnosti nddoru metastazovat nckolik roli. Diky schopnosti
sekretovat mnoho riznych produktd, jako jsou proteazy, rastové faktory a jiné signalni

molekuly, hraji makrofagy klicovou roli v angiongenezi (Sunderkotter et al., 1994). Dale se

predpoklada, ze makrofagy exprimuji proteazy, které naruSuji bazalni membrany (Lin et al.,
2003).

Apoptosis

Cell migration I

Cell proliteration

Obr. 9: Interakce MT antigenu s proteiny a aktivace signalni drahy
Oproti obr. 5 zde ptibylo znazornéni navaznosti drahy signalni transdukce aktivované MT antigenem na FAK
kinazu aktivovanou Src kinazou. Pievzato z Marcotte a Muller (2008).
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Do skupiny proteaz patii enzymy degradujici extracelularni matrix (ECM).
rakovinné bunky dosédhnout invaze a metastaze, degraduji tyto enzymy stroma okolo nich,
a buniky poté mohou proniknout do krevniho fecist¢ (Marcotte a Muller, 2008). Exprese
inhibitor metaloproteaz v MMTV-PyVMT modelu zapficini sniZzeni tvorby metastazi do plic
a snizeni rustu tumord (Yamazaki et al., 2004). Stejné tak rust tumortt v katepsin B
deficientnim prosttedi ma opozdény nastup nddori a snizenou tvorbu metastazi do plic
(Vasiljeva et al., 2006). Schopnost indukovat metastaze do plic byla sniZzena i u plasminogen
deficinetni mysi MMTV-PYyVMT modelu (Bugge et al., 1998). VSechny vySe zminéné
poznatky poukazuji na dulezitost téchto protedz pii tumorgenezi, UspéSné invazi a vzniku
metastazi.

Dulezitym enzymem hrajicim roli v pfechodu nadoru do metastazujiciho stadia je
kinaza FAK (focal adhesion kinase). MT antigen interaguje s kindzou FAK skrz interakci
se Src kinazou (viz obr. 9). FAK kinaza hraje roli v pfechodu nadoru ze stadia hyperplazie do
plné transformovaného fenotypu (Lahlou et al., 2007).

6. Zavér

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze MT antigen vyuziva bunécné proteiny jako
nastroj k vstupu vir do S faze bunky a k pfistupu k bunéénym enzymim, za ucelem
hladkého prabéhu replikace viru.

MT antigen, integrovany do cytoplazmatické membrany bunky se chova jako
aktivovany tyrosin kindzovy receptor. ProtoZe ale sam nema kindzovou aktivitu, rekrutuje Src
kindzu, kterd mu fosforylaci jeho tyrosini zprostfedkuje interakci mnohych proteini
participujicich na signdlni transdukci. Diky tomu muize MT antigen aktivovat naptiklad Map
kinazovou drahu ovliviiujici bunééné déleni a apoptozu, kindzu PI3K, kterd dokéaze inhibovat
apoptozu nebo aktivovat izoformy Akt kinazy, které podporuji transformaci bunék indukci
tumori ¢i vznik metastazi, a samotnd Src kindza aktivuje FAK kinazu, ktera pfispiva
k tumorgenezi.

Procesy, jako je zabranéni programované bunécéné smrti, aktivace drah signalni
transdukce a podpora bunécného déleni, jsou nezbytné pro efektivni replikaci viru.
V nepermisivnich buiikach, ve kterych neni z né¢jakého divodu dokoncéen replikacni cyklus

MpyV, ktery kon¢i bunécnou smrti, v§ak produkce pro MT antigen spolu s LT a ST dava
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vznik transformovanym bunkam.

Studium nadorové transformace na mySim modelu exprimujicim MT antigen a
studium interakci MT antigenu s proteiny pfinas$i mnoho zajimavych informaci o
mechanismech bunécné transformace a o tom, jakym zptisobem vznikaji nadory. I pfesto, ze
tento model pracuje na genetickém pozadi mysi, nachazi se zde mnoho podobnosti v
mechanismech, interakcich a funkcich drah signélnich transdukci s nddorovymi procesy u
Cloveéka. Mysi model exprimujici MT antigen v epitelu mlécné zlazy je mozné alesponl z
¢asti aplikovat na lidsky karcinom prsu.

Problematika stiedniho T antigenu je stale aktudlni téma, a jak indikuje naptiklad
nedavna prace Zhou et al. (2001), ktera ukdzala, ze MT antigen ma jest¢ extracelularni cast,
jejiz dosud neznama interakce je také dilezitou podminkou schopnosti MT antigenu u¢inné
transformovat bunky, lze ocekavat od tohoto modelu jesté dalsi nové poznatky, které mohou

prohloubit naSe porozuméni mechanismiim naddorové transformace.
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