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Abstrakt

Celed’ Polyomaviridae zahrnuje malé DNA viry s jednoduchou stavbou a malym genomem kédujicim
pouze nékolik malo protein. Mezi tyto proteiny patii velky a maly T antigen a déle 2 az 3 strukturni
proteiny oznaCované jako VP1, VP2 a VP3. Neékteti zéstupci Celedi Polyomaviridae navic kéduji ve
svém genomu maly nestrukturni protein zvany agnoprotein. Z lidskych polyomavirt je agnoprotein
pfitomen u BK polyomaviru a JC polyomaviru, coz jsou ptivodci nékterych vaznych onemocnéni u
lidi s oslabenym imunitnim systémem, kviili cemuz jsou predmétem intenzivnich vyzkumd. Dale jej
kéduje opici virus SV40. Agnoprotein dokaze manipulovat hostitelskou buiikou, narusovat vackovy
transport a také je klicovy pro virovou replikaci a transkripci. Hraje zfejmé dilezitou roli pfi
morfogenezi viriond, popfipadé pfi jejich uvoliiovani z buiiky. Prace shrnuje nejnovéjsi poznatky z
oblasti vlastnosti a funkci agnoproteinu BK polyomaviru, JC polyomaviru a viru SV40, se zaméfenim
na produkci tohoto proteinu béhem infekce, na jeho strukturu, posttranslacni modifikace, lokalizaci
v bunice, interakéni partnery a celkovy vyznam tohoto enigmatického proteinu v replikacnim cyklu

viru.

Kli¢ova slova: agnogen, agnoprotein, struktura, funkce, polyomavirus, Polyomaviridae, JC

polyomavirus, BK polyomavirus, virus SV40

Abstract

Polyomaviridae family includes small DNA viruses with simple structure and a small genome
encoding only a few proteins. These proteins include large T and small T antigens, as well as 2 to 3
structural proteins known as VP1, VP2 and VP3. In addition, some members of the Polyomaviridae
family encode in their genome a small non-structural protein called agnoprotein. Among human
polyomaviruses, agnoprotein is present in BK polyomavirus and JC polyomavirus. These viruses are
the causative agents of some serious diseases in immunocompromised humans and therefore, they are
the subject of intensive research. Simian vacuolating virus 40 is another example of a virus which
encodes the agnoprotein. Agnoprotein is capable to manipulate its host cell, disrupt vesicle transport
and is also crucial for viral replication and transcription. It appears to play an important role in the
morphogenesis of virions and/or in their release from the cell. This paper comprehensively
summarizes the latest insights into the properties and functions of the agnoprotein BK polyomavirus,
JC polyomavirus and SV40 virus, focusing on the production of this protein during infection, its
structure, posttranslational modifications, cell localization, interaction partners and the overall

importance of this enigmatic protein for the virus replication cycle.

Key words: agnogene, agnoprotein, structure, function, polyomavirus, Polyomaviridae, JC

polyomavirus, BK polyomavirus, SV40 virus
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1. Uvod

Agnoprotein je maly, nestrukturni protein, ktery kdduji nekteré viry z celedi Polyomaviridae. Jedna se
o malé DNA viry, jejichz genom je velmi tsporny a kdduje pouze nékolik proteini, které ale maji o to
rozmanitéj$i funkce. Na prvni pohled pisobi tyto viry pomérné jednoduse, ale ukazuje se, ze funkce,
které u jinych vird pIni hned n€kolik proteinti, zde dokaze zastat protein jediny. Plati to jak o velkém a
malém T antigenu, tak o agnoproteinu a kapsidovych proteinech.

Ja jsem si zvolila za pfedmét své prace agnoprotein, neb navzdory své malé velikosti dokaze plnit fadu
funkci, které jsou klicové pro uspésny replikacni cyklus virt, jez ho koduji. Tento protein pozdni faze
infekce dokaze, mimo jiné, manipulovat infikovanou buiikou, umi ovliviiovat vackovy transport,
brzdit bunéény cyklus, ovliviiovat virovou i bunécnou replikaci. Pro virus je dulezity predevsim pfi
morfogenezi a uvoliiovani viriont, pro regulaci virové replikace a transkripce a v kone¢ném dusledku
pro celkové nacasovani a optimalni prubéh virové infekce.

Pozornost si agnoprotein jisté¢ zaslouzi také z divodu, Ze nékteré z polyomavird, které ho koduji ve
svém genomu, jsou lidské patogeny, jez mohou zplsobit vazna onemocnéni. Mezi né patii JC
polyomavirus, ktery je ptivodcem progresivni multifokalni leukoencefalopatie u lidi se snizenou
funkci imunitniho systému. Stejné tak BK polyomavirus, ktery zplisobuje u pacientli po transplantaci
ledviny s polyomavirem-spojenou nefropatii. Proto je tfeba pln¢ porozumét replikacnimu cyklu
polyomavirt a rolim, které v ném hraji jednotlivé virové proteiny.

Agnoprotein vSak koduje genom pouze malé ¢asti polyomavird, a tudiz se v praci nebudu podrobnéji
zminovat o ostatnich, avSak bezesporu téz zajimavych, polyomavirech. Stejn¢ tak nebudu rozebirat

ptaci polyomaviry, nebot’ zadny z nich agnoprotein nekoduje.

Cilem mé prace je ucelené a pi‘ehledné shrnout poznatky o funkcich agnoproteinu jednotlivych
polyomaviri v replikaénim cyklu téchto virt a v deregulaci biologickych procesi hostitelské
buiiky. V praci se zamérim také na vlastnosti agnoproteinu, které mu umeoziuji plnit jeho
funkce, jako je napiiklad jeho sekundarni struktura, jeho posttranslacni modifikace, jeho
lokalizace v buiice a také to, kdy a jak je gen pro agnoprotein transkribovan. Pro pochopeni
a propojeni roli agnoproteinu s ostatnimi polyomavirovymi proteiny se budu kratce vénovat
také samotné Celedi Polyomaviridae, prubéhu replika¢niho cyklu téchto vird i jednotlivym

virovym proteinim.



2. Polyomaviry

Polyomaviry jsou skupinou malych neobalenych virti, které napadaji ptaky a savce, vcetné ¢lovéka.
Tyto viry maji genom tvofeny ds (dvouvlaknovou) DNA uspotfadanou do uzaviené cirkularni
molekuly DNA o velikosti ptiblizn€ 5 000 bp, pti¢emz nejvétsi ze znamych polyomavirovych genomt
obsahuje 5722 bp (African elephant polyomavirus 1) a nejmensi znamy obsahuje 4697 bp (Bovine
polyomavirus 1) (Gréfe et al., 2017; Stevens et al., 2013). Pokud bychom zahrnuli i polyomavirus-like
sekvence izolované z ryb a bezobratlych, pak rozpéti velikosti genomt této skupiny by se pohybovalo
mezi 3962 — 7369 bp (Buck et al., 2016).

Polyomaviry maji obecné¢ velmi jednoduchou stavbu. Jejich kapsida se skladd minimalné ze dvou
strukturnich proteinit VP1 a VP2, pficemz ale u vétSiny zastupci je kapsida sloZena ze tii strukturnich
proteind, a to VP1, VP2 a VP3. Jako majoritni kapsidovy protein je oznaCovan VP1, nebot tvoii celou
vn&jsi cast kapsidy. Naopak minoritni proteiny VP2 a VP3 se nachézeji pouze uvnitf virionu. VP1 se
ihned po translaci v cytoplasmé uspoifddava do pentamer, které jsou stabilizovany docasnymi
disulfidickymi vazbami a transportovany do jadra, kde dochazi ke skladani virové castice (Li et al.,
2002). Virovou castici tvoti celkem 72 pentamer proteinu VP1, pficemz 60 pentamer je hexavalentich
a 12 pentamer je pentavelentnich, diky ¢emuz vznika ikosahedralni uspotadani kapsidy. Kapsida ma

pramér do 50 nm.

Jako prvni zastupce této virové Celedi byl objeven mysi polyomavirus (Murine polyomavirus; MPyV)
v poloviné padesatych let minulého stoleti (Gross, 1953). Tento virus byl popsan jako filtrovatelné
agens ziskané z extraktu jater, sleziny a lymfatickych uzlin mysi trpicich leukémii a zptsobujici u
cerstvé narozenych mysi vznik nadort slinnych zlaz. Stejné vysledky byly ziskany, i pokud byly
izolaty z nadorti mysich slinnych zlaz a z mysi trpicich leukemii péstovany v tkanovych kulturach
a supernatantem z téchto kultur byly nasledné ockovany cCerstvé narozené mysi. Ty pak vyvinuly
mnohacetné nadory (Stewart et al., 1957). Pravé nazev celé skupiny polyomaviridae je odvozen od
schopnosti téchto vird indukovat rizné typy nadord (z feckého slova poly — mnoho, oma — nador).
Jako prvni primati polyomavirus byl objeven virus SV40 (Simian vacuolating virus 40) (Sweet and
Hilleman, 1960) a nasledné doslo k objevu i prvnich dvou lidskych polyomavirt, a to BKPyV (BK
polyomavirus) a JCPyV (JC polyomavirus) (Gardner et al., 1971; Padgett et al., 1971).

Dle Mezinarodniho vyboru pro taxonomii virt (International Committee on Taxonomy of Viruses;
ICTV) je dnes znamo 98 druhi virt patficich do celedi Polyomaviridae. Tato Celed’ se déli na 4 rody:
Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Gammapolyomavirus a Deltapolyomavirus, pti¢emz nejvice
zastupcl je fazeno pravé do rodu Alphapolyomavirus a Betapolyomavirus, par jich je fazeno
k zbyvajicim dvéma rodtim a devét druhii neni zatim zatazeno. Celed’ Polyomaviridae byla zavedena

(dle ICTV) vroce 1999 a to diky rozdéleni Celedi Papovaviridae na Celed Papillomaviridae



a Polyomaviridae. Soucasné déleni rodu této Celedi mame od roku 2015, kdy se ptivodni a jediny rod
Polyomavirus rozdélil na Ctyfi stavajici rody. AvSak proti tomuto uspotfddani se nékteti autofi
vymezuji.

Ptfiblizné€ od roku 2010 byla snaha zavést ustalenou taxonomii pro ¢eled’ Polyomaviridae a navrhnout
rody dané celedi tak, aby odpovidaly skute¢nym fylogenetickym vztahiim. V roce 2011 byla
uvefejnéna studie podporujici zavedeni tfi rodG: Wukipolyomavirus, Orthopolyomavirus
a Avipolyomavirus, a to na zakladé analyz biologickych vlastnosti jednotlivych zastupcl a na zaklade
srovnani celogenomovych sekvenci a sekvenci pozdni oblasti virového genomu (Johne et al., 2011).
Pozdé&ji se vSak ukazalo, ze uziti této oblasti k sestaveni fylogenetického stromu neodrazi vérné
evoluci dané celedi, nebot” se zjistilo, Ze mezi polyomaviry doslo v minulosti k rekombina¢nim
udalostem v nekterych genech, vcetné téch transkribovanych v pozdni fazi infekce (Calvignac-Spencer
et al., 2016). Proto autofi tohoto ¢lanku uzili sekvenci genu pro produkt casné exprese, LT antigen
(large T; velky T) pro sestaveni fylogeneze dané celedi, nebot’ predpokladaji, Zze v této oblasti
k rekombinaci nedoSlo. Vysledkem bylo zavedeni ¢&tyt rodt v éeledi  Polyomaviridae:
Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Gammapolyomavirus a Deltapolyomavirus. Piesto se nékteré
polyomaviry nepodafilo pfifadit ani kjednomu zrodd. Jiny nazor na uspofadani taxonomie
polyomavirtt ma Buck a jeho skupina (Buck et al., 2016). V praci vénujici se davné evolucni historii
polyomavirti dokazali srovnadnim sekvenci znamych polyomavirti a sekvenci moznych polyomavirt
nalezenych uryb a bezobratlych odhalit ddvné rekombinacni udalosti napfi¢ riznymi skupinami
polyomavirti. Proto zastdvaji ndzor, Ze nyn¢jsi déleni Celedi Polyomaviridae na ctyti rody je sice
jednoduché a prehledné, avsak nebere v potaz tyto, noveé odhalené, davné rekombinace, diky nimz jsou
nekteré ze skupin polyomavirii chimérami na genomové trovni. Proto, podle nich, nemtize fylogeneze
zalozena jen na srovnani LT antigenu fungovat. Navrhuji feSit taxonomii polyomaviri nezavislou
klasifikaci hlavnich genovych produktd, konkrétné uzit LT antigen a hlavni kapsidovy protein VP1,
stejné jako je hemaglutinin (H) a neuraminiddza (N) u virti chiipky. VSechny polyomaviry by pak

nalezely do jediného rodu Polyomavirus a odliSovaly by se pouze pomoci vySe navrhovaného dé€leni.

2.1. Organizace genomu

Genomova DNA polyomavirl, se nachdzi v kapsidé v nadSroubovicové formé¢ a je stabilizovana
histony, které si virus bere z hostitelské butiky (Lake et al., 1973). Konkrétné jde o histony H2A, H2B,
H3 a H4, které spole¢né v oktameru tvoii nukleozomy a které virus ziskava v jadre buniky pfi replikaci
svého genomu.

Organizace genomu polyomavirl je jednoducha a u vSech zastupcii podobna. Rozeznadvame tfi hlavni
oblasti: oblast ¢asné transkripce (early region), oblast pozdni transkripce (late region) a nekddujici
regulacni oblast (NCCR; non-coding control region). V ¢asné a pozdni oblasti jsou proteiny kodovany

v opaéném sméru viuci sobé, tedy na opac¢nych vlaknech.



NCCR se nachazi mezi obéma zminénymi oblastmi, fidi casnou i pozdni transkripci gend a také
replikaci celého virového genomu, nebot’ v této oblasti lezi transkripéni regulacni sekvence a pocatek
replikace (Ehlers and Moens, 2014, review). Ehlers a Moens porovnali NCCR primdtich polyomavirii
a prokazali, ze v oblasti pocatku replikace lezi sekvence bohatd na AT a sekvence obsahujici vazebné
motivy pro LT protein. U lidskych polyomavirit ma promotor pro ¢asné€ transkribované geny TATA
box sekvenci, kterou naopak promotor genti pozdni transkribce nema (Lednicky et al., 2014; Moens et

al., 2017, review).

Casna oblast viech polyomavirti, pokud nezahrneme polyomaviry ryb a ,,polyomavirus-like* sekvence
v bezobratlych, koduje minimalné dva proteiny — LT antigen a ST antigen (small T; malyT) (Buck et
al., 2016). AvSak z casné oblasti mnohych polyomavirt se produkuje vice riiznych proteinti, nez jen
dva zminéné, a to diky alternativnimu sestiihu mRNA. Kromé LT a ST antigenu je tedy mozné
u nékterych zastupcti detekovat také stfedni T antigen (middle T; MT) nebo protein ALTO
(Alternative to Large T Open reading frame) a dals$i rizné zkracené formy LT antigenu (van der
Meijden et al., 2015). V zavislosti na druhu polyomaviru mizeme v ¢asné oblasti najit 2 az 3 ORF
(otevieny Cteci ramec; open reading frame), které se obvykle zna¢i ORF1, ORF2 a ORFS5. ORF1 a 2
maji vSechny polyomaviry, nebot jsou tieba k produkci LT a ST antigenu a dalSich T antigeni
vznikajicich alternativnim sestfihem. ORFS5 se nachdzi pouze u virti, které¢ produkuji ALTO protein
nebo MT antigen, jehoz soucasti je pravé ORF1 a ORFS5 (van der Meijden et al., 2015).

Pti srovnani genomovych sekvenci riiznych zastupcti polyomavirt zjistime, Ze obvykla délka ORF1 se
pohybuje okolo 550 nukleotidl (nt) a primérna délka ORF2 je asi 1800 nt. Oba oteviené Cteci rdmce
na sebe obvykle tésné navazuji. Délka ORF5 je variabilni. NCCR ma obvyklou délku ptiblizn¢ 400 nt.

Pozdni oblast transkripce koduje vzdy minimalné dva strukturni proteiny, avSak obvykle je zde
proteinti kddovano vice. Jedna se o hlavni (majoritni) kapsidovy protein VP1 a minoritni kapsidovy
protein VP2. Kazdy ztéchto dvou proteinti je produkovan z odlisného ORF. Druhym minoritnim
kapsidovym proteinem nékterych polyomavuri je VP3, ktery je produkovan ze stejného cteciho
ramce, jako VP2, ale vyuzivé jiného dal§tho AUG kodonu mRNA (napt. u viru SV40) nebo vlastni,
alternativné sestfizené RNA (u mys$iho polyomaviru). Viry, které nekoduji VP3, maji obecné kratsi
ORF pro minoritni kapsidovy protein (Ehlers and Moens, 2014, review). U viru SV40 byla navic
prokazana produkce dal§iho proteinu, ktery byl pojmenovan VP4 a ktery neni soucasti virové kapsidy
na rozdil od ptedchozich VP (Daniels et al., 2007). VP4 je produkovan ze stejné mRNA a ve stejném
¢tecim ramci jako VP2 a VP3 a sdili s t€émito dvéma proteiny C-koncovou ¢ast. Ocekava se, ze VP4
budou mit i dalsi polyomaviry, a to na zakladé genomovych analyz jednotlivych zastupcti, avSak zatim
nebyla produkce VP4 u ostatnich polyomavirti experimentalné prokazana. Vysledky nékterych studii
naznacuji, ze by VP4 viru SV40 m¢l mit funkci viroporinu (Giorda et al., 2012), avSak jsou i studie,

které existenci VP4 popiraji (Henriksen et al., 2016). Henriksenovi a jeho skupiné se nepodaftilo



detekovat VP4 viru SV40 v jaderném extraktu infikovanych bunék pomoci hmotnostni spektrometrie
a navic prokdzali, ze mnozstvi uvolnéného wt (wild type) viru SV40 z bunécnych kultur do média je
Tudiz usuzuji, Ze VP4 neplni tlohu viroporinu a navic vyvstala otdzka, zda je tento protein pfi infekci
virem SV40 viibec produkovan.

Kromé jiz vySe zminénych proteinit koduje pozdni oblast u nékterych vird i dalsi, nestrukturni
proteiny. Pfedev§im jde o tzv. agnoprotein, jehoz ORF je oznacovano jako agnogen a lezi v 5 oblasti
transkriptu produkovaného z late regionu. Agnoprotein kdduji pouze dva lidské polyomaviry (BKPyV
a JCPyV) a nékolik dalSich sav€ich polyomavirt, naptiklad: SV40 virus, ChPyV1 (S8impanzi PyV1;
Chimpanzee PyV1) a polyomavirus kockodana cervenonosého (CeryPyV1; Cercopithecus erythrotis
PyV1), jak je dale rozvedeno v casti 2.5. ,,Polyomaviry kodujici agnoprotein“. Agnogen koduje
pomérné kratky protein, u JCPyV, BKPyV a SV40 viru se pohybuje jeho velikost mezi 62-71 aa
(amino acid; aminokyselina). Jako agnogeny byvaly oznacovany i nékteré ORF ptacich polyomaviri,
které lezi ve stejné oblasti jako agnogen savéich polyomavirt,, avSak ukazalo se, Ze tyto domnélé
agnoproteiny nemaji sekvenc¢ni homologii se savéimi agnoproteiny, takze nyni se tyto pta¢i ORF

v pozdni oblasti oznacuji bud’ jako VP4 nebo ORF-X (Johne et al., 2006).

2.2 Charakterizace hlavnich polyomavirovych proteini

LT antigen je nejvétsi polyomavirovy protein, ktery ma tadu dilezitych funkci. Jeho velikost se
u lidskych polyomavirii pohybuje mezi 641 az 817 aa (Moens et al., 2017, review) a stejn¢ tak primati
polyomaviry vykazuji ptiblizné podobné rozpéti velikosti LT antigenu. N-koncova c¢ast tohoto
proteinu je stejna, jako N-koncova ¢ast ST antigenu, protoze soucasti obou téchto proteint je ORFI,
avSak pro tvorbu LT antigenu je uzit jen kratky usek a vetSi cast LT antigenu koduje ORF2. LT
antigen se podili na regulaci virové genové exprese, reguluje piepnuti z ¢asné do pozdni faze
transkripce, podili se na replikaci virové DNA, brani buiice v apoptéze a indukuje vstup hostitelské
buiiky do S faze bunécného cyklu (An et al., 2012, review; Harris et al., 1996; Brady and Khoury,
1985). Cely protein je rozdélen na nékolik, dobfe konzervovanych, domén, které plni specifické
funkce. Konkrétné jde (ve sméru od N-konce k C-konci proteinu) o tyto domény: chaperonovd Dnal
doména, Ori vazebna doména (OBD), Zn-finger vazebnd doména (Zn-vazebna doména) a ATPasova
doména (An et al., 2012, review). Mezi prvnimi dvéma doménami je oblast, kterd nema pevné danou
sekundarni strukturu (disordered region) a kde se nachazi fada vazebnych motivii pro bunécné
motivil je LXCXE, diky kterému dokaze LT antigen interagovat s rodinou retinoblastomovych
protein (pRb) (Harris et al., 1996) a indukovat vstup bunky do S faze (Bollag et al., 2000). Dale
dokaze LT antigen vazat p53, diky ¢emuz inhibuje nckteré signaliza¢ni drahy zajiStované timto

proteinem (Imai et al., 1994). LT antigen vaze DNA v Ori misté (origin of replication; pocatek



replikace) a také ma helikazovou aktivitu nutnou pro zahajeni replikace virového genomu (Valle et al.,

2006).

ST antigen je produkovan z celé délky ORF1 a jeho velikost u lidskych polyomavirt se pohybuje mezi
172 az 199 aa (Moens et al., 2017, review). Priméati polyomaviry maji téZ podobné rozpéti velikosti ST
antigenu. ST antigen podporuje a posiluje fadu procest, které¢ primarné zajistuje LT protein, jako je
napiiklad pfepnuti Casné transkripce na pozdni transkripci nebo napomahd replikaci virového genomu
(Berger and Wintersberger, 1986; Bikel’ and Loeken, 1992). Stejné jako LT antigen mé4 ST také Dnal
doménu na N-konci, nebot’ je to ¢ast spolecna obéma proteinim. Naopak ¢ast sekvence unikatni pro
ST protein interaguje s protein fosfatazou 2A (PP2A), ¢imz ovlivituje dal$i proteiny zapojené do
regulace bunééného cyklu a diky tomu ovliviiuje bunéény cyklus a napomahd transformaci bunck

(Skoczylas et al., 2005).

Hlavni kapsidovy protein VP1, jak bude blize popsano v Casti vénujici se Zzivotnimu cyklu
polyomavirti, slouzi k rozpoznani cilové buiniky a zprostifedkovava prichyceni a vstup do bunky.
Velikost tohoto proteinu se pohybuje pfiblizné mezi 352 — 503 aa u primatich polyomavirti, avsak
vétSina je kratSi nez 400 aa (Ehlers and Moens, 2014, review). VP2 je mensi protein nez VP1 a je
produkovan z odlisné sestfizené pozdni mRNA. Spolu s VP1 (a popiipadé VP3) tvoii kapsidu
polyomaviru. VP2 zifejmé¢ hraje roli pfi vstupu viru do bunky, alespon u SV40 a MCPyV
(polyomavirus Merkelovych bunék; Merkell cell polyomavirus) to vyplyva z experimentt (Schowalter
and Buck, 2013), avSak ptfesna role VP2 v zivotnim cyklu vétSiny polyomaviri zatim neni znama.
VP3, pokud je u dané¢ho polyomaviru pfitomny, nese obvykle v N-koncové ¢asti MALXX¢$ motiv
(kde ¢ =W, F nebo Y), diky cemuz je mozné existenci VP3 u fady polyomavirti predikovat (Ehlers
and Moens, 2014, review). VP3 je soucasti virové kapsidy, avSak jeho funkce neni zatim ptesné
znama. U polyomavirt SV40 a MPyV byly prokdzany viroporinové vlastnosti obou minoritnich

kapsidovych proteinti (Giorda et al., 2013).

2.3. Zivotni cyklus

Polyomaviry rozpoznavaji cilové bunky diky receptorim na bunééném povrchu a to pomoci
strukturnich a sekvenc¢nich specifit svého kapsidového proteinu VP1. Bylo prokdzdno, ze vétSina
lidskych polyomavird vyuziva gangliosidy jako svilij receptor (Low et al., 2006; Neu et al., 2012).
Vyjimkou v tomto sméru je lidsky polyomavirus 6 a lidsky polyomavirus 7 (human polyomavirus;
HPyV6 a HPyV7). Ty totiz vyuzivaji jiné, nez gangliosidové receptory, a to proto, ze Zzlabek
v proteinu VP1 slouZici k vazb¢ sialové kyseliny u ostatnich zastupcti polyomavird je u VP1 proteinu
HPyV6 a HPyV7 piekryt prodlouzenou smyckou proteinového fetézce, coZz znemoziuje vazbu
gangliosidi do specifického mista (Stroh et al., 2014). Kromé receptord lidskych polyomavird jsou
jesté znamé gangliosidové receptory vyuzivané MPyV a SV40 virus (Tsai et al., 2003), ale primarni

receptory ¢i ko-receptory dalSich polyomavird jsou velmi malo prozkoumany.



Vstup do bunky probiha u vétSiny polyomavirti zfejmé endocytosou v oblasti lipidovych raftt. Odlisny
v tomto sméru je pouze JCPyV, u kterého byl prokdzan vstup do bunék ptes klatrinové vacky (Pho et
al., 2000). Po internalizaci se virus nachdzi v ¢asném endosomu, ktery ptechazi v pozdni endosom az
endolysozom a postupné dochazi k okyseleni vacku, coz je dilezité pro zdarnou infekci (Engel et al.,
2011; Liebl et al., 2006). Nasledné se virus zatim neznamou drahou dostava do ER (endoplasmatické
retikulum), kde dochdzi k CasteCnému rozvolnéni kapsidy (Schelhaas et al., 2007). Virus je pak
uvolnén do cytoplasmy a to pomoci proteinit ERAD drahy (ER-associated degradation) a sou¢innosti
VP2/VP3 proteini (Schelhaas et al., 2007). V cytoplasmé dojde k uvolnéni virové DNA, ktera je
transportovana do jadra, zfejmé za pomoci VP3 (Nakanishi et al., 2007). Nejnovejsi prace vSak
neznacuje, Ze roli v transportu virové DNA do jadra hraje VP1 spolecné s VP2/3, nebot’ je-li mutovan
jaderny lokalizacni signal pouze u VP1 nebo pouze u VP2, dokazi se navzajem zastoupit a virus se
dostane do jadra. Pouze mutace jadernych lokaliza¢nich signalti u vSech kapsidovych protein vede
k selhani vstupu viru do jadra (Soldatova et al., 2018).

V jadre je zahajena ¢asna transkripce z promotoru, ktery lezi v NCCR a vznika tak jedna prekurzorova
mRNA, ktera nasledné prochazi alternativnim sestfihem. V promotorové oblasti v NCCR se nachazi
mozné vazebné motivy pro bunécné transkripéni faktory a naseda zde bunééna RNA polymeraza II
(Gallo et al., 1990; Lednicky et al. 2014). Po translaci v cytoplasmé se LT antigen vraci zpét do jadra
diky svému jadernému lokalizaénimu signalu (Houben et al., 2015). Zde interaguje s GAGGC
vazebnym motivem Vv blizkosti Ori a zaroven interaguje s bunéénymi transkripénimi faktory, coz je
dilezité pro iniciaci replikace virového genomu a dale napomahd replikaci virové DNA svou
helikazovou aktivitou, jak bylo zminéno vySe. ST antigen napomaha viroveé replikaci tak, ze stabilizuje
LT antigen (Kwun et al., 2013). Také dochazi k pfepnuti z ¢asné na pozdni fazi transkripce diky tomu,
ze se LT vaze i na nizkoafinni motivy v oblasti promotoru ¢asné oblasti a blokuje transkripci (Moens
et al., 2017, review). Virové proteiny produkované zlate regionu (VP1/2/3) jsou v cytoplasmé
translatovany a diky svym jadernym lokaliza¢nim signalim se vraceji zpét do jadra (Clever and
Kasamatsu, 1991; Ishii et al., 1996).

V jadfe dochazi k sestaveni virové castice (Erickson et al.,, 2012). Jak probihd uvolnéni viriond
zbuniky, neni zatim u vétSiny polyomaviri zcela jasné. Neékteré polyomaviry zptisobuji lyzi
napadenych bun¢k (Norkin and Ouellette, 1976) a nékteré naopak mohou byt z bunky vyluovany,
aniz by buiika byla poSkozena (Clayson et al., 1989; Evans et al., 2015). Nékteré polyomaviry navic

ziejme vyuzivaji agnoproteinu, jakoZto viroporinu, pii uvolnéni z bunky (Suzuki et al., 2010).

2.4. Spektrum hostiteli

Naprosta vétSina dnes znamych polyomavird napada savce a ptaky (Calvignac-Spencer et al., 2016).
Nové studie vSak ukazuji, ze hostitelské spektrum polyomavirtt mize byt mnohem $ir$i a Ze mohou
napadat také ryby ¢i plazy (Buck et al., 2016; Dill et al., 2016). Pfi prohledavani genomovych databazi

je mozné identifikovat sekvence pochazejici zhmyzu nebo pavoukovci, které jsou podobné



sekvencim VP1 nebo LT antigenu a dokonce se podafilo identifikovat téméf cely polyomavirovy
genom u $tira Centruroides exilicauda (Buck et al., 2016). To naznacuje, Ze polyomaviry maji bohatou
evolu¢ni historii.

Infekce ptaktt zpiisobené polyomaviry vedou bud k ustanoveni chronické infekce (obvykle u
dospélych jedincit) nebo k zadvaznym porucham organti a rychlé smrti (obvykle u velmi mladych, Casto
imunitné naivnich, jedincti) (Johne and Muller, 2007, review). Zatim nebylo potvrzeno, ze by néktery
z ptacich polyomavirt zptsoboval nadory u zdravych hostitelt.

Infekce savetl zptsobené polyomaviry maji riznou podobu. Nékteré druhy polyomavirti napadajici
savce mohou zplsobit nddorova onemocnéni, jiné druhy zplsobuji 1éze nebo poSkozeni né€kterych

organtl a jiné ustanovuji chronické infekce u zdravych jedincti (Moens et al., 2017, review).

2.4.1. Lidské polyomaviry a s nimi spojené nemoci

Celkem 8, z dnes znamych 13 lidskych polyomavird, je spojovano sné&jakym konkrétnim
onemocnénim. Infekce vétSinou lidskych polyomaviri vede u zdravych jedinci ke vzniku
bezpriznakové chronické infekce, kterou ma c¢lovék po cely zZivot. Problém nastava
u imunosuprimovanych jedinct, at’ uz z divodu nemoci nebo podavani imunosupresivnich 1ékt, kdy
miize dojit k reaktivaci viru a propuknuti nemoci (Hirsch and Snydman, 2005; van der Meijden et al.,
2010). HPyV1 az HPyVS tedy mohou zpisobit urcitd onemocnéni nebo patologie u ¢lovéka, z cehoz
pouze MCPyV je spojovan se vznikem nadorového onemocnéni — karcinomu Merkelovych bunék
(Feng et al., 2008; Prado et al., 2018, review). Z téchto osmi lidskych polyomavird se zde zamétime
pfedevsim na BKPyV a JCPyV, nebot’ pouze tyto lidské polyomaviry koduji agnoprotein, kterému se

budeme vénovat dale.

V bézné populaci, napfic riznymi staty, ma BKPyV pomérné vysokou séroprevalenci (55 % az 85 %)
a to jiz od détského veéku (Knowles, 2006). Predpoklada se, ze virus se do téla dostava pies dychaci
cesty, ale neni ani vylouCena urino-ordlni nebo fekal-ordlni cesta pienosu. Nasledné¢ dochazi
k primérni infekci, kterd je ovSem bezptiznakova, popfipadé se mize projevit jako respiracni
onemocnéni (Goudsmit et al., 1982). Virus se dale $ifi do ledvin, kde ustanovuje persistentni infekci
po zbytek Zivota ¢lovéka. U pacientl po transplantaci ledvin nebo po transplantaci kostni dfené, kteti
maji nasledné imunosupresivni [é¢bu, mize dojit k reaktivaci viru, coz muze vést ke vzniku
hemoragické cystitidy nebo s polyomavirem-spojené nefropatiec (PVAN) (Bennett et al., 2012,
review). PVAN obvykle vede k odmitnuti transplantatu. Dnes jsou znamy nékteré rizikové faktory,
které mtzou Sanci vzniku PVAN a tedy i odmitnuti transplantatu zvySovat, ale zdaleka se neda
predpovédeét, jestli dany pacient onemocni PVAN ¢i nikoliv (Bennett et al., 2012, review).

JCPyV je pivodcem progresivni multifokalni leukoencefalopatie (PML), coz je smrtelné onemocnéni
projevujici se demyelinizaci neurondlnich axonit v CNS. Demyelinizace je zplsobena lyzi

oligodendrocyti, kterou zptsobuje produktivni infekce JC polyomaviru (Dang et al., 2012; Merabova



et al., 2008). PML postihuje imunosuprimované jedince, kteti bud’ maji AIDS bez antiretrovirové
1écby nebo ty, kterym jsou vramci 1écby jiného onemocnéni podavany léky potlacujici Cinnost
imunitniho systému (Saylor and Venkatesan, 2016, review). Pfi porovnani studii z riznych zemi bylo
zjisténo, ze séroprevalence JCPyV v populaci je mezi 33 % az 91 % (Wollebo et al., 2015, review). Za
misto primarni infekce JCPyV je povazovan respiracni systém, konkrétné tedy kréni mandle, kde se
podafilo detekovat sekvence pattici danému polyomaviru (Kato et al., 2004). Nasledn¢ virus perzistuje
v ledvinéch a jeho bazélni replikacni aktivitu je mozné v nékterych ptipadech detekovat v moci. Také
se ukazalo, Ze je mozné detekovat JCPyV v kostni dieni nebo sleziné¢ imunosuprimovanych jedinci,
odkud se zfejmé muze Sifit krvi prostfednictvim leukocytti do CNS (Houff et al., 1988). Na druhou
stranu, je mozné detekovat JCPyV v jadrech leukocytl i u zdravych jedincii, takZze objasnéni role
kostni diené a leukocyti ve vyvoji PML bude jesté tfeba objasnit (Dorries et al., 1994). Také se stale

nevi, kde a kdy ptesné vznika neurotropni forma JCPyV, ktera nasledné zplisobuje patogenezi v CNS.

2.5. Polyomaviry kédujici agnoprotein

Vsechny dnes znamé polyomaviry, které ve svém genomu koéduji agnoprotein, vyuzivaji jako své
hostitele savce (Gerits and Moens, 2012, review). Seznam sav¢ich polyomaviri, které maji ORF pro
agnoprotein, se nachazi vtabulce 1. (Tab. 1.) Domnély agnoprotein byl predikovan také u
polyomavirti napadajicich ryby ¢i dokonce bezobratlé (Buck et al., 2016), avsak jde pouze o dohad.
Vyvstava zde otazka, jak vlastné definovat gen pro agnoprotein. Mlizeme uvazovat, zZe je to jakykoliv
OREF lezici v pozdni oblasti ,,up stream* od genu pro VP2, a diky tomu pak miizeme jako agnoprotein
oznalit vSechny takové ORF sav€ich i jinych polyomavird. Pokud vSak budeme brat jako
agnoproteiny pouze ty proteiny, které jsou homologni k sekvencim pro agnoproteiny BKPyV, JCPyV
a SV40, tak zazime pocet polyomavirt, které koduji ORF pro agnoprotein, na osm (Tab. 2.). Ukdzalo
se totiz, ze pouze agnoproteiny kodované BKPyV, JCPyV, SV40 a nckterymi dal§imi primatimi
polyomaviry (Tab. 2.) jsou si navzdjem homologni, ale ORF oznaCované téz jako agnogeny u jinych
savCich polyomaviri maji vyrazné odlisné sekvence. Navic ani neni mozné porovnat struktury a
funkce jednotlivych agnoproteinti u riznych savéich polyomavirt, nebot’ pouze u BKPyV, JCPyV a
SV40 byla exprese agnoproteinu v infikovanych buiikédch experimentalné potvrzena (Jay et al., 1981;
Okada et al., 2001; Rinaldo et al., 1998). U ostatnich sav¢ich polyomavirQ, které by teoreticky
agnoprotein kodovat mohly, byla existence agnoproteinu pouze predikovana in silico, a to na zakladé
znamych genomovych sekvenci jednotlivych polyomaviri umisténych v databazi NCBI (National
Center for Biotechnology Information, 2019). Tudiz o téchto udajnych proteinech nic nevime, ani to,

zda jsou viibec pii infekci bunék danymi viry produkovany ¢i nikoliv.



Nazev viru Délka v aa* Kod**
BKPyV 66 NC_001538.1
JCPyV 71 NC_001699.1
Sv40 62 NC_001669.1
Pan troglodytes verus PyV 8 63 NC 028635.1
Pan troglodytes troglodytes PyV 1 62 NC 027532.1
Baboon PyV 1 68 NC 007611.1
Chlorocebus pygerythrus PyV 2 68 NC 025896.1
Cercopithecus erythrotis PyV 1 70 NC 025892.1
Saimiri sciureus PyV 1 86 NC 038559.1
Squirrel monkey PyV 1 70 NC _009951.1
Bos taurus PyV 1 118 NC 001442.1
Califormia sea lion PyV 1 50 NC 013796.1
Mastomys natalensis PyV 1 154 NC _025895.1
Myotis PyV VM-2008 30 NC 011310.1
Sea otter PyV 1 69 NC 025259.1

Tab. 1.: Seznam polyomavird,
které ve svém genomu koduji
gen pro agnoprotein (BKPyV,
JCPyV a SV40) a polyomavirt,
které maji predikovan ORF pro

agnoprotein ve svém genomu,

avsak nebyl u nich
experimentalné prokazan
(vSechny mimo tii  vyse

zminénych). Seznam je doplnén
velikosti jednotlivych
agnoproteind.  *aminokyseliny;
**kod

v databazi NCBI

slouzici k vyhledavani

Tab. 2.: Primati polyomaviry jejichZz agnoproteiny jsou navzajem homologické. *aminokyseliny;

**kod slouzici k vyhledavani v databazi NCBI

Kod** proteinové
Néazev viru Délkj ¥ Kod** sekvence uzité pro
“ srovnavani
BKPyV 66 NC 001538.1 ARE72387.1
JCPyV 71 NC _001699.1 ASV51889.1
Sv40 62 NC _001669.1 ABUg6093.1
Pan troglodytes verus PyV § 63 NC_028635.1 AMQ22769.1
Pan troglodytes troglodytes PyV 1 62 NC_027532.1 YP_009158871.1
Baboon PyV 1 68 NC 007611.1 YP 009158871.1
Chlorocebus pygerythrus PyV 2 68 NC 025896.1 YP 009111360.1
Cercopithecus erythrotis PyV 1 70 NC 025892.1 YP 009111341.1

Pokud provedeme porovnani sekvenci osmi primatich polyomaviri z Tab. 2. (Obr. 1.), zjistime, Ze

vSechny maji vysokou sekvenéni identitu, maji zachované sekvencni motivy typické naptiklad pro

agnoproteiny JCPyV a BKPyV a tudiz miizeme usuzovat, Ze sdileji i podobné vlastnosti a funkce.
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Obr. 1.: Porovnani proteinovych sekvenci agnoproteinii polyomavird z Tab. 2. Srovnani bylo
provedeno pomoci programu Clustal Omega (Madeira et al., 2019). Kody pouzitych sekvenci jsou

uvedeny v Tab.2., kde jsou pfifazeny jednotlivych polyomavirim.
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2.5.1. Domnély agnoprotein u ptac¢ich polyomavirt

Ve star§i literatuie je neziidka uvadéno, Ze nékteré polyomaviry, které napadaji ptaky, koduji
agnoprotein ve svém genomu (Johne et al., 2000, p. 1; Liu and Hobom, 1999). Toto tvrzeni vSak bylo
postupem casu vyvraceno a ORF, ktery mize kodovat jeden nebo nékolik proteinil, byl pfejmenovan
na ORF pro VP4, popiipadé na ORF-X (Johne et al., 2006; Miiller and Johne, 2001). Pivodné byl
produkt genu, ktery lezi v oblasti pozdni transkripce, pojmenovan jako agnoprotein proto, Ze
lokalizace v genomu odpovidala umisténi genu pro agnoprotein u sav¢ich polyomaviri. Pozdéji se
vsak zjistilo, Ze domnély agnoprotein ptacich polyomavirti neni homologicky s zadnymi proteiny
kédovanymi saveimi polyomaviry. Navic se domnély agnoprotein ptacich polyomaviri nachazi
v kapsidé¢ a tudiz se jedna o strukturni protein, coz neodpovida funkci sav¢ich agnoproteinti, které jsou

nestrukturni proteiny (Jackson and Chalkley, 1981).

Jak jiz bylo zminéno vySe, pouze agnoproteiny BKPyV, JCPyV a viru SV40 byly experimentalné
potvrzeny v infikovanych buiikach a jsou dostate¢né prozkoumany, aby bylo mozné srovnat a
zhodnotit jejich vlastnosti, funkce a vyznam pro polyomaviry, jenz je koduji. Ostatnim
agnoproteinim, které jsou popsané pouze na zakladé existence ORF u jinych polyomavirt, se dale
vénovat nebudeme. Stejné tak se nebudeme vénovat domnélym agnoproteinim u ptacich polyomavird,

nebot’ bylo ukazano, Ze se o agnoproteiny nejedna.
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3. Gen pro agnoprotein

Mozna existence zatim nezndmého polyomavirového proteinu byla poprvé popsdna u viru SV40
(Reddy et al., 1978). Po ziskani celogenomové sekvence viru SV40 byl v pozdni oblasti, mezi NCCR
a ORF pro VP2, objeven ORF jez by mohl kédovat zatim nezndmy protein o délce 62 aminokyselin.
Tento ORF byl nasledné pojmenovan jako agnogen a jeho putativni produkt jako agnoprotein. Az roku
1981 byla existence tohoto neznamého proteinu poprvé prokdzana (Jay et al, 1981). Tehdy byl
v bunkach infikovanych virem SV40 detekovan neznamy protein o molekulové hmotnosti 7,9 kDa,
ktery se v neinfikovanych butikach nevyskytoval. Stejn¢ tak se nevyskytoval v buiikach, které byly
infikovany mutovanym SV40 v oblasti ORF pro agnoprotein. Pozdéji byl popsan agnoprotein také
u BKPyV i JCPyV (Okada et al., 2001; Rinaldo et al., 1998) a bylo ukazano, Ze agnoprotein je
produkovan v buiikach infikovanych témito polyomaviry.

Gen pro agnoprotein lezi v misté, kde kon¢i NCCR a zacina oblast gent transkribovanych v pozdni
fazi infekce viz Obr.2. Promotor pro pozdni fazi transkripce se nachdzi té€sné pred genem pro

agnoprotein a naopak tésné za nim navazuje gen pro VP2.

Obr. 2.: Organizace genomu BK polyomaviru.
Smér Sipek naznacuje smér transkripce. Pouzité
zkratky: agno = agnoprotein, NCRR = non-

coding regulatory region tj. NCCR, t = maly t-

antigen, T = velky T-antigen, ori = pocatek

replikace. Sedy obdélnicek oznaduje intron.

Ptevzato z (Cubitt, 2006).

BKV Genome
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3.1. Sekvence genu pro agnoprotein

Délka sekvence agnogenu u BKPyV je 201 nukleotidd (nt), JCPyV 216 nt a gen pro agnoprotein viru

.....

.....

stop kodon agnogenu BKPyV a JCPyV slouzi TAG triplet, stop kodonem agnogenu viru SV40 je
triplet TAA. VSechny sekvence si jsou na zacatku a v centralni oblasti velmi podobné, avs§ak koncové

casti se lisi, cemuz odpovida i nasledné aminokyselinové slozeni vyslednych proteind.
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Obr. 3.: Sekvence genl pro agnoproteiny BKPyV, JCPyV a SV40. Zdrojem sekvenci je databaze
NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2019).

BEPvV agnogens sequence (gene ID: 20031013)
1 atggttcoctge gocagotgtbc acgacaagoct tcagtgaaag ttggtaaaac ctggactgga
£l acaaaaaaaa gagctcagag gattittatt tttattttag agctttLgcht ggaattttgt
121 agagogtgaay acagtogtaga cgggaaaaac aaaagtacca ctgcoctttacc tgctgtazaa
131 gactctgtaa aagactccta g
JCPyV agnogene sequence (gene [D: 1429319)

1 atggttcttc goccagotgtbc acgtaaggot tctgtgaaag ttagtaaaac ctggagtgga
&€l actaaaaaaa gagctcaaag gattttaatt tttttgttag aatttttgoct ggacttttgo
121 acaggtgaag acagtgtaga cgggaaaaaa agacagagac acagtggttt gactgagcoag
131 acatacagtg ctttgocctga accaaaagct acatag

5V40 agnogene sequence (gene [D: 29031015)

1 atggtgctgec gocggotgbc acgocaggoc tccgttaagg ttcgtaggtbc atggactgaa
€l agtaaaaaaa cagctcaacg coctttttgbg tttgttttag agocttttgot gocaattttgt
121 gaaggggaag atactgttga cgggaaacgc aaaaaaccag aaaggttaac tgaaaaacca
131 gaaagttaa

3.2. Transkripce a translace genu pro agnoprotein

Transkripce je zahajovana z pozdniho promotoru, ktery lezi v NCCR, pied genem pro agnoprotein.
Zahajeni transkripce z pozdniho promotoru napomaha LT antigen trans-aktivaci (Brady and Khoury,
1985; Gallo et al., 1988). LT antigen se nevaze piimo do oblasti pozdniho promotoru, ale tim, ze
interaguje nebo jinak modifikuje bunétné transkripéni faktory, umoziuje, aby se tyto bunécné
transkripéni faktory navazaly do specifickych oblasti pozdniho promotoru a zahgjily transkripci (Gallo
et al., 1988). Navic LT antigen zahajuje replikaci virového genomu, ¢imz zaroven favorizuje
transkripci z pozdniho promotoru. LT antigen také interaguje s TEF-1 (transcriptional enhancer factor
1; transkripci podporujici faktor 1), ktery by jinak branil zahajeni transkripce z pozdniho promotoru
(Berger et al., 1996). Bylo prokazano, Ze se maly t antigen nepiimo podili na trans-aktivaci a to tak, ze
napomaha zvysit koncentraci LT antigenu podporou transkripce ¢asného promotoru (Bikel’ and
Loeken, 1992).

Polyomaviry nekoduji DNA dependentni RNA polymerazu, takze transkripci zajistuje bunécna DNA
dependentni RNA polyomeraza Il a bunécné transkripéni faktory, jako jsou: Spl, AP-1, OBP100
a mozna dalsi, které se vazi do specifickych oblasti pozdniho promotoru (Gallo et al., 1990; Saffer et
al., 1990; Sturm et al., 1987).

Vznik4 primarni transkript, ktery pokryva vSechny pozdni geny, vcetné genti pro agnoprotein, VP1,
VP2, VP3. Tato pre-mRNA je nasledné posttranskripéné¢ modifikovana a podléha alternativnimu
sestiihu. Alternativnim sestifihem vznikaji dvé odlisné skupiny mRNAs, konkrétné 19S mRNA a 16S
mRNA (Good et al., 1988; Shishido-Hara et al., 2000). Prvni skupina nékolika mRNA, které jsou si

velmi podobné a které se souhrnné oznacuji jako 19S mRNA, slouzi k syntéze minoritnich
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kapsidovych proteinit VP2 a VP3. Druhd skupina n¢kolika si navzajem podobnych mRNA, které
spadaji do skupiny 16S mRNA, slouzi ksyntéze majoritniho kapsidového proteinu VP1 a
agnoproteinu (Good et al., 1988). Toto rozdéleni funkci dvou skupin mRNA plati pouze u viru SV40.
Na Obr. 4. jsou zobrazeny jednotlivé mRNA viru SV40 a také jejich procentudlni zastoupeni
v cytoplasmé infikovanych bunék. Diky tomu vime, Zze naprosta vétSina agnoproteinu, jez je v
buiikidch infikovanych virem SV40 translatovana, pochazi z 16S mRNA, ktera celkem tvoii 64%
vSech virovych mRNA (Good et al., 1988). Na Obr. 4. je oznaCena pismenem G. Pouze mald ¢ast
agnoproteinu je translatovana z 19S mRNA, ktera nemd vystfizenou sekvenci kodujici gen pro

agnoprotein a ktera tvofi ptiblizn€ jedno procento celkové virové mRNA, viz Obr. 4E.

Obr. 4.: Prehled vSech virovych mRNAs, které jsou produkovany v buiikach infikovanych virem
SV40 (spodni ¢ast obrazku), doplnény o mapu celého late regionu viru SV40 a genovych produkti,
které jsou zde kodovany (horni ¢ast obrazku). LP1 = agnoprotein. Vpravo mifici Sipky popsané 294,
373 a 526 oznacuji 5’sestiihova mista. Vlevo mifici Sipky popsané 435, 558 a 1463 oznacuji
3’sestiihova mista. Napravo od jednotlivych mRNA je zaznamenano jejich procentudlni zastoupeni

v buikach infikovanych virem SV40. Upraveno podle (Good et al., 1988).
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Také u JCPyV byly popsany rizné typy pozdnich mRNA, avSak zpisob sestiihu a sestfihova mista
jsou odlisna a také vysledné mRNA se 1isi od téch produkovanych virem SV40. Yukiko Shishido-Hara
a jeji kolegové prokazali, Ze naprosta vétSina pozdnich mRNA JCPyV obsahuje tzv. leader sekvenci,
jejiz soucasti je 1 ORF pro agnoprotein (Shishido-Hara et al., 2000). Tudiz se ukazalo, ze JCPyV
nevyuziva potencionalni sestfihova mista lezici v leader sekvenci a ORF pro agnoprotein je, diky
tomu, soucasti témétf vSech pozdnich mRNA produkovanych JCPyV. Na Obr. 5. jsou vyznaeny
pozdni mRNA produkované bunkami infikovanymi JCPyV. mRNA oznacena jako M1 je nesestiizena

a dava vznik agnoproteinu a minoritnim kapsidovym proteinim VP2 a VP3. ORF pro VP1 je u mRNA
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M1 také zachovén, avSak ptedpoklada se, Ze majoritni kapsidovy protein neni ztéto mRNA

syntetizovan, nebot’ pfed ORF, ktery jej kdduje je 13 jinych AUG a tudiz ribosomy nerozeznavaji

M2 (Obr. 5.) slouzi k expresi agnoproteinu i VP1 diky vystfizeni oblasti s ORF pro VP2 a VP3. Zbylé
M3 a M4 mRNA obsahuji ORF kodujici zatim nepopsané proteiny, avSak kromé€ toho, ze maji

v 5’oblasti ORF pro agnoprotein, nejsou pro nasi problematiku dale zajimavé.

Obr. 5.: Piehled virovych mRNAs, které jsou produkovany v bunkich infikovanych JCPyV.
Obdélniky jsou zde naznaceny ORFs pro jednotlivé proteiny. Ve vSech uvedenych mRNA je pfitomen
OREF pro agnoprotein. Pfevzato z (Shishido-Hara et al., 2000).

agnoprotein VP3
275 490 L 1538
L '
VP2 VP1

2ot T
M3 -} 1467 1583 1952 2041
Mt EOET

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze hlavni rozdil v produkci pozdnich mRNA u SV40 a JCPyV
je vtom, ze genom SV40 ma sestfihova mista vlozena v sekvenci pro agnoprotein a tedy jen nékteré
formy mRNA vzniklé alternativnim sestfihem nesou ORF pro agnoprotein, zatimco JCPyV genom
sestiihova mista v sekvenci pro agnoprotein nema, a tudiz vSechny pozdni mRNA nesou ORF pro
agnoprotein.

Pozdni mRNA produkované v buiikach infikovanych JCPyV i virem SV40 jsou polycistronni, jak je
patrno z vySe uvedenych charakteristik jednotlivych mRNA.

Virové mRNA jsou po transportu do cytoplasmy translatovany na cytosolickych ribozomech. Pokud je
OREF pro agnoprotein v dané polycistronni mRNA pfitomen, tak je vzdy translatovan jako prvni, nebot’
lezi v 5 oblasti pozdnich mRNA (viz Obr.4. a Obr.5.). U buné€k infikovanych BKPyV se agnoprotein
objevuje v cytoplasmé ptiblizn€ 24 az 36 hodin od pocatku infekce (Rinaldo et al., 1998). U viru SV40
se muze agnoprotein v cytoplasmé infikovanych bunck objevit jest€¢ pozdé&ji. Dle prace Jay
a spolecnikl nebylo mozné agnoprotein v dob€ 24 hodin po infekci jest¢ detekovat. Podaftilo se jej

spolehlivé detekovat az 48 hodin po infekci (Jay et al., 1981).

15



4. Agnoprotein

Agnoprotein je maly nestrukturni protein, ktery plni fadu funkci potfebnych pro zdarny pribéh
polyomavirové infekce. Jak je shrnuto v Tab. 2., agnoprotein BKPyV ma délku 66 aa, agnoprotein
JCPyV 71 aa a agnoprotein viru SV40 je dlouhy 62 aa. Jedn4 se o bazicky protein, nebot’ v jeho
proteinové sekvenci jsou hojné zastoupeny bazické aminokyseliny arginin (R) a lysin (K), jak je
patrno z Obr. 6. V review (Gerits and Moens, 2012, review) byly spocitany isoelektrické body téchto
ttech zkoumanych agnoproteinti, ¢imz se potvrdily jejich bazické vlastnosti. Isoelektricky bod (pl)
agnoproteind JCPyV a SV40 je 10,1 a pl agnoproteinu BKPyV je 10. Bazické aminokyseliny jsou
umistény predev§im v N-koncové a C-koncové ¢asti agnoproteinu, jak je mozno vidét na Obr. 6. Ze
srovnani sekvenci na Obr. 6. je také dobie patrné, ze u vSech tiech agnoproteinl je zachovana oblast
hydrofobnich aminokyselin od 28 do 39 pozice. V této centralni oblasti jsou na pozicich 34 a 38
zachovany kyselé aa napfi¢ vSemi sekvencemi, konkrétné glutamova kyselina na pozici 34
a asparagovd nebo glutamova kyselina na pozici 38, kde pouze u SV40 je glutamin. Tyto
konzervované oblasti jsou ziejmé dualezité pro urcité funkce agnoproteinti, kdyz jsou zachovany
v agnoproteinech vSech tfech polyomavirti. Pti srovnani celych proteinovych sekvenci je patrné, ze N-
koncové a centralni oblasti vSech agnoproteint jsou si navzajem sekvencné velmi podobné a ze ziejme

doslo k zachovani funkénich motivil v téchto oblastech agnoproteinti (pozice 1 az 52).

Obr. 6.: Alignment proteinovych sekvenci agnoproteini SV40 (ABU86093.1), BKPyV
(ARE72387.1) a JCPyV (ASV51889.1). Rizovou barvou jsou oznaCeny bazické aa (R, K), Cervené
jsou oznaceny hydrofobni aa (V, L, I, M, A, F, W, P), modie jsou oznaceny kyselé aa (D, E) a zelen¢
jsou oznaceny aa s hydroxi skupinou a/nebo obecné hydrofilni aa (S, Q, T, G, H, C, N, Y). Alignment
byl proveden pomoci programu Clustal Omega (Madeira et al., 2019). Zdrojem sekvenci je databaze

NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2019).

ABUB6E93.1 MVLRRLSRQASYEVRRSHWTESKKTAQRLFVAVLELLLQF CEGEDTWVDGKREKPER - LTEK 59
AREVZ387.1 MVLROLSRQASYENVGE TIWTGTEKRAQRIFIFILELL LEFCRGEDSYDGEMESTTA-- - - - 55
ASVS18E9.1 MYLROLSRKASYEVSKTWSGTEKRAQRILIFLLEFLLDFCTGEDSYDGKERQRHSGLTED 64
ABUES393.1 PES------------ Bl
AREV2387.1 ----LPAVEDSVEDS 66
ASVE1EE9.1 TYSALPEPEAT---- 71

AC¢ jsou v sekvencich agnoproteinii nékteré aminokyseliny hojné zastoupeny (naptiklad R, K, L, V,
S, a dalsi), jiné se témét v sekvencich nevyskytuji. Methionin se u vSech tfech agnoproteinti nachazi
pouze na prvni pozici, avSak pfi posttranslacnich upravach je zfejmé odstraiiovan a ve vysledném
proteinu se nevyskytuje (Jackson and Chalkley, 1981). V sekvenci agnoproteinu viru SV40 se také
nenachazi isoleucin a tyrosin, coz bylo jiz kdysi experimentalné¢ potvrzeno (Jackson and Chalkley,

1981). U agnoproteinu BKPyV se tyrosin také nenachazi, avSak isoleucin je zde zastoupen.
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V sekvenci agnoproteinu JCPyV se sice nachazi jak isoleucin, tak tyrosin, avSak tento jediny tyrosin
se nachazi jen v C-koncové oblasti proteinu, ktera neni homologickd zbylym dvéma agnoproteinim.
Cystein se nachazi u vsech tfech agnoproteinii pouze jednou, a to na specifické pozici (40), coz
naznacuje, ze tento jediny cysteinovy zbytek zifejm€ plni u vSech tfech proteinti stejnou
konzervovanou funkci. Ze studie Hidaka a kolegti (Hidaka et al., 2015) vyplyva, Zze Cys v pozici 40 je
zodpovédny za dimerizaci agnoproteinu, avSak jiné studie toto zjisténi vyvraceji (Coric et al., 2014;

Saribas et al., 2013, 2011). Vice viz podkapitola 4.2.1. ,,Dimerizace a oligomerizace agnoproteinu*.

4.1 Posttransla¢ni modifikace agnoproteinu a jejich vliv na fukci agnoproteinu

Jednou z nejcastéjSich posttranslacnich modifikaci, které podléha i agnoprotein, je fosforylace. Bylo
prokazéano, ze agnoproteiny vSech tfi polyomavira (BKPyV, JCPyV a SV40) jsou fosfoproteiny
(Jackson and Chalkley, 1981; Johannessen et al., 2008; Sariyer et al., 2006).

U BKPyV bylo predikovano hned nékolik moznych fosfoakceptorovych mist, avSak experimentalné
bylo prokazano, Ze pouze Ser-7, Ser-11 a Thr-21 jsou in vitro skute¢né fosforylovany (Johannessen et
al., 2008). BKPyV agnoprotein je fosforylovan protein kinazou A (PAK) na Ser-11. Protein kinaza C
(PKC) fosforyluje vSechny tfi fosfoakcepotorova mista a rovnéz tak proteinkinaza D (PKD)
(Johannessen et al., 2008). Je vSak nutno zdlraznit, Ze vSechny experimenty pro urceni kinaz, které
agnoprotein BKPyV fosforyluji, byly provedeny v podminkach in vitro. Tudiz neni zcela jisté, které
zkinaz se doopravdy podili na fosforylaci agnoproteinu in vivo. Dale bylo stejnou skupinou
provedeno i nékolik experimentl in vivo, které potvrdily, ze Ser-11 je fosforylovan nékterymi
isoformami PKC béhem infekce BKPyV, avSak fosforylace PKD in vivo prokazana nebyla. Mutaci
fosfoakceptorového serinu 11 dojde ke zmeéné exprese nekterych virovych proteinti a také tato mutace
ovlivni zivotni cyklus a Uspésné Siteni BKPyV (Johannessen et al., 2008). Dal$im zajimavym
zjiSténim, které pfinesla tato studie, bylo, ze mutace Ser-11 na alanin, ktery nelze fosforylovat, zvySuje
stabilitu agnoproteinu. Naopak mutace Ser-11 na asparagovou kyselinu mimikujici fosforylaci nebo
ponechani Ser-11 vedlo k vy$si mife degradace agnoproteinu v infikovanych buiikéch.

U JCPyV byla popsana stejna fosfoakceptorova mista, tedy Se-7, Ser-11 a Thr-21 (Sariyer et al.,
2006), coz zifejme souvisi s faktem, ze tato mista jsou konzervovana jak u agnoproteinu BKPyV, tak
i ¢astetné u SV40 (viz Obr.6.). Fosforylace agnoproteinu JCPyV in vitro prostfednictvim PKC byla
prokazana a stejné tak se podafilo prokazat i fosforylaci in vivo, avSak v experimentu nebylo
zjistovano, ktera kinasa se na reakci podili, a pfedpoklada se, Ze se jedna o PKC (Sariyer et al., 2006).
Stejna skupina porovnavala vliv mutace/mutaci ve fosfoakceptorovych mistech na replikacni cyklus
viru a zjistili, Ze ani jeden z mutovanych virti nedokazal dokoncit replikacni cyklus. Konkrétné byly
studovany tfi mutanty: v prvni byl Thr-21 mutovan na Ala, u druhé byly Ser-7 a Ser-11 mutovany na
Ala a tfeti mutanta m¢la zménény vSechny tii fosfoakceptorové pozice na alanin. Toto zjisténi je o to

vice prekvapujici, ze kdyz byly provedeny experimenty s JCPyV, ktery neexprimoval agnoprotein

......
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mén¢ efektivné nez nemutovany (wt) virus, dokoncit replikacni cyklus a propagovat se dale (Sariyer et
al., 2006). V praci Sariyerse a kolegii bylo zjiStovdno, zda mutace fosfoakceptorovych mist
agnoproteinu JCPyV ovlivni uvoliiovani virovych castic z infikovanych bunék nebo jestli mutace
ovlivni spiSe obsah virové DNA ve virovych Casticich. Ukazalo se, Ze virus je z bunék efektivné
uvolnovan, avSak tyto virové Castice témef viibec neobsahuji virovou DNA (Sariyer et al., 2006).
V navaznosti na toto zjisténi byl stejnou skupinou pfipraven agnoprotein mutovany v Ser-7, Ser-11
a Ser-21, kde byly tyto pozice nahrazeny kyselinou asparagovou, coz mélo mimikovat navizané
fosfatové skupiny agnoproteinu. JCPyV s takto mutovanym agnoproteinem byl schopny dokoncit
replikacni cyklus a dale se propagovat, avSak s mensi ti¢innosti nez wt JCPyV.

U viru SV40 jsou zachovany pozice Ser-7 a Ser-11, u kterych se predpokldda, ze jsou téz in vivo
fosforylovany, stejn¢ jako je tomu u BKPyV a JCPyV. Thr-21 je v agnoproteinu viru SV40 nahrazen
Ser-21, ktery miize byt rovnéz fosforylovan, avSak zatim tato moznost nebyla experimentalné
potvrzena.

Souhrn¢ lze fici, ze agnoprotein BKPyV, JCPyV a SV40 je in vivo posttranslatné modifikovan
fosforylaci. Fosfoakceptorova mista jsou napfi¢ vSemi tfemi agnoproteiny konzervovana a ziejmé plni
stejné C€i velmi podobné funkce. Fosforylace téchto mist je didlezita pro GspéSnou propagaci danych
polyomavirt, je ziejmé dilezitd pro spravnou regulaci exprese virovych proteinti, fosforylace mize
ovlivnit bunécnou lokalizaci agnoproteinu a také ovliviluje optimalni stabilitu agnoproteinu

v infikovanych bunkach (Johannessen et al., 2008; Okada et al., 2001; Sariyer et al., 2006).

Ostatni posttranslacni modifikace agnoproteinu zatim nebyly in vivo prokazény a veskeré informace
ohledné této problematiky zlistavaji u pocitacovych predikci a dohadii. Dle review (Saribas et al.,
2016) agnoprotein obsahuje mozna akceptorovd mista pro ubiquitinaci, methylaci, sumoylaci

a acetylaci (Kiemer et al., 2005; Radivojac et al., 2010; Shao et al., 2009; Xue et al., 2006).

4.2. Struktura agnoproteinu

Zjistit sekundarni strukturu agnoproteinu pomoci NMR (nuklearni magnetické rezonance) bylo
dlouhou dobu nemozné a veskeré poznatky vychazely pouze z ptedpovedi in silico. V téch obvykle
vychazelo, Ze agnoprotein tvofi dva alfa helixy, z toho majoritni alfa helix se nachazi v centralni ¢asti
proteinu (pfiblizné mezi aminokyselinami 20 - 40) a druhy, minoritni alfa helix, ktery se nachazi v N-
koncové oblasti agnoproteinu (mezi aminokyselinami 2 - 10) (Coric et al., 2014; Saribas et al., 2011).
Oblast, kde byl piedpokladan majoritni alfa helix, byla ¢asto studovana, nebot’ se zde nachazi doména
bohata na Leu/lle/Phe, jez je konzervovana napfi¢ vSemi tfemi agnoproteiny, a dale tato oblast
obsahuje nékteré zajimavé sekvenéni motivy (viz dale). Sekvence mimo oba predikované alfa helixy
(aa 11 — 19, 41 — 71) byly povazovany za oblasti bez sekundarni struktury, nebot’ obsahuji velké

mnozstvi hydrofilnich, v¢etné¢ kladn€ nabitych, aminokyselin a nebylo pro né mozno Uspé$né

predpovédét zadnou sekundarni strukturu.
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Poprvé se podafilo zjistit 3D strukturu pouze u mensiho peptidového fragmentu agnoproteinu JCPyV,
ktery zahrnoval aminokyseliny od pozice 17 (Thr) do pozice 52 (Gln) (Coric et al., 2014). V této praci
byl majoritni alfa helix agnoproteinu zmapovan v pozicich od aa 23 (Lys) do aa 39 (Phe). Také zde
Coric a kolegové naznacili, Ze tento alfa helix ma na svém povrchu utvoreny 4 odli$nd rozhrani, ktera
se 1isi svymi vlastnostmi a zfejmé i funkcemi, jez plni. Jak je vidét na Obr. 7., jedna se o hydrofilni
rozhrani, aromatické rozhrani a dvé oddélena hydrofobni rozhrani. Hydrofilni rozhrani tvofii
aminokyseliny Lys-23, Arg-27, Glu-34 a Asp-38, aromatické rozhrani tvoii Ile-28, Phe-31, Phe-35 a
Phe-39, hydrofobni rozhrani I tvoii Ala-25, Leu-29, Leu-32 a Leu-36 a hydrofobni rozhrani II tvoii

Ile-30, Leu-33 a Leu-37 (vSe zndzornéno na Obr. 7.).

Obr. 7.: Pricny pohled na majoritni alfa  Hydrofsbni

Hydrofobni
rozhrani

. . X . v rozhrani
helix agnoproteinu. Cervena kolecka

oznacuji hydrofobni aa, modra koleCka
oznatuji  hydrofilni aa. Cisla u
jednotlivych aa wudavaji jejich potradi
v proteinové  sekvenci  agnoproteinu.
Horni polovinu tvoii dvé hydrofobni
rozhrani, spodni polovinu tvofi hydrofilni
a aromatické rozhrani. Upraveno podle

Hydrofilni
rozhrani

Aromatickeé

(Coric et al., 2014). rozhrani

Obr. 8.: 3D struktura agnoproteinu JCPyV ziskana
pomoci NMR. Tmavé fialové je oznaCen majoritni alfa
helix a rizové je oznacen minoritni alfa helix. N-konec a
C-konec agnoproteinu je téz oznacen. Zapsané aa
oznaCuji zacCatky a konce jednotlivych alfa helixd.

Ptevzato z (Saribas et al., 2019, review).

Coric a kolegové také jako prvni popsali 3D strukturu

celého agnoproteinu JCPyV (viz Obr. 8.), kde kromé

Major a-helix

majoritniho alfa helixu zmapovali, jiz dfive predikovany,

minoritni alfa helix v N-koncové oblasti (Coric et al.,

2017). Vysledky této studie koresponduji se zjisténimi
z predchozi prace (Coric et al., 2014) a ptidavaji nekteré
nové poznatky. Majoritni alfa helix byl zkracen o jednu

aa, tedy zaCina Arg-24 a koné¢i Phe-39. Minoritni alfa
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helix je, oproti predpovédi, posunut dale od N-konce proteinu a lezi mezi aa 6 (Leu) a 13 (Lys).
Oblasti mezi témito dvéma helixy netvoii zadné sekundarni struktury. Tyto oblasti jsou ziejmé
prospesné pri protein-proteinovych interakcich, kdy mtze diky nim agnoprotein zaujmout rtzna

postaveni.

4.2.1 Dimerizace a oligomerizace agnoproteinu

Dimerizaci ¢i oligomerizaci agnoproteinu poprvé popsal Saribas a jeho kolegové s vyuzitim
agnoproteinu fuzovaného s MBP (maltose binding protein) (Saribas et al., 2011), avSak jiz diive byly
pozorovany prouzky o vySsich molekulovych hmotnostech pfi riznych elektroforézach s izolovanym
agnoproteinem (Del Valle et al., 2002; Sariyer et al., 2006). Bylo zjisténo, ze pro dimerizaci
a oligomerizaci agnoproteinu je nezbytna oblast proteinu mezi aa 17 a 42, coz bylo ovéteno produkci
mutovaného agnoproteinu, jenz mél deletovanou tuto oblast (Saribas et al., 2011). Navic se ukazalo,
ze takto mutovany agnoprotein je velmi nestabilni a snadno se pfi izolaci degraduje. Deletovana oblast
agnoproteinu je ziejmé klicova pro uspésnou replikaci JCPyV, nebot’ je-li deletovan isek mezi aa 17 a
42 agnoproteinu, tak virus neni schopen dokoncit replikacni cyklus (Saribas et al., 2011). Pfi srovnani
produkce VP1 v bunkach infikovanych wt virem a dele¢ni mutantou viru bylo zji§téno, ze 5 dni po
infekci bylo mnozstvi VP1 produkované mutantnim virem dokonce vétsi nez mnozstvi VP1 u bunék
infikovanych wt virem, avSak 15 dni po infekci bylo uz VP1 u mutantniho viru nedetekovatelné,
zatimco u wt viru, dle ocekavani, vzrostlo. JCPyV s agnoproteinem s deleci (17 — 42 aa) nebyl
schopen zfejm¢ dokoncit uspésné replikacni cyklus. Z toho lze vyvodit dilezitost této oblasti
agnoproteinu, a ziejm¢ i schopnosti tvorby dimerti ¢i oligomerd, pro zajisténi dtlezité funkce
agnoproteinu. Podrobnéjsi studie dale ukazala, Ze za dimerizaci/oligomerizaci je konkrétné
zodpovédné tzv. Leu/lle/Phe-bohata doména, jez se rozklad4d mezi aa 28 a 39 (Saribas et al., 2013).
Mutace této oblasti ma vliv na virovou replikaci a na produkci pozdnich virovych mRNA (Saribas et
al., 2013).

Piivodné se predpokladalo, Ze agnoprotein dimerizuje diky cysteinu v pozici 40, jenZ je konzervovany
napfi¢ vSemi tfemi agnoproteiny a ktery by mohl tvofit S-S mustek mezi dvéma monomery
agnoproteind a tak je dimerizovat (Hidaka et al., 2015). Tyto zavéry byly ziskany prostiednictvim
experimentd s neuplnym agnoproteinem, kdy byl pouzit pouze peptid obsahujici 23 aminokyselin
agnoproteinu, jeZ by mély byt zodpovédné za dimerizaci (pozice aa 22 — 44) (Hidaka et al., 2015). Jiné
studie provedené s kompletnim agnoproteinem vsak roli Cys v pozici 40 na dimerizaci agnoproteinu
nepotvrdily a naopak predpokladaji spise roli hydrofobnich interakci (Saribas et al., 2013, 2011). Jiz
dfive bylo popsano, Ze dimery i vyssi oligomery agnoproteinu jsou velmi stabilni a dokazou odolat
béznym denatura¢nim podminkam, naptiklad nejsou denaturovany béhem elektroforézy za ptitomnosti
SDS (sodium docecyl sulphate), a dokonce ¢aste¢né ¢i Gplné odolaji podminkam 8M mocoviny,
koncentracim 4% az 20% SDS a také zahtati na teplotu 95°C (Saribas et al., 2011). Pti zahfivani na

teplotu 95°C po dobu 5 az 60 minut byla velka ¢ast oligomerti a vice neZz polovina dimerd
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agnoproteinu denaturovana, coz vede k pfedpokladu, Ze interakce mezi monomery agnoproteint je
dana hydrofobnimi a iontovymi interakcemi spis, nez tvorbou kovalentnich vazeb.

Stejné vysledky jako studie (Saribas et al., 2013, 2011) pfinesla i dal$i prace, kde autofi porovnavali
vysledky experimentd s nové zjisténou 3D strukturou majoritniho alfa helixu agnoproteinu (Coric et
al., 2014). Zde potvrdili, ze za dimerizaci/oligomerizaci agnoproteinu je zodpovédna Leu/Ile/Phe
oblast, konkrétné jedno ze dvou hydrofobnich rozhrani popsané na Obr. 7. a také potvrdili, ze protein-
proteinova interakce dvou agnoproteinti vznika na zdkladé hydrofobnich a iontovych interakci a ne na
zaklad¢ tvorby kovalentni vazby. Hydrofobni oblast I je tvofena aminokyselinami Leu-29, Leu-32
a Leu-36, zatimco hydrofobni oblast II aminokyselinami Ile-30 a Leu-33. Pro zjisténi, kterd ze dvou
hydrofobnich oblasti na povrchu majoritniho alfa helixu agnoproteinu se zapojuje do tvorby dimert,
byly pfipraveny mutanty JCPyV, které méli v sekvenci pro agnoprotein mutované bud’ Leu-29, Leu-32
a Leu-36 na Ala, nebo byly mutované Ile-30 a Leu-33 na Ala. Z vysledki je patrné, Ze zména Ile-30
a Leu-33 na Ala neméla prili§ velky vliv na tvorbu dimerti/oligomer agnoproteinu. Naopak, zména
Leu-29, Leu-32 a Leu-36 na Ala vedla k degradaci agnoproteinu a zvySeni mnozstvi monomerniho
agnoproteinu ve vysledném vzorku. Autofi zaroven ukazali, Ze Ubytek agnoproteinu nespociva ve
snizeni hladiny mRNA nesouci ORF pro agnoprotein (Coric et al., 2014). Vysledek vede k zavéru, Ze
residua Leu-29, Leu-32 a Leu-36 jsou dulezita pro stabilitu proteinu a jeho dimerizaci/oligomerizaci.
Autofti dale prokazali, ze mutace nékterych aa v Leu/Ile/Phe oblasti na Ala vedou k rizné internzivnim
porucham virové replikace a zmapovali aa kli¢ové pro tento proces.

Teoreticky model dimerizace agnoproteinu je zobrazen na Obr. 9. Oba monomery spolu interaguji

v opacnych smérech.

Obr. 9.: Piedpokladané uspotadani dvou agnoproteintl pfi tvorbé dimeru. Zluze jsou oznaeny aa
podilejici se na tvorbé dimeru (Leu-29, Leu-32, Leu-36). Cervené jsou oznageny aa hydrofobniho
rozhrani II (Ile-30, Leu-33, Leu-37). Zelen¢ jsou oznaCeny Phe. Helixy tvofici dimer jsou navzajem
v opacnych orientacich. (a) zndzorniuje bo¢ni pohled na dimer agnoproteind. (b) zobrazuje pricny

pohled na dimer agnoproteint. Pfevzato z (Saribas et al., 2019).

21



4.3. Lokalizace agnoproteinu v buiice

Vétsina agnoproteinu v bunikach infikovanych SV40, JCPyV ¢ BKPyV je lokalizovana
v perinuklearnim prostoru (Johannessen et al., 2008; Nomura et al., 1983; Okada et al., 2002, 2001;
Sariyer et al., 2006), avSak mensi ¢ast agnoproteinu se dostava i do jadra buiiky (Johannessen et al.,
2008; Nomura et al., 1983; Okada et al., 2001).

Bylo prokazano, Zze agnoprotein JCPyV interaguje s tubulinem, coz ovliviluje jeho subcelularni
lokalizaci (Endo et al., 2003). Podrobné&jsi experimenty ukézaly, Ze se opravdu jednd o piimou
interakci agnoproteinu a mikrotubulii a Ze ziroven agnoprotein ovliviluje vazbu FEZ1 proteinu
(fasciculation and elongation protein zeta 1) na mikrotubuly, konkrétné€ interakce agnoproteinu a FEZ1
zpusobuje disociaci FEZ1 proteinu z mikrotubula (Suzuki et al., 2005). To nasledné brani spravnému
ristu a prodluzovani axonu u nervovych bunék, nebot’ za standardnich podminek se FEZ1 podili na
signalizaci podporujici rust a fascikulaci axonu (Bloom and Horvitz, 1997). Autofi zminuji, Ze
disociace FEZ1 proteinu z mikrotubulii by mohla napomahat naslednému uvoliiovani virionii z buiiky.
V praci Unterstaba a kolegli bylo testovano hned n¢kolik moznych ko-lokalizaci agnoproteinu BKPyV
s bunéénymi strukturami. Pomoci markerd calnexinu a p63 bylo testovana lokalizace agnoproteinu do
ER, ktera se vSak nepotvrdila (Unterstab et al., 2010). Stejn¢ tak se nepotvrdila ptitomnost
agnoproteinu v Golgiho aparatu pfi uziti beta-COP a giantinu jako markerd, ani ko-lokalizace s COP II
vacky ¢i Casnymi endosomy. Nepodafilo se detekovat ani ko-lokalizaci agnoproteinu BKPyV
s laminem A ¢i HPla (heterochromatinovy protein la) a ani s tubulinem, coz je rozdil oproti vyse
zminéné interakci agnoproteinu JCPyV s tubulinem (Suzuki et al., 2005; Unterstab et al., 2010). Na
druhou stranu se podafilo prokazat, ze agnoprotein BKPyV interaguje ptimo s povrchem lipidovych
kapének (Unterstab et al., 2010). Pro tuto interakci je dulezitd oblast majoritniho afla helixu
agnoproteinu a pokud jsou v této oblasti mutovany nékteré aa zodpoveédné za tvorbu amfipatickych
vlastnosti alfa helixu, tak dochazi k poruse cileni agnoproteinu do lipidovych kapének. Stale se vSak
presné nevi, k cemu by mohla interakce agnoproteinu a lipidovych kapének viru slouzit.

Na rozdil od BKPyV, agnoprotein JCPyV byl prokazan v ER (Suzuki et al., 2010). K urceni lokalizace
agnoproteinu JCPyV do ER byly uzity calreticulin a BiP, jakoZto markery pro ER. Pro lokalizaci do
ER jsou dilezité bazické aa v N-koncové oblasti agnoproteinu, konkrétné se ziejmé jedna o aa 22-24.
Navic se ukazalo, ze v pozdéjsi fazi infekce prestava byt agnoprotein pritomen pouze v ER, ale
dochazi k jeho rozmisténi ve vétsim mnozstvi v cytoplasmé (Suzuki et al., 2010). Ve stejné praci také
potvrdili, ze agnoprotein JCPyV mize byt soucasti plasmatické membrany a to diky svému
majoritnimu alfa helixu, ktery je tvofen pfevazné hydrofobnimi aminokyselinami a ktery by v urcité
konformaci mohl fungovat jako transmembranovy alfa helix. Agnoprotein JCPyV muze byt tedy
ziejmé ko-translaéné vlozen do membrany ER a v pozdé&jsi fazi infekce dopraven na cytoplasmatickou

membranu infikované bunky.
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U agnoproteinu JCPyV se predpokladalo, Zze jeho fosforylace miize vyvolat pfemisténi z cytoplasmy
do jadra (Okada et al., 2001), avSak dalsi podrobnéjsi experimenty provedeny nebyly.

Fosforylace agnoproteinu BKPyV na Ser-11 neovliviiuje jeho lokalizaci v buiice (Johannessen et al.,
2008). Byly pfipraveny mutanty agnoproteinu BKPyV, kdy byl Ser v pozici 11 nahrazen Ala nebo
fosfomimikujici Asp. Permisivni bunky byly nésledné infikovdny wt virem nebo témito dvéma
mutantnimi viry, dva dny po infekci byly fixovany a agnoprotein byl v bunikdch detekovan pomoci
specifickych protilatek. Bylo tak zjist€éno, Ze agnoprotein se v jadfe infikovanych bun¢k vyskytuje
malo, byl zjiStén pfiblizné u 10% vySettovanych bunck, pficemz se vysledky ziskané s mutantnimi

viry nelisily u mutantnich virt od vysledkli pozorovanych u wt viru (Johannessen et al., 2008).

Mutace nékterych aa v doméné bohaté na Leu/lle/Phe agnoproteinu JCPyV mize ovlivnit bunécnou
lokalizaci agnoproteinu (Coric et al., 2014). Pokud je mutovana pouze jedna aa (Leu-32 nebo Leu-33
nebo Leu-36) na Ala, nedochazi ke zmén¢ distribuce agnoproteinu v buiice oproti wt agnoproteinu.
Jsou-li mutovany dvé aa zaroven (Ile-30 a Leu-33) na Ala, nedochazi ke zméné distribuce
agnoproteinu v buince, ale vzor vyskytu se pon¢kud 1isi od wt agnoproteinu. Naopak jsou-li zaroven
mutovany aa Leu-32 a Leu-36 na Ala, dojde k redistribuci agnoproteinu pouze do perinuklearni
oblasti, ale v jadi'e se agnoprotein nenachazi. Trojity mutant (Leu-29, Leu-32 a Leu-36 na Ala) byl pod
urovni detekce, takze jeho distribuce nemohla byt ovérena. Jak bylo prokazano, dvojnasobna mutace
Leu-32 a Leu-36 na Ala vede k destabilizaci agnoproteinu a jeho urychlené degradaci (stejné je tomu
iu mutanta s trojnasobnou mutaci) (Coric et al., 2014). Jak bylo popsano vySe, wt agnoprotein se
nachdzi v jadie pouze v malém mnozstvi, a proto si lze pfedstavit, ze mutantni agnoprotein, jenz ma
velmi kratkou dobu Zivota, se do jadra buiiky, kde plni své funkce, dostane s mensi pravdépodobnosti.
Nasledné mize dochazet k poruse virové replikace.

Necekané bylo, ze mutace jediné aminokyseliny Leu-29 na Ala zpiisobila, ze agnoprotein byl
detekovan pouze v jadre (Coric et al., 2014). Toto zjiSténi je mozno vysvétlit tak, ze Leu-29 je ziejmée
soucasti NES (nuclear egress signal; jaderny exportni signal) a proto, je-li mutovan, nedochazi
k zpétnému transportu agnoproteinu do cytoplasmy a agnoprotein se hromadi v jadre.

V celkovém disledku by vySe zminéné okolnosti mohly vést k tomu, Ze by agnoprotein nemohl plnit
své funkce v riiznych mistech buiiky, a proto by dochazelo k pozorovanému snizeni virové replikace,
at’ uz z divodu mutace pouze Leu-29 nebo Leu-36 nebo mutace Leu-29, Leu-32 a Leu-36 zaroven

(Coric et al., 2014).

Existence NLS (nuclear localisation signal; jaderny lokaliza¢ni signal) nebyla u agnoproteinu zatim
podrobné zkoumana. Obecné se vi, ze NLS tvori kratké sekvence bohaté na bazické aa, tedy
predevsim lysin a arginin. Takovéto Lys a Arg bohaté sekvence se nachazi v N-koncové casti
agnoproteinu a mohly by tedy zajist'ovat lokalizaci tohoto proteinu do jadra bunky. Ur¢ity dikaz role

N-koncové ¢asti agnoproteinu v jeho zacileni do jadra je zobrazen v praci (Suzuki et al., 2010), kde pti
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zjisStovani lokalizace urCitych mutant agnoproteinu bylo vypozorovano, ze fragment agnoproteinu
obsahujici aa residua 1-24 je lokalizovan pouze v jadfe bunky. Autofi ¢lanku se k tomuto zjisténi
nevyjadiuji, av§ak je patrné z ptilozenych vysledkli experimentu.

Predpoklad4d se, Zze agnoprotein méa také NES, diky kterému se mulze pfesouvat mezi jadrem
a cytoplasmou, jak bylo naznaceno v praci (Okada et al., 2001). Jaderny exportni signdl je tvofen
oblasti bohatou na leucin (Fu et al., 2011), kterd se u agnoproteinu nachazi v jeho centrdlni oblasti,
a mutace nekterych hydrofobnich aa v daném misté mohou narusit spravné fungovani agnoproteinu.
Mohlo by to také vysvétlovat vySe zminénou lokalizaci fragmentu agnoproteinu obsahujici pouze aa
residua 1-24 vyluc¢né v jadie, nebot’ tento fragment postrada centralni ¢ast agnoproteinu obsahujici

Leu residua.

4.4. Funkce agnoproteinu
V této podkapitole bych rada ukazala rtizné funkce, které agnoprotein plni, a jak tento protein

ovliviiyje virovy replikacni cyklus a hostitelskou bunku.

4.4.1. Interak¢ni partnefi agnoproteinu
Agnoprotein interaguje s ostatnimi polyomavirovymi proteiny a moduluje jejich funkce. Konkrétné se

jedna o LT antigen, ST antigen a VP1 (Safak et al., 2001; Sariyer et al., 2008; Suzuki et al., 2012).

Bylo prokazano, ze LT antigen JCPyV interaguje piimo s agnoproteinem JCPyV, coz ovliviiuje jak
transkripci z pozdniho promotoru, tak replikaci virového genomu (Safak et al., 2001). Pokud byl
v bunice produkovan LT antigen v nepfitomnosti agnoproteinu, pak byla naméfena zvySend mira
transkripce z pozdniho promotoru JCPyV. Toto zjisténi vedlo Safaka a kolegy k zavéru, ze
agnoprotein reguluje, respektive snizuje, transkripci pozdni oblasti v pozdni fazi infekce. Obdobné
bylo zjisténo, Ze pfitomnost agnoproteinu negativné ovlivituje replikaci genomu JCPyV fizenou LT
antigenem (Safak et al., 2001). Stejné zavéry byly prezentovany v nedavné studii provedené¢ s BKPyV,
kde delece agnoproteinu vedla ke zvyseni transkripce casnych i pozdnich proteinti a ke zvySeni virové
replikace (Panou et al., 2018). Jina prace vSak zminény vliv agnoproteinu vyvraci a naopak ukazuji, ze
agnoprotein ma pozitivni vliv na virovou replikaci (Saribas et al., 2012). Ve stejné praci bylo
zkoumano, jak agnoprotein ovlivitluje replikaci JCPyV prostfednictvim interakce s LT antigenem
a ukdzalo se, ze agnoprotein zvySuje vazbu LT antigenu do Ori mista virového genomu (Saribas et al.,
2012). Pridani agnoproteinu do vazebné studie zahrnujici LT antigen a usek virového genomu s Ori
mistem vedlo ke zvySeni tvorby komplextd LT antigenu a Ori sekvence. Agnoprotein vSak nebyl
soucasti téchto komplext, coz vedlo k zavéru, Ze interakce agnoproteinu a LT antigenu zfejme zptisobi
zménu konformace LT antigenu a ten se nasledné vaze na Ori sekvenci (Saribas et al., 2012). Tvorbou
mutantnich variant agnoproteinu a LT antigenu a zkoumanim jejich schopnosti spolu interagovat bylo
zjisténo, ze pro spojeni obou proteind je potiebna centralni ¢ast agnoproteinu a oblast mezi 250 — 450

aminokyselinou u LT antigenu (Safak et al., 2001). Ve zminéném useku LT antigenu se nachazi mimo
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jiné 1 oblast s helikdzovou aktivitou a Zn-vazebnd doména, které jsou dulezité pro navazéni LT
antigenu do Ori mista a pro zahajeni replikace virového genomu (An et al., 2012, review). V centralni
¢asti agnoproteinu byly zmapovany aa zbytky, které¢ jsou zodpovédné za interakci s LT antigenem.
Jedna se o Phe-31, Phe-35 a Phe-39 a jednobodové ¢i kombinované mutace téchto aminokyselin na
Ala vedou ke sniZeni replikace virové DNA a navic takto mutované agnoproteiny nejsou schopny
aktivovat vazbu LT antigenu do Ori mista (Saribas et al., 2012).

ST agntigen je dal§i virovy protein, ktery interaguje s agnoproteinem JCPyV (Sariyer et al., 2008).
Ve zminéné préci bylo prokdzano, ze ST antigen je schopen pomoci své C-koncové ¢asti specificky
vazat agnoprotein. Zajimavéjsi vsak je, ze svou C-koncovou oblasti je ST antigen schopen také
interagovat s PP2A, coz je enzym, ktery zaroven provadi defosforylaci agnoproteinu (Sariyer et al.,
2008). Z experimentll vyplyva, Zze ST antigen je schopen, diky své interakci s PP2A, branit
defosforylaci agnoproteinu a napomaha tak jeho optimalni funkci. Mutace C-koncové Casti ST
antigenu vede témef k inhibici virové replikace, stejné jako mutace fosfoakceptorovych mist
agnoproteinu (Sariyer et al., 2008, 2006). Avsak, je-li nefunkéni PP2A a nedochazi k defosforylaci
agnoproteinu, neplni ani tehdy agnoprotein svou funkci spravné a virova replikace je snizena (Sariyer
et al., 2008). Z vyse uvedenych pozorovani mizeme soudit, Ze pro uspésnou replikaci JCPyV je
potfeba vsech tii vyse zminénych proteintl, a to v optimalnim poméru. Jelikoz agnoprotein nefunguje
optimalné, kdyz je trvale defosforylovan a ani kdyz je trvale fosforylovan, mize pravé ST antigen
slouzit k fizeni spravného nacasovani defosforylace agnoproteinu a tim napomahat k uspésné replikaci
viru. ST antigen by mohl pf#i pfechodu z casné do pozdni faze infekce vazat PP2A a tim branit
defosforylaci nové syntetizovanych agnoproteinti pfi zahajeni produkce proteind pozdni oblasti.
Nasledné by vzrostla koncentrace agnoproteinu v pozdni fazi infekce a ten by zacal konkurovat vazbe
ST antigenu na PP2A. Vyvéazani ST antigenu nadbytkem agnoproteinu by vedlo k uvolnéni PP2A
a k defosforylaci zbyvajicich agnoproteinti, které by pak mohly plnit nové funkce, které jsou zapotiebi
az ve velmi pozdni fazi infekce.

Ukézalo se, Ze agnoprotein ptitomny v jadie infikované buiiky je schopen vazat VP1 a tim ovliviiovat
formovani virionti (Suzuki et al., 2012). Z bunék infikovanych JCPyV s deletovanym agnoproteinem
byly izolovany virové Ccastice, které se pii sedimentaci v sachar6zovém gradientu nachazely
i v odli$nych frakcich, nez v jakych se nachazely virové Castice wt viru. Rozptyl mutovanych ¢astic ve
frakcich byl mnohem §ir$i. Z toho plyne, ze delece agnoproteinu vede k tvorbé nepravidelnych ¢i jinak
deformovanych virovych Castic (Suzuki et al., 2012). Stejné vysledky byly ziskany i pomoci TEM
(transmisni elektronova mikroskopie) a analyzou formovani viru podobnych ¢astic slozenych pouze
z proteinu VP1 (VP1-VLP; virus-like particles). Interakce agnoproteinu a monomerd VPI ziejmée
zesiluje multimerizaci VP1 do pentamer, ze kterych je nasledné vystavena virova castice (Suzuki et
al., 2012). Jelikoz delece agnoproteinu u JCPyV a SV40 vede k produkci viriond, které témér
neobsahuji virovou DNA (Sariyer et al., 2011), je mozné, Ze pozorovana interakce agnoproteinu a VP1

napomaha kromé formovani virové kapsidy také umisténi virového genomu do virionu.
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Kromeg jiz zminénych interakci s bunéénymi proteiny PP2A a FEZ1 (Sariyer et al., 2008; Suzuki et al.,
2005) interaguje agnoprotein s fadou dalSich bunécnych proteint - YB-1 (Y-box vazebny transkripéni
faktor 1), a-SNAP (a-solubilni N-ethylmaleimid-senzitivni fuzni pfipojovaci protein), p53, Ku70,
HPla (heterochromatinovy protein la), PCNA (proliferacni jaderny antigen), AP-3 (adaptorovy
proteinovy komplex 3) (Darbinyan et al., 2004, 2002; Gerits et al., 2015; Johannessen et al., 2011;
Okada et al., 2005; Safak et al., 2002; Suzuki et al., 2013).

Transkripéni faktor YB-1 napomahd u JCPyV spusténi transkripce z asného i pozdniho virového
promotoru (Chen and Khalili, 1995). V praci Safaka a kolegti bylo prokdzano, ze agnoprotein JCPyV
je schopen vazat YB-1 pomoci oblasti mezi 18-36 aminokyselinou a k interakci téchto dvou proteini
neni potfeba DNA (Safak et al., 2002). Tato interakce zifejmé vede ke snizeni aktivace transkripce
z Casného i1 pozdniho promotoru JCPyV, nebot’ v pfitomnosti agnoproteinu v bunkach glii dojde ke
snizeni transkripce z virovych promotori na vneseném konstruktu, zatimco v nepfitomnosti

agnoproteinu neni YB-1 ovlivilovan a transkripce z virovych promotort je vyssi (Safak et al., 2002).

PCNA je protein dulezity pro replikaci chromozomalni DNA v eukaryotickych buiikach, nebot’ je
soucasti replikacni vidlicky a umoznuje nasazeni DNA polymerazy 6 (Waga et al., 1994). Proteiny
potiebné k replikaci jaderného genomu jsou vyuzivany také k replikaci polyomavirového genomu, jak
bylo ukazano v praci Waga a kolegi (Waga et al., 1994). V praci Geritsové a kolegli prokazali autofi
in vivo a in vitro interakci BKPyV agnoproteinu s PCNA, pficemz vSak nebyla zmapovana oblast,
ktera agnoproteinu umoziuji vazbu na PCNA a tudiz se soudi, Ze pro zdarnou interakci obou proteint
je potfeba hned né€kolik oblasti rozloZzenych po celé délce agnoproteinu (Gerits et al., 2015). Déle bylo
zjiSténo, ze interakce agnoproteinu a PCNA nenaruSuje interakci PCNA s DNA polymerazou 9, ale
i ptesto dokaze agnoprotein specificky inhibovat replikaci bunécné/virové DNA zajistovanou prave
polymeréazou 6 a za ucasti PCNA (Gerits et al., 2015). Inhibice syntézy DNA tedy zfejmé nenastava
v disledku vyvazovani PCNA agnoproteinem a znemoznéni interakce PCNA s polymerazou 9, ale
uplatiiuje se zde jiny, prozatim neznamy, mechanizmus. Pro virus mlize byt uzitecné snizit, poptipadé
zcela zastavit, replikaci svého genomu v pozdni fazi infekce, aby bylo mozné virové genomy

enkapsidovat, a prave tuto funkci zde mize agnoprotein plnit.

Interakce a-SNAP a agnoproteinu BKPyV byla poprvé popsana in vivo, kde byla pozorovana ko-
lokalizace obou téchto proteinti (Johannessen et al., 2011). Nasledné experimenty prokazaly, ze jde
o pfimou interakci obou proteind, ktera nastava jak in vitro, tak in vivo, a nedochazi
ke zprostiedkovani interakce pres jiné proteiny (Johannessen et al., 2011). Prokdzanim interakce
agnoproteinu BKPyV a a-SNAB je v souladu s vySe popsanou ko-lokalizaci agnoproteinu BKPyV
s lipidovymi kapénkami (Unterstab et al., 2010). Pro zprostiedkovani vazby agnoproteinu a a-SNAP
je zapotitebi N-koncovych aa agnoproteinu, konkrétné aa 1-15 (Johannessen et al., 2011). Stejna

skupina dale prokazala, ze interakce agnoproteinu a a-SNAP ziejmé vede ke zpomaleni, az téméf
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k inhibici sekretorické drahy v buiice, nebot’ a-SNAP je zapotiebi k recyklaci SNARE po splynuti
vackl, a tedy k optimalnimu fungovani sekretorické drahy (Cho et al., 2002). Vazba agnoproteinu na
a-SNAP muze vést ke snizeni jeho dostupnosti pro NSF (N-ethylmaleimid-senzitivni faktor)
a nedochazi k rozvolnéni cis-SNARE komplext, coz mtize vést k inhibici sekretorické drahy. K ¢emu
viru zastaveni sekretorické drazy slouzi, neni zcela jasné. Muze to branit sekreci cytokind z infikované
buitkky ¢i vystavovani komplexit MHC I na povrchu infikované builkky. Mohlo by to téz vést

k destabilizaci cytoplasmatické membrany a snaz§imu uvolfiovani viriont z buriky.

Bylo prokazano, ze agnoprotein JCPyV interaguje s HPla diky C-koncové oblasti HP1a, kterd vSak
zarovei zajistuje vazbu HP1a na LBR (lamin B receptor), coz vede k vyvazovani HPla z jeho vazby
na LBR a miize tak dojit ke zméné uspotfadani jaderného obalu (Okada et al., 2005). Vyvazani HPla
zpusobi zvySenou lateralni pohyblivost LBR ve vnitini jaderné membrané a byly pozorovany
vchlipeniny a jiné znaky pfestavby jaderného obalu u bun¢k, ve kterych byla stimulovana produkce
agnoproteinu (Okada et al., 2005). Pro ovéfeni, zda interakce agnoproteinu a HP 1o miZe napomahat
uvolnovani viriont z jadra, byly provedeny experimenty vyuzivajici VLPs, které byly fluorescencné
znaceny a byly injikovany do jadra bunék, které bud’ produkovaly agnoprotein nebo nikoliv. Vysledek
naznacCoval, ze v bunkach s agnoproteinem doslo k pfemisténi VLPs do cytoplasmy, zatimco
v bunikach bez agnoproteinu zdstavaly ¢astice v jadie (Okada et al., 2005). Autofi této studie proto
soudi, Ze by agnoprotein mohl slouzit k uvolilovani virovych ¢astic z jadra bunky, av§ak podrobngé;ji se

této problematice budu vénovat dale.

AP-3 je heteromerni komplex proteinti podilejici se na vzniku klatrinovych vacka a zajistujici cileni
vacki z trans-Golgiho apardtu do pozdnich endozomil/lysozomii (Dell”Angelica et al., 1998). AP-3 se
vaze na specifické sekvencni signaly cytosolickych casti transmembranovych proteinti v trans-Golgi
aparatu ¢i v asném endosomu a navadi vacky s témito proteiny do pozdnich endosomi a lysozomu
(Ihrke et al., 2004). Cileni proteinii do pozdnich endosomil mtize tedy probihat bud’ pfimou cestou,
kdy je vacek z trans-Golgi aparatu piimo zacilen do pozdniho endosomu, nebo nepfimou cestou, kdy
jde naklad vacku ztrans-Golgi aparatu na cytoplasmatickou membranu a nasledné do casného
endosomu, odkud jsou proteiny nesouci sekvenci rozpozndvanou AP-3 sméfovany do pozdniho
endosomu (IThrke et al., 2004). Suzuki a kolegové ukazali, Ze agnoprotein JCPyV dokéze interagovat
s delta podjednotkou AP-3 a Zze pro tuto interakci jsou tfeba Lys a Arg v N-koncové oblasti
agnoprteinu, konkrétné mezi aa 6-17 (Suzuki et al., 2013). Zajimavé je, Ze u agnoproteinu BKPyV
nebyla interakce s AP-3 prokazana, coz je ziejmé dusledek existence GIn-9 u agnoproteinu BKPyV,
zatimco u agnoproteinu JCPyV je na stejné pozici Lys, ktery se znacnou meérou podili na interakci
agnoproteinu JCPyV s AP-3 (Suzuki et al., 2013). Experimenty ukazaly, ze produkce agnoproteinu
v buiikach vede k inhibici pfimé i nepiimé cesty proteini do pozdnich endosomi/lysozoml a ze

interakce agnoproteinu vedouci k inhibici AP-3 je kliCova pro viroporinovou aktiviru agnoproteinu
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vedouci k permeabilizaci cytoplasmatické membrany (Suzuki et al., 2013). Bylo pozorovéano, ze
k permeabilizaci membrany dochézi i v bunikdch, kde je produkovan mutantni agnoprotein neschopny
vazat AP-3, avSak exprese AP-3 byla v butikach inhibovana jinak (pomoci siRNA), z ¢ehoz vyplyva,
a AP-3. Je-li v buiice exprimovan wt agnoprotein JCPyV, dochdzi k inhibici vackového transportu do
pozdnich endosomt/lysozomi a tedy i k inhibici transportu agnoproteinu do lysozomtl a naopak je
agnoprotein ve vét§i mife pritomen v cytoplasmatické membrané bunky, kde mize zajistovat svou

viroporinovou funkci (Suzuki et al., 2013).

U linie mysSich fibroblasti NIH3T3, kde byla zajisténa produkce agnoproteinu JCPyV z vneseného
vektoru, byla pozorovana deregulace bunécného cyklu a zastaveni vétSiny bun¢k v G2/M fazi
bunééného cyklu (Darbinyan et al., 2002). Pfi blizSim zkoumani se zjistilo, Ze v buinkach
produkujicich agnoprotein je zvySenad exprese p21, jehoz funkci je pravé zastaveni bunééného cyklu
v G2 fazi (Niculescu et al., 1998). Jak bylo v praci Darbinyana a kolegii ukazano, p53 podporuje
expresi p21, avSak ko-exprese genii p53 a agnoproteinu vede jesté k dalSimu navySeni promotorové
aktiviry u p21 (Darbinyan et al., 2002). Diky tomu bylo nasledné testovano a také potvrzeno, ze
agnoprotein dokaze vazat p53 a tim ziejmé ovliviiovat jeho funkci. Tato studie vS§ak musi byt brana
s rezervou, nebot’ v bunkach byl pfitomen pouze agnoprotein, navic v nadprodukci, a nikoliv dalsi
polyomavirové proteiny, které by mohly do regulace bunétného cyklu také zasahovat. Neni ani
vylouceno, Ze interakce agnoproteinu a p53 neni zodpovédna za pozorovanou zvySenou expresi p21,
ale mohlo k tomu dojit na této interakci nezavislym mechanismem, ktery zatim nebyl odhalen, a bude

tteba podrobnéjsiho zkoumani pro objasnéni této problematiky.

Na predchozi studii navazuje prace zabyvajici se vlivem agnoproteinu na opravu poskozené
chromozomalni DNA, nebot’ p53 zajistuje mimo jiné i zah4jeni oprav poskozené DNA a zastaveni
bunééného cyklu (Clair et al., 2004). Bylo zjisténo, ze buiiky NIH3T3 linie, které produkuji
agnoprotein, jsou mnohem nachylnéjsi k cytotoxickym uc¢inkiim cisplatinu, ktery zptisobuje poskozeni
DNA v buiikéch (Darbinyan et al., 2004). Chromozomalni DNA v bunikach produkujicich agnoprotein
a oSetfenych cisplatinou byla poSkozena predev§im dvouvlaknovymi zlomy, jejichz opravu zajist'uji
predevsim proteiny Ku70 a Ku80 prostfednictvim nehomolognich spojii konct dvojvldknovych
zlomt DNA (Walker et al., 2001). V buiikach negativnich na agnoprotein je Ku70 lokalizovan v jadie,
zatimco v bunkach, kde je agnoprotein pfitomen, je Ku70 lokalizovan pfedev§im v perinuklearnim
prostoru, stejné jako agnoprotein (Darbinyan et al., 2004). Dalsi experimenty ukazaly, Ze agnoprotein
JCPyV vaze Ku70 prostfednictvim aa 18-36 a tato interakce vede k inhibici oprav dvouvlaknovych
DNA zlomt prostiednictvim nehomolognich spoji konci DNA (Darbinyan et al., 2004). Z obou studii
(Darbinyan et al., 2004, 2002) vyplyva, ze agnoprotein JCPyV je dilezity pro deregulaci bunééného

cyklu a zastaveni bunék v G2 fazi pomoci zvySeni exprese p21 nebo indukce poSkozeni DNA. V ¢em
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tato deregulace napomaha replikacnimu cyklu polyomaviru neni zcela jasné, ale mohla by byt dulezita

napiiklad pro lytické uvolnéni viru z bunky.

4.4.2. Uvoliiovani viriont z buiikky pomoci agnoproteinu
Jak bylo naznaceno v ptedchozich oddilech, hned nékolik praci se vénuje vlivu agnoproteinu na
uvolnovani virionti z buiiky, poptipad€ uvolnéni virionil z jadra. Je vSak nutné poznamenat, zZe nékteré

z praci se v nazoru na funkci agnoproteinu v tomto procesu poné¢kud rozchazeji.

U JCPyV byl nejcastéji zkouman vliv agnoproteinu na uvolfiovani viriond z buiiky. Nékteré studie
uspésné uvoliovat virové Castice z bunky (Sariyer et al., 2011, 2006). Snizend schopnost propagace
takto mutovanych virti byla z divodu absence virové DNA v naprosté vétSin€ uvolnénych viriond,

a proto autofi soudi, ze agnoprotein ovliviiuje spisSe morfogenezi viriond, nez jejich uvolnéni z bunky.

Jiny nazor ma skupina Suzukiho a kolegi, ktefi ptisli s myslenkou, Ze agnoprotein JCPyV slouzi jako
viroporin a je tedy klicovy pro uvolnéni viriond z infikovanych bunék (Suzuki et al., 2010). Jak jiz
bylo zminéno v kapitole 4.3. ,Lokalizace agnoproteinu®, agnoprotein mulze byt soucasti
cytoplasmatické membrany v podob¢ transmembranového proteinu, coz mize naznac¢ovat jeho roli
jakozto viroporinu. Suzuki a kolegové pozorovali snizeni virové propagace u JCPyV neexprimujiciho
agnoprotein a také snizeni koncentrace VP1 v supernatantu bunéénych kultur infikovanych timto
mutovanym virem. Na zaklad¢ predchozich dvou zjisténi bylo zkoumano, zda agnoprotein dokaze
zvySit propustnost cytoplasmatické membrany, je-li v bunce produkovan. Vysledky naznacuji, ze
agnoprotein zvysuje permeabilitu buné¢né membrany, jak pro malé molekuly (naptiklad Hygromycin
B), tak pro ionty (napiiklad Ca®"), aviak viriony jsou pomérné velké struktury a ziejmé by nemohly
takto prochazet bunécnou membranou (Suzuki et al., 2010). Proto autofi soudi, Ze viroporinova
aktivita agnoproteinu slouzi neptimo k uvolnéni virionti z buiiky, napiiklad lyzi. Nebylo vsak nasledné
potvrzeno, ze by pfitomnost agnoproteinu v bunikdch vedla k jejich lyzi, byt tento experiment byl
proveden na bakteridlnich a nikoli na sav¢ich buiikach a tudiz neni zcela prikazny.

Pokud by viroporinova aktivita agnoproteinu nevedla k lyzi buiiky, musi pak podporovat uvolnovani
virovych €astic jinym mechanismem. V pozdé¢jsi praci se proto Suzuki a kolegové zaméfili na
ovlivnéni vackového transportu buiiky agnoproteinem. Jak jiz bylo feceno v ¢asti 4.4.1. ,,Interakéni
partnefi agnoproteinu®, agnoprotein mize vazat AP-3, tim inhibovat jeho funkci a zménit sméfovani
vackl nesoucich jak samotny agnoprotein, tak rtizné bunééné proteiny (Suzuki et al., 2013). Inhibice
funkce AP-3 je evidentné kliCova pro viroporinovou aktivitu agnoproteinu. Bude proto Zadouci
provést dalsi experimenty, které by odhalily, jak pfesné viroporinova aktivita agnoproteinu zajistuje
uvolnovani viriont z buniky, popiipad¢ jakou roli v tomto procesu hraji dals$i bunééné proteiny, které
jsou inhibici AP-3 sméfovany misto do lysozomu na cytoplasmatickou membranu, kde mohou plnit

odlisné funkce.
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Pro uceleni je nutno zminit, Ze obé prace se shoduji, Ze za viroporinovou aktivitu agnoproteinu i za
vazbu agnoproteinu na AP-3 jsou zodpovédné aa Arg-8 a Lys-9, coz miize dokazovat propojeni obou
procest (Suzuki et al., 2013, 2010). Navic neni Lys-9 u agnoproteinit BKPyV a SV40 konzervovan,
kvali ¢emuz, podle autoril, tyto agnoproteiny patrn€ nehraji roli viroporinli a uvolilovani virovych

¢astic téchto polyomavirt probihd jinym mechanismem.

Moznost, ze by agnoprotein dokizal oligomerizovat v hydrofobnim prostfedi membrany, coz je
vlastnost potiebna pro viroporinovou aktivitu, byla zkoumana v praci Hidaka a kolegti, kde provadéli
oligomerizaci fragmentii agnoproteinu obsahujicich aa 22-44 v riznych detergentech (Hidaka et al.,
2015). Autofi uvadeji, ze zvolené fragmenty agnoproteinu jsou schopné tvofit trimery v prostiedi
mirnych detergentl, coz naznacuje, ze by agnoprotein mohl oligomerizovat i v prostfedi
cytoplasmatické membrany, avSak bylo by tfeba vysledky ovéfit i s celym agnoproteinem a nikoliv

pouze s fragmenty.

U BKPyV bylo prokdzano, ze jeho agnoprotein dokaze vazat a-SNAP, coz vede k zastaveni
sekretorické drahy v infikované bunce (Johannessen et al., 2011). Do nedavna se soudilo, ze diky
tomu by mohlo dochazet k destabilizaci buné¢né membrany a k usnadnéni uvoliiovani virovych ¢astic
z bunky, avsak nejnovejsi prace prisla s odliSnym vysvétlenim.

V nedavné praci byl poprvé zkouman vliv agnoproteinu na uvolnéni BKPyV z infikovanych bun¢k
a ukazalo se, Ze bez agnoproteinu neni schopen BKPyV opustit buiku a uspésné se propagovat (Panou
et al., 2018). Oproti JCPyV, kde delece agnoproteinu podle nékterych studii vede k poruse
morfogeneze viriont (Sariyer et al., 2011), u BKPyV nebyla porucha morfogeneze viriont ¢i snizeni
jejich infektivity pii deleci agnoproteinu zaznamenana, a proto lze usuzovat, Ze snizeni schopnosti
BKPyV neprodukujiciho agnoprotein se replikovat plyne zneschopnosti uvolnit viriony z buiky
(Panou et al., 2018). Ukazalo se, ze viriony BKPyV neprodukujiciho agnoprotein jsou uvéznény
v jadre infikované buniky. Ackoliv u JCPyV bylo popséno, ze k uvolnéni z jadra miize napomahat
interakce agnoproteinu a HP1a (Okada et al., 2005), u agnoproteinu BKPyV nebyla interakce s HP1a
potvrzena (Unterstab et al., 2010) a ani tato nejnovéjsi studie nepotvrdila jakékoliv rozdily ve zménach
struktury vnitini jaderné membrany nebo lokalizaci laminu B mezi wt BKPyV a BKPyV defektnim
v produkci agnoproteinu. Proto byl nasledn€ zkouman vliv bunéénych proteinti na uvolnéni virionti
z jadra a bylo zjisténo, Ze pfi potlaceni exprese a-SNAP pomoci siRNA v bunkach infikovanych wt
BKPyV dochazi k zadrzovani virovych ¢astic v jadre, stejné jako je tomu pii deleci agnoproteinu
(Panou et al., 2018). Takto bylo potvrzeno, Ze a-SNAP hraje kli¢ovou roli pii uvolnéni BKPyV ¢astic
z jadra bunky a to zfejme ve spolupraci s agnoproteinem. Do budoucna bude zapotiebi podrobnéjsiho
studia procesu, kterym interakce a-SNAP a agnoproteinu zajiStuje uvolilovani virovych ¢astic

z infikovanych bunék.
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4.4.3. Sekrece agnoproteinu z bunky

Teprve v nedavné dobé vysly prvni dve prace, které se vénuji sekreci agnoproteinu do extracelularniho
prostoru a také diisledkiim tohoto déje. Otlu a kolegové poprvé prokazali, Ze agnoprotein je sekretovan
do media bunéénych kultur infikovanych JCPyV (Otlu et al., 2014). Sekrece agnoproteinu byla
pozorovana 4. den po infekci. Dtlezité vSak je, ze virové Castice se do media uvoliuji teprve 6. nebo
7. den po infekci, tudiz sekrece agnoproteinu do extracelularniho prostoru nezévisi na uvoliiovani
virionu z buiilky. Agnoprotein je uvolfiovan do media i v bunécnych kulturdch, do kterych byl vnesen
pouze konstrukt pro expresi agnoproteinu, bez ostatnich polyomavirovych proteind. Tim se potvrdilo,
Ze k tomuto procesu neni tfeba replikacni cyklus viru ani virové proteiny (Otlu et al., 2014). Stejna
skupina také zjistila, ze agnoprotein neni sekretovan prostfednictvim exosomt, ale k jeho uvolnéni
slouzi spiSe sekretoricka draha ER - Golgiho aparat. Bylo testovano, zda mize sekrece agnoproteinu
ovlivnit okolni buiiky, a zjistilo se, ze agnoprotein miize z media vstupovat do virem neinfikovanych
bun¢k a zistavat v jejich cytoplasmé (Otlu et al., 2014). Jiny zavér v tomto ohledu vSak méla druha
prace, vénujici se téz sekreci agnoproteinu z buiiky. Saribas a kolegové pozorovali, Ze sekretovany
agnoprotein se zadrzuje predevSim na povrchu bunék, zatimco v cytoplasmé jej konfokalnim
mikroskopem nedetekovali (Saribas et al., 2018). K vyfeSeni, zda agnoprotein do bunck vstupuje, ¢i
zustava pouze na povrchu, bude potieba dalSiho studia.

K ¢emu sekrece agnoproteinu a jeho interakce sbunéénym povrchem, popiipad¢ internalizace
okolnimi bunkami, viru slouzi, neni zatim pfili§ jasné. Mohlo by se jednat o snahu JCPyV narusit
funkci imunitniho systému, poptipadé by mohl agnoprotein deregulovat zatim neinfikované bunky
a usnadnit $iteni JCPyV tkani. Také je mozno uvaZovat, Ze by agnoprotein mohl snizovat pfezivani
neuront a zpusobovat apoptozu oligodendrocytt, jak bylo popsano v pracich (Merabova et al., 2012,
2008), ¢imz by zvySoval poskozeni mozku pacientti s PML.

Na zékladé popséani 3D struktury celého agnoproteinu bylo zkoumano, jaké aa jsou zodpoveédné za
sekreci agnoproteinu do extracelularniho prostoru (Saribas et al., 2018). Byla analyzovana schopnost
riznych delecnich mutant agnoproteinu uvoliiovat se do media a ukazalo se, Ze pouze fragmenty
obsahujici hlavni alfa helix agnoproteinu byly sekretovany, coz naznacuje klicovou roli majoritniho
alfa helixu v tomto procesu. Jak bylo zminéno v ¢asti 4.2., majoritni alfa helix nese na svém povrchu 4
rozhrani, dvé hydrofobni, jedno aromatické a jedno hydrofilni. Byl zkouman vliv v§ech 4 rozhrani na
sekreci agnoproteinu z buiiky. Ani u jedné z hydrofobnich oblasti se vliv na sekreci nepotvrdil.
Z aromatické oblasti bylo pozorovano snizeni sekrece agnoproteinu do media pouze u agnoproteinu
mutovaného vaa Phe-31, coZz naznaCuje roli této aa v daném procesu (Saribas et al., 2018).
Z hydrofilnich aminokyselin byl vliv na sekreci agnoproteinu zkouman u Lys-22, Lys-23, Arg-27,
Glu-34 a Asp-38. Vsechny zminéné aa byly jednotlivé mutovany na Ala a u vSech takto mutovanych
agnoproteind byla zjistovana mira jejich uvolinovani do extracelularniho prostoru. Potvrdilo se, Ze
mutace Lys-22 nebo Lys-23 nebo Glu-34 nebo Asp-38 na Ala vede k signifikantnimu snizeni sekrece

takto mutovaného agnoproteinu, coz potvrzuje kli¢ovou roli aa hydrofilniho rozhrani v uvolnovani
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agnoproteinu z bunék (Saribas et al., 2018). Jedin¢ u Arg-27, byl-li mutovan na Ala, nebyla
pozorovana zména v sekreci agnoproteinu z buniky. Pfi zobrazeni vSech aa zbytkii zodpovédnych za
uvolnovani agnoproteinu na jeho 3D modelu, jak je tomu na
Obr. 10., je patrné, pro¢ pravé aromatickd aa Phe-31 je
spole¢né s hydrofilnimi aa zapojen do fizeni sekrece
agnoproteinu z buiiky.

Vétsina aa residui zodpovédnych za uvoliiovani agnoproteinu '
JCPyV z buiiky je pfitomna i u agnoproteini BKPyV a SV40,

coz muze naznacovat, ze také u téchto polyomaviri dochazi

k sekreci agnoproteinu z buriky.

Obr. 10.: 3D model agnoproteinu zvyraziujici aa zbytky

zodpovédné za  sekreci  agnoproteinu  JCPyV  do

extracelularniho prostoru. Prevzato z (Saribas et al., 2019).

5. Zavér

Ve vsech ohledech je agnoprotein JCPyV, BKPyV a viru SV40 nesmirné zajimavym a multifunkénim
proteinem, ktery plni fadu dulezitych funkci zajiSzujicich uspéSny replika¢ni cyklus téchto
polyomavirti.

To, Ze delece agnoproteinu vede ke snizeni az uplné inhibici replikace dané¢ho polyomaviru, je
zminéno vftad¢é praci vénujici se funkci agnoproteinu. AvSak zdd se byt problém jednoznacné
rozhodnout, zda se virus s chybé&jicim agnoproteinem dokaze replikovat, ¢i nikoliv, nebot’ rizné prace
prezentuji vtomto ohledu odlisné zavéry. Diavodd, pro¢ neexistuje jednotny fenotyp delece
agnoproteinu, muze byt hned nékolik. Za prvé, agnoprotein BKPyV, JCPyV a viru SV40 miize plnit u
jednotlivych zastupct odlisné funkce, a pak i delece agnoproteinu u jednotlivych polyomavir se
projevi jinak. Pokud se 1isi vysledky delece agnoproteinu u jednoho konkrétniho polyomaviru, mohlo
dojit k uziti riznych bunéénych linii k provedeni experimentd a virus se muze chovat odlisné
v ruznych typech bunék (Johannessen et al., 2008; Sariyer et al., 2011; Suzuki et al., 2010). Muze se
také liSit doba trvani a zptisob vyhodnocovani experimentu. V neposledni fadé muze vysledek ovlivnit
v genu pro agnoprotein nebo zda byl cely agnogen vystépen, coz by mohlo ovlivnit spravnou regulaci
virového cyklu, nebot spoletné s agnogenem mohly byt vystépeny i nékteré potfebné regulacni

sekvence lezici v dané oblasti (Akan et al., 2006; Ellis et al., 2013; Ellis and Koralnik, 2015).
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V celkovém dusledku vSak vSechny prace potvrzuji, Ze je agnoprotein dulezitym proteinem pro kazdy
polyomavirus, ktery jej koduje.

Agnoprotein fidi mnoho krokd napfi¢ celym replikaénim cyklem polyomavirt a to prostfednictvim
interakci, které ma jak s virovymi, tak s hostitelskymi proteiny. Agnoprotein ovliviluje replikaci
virového genomu a transkripci z ¢asného i pozdniho promotoru (Panou et al., 2018; Safak et al.,
2001), zajistuje spravnou morfogenezi virionu (Suzuki et al., 2012), umoziluje uvoliiovani virovych
¢astic z buniky (Suzuki et al., 2010), poptipad€ z jadra (Panou et al., 2018), dereguluje bunécny cyklus
hostitelské butiky (Darbinyan et al., 2004, 2002), ovliviluje negativné¢ vackovy transport v buiice
(Johannessen et al., 2011; Suzuki et al., 2013) a moZzna ma i dalsi, zatim nepopsané funkce. Tato
rozmanitost interakénich partnerti agnoproteinu je ziejmé dana tim, Ze jeho sekundéarni strukturu tvofi
pouze majoritni a minoritni alfa helix a cely zbytek proteinu nema definovanou sekundarni strukturu
(Coric et al., 2017), diky c¢emu mize zaujimat mnoho riznych konformaci s mnoha riiznymi proteiny.
Za specificnost vazeb s ostatnimi proteiny pak nejcastéji zodpovida majoritni alfa helix a to diky
svému rozdéleni na 4 rozhrani, ktera mohou plni odlisné funkce diky svym rozdilnym vlastnostem.
V ramci majoritniho alfa helixu se nachazi tzv. Ile/Leu/Phe-bohata oblast, ktera je zodpovédna za
dimerizaci ¢i oligomerizaci agnoproteinu a ktera se jevi jako nepostradatelna pro spravné fungovani
agnoproteinu (Saribas et al., 2013).

Ackoliv se néktefi interakéni partneti agnoproteini BKPyV, JCPyV a SV40 shoduji, v nékterych
ohledech se jejich funkce a vlastnosti lisi. Je to dano variabilitou n€kterych aa residui v sekvencich
jednotlivych agnoproteinti, které maji navzdjem vysokou sekvencni homologii, predev§sim v N-
koncové a centralni oblasti, avSak shoda neni uplna a zdmény aa na nékterych pozicich mizou vést
k ziskani nebo ztraté urcitych vlastnosti proteinu. Naptiklad agnoprotein BKPyV neni schopen vazat
AP-3, nebot’ ma zdménu aa na pozici 9 oproti agnoproteinu JCPyV (Suzuki et al., 2013). Stejné€ tak
agnoprotein BKPyV nevaze HPla, zatimco agnoprotein JCPyV ano (Okada et al., 2005). Maze se
mirn€ liSit také lokalizace agnoproteint jednotlivych polyomavird, nebot agnoprotein JCPyV dokéaze
interagovat s tubulinem (Endo et al., 2003) a také byl detekovan v ER (Suzuki et al., 2010), zatimco
pro agnoprotein BKPyV toto neplati (Unterstab et al., 2010). Ukazuje se, Ze pro uvolnéni viriont
BKPyV 1 JCPyV z bungk je zapotiebi, aby agnoprotein narusil vackovy transport buiiky, avSak kazdy
z agnoproteini toho dosahuje jinou cestou. Agnoprotein BKPyV interaguje s a-SNAP (Johannessen et
al., 2011), zatimco agnoprotein JCPyV vaze AP-3 (Suzuki et al., 2013).

Jist€ by, pro odhaleni dalSich vlastnosti agnoproteinu, bylo uzite¢né vénovat vice pozornosti viru
SV40, nebot pouze mala ¢ast poznatkii o agnoproteinu byla zikana na tomto viru a to z davodu
upiednostiiovani BKPyV a JCPyV, jez jsou klinicky vyznamnéj$i, nebot’ u ¢lovéka mohou zpisobit
zavazna onemocnéni.

Presto, ze se jiz podatilo zjistit fadu funkci agnoproteinu u BKPyV, JCPyV a viru SV40, stale do
budoucna zbyva zodpovédét spoustu otazek, abychom pIné porozuméli vlastnostem agnoproteinti a

mechanismum jejich funkci. Za pozornost rozhodné stoji zplsob, jakym je agnoprotein sekretovan
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z infikovanych bunék a k cemu tato aktivita viru pfesné slouzi, nebot’ zatim jsme pouze otevieli toto,
jisté zajimavé téma. Ddle by bylo zajimavé zjistit, jak moc samotny agnoprotein JCPyV poskozuje
hostitelské bunky in vivo, zda dokaze zpiisobit apoptdézu lidskych neuronti a oligodendrocytt a
popiipadé se zaméfit na zpusob, jak takové virové Cinnosti branit u pacientd s PML. Bylo by tieba
kone¢né rozhodnout, zda je agnoprotein JCPyV viroporinem, a pokud ano, jak je permeability
cytoplasmatické membrany dosazeno a zdali a jak napomdha kuvoliiovani viriond. Pokud je
agnoprotein JCPyV transmembrdnovym proteinem, bylo by zajimavé zjistit, v jaké konformaci se
v membrané nachdzi, zda tvofi naptiklad trimery ¢i jinak uspotadané oligomery. Stile existuje
moznost, ze by agnoprotein nebyl transmembranovym proteinem a pouze interaguje s nekterym
z bunécnych proteinii cytoplasmatické membrany. Mohlo by byt do budoucna uzite¢né zaméfit se na
mozné posttransla¢ni modifikace agnoproteinu a ovéfit, zda je agnoprotein in vivo modifikovan nejen
fosforylaci, ale i jinym zptisobem, a zda by tyto modifikace neovlivitovaly funkce agnoproteinu.

Zde jsem navrhla néktera zajimava témata, ktera by mohla stat za pozornost a studium v budoucich

pracich.
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