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Informacni listy, tiskové forum GSGM

Dostavate do ruky 30. Cislo Informacnich listt (IL), které jsou vydavany od roku 1985
a predstavuji tak do uréité miry struénou historii sekce pro obecnou genetiku Cs.biologické
spolecnosti (1971-92), jez se v roce 1992 osamostatnila jako nezavisla Genetickd spolecnost
Gregora Mendela (GSGM) s puisobnosti v Ceské republice i na Slovensku. JiZ ta skute¢nost,
ze vydavani IL nebylo pifi osamostatnéni zastaveno, ale pokracovalo dokonce se zachovanim
poradovych ¢isel jednotlivych, nepravidelné vychazejicich vytisk podtrhuje jejich vyznam
pro existenci sekce a spolecnosti a pro informovanost jejich ¢lend.

IL jako ,.tiskové forum* spolecnosti byly a jsou formalnim vyjadfenim ochoty a snahy
¢lenti dobrovolné se sdruzovat a sjednocujici celou c¢lenskou zékladnu. Jejich cilem je
zprostfedkovat komunikaci odbornikli a zéjemcti o genetiku a piibuzné obory a zajiStovat
jejich informovanost o nejnovéjSich smérech a poznatcich, vytvaret podminky pro jejich
prezentaci a podilet se na koncep¢ni, poradenské, prognostické a jiné odborné Cinnosti (viz
stanovy GSGM zroku 1992). Prvnim redaktorem byl S. Rosypal, ktery stanul v Cele
redakéniho kruhu (I.Cetl, L.Lojda, J.Necasek a D.VIcek). Hlavni naplni IL se podle
rozhodnuti vyboru sekce z ledna 1985, staly informace o ¢innosti sekce a pozdé€ji spolecnosti,
¢s. pracovist a pribuzenskych védeckych spole¢nosti zabyvajicich se genetikou a obdobnou
problematikou a stru¢né piehledy, c¢lanky a zpravy o pokrocich a novych odbornych
poznatcich v oboru, jakoZ i navrhy a pfipominky ¢lent k praci a ¢innosti organti spolecnosti.
Tato predsevzeti byla v nasledujicich letech viceméné dodrzovéana a naplilovéana i po pievzeti
odpovédnosti za redakéni praci J. Doskafem (od r.1989) a celym vyborem, jako redakéni
radou nahrazujici redakéni kruh, coz vyznamné zjednoduSilo a snad i zvySilo U¢innost
ptipravy obsahu a vydavani IL.

Rozhodujici vyznam mély IL v organizacni praci spolecnosti, kdy piredev§im
v prvnich 10-15 letech existence podrobné informovaly ¢lenskou zédkladnu o praci, volbach a
ustaveni vyboru, programech rozhodujicich shromazdéni a schizi, jejich pribéhu a
rozhodnutich a pii pfipravach hlavnich akci spolecnosti, konferenci a monotématickych
seminafi. Sehraly dilezitou ulohu i pfi korespondencnim zajistovani voleb a pfi referendech
o piejmenovani sekce (1990) osamostatnéni spolecnosti (1992) a o pfijimani a upravach
stanov. Ne¢kterd cCisla byla pIlné veénovana tématické naplni jednotlivych genetickych
konferenci jako sborniky abstraktii v§ech ptispevki se seznamy ucastnikl a autorti.

Na pocatku vydavani IL byla zna¢na pozornost vénovana vétSinou podrobnym
informacim o pracovistich s genetickym zaméfenim na VS, v ustavech CSAV, AVCR i
v ruznych resortech, zvlasté zdravotnickych a zemédélskych, které pozdé€ji ustupovaly do
pozadi, aby uvolnily prostor odbornym piehlednym c¢lankim o vyznamnych tématech
jednotlivych oblasti genetiky a pfibuznych obort, ¢asto jako upoutavka ¢i ivod do diskuse o
hlavnich tématech konferenci, ¢i publikace vystoupeni zvanych piednaSejicich na nich. Z vice
nez 40 takto zaméfenych tituld v dosud distribuovanych cislech IL, byla téméf polovina
takovych ¢lankl a piehledl uvetejnéna v poslednich 6 letech.

Pozorni Ctenati tak méli dostatek prilezitosti nejen k ziskani potfebnych informaci jak
o Cinnosti spolecnosti tak o rozvoji jejich oblibeného oboru, ale i k vlastnimu podilu na nich,
jako pfispévatelé, komentatofi a kritici. Takovato ¢lenska iniciativa vSak témét neexistovala.
Jen sporadicky byly uvefejnény napf. zpravy a vzpominky k dilezitym a vyznamnym
vyro¢im znamych genetiki a Clenti spolecnosti a to vétSinou z pera ¢lent vyboru. AZ na
vzacné vyjimky nedostal vybor, jako redakéni rada ¢i redaktor IL Z4dné reakce na vyzvy
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k diskusi o nabizenych tématech, takze vSe zlistdvalo jen na urovni ptispévku ,,funkcionait



spoleCnosti a to je rozhodné malo, zvlasté kdyz obména na takovych ,,postech™ neni pfili§
Castd (inejlepsi ,,kosté* se Casem opotiebuje).

V poslednich 4 letech se postupné zacala ménit struktura obsahu IL. V roce 2002 byla
zavedena stale obnovovand a doplhovand internetova stranka GSGM, vénovana nej-
dilezitéjsim informacim o sidle, stanovach a vyboru spole¢nosti, uplnému seznamu clenii
zCR a SR, ale i programiim konference (s periodicitou 3 let), zépisim ze schiizi vyboru,
hospodaieni, stanovam a pravidlim Ceny GSGM (ud€lované mladym védeckym
pracovniklim) i1 organizacim genetickych spolecnosti ve svété. Lze tam najit i dostate¢ny
popis IL a kontakty na nejdilezitéj$i osoby spolecnosti, které jsou pro pohodli ¢tenait
uvedeny i na prfedposledni stran¢ obalky kazdého cisla. Tim dochéazi ke stale vétSimu
uvoliiovani obsahu jednotlivych ¢isel pro odborné zaméteni a pro potieby a ptispeévky clenské
zéakladny.

Vydavani IL je, jako kone¢né pfiprava, tisk a distribuce kazdého “Casopisu“ byt
v nejjednodussim uspotadani, dosti finanéné narocné, a to zvlasté pro zcela nezéavislou
organizaci, kterou GSGM je. Jedinym zdrojem finan¢nich prostiedkl spolec¢nosti jsou ¢lenské
ptispévky, které jsou navic, v porovnani s ostatnimi védeckymi a odbornymi spole¢nostmi na
minimalni Grovni. Je proto vhodné upozornit i na tomto misté, ze osud IL a celé GSGM je do
znacné miry zavisly i na bezpodmine¢ném plnéni této zakladni ¢lenské povinnosti.

Jsme presvédceni, ze dosavadni vyvoj a soucasny stav IL odpovidad predstavam a
pozadavkiim nejen jejich zakladatel zroku 1985, ale 1 souCasnym jednoticim potiebam
GSGM. K tomu abychom mohli pokracovat v jejich vydavani a ve stalém zlepSovani jejich
formy a obsahu a tak, mimo jiné, pfispivat k optimalnimu naplnovani vSech sluzeb Clenské
zékladné spolecnosti (proto jsme byli zvoleni), potfebujeme nezbytné vsestrannou pomoc
kazdého c¢lena at’ radou, kritikou, ¢i jinym piispévkem, coz se mize bezprosttedné projevit 1
na strankach nasledujicich cisel IL. Pfejeme IL, sob€ i vS§em ¢leniim spolec¢nosti, aby se ndm
takova vzajemna spoluprace ve prospéch GSGM 1 nadéle dafila.

Jménem vyboru GSGM Stanislav Zadrazil



Clenské piispévKky — pFipominka a upominka

Kazd4 spolecenskd organizace, ktera pociti ve své Cinnosti nedostatek finan¢nich
prostiedki, provede jako prvni opatfeni kontrolu placeni ¢lenskych ptispévka. Neni proto
piekvapenim, ze tak ucinil 1 vybor GSGM, ktery se ptitom, bohuzel, pfesvéd¢il, Ze s plnénim
této zakladni povinnosti, uloZzené stanovami, maji néktefi clenové spolecnosti znacné
problémy. Je tfeba si uvédomit, Ze naSe Genetickd spole¢nost Gregora Mendla je finan¢né
zcela nezévisla, nedostavd od nikoho zadné dotace, a ze je tudiz na pravidelné placeni
Clenskych piispévkll svymi cCleny plné odkdzana. Nase piispévky (100,-K& rocné pro
vydélecné c¢inné c¢leny, 50,-K& pro studenty a pro dichodce) piredstavuji svou vysi,
v CR.

Naproti tomu, pii vydavani nasich Informacnich listl, jejich rozsifovani a rozesilani
dalsich c¢lenskych materiali zaznamenavame v poslednich letech postupné pomérné strmé
nariistani vSech nakladu, vcetné postovného, na coz nam naSe stavajici financni prostiedky jiz
vyrazné prestavaji stacit. Pii pokraCovani soucasné témet katastrofalni platebni prispévkové
moralky cClenli spolecnosti bychom museli co nejdiive pfistoupit ke zvySeni clenskych
prispévka, ale je zfejmé, ze to by postihlo predevsim platici Cleny. Proto se obracime na
vSechny, kteti z nejrtiznéjSich diivodi neplatili svoje Elenské piispévky, aby tak ucinili co
mozna nejdiive, a to nejenom za letoSni rok, ale i za vSechna neuhrazena minulé léta. Prosime
Vs ptitom, abyste pifi svych platbach, at’ uz postovni poukazkou, ¢i ptevodem z Gctu, vzdy
uvadeli sviij variabilni symbol. Jenom tak budeme schopni identifikovat platce.

Vybor spolecnosti bude disledné¢ pokracovat ve zvyhodnovani fadné platicich ¢lenti
GSGM, napt. pfi vypisovani niz§ich konferen¢nich poplatkli na konferencich GSGM. Naproti
tomu, vybor bude muset pristoupit k tvrdSim sankcim u neplaticich ¢lenii, a to nejprve
preruSenim zasilani Informacnich listi a dalSich tiSténych materialli spolecnosti, a u téch, kteti
neplati svoje Clenské piispévky jiz vice nez jeden rok, zrusit jejich clenstvi.

Vybor GSGM



VYUCTOVANI HOSPODARENI GSGM ZA ROK 2005

Zustatek ke 31.12. 2004

13 475,36 Kc

z toho:
na uctu KB 11 748,46 K¢ k 20.12.04
v pokladné 1 726,90 K¢ k 31.12.04
PFijmy v roce 2005 3 352,50 K¢
z toho
1. Uroky z Gctu u KB 2,48 K¢
2. Clenské prispévky: z toho placené na ucet KB 2 700,- K&
placené hotové 650,- K¢
celkem 3 350,- K¢
Vydaje v roce 2005 13 517,50 K¢
z toho
1. postovné za IL 2005: 3021,- K¢
2. faktura tisk IL 7 785,50 K¢
3. obcerstveni 697,- K¢
4. poplatky KB: z toho za vedeni Gctu 1 820,- K¢
za polozky 124,- K¢
provize 70,- K¢
celkem 2 014,- K¢
Zistatek ke dni 31.12.2005 3 315,50 K¢
z toho:
na Gctu KB 2 652,- K¢
v pokladné 658,50 K¢

Wuictoval J. Dvorak



Vyuctovanie hospodarenia slovenskej ¢asti GSGM k 31. 12. 2005

Zostatok k 1.1.2005 A- Kkonto 10 552,15 SK

B- hotovost’ 7 420,90 SK
A
Bankové operacie (dok.1) - 793,6 SK
Prijmy z ¢lenskych poplatkov k 31.12. 2005 (dok.1) + 1 800,00 SK
Zostatok na ucte k 31.12.2005 (dok.1) + 11 558,55 SK
B
Clenské prispevky (dok.2) +1 100,00 SK
Kancelarske potreby (dok.3) - 325,00 SK
Zostatok hotovosti k 31.12. 2005 + 8195,90 SK
Celkovy finanény stav k 31. 12. 2005 +19754,45 SK

Bratislava, 15. 5. 2006

Vyuctovala: M. Slaninova



CO NOVEHO V GENETICE
(¢lanky nositelek ceny GSGM)

Obvyklé a neobvyklé telomery
Eva Sykorova
Biofyzikdlni tistav Akademie véd Ceské republiky, Kralovopolska 135, 612 65 Brno

Obvyklé telomery

Konce eukaryotickych chromosomil jsou opatfeny specializovanymi nukleoproteinovymi
strukturami - telomerami. Tyto struktury odliSuji konce chromosoml od dvouietézcovych
zlomt vznikajicich v buiice poskozenim DNA. Chrani je pfed pisobenim exonukleas a pred
jejich vzajemnym spojovanim (fizi), k némuz nékdy dochédzi v disledku chybné opravy
chromosomovych zlomti za vzniku dicentrickych chromosomii (McClintock, 1941). Kromé
ochranné a stabilizacni funkce je telomeram pfipisovana Gcast na feSeni zndmého problému
spojeného s replikaci koncti linedrnich chromosomt (Wellinger a Sen 1997).

Na telomeru bezprosttedné navazuje subtelomerickd oblast (zkracené subtelomera), ktera
byva chapana také jako jakési “naraznikova zéna”. Muze naptiklad suplovat funkci telomery
v pfipad€ jeji ztraty, jak bylo zjiSténo u kvasinek (Palladino a Gasser 1994). Jde o
dynamickou oblast, ve které¢ dochazi k rozpoznani a parovani homolognich chromosomd,
genové konversi, homogenizaci heterolognich konct chromosomt, jsou tu také Casta mista
rekombinace. Subtelomera je napojena na telomeru prostiednictvim sekvenci, které
oznacujeme jako sekvence asociované s telomerou (TAS, telomere-asociated-sequence). Jako
TAS c¢asto vystupuji vysoce repetitivni sekvence satelitniho typu, ale také jimi mohou byt
sekvence malo Cetné ¢i unikatni. Sekvence, které se nalézaji v sousedstvi telomery, mohou,
ale nemusi byt specifické pro dany chromosom, také nemusi byt jedine¢né ve svém umisténi,
jejich kopie mohou byt i v jinych ¢astech chromosomu (Horakova a Fajkus 2000; Chute et al.
1997). Vyjma specidlnich ptipadd se v subtelomefe obvykle nenachazeji geny. Pokud jsou
ptitomny kodujici sekvence, jsou v blizkosti telomery zpravidla uml€eny - tzv. telomerovy
posicni efekt. Telomery maji totiz kompaktni chromatinovou strukturu podobnou v mnoha
ohledech heterochromatinu. Jednou z jejich osobitych zvlastnosti je krat$i periodicita
telomerového chromatinu ve srovnani s tzv. vét§inovym chromatinem (bulk chromatin).

Strukturu chromatinu repetitivnich sekvenci, a potazmo i telomer, na zakladni Grovni
popisujeme pomoci periodicity chromatinu, kterd predstavuje pravidelné opakovani délky
DNA sbalené do nukleosomu, tj. véetné ,linkerové®“ DNA. Na opakujicich se sekvencich se
uplatiiuji pro usazeni nukleosomu posi¢ni signaly, které (diky periodické povaze repetic)
vysledné urcuji periodicitu takového chromatinu. Pro mnoho repetitivnich sekvenci, je
typickd délka jednotky odpovidajici délce mono a di-nukleosomalni DNA a na mnohych
z nich zaujimaji nukleosomy preferované posice. Mohou to byt satelitni sekvence z rliznych
casti genomu, jako dobry priklad lze uvést sekvence tabaku - subtelomerickou HRS 60
(Fajkus et al. 1995, Koukalova et al. 1989) nebo pericentromerickou a interkaldrni GRS
(Gazdova et al. 1995, Kralovics et al. 1995). U repetic subtelomerické oblasti se setkavame s
periodicitou podobnou periodicité vétSinového chromatinu. Naproti tomu telomerova oblast



tvorena kratkymi oligonukleotidovymi telomerovymi repeticemi je piikladem sekvence, ktera
nemd sekvenéni preference pro vazbu histonového oktameru, a tak se v organizaci
chromatinové struktury budou zfejmé uplatnovat jiné¢ faktory. Periodicita telomerového
chromatinu byvé tedy zpravidla kratSi o cca 40 pb v porovnani s vétSinovym chromatinem
(Lejnine er al. 1995) a méfeni stability nukleosomi tvofenych rlznymi repetitivnimi
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1998).

Délka telomer stejné¢ho typu byva rizna a tudiZz i oblast telomerového chromatinu,
srovname-li délku rostlinnych telomer napt. u tabaku je 40 - 150 kb (Fajkus et al. 1995), u
husenicku (Arabidopsis thaliana) 2 - 5 kb (Richards a Ausubel 1988). Rostlinou s kratkymi
telomerami je i Silene latifolia (2,5 - 4,5kb, Riha et al. 1998). Zkoumani telomery a jejiho
napojeni na subtelomeru u knotovky bilé (Silene latifolia) ptineslo nckolik zajimavych
zjisténi (Sykorova et al. 2003a). Pro analyzu subtelomer byla pouzita pfima PCR reakce s
telomerovym primerem a primery odvozenymi z obou fetézcl vysoce repetitivni
subtelomerické sekvence X43.1 (popsdna poprvé v Buzek et al. 1997). Tato sekvence je
pfitomna ve vSech chromosomech knotovky bilé, ale jeji vzdalenost od konce chromosomu
nebyla zndma. Procisténa smés produktii byla klonovana a jednotlivé klony sekvenovany.
Ziskané varianty napojeni Ize schematicky rozdé¢lit na varianty s pfimym napojenim sekvence
X43.1 na telomeru a varianty s nepiimym napojenim. V druhém piipadé je napojeni
zprostiedkovano nepiibuznymi sekvencemi, kter¢ nebyly homologni s dosud znamymi
sekvencemi S. latifolia ani s jinymi sekvencemi z databaze GENBANK. Tyto varianty lze
dale rozd¢lit podle typu mezerniku na: a) s kratkou mezernikovou sekvenci, b) s jinou
temovou repetitivni sekvenci, ¢) s dlouhou mezernikovou sekvenci.

Pro sekvenci X43.1 (délka jednotky 335bp) v piimém napojeni na telomeru byly
identifikovany tfi rizné varianty uspofadani. Ve skupiné s kratkou mezernikovou sekvenci
byly popsany dv¢ varianty, u nichz po mezernikové sekvenci v misté napojeni pokracuje
telomera degenerovanymi telomerovymi motivy. V nékolika dalSich klonech byla mezi
telomerou a X43.1 nalezena nova vysoce repetitivni sekvence 15Ssp a dale charakterizovana.
Délka jednotky je 159 bp, sekvence je AT bohatd (69%) a sekvencné konzervativni,
zastoupeni v genomu je 8000 kopii na haploidni jadro. Jeji subtelomerickd posice byla
ovétena fluorescencni hybridizaci in situ (FISH). Ziskané klony obsahovaly rizny pocet
jednotek sekvence 15Ssp, které byly napojeny na telomeru ve dvou rtiznych mistech. Podobné
jako u ptimého napojeni sekvence X43.1 neni zde pfitomen zaddny dals$i mezernik. Variantu s
dlouhou mezernikovou sekvenci representuji 4 klony se stejnym zptisobem a mistem napojeni
na telomeru. Mezernik je v tomto ptipadé piedstavovan dlouhou sekvenci 19Bst, kterd je na
telomeru napojena prostfednictvim useku obsahujiciho degenerované telomerové motivy. Jde
o sekvenci s nizkym poctem kopii v genomu.

Jak jiz bylo zminéno, periodicita chromatinu v telomete a subtelomerické oblasti byva
odli$na. Kde dochazi k piechodu struktury chromatinu, zda bezprostiedné pod telomerou nebo
hloubéji v genomu a dochézi-li k ptfeskoku pozvolna nebo narédz, jsou otazky, na néz miuze dat
odpovéd’ studium struktury chromatinu repetitivnich TAS sekvenci. V ptipad¢ knotovky bilé,
rostliny s kratkymi telomerami, je situace obzvlasté zajimava (Sykorova et al. 2001).
Periodicita telomerického chromatinu je 164+7 pb, periodicita vétSinového chromatinu a 18S
rDNA je 180%11 pb. Subtelomerické repetitivni sekvence pfitomné v pfimém napojeni na
telomeru 15Ssp a X43.1 vykazovaly odliSnou periodicitu nez vétSinovy chromatin.
Organizace chromatinu sekvence X43.1 se projevuje dvoji periodicitou (153+£10 bp a 188+ 12
bp), népadné je, ze kratSi je podobna telomerovému chromatinu, delsi pak vétSinovému
chromatinu. Nukleosomy zaujimaji na sekvenci preferované posice, které byly uré¢eny pomoci
tii nezavislych metod analyzy transla¢ni posice nukleosomu — restrikéni analyzou, extensi



primeru a klonovanim nukleosomalni DNA. Vysledky ukazaly dobrou shodu s posicemi
nukleosomli predikovanymi pomoci programu NUCLEOSM. Chromatin sekvence 15Ssp se
projevuje kratkou periodicitou (1577 bp) podobnou periodicité telomerového chromatinu.
Nukleosomy vSak na sekvenci nezaujimaji preferované translacni posice. Podobné chovani
subtelomerické sekvence dosud nebylo pozorovéano. Dalsi vlastnosti ptipodobiiujici sekvenci
15Ssp telomete je zvySena citlivost k nukleasovému $tépeni. O terminélnich Castech savcich
chromosomil byla jiz difive vyslovena domnénka, Ze struktura chromatinu blize ke konci
chromosomu je odlisna od proximalni ¢asti (Tommerup et al. 1994). Prace zminujici dvoji
periodicitu chromatinu v subtelomerickych oblastech (Vershinin a Heslop-Harrison 1998)
naznacuji, ze oblast s krat§i periodicitou ptislusici telomefe by mohla byt rozSifena i na
sousedni oblasti a moznad spolecné tvorit jednu strukturné-funkéni jednotku. Vlastnosti
chromatinu temové repetitivni sekvence 15Ssp a cCastecné 1 X43.1 takovou domnénku
podporuji. Na zdkladé téchto i1 dalSich charakteristik byl vytvofen novy model uspotradani
chromatinu do sloupcové struktury, ktery by se mohl vyznamné uplatiovat zejména
v telomerovych oblastech (Fajkus a Trifonov 2001). Jeho zédkladem je piedstava spojit€ vinuté
DNA okolo sloupce histonovych oktamerti, pficemz ,linkery* jsou deformovany stejnym
zpisobem jako nukleosomova DNA. Struktura je stabilizovana pfedevSim vzajemnymi
interakcemi histonovych oktamert.

Neobvyklé telomery

Telomery az doneddvna byvaly povazovany za jedny z nejkonzervativnéjSich casti
chromosomil, zejména diky faktu, Ze jejich DNA slozka je tvofena mnohocetnym
opakovanim kratkych oligonukleotidovych motivii - telomerovych repetic - a je spolecna
celym skupindm organismt. Napiiklad repetice TTAGGG je vlastni obratloveim vcetné
clovéka (Cheng et al., 1989; Meyne et al., 1989), repetice TTTAGGG je povaZovana za
univerzalni pro rostliny (popsana poprvé u Arabidopsis thaliana, Richards a Ausubel 1988),
hmyz mé ve svych telomerach repeticic TTAGG (poprvé popsédna u bource morusového
(Okazaki et al., 1993). Az do roku 1999 bylo znamo pouze nékolik vyjimek, nejznamé;jsi z
nich u modelového organismu Drosophila melanogaster, jejiz telomera je tvoiena
retroelementy Het-A a TART (Biessmann et al., 1996), u rostlin pak byla popsana
nepiitomnost typické telomerické sekvence u cibule kuchyiiské (A/lium cepa, Fuchs et al.,
1995, Pich et al. 1996). Posun v pohledu na to, co lze povazovat za typické a netypické v
ramci telomery lze spatfit v praci Sahara ef al. (1999), kde autofi popsali n¢kolik dalSich
vyjimek u hmyzu a také u pavouka. Dalsi prekvapivé zjisténi bylo publikovano Adamsem et
al. v roce 2000 a 2001, a to o ztraté typickych telomerickych sekvenci u Aloe a dale u velké
skupiny jednodé€loznych rostlin z fadu Asparagales (zahrnuji Aloe i Allium). Podle nékterych
odhadi tento rostlinny fad pfedstavuje mnozinu 11% z krytosemennych rostlin, coZ spolu se
zminénymi vyjimkami u hmyzu vyvolava otazku, jak "typické" jsou vlastn¢ typické telomery.

Zajem nasi skupiny o telomery se posunoval také od téch typickych k t€ém neobvyklym.
Ze spolupréce se skupinou Prof. Leitche (Queen Mary University of London, Velka Britanie),
v jehoz laboratofi vznikla i1 prilomova zjisténi publikovanéd v pracich Adams ef al. (2000 a
2001), vzeslo n€kolik publikaci o neobvyklych telomerach rostlin. Prvnim piekvapenim bylo,
ze také u dvoudéloznych 1ze najit ptiklady rostlin s netypickymi konci chromosomti, ¢imz se
Skéla organismi s neobvyklymi telomerami déle rozsituje. Piislusnikiim rodt Cestrum, Vestia
a Sessea také chybi v telomerach typ Arabidopsis telomerické sekvence TTTAGGG
(Sykorova et al. 2003b). Tyto rostliny patii do ¢eledi Solanaceae, z niZ pochazi mnoho
modelovych a dobfe prozkoumanych rostlin se zcela typickymi telomerami, jako jsou napf.
tabak, rajce nebo brambor. Ackoli sekvence TTTAGGG netvoii telomeru téchto rostlin, jeji



mnohé kopie zistaly roztrousené v genomu a lze je nalézt v sousedstvi mnoha dalSich
sekvenci s vysokym poctem kopii. Dikaz o nepfitomnosti sekvence TTTAGGG v telomete
nebylo mozné podat pouzitim pouze hybridiza¢nich technik, jako jsou napt. fluorescenéni
hybridizace in situ nebo slot-blot (Southern) hybridizace, vzhledem k detekénimu limitu
téchto technik ovlivnénému v ptipad¢ slot-blot hybridizace i1 velikosti genomu (napi. Cestrum
parqui 1C = 10,94 pg). Klasickou metodou pouzitou Uspé$né v piipadé cibule kuchynské
(citace) byla tzv. asymetrickd PCR s jednim primerem odpovidajicim hledané telomerové
sekvenci a po rozdéleni produktii na agar6zovém gelu pienos na membranu a nésledna
hybridizace se znacenou specifickou sondou. Zatimco cibule nedavala zadné produkty v
asymetrické PCR, u rostlin rodu Cestrum byla po rozdéleni na gelu patrné cela Skala produktt
a to velmi raznych v zavislosti na pouzitém primeru. Tyto produkty byly klonovany a dale
podrobnéji charakterizovany (Sykorova et al. 2003c). Slo o sekvence s vysokym poétem
kopii, které se v genomech cester nachazeji nékdy i v sousedstvi nékolika sekvenci
TTTAGGG a jejich lokalizace na mitotickych chromosomech prokazala rozptyleny vyskyt.
Kone¢ny dikaz o neptitomnosti delSich useki TTTAGGG, které by snad mohly tvofit
telomeru, byl zaloZen na faktu, Ze telomera je smérové specifickou sekvenci, tj. ve sméru 5'-
3" ke konci chromosomu se v fetézci objevuje pouze G-tfetézec neboli sekvence TTTAGGG.
Komplementarni C-fetézec je ve sméru 5°-3'prodluzovan smérem dovniti chromosomu.
Modifikujeme-li asymetrickou PCR tak, Ze pro prodlouzeni primeru odvozeného z C-fetézce
bude pouzita smés pouze tii deoxynukleotidi (A,C,T), produkty budou jednoietézcové
molekuly s monotonni sekvenci (CCCTAAA)n, prodlouzené az do mista prvniho guaninu v
templatu. Pro klasickou telomeru nebude piedstavovat neptitomnost deoxyguanosinu v reakci
problém a vzniknou dlouhé produkty reakce, které jsou po rozd€leni na gelu a blotovani
snadno detegovatelné znacenou sondou pomoci Southern hybridizace. U zkoumanych
ptislusniki rodu Cestrum vSak nebyly zadné produkty detegovany, zatimco kontrolni vzorek
Arabidopsis thaliana, rostliny s kratkymi telomerami, poskytl silny hybridizacni signal.

Velkou skupinu rostlin s neobvyklymi telomerami nachdzime u jednodéloznych, a to v
fadu Asparagales. Podle typu telomerické sekvence byly rozd€leny v praci Adams et al.
(2001) do dvou skupin a to na skupinu rostlin s telomerami tvofenymi telomerickou sekvenci
typu Arabidopsis (skupina I) a na rostliny, které ji postrddaji na koncich chromosomu
(skupina II). Velice objevnym bylo pozorovani, Zze ob¢ skupiny tvoii fylogeneticky seviené
skupiny, pfi¢emz rostliny s typickou sekvenci jsou fylogeneticky starsi, tj. ke ztrat¢ sekvence
typu Arabidopsis doslo ve zcela ur¢itém bodé evoluce telomer. Nezndmou vSak zlstalo, jaka
sekvence ji nahradila v telomete rostlin skupiny II a jakymi mechanismy jsou tyto telomery
udrzovany. Tyto otdzky se staly zdkladem pro mezinarodni projekt "Loss gain of typical
telomeres in monocots" (Leverhulme Trust, 2001-2004) navazujici na praci Adams et al.
(2001), teSeni kterého se ucastnilo i naSe pracovisté. Jednou ze zvolenych strategii byl
skrinink genomovych DNA velkého poctu rostlin fadu Asparagales na ptritomnost podobnych
telomerickych motivi, které jiz byly popsany jako funkéni telomerické sekvence u jinych
organisml (Sykorova et al. 2003d). Pomoci metody slot-blot hybridizace, kterd umoziiuje
efektivni skrinink velkého poctu vzorki, bylo do experimentu zahrnuto 112 druhti, které
reprezentovaly v Siroké Skale 19 rostlinnych celedi. Genomova DNA rostlin byla
hybridizovéana s radioaktivné zna¢enymi sondami specifickymi pro telomerické motivy rostlin
(Arabidopsis, TTTAGGG), zelenych ftas (Chlamydomonas, TTTTAGGG), obratlovci
(¢lovek, TTAGGG), hmyzu (Bombyx, TTAGG), obrvenych (Tetrahymena, TTGGGG a
Oxytricha TTTTGGGQG) a Cervi (4scaris, TTAGGC). Vysledky hybridizace prokazaly, ze v
genomové DNA rostlin skupiny II, které podle ptivodni prace Adams et al. (2001) postradaly
signal Arabidopsis-typu sekvence na koncich chromosomt, je mozno pozorovat zvySeny
vyskyt zejména sekvence TTAGGG typické pro obratlovce (lidsky typ), ktery je doprovazen
zvySenym vyskytem dalSich typt sekvenci (typ Tetrahymena, typ Arabidopsis). Jedinou



vyjimku z tohoto pomérné homogenniho chovani ptedstavovaly ptislusnici rodu Allium.
Pomoci FISH se podafilo ukazat, Ze signaly odpovidajici "doprovodnym" sekvencim
hybridizuji pouze na nékterych koncich chromosomt, zatimco lidsky typ sekvence byl
lokalizovan na vsSech koncich chromosomu. Stale vSak zlistavala oteviena moznost, Ze konce
chromosomil jsou tvoieny velkym usekem lidského typu sekvence, ale zakonceny jsou
kratkym tsekem telomerickych sekvenci typu Arabidopsis. Dalsi otazkou bylo, zda zistal
zachovan funkéni mechanismus udrzovani telomer pomoci telomerasy, ktery je typicky pro
organismy jejichZ telomery jsou tvofeny minisatelitnimi sekvencemi. Experiment pro zjisténi
aktivity telomerasy mohl zodpovédét obé otazky. Pomoci techniky TRAP (telomere-repeat-
amplification-protocol), kterd vyuziva toho, Ze telomerasa je schopna ptidavat telomerické
repetice i na netelomerické oligonukleotidy a produkty takové reakce je mozno amplifikovat
pomoci PCR reakce, bylo prokazano, Ze telomerasa je aktivni. Sekvenace produkti TRAP
reakce pro rostliny Bulbine rectiflora (Asphodelaceae) a Ornithogalum virens
(Hyacinthaceae) demonstrovala, Ze telomerasa rostlin skupiny II syntetizuje repetice lidského
typu, tj. TTAGGG. Vyhodnoceni aktivity telomerasy a syntetizovanych sekvenci ukazalo, ze
telomerasy téchto rostlin syntetizuji telomerické repetice s velkym mnoZzstvim chyb (az 23%).
Posledni neznamou zustala cibule, u niz byla TRAP reakce negativni, podobn¢ slot-blot
hybridizace nebo FISH.

Zajem o telomery Asparagales se posunul k podrobnéjsimu studiu koncti chromosomt a
chromatinové struktury. Dfive zminény vyskyt "doprovodnych" sekvenci v terminélnich
oblastech zejména u Hyacinthaceae evokoval otdzky o vzajemném uspotadani téchto sekvenci
v telomete a také, jak zména telomerické sekvence ovlivnila proteiny vazici se na telomery
(Rotkova et al. 2004). Tyto proteiny jsou nezbytné pro fungovani telomery a moduluji
strukturu telomer, napf. umoznénim nebo zabranénim piistupu telomerase. Byvaji také
specifické k rozpoznavané telomerické sekvenci. Technikami fluorescenéni hybridizace in
situ na natazenych vlaknech DNA u Ornithogalum virens bylo demonstrovano, ze sekvence
lidského typu tvoii homogenni bloky, které jsou z velké casti preruSovany bloky sekvenci
typu Arabidopsis v rizném vzajemném usporadani, nebo v nékterych ptipadech se objevuje
typ Tetrahymena. Dal§im zajimavym pozorovanim bylo chovani proteinti k oligonukleotidim
ruznych telomerickych typt. Jak bylo dfive zminéno, telomera je smérové specifickou
sekvenci, jeji zvlastnosti je také pfitomnost 3~ koncového presahu, ktery je tvofen G-
fetézcem. Oligonukleotidové sondy se specifickou sekvenci pro G-fetézec mimikovaly
takovyto pfesah pro proteiny v experimentu in vitro. Proteiny, které se specificky vazaly k
oligonukleotidu, jej zpozdovaly v polyakrylamidovému gelu (metoda EMSA,
electrophoretic-mobility-shift-assay). Naéslednd SDS-PAGE umoznila zjistit i zdanlivé
velikosti proteind, které se navazaly na znaceny oligonukleotid. U rostlin ze skupiny II se tak
podafilo demonstrovat pfitomnost jednak proteinti specifickych pro lidsky typ telomerické
sekvence, dale proteinii specificky rozpoznavajicich sekvenci typu Arabidopsis a také
proteinti jez se vazaly k obéma typtm.

Zavérem

Studium obvyklych a neobvyklych telomer rostlin stoji na svém pocatku a dosud nabizi
vice otazek nez odpovédi. Vedle telomer se mizeme ptat na telomerasy, které syntetizuji
zméneény typ telomerické sekvence. Lze se ptat na proteiny a na to, jak funguji v telomerach
téchto rostlin. Zahadou ziistavaji zahaleny telomery cibule kuchynské nebo jejich vyskyt u
Solanaceae... a jak se zda, dalsi ptekvapeni nas mohou cekat v telomerach jakékoli dalsi
skupiny organismi.
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Polyomavirus: Vyznam minoritnich strukturnich proteinii;
Studium ¢asné faze infekce
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(soucasné pracoviste: Public Health Sciences Division, , Fred Hutchinson Cancer Research
Center, Seattle, USA)

Uvod — polyomaviry véera a dnes

Polyomaviry jsou malé, neobalené DNA viry s ikosahedralni kapsidou o velikosti asi 45
nm. Mysi polyomavirus byl poprvé izolovan Ludwigem Grossem v roce 1953 (Gross, 1953)
jako agens indukujici nadory v rlznych orgadnech mysi. Objevy dalSich polyomavirt
infikujicich obratlovce nasledovaly v pozdéjsich letech. Taxonomicky jsou dnes polyomaviry
fazeny do samostatné celedi Polyomaviridae, kterd vznikla po rozdé€leni plivodni celedi
Papovaviridae zahrnujici také papilomaviry. My$i polyomavirus (polyomavirus, Py) a opic¢i
virus SV40 jsou dnes nejlépe prostudovanymi zastupci skupiny. Lidské viry BK a JC jsou na
zaklad¢ sekvencni analyzy ptibuzné SV40, zatimco napt. kiecci virus polyomaviru.

Polyomavirovy genom (tvofeny dvouvlaknovou kruznicovou molekulou DNA o velikosti
ptiblizné 5 000 bp) je replikovan v jadre hostitelské buniky, kde dochazi nejprve k transkripci
genl Casné oblasti. Tyto geny koduji nestrukturni proteiny velky (LT), sttedni (MT) a maly
(ST) T antigen (u SV40 pouze LT a ST), které jsou nezbytné pro replikaci virové DNA a
navozeni S faze bunéfného cyklu hostitelské bunky, coZ je zprostiedkovano interakci T
antigenu s kli¢ovymi regula¢nimi proteiny bunééného cyklu (LT Py a SV40 vazi protein Rb a
LT SV40 protein p53). Narist hladiny strukturnich proteind VP1, VP2, VP3 (geny pozdni
oblasti) je nasledovan sestavovanim virionti. Nové replikované virové genomy jsou
enkapsidovany ve form¢ minichromosomu asociovaného s hostitelskymi histony H2A, H2B,
H3 a H4. Histon H1 je odstranén (patrné vytésnén VP1, ktery ma sekvencné nespecifickou
afinitu k DNA) v priibéhu enkapsidace. Proces rozpozndni virové DNA a enkapsidace neni
doposud zcela objasnén.

Produktivni polyomavirovd infekce permisivnich bun€k kon¢i destrukci hostitelské
bunky. Udaje ziskané pro SV40 naznaduji, Ze k lyzi infikovanych bunék nedochazi pouze
v disledku naplnéni jadra nove vzniklymi viriony, ale Ze se jedna o aktivni proces ovlivnény
interakcemi mezi virem a hostitelskou buiikou (Clayson et al., 1989).

Kromé¢ permisivnich bun€k se receptory pro Py a SV40 nachazeji také na povrchu celé
fady bunéénych typt (vCetné lidskych), které jsou pro virus nepermisivni, ale mohou byt
imortalizovany nebo transformovany, pokud dojde k expresi ¢asnych T antigend. Aktivita
casného zesilovace a promotoru je dana pfitomnosti ¢i nepfitomnosti urcitych bunécnych
proteind v zavislosti na bunééném typu a stupni diferenciace. K replikaci virového genomu
dochazi pouze v ptirozenych hostitelich (vazba LT s proteiny hostitelského replikacniho
aparatu je druhové specifickd). Vazba LT antigenu Py a SV40 s bunéénym onkosupresorem
Rb je pravdépodobné klicovym faktorem v imortalizaci bun¢k. LT vaze hypofosforylovany
Rb (Ludlow et al., 1989), ktery je v buiice pritomen v GO a G1 fazi bunééného cyklu a vaze
transkripéni faktor E2F. Dusledkem vyvazani Rb LT antigenem je aktivace E2F a pfechod
bunky do S faze. Zatimco Py LT muze buiiky imortalizovat, LT SV40, ktery krom¢ Rb vaze
také onkosupresor p53, je schopen buiiky plné€ transformovat (Martin a Chou, 1975). Hlavnim
onkogennim proteinem Py je MT antigen, ktery se vaze k proteinim rodiny Src tyrosinkinas a
konstitutivné je aktivuje (piehled Messerschmitt ez al., 1997). Nepermisivni buiiky mohou byt
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transformovany abortivné (virovy genom se po n¢kolika dnech z buiiky ztraci) nebo trvale
(pokud dojde k integraci viru do genomu hostitele a geny pro LT respektive MT ziistanou
intaktni a aktivni).

Ptes vyrazny onkogenni potencidl polyomaviri v kulturdch nepermisivnich bunék in
vitro, v prirozeném hostiteli (kde dochazi k replikaci viru) je jejich tumorogenicita velmi
nizka a perzistentni asymptomaticka infekce pretrvava celoZivotné. V piipadé silného
oslabeni nebo nedostatecné funkce imunitniho systému vsSak miaze dojit ke vzniku
onemocnéni (lidsky JCV je spojen s progresivni multifokalni leukoencefalopathii, nékteré
kmeny polyomaviru indukuji nadory po inokulaci novorozenych mysi). V této souvislosti je
zajimavé, ze nové analyzy (piehled Carbone, 1999) davaji do souvislosti zvySeny vyskyt
nékterych typti nddord u clovéka a infekci virem SV40 pfitomnym jako kontaminace ve
vakcin€ proti poliomyelitidé v 60-tych letech (v infikovanych lidskych buiikdch dochazi k
expresi Casnych antigentt SV40).

Pro svlij maly genom, snadnou kultivaci in vitro a znacnou miru zavislosti na hostitelské
bunice, se polyomaviry staly velmi uziteCnymi néstroji pii studiu zakladnich procest
eukaryotické bunky (replikace, transkripce, mechanizmus sestiihu hnRNA, signdlni
transdukce, uloha onkogenti a onkosupresorti v buné¢éném cyklu). Stale ale zistavd mnoho
nezodpovézenych otazek spojenych s biologii polyomavirll a jejich interakei s hostitelskou
buiikou. Detailni poznani v tomto sméru je dialezit¢é i z hlediska mozného vyuZiti
polyomavirovych, SV40 a JCV kapsid pro ucely genové terapie (ptehled Tegerstedt et al.,
2005, Strayer et al., 2005, Georgens et al., 2005, Wang et al., 2004). Pseudokapsidy 1ze ziskat
z rekombinantné exprimovaného hlavniho kapsidového proteinu VP1, ktery se
samouspoiadava do pseudokapsidovych struktur bez pfitomnosti virového genomu, coz je
vyhodou oproti adenovirovym a retrovirovym vektorim. Koexprese VP1 a minoritnich
strukturnich proteini VP2 a VP3 vede ke vzniku partikuli obsahujicich vSechny tfi strukturni
proteiny v zastoupeni analogickém virové partikuli. (Salunke et al., 1986, Montross et al.,
1991, Forstova et al., 1993, An et al., 1999) Prazdné kapsidy interaguji in vitro s DNA
polyomaviru (Aposhian et al., 1975) i s heterologni DNA (Stokrova et al., 1999).
Polyomavirové pseudokapsidy byly pouzity pro in vitro a in vivo pienos exogennich gentl a
peptidi do nékolika typti mysSich, krysich a lidskych bunék (Forstova et al., 1995, Bouta et
al., 2005, Arad et al., 2005).

Tento ¢lanek predklada souhrn vysledkt publikovanych v pracich Mannova et al. (2002)
a Mannova a Forstovd (2003). Tyto prace se tykaji vyznamu minoritnich strukturnich
antigenll v Zivotnim cyklu Py a charakterizace ¢asné faze infekce Py.

I. Mannova, P., Liebl, D., Krauzewicz, N., Fejtova, A., Stokrovz’l, J., Palkova, Z., Griffin,
B.E. & Forstova, J. (2002). Analysis of mouse polyomavirus mutants with lesions in the
minor capsid proteins.

LI Uvod
Minoritni strukturni antigeny polyomaviru

Kapsidy polyomaviru jsou sloZeny ze tii strukturnich proteinti, VP1, VP2, VP3 (viral
proteins 1, 2, 3). Geny pro strukturni antigeny jsou exprimovany v pozdni fazi infekce, po
zahajeni replikace virového genomu. Pozdni transkripty jsou sestiihovany z velkych
multigenomovych transkripti, které jsou ptepisovany v pozdni fazi infekce kontinualni
transkripci cirkularniho genomu bez terminace. ProtoZe gen proVP3 se piekryva s C-
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koncovou ¢asti genu pro VP2 a pfislusné mRNA jsou piepisovany ve stejném ¢tecim ramci,
sekvence VP3 je zcela obsazena v C-koncové &asti VP2. Cteci rAmec pro syntézu VPI je
vzhledem k VP2/3 posunuty, proto pfekryvna sekvence mezi N-koncem VP1 a C-koncem
VP2 a VP3 neni homologni.

Struktura polyomavirové kapsidy byla uréena pomoci rozptylu X-paprski na krystalech
virion@i pii rozliseni 25 A (Griffith et al., 1992). Hlavni kapsidovy protein, VP1 (45 kDa),
vytvaii 72 pentamerd. Pentamery spolu vzajemné interaguji C-konci VP1 molekul a tvofti
ikosahedralni kapsidu viru.

Ze srovnani map elektronovych hustot ziskanych z difrakénich studii viriont a kapsid
sloZzenych pouze z VP1 vyplynulo, Ze v péticetné ose symetrie kazdého pentameru se smérem
,»dovniti virionu nachazi jedna molekula minoritniho kapsidového proteinu VP2 (35 kDa)
nebo VP3 (23 kDa) (Griffith ef al., 1992). Minoritni kapsidové proteiny jsou svym C-koncem
zakotvené v axialni dutiné pentameru a jejich flexibilni N-konec smétuje dovnité virionu
(Barouch a Harrison, 1994, Chen et al., 1998).

Uloha minoritnich kapsidovych proteinii v Zivotnim cyklu polyomaviru neni do
soucasnosti beze zbytku objasnéna. VP2 a VP3 nejsou nezbytné pro sestaveni kapsidy -
hlavni strukturni protein VP1 je v pfitomnosti Ca®" jontdi schopen samouspofadani do
pentamer a nésledné kapsidovych struktur (Montross et al., 1991). Informace o struktufe je
pravdépodobné obsaZzena v primarni sekvenci VPI1, protoze kapsidy tvoifi i posttranslacné
nemodifikovany VP1 produkovany v prokaryontnim expresnim systému (Salunke et al.,
1986). Ve virionech se VP1 nachazi v Sesti riznych posttranslaéné modifikovanych formach
(Bolen et al., 1981). Forstova et al. (1993) zjistili, ze k syntéze vSech forem VPI1 v
bakulovirovém expresnim systému je nezbytnd koexprese VP2. Interakce VP1 a VP2
pravdépodobné stabilizuje konformaci VP1 vhodnou pro fosforylaci specifickych threonina
v molekule. VP1 a kysel¢ (fosforylované) formy VP1 jsou esencialni pro enkapsidacni proces
a vznik viriont (Garcea a Benjamin, 1983, Li a Garcea, 1994).

Z doposud znamych udajii vyplyva, ze morfogenese virioni u Py a SV40 probiha,
alespon castecné, odliSnym zplisobem. Syntetizované strukturni proteiny jsou cileny do jadra,
kde jsou sestavovany viriony. Jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS) byly identifikovany v oblasti
prvnich 12 aminokyselin na N-konci VP1 (Moreland a Garcea, 1991) a v C-koncové oblasti
VP2 a VP3 (Clever a Kasamatsu, 1991). A¢koliv Py minoritni proteiny obsahuji vlastni NLS,
v kontextu infikované bunky pravdépodobné nejprve interaguji v cytoplasme s VP1 a do jadra
vstupuji v komplexu s VP1. Py VP1, exprimovany v bakulovirovém systému, je lokalizovan v
jadie, zatimco samostatné exprimované minoritni proteiny jsou v hmyzich buiikach
lokalizovany kolem jaderné membrany (VP2) nebo difusné v cytoplasmé (VP3) a jadernou
lokalizaci ziskdvaji pouze piti soucasné expresi VP1 (Forstova et al., 1993).

Komplexy VP1 a VP2 nebo VPI a VP3, vznikl¢ v cytoplasmé a translokované do jadra,
nasledn¢ vazi genomovou DNA viru (minichromosom asociovany s hostitelskymi histony).
Tento proces pravdépodobné probihd postupnym uspotadavanim kapsidovych proteinii na
minichromosomu. Detailni mechanismus rozpoznani virové DNA a vazby kapsidovych
proteinti neni znam. VP2 a VP3 mohou asociovat s histony a navadét komplexy strukturnich
proteini béhem maturace virionu (interakci VP2 a histont nalezli Forstova et al., 1993). Mezi
strukturnimi proteiny Py, pouze VP1 byl identifikovan jako DNA vazebny protein (DNA
vazebna doména se nachazi na N-konci VP1, VP1 vaze DNA sekvencné nespecificky, Chang
et al., 1993). Oproti tomu, nejen VP1, ale také VP2 a VP3 SV40 vazi DNA. DNA vazebna
doména se nachazi v sekvenci poslednich 13 aminokyselin na C-konci VP2 a VP3 SV40
(Clever et al., 1993). VP2 a VP3 maji nezastupitelnou roli pfi vzniku viriont v infekénim
cyklu SV40. U Py nebyla podobnéa funkce minoritnich antigenti prokazana. VP2 a VP3 Py
jsou oproti svym SV40 protéjskiim na C-konci krat$i o 27 aminokyselin, neobsahuji DNA
vazebnou doménu a DNA nevazi (Chang et al., 1993). Nicmén¢, je mozné, ze ptitomnost VP2
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a VP3 v komplexu s VP1 je dilezita pro udrzeni konformace umoziujici vazbu VP1 a DNA,
ptip. spravné usporadani pentamer na minichromosomu a stabilizaci virionu.

Konformacni stabilizace virovych partikuli, dand pfitomnosti VP2 a VP3, mize byt
dilezitd také v Casné fazi infekce. An et al. (1999) zjistili, ze pseudokapsidy slozené z
rekombinantné exprimovaného VP1 a VP2 nejucingji kompetovaly infekci divokym typem Py
(wt), v porovnani s VP1 a VP1/VP3 kapsidami. Ackoliv i pseudokapsidy, sloZzené pouze z
VP1, vstupuji do bunék (Richterova et al., 2001), pfitomnost minoritnich antigent (zvlasté
VP2) miZe umoznit specifickou interakci VP1 s receptorem, vedouci k produktivni virové
infekci. Chen et al. (1998) ve své krystalografické studii uvadi teoretickou moznost prichodu
flexibilniho N-konce VP2 molekuly otvorem ve stiedu pentameru na vnéjsi stranu kapsidy,
ale doposud nejsou zadné experimentalni dikazy pro konformacni ptestavbu kapsidy a
expozici VP2 nebo VP3 na vngjsi stranu.

Studie dele¢nich mutanti SV40 ukazaly, ze mutanty s deletovanou oblasti unikatni ¢asti
VP2 tvoii velmi malé plaky a termosenzitivni mutanty s mutovanou sekvenci spole¢nou VP2
a VP3 jsou za restriktivnich podminek nezivotaschopné (Cole et al., 1977).

Modifikace odifikace proteinii kyselinou myristovou

V ptedchazejici kapitole byly shrnuty doposud znamé poznatky o tiloze minoritnich
strukturnich proteinti v Zivotnim cyklu polyomaviru. Vzhledem k faktu, Ze celd sekvence VP3
je obsazena v C-koncové Casti VP2 a NLS, VPI interagujici sekvence a DNA vazebna
doména (u SV40) se nachazeji na C-konci obou proteind, nabizi se otazka po vyznamu
unikatni N-koncové ¢asti VP2. Jak bylo vyse uvedeno, partikule VP1/VP2 kompetu;ji infekei
wt Py uc€ingji nez VP1/VP3 a mutanty SV40 v N-koncové ¢asti VP2 maji velmi snizenou
zivotaschopnost. Také koexprese VP2 a nikoliv VP3, zajistuje vznik vSech posttranslacné
modifikovanych forem VP1 dualezitych pro sestavovani virioni.

VP2 Py a SV40 jsou na svém N-konci modifikovany kyselinou myristovou (Streuli a
Griffin, 1987). Konsensus sekvence pro myristylaci byla nalezena na N-konci VP2 u vSech
doposud znamych polyomaviri. Modifikace proteinli kyselinou myristovou patfi mezi
acylace, tzn. modifikace proteinli mastnymi kyselinami (pfehled Mannové, 2001). Kyselina
myristova (14-ti uhlikatd nasycena mastna kyselina) je kotranslaéné vazana cytoplasmatickym
enzymem N-myristyltransferasou na glycin, ktery se stdvd N-koncovou aminokyselinou po
odstépeni methioninu z nascentniho proteinu. Konsensus sekvence pro enzym je Met-Gly-X-
X-X-Ser/Thr, pficemz glycin na N-konci proteinu je esencidlni. Obecné lze uvést, ze
hydrofobni charakter acylovanych proteinti zvySuje jejich afinitu k bunéénym membranam a
acylace slouzi jako jeden ze signalii pro membrdnovou lokalizaci proteinu. Nicméné, bylo
prokézano, ze myristylace samotnd neni dostacujici pro stabilni membranovou lokalizaci
proteinu (Peitzsch a McLaughlin, 1993). Vicenasobna acylace (napf. myristylace a
palmitylace) nebo sekvence basickych aminokyselin (které elektrostaticky interaguji s
kyselymi fosfolipidy membrany) jsou dal§i faktory ovliviiujici vazbu myristylovaného
proteinu k membrané (piehled Resh, 1999). Dvojita acylace proteinli nasycenymi mastnymi
kyselinami (jako jsou kyselina myristova a palmitova) je vyznamna z hlediska cileni proteinti
do specifickych oblasti plasmatické membrany, tzv. rafti nebo kaveol (Garcia-Cardena et al.,
1996, Moffet et al., 2000). V téchto mikrodoménach, charakteristickych slozenim bohatym na
sphingolipidy, cholesterol a nasycené mastné kyseliny, se napi. organizuji proteiny drah
signalni transdukce (Webb et al., 2000) a také nckteré virové proteiny.

Vétsina virovych myristylovanych proteintl jsou strukturni antigeny kapsidy nebo obalu.
Pomérné rozsahly pocet studii je vénovan tloze myristylovanych proteinti v Zivotnim cyklu
polioviru a retrovira (pfehled Mannova, 2001).
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Jak bylo uvedeno vyse pro polyomavirus, minoritni kapsidovy protein VP2 je na svém N-
konci modifikovan kyselinou myristovou a konsensus sekvence pro myristylaci VP2 byla
nalezena u vSech zndmych polyomavirti. VétSina doposud publikovanych poznatkd o uloze
VP2 v zivotnim cyklu viru byla ziskédna s wt VP2 a nevztahuje se ptimo k myristylaci.

Myristylovany VP2 je v kontextu infikované bunky jaderny protein, coz je ojedinély
pfipad mezi myristylovanymi proteiny. Dnes zndma experimentalni data o sestavovani viriont
nenasvédcuji membranové lokalizaci VP2 v pribéhu zivotniho cyklu viru. Samostatné
exprimovany VP2 v bakulovirovém systému byl nalezen v cytoplasmé kolem jaderné
membrany (Forstova et al., 1993), ale pfi expresi v CV-1 bunikach z rekombinantniho vektoru
vaccinie je VP2 lokalizovan v jadie asociovany s jadernou matrix (Stamatos et al., 1987).
Pomoci pocitatové analyzy VP2 (Predict protein, Columbia University) byla nalezena
potencidlni transmembranova oblast (aminokyseliny 80-95). Vysledky naznacuji, ze VP2 ma
sdm o sob¢ ur¢itou membranovou afinitu, ale jeho lokalizace je dana typem bunék, v nichz je
exprimovan, a predevs§im ptitomnosti VP1.

LIIL Shrnuti a diskuse vysledki

Prvni préace, zabyvajici se vyznamem myristylace Py VP2, byla uvetejnéna v roce 1990
(Krauzewicz et al., 1990). Myr" mutant byl izolovan po transfekci bunék virovym genomem
s kodonem pro N-koncovy glycin VP2 mutovanym na kodon pro kyselinu glutamovou
(mutant E). Partikule mutovaného viru mély odliSnou morfologii v porovndni s wt na
elektronmikroskopickych snimcich (méné sferické a kompaktni). Pomér prazdnych kapsid a
virioni byl u mutantu a wt srovnatelny. Nepfitomnost myristylové modifikace VP2
neznamenala ztratu schopnosti infikovat bunky. V roce 1993 publikoval Sahli et al. studii
myr mutantu (glycin mutovany na alanin), ktery vykazoval sniZzenou infektivitu a zpozdéni v
zahdjeni replikace v prvnim cyklu po infekci.

Pro detailnéjsi objasnéni ulohy myristylace VP2 v polyomavirové infekci byly pfipraveny
dals$i dva myr” mutanty s riznymi aminokyselinami substituovanymi za glycin (mutant H s
bazickym histidinem, mutant Q s neutrdlnim glutaminem). Dale byly pfipraveny mutanty bez
VP2 (mutant M) nebo VP3 (mutant A).

Analyza replikace virového genomu (metodou Southern blot) a exprese Casnych a
pozdnich antigenli (pomoci Western blot a imunofluorescen¢niho znaceni) v pribéhu 48 h
cyklu p.i. (1. zivotni cyklus Py) neodhalila zpozdéni jednotlivych fazi infekce ani vyrazné
kvantitativni rozdily pfi porovnani mutanti E a Q s wt Py. Na elektronmikroskopickych
snimcich ultratenkych fezii bun¢k 48 h p.i. byly u mutantu E, obdobné jako u wt, nové vzniklé
viriony koncentrovany piedevs§im pod jadernou membranou a v oblasti jadérek. Na zakladé
téchto vysledki pro myr mutanty E a Q Ize shrnout, Ze nepfitomnost myristylu na VP2
neovliviluje pocatecni faze infekce, t. j. schopnost viru infikovat mysi fibroblasty 3T6 a
zahdjit produktivni infekci.

Na rozdil od myr mutanti E a Q, myr mutant H infikoval buniky s nizsi G¢innosti jiz v
prvnim cyklu p.i. Pfi analyze zastoupeni pozdnich antigend v izolovanych virech bylo
zjisténo, ze partikule mutantu H obsahuji velmi malé mnozstvi VP2, coz je pravdépodobnou
ptic¢inou snizené infektivity jiz v prvnim replika¢nim cyklu, ktera koresponduje s vlastnostmi
VP2 mutantu M (viz dale). Malé mnozstvi VP2 ve virionech a lyzatech infikovanych bun¢k
muze byt disledek sniZzené stability transkriptu mutovaného genu pro VP2 nebo proteinu VP2
H. Basické aminokyseliny na N-konci proteinli byly identifikovany jako tzv. destabilizujici a
oznacuji protein urceny k degradaci pomoci ubiquitinové drahy (Bachmair et al., 1986).
Zajimavé vsak je, ze ackoliv celkovy pocet bunck infikovanych (VP1 pozitivnich) mutantem
H byl 48 h p.i. niz8i nez u E, Q nebo wt infekce, v pripadeé uspéSného doruceni genomu do
jadra byl dalsi pribéh infekce ziejmé neovlivnén. To lze usuzovat na zikladé porovnani
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intenzit imunofluorescen¢niho znac¢eni LT a VP1 a z elektronmikroskopickych snimkl nové
vzniklych virionii 48 h p.i.

Rozdil mezi myr  mutanty a wt se projevil v pribé¢hu dlouhodobé kultivace infikovanych
buné¢k (sledovano pomoci imunofluorescencniho znaceni infikovanych bunék po dobu 6 dnt
p.i.). Myr mutanty se v kultuie fibroblastti 3T6 mnozily vyrazn¢ pomaleji nez wt, a vytézky
mutovanych virli byly nizké. Specificka infektivita, ur€end pomoci plakové titrace, byla u
mutantu E asi 400x niz$i a u mutantu Q asi 30x niz8i nez u wt. Spolu s vysledky pro mutant H
to ukazuje, zZe nejenom absence myristylu na VP2, ale i charakter N-konce VP2 ovliviiuje
vlastnosti jednotlivych mutantd. Problém myr  mutanti v pribéhu dlouhodobé infekce muze
byt zptisoben neefektivnim sestavovanim virionll v pozdni fazi infekce, neschopnosti mutant
navodit lyzi infikované bunky a uvolnit virové potomstvo, pfipadné sniZenou schopnosti
reinfikovat dalsi bunky.

V buiikach, infikovanych myr mutanty, byla v priitbéhu 1. zivotniho cyklu exprese VP1 a
replikace virového genomu srovnatelna s wt infekci a jadra infikovanych bunck obsahovala
partikule virového potomstva. Nicmén¢, izolace virioni 48 h p.i. poskytla nizs$i vytézky u
mutantu E v porovnani s wt.

V pozdni fazi infekce permisivnich bunék jsou polyomaviry uvolnény lyzi hostitelské
buiiky. Tento mechanismus nebyl zcela objasnén, ale pravdépodobné se nejednd o pasivni
proces lyze v diisledku naplnéni jadra viriony. Clayson ef al. (1989) a von der Weth a Deppert
(1992) popisuji uvolnovani viriontt SV40 bez lyze infikovanych polarizovanych epitelidlnich
bunék, resp. persistentné infikovanych LLC-MK2 opic¢ich bun€k, zatimco naptf. opici
ledvinové buiiky lyzuji v pozdni fazi SV40 infekce (von der Weth a Deppert, 1992).
Specifické interakce virus-hostitelskd buiika (zavislé 1 na bunéném typu) jsou
pravdépodobné nezbytné pro indukci lyze a uvolnéni virového potomstva.
Elektronmikroskopické studie pozdni faze Py infekce fibroblasti 3T6 ukdzaly, Ze 48 h p.i.
dochazi k lokalnim rozruSenim jaderné membrany a viriony lze posléze najit i v cytoplasmé
infikovanych bunék. Ultrastruktura cytoplasmy je postupné zcela zniCena, coz Ize
makroskopicky pozorovat jako cytopaticky efekt. Uvolnéné viriony se nachazeji ve shlucich
nebo vazané na zbytky bunéénych struktur (pfedevsim fragmenty membran a cytoskeletu). V
blizkosti bun¢k v konecné fazi infekce dochazi k reinfekci, viriony vstupuji do okolnich
bunék v monopinocytickych vacécich, obsahujicich vzdy jednu virovou partikuli. V
obdobnych studiich pozdni fdze infekce myr” mutantu E nebo H byla také pozorovéna lyze
infikovanych bun€k a reinfekce v monopinocytickych véaécich a vyrazné kvalitativni
morfologické rozdily (coz vSak nevylucuje kvantitativni rozdily) oproti wt Py nebyly
nalezeny.

Jak bylo uvedeno vyse, specifické interakce virus-hostitelska buiika jsou dulezité pro
efektivni uvolnéni virového potomstva. Kromé charakterizace pomoci morfologickych
elektronmikroskopickych studii, lze komplexy virovych proteinti nebo virové DNA s
buné¢énymi strukturami izolovat frakciona¢nimi metodami a analyzovat biochemicky. Pomoci
frakcionace in situ bun€k v pozdni fazi infekce SV40 byly nové sestavené viriony nalezeny
nejprve ve frakci jaderné matrix a s postupujicim Casem c¢astecné také v chromatinové a
cytoplasmatické frakci, vétSina virioni vSak zlistala asociovana sjadernou matrix
(Schirmbeck et al., 1993). Pfi frakcionaci in situ bun¢k infikovanych Py byly ziskany
obdobné¢ vysledky. Viriony (VP1) wt Py i mutanti E a Q byly akumulovany ve frakci jaderné
matrix (frakce 5) a chromatinu (frakce 3), ale pouze wt VP1 byl nalezen v membranové a
cytoplasmatické frakci (frakce 1) pfi analyze zachovavajici nativni struktury a vazby. VP1 z E
a Q virionu byl ve frakci 1 nalezen pouze po denaturaci (analyza pomoci SDS-PAGE). To
muze byt zptisobeno odliSnymi vazbami wt a myr™ virionil na buné¢né struktury, v disledku
¢ehoz je epitop VP1 v myr™ virionech v nativnim kontextu nedostupny pro protilatku (na
rozdil od wt VP1). Zménénd vazba na bunécéné struktury muaze odrazet odliSnou konformaci
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myr a wt virionl. Zjisténi Krauzewicz et al. (1990) o odlisné morfologii virionii mutantu E, v
porovnani s wt viriony, podporuje toto vysvétleni.

Shrneme-li ziskané poznatky, k nizsi efektivit¢ pomnozeni myr mutanti v priubéhu
n¢kolika zivotnich cyklli mohou pfispivat dva faktory (i) mirn€ snizena u€innost sestavovani
virovych partikuli, (i) vzniklé viriony mohou byt v disledku zménéné konformace a odlisné
vazby na bunééné struktury uvoliiovany v komplexu s bunéénymi proteiny nebo strukturami,
které nasledné brani efektivni reinfekei (mohou napt. znemoznit specifickou vazbu virionu na
receptor). Celkové je tedy sniZeno mnoZstvi mutantnich virti schopnych reinfikovat okolni
buiiky. Mutované viriony maji i vyssi tendenci vytvaret shluky, coz také muze snizovat
efektivitu reinfekce. Pritbéh Zivotniho cyklu virt, které reinfikovaly buiiky, se pravdépodobné
nelisi od wt, jak ukazala charakterizace 1. infek¢éniho cyklu izolovanych mutantt.

Na rozdil od myr” mutantt (E, Q), pfi infekci mutanty M (VP2), A (VP3") a H (viz vySe)
byla niz$i infektivita zjiSténa jiz v prvnim cyklu p.i. Vyrazné¢ snizeny pocet bunék
exprimujicich casny antigen LT a obsahujicich replikujici se virovou DNA ukazuji na
problém mutantd v ¢asné fazi infekce, t. j. pfi vstupu do bunky a/nebo rozbaleni virionu a
uvolnéni virové DNA pro transkripci a replikaci. Epitopy pro vazbu Py na bunéény receptor
se nachdzeji v sekvenci VP1 (Stehle et al., 1994), nicméné neptitomnost VP2 nebo VP3 ve
virové kapsidé mize vést k nespecifické vazbé. Pseudokapsidy, tvofené pouze VP1, vstupuji
do bunék a v nich enkapsidovand DNA je dorucena do jadra (Forstova et al., 1995), ale neni
zcela objasnéno, zda tyto partikule a wt Py vyuzivaji stejnou drahu od bunécného povrchu k
jé&dru a také ucinnost pienosu je nizkd (Krauzewicz et al., 2000). An et al. (1999) zjistili, Ze
rekombinantni partikule tvoifené pouze VPI1 a partikule VP1/VP3 kompetuji wt infekci méné
nez VP1/VP2 partikule. To je v souladu s nasim zjiSténim, Ze nepiitomnost VP2 ovlivni
infektivitu viru vice nez absence VP3. Nepiitomnost VP3 a ptfedevSim VP2 ve virové kapsidé
pravdépodobné nezabrani viru vstoupit do builky, ale specifita vstupu a/nebo néslednd cesta
mutovanych viriont a jejich rozbaleni mohou byt ovlivnény.

II. Mannova, P. & Forstova, J. (2003). Mouse polyomavirus utilizes recycling endosomes
for a traffic pathway independent of COPI vesicle transport.

ILL Uvod
Regulace endocytosy - regulacni proteiny

V tiidéni latek do jednotlivych drah a regulaci endocytosy maji klicovou tlohu proteiny z
rodiny Rab (Pfeffer a Aivazian, 2004). Tyto malé¢ GTPasy jsou zodpovédné za vazbu
specifickych efektorovych molekul v membrandch endosomil a tim se vyznamné podileji na
strukturni a funk¢ni determinaci endosomu (fize endosomu s jinym endosomem, puceni
membran a vznik novych vac¢ki, interakce s jinymi membranovymi organelami nebo
cytoskeletem). Rab proteiny jsou v membrané reversibilné vazany pomoci C-koncové
geranylgeranylové skupiny. V neaktivnim stavu se nachéazeji v komplexu s GDP-disocia¢nim
inhibitorem v cytoplasmé, za aktivaci (vyménu GDP za GTP) jsou zodpovédné guanin-
nukleotidové vyménné faktory. Charakterizace jednotlivych endosomalnich kompartmentt na
zakladé¢ morfologie je obtiznd v dasledku neustalé vymény membran. Podle modelu
biochemické charakterizace, navrzeného Sonnichsen et al. (2000), jsou pravé Rab GTPasy
urcujici pro vznik funkénich domén v rdmci membranové struktury a endosomy jsou
nahlizeny jako mozaika funkénich membranovych domén, které spolu komunikuji
prostiednictvim efektorovych molekul shromazdénych Rab proteiny.

Na endocytickém transportu se podileji také membranové proteiny SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive fusion factor attachment protein receptor). Proteiny SNARE byly
puvodné identifikovany na synaptickych vaccich a presynaptickych membranach
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v neuronech, ale postupné byly nalezeny dal$i zastupci rodiny SNARE ucastnici se
transportnich d&ti na jinych urovnich (ptehled Ungar a Hughson, 2003). v-SNARE se
nachdzeji v membran¢ transportnich vackt a prostiednictvim interakce s t-SNARE v cilové
membrané tvoii trans-komplexy, které napomahaji fuzi membran. SNARE proteiny (napf.
rodina syntaxinil) jsou soucasti komplext koordinovanych Rab proteiny.

Regulace endocytosy - charakterisace jednotlivych kompartmentii

Nasednuti ligandu na pfislusny receptor na bunéném povrchu vede k internalizaci
ligandu a receptoru do primarniho vacku. Nejvice prostudovanym mechanismem je v této
souvislosti vstup latek pomoci vackt obalenych klatrinem. Jinou cestou je vazba ligandi v
raftovych doménach plasmatické membrany obohacenych o kaveolin (kaveoly) a nasledné
internalizace ligandi do neobalenych vackt odvozenych z kaveol. Pro integritu kaveol a
endocytosu je nezbytnd pfitomnost cholesterolu v membrané (Smart et al., 1994).

Podle interakce s povrchovymi molekulami jsou latky, pfitomné v extracelularnim
prostiedi, internalizovany buiikou ve vaccich rizného typu (viz vyse). VéEtSina téchto vacka
nasledné fuzuje s casnymi endosomy, jejichz hlavni tlohou je tfidéni internalizovanych latek.
Casné endosomy (early endosomes, EE; nazyvané také sorting endosomes) jsou mirné kyselé
(pH 6,2-6,5) vesikularni organely, rozptylené v cytoplasmé. Kyselé prostredi casnych
endosoml umozni disociaci ligandu a receptoru a ¢ast receptorii je recyklovdna na povrch
bunék. Proteiny, které nejsou recyklovany, jsou z EE tfidény do pozdnich nebo do
recyklujicich endosomtll. Z regulacnich proteinti je s Casnymi endosomy spojen predevsSim
Rab5. Prosttfednictvim Rab5-GTP je do membrany casnych endosoml vazan napf. protein
EEAT (early endosomal antigen 1) (Simonsen et al., 1998).

Z casnych endosomil jsou proteiny tiidény do pozdnich nebo do recyklujicich endosomtl.
Tyto dvé cesty se vyrazné liSi morfologii a biochemickymi vlastnostmi endosomii. Pozdni
endosomy (late endosomes, LE) jsou kysel¢ organely (pH asi 5,5), obsahujici vnitini
membranové struktury a vacky. S pozdnimi endosomy je spojen Rab7, ktery je nezbytny pro
transport proteintt z LE do lysosoml (Bucci et al., 2000). Do pozdnich endosomil jsou
piredev§im tfidény proteiny, které jsou urcCeny k degradaci (kyselé prostiedi pozdnich
endosomll napomahd degradacnimu procesu proteind, ktery je dokonfen v lysosomech).
Kromé¢ ulohy v degradacni cesté, pozdni endosomy také spojuji casné endosomy s TGN
(trans-Golgi network). Nékteré ligandy a receptory jsou disociovany az v prostiedi LE a
receptory se vraceji do TGN drahou, ktera je regulovana Rab9 (Lombardi et al., 1993).

Recyklujici endosomy (recycling endosomes, RE) jsou v nékterych pracich uvadény jako
podskupina Casnych endosomti (Mellman, 1996). Nicmén¢, fada experimentalnich vysledka
prokazuje, ze recyklujici endosomy jsou biochemicky a funkéné odlisitelné od casnych
endosomti. Recyklujici endosomy jsou mirné¢ kyselé, ale pH je vyS$i nez v Casnych
endosomech (Gagescu et al., 2000). Pti izolaci jednotlivych endosomalnich populaci byly ve
frakci recyklujicich endosomii nalezeny predevsim GTPasy Rab4 a Rab11 (Sonnichsen et al.,
2000). Recyklujici endosomy jsou kifizovatkou endocytickych drah. Rab4 domény, obdobné
jako u casnych endosomi, maji ulohu pifi vzniku vacklt, ve kterych jsou molekuly
recyklovany na plasmatickou membranu. Zatimco vSak recyklacni proces z EE je velmi
rychly (béhem n€kolika minut), kinetika recyklace z RE je pomalejsi (desitky minut). VEtsSina
molekul transferinu je recyklovana velmi rychle z EE, ale ¢ast je akumulovana v RE, odkud
recykluje pomaleji (Sonnichsen et al., 2000). Rabl1 ma pravdépodobné klicovou roli pro
tfidéni proteinti na vystupu z RE (Wilcke et al., 2000).

Proces transportu a tfidéni na trovni ¢asnych a recyklujicich endosomt je ovlivnén také
slozenim membrany endosomu, které souvisi s charakterem a slozenim membrany vacku, do
kterého byl ligand internalizovan na plasmatické membrané. Gagescu et al. (2000) zjistili, ze
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slozeni membrany casnych a recyklujicich endosomtt MDCK bun¢k (Madin-Darby canine
kidney cells) je odlisSné a membrany RE jsou obohaceny o proteiny a lipidy asociované s
raftovymi doménami plasmatické membrany (flotillin-1, kaveolin-1, cholesterol,
sphingomyelin).

Drahy z EE ptes LE nebo RE do TGN piedstavuji spojeni mezi endocytickou a
biosyntetickou/sekre¢ni drahou. Proteiny jsou z TGN recyklovany na plasmatickou
membranu nebo jsou transportovany retrogradnim smérem pies Golgiho komplex (GK) do
endoplasmatického retikula (ER). To znamend, Ze prochdzeji opaénym smérem nez nove
syntetizované proteiny, které jsou modifikovany a skladany v ER, odkud jdou anterogradni
biosyntetickou/sekre¢ni drahou do GK a TGN, odkud jsou sekretovany nebo dopraveny na
misto uvnitt bunky.

Transport latek mezi GK a ER anterogradnim i retrograddnim smérem je v savc€ich
bunkach zprostfedkovan tzv. ER-Golgi intermedidlnim kompartmentem (ERGIC, Schweizer
et al., 1990). ERGIC je morfologicky velmi variabilni a dynamickd membranova struktura.
Dva odlisné proteinové komplexy byly doposud popsany v souvislosti s ERGIC. COPII
komplex tvofi obal vacki, které puci z ER a uvoliluji proteiny v ERGIC pro anterogradni
transport do cis-Golgi. COPI obalené vacky jsou naopak nezbytné pro retrogradni transport a
vznikaji na ERGIC, kde se podileji na tfidéni antero- a retrogradnich proteint. (Aridor et al.,
1995, Shima et al., 1999). Transport zprostfedkovany COPI slouzi pro navraceni ER-
residentnich proteinti do ER (napt. chaperony a receptory, které provazeji nékteré proteiny
z ER, cholera toxin). Proteiny, recyklované do ER maji na C-konci konsensus sekvenci
KDEL nebo KKXX (Munro a Pelham, 1987), kterd je rozpoznadna specifickym receptorem.
COPI komplex, nebo-li koatomer, je tvofen sedmi podjednotkami (o, B, B’, v, J, €, €), které
jsou v cytosolu slozeny do 14 S komplexu (Waters et al., 1991).

Pro asociaci koatomeri s membranou a vznik vacku, obaleného COPI, je nezbytna
aktivovand GTPasa Arfl (ADP-ribosylacni faktor 1) (Palmer et al., 1993). Zastupci
jednotlivych tfid rodiny malych GTPas Arf jsou aktivovany specifickymi guanin-
nukleotidovymi vyménnymi faktory (GEF), které¢ katalyzuji vyménu GDP za GTP. Jednotlivé
GEF se lisi citlivosti k brefeldinu A (BFA). Vazba BFA k citlivym GEF znemoZiluje vyménu
nukleotidu a aktivaci GTPas, v dusledku ¢ehoz dochazi k vyrazné zméné morfologie
endosomtl (tubulace a fize endosomalnich kompartmentt), rozpadu GK a zastaveni tfidéni a
transportu latek (Lippincott-Schwartz et al., 1991). Arfl je aktivovana GEF, ktery je
inhibovan BFA, a piisobeni BFA mé za nasledek také vylouceni retrogradniho transportu v
COPI vaccich (Orlandi et al., 1993).

Na zaklad¢ studii transportu nékterych bakteridlnich toxint (napr. Shiga toxin, ricin) byla
popsana alternativni retrogradni cesta z GK do ER, kterd neni zprostiedkovana vacky
obalenymi COPI. Tato drdha je definovdana Rab6a isoformou, kterd ma ulohu také v
transportu mezi TGN a cis-Golgi (pravdépodobné stimuluje retrogradni smér transportu -
Girod et al., 1999, White et al., 1999). COPI nezavislou cestou mohou byt do ER doruceny
proteiny bez signalni sekvence KDEL nebo KKXX.

Casna faze infekce nékterych skupin vira

Viry, jako intracelularni parazité replikujici se v cytoplasmé nebo jadie bunky, vyuzivaji
mnoha pfirozenych bunéénych mechanismi pro proniknuti dovnitf buniky a doruceni viriont
nebo jejich komponent, v&etné virového genomu, na misto replikace. Casna fize virové
infekce je zahdjena interakci viru s pfisluSnym receptorem na povrchu bunky. Vazba viru na
receptor indukuje internalizaci virionu do vacku nebo fizi plasmatické membrany a virového
obalu. V pfipad¢ internalizace do vackll jsou viry uvolnény do cytosolu mechanismem
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zavislym na pH nebo vyuzivaji endocytickych drah pro dopravu do blizkosti replikacnich
kompartmenti.

Viry, replikujici se v jadie, musi mit také strategii pro dopraveni svého genomu do jadra.
Nékteré retroviry se replikuji pouze v délicich se bunkéch, kdy je jadro pristupné diky
rozpadu jaderné membrany v pribéhu mitosy. VétSina virti je ale schopna mnozit se i v
interfaznich nebo nedélicich se bunkdch a vyuziva jadernych pori (NPC, nuclear pore
complex). Komplex jaderného poéru u obratloved obsahuje az 100 rtznych proteint,
nukleoporint (Allen et al., 2000). NPC kontroluji transport latek mezi cytosolem a jadrem.
Malé molekuly prochazeji pasivni difuzi, transport vétSich molekul a komplexti probiha
aktivnim mechanismem za spotieby energie. Klicovou roli v aktivnim transportu maji
importiny o a P, které rozpoznavaji proteiny s jadernym lokalizaénim signdlem (NLS) a
prostiednictvim interakce s nukleoporiny umozni jejich translokaci (Radu et al., 1995). Pouze
velmi malé viry (napf. parvoviry) nebo viry s ty¢kovitou kapsidou (napt. bakulovirus) mohou
projit jadernym porem intaktni, ostatni viry musi byt alespon ¢astecné rozbaleny v cytosolu.

Obalené viry (napf. retroviry, herpesviry) €asto penetruji do bun¢k fizi virového obalu a
plasmatické membrany. Kapsidy (nukleoproteinové komplexy) jsou uvolnény do cytosolu,
kde prochéazeji konforma¢nimi zménami vedoucimi k destabilizaci virové partikule. Ale napf.
virus chiipky vstupuje do bunék endocytosou v klatrinovych nebo hladkych vaccich a k fuzi
virového obalu a membrany vacku dojde az v kyselém prostiedi endosomu.

Neobalené viry (napf. adenoviry, parvoviry, reoviry) veétSinou vstupuji do bunék
receptorem zprostiedkovanou endocytosou do vackl, které nasledné fhzuji s cCasnymi
endosomy. Endosomalni transport byl pomérné dobie popsan pro CPV (canine parvovirus),
ktery vstupuje do bun€k endocytosou v klatrinovych vaccich. Na zdklad¢ kolokalizacnich
studii s transferinem byl CPV nalezen v recyklujicich endosomech (Parker a Parrish, 2000).
Suikkanen et al. (2002) charakterisovali dalSi transport viru a zjistili, ze CPV je z
recyklujicich endosomti tfidén do pozdnich endosomt a odtud vstupuje do lysosomd.
Lysosomy jsou pravdépodobné kompartmentem, z n€hoZ jsou kapsidy CPV uvolnény do
cytosolu.

Podle doposud publikovanych vysledki je pravdépodobné, ze jednotlivé polyomaviry
mohou mit odli$né strategie pro vstup do bunék.

SV40 se na povrchu bunék vaze na MHC I molekuly (Breau ef al., 1992) nebo gangliosid
GM1 (Tsai et al., 2003) a je internalizovan do neobalenych monopinocytickych vacki
(Kartenbeck et al., 1989). Tyto vacky obsahuji kaveolin-1 a vyznam kaveol pro produktivni
infekci SV40 byl opakované potvrzen (Anderson et al., 1996, Stang et al., 1997, Norkin,
1999). Kartenbeck et al. (1989) zjistili na zakladé svych pozorovani unikatni transport SV40 -
po vstupu do bun€k v hladkych vaccich byly viry nalezeny v tubularnich membranovych
strukturach a néasledné akumulovany v ER. Pelkmans et al. (2001) dale charakterizovali vstup
SV40 jako dvoustupiiovy vesikuldrni transport do ER, ktery obchdzi endosomy a GK, a
navrhli nazev kaveosom pro intermedialni organelu. Kaveosomy jsou membranové organely,
obsahujici kaveolin, ale nekolokalizujici s proteiny typickymi pro ¢asné endosomy, lysosomy,
GK a ER. Po né€kolika hodinach viriony SV40 opoustéji kaveosomy v tubularnich vesikulech,
které jiz neobsahuji kaveolin, a pohybuji se podél mikrotubulti do ER. Richards ef al. (2002) a
Norkin et al. (2002) ukazali, Ze ¢asna faze infekce SV40 je (obdobné jako transport toxinu
cholery) citliva k brefeldinu A. Infekce je inhibovana také expresi mutantni GTPasy Arf 1 a
mikroinjekci anti-B-COP protilatky a virus kolokalizuje s B-COP. Tato zjisténi ukazuji na
ulohu COPI vacka v transportu SV40 do ER. Neni nicméné jasné jaky je vztah mezi
kaveosomem a COPI vacky (podle Norkin ef al., 2002 mohou byt tyto struktury totozné).

SV40 putuje z intermedialni organely do ER, kde je nalezen 5-10 h p.i. (Kartenbeck et al.,
1989, Pelkmans et al., 2001, Norkin et al., 2002). Nejsou zadné experimentalni dikazy, ze by
SV40 penetroval z lumen ER pfes vnitini jadernou membranu piimo do jadra. Virus
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pravdépodobné vstupuje do jadra z cytosolu, kam je transportovan z ER. Nakanishi et al.
(1996) zjistili, ze virova infekce je blokovana mikroinjekci anti-VP1 nebo VP3 protilatek do
cytosolu. Také intaktni viriony mikroinjikované do cytosolu jsou infekéni (Clever et al.,
1991). Otazkou je, jakym zplsobem je dorucena virovd DNA do jadra. Clever et al. (1991) a
Yamada a Kasamatsu (1993) uvad¢ji, ze partikule SV40 vstupuji do jadra nerozbalené a celé
viriony byly pozorovany v jadernych podrech a v interiéru jadra. Nicméné, neni jasné jakym
zpisobem by intaktni viriony o priméru 45 nm prosly jadernym pérem, jehoz maximalni
funkéni velikost je asi 23 nm. VSechny tii strukturni proteiny SV40, VP1, VP2, VP3, obsahuji
NLS, ale ve virionu jsou tyto sekvence orientovany dovniti partikule (Liddington et al.,
do jadra. Norkin et al. (2002) pozorovali imunofluorescenéni signal internich kapsidovych
proteini VP2/3 poprvé az v ER a ptedpokladaji, Ze k rozbaleni virionu dojde v ER a do
cytosolu je uvolnén virovy minichromosom spolu s VP2/3. Ulohu VP3 (a nikoliv VP1) pro
transport virového genomu do jadra popsali Nakanishi et al. (1996) a Nakanishi et al. (2002)
ukazali, Zze NLS VP3 je rozpoznavan a2/p importinem.

JCV vstupuje do bunek zptisobem odlisnym od SV40. JCV pravdépodobné vyuziva pro
vstup receptory serotoninu (Elphick et al., 2004) a je internalizovan v klatrinovych vaccich
(Pho et al. 2000). Pro infekci dalSiho lidského polyomaviru, BKV, jsou pravdépodobné
dualezité gangliosidy GD1b a GT1b a infekce je inhibovana brefeldinem A (Low ef al., 2006).

Polyomavirus. Prvni prace, charakterizujici ¢asnou fazi polyomavirové infekce, byly
zalozeny na elektronmikroskopickych a frakcionacnich technikach. Mackay a Consigli (1976)
popsali vstup virionit Py do buné€k v monopinocytickych véccich a jejich pfimy transport do
jadra, zatimco prazdné kapsidy vstupuji do bunék ve shlucich ve velkych vaccich. Griffith a
Consigli (1984) izolovali monopinocytické vacky z infikovanych bun€k a potvrdili, Ze
obsahuji vzdy jeden intaktni virion. Griffith e al. (1988) navrhli mechanismus vstupu viriont
do jadra fizi monopinocytického vacku a jaderné membrany. Winston et al. (1980) izolovali
virové intermedidty z infikovanych bunék, po vstupu virionu do jadra byla prevazujici
struktura 190 S, tvofena virovou DNA v komplexu s VP1, VP2, VP3 a hostitelskymi proteiny.

Gangliosidy GD1a a GT1b byly identifikovany jako receptory polyomaviru (Tsai et al.,
2003). Casna faze polyomavirové infekce je relativné malo objasnéna. Gilbert a Benjamin
(2000) inhibovali drahu internalizace do klatrinovych nebo kaveolovych vackt a nenalezli
vliv na infekci Py. Richterova et al. (2001) ukéazali kolokalizaci VP1 a kaveolinu, nicméné,
caveoly nejsou nezbytné pro produktivni Py infekci mySich epitelialnich bunék (Liebl et al.,
20006).

IL.IL Shrnuti a diskuse vysledki

Cilem této prace bylo charakterizovat drahu Py po internalizaci do buné¢k a zjistit efektivitu
Py infekce. Ackoliv vstup Py do bun¢k v hladkych vacécich vykazuje podobnost se vstupem
SV40, z naSich experimentii vyplyva, ze jeho dalsi osud je ¢astené odlisny.

Pro charakterizaci ¢asné faze infekce Py a mozné transportni drahy do ER jsme pomoci
konfokalni mikroskopie studovali kolokalizaci viru (strukturniho proteinu VP1) a proteinti
spojenych s endosomy. Imunofluorescenéni znaceni VP1 a Rab5, ktery je vazan s Casnymi
endosomy (EE), ukazalo ¢astecnou kolokalizaci VP1 a Rab5 1 h p.i., ale vétSina signalu obou
proteinti se nepiekryvala. Infekei bunék pii 20°C (teplota, pii které jsou proteiny zadrzovany
v EE a RE) jsme chtéli rozhodnout, zda Py vstupuje do EE. V obdobném pokusu Richards et
al. (2002) zjistili, ze SV40 neni do buné¢k pii 20°C vibec internalizovan (na rozdil od toxinu
cholery -CT, ktery také vstupuje kaveolovymi vacky). Internalizace Py byla pii 20°C
omezena, i po delsi dob¢ inkubace (1-3 h p.i.) virus ziistal v blizkosti plasmatické membrany,
nepohyboval se smérem k jadru a nekolokalizoval s CT a transferinem uvniti buiiky. CT a
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transferin byly naopak pii 20°C lokalizovany v cytoplasmé a v perinuklearnim prostoru, coz
znamena, ze transport latek v klatrinovych a kaveolovych véaécich do EE pfi inkubaci bunck
pti 20°C neni zcela vyloucen. Nicméné¢, vysledky pro SV40 a Py naznacuji, ze transport latek
v hladkych vaccich je pii 20°C neefektivni. Je proto mozné, Ze zjistény transport CT do EE a
RE pfi 20°C mohl byt zprosttedkovan jinym mechanismem (internalizaci CT nezavislou na
kaveolach popsali pro n€které bunééné typy Orlandi a Fishman, 1998). Kolokaliza¢ni studie
VPI1 a jiného markeru casnych endosomii, EEA1, nicméné ukazali vyraznou kolokalizaci
obou proteinil, coz podporuje tlohu EE v ¢asné fazi infekce Py (Liebl et al., 2006).

Zjisténa vyrazna kolokalizace (3 h p.i.) VP1 s Rabll a transferinem naznacuje, ze Py
vstupuje do recyklujicich endosomit (RE). Toto zjiSténi bylo potvrzeno pomoci techniky
FRET (Liebl et al., 2006). RE jsou organelou, v nizZ jsou proteiny tfidény do dalSich drah.
Nedavno popsany transport canine parvoviru z RE do LE a lysosomi (Suikkanen et al.,
2002), ziejme neni piipadem Py, protoze kolokalizace s proteiny téchto kompartmentt (Rab7,
LAMP-2) nebyla nalezena.

Otazkou proto zistavé, jakou tlohu maji RE v transportu Py. Uloha RE v infekci Py miize
byt analogické uloze intermediarni organely kaveosomu pro SV40, odkud virus putuje do ER.
Zjisténa kolokalizace s proteiny RE byla vyrazna, ale ¢ast VP1 se s RE nepiekryvala. Je
mozné, ze Cast virové populace je jiz v ER (kolokalizace s proteiny obou organel byla
nalezena 3 h p.i.) nebo pouze Cast virti je transportovana do recyklujicich endosoml.

Jak bylo uvedeno vyse, draha citliva k BFA a COPI vacky jsou dulezité pro transport
SV40 do ER. Chtéli jsme proto zjistit, zda také Py vyuziva pro dopravu do ER COPI drahu,
ktera je inhibovana BFA. BFA byl pfidan do kultiva¢cniho média v urcitych Casech po
inkubaci s Py a buiiky byly nésledné kultivovany za pfitomnosti BFA a fixovany 24 h (pro
znaceni LT) nebo 44 h (pro znaceni VP1) p.i. Pocet infikovanych bunék byl 44 h p.i.
srovnatelny s kontrolnimi bunikami infikovanymi bez BFA. Rozdil byl zaznamenan v
intenzité¢ (nikoli poctu znacenych bun¢k) imunofluorescencniho signalu LT 24 h p.i. (slabsi
signal v bunikdch s BFA). Pro zjisténi, zda by tento rozdil mohl byt zplisoben zpozdénou
infekci byly bunikky 24 h p.i. znaCeny anti-VP1 protilatkou. Pocet bunék, které v pfitomnosti
BFA jiz 24 h p.i. obsahovaly pozdni protein VP1, byl vyrazné niz$i (asi o 80 %) v porovnani s
infekci bez BFA. V kontrolnim experimentu byl ovéfen U¢inek BFA na infekci SV40. V
souladu s publikovanymi vysledky (Norkin et al., 2002), ptidani BFA do kultiva¢niho media
v urcitych Casech po inkubaci s SV40, mélo za nasledek inhibici infekce. Znaceni bun¢k anti-
LT nebo anti-VP1 protiladtkou ukéazalo, Ze pocet bun€k infikovanych SV40 je nizsi o vice nez
90 % v porovnani s buiikami inkubovanymi bez BFA. Z téchto vysledkl vyplyva, ze BFA ma
rozdilny vliv na infekci Py a SV40. Zatimco infekce SV40 je v ptitomnosti BFA vyrazné
inhibovana, infekce Py byla pouze zpozdéna a pocet infikovanych bun¢k byl srovnatelny s
poctem infikovanych bun¢k v neptitomnosti BFA.

Tyto vysledky naznacuji, ze transportni draha Py do ER by mohla byt odlisna od SV40
(t.j. nezavisla na COPI cesté). Zajimalo nés proto, zda Py kolokalizuje s proteinem -COP,
ktery je soucasti koatomert tvoticich obal COPI vacka. Zjistili jsme, ze 1-3 h p.i. se naprosta
vétsina imunofluorescencnich signali VP1 a B-COP nepiekryvala. Také kolokalizace VP1 a
Rabé6a, ktery reguluje alternativni retrogradni drahu do ER, byla minimalni.

Vyse uvedené vysledky ukazuji na ulohu RE v transportu Py do endoplasmatickeho
reticula, kde se Py, obdobné jako SV40, akumuluje pted vstupem do jadra (kolokalizace ER
proteinu BiP a VP1 byla nejvyraznéjsi 3 h p.i.). Dalsi osud obou viri neni zcela objasnén.
Musi dojit k rozbaleni virové partikule a doruceni genomu do jadra, kde se virovd DNA
replikuje. Norkin et al. (2002) pfinesli experimentalni idaje naznacujici rozbaleni partikule
SV40 v ER. VP2 a VP3, orientované¢ dovniti kapsidy, nebyly v prvnich fazich infekce
piistupné pro protildtku a imunofluorescenéné oznaceny byly az v ER a autofi predpokladaji,
ze VP2/3 (na rozdil od VPI) putuji z ER do cytosolu. Nezastupitelnou tilohu VP3 v doruceni
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DNA SV40 jadernym porem do jadra popsali Nakanishi et al. (2002). V nasich pokusech
jsme minoritni strukturni proteiny VP2 a VP3 Py v pribéhu casné faze infekce
imunofluorescen¢né neoznacili (moznym vysvétlenim je nedostupnost epitopu pro pouzitou
monoklonalni protilatku proti VP2/3). Py VP2 a VP3 maji NLS, ale, na rozdil od SV40,
neobsahuji DNA vazebnou doménu, proto je tloha VP2 a VP3 v jaderném transportu Py
DNA méné pravdépodobna. Urcitd tloha minoritnich antigent (pfedev§im VP2) pro vstup
viru do buiiky a/nebo ¢asnou fazi infekce Py (napf. rozvolnéni kapsidy) je nicméné ziejma z
vyrazn€ snizené infektivity mutanti bez VP2 nebo VP3 popsané diive.

Rozbaleni kapsidy v ER mtze byt umoznéno chaperony, které také mohou translokovat
virovou partikuli nebo nukleoproteinovy komplex do cytosolu. Mezi tyto proteiny patii i BiP,
s nimz kolokalizovala ¢ast VP1 3 h p.i. BiP je soucasti transloka¢niho kanalu, kterym jsou
transportovany z ER do cytosolu proteiny urcené k degradaci. Tuto ERAD (eradika¢ni) dréhu
vyuzivaji nékteré toxiny pro proniknuti do cytosolu. Je mozné, ze také Py vyuziva tuto cestu a
caste¢na proteolyza pii translokaci ERAD drdhou mize napomoci rozbaleni kapsidy. Tento
proces vsak miize byt také soucasti obrannych mechanismu hostitelské buiiky a pouze vétsi ¢i
mensi ¢ast virionll unikne degradaci.

Vysledky opakovanych experimentd potvrdily, ze 3 h p.i. se vétSina viru (VP1) nachazi
v blizkosti jadra a kolokalizuje ¢astecné se strukturami RE a ER (viz vyse). Pozdé&ji p.i. je
VPI patrny v periferii cytoplasmy. Piiblizné 3 h p.i. by tudiz m¢lo dojit ke vstupu viru nebo
jeho DNA do jadra. Zajimalo nas, jak velka ¢ést z virionl internalizovanych do bunky, je
skutecné infekeni, t.j. dopravi virovou DNA do jadra a zda do jadra vstupuje také VPI.
Pomoci imunofluorescencniho znaceni VP1 a hybridizace in situ Py DNA jsme ukazali, ze
efektivita Py infekce je relativné nizka (pokud vstup pouze n€kolika kopii genomu do jadra
neni soucasti replikacni strategie viru). Piipadnd degradace c¢asti piichazejicich virt pfi
translokaci z ER by mohla byt divodem. Nelze ale vyloucit, Ze o osudu viriont je rozhodnuto
napf. jiz na povrchu bun¢k a pouze Cast virionit sméiuje k produktivni infekci. Vazba na
receptor asociovany s rafty specifického slozeni mize ovlivnit naslednou cestu z RE. Také o
transportu prazdnych kapsid a pseudokapsid se uvadi, ze je nespecificky a odliSny od
transportni drdhy virioni (Mackay a Consigli, 1976, Krauzewicz et al., 2000) a
pseudokapsidy tvofené pouze VP1 kompetuji infekci wt Py velmi mélo (An et al., 1999). Je
mozné, ze 1 ¢ast virioni putuje touto nespecifickou cestou.

Jak bylo uvedeno, pouze nékolik kopii Py DNA bylo nalezeno v jadie infikovanych
bunék, a to nejdiive 6 h p.i. Toto zjisténi je v souladu s nalezenim prvnich transkriptd LT
antigenu 6 h p.i. (Chen a Fluck, 2001). Sest h p.i. (ani diive) nebyl v jadie nalezen
imunofluorescenné znaceny VPI1. Pouze nékolik bodl imunofluorescen¢niho signalu VP1
bylo zjisténo na laminé 3 h p.i., ale jejich pfesna pozice vici jaderné membrané by méla byt
jesté ovétena. Podobné jako pro SV40, také pro Py nékteré prace uvadeji nalezeni intaktnich
partikuli v jadife na -elektronmikroskopickych fezech (Mackay a Consigli, 1976). V
mnohonasobnych experimentech v nasi laboratofi nebyly intaktni partikule v jadfe ani v jeho
blizkosti nalezeny (Richterova et al., 2001), coz podporuje moznost rozbaleni virioni v ER.
Vstup ,,holé DNA do jadra je malo pravdépodobny (spiSe do jadra vstupuji virionové
nukleoproteinové komplexy). Mnozstvi VP1, obsazené v nukleoproteinovych komplexech
nékolika molekul virové DNA vstupujicich do jadra, mize byt pod detekénim limitem
imunofluorescen¢ni techniky. Jinou moznosti je vstup do jadra spojeny s velmi rychlym
odstranénim VP1 z virové DNA (napf. uz na jaderné membrané nebo laming). Po rozbaleni
nukleoproteinového komplexu na laminé by do interiéru jadra mohl vstoupit pouze virovy
minichromosom. To je v souladu s nalezenim Py DNA, ale nikoliv VP1, v interiéru jadra.

Ze shrnuti uvedenych vysledkti vyplyva, Ze Py, podobné jako SV40, vstupuje do
endoplasmatického reticula, ale transportni drahy obou virQ jsou odlisné. Py vyuziva Casné a
recyklujici endosomy a transport, zprostiedkovany COPI vacky, nebyl pro Py prokazan. Dalsi
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osud Py (mechanismus vstupu do jadra po akumulaci v ER) neni zcela objasnén, ale na
zakladé naSich vysledk Ize fici, Ze vétsina virti nedoruc¢i genom do jadra. Je mozné, Ze pouze
¢ast virionl putuje produktivni cestou nebo mtize byt vétsina vird degradovana pfti translokaci
z ER do cytosolu.
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ZPRAVY

RNA Klub 2005 v Ceskych Budé&jovicich

Dne 3. fijna 2005 probé&hlo jiz teti setkani badateli v oblasti vyzkumu ribonukleové
kyseliny - RNA klub. Organizace zasedani RNA klubu se tentokrat ujali kolegové Marek
Jindra, Luk4s Trantirek a Petra Sekyrova z Katedry molekularni biologie, Biologické fakulty
Jihogeské university v Ceskych Bud&jovicich a tak bylo setkani, ad uspofadané v tradi¢nim
jednodennim formatu, v mnoha ohledech nové. Organizatofi vyborné odhadli perspektivnost
v poslednich letech stale cCastéji se objevujiciho metodického i tématického propojeni
vyvojové biologie a molekularni biologie RNA a ohlasili toto propojeni jako jedno z témat
RNA klubu. Jednani klubu bylo rozdéleno do tii sekci, z nichz kazda byla uvedena zvanou
pulhodinovou plenarni ptfednéaskou, a bylo tentokrat vedeno celé véetné diskusi v anglicting.

Sekei ,,Struktura a funkce RNA molekul® uvedla vynikajici prednaSka Leose Valaska
z Mikrobiologického ustavu AV CR zasvécena struktuie a funkci komplexu eukaryontniho
proteosyntézy u bakterii (Krasny, UMG AV CR Praha) a u patogenni kvasinky Candida
albicans (Feketova, PiF UK Praha). V sekci rovnéz zaznély dva ptispévky, které se zabyvaly
zvlastni variantou sestiihu (trans-splicing) u prvoka Trypanosoma brucei (Trantirkova, JCU
Ceské Budgjovice) a teoretickym studiem mechanismu a prabéhu katalytické reakce u
ribozymii typu ,.hammerhead” (Chval, JCU Ceské Budg&jovice). Druha sekce, vénovana
bunécné a vyvojové biologii, byla uvedena ptedndskou Gregora Buchera z University
v Gottingenu, ve které byli posluchaci sezndmeni s moZznostmi vyuzZiti umlcovani genl
pomoci RNA interference u potemnika hnédého (7ribolium castaneum) a s uplatnénim tohoto
biologického modelu pro vyvojova studia hlavy. Dalsi pfispévky v druhé sekci se tykaly
slozeni jadernych ,,cajal bodies* a jejich funkce ve skladani a uspotfadani malych jadernych
ribonukleproteinovych ¢astic (snRNP) (Stanck, 1. LF UK Praha), aplikace siRNA ve studiu
Gilohy vimentinu pii diferenciaci makrofigt (Maceskova, MU Brno), sledovéni vlivu fizniho
genu TEL/AMLI vrozvoji akutni leukémie (Starkova, 2. LF UK Praha), identifikace
potencidlnich mutaci zodpovédnych za thermosensitivni fenotyp u viru klistové encefalitidy,
kmene ts263 (Riizek, PaU AV CR Ceské Budgjovice) a nakonec charakterizace transkriptomu
rostlinného gametofytu. Tteti sekce nazvana ,,RNAi a dalsi techniky* byla vice zamétena
metodicky a byla uvedena plenarni pfednaskou Julia LukeSe vénovanou vyuZziti RNA
interfererence pro studium RNA editace u trypanosom (PaU AV CR Ceské Budgjovice). Také
dvé dalsi prfedndsky byly veénovany uplatnéni siRNA v cilené supresi genové exprese
(Zaliova, 2. LF UK Praha a Neuwirth UMG AV CR Praha). Oproti minulym letim poklesl
pocet piispévkll vénovanych cDNA ¢&ipiim. Ruszovd z CPN spol. s.r.o. Dolni Dobrouc
referovala o zajimavé metod¢ analyzy urovné genové exprese u bunck svrchni epidermis
ziskdvanych neinvazivni metodou specidlnich naplasti. Posledni dvé pfednéasky jednaciho dne
byly vénovany problematice rostlinného transkriptomu (Duplakovéa a Storchova, obé UEB
AV CR Praha).

Celkem bylo béhem dne ptedneseno 17 odbornych sdéleni a nékolik prednasek
sponzorujicich firem vénovanych novym technologiim v jejich nabidce. Kromé ustnich
sdéleni bylo predvedeno a diskutovano dalSich 9 plakatovych sdéleni. Pocet registrovanych
ucastnikd vrostl v roce 2005 na rekordnich 41, coz vSak, dle tradice RNA klubt, zdaleka
neodpovidalo pocétu posluchacti v prednaskové mistnosti. Dal§i zijemci o jednotliva
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projednavana témata, predevs§im z fad mistnich odbornikli a studentt, rozsifovali auditorium
v pribehu dne.

Celkov¢ lze shrnout, ze jednani RNA klubu bylo tématicky Siroké a pfitom po celou
dobu zlstavalo zajimavé a obohacujici pro vétSinu pfitomnych. Presentace se tykaly celé fady
problémi studia RNA molekul i jejich pouziti pro vyzkum ftady jinych biologickych
problémil. Také z hlediska modelovych organismi byl zabér Siroky — od bakterii, ptes
jednobunécnd eukaryonta a hmyzi modely po ¢lovéka a jeho virové parasity. 3. RNA klub byl
po organizacni strdnce bezchybné pfipraven a jeho zdaru zajisté prospélo, Ze byl zastitén
autoritou Prof. Libora Grubhoffera, dékana Biologické fakulty JCU, ktery mél tivodni slovo,
jez bylo zaroven 1 velmi dobrou historizujici odbornou piednaSkou vénovanou padesatiletému
vyro¢i zalozeni ,,RNA Tie Clubu“ v USA. Organizatofi pokracovali nejen v tradici rozdavani
pfedem vydaného sborniku pfispévkl ,,RNA Club 2005 (ISSN 1214-8598), ktery tak byl
vybornym pomocnikem pii prednaskach a diskusich, ale predev§sim pokracovali v tradici
neformdlnich vecerii nésledujicich oficidlni jednani klubu. Tentokrat se ucastnici spolu se
zastupci fakulty a sponzord, jejichz reklamni stranky jsou rovnéz soucasti sborniku, sesli na
vecefi a nasledném posezeni v Indické restauraci, jejiz vynikajici kuchyné a mily personal
vytvorily skvélou a nezapomenutelnou te¢ku za 3. roénikem RNA klubu.

4. ro¢nik RNA klubu se opét navraci do Prahy, kde probehne opét jako jednodenni
seminaf v tradi¢énim terminu na pfelomu mésice zaii a fijna.

Martin Pospisek a Stanislav Zadrazil
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RNA Kklub 2006 v Praze

Jiz v tradicnim obdobi, na konci mésice zafi bezprosttedné¢ pied zahdjenim
akademického roku 2006/07, se uskutecnil 4. roénik RNA klubu, setkani védci, vyzkumniki
a kone¢né i jen zajemcii o problematiku studia RNA. Tentokrat se organizatofi vratili, po
jednoleté prestavee, z Ceskych Budgjovic (viz zpravu RNA klub 2005 v téchto IL) opét do
Prahy, aby na PfF UK pokracovali jednodennim seminafem v jednani klubu o vysledcich
experimentalni prace v oblasti RNA na riiznych pracovistich z celé CR. Letosni zasedani
navstivilo 26 pfihlaSenych Uc€astnikii a minimalné stejny pocet piilezitostnych posluchact
(ptipomenime, ze vétSinou mladsiho a stfedniho véku), kteti ptednesli 10 programovanych
sdéleni, zaméfenych vétSinou na konkrétni problémy genové exprese a jeji regulace s Gcasti
RNA.

Jednani zahajil védecky tajemnik Ceskoslovenské spoleénosti mikrobiologické,
spoluorganizatora konference, a v dopolednim zasedani zaznélo 5 pfednasek vénovanych
postupné problematice mechanismu recyklovani snRNP v Cajalovych téliscich bunécného
u B.subtilis (UMG AVCR) a RNA interferenci na arovni tkafiové specifickych procesti
v diferenciaci bunék C.elegans (2 prace z Biol.centra AV CR a JU v Ceskych Budgjovicich )
resp. pii ,,regulacnim umlcovani® metabolismu eikosanoidt v lidskych nadorovych buikach
(Generi Biotech, s.r.o., Hradec Kralové ).

Odpoledni zasedani bylo jiz tradiéné (ve vSech rocnicich klubu) zahajeno prednaskou
(PiF UK Praha) vénovanou nejnovéjSim pokrokiim ve studiu funkce RNA, tentokrat (1)
regulacni tloze mikroRNA v objasnéni mechanismu latentni infekce HSV-1 u ¢lovéka, (2)
ucasti ribozymovych sekvenci a ,,ribospinacti®, specificky reagujicich s nizkomolekularnimi
metabolity, a (3) vyznamu nadmérné transkripce genomu (az 70%) v porovnani s jeho
kodujicimi schopnostmi (2-5% genomu) v evoluci (napf. pii vyvoji mozku u cClovéka a
Simpanze), vyvolavajicimu problémy i v souc¢asné definici genu. Ostatni pfednasky pak byly
vénovany bioinformacéni analyze IRES sekvenci v mRNA (PiF UKPraha), struktuie a funkci
tmRNA u tzv. transtranslace u streptomycet (MBAV CR), charakterizaci a vyskytu virti vinné
révy v CR (VURV Praha) a koneéné i optimalizaci metod izolace celkové RNA z réiznych
mysSich (ZivociSnych) tkani (1.LF UK Praha ).

Celé setkani bylo provazeno skute¢nym odbornym zajmem vSech zacastnénych (i kdyz,
v porovnani s ptedchéazejicimi ,,kluby*, ve zieteln€ mensim poctu), coz se projevilo ve velmi
zivé diskusi ke kazdému vystoupeni. Na prekazku nebylo ani nepravidelné stiidani CeStiny a
angli¢tiny (podle vybéru piednasejiciho), které zde ziejmé vytvofilo optimalni jazykovy
kompromis proti striktnimu pouZivani angli¢tiny v Ceskych Budg&jovicich 2005 a jen &eskym
vystoupenim v obou prazskych jednanich 2003 a 2004. Zivé se diskutovalo i pfi veternim
spoleCenském programu, zajisténém sponzorujicimi firmami (mély své ,,stanky* i v prib&hu
konference), a to 1 na odborné témata. Niz$i pocet ti€astniktl, kteti se po Ctyfech konferencich
v ro¢nich odstupech zfejmé tématicky a metodicky ,,vyCerpali* ptivedl organizatory z obou
spolupracujicich instituci (PfF UK a BF JU) k zavéru,Ze pfisti RNA klub se uskutecni az
v roce 2008 a o jeho umisténi se rozhodne pozdéji. Jsem presvédéen, ze je na co se tésit.

Stanislav Zadrazil
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Statut

Statut Ceny GSGM a vyhlaseni nového kola soutéze 2005-2007

Cena je vypisovana za vyznamny piinos v oblasti genetiky a molekularni biologie
a je sponzorovana spolupracujicimi firmami.

Cenu ve vy3i 2000 EUR mize ziskat pouze obéan CR nebo SR, &len GSGM, ktery
neptekrocil vé€k 35 let. Cena se ud€luje za védeckou praci nebo soubor praci
publikovanych v poslednich tfech letech pfed podanim ptihlasky do soutézniho
kola. Udé¢leni ceny neni omezeno zadnymi zvIlastnimi kvalifikacnimi pozadavky na
predkladatele, avSak ocenény autor nemize byt vyhldSen vitézem soutéze
opakovang.

O udé¢leni ceny, ktera kromé financni odmény zahrnuje 1 povinnost autora pirednést
plenarni pfednasku na konferenci spolecnosti a uvefejnit anotaci prace
v konferen¢nim sborniku, rozhoduje vybor spolecnosti po zhodnoceni piihlasek a
na navrh odborné posuzovatelské komise, kterou vybor spole¢nosti k tomu ucelu
ad hoc ustavuje. Vybor spolecnosti ma pravo v daném kole soutéze cenu neudélit
nebo ji rozdélit mezi dva vyhodnocené predkladatele.

Piihlaska do soutéze se podava na prislusném formuléfi, ktery je predkladatelim
k dispozici na internetovych strdnkach spole¢nosti (www.gsgm.cz). Spolecné
s ptihlaskou musi byt predlozena i jednostrankova anotace prace a po jednom
vytisku kazdé polozky souboru praci ptihlaSovanych k ocenéni, z nichz je zfejmy
podil predkladatele na publikovanych védeckych vysledcich (prvni autor,
korespondujici autor, vyjadifeni spoluautort apod.).

Vyhlaseni dalSiho kola soutéze o0 Cenu GSGM 2005-2007

Dalsi, jiz tfeti kolo soutéze vyhlasuje vybor GSGM na 1éta 2005 — 2007 s tim, Ze cena
bude ud¢lena a prednaska ocenéného autora prednesena na konferenci GSGM, ktera se bude
konat v Bratislavé v roce 2008. Ptihlasky do soutéze se ptijimaji do konce roku 2007 na
adrese: Vybor Genetické Spoletnosti Gregora Mendela, Ustav experimentalni biologie
Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné, Kotlarska 2, 611 37 Brno.

Vybor GSGM
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Vznik nové spolecnosti pro probiotika a prebiotika

V obdobi, kdy vétSina zavedenych odbornych a védeckych spolecnosti se potyka
s riznymi organizacnimi a finanénimi problémy, vyplyvajicimi do urcit¢ miry i z dneSnich
ponékud pozménénych predstav o vyznamu a diilezitosti spol¢ovani za ur¢itym cilem, existuji
stale skupiny lidi, ktefi se s velkym enthusiasmem pokouseji o zakladani spole¢nosti novych,
zamétenych na védni, vétSinou interdisciplinarni oblasti, které se zdaji byt v tomto smyslu
nedostate¢n¢ pokryty.

Prikladem mtiZe byt svolani a program I. symposia Spole¢nosti pro probiotika a pre-
biotika (18.10.2006 v Praze), v jehoz ramci byla uvedena spole¢nost jako obcanské sdruzeni
ustavena. Podminky pro vznik takového sdruzeni obcanii a pravnickych osob, a zahrnujici od
samého pocatku ucast zainteresovaného prumyslu s obchodni ¢innosti, smérovanim do
praktickych aplikaci probiotik a prebiotik a s pozadavkem vytvofeni poradni komise pro
pramyslové a obchodni spolecnosti, jsou samoziejmé ponékud jiné nez pii vzniku a dalsi
¢innosti Cist¢ védecké spolecnosti. Projevilo se to jiz v pribéhu symposia, kde kromé 5 infor-
mativnich pfedndsek multioborového zaméfeni, prednesenych vétSinou cleny piipravného
vyboru spolecnosti pro nékolik desitek zna¢né heterogennich posluchact: Probiotika a
prebiotika — renesance terapeutického principu (prof. MUDr. P. Fri¢, DrSc, 1. LFUK a UVN);
Stievni mikroflora a gastrointestinalni ekosystém (prof. MUDr. H. Tlaskalova, DrSc, MBU
AV CR); Probiotika a prebiotika v pediatrii (prof. MUDr. J. Nevoral, CSc, 2.LF a FNM);
Misto probiotik a prebiotik v intenzivni a umélé vyzivé pacientit (doc. MUDr. P. Kohout,
PhD, FTN) a Pouziti probiotik a prebiotik ve vyzivé zvitat (prof. Ing. V. Rada, CSc, CZU),
byl program doprovazen propagacnimi aktivitami sponzorujicich firem, podilejicich se na
vyrobé a distribuci soucasného spektra probiotik a prebiotik na nasem trhu.

Druha ¢éast symposia byla vénovdna pravé ustavujici schizi spolecnosti se vSemi
nezbytnymi volebnimi a administrativnimi akty, které ji doprovazeji. Zakladni tématikou
spole¢nosti bude podpora vyzkumu probiotik a prebiotik, dodrzujiciho piisné¢ védecké
ptistupy a postupy a podlozené¢ho novymi védeckymi poznatky. Spole¢nost se zaméfi i na
odborné a vdélavaci formy prezentace a komunikace s odbornou a laickou vetejnosti o
vyznamu probiotik a prebiotik pro zlepSeni zdravotniho stavu, prevenci a léCeni chorob
populace. Mikrobialni genetici jist¢ najdou mnoho spoleénych témat pro spolupraci s novou
spole¢nosti, které I1ze jen poprat mnoho uspéchi.

Stanislav ZadraZzil

Zprava z vyboru

Prof. Ing. Josef Dvoték, CSc., rezignoval na svoje Clenstvi ve vyboru GSGM. Vybor
proto na svém zasedani 17.5.t.r. jmenoval hospodafem GSGM pro ¢eské zemé Clena vyboru
doc. RNDr. Alese Knolla, Ph.D.

Vybor GSGM
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