Univerzita Karlova v Praze Přı́rodovědecká fakulta

CHARAKTERIZACE DSRNA VIRU

KVASINKOVITÉHO ORGANIZMU Dipodascus magnusii

DIPLOMOVÁ PRÁCE

MARTIN MOKREJS^ˇ 22. zářı́ 2000

Vedoucı́ diplomové práce: RNDr. Martin Pospı́šek, PhD.

Děkuji svému školiteli RNDr. Martinu Pospı́škovi, PhD. nejen za cenné rady a trpělivost během mé práce v laboratoři, ale také za trpělivost při korekturách této práce. Dále všem členům katedry, kteřı́ mne podporovali a pomáhali mi při práci během studia. Zejména však doc. Jitce Forstové a doc. Zdeně Palkové za zapůjčenı́ některých přı́strojů a dalšı́ všestrannou pomoc. RNDr. Blance Zikánové děkuji za cenné mikrobiologické konzultace a neustálou morálnı́ podporu. Zvláštnı́ poděkovánı́ patřı́ Dr. Bastianovi Hengererovi z firmy Novartis Pharma AG (Basilej) za šestiměsı́čnı́ studijnı́ pobyt v jeho laboratoři, který ovlivnil moji práci na tomto tématu. Po vzoru Dr. Bastiana Hengerera a jeho testů v mikrotitračnı́ch destičkách, sloužı́cı́ch k vyhledávánı́ určitých typů látek mezi desetitisı́ci vzorků substancı́, jsem se pokusil vytvořit podobnou metodu umožňujı́cı́ vyhledávánı́ kmenů Dipodascus magnusii neprodukujı́cı́ch inhibitor do kultivačnı́ho média. Chtěl bych také poděkovat rodičům a všem přátelům za jejich neméně důležitou podporu a pochopenı́.

Martin Mokrejš

Prohlašuji, že jsem tuto diplomovou práci vypracoval samostatně a že uvádı́m veškerou literaturu, kterou jsem při jejı́m zpracovánı́ použı́val. Souhlası́m s jejı́m zapůjčenı́m ke studijnı́m účelům.

Martin Mokrejš

Obsah

1 Úvod 8

2 Literárnı́ přehled 9 2.1 Systém dsRNA virů hub . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 2.1.1 Totiviridae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 2.1.1.1 Totivirus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) . . . . . . . . . . . . . . 11 2.1.1.1.1.1 Varianty ScV-L-A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12 2.1.1.1.1.2 Replikace, transkripce a kompletace virionů . . . . . . . . . . . . . 15 2.1.1.1.1.3 Sekundárnı́ struktury RNA totivirů . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18 2.1.1.1.1.4 Hostitelské geny ve vztahu k biologii dsRNA virů . . . . . . . . . . 25 2.1.1.1.1.5 Buněčný antivirový systém . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31 2.1.1.1.1.6 Vznik virových proteinů . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35 2.1.1.1.1.7 X dsRNA – delečnı́ derivát ScV-L-A . . . . . . . . . . . . . . . . . 37 2.1.1.1.1.8 Satelitnı́ dsRNA viru ScV-L-A a jejich delečnı́ deriváty . . . . . . . 37 2.1.1.1.1.8.1 M1 dsRNA – satelitnı́ dsRNA ScV-L-A . . . . . . . . . . . . . 38 2.1.1.1.1.8.1.1 S dsRNA – delečnı́ derivát M1 dsRNA . . . . . . . . . . . 42 2.1.1.1.1.8.2 M2 dsRNA – satelitnı́ dsRNA ScV-L-A . . . . . . . . . . . . . 43 2.1.1.1.1.8.2.1 NS dsRNA – delečnı́ derivát M2 dsRNA . . . . . . . . . . 45 2.1.1.1.1.8.3 M28 dsRNA – satelitnı́ dsRNA ScV-L-A . . . . . . . . . . . . 45 2.1.1.1.2 L-BC virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-BC) . . . . . . . . . . . . 46 2.1.1.1.3 Ustilago maydis dsRNA virus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46 2.1.1.1.4 Hanseniaspora uvarum virus (HuV) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47 2.1.1.1.5 Helmintosporium victoriae 190S virus (HvV-190S) . . . . . . . . . . . . 48 2.1.1.1.6 Zygosaccharomyces bailii virus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49 2.1.1.1.7 Virus kvasinkovitého organizmu Dipodascus magnusii . . . . . . . . . . 50 2.1.1.2 Giardiavirus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50 2.1.1.2.1 Giardia lamblia virus (GlV) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50 2.1.1.3 Leishmaniavirus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51 2.1.1.3.1 Leishmania virus 1 (LRV1) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51 2.1.2 Partitiviridae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

2.1.2.1 Partitivirus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52 2.1.2.2 Chrysovirus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52 2.1.3 Hypoviridae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52 2.1.3.1 Hypovirus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53 2.1.4 Barnaviridae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54 2.1.5 Taxonomicky nezařazené dsRNA viry a T a W dsRNA S. cerevisiae . . . . . . . 54 2.1.5.1 T a W dsRNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55 2.1.5.1.1 W dsRNA (20S RNA) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55 2.1.5.1.2 T dsRNA (23S RNA) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56 2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin . . . . . . . . 57 2.2.1 Sekundárnı́ struktury . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57 2.2.1.1 Schematické zobrazenı́ sekundárnı́ch struktur . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60 2.2.1.2 Teoretické přı́stupy ke studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin . . . . 64 2.2.1.2.1 Programové prostředky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64 2.2.1.2.1.1 Mfold . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64 2.2.1.2.1.2 GCG package . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65 2.2.1.2.1.3 Vienna package . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65 2.2.1.2.1.4 cove – Covariance models . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65 2.2.1.2.1.5 pfrali . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

3 Materiál a metody 68 3.1 Použité kmeny kvasinek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68 3.2 Chemikálie, roztoky a kultivačnı́ média . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68 3.2.1 Chemikálie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68 3.2.2 Roztoky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68 3.2.3 Kultivačnı́ média . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69 3.3 Metody . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69 3.3.1 Kultivace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69 3.3.2 Detekce toxinu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69 3.3.2.1 Čárkový test . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69 3.3.2.2 Komı́nkový test . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69 3.3.2.3 Test v mikrotitračnı́ destičce . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69 3.3.3 Léčenı́ infikovaného kmene kvasinky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70 3.3.3.1 Iradiace UV zářenı́m . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70 3.3.3.2 Léčenı́ 5–fluorouracilem . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70 3.3.4 Detekce dsRNA v biomase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70 3.3.5 Izolace virových částic . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71 3.3.5.1 Izolace virových částic následovaná izopyknickou centrifugacı́ . . . . . . . . . 71 3.3.5.1.1 Mrazová izolace viru . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71 3.3.5.1.1.1 Isopyknická centrifugace v gradientu CsCl . . . . . . . . . . . . . . 71

3.3.5.2 Chromatografická separace virových částic . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73 3.3.6 Sráženı́ proteinů pomocı́ etanol–chloroformové metody . . . . . . . . . . . . . . 73 3.3.7 Separace nukleových kyselin v agarózovém gelu . . . . . . . . . . . . . . . . . 73 3.3.8 Separace proteinů pomocı́ elektroforézy v PAA gelu . . . . . . . . . . . . . . . . 74 3.4 Použité programy, nastavenı́ parametrů, způsob využitı́ . . . . . . . . . . . . . . . . . 74

4 Výsledky 75 4.1 Mikrobiologická charakterizace použı́vaných kmenů

Dipodascus magnusii a Pichia anomala . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75 4.1.1 Růstové křivky třepaných kultur v závislosti na teplotě . . . . . . . . . . . . . . 75 4.1.2 Distribučnı́ křivka inhibitoru produkovaného do média v čase a jeho stabilita v čase 77 4.2 Výběr vhodných kmenů Hansenula sp. citlivých na přı́tomnost inhibitoru . . . . . . . 77 4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii 78 4.3.1 Čárkový test . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78 4.3.2 Komı́nkový test . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78 4.3.3 Test aktivity inhibitoru v médiu v mikrotitračnı́ destičce . . . . . . . . . . . . . . 80 4.4 Odléčovánı́ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98 4.4.1 UV iradiace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98 4.4.2 5–fluorouracil . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98 4.4.3 Chromatografická separace virových částic . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100 4.5 Izolace a charakterizace viru . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105 4.5.1 Mrazová izolace viru s následnou centrifugacı́ v izopyknickém gradientu CsCl . . 105 4.6 Modelovánı́ sekundárnı́ch struktur dsRNA virů . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

5 Diskuse 117 5.1 Mikrobiologická charakterizace použı́vaného kmene Dipodascus magnusii . . . . . . . 117 5.2 Výběr vhodných kmenů Hansenula sp. citlivých na přı́tomnost inhibitoru . . . . . . . 117 5.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ kmenů D. magnusii (ne)produkujı́cı́ch inhibitor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117 5.4 Test přı́tomnosti inhibitoru v médiu v mikrotitračnı́ destičce . . . . . . . . . . . . . . . 118 5.5 Odléčovánı́ od dsRNA nebo produkce inhibitoru . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120 5.6 Izolace a charakterizace viru . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121 5.6.1 Mrazová izolace viru s následnou centrifugacı́ v izopyknickém gradientu CsCl . . 121 5.6.2 Chromatografická separace virových částic . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 122 5.7 Modelovánı́ sekundárnı́ch struktur dsRNA virů . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 122

6 Závěr 123

7 Seznam použité literatury 125

8 Seznam použitých zkratek, tabulek a obrázků 149

A Abstrakt přednášky na konferenci Tomáškovy dny 153

B Sekvence dsRNA virů a jejich satelitnı́ch dsRNA v databázi GenBank 154

Kapitola 1

Úvod

Houbové viry se vyskytujı́ v izolátech hub z přı́rody ale také v průmyslově využı́vaných kmenech kvasinek. Jsou známy mykoviry, které modulujı́ patogenicitu infekčnı́ch hub. Některé houby včetně jednobuněčných kvasinek kódujı́ a produkujı́ toxiny na bázi proteinů. S některými houbovými dsRNA viry jsou asociovány dsRNA molekuly, které mohou rovněž kódovat proteinové toxiny a přı́padně tak doplnit spektrum toxinů kódovaných genomem vlastnı́ houby. Z produkce nějakého toxinu studovaným kmenem houby ani ze současné přı́tomnosti dsRNA viru nebo samotné dsRNA uvnitř buňky nelze předem odhadnout, zda je toxin kódován jaderně, virově nebo s virem asociovanou dsRNA. Samotná detekce toxinu závisı́ na vhodné volbě citlivého mikroorganizmu. V praxi to znamená, že o existenci možná mnoha toxinů nevı́me jen proto, že neznáme spektrum citlivých organizmů.

Cı́lem mé práce bylo pokusit se objasnit některé biologické vlastnosti dsRNA viru kvasinkovitého organizmu Dipodascus magnusii, řazeného dřı́ve do rodu Endomyces. Hledat vhodné podmı́nky pro růst kmene, detekci inhibitoru produkovaného kvasinkovitým organizmem Dipodascus magnusii a hledat kmeny rodu Pichia (Hansenula) co nejvı́ce citlivé k produkovanému inhibitoru. Dále se pokusit zbavit buňky Dipodascus magnusii cytoplazmatického viru (přı́padně je zbavit produkce inhibitoru a objasnit tak možnou souvislost mezi přı́tomnostı́ viru v buňce a produkcı́ inhibitoru), pokusit se virus purifikovat a dále jej molekulárně-biologickými metodami popsat. Dı́lčı́m cı́lem bylo zavedenı́ techniky modelovánı́ sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin v našı́ laboratoři.

Kapitola 2

Literárnı́ přehled

Prvnı́ houbový dsRNA virus byl nalezen v roce 1948 jako původce nemoci žampiónů Agaricus bisporus na farmě bratřı́ La Franceových v Pennsylvánii (angl. La France Disease). Tento virus i v současnosti stále způsobuje velké ekonomické ztráty při celosvětové produkci žampiónů. Hollings (1962) pozoroval 3 rozdı́lné typy virových částic v mycéliu. Následně byl objeven fenomén “killer”^1 toxinů produkovaných kvasinkou Saccharomyces cerevisiae (Bewan a Makower, 1963) a objeveny virům podobné částice (angl. virus-like particles) u rodů Penicillium a Aspergillus (Ellis et al., 1967; Banks et al., 1969a,b; Banks et al., 1970). Puhalla (1968) publikoval obdobný fenomén u sněti (angl. smut) Ustilago maydis. Byly nalezeny dsRNA zodpovědné za cytoplazmatickou dědičnost “killer” fenotypu (Berry a Bevan, 1972) u kvasinky Saccharomyces cerevisiae. V práci prokazujı́cı́ souvislost mezi přı́tomnostı́ dsRNA a “killer” fenotypem zmiňuje Bevan et al. (1973) virům podobné částice o průměru 39,2 nm v post-mitochondriálnı́ch supernatantových frakcı́ch “killer” kmenů Saccharomyces cerevisiae.

dsRNA viry hub jsou nejvı́ce probádanou skupinou houbových virů (mykovirů). Předpokládá se, že viry hub se šı́řı́ cytoplazmaticky při dělenı́ buněk, hyfálnı́mi anastomózami, pohlavnı́mi a nepohlavnı́mi sporami. V životnı́m cyklu houbových virů nejsou známa mimobuněčná stadia. Přı́tomnost dsRNA virů v buňce se nemusı́ fenotypicky projevovat (Ghabrial, 1994). Nejen dı́ky přı́tomnosti buněčné stěny jako fyzické bariéry možného přenosu viru ale i dı́ky časté sporulaci a párovánı́ v životnı́m cyklu hub, se jevı́ mimobuněčný přenos těchto virů jako nepravděpodobný (Wickner, 1996; Magliani et al., 1997).

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae může být infikována až dvěma cytoplazmatickými viry, označovanými ScV-L-A a ScV-L-BC. Přı́tomnost těchto virů v buňce nezpůsobuje zpomalenı́ růstu buňky ani jejı́ lyzi. Naopak, oba se stabilně replikujı́ a to jak v kmenech infikovaných pouze jednı́m z nich, tak i v kmenech infikovaných oběma viry zároveň (Wickner, 1996).

Jsou známy dsRNA, které jsou dı́ku svým cis signálům replikovány virovými polymerázami a baleny virem kódovanými proteiny do virům podobných částic (např. 3 typy M dsRNA kvasinky Saccharomyces cerevisiae — označujeme je jako satelitnı́ dsRNA L-A viru S. cerevisiae). Tyto satelitnı́ dsRNA (M1, M2, M28) napodobujı́ virové RNA a na úkor viru se množı́ (nicméně jsou na něm replikačně závislé).

1Anglické slovo killer znamená zabiják, zabijácký. V dalšı́m textu použı́vám slova “killer” a “superkiller” v přı́padě fenotypického popisu kmene, nebo při zdůrazněnı́ účinku toxinu (“killer toxin”).

2.1 Systém dsRNA virů hub Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Jejich vznik nenı́ jasný. Navı́c existujı́ delečnı́ deriváty těchto satelitnı́ch dsRNA, které označujeme jako defektnı́ interferujı́cı́ dsRNA, protože si zachovaly některé důležité cis sekvence původnı́ch dsRNA a tak jsou schopny se enkapsidovat do virových částic stejně dobře, jako původnı́ dsRNA (např. X a S dsRNA vzniklé delecı́ L-A resp. M1 dsRNA, viz dále). Přı́vlastek interferujı́cı́ dsRNA majı́ proto, že obsahujı́ pozměněné cis sekvence takovým způsobem, že jsou dokonce přednostně baleny do virových partikulı́ a tak interferujı́ s procesy sloužı́cı́mi k množenı́ původnı́ satelitnı́ dsRNA a vlastnı́ho viru 2. Existuje ještě delečnı́ derivát L-A dsRNA (t.j. dsRNA viru ScV-L-A), označovaný jako X dsRNA. X dsRNA si obdobně jako S dsRNA zachovala důležité cis sekvence a úspěšně existuje v buňkách S. cerevisiae současně s L-A virem. Ačkoli X a S dsRNA majı́ rozdı́lný původ a M dsRNA jsou 3 různých typů, všechny tyto dsRNA jsou existenčně závislé na přı́tomnosti L-A viru v buňce a vykazujı́ mnoho podobnostı́, včetně shodných závislostı́ na některých hostitelských genech (viz kapitola 2.1.1.1.1.4). V přı́padě totivirů, které majı́ nesegmentovaný genom, použı́váme termı́ny pomocný virus (angl. helper virus) a jeho satelitnı́ dsRNA, např. M1 dsRNA je satelitnı́ RNA viru ScV-L-A^3.

2.1 Systém dsRNA virů hub

Systematicky lze rozdělit dsRNA viry hub na několik čeledı́: Totiviridae (Ghabrial et al., 1995a), Partitiviridae (Ghabrial et al., 1995b), Hypoviridae (Hillman et al., 1995), Barnaviridae (Romaine, 1995)

2.1.1 Totiviridae

(Wickner, 1996, Ghabrial et al., 1995a; Ghabrial 1994)

Obsahuje monopartitnı́ viry s nesegmentovaným genomem tvořeným jedinou, lineárnı́ molekulou dsRNA o velikosti 4,6–7,0 kbp. Isometrické neobalené viriony majı́ průměr 40–43 nm a obsahujı́ jeden hlavnı́ kapsidový protein o velikosti 70–100 kDa. Virová RNA dependentnı́ RNA polymeráza (Fujimura a Wickner, 1988a; Icho a Wickner, 1989) vzniká jako fúznı́ protein polypeptidů Gag a Pol (Dinman et al., 1991; Tu et al., 1992), ačkoli nejnovějšı́ poznatky ukazujı́, že RNA dependentnı́ RNA polymeráza (dále jen RDRP) viru 190S Helmintosporium victoriae výjimečně nevzniká jako fúznı́ protein, viz dále (Soldevila a Ghabrial, 2000). Replikace genomu je konzervativnı́. Čeled’ se dělı́ na rody Totivirus, Giardiavirus, Leishmaniavirus, viz přı́slušné kapitoly.

2.1.1.1 Totivirus Typovým druhem je virus L-A kvasinky Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) (Bevan et al., 1973; Ghabrial, 1994). Dalšı́mi zástupci jsou:

• L-BC virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-BC) (Sommer a Wickner, 1982a; Fujimura et al., 1986; Park et al., 1996a) • 190S virus Helmintosporium victoriae (HvV-190S) 2S dsRNA vznikla delecı́ části M1 dsRNA a dı́ky interferenci s replikacı́ M1 dsRNA docházı́ k postupné eliminaci M1 dsRNA z buňky (v buňce pak zůstává jen L-A dsRNA a S dsRNA).

3Jiná terminologie se použı́vá u partitivirů, které majı́ bipartitnı́ genomem a proto hovořı́me o dsRNA segmentech (Ghabrial, 1994).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

• viry 1, 4, 6 Ustilago maydis (UmV-P1, UmV-P4, UmV-P6). • viry SsRV1 a SsRV2 Sphaeropsis sapinea (Preisig et al., 1998)

Předběžně jsou do rodu Totivirus zařazeny:

• virus S Aspergillus foetidus (AfV-S) (Banks et al., 1970; Ratti a Buck, 1975, 1978; Buck a Ratti, 1975, 1977) • virus S Aspergillus niger (AnV-S) (Varga et al., 1994) • virus 87-1-H Gaeumannomyces graminis (GgV-87-1-H) (Jamil a Buck, 1986) • virus Mycogone perniciosa (MpV) • Yarrowia lipolytica (YlV) (Groves et al., 1983; Tréton et al., 1985; El-Sherbeini et al., 1987). Pravděpodobně budou do tohoto rodu patřit i mykoviry nalezené u Wickerhamia fluorescens, Dipodascus (Endomyces) magnusii, Zygosaccharomyces bailii.

Totiviry majı́ neobalené isometrické viriony o průměru 40–43 nm. Odhadovaná relativnı́ molekulová hmotnost M_r virových částic ScV-L-A je 12,3 x 10^6. Sedimentačnı́ koeficient S(20,w) plných virových částic nabývá hodnot v rozmezı́ 160–190 S, virové obaly bez RNA v rozmezı́ 98–113 S. Vznášivá hustota virionů ρ při centrifugaci v CsCl se pohybuje mezi 1,40–1,43 g/cm^3. Viriony obsahujı́cı́ satelitnı́ nebo defektnı́ dsRNA majı́ jiný sedimentačnı́ koeficient a vznášivou hustotu. Napřı́klad, lehké viriony obsahujı́cı́ 1 molekulu satelitnı́ M1 dsRNA viru Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) majı́ vznášivou hustotu 1,3513 g/cm^3. Těžké viriony obsahujı́cı́ 2 molekuly téže dsRNA majı́ vznášivou hustotu 1,3834 g/cm^3 (Esteban a Wickner, 1986; Ghabrial 1994, Ghabrial et al., 1995a).

Kapsida totivirů je složena z kapsidového proteinu (angl. capsid protein) o molekulové hmotnosti 73–100 kDa a RNA dependentnı́ RNA polymerázy (dále jen RDRP) o hmotnosti 92–170 kDa. RDRP vzniká bud’ jako fúznı́ protein hlavnı́ho kapsidového proteinu Gag a proteinu polymerázy Pol (např. L-A virus Saccharomyces cerevisiae), nebo je celá kódována vlastnı́m čtecı́m rámcem (např. 190S virus Helminstosporium victoriae).

Ikosaedrické viriony virů ScV-L-A a UmV-P4 majı́ průměr 42 nm a jsou složené ze 12 pentonů. Každý penton obsahuje 10 podjenotek složených do 2 pětic. V povrchu virionů je 60 pórů o průměru 1,5 nm, které zřejmě sloužı́ pro vstup prekurzorů syntézy RNA, přı́padných kofaktorů potřebných k činnosti polymerázy a pro uvolněnı́ mRNA transkriptů. Viriony jsou složeny ze 120 molekul Gag proteinu, základnı́ strukturnı́ jednotkou je asymetrický dimer Gag proteinu (Castón et al., 1997; Cheng et al., 1994; Wickner, 1996). Dı́ky dimerizaci Gag proteinu je ikosaedr tvořen 60 stavebnı́mi molekulami a má tedy T 1 symetrii^4 Ukázalo se, že i dalšı́ viry majı́ T = 1 symetrii a zároveň kapsidy složené ze 120 molekul proteinů, např. reoviry (Schiff et al., 1990; Dryden et al., 1993) a rotaviry (Estes, 1996), orbiviry (Burroughs et al., 1995), aquareovirus (Shaw et al., 1996), bakteriofág ϕ6 (Mindich a Bamford, 1988; Mindich, 1999).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A)

Genom je tvořen dsRNA o velikosti 4579 bp^5 (Diamond et al., 1989; Icho a Wickner 1989). Obsahuje 2 otevřené čtecı́ rámce ORF1 a ORF2 na (+) RNA řetězci (viz Obrázek 1) a nenı́ zakončena

4Tı́m se vyřešila záhada, jak může vzniknout struktura ikosaedru ze 120 stavebnı́ch jednotek. Definitoricky, majı́ ikosaedry složené ze 60 stavebnı́ch jednotek T symetrii rovnou 1 (T = 1), T = 2 symetrii ikosaedry složené ze 180 jednotek . . .

5Sekvence ScV-L-A viru uložená pod čı́slem J04692 v databázi GenBank obsahuje některé neurčené báze v pozicı́ch N_{824−830} , kompletnı́ sekvence ScV-L-A je přı́stupná pod čı́slem M28353=X13426; záznam X02232=M24336 zahrnuje 819 bp a báze 170–1

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

na 5’ konci čepičkou (Ghabrial, 1994; Ghabrial et al., 1995a). ORF1 začı́ná AUG kodonem v pozici 30, končı́ UAA kodonem v pozici 2072 a kóduje protein Gag s teoretickou hmostnostı́ 76 kDa. ORF2 začı́ná na pozici 1939 a končı́ na pozici 4546, jeho čtecı́ rámec je vzhledem k ORF1 posunut o −1 bázi (překrývá se s ORF1 o 130 bázı́, hovořı́me pak o fúznı́m proteinu) a kóduje polymerázu Pol, která má RDRP aktivitu (Fujimura a Wickner, 1988b; Tzeng et al., 1992). Polymeráza bývá někdy označována jako Gag-Pol fúznı́ protein (o teoretické velikosti 170 kDa), který se při elektroforéze v PAA gelu v denaturačnı́ch podmı́nkách (SDS-PAGE) pohybuje jako protein o hmotnosti 180 kDa. Gag-Pol fúznı́ protein ScV-L-A viru je přı́tomen v počtu 2 molekul na virion, což koreluje s vypočtenou i skutečnou frekvencı́ −1 posunu čtecı́ fáze, viz kapitola 2.1.1.1.1.2 (Ribas a Wickner, 1998; Bruenn, 1980; Ghabrial et al., 1995a; Diamond et al., 1989; Icho a Wickner, 1989; Esteban a Wickner, 1986; Fujimura a Wickner, 1988b). Účinnost posunu ribozomálnı́ čtecı́ fáze je důležitá pro propagaci viru a je ovlivňována jadernými MOF (angl. maintenance of frame) geny (viz kapitola 2.1.1.1.1.4). Současné znalosti L-A viru Saccharomyces cerevisiae jsou podloženy analýzou kompletnı́ nukleotidové sekvence L-A dsRNA, imunologickými technikami a in vitro translacı́ a expresı́ virových proteinů z virové cDNA (Ghabrial, 1994; Icho a Wickner, 1989; Diamond et al., 1989; Hopper et al., 1977; Bostian et. al., 1980b; El-Sherbeni et al., 1984; Harris, 1978; Ridley et al., 1984; Fujimura a Wickner, 1988b; Wickner et al., 1991, Ribas a Wickner, 1998).

2.1.1.1.1.1 Varianty ScV-L-A

Virus ScV-L-A je označován jako pomocný virus (angl. helper virus) nutný pro udrženı́ obou typů M dsRNA v buňce. Některé kmeny Saccharomyces cerevisiae infikované ScV-L-A a zároveň ScV- M (viz kapitola 2.1.1.1.1.8) se lišı́ v pomocné aktivitě přı́tomného L-A viru vůči M dsRNA. Byly provedeny experimenty s křı́ženı́m různých kmenů které vedly ke zjištěnı́, že se nejedná o Mendelovsky děděné znaky. Ukázalo se, že zmı́něné determinanty jsou cytoplazmatické (Wickner, 1983a) a jedná se o různé varianty L-A dsRNA označované: L-A-H, L-A-E, L-A-HN, L-A-HE, L-A-B, L-A-HNB. Ve všech přı́padech se ve skutečnosti jedná o různé formy kapsidového proteinu L-A viru, viz dále (Sommer a Wickner, 1982a; Wickner, 1983b; Ghabrial, 1994). Alespoň viriony obsahujı́cı́ L-A-H, L-A-E, L-A-HN, L-A-HNB dsRNA majı́ identické proteinové složenı́ a štěpenı́ T1 nukleázou naznačuje 99 % sekvenčnı́ homologii (Sommer a Wickner, 1982a).

• Udrženı́ M dsRNA v buňce nápomáhá determinanta [HOK] (angl. helper of killer) resp. [H], která byla později přisouzena kapsidovému proteinu (např. exprimovanému z expresnı́ho vektoru, Wickner et al., 1991). Jinými slovy, [HOK] je vlastnostı́ kapsidového proteinu kódovaného L-A-H dsRNA suprimovat defekt L-A-E (defekt kapsidového proteinu kódovaného L-A-E dsRNA, viz dále) a udržet tak M dsRNA v buňce. [HOK] aktivitu bylo možné experimentálně porušit vytvořenı́m terminačnı́ho kodónu v genu pro kapsidový protein umı́stěném na plazmidu, ale ne vytvořenı́m terminačnı́ho kodónu v ORF2 kódujı́cı́m část RDRP. Rovněž došlo ke ztrátě [HOK] aktivity a následné ztrátě M1 dsRNA při kultivaci buněk podmı́nkách, které umožňovaly ztrátu

odpovı́dajı́ bázı́m 2509–2678 ((−) vlákna J04692, 1 nespárovaná báze), báze 166–819 odpovı́dajı́ bázı́m 2173–2830 ((+) vlákna J04692, 5 nespárovaných bázı́).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 1: Schéma genomové struktury L-A viru. Na obrázku jsou znázorněny hlavnı́ funkčnı́ oblasti (+) RNA řetězce viru ScV-L-A a jı́m kódovaných proteinů Gag a Gag-Pol. VBS označuje “virus binding site”, IRE označuje “internal replication enhancer”, ORF čtecı́ rámec daného proteinu. RDRP je RNA dependentnı́ RNA polymeráza, X je oblast označená v X dsRNA. Bližšı́ vysvětlenı́ je v textu. Obrázek z původnı́ práce Wickner (1996) je převzat z práce Pospı́šek (1998a).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

plazmidu. Z výsledků s terminačnı́m kodónem dále plyne, že ani mRNA kódovaná ORF1 pro kapsidový protein nenesla [HOK] aktivitu, ale jedná se skutečně jen o výsledný protein. Použitý kmen byl připraven křı́ženı́m Ski^+ L-A^− kmene se ski2-2 L-A-E M1^+ kmenem, výsledný diploid byl Ski2^+ L-A-E M1^+ a docházelo v něm dı́ky Ski2^+ k samovolné ztrátě M1 dsRNA (srovnej s následujı́cı́m odstavcem věnovaným L-A-E). Protože [HOK] je vyžadován k udrženı́ M dsRNA jen ve Ski^+ hostiteli (ski^− umožňuje superkiller fenotyp), je možné že hlavnı́ úlohou kapsidového proteinu je chránit M dsRNA (a asi také L-A dsRNA) před buněčným antivirovým systémem SKI genů a nebo je samotný kapsidový protein cı́lem antivirového systému (Wickner et al., 1991). L-A-H se vykytuje v K28 kmenech (Schmitt a Tipper, 1992).

• Eliminaci M2 dsRNA v přı́tomnosti M1 dsRNA umožňuje determinanta [EXL] (angl. excluder of killer) resp. [E] (Wickner, 1980 a 1983). Novějšı́ poznatky po přehodnocenı́ starých výsledků naznačujı́, že L-A-E varianta nenı́ schopna udržet ve Ski^+ hostiteli žádnou satelitnı́ dsRNA či jejı́ delečnı́ derivát (konkrétně žádnou z X, M1, M2, M28 dsRNA) (Wickner et al., 1991; Ridley et al., 1984; Sommer a Wickner, 1982a; Wickner, 1980; Schmitt a Tipper, 1992). L-A-E varianta je schopna udržet tyto dsRNA pouze ve Ski^− hostiteli (Wickner et al., 1991), ve kterém již tyto dsRNA nevyžadujı́ některé MAK geny (viz Tabulka: 1) (Toh-e a Wickner, 1980; Schmitt a Tipper, 1992). Defekt neschopnosti L-A-E varianty v udržovánı́ M resp. X dsRNA lze komplementovat L-A-H variantou nebo expresı́ kapsidového proteinu z vneseného plazmidu obsahujı́cı́ho [HOK] (Ridley et al., 1984; Wickner a Toh-e, 1982; Wickner et al., 1991). Samotný defekt L-A-E varianty spočı́vá v defektnı́m kapsidovém proteinu, at’již ve kvalitativnı́ nebo kvantitativnı́ změně. Nicméně, L-A-E dodává do cytoplazmy nějak funkčnı́ Gag i Gag-Pol protein použitelné k replikaci L-A dsRNA, které ve Ski^− buňkách dostačujı́ na replikaci všech M dsRNA a X dsRNA. Bohužel, sekvence L-A-E dsRNA nebyla zatı́m určena a tak nenı́ možné ji porovnat se sekvencı́ L-A-HNB dsRNA (Wickner et al., 1991).

• Determinanta [NEX] (angl. neutralizer of [EXL]) resp. [N] bránı́ eliminaci M1 a M2 v přı́tomnosti [EXL] (a pravděpodobně také X dsRNA) (Hannig et al., 1985; Wickner, 1980; Wickner, 1983a). Weinstein et al. (1993) navrhli, že L-A-HN varianta je přirozeně teplotně-senzitivnı́ varianta L-A dsRNA objevujı́cı́ se v kombinaci s M1 dsRNA. Při inkubačnı́ch teplotách nad 37^oC docházı́ k vyléčenı́ kmenů od M dsRNA, ale ne L-A dsRNA, úspěšnost odléčenı́ zvyšuje diploidnı́ stav buněk a heterozygotnost diploida^6 (Wickner, 1974; Sommer a Wickner, 1982b). V přı́padech, kdy se vyskytuje M2 dsRNA v kombinaci s L-A-HN, je M2 dsRNA chráněna [NEX] před eliminacı́ [EXL] po přı́padné cytoplazmatické fúzi. Některé buňky obsahujı́cı́ L-A-HN a M2 dsRNA lze přeci jen vyléčit zvýšenou teplotou, pokud se vyskytne M2 dsRNA v kombinaci s L-A-HN a mkt1 nebo mkt2 mutacı́ — ke ztrátě M2 dsRNA docházı́ při kultivačnı́ teplotě nad 30^oC (při teplotě 20^oC se M2 dsRNA v buňce udržı́) (Wickner, 1980; Ridley et al., 1984; Zorg et al., 1988; Wickner, 1983b). Nestabilitu M2 v přı́tomnosti mkt1 nebo mkt2 lze potlačit ski2, ski3, ski4, ski6, ski7, ski8, nebo mutacemi mks1, mks2, MKS50, srovnej viz Tabulka: 2 (Wickner 1980, 1983a, 1987; Ridley et al., 1984). Přı́tomnost M1 přı́padně M2 dsRNA ve ski mutantech snižuje počet

6V K2 kmenech se naopak vyskytuje v L-A-H [NEX]^−, která je rezistentnı́ ke zvýšené teplotě (Weinstein et al., 1993).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

kopiı́ L-A-HN dsRNA na buňku (Ball et al., 1984).

• Dalšı́ determinantou je [B] (angl. bypassing) (neboli [KIL-b], viz kapitola 2.1.1.1.1.8.1), která se vyskytuje jako L-A-B nebo L-A-HNB dsRNA (Ball et al., 1984; Toh-e et al., 1978; Uemura a Wickner, 1988). Ta má schopnost udržovat přı́tomnost X, M1, M28 dsRNA (patrně též M2) i v přı́padě Mak^− hostitele (viz Tabulka: 2), navı́c je zvýšen počet kopiı́ M1 dsRNA na buňku (Uemura a Wickner, 1980). Ve Ski^+ hostiteli (ve Ski^− některé mak mutace nenı́ třeba obcházet vůbec) [B] obcházı́ mutace v některých mak genech (viz Tabulka 2) (Ball et al., 1984) v přı́- padech, kdy by jinak došlo ke ztrátě M resp. X dsRNA. MAK geny jsou blı́že popsány v kapitole 2.1.1.1.1.4, ve zkratce lze řı́ci, že MAK geny jsou zahrnuty v regulaci exprese kapsidového proteinu, pravděpodobně ve smyslu regulace účinnosti tvorby proteinu. Za [B] vlastnostı́ se skrývá kapsidový protein L-A, který stačı́ exprimovat z plazmidu. To koreluje se zjištěnı́m, že ačkoli X dsRNA vznikla z L-A-HNB, ztratila delecı́ [B] vlastnost a vyžaduje bud’funkčnı́ MAK geny, nebo ski mak kombinaci, nebo L-A-HNB^7 (Wickner et al., 1991; Uemura a Wickner, 1988; Esteban a Wickner, 1988; Ghabrial, 1994).

L-A-HNB varianta byla použita pro syntézu cDNA (Icho a Wickner, 1989) a konstrukci L-A expresnı́ch vektorů (Wickner et al., 1991). V tomto vektoru docházı́ pod kontrolou PGK promotoru k tvorbě kapsidového proteinu z ORF1 a RDRP z ORF2, jejichž přı́tomnost umožňuje udržet v mak10 kmeni M1 dsRNA i v nepřı́tomnosti ScV-L-A (MAK3, MAK10 a PET18 jsou nutné pro udrženı́ L-A dsRNA, viz kapitola 2.1.1.1.1.4). Kmeny obsahujı́cı́ mak27, L-A-HNB (přı́p. L-A-HN) a M1 dsRNA nejsou schopny produkovat K1 toxin, ačkoli “killer” fenotyp lze obnovit expresı́ kapsidového proteinu z plazmidu. Znamená to, že gen MAK27 je zodpovědný za expresi virového kapsidového proteinu. Rovněž kmen obsahujı́cı́ mak18 L-A-HN M1 dsRNA nevykazoval “killer” fenotyp, dokud nebyl kapsidový protein exprimován z plazmidu. Protože mak18 a mak27 mutace jsou suprimovatelné ski mutacemi (viz Tabulka 2), buňky exprimujı́cı́ kapsidový protein se mohou zdát fenotypicky jako Ski^− (ačkoli genotyp je SKI). V souladu s touto předpovědı́, expresı́ kapsidového proteinu buňky skutečně zı́skaly superkiller fenotyp a inhibičnı́ zóna na agarových miskách měla výrazně většı́ průměr (Wickner et al., 1991).

2.1.1.1.1.2 Replikace, transkripce a kompletace virionů

Replikace^8 L-A dsRNA je konzervativnı́. Nově syntetizovaná (+) ssRNA je uvolněna z virionu, později obalena kapsidovými proteiny (vznik partikule) a doplněna do dsRNA řetězce. (+) ssRNA sloužı́ rovněž jako mRNA, podle které jsou překládány proteiny Gag a Gag-Pol. Tvorbu (+) ssRNA lze nazývat transkripcı́ nebo replikacı́ a tvorbu (−) ssRNA replikacı́. Replikáza připojuje na 3’ konec vzniklého produktu adenosin, který nemá předlohu v templátu (Fujimura a Wickner, 1986; Newman et al., 1981; Sclafani a Fangman, 1984; Williams a Leibowitz, 1987; Hopper et al., 1977; Icho a Wickner, 1989; Fujimura a Wickner 1988a,b; Hannig a Leibowitz (1985)). Wickner et al. (1991) vyvinuli in vivo

7X i M1 dsRNA v mak [B]^− hostiteli vyžadujı́ ski, jinak docházı́ k jejich ztrátě (viz Kapitola 2.1.1.1.1.4) (Toh-e a Wickner, 1980)._8

Zakian et al. (1981) uvádı́, že L a M dsRNA se v buňkách replikujı́ jen v G1 fázi, v S fázi je replikace zastavena (na rozdı́l od replikace 2μm plazmidu, který se replikuje v S fázi, a na rozdı́l od mtDNA, která se replikuje neustále).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

metodu ke studiu funkce RDRP, zejména ke studiu role RDRP konsensus sekvence (Icho a Wickner, 1989) a ssRNA vazebné aktivity polymerázy (Fujimura a Wickner, 1988b).

Každý virion ScV-L-A obsahuje pouze 1 molekulu L-A dsRNA. V přı́padě balenı́ kratšı́ch dsRNA (např. satelitnı́ch nebo defektnı́ch interferujı́cı́ch dsRNA) existujı́ např. viriony obsahujı́cı́ 1-2 molekuly M1 dsRNA (násobky 1,8 kbp) nebo 1–8 molekul X dsRNA (násobky 530 bp). Pouze viriony naplněné do výše své kapacity jsou schopny in vitro produkovat do prostředı́ (+) ssRNA transkripty. Viriony nikdy neobsahujı́ kombinace různých dsRNA, ačkoli by jejich celková velikost jistě naplnila kapacitu partikulı́. Na základě těchto poznatků Esteban a Wickner (1986, 1988) navrhli hypotézu, že se do virové partikule dostává pouze 1 molekula (+) ssRNA, podle nı́ž je syntetizována (−) ssRNA a tak vznikne dsRNA. Následně polymeráza začne fungovat jako transkriptáza a podle (−) vlákna dsRNA vytvořı́ novou (+) ssRNA, která sloužı́ jako templát pro druhou (−) ssRNA (vzniká dalšı́ molekula dsRNA). . . Tento proces probı́há tak dlouho, dokud nenı́ virion plný. Teprve poté je (+) ssRNA uvolňována do cytoplazmy a je ribozómem rozeznána jako mRNA, přı́padně interaguje s nově syntetizovanými virovými proteiny v cytoplazmě a je včleněna do nově vznikajı́cı́ kapsidy. Tento model autoři nazvali “headful replication”^9 . Uniformita dsRNA obsažených v partikulı́ch byla později experimentálně potvrzena (Fujimura et al., 1990). Analýza “killer” kmenů Ustilago maydis, kde je také popsán systém několika virových dsRNA, rovněž dokládá jednotnost dsRNA segmentů uvnitř každého virionu (Bozarth et al., 1981) (viz Kapitola 2.1.1.1.3).

M1 dsRNA^{10} je mnohem vı́ce citlivá ke změnám posunu čtecı́ fáze (Dinman a Wickner, 1992 a 1994) a nedostatku 60S ribozomálnı́ch podjednotek (Ball et al., 1984; Newman et al., 1981), než L-A dsRNA. Zdá se, že limitujı́cı́ virové proteiny jsou preferenčně využı́vány samotným L-A virem, protože translačnı́ produkty L-A viru jsou v těsné blı́zkosti L-A (+) ssRNA ze které vznikly a mohou se na nı́ ihned navázat. Hovořı́ se o cis balenı́ L-A viru (angl. cis-assembly) (Valle a Wickner, 1993; Esteban a Wickner, 1988; Dinman a Wickner, 1994). Protože se nepodařilo prokázat preferenčnı́ požadavek, aby Gag i Gag-Pol molekuly vznikly ze stejné mRNA, Ribas a Wickner (1998) popı́rajı́ dřı́ve navrhovanou teorii. Modifikovaný Gag-Pol protein exprimovaný ze stejné mRNA jako funkčnı́ Gag se inkorporoval do partikulı́ méně než funkčnı́ Gag-Pol exprimovaný v trans. V obráceně koncipovaném experimentu se funkčnı́ Gag-Pol (exprimovaný ze stejné mRNA jako Gag) inkorporoval do partikulı́ stejně často jako modifikovaný Gag-Pol protein v trans (Ribas a Wickner, 1998).

Ribas a Wickner (1998) se pokusili najı́t oblast Gag-Pol proteinu, která by mohla být nějakým specifickým způsobem rozpoznávána molekulami Gag proteinu a dı́ky které by docházelo k inkorporaci fúznı́ho proteinu do formujı́cı́ch se kapsid (která by odlišovala Gag-Pol od ostatnı́ch Gag proteinů tak, aby mohl být udržován poměr Gag-Pol/Gag proteinů v kapsidě). Nenalezli žádnou oblast, jejı́ž delece by způsobila vyššı́ inkorporaci Gag-Pol proteinu do partikulı́. Uvažujı́ proto o možnosti, že by jakákoli sekvence připojená na C–konec Gag proteinu obecně omezovala možnost inkorporace, nebo že Gag-Pol nejdřı́ve dimerizuje a teprve potom jako dimer iniciuje vznik

9Wickner (1996) uvádı́, že “headful replication” model je záměrně odlišně pojmenován od známého “headful packaging” mechanismu známého u některých DNA bakteriofágů, protože kapacita partikulı́ je vymezena strukturou obalového proteinu a ne velikostı́ genomu.

10Patrně také M2 a M28 dsRNA, všechny S dsRNA a X dsRNA přı́tomné v některých kmenech S. cerevisiae, budou stejně citlivé vůči změnám posunu čtecı́ fáze, jako M1 dsRNA.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 2: Schéma replikačnı́ho cyklu L-A viru a jeho satelitnı́ch dsRNA. Funkce MAK a SKI genů je diskutována v kapitole 2.1.1.1.1.4, geny KEX1,2 jsou diskutovány v kapitole 2.1.1.1.1.8.1. Obrázek z původnı́ práce Wickner (1996) je převzat z práce Pospı́šek (1998a).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

partikule (čı́mž by byl zajistěn požadovaný poměr obou druhů proteinů)^{11}. Otázka, zda jsou dvě molekuly Gag-Pol proteinu obsažené v kapsidě opravdu dimerizovány (Castón et al., 1997), zatı́m nebyla zodpovězena.

Jako možný způsob jak zbavit kvasinky virové infekce, se jevı́ látky specificky blokujı́cı́ posun čtecı́ fáze ribozómů (Dinman 1995; Dinman a Wickner, 1992, 1994, 1995; Dinman et al., 1991). Studie translace mRNA obsahujı́cı́ch zároveň Gag i Gag-Pol protein ukázaly, že je tolerováno nejvýše 2– násobné zvýšenı́ poměru Gag-Pol/Gag (Dinman a Wickner, 1992; Dinman et al., 1997). Překvapivě, až 4–násobné zvýšenı́ poměru Gag-Pol/Gag při expresi obou proteinů z různých plazmidů nevedlo ke změně poměru Gag-Pol/Gag v izolovaných virových částicı́ch, t.j. stále byly obsaženy 2 molekuly Gag-Pol v každé částici (Ribas a Wickner, 1998).

Transkriptáza L-A viru zahajuje transkripci připojenı́m bázı́ na 3’–OH skupinu pppGp nebo ppGp. Izolované (+) ssRNA obsahujı́ sice ppGp, ale nenı́ jasné jestli se nemůže jednat o molekuly zbavené terminálnı́ho γ–fosfátu cytoplazmatickou fosfotransferázou. Tuto otázku by mohla zodpovědět analýza 5’–konce (−) řetězce (Leibowitz a Georgopoulus, 1985). Fujimura a Wickner (1989) zlepšili in vitro systém pro studium syntézy (+) RNA řetězce (transkripci). Ačkoli se předpokládá existence signálu pro RDRP ve 3’ oblasti (−) ssRNA, která má navı́c určitou podobnost s některými dsRNA viry, přesný signál rozeznávaný RDRP nenı́ znám (Ghabrial, 1994).

2.1.1.1.1.3 Sekundárnı́ struktury RNA totivirů

Na molekule X (+) ssRNA (viz kapitola 2.1.1.1.1.7) byla nalezena 24 bázı́ dlouhá sekvence zodpovědná za vazbu k virionu, označovaná jako VBS (angl. virus binding site) (viz Obrázek 3) (Esteban et al., 1988; Esteban et al., 1989; Fujimura et al., 1990; Fujimura a Wickner, 1992). (+) X ssRNA pravděpodobně v tomto mı́stě tvořı́ vlásenku s nespárovanou A bázı́ vyčnı́vajı́cı́ ze stonku, přičemž přı́tomnost stonku je nezbytná pro správnou funkci VBS, ačkoli nenı́ nutná přesná primárnı́ sekvence. Pozdějšı́ analýza M1 dsRNA a in vitro trankriptů prokázala podobnou strukturu v oblasti bázı́ 1377-1406^{(+)} ssRNA. cDNA fragmenty obsahujı́cı́ VBS byly exprimovány v ScV-L-A^{(+)} kmeni Saccharomyces cerevisiae. Heterolognı́ transkripty byly pouze po jedné kopii baleny do partikulı́. Byla prokázána funkce VBS vlásenky jako enkapsidačnı́ho signálu in vivo a podpořen dřı́ve postulovaný mechanizmus replikace dsRNA uvnitř virionů, tzv. “headful model” (Fujimura et al., 1990). Podobná struktura s vyčnı́vajı́cı́m A na stonku byla popsána také u některých colifágů, kde má zřejmě vliv na iniciaci skládánı́ fágových částic (Beckett et al., 1988).

Na molekule S14 dsRNA se podařilo Huanovi et al. (1991) prokázat 132 bp dlouhou oblast, zodpovědnou za virovou interferenci. V této oblasti jsou dvě VBS vlásenky (jedna odpovı́dá M1 VBS vlásence, druhá je mı́rně odlišná, srovnej viz Obrázek 3). S14 dsRNA obsahujı́cı́ pouze VBS vlásenku typu M1 neměla vlastnosti interferujı́cı́ dsRNA. Následně Shen a Bruenn (1993) ukázali, že i samotná M1 dsRNA obsahuje dalšı́ vlásenku podobnou VBS, ale která má vyššı́ disociačnı́ konstantu než VBS vlásenka. Přı́tomnost 2 VBS vlásenek zesı́lila vazbu RNA na virion (Shen a Bruenn, 1993). M28 (+) ssRNA má na svém 3’ konci podobné konsensus sekvence a potenciálnı́ sekundárnı́ struktury jako M1 a L-A (+) ssRNA (viz Obrázek 3) (Schmitt a Tipper, 1995). Kompetice různých variant

11Fujimura a Wickner (1988b) již dřı́ve ukázali, že Gag-Pol iniciuje kompletaci virionů in vivo. Ačkoli Gag-Pol nenı́ nutný ke tvorbě partikulı́ (Fujimura et al., 1992), mohl by tento Gag-Pol dimer urychlovat celý proces.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 3: Srovnánı́ sekundárnı́ch struktur 3’ konců (+) L-A A, M1 B a M28 C ssRNA. Čı́sla odpovı́dajı́ vzdálenosti bázı́ od 3’ konců. Šipkami (▶) je vyznačena VBS vlásenka prokázaná u L-A (+) ssRNA. Přı́mé repetice IRE a potenciálnı́ oblasti IRE jsou vyznačeny v sekvenci nukleotidů tučným pı́smem. Obrázek z původnı́ práce Schmitt a Tipper (1995) převzat z publikace Pospı́šek (1998b).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

VBS vlásenek o Gag-Pol protein je pravděpodobně molekulárnı́ mechanizmus zodpovědný za eliminaci M2 dsRNA z buňky po vnesenı́ M1 dsRNA do buňky (Naumova a Naumov, 1973a; Wickner, 1983a). Vyššı́ počet VBS vlásenek umožňuje pravděpodobně M dsRNA navázat se alespoň někdy na Gag-Pol protein dřı́ve než L-A dsRNA (Shen a Bruenn, 1993).

Přibližně 400 bázı́ od 3’ konce (+) X dsRNA se nacházı́ druhá oblast významná pro replikaci. IRE sekvence (angl. internal replication enhancer) je tvořena dvěma přı́mými repeticemi a částečně se překrývá s VBS vlásenkou. Delečnı́ mutace mezi IRE sekvencı́ a 3’ koncovou oblastı́ dlouhé až 300 bp neměly vliv na templátovou aktivitu IRE (Esteban et al., 1989; Fujimura a Wickner, 1992).

Sekundárnı́ struktury na 5’ a 3’ koncı́ch dsRNA

1. L-A a X dsRNA

Mezi 5-19 bázı́ od 3’ konce (+) X (viz Obrázky 4 a 5) (přı́p. L-A) ssRNA je vlásenková struktura nutná pro replikaci virové RNA (pro tvorbu (−) ssRNA). Přı́tomnost této vlásenky potvrdili ve své práci mapovánı́m S1 nukleázou Thiele et al. (1984a).

Thiele et al. (1984a) prokázali štěpenı́m S1 nukleázou přı́tomnost sekundárnı́ch struktur na 3’ konci (+) řetězce L-A (viz Obrázky 4 a 5), kdy docházı́ ke štěpenı́ mezi bázemi 1–6, 11–14, 20–28, 40–44 (od 3’ konce). Naopak, na 3’ konci (−) řetězce docházelo k silnému štěpenı́ S1 nukleázou a proto se autoři domnı́vajı́, že v odpovı́dajı́cı́ 5’ oblasti (+) řetězce nejsou dvouřetězcové úseky. Pro vyhodnocenı́ výsledků štěpenı́ S1 nukleázou použili předpokládanou sekvenci 3’ konce (−) řetězce, kterou dedukovali z výsledků přı́mého sekvenovánı́ 5’ konce (+) vlákna. Podobná vlásenka byla nalezena v oblasti 1-33 bázı́ od 3’ konce M1 (+) ssRNA. Zajı́mavé je, že určitou shodu má poslednı́ch 4-5 bázı́ obou dsRNA (Esteban et al., 1989). Tyto výsledky jsou shrnuty v práci Leibowitz et al. (1988).

2. M1 dsRNA

Na 5’ koncı́ch (+) ssRNA transkriptů M1 (Thiele et al., 1982; Thiele a Leibowitz, 1982; Leibowitz et al., 1983; Hannig et al., 1984) a M2 (Hannig a Leibowitz, 1985) byla nalezena vlásenková struktura zahrnujı́cı́ samotný iniciačnı́ AUG kodón, která by se mohla párovat s určitými krátkými úseky rRNA (5,8S a 18S) (Hannig a Leibowitz, 1985; Leibowitz et al., 1983) (viz Obrázek 6).

• Thiele et al., (1982) rozdělili podle mobility v nativnı́m polyakrylamidovém gelu populaci virových M1 dsRNA na 4 různé konformery označené M_A–M_D, které měly z obou konců alespoň 33 bázı́ shodných (sekvenovali enzymaticky 3’ konce (+) i (−) řetězce). Jako možný důvod vzniku různých populacı́ uvádějı́ “bublinu” spatřenou u 50-70 % molekul M1 dsRNA v elektronovém mikroskopu (Fried a Fink, 1978). Tepelnými denaturačnı́mi podmı́nkami (75^oC) denaturovali na všech molekulách do stejné mı́ry tuto AU bohatou oblast, ve které došlo dı́ky kyselému prostředı́ (pH 4,5) ke štěpenı́ na 2 dsRNA fragmenty M_{[A−D]}-1 o velikosti 1 kbp a M_{[A−D]}-2 600 bp. Ve stejné oblasti štěpı́ S1 nukleáza (Welsh a Leibowitz, 1982), protože generuje stejně veliké dsRNA fragmenty. Protože byly v experimentu radioaktivně značeny 3’ konce původnı́ M1 dsRNA (připojili 5’–[^{32}P]–pCp pomocı́ T4 RNA ligázy na

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 4: Sekundárnı́ struktura 3’ konce genomové (+) L-A ssRNA značené na 3’ konci 32P. Mapovánı́ S1 nukleázou prokázalo přı́tomnost dvou vlásenek, mı́sta štěpenı́ jsou označena šipkami (▶) (Thiele et al., 1984a). Obrázek 5: Mapovánı́ 5’ konce genomové (+)

L-A ssRNA značené na 5’ konci^{32}P pomocı́ S1 a T1 nukleáz. F označuje formamidový hmotnostnı́ standard.

T označuje dráhu se vzorkem štěpeným T1 nukleázou,
S označuje dráhu se vzorkem štěpeným S1 nukleázou.

Polyakrylamidový gel A obsahoval 20 % PAA, resp. gel B obsahoval 12 % PAA (oba obsahovaly 8M močovinu).

Čı́sla označujı́ velikost fragmentů, resp. pozici štěpenı́ (Thiele et al., 1984a).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

3’ konec M1 dsRNA), fragment M_D-2 odpovı́dal 3’ konci (+) řetězce a M_D-1 odpovı́dal 3’ konci (−) řetězce. Určili 3’ sekvenci 175 bázı́ fragmentu M_D-1 (t.j. 175 bázı́ od 5’ konce (+) vlákna) a 231 bázı́ od 3’ konce M_D-2 (t.j. 231 bázı́ od 3’ konce (+) vlákna)^{12}. Navrhli sekundárnı́ strukturu 5’ konce M_D konformeru (viz Obrázek 6). Primárnı́ sekvenci dedukovali z M_D-1. Určili sekundárnı́ strukturu 3’ konce sekvenovaného M_D-1 konformeru (zı́skali téměř stejnou strukturu jako v přı́padě 3’ konce (−) vlákna, viz Obrázek 7). Konstatovali, že sekvence 3’ konce M_D -1 AUUUUUA_{OH} je podobná vysoce konzervované sekvenci na jednom ze dvou 3’ konců L, M a S dsRNA (Bruenn a Brennan, 1980; Brennan et al., 1981). Nijak nevyužili sekvenačnı́ data z fragmentu M_D-2, tedy ze 3’ konce (+) vlákna. K vlásence na 5’ konci (+) vlákna (M_D) nalezli krátkou sekvenčnı́ podobnost s 18S rRNA.

• Thiele a Leibowitz (1982) se pokusili ověřit strukturu předpovı́dané (Thiele et al., 1982) vlásenky na 3’ konci (+) a (−) řetězců M1 dsRNA. Výsledky mapovánı́ 3’ konce (−) vlákna byly nezávislé na koncentraci Na^+ kationtů v prostředı́ (0–400 mM) a potvrdili sekundárnı́ strukturu na 3’ konci (−) M1 ssRNA (viz Obrázek 7 z práce Thiele et al., (1982)) v rozsahu 17–48 s tı́m, že se občas párujı́ navzájem báze 1–10 a 56–64 (skutečné mapovánı́ 5’ konce provedli později až Hannig et al., 1984). Thiele a Leibowitz (1982) na 3’ konci (+) řetězce nenašli jednořetězcové oblasti štěpitelné S1 nukleázou, nejmenšı́ fragmenty se značenými 3’ konci obsahovaly 81–86 bp od 3’ konce (+) řetězce M1 dsRNA. Dokladujı́ tı́mto, že ve 3’ koncových 81 bázı́ch nejsou jednořetězcové úseky nebo nejsou přı́stupné S1 nukleáze. Vyvinuli metodu na separaci dsRNA na dvě ssRNA molekuly v denaturačnı́ch podmı́nkách (30 % dimetylsulfoxidu, dále jen DMSO) v polyakrylamidovém gelu, která byla potom ještě využita při přı́pravách templátu pro reverznı́ transkripci jinými autory. Tento postup použili s mı́rnou změnou koncentrace DMSO i pro separaci řetězců L-A dsRNA (Thiele a Leibowitz, 1982).

• Hannig et al. (1984) charakterizovali strukturu 5’ konce (+) vlákna M1 dsRNA, která se lišı́ od vlásenky 3’ konce (−) vlákna v rozvolněnı́ úseků, kde nemohou vniknout G-U páry (tak jako na (−) vlákně). V těchto mı́stech jsou na (+) vlákně nespárované C a A báze, které se nemohou párovat (Thiele et al., 1982). Jinými slovy, struktura na 3’ konci (−) vlákna je dı́ky odlišnému poměru GC/AU bázı́ schopna v některých jednořetězcových oblastech potenciálně tvořit navı́c alespoň G-U páry. V těchto G-U bohatých oblastech nicméně stejně docházı́ k občasnému rozvolněnı́ na jednořetězcové úseky (Thiele et al., 1982). V práci Hannig et al. (1984) je vidět výrazně se snižujı́cı́ schopnost S1 nukleázy štěpit v AU bohatém dvouřetězcovém úseku (viz Obrázek 8) (počátek vlásenky a zároveň 5’ konec (+) řetězce odpovı́dá sekvenčně bázı́m 1–12 a 56–64), ve kterém S1 nukleáza výrazně štěpı́ v rozsahu bázı́ 1–3, ale v rozsahu 10–12 páru (který je těsně před vlásenkou uvozenou GC párem) již téměř neštěpı́ (Hannig et al., 1984).

Hannig et al. (1984) studovali vazbu L-A, L-BC, M1, S dsRNA a jejich samotných

12M_D-1: skutečný 3’ konec (−) vlákna odpovı́dajı́cı́ M1 (−) ssRNA GenBank J01337=M10998, báze 1–237 odpovı́dajı́ bázı́m 1–240 (−) vlákna J01337, 6 nespárovaných bázı́; M_D-2 (skutečný 3’ konec (+) vlákna M1 ssRNA Genbank J01338=M10999): báze 291–1 přesně odpovı́dajı́ bázı́m 1511–1801 (+) vlákna J01338.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 6: Sekundárnı́ struktura 5’ konce (+) M1 dsRNA má energii ΔG(25^oC)=−13 kcal/mol a zahrnuje báze 1–64. Iniciačnı́ AUG kodón čtecı́ho rámce kódujı́cı́ho K1 toxin je podtržen. Tečkami jsou vyznačena mı́sta potenciálnı́ interakce se 3’ koncem 18S rRNA (Thiele et al., 1982). Zobrazená sekvence GenBank 12522 přesně odpovı́dá bázı́m 1–67 později kompletně určeného genomu ScV-M1 (GenBank SCU78817). Struktura je identická se strukturou na Obrázku 9.

Obrázek 7: Sekundárnı́ struktura 3’ konce (−) M1 dsRNA má energii ΔG(25^oC)=−16, 2 kcal/mol (Thiele et al., 1982). Zobrazená sekvence Genbank 12538 přesně odpovı́dá poslednı́m 68 bázı́m (−) vlákna později kompletně určeného genomu ScV-M1 (GenBank SCU78817). Terminálnı́ A0 je připojen virovou RDRP nezávisle na templátu. Černé šipky (▶) označujı́ mı́sta štěpenı́ S1 nukleázou, bı́lé šipky (▷) označujı́ mı́sta štěpenı́ T1 nukleázou.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 8: Mapovánı́ 5’ konce genomové (+) M1 ssRNA značené^{32}P pomocı́ S1 a T1 nukleáz. C označuje kontrolnı́ dráhu, F označuje formamidový hmotnostnı́ standard. Polyakrylamidový gel (A) obsahoval 20 % PAA, resp. gel (B) obsahoval 12 % PAA (oba obsahovaly 8M močovinu). Čı́sla označujı́ velikost fragmentů, resp. pozici štěpenı́ (Hannig et al., 1984).

Obrázek 9: Sekundárnı́ struktura 5’ konce (+) M1 dsRNA má energii ΔG(25^oC) =−13 kcal/mol a zahrnuje báze 1–64. Mapovánı́ S1 nukleázou ukázalo, že A-U páry na samém 5’ konci RNA se občas rozvolňujı́ a RNA je tak přechodně náchylná ke štěpenı́ S1 nukleázou (označeno šipkami ▶) a T1 nukleázou (bı́lé šipky ▷). Podtrženı́m jsou zvýrazněny báze, jejichž přı́tomnost byla ověřena přı́mým sekvenovánı́m genomové (+) ssRNA. Hvězdičkou ∗ jsou označeny báze iniciačnı́ho kodónu (Hannig et al., 1984). Stejná struktura je zobrazena na Obrázku 6. GenBank M12522.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

(+) a (−) řetězců na oligo(dT) celulózu a poly(U) Sepharosu. Z výsledků vyplývá, že na oligo(dT) celulózu se z 85-87 % vázala jen (+) forma L-A a M1 RNA (včetně transkriptů L-A a M1), obsahujı́cı́ uvnitř sekvence asi 200 bázı́ dlouhý úsek adenosinů (nevázaly se tedy ani (−) řetězce ani dsRNA forma). Jako citlivějšı́ test na kratšı́ úseky oligo(A) se ukázala poly(U)-Sepharosa, ze které eluovali navázané (+) řetězce při 45^oC. Dále provedli mapovánı́ S1 nukleázou předpovı́dané vlásenky na 5’ konci (+) M1 ssRNA (viz Obrázek 9). Kvůli přı́padným kontaminacı́m (−) řetězcem použili transkript a ne separovaný (+) řetězec M1 dsRNA. Při radioaktivnı́m značenı́ 3’ konců dsRNA T4 RNA ligázou a [^{32}P]pCp docházelo k rovnoměrnému značenı́ (+) i (−) řetěze, ale při značenı́ 5’ konců dsRNA T4 polynukleotid kinázou a [γ–^{32}P]ATP byl 10x vı́ce značen (+) řetězec, pravděpodobně dı́ky odlišné konformaci řetězců.

3. M2 dsRNA

Hannig a Leibowitz (1985) prokázali poly(A) oblast v M2 dsRNA, která je štěpena tepelně i S1 nukleázou na dva fragmenty M_2-1 (1,05 kbp) a M_2-2 (370 bp). M_2-1 fragment obsahoval 3’ konec (−) vlákna a M_2-2 fragment obsahoval 3’ konec (+) vlákna. Přı́mou sekvenacı́ určili sekvenci 209 bázı́ 3’ konce (−) řetězce a 209 bázı́ od 3’ konce (+) řetězce. Předpověděli a enzymatickým štěpenı́m ověřili sekundárnı́ strukturu 5’ konce (+) vlákna pomocı́ S1 a T1 nukleáz (viz Obrázek 10) podobně jako v práci Hannig et al. (1984) zmiňujı́ tzv. dýchánı́ A-U párů bázı́ na samém počátku (+) vlákna, na kterém se někdy rozpadajı́ A-U páry a vznikajı́ tak jednořetězcové úseky přı́stupné S1 nukleáze. Sekvence je umı́stěna v databázi Genbank pod čı́slem X03535.

2.1.1.1.1.4 Hostitelské geny ve vztahu k biologii dsRNA virů

Mnoho RNA virů se snažı́ ovlivnit translačnı́ aparát hostitele ve svůj prospěch. Napřı́klad vypnout syntézu hostitelských proteinů (poliovirus, chřipkový virus, virus vezikulárnı́ stomatitidy, Sindbis virus, coronaviry aj.)^{13} a ignorovat DNA replikačnı́ aparát buňky, transkripci jaderných genů a buněčný cyklus.

ScV-L-A nevypı́ná syntézu hostitelských proteinů, ale protože nemá 5’ čepičku na RNA ani 3’ poly(A) konec, musı́ se nějakým jiným způsobem vyrovnávat s translačnı́m aparátem hostitele, který preferuje “čepičkované” mRNA majı́cı́ poly(A) sekvenci.

Ukázalo se, že buněčné geny regulujı́cı́ translaci závislou na čepičce a poly(A) konci, regulujı́ expresi a propagaci L-A dsRNA a ostatnı́ch dsRNA. Pro udrženı́ L-A dsRNA v buňce jsou esenciálnı́ zdánlivě jen geny MAK3, MAK10, PET18 (Sommer a Wickner, 1982a; Wickner a Toh-e, 1982; Toh-e a Sahashi, 1985). Pro replikaci X dsRNA jsou potřeba stejné MAK geny jako pro M dsRNA (X dsRNA nedostačujı́ stejné 3 geny jako L-A dsRNA, ačkoli z nı́ vznikla delecı́, viz odstavec 2.1.1.1.1.1) (Esteban a Wickner, 1988; Icho a Wickner, 1988; Uemura a Wickner, 1988).

13Chřipkový virus replikujı́cı́ se v jádře odštěpuje z buněčných mRNA čepičky (Plotch et al., 1981) a virová polymeráza je použı́vá jako primer pro virové mRNA (Bouloy et al., 1978). 3’ poly(A) sekvence je připojena virovou polymerázou podle internı́ oligo(U) sekvence obsažené ve virové RNA (Kingsbury, 1990). Bunyaviry rovněž odštěpujı́ čepičky z buněčných mRNA (Bishop et al., 1983; Patterson et al., 1984). Reoviry a rotaviry majı́ vlastnı́ čepičkujı́cı́ enzym (Cleveland et al., 1986; Furuichi et al., 1976), ale nemajı́ 3’ poly(A) sekvenci. Sindbis virus má čepičku syntetizovanou virovým proteinem nsP1 (Scheidel et al., 1989) a kóduje poly(A) sekvenci. Pikornaviry majı́ 3’ poly(A) sekvenci a nemajı́ čepičku, ale zato majı́ IRES struktury umožňujı́cı́ zahájenı́ translace nezávisle na čepičce z mı́st na mRNA daleko od 5’ konce (Jang et al., 1988; Pelletier a Sonenberg, 1988). Také coronaviry využı́vajı́ IRES struktury při translaci svých mRNA (Liu a Inglis, 1992).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 10: Sekundárnı́ struktura 5’ konce genomové (+) M2 ssRNA (GenBank X03535). Mapovánı́ S1 a T1 nukleázou prokázalo přı́- tomnost sekundárnı́ struktury. Mı́sta štěpenı́ S1 nukleázou jsou vyznačena černými trojúhelnı́ky (▶), mı́sta štěpenı́ T1 nukleázou jsou vyznačena bı́lými trojúhelnı́ky (▷) (Hannig a Leibowitz, 1985). 26

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Existuje přes 30 MAK genů (angl. maintenance of killer) (Ohtake a Wickner, 1995a), které jsou nutné pro udrženı́ X, M a S dsRNA v buňce a jsou bud’ důležité nebo nutné pro růst buňky. Většina mak mutacı́ vede ke snı́ženı́ počtu volných 60S podjednotek v cytoplazmě a tı́m docházı́ ke snı́ženı́ transkripce virových RNA a vyléčenı́ buňky od např. M1 dsRNA (Ohtake a Wickner, 1995a). Konkrétně mak1, mak2, mak5-9, mak11-14, mak16-20, mak22-24 a mak27 mutanty vzkazujı́ snı́žené hladiny 60S podjednotek ve srovnánı́ s 40S podjednotkami (Carroll a Wickner, 1995; Ohtake a Wickner, 1995a). MAK geny regulujı́ účinnost tvorby hlavnı́ho kapsidového proteinu u ScV-L-A viru z ORF1 (Wickner et al., 1991), srovnej s variantami L-A dsRNA v kapitole 2.1.1.1.1.1. Kressler et al. (1999) nedávno publikovali přehledový článek na téma trans–aktivnı́ch faktorů majı́cı́ch roli v biogenezi ribozómů.

Závislost M1 dsRNA na některých MAK genech je zcela potlačena v buňkách exprimujı́cı́ch proteiny L-A viru z cDNA (Wickner et al., 1991). Tyto buňky nelze odléčit od M1 dsRNA ani cykloheximidem (Fink a Styles, 1972), který působı́ na ribozomálnı́ protein L29 (CYH2) (Woolford a Warner, 1991) a který je součástı́ 60S ribozomálnı́ch podjenotek (Wickner et al., 1991; Carrol a Wickner, 1995; Ohtake a Wickner, 1995a). Vliv mak mutacı́ je potlačen ski mutacemi pravděpodobně proto, že SKI geny majı́ vliv na koncentraci volných 60S ribozomálnı́ch podjednotek (Toh-e a Wickner, 1980; Masison et al., 1995; Wickner, 1996). Ohtake a Wickner (1995a) navrhujı́ hypotézu, že závislost M1 na L-A je dána zavislostı́ M1 na přı́sunu proteinů kódovaných L-A, který je ovlivňován právě MAK geny a že překlad L-A mRNA (neobsahujı́cı́ 3’ poly(A) sekvenci) je kriticky závislý na koncentraci volných 60S podjednotek ribozómu pravěpodobně proto, protože spojenı́ 60S a 40S podjednotek v oblasti AUG kodónu je umožněno 3’ poly(A) sekvencı́.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Gen Vyžadovaný dsRNA

Kódovaný protein nebo funkce Citace

MAK1 (=TOP1) M1, M28, L DNA topoizomeráza I, vyžadována [EXL] Thrash et al., 1984; Wickner a Toh-e, 1982, Schmitt a Tipper, 1992 MAK5 M1, S potenciálnı́ RNA helikáza zahrnutá v biosyntéze 60S riboz. podj.

Ohtake a Wickner, 1995; Ridley a Wickner, 1983; Kressler et al., 1999 MAK6 M1, S biosyntéza 60S riboz. podj. Ohtake a Wickner, 1995; Ridley a Wickner, 1983 MAK2, MAK5, MAK6, MAK9, MAK12, MAK13, MAK14, MAK17, MAK20, MAK22, MAK23, MAK24

M1 biosyntéza 60S riboz. podj. Ohtake a Wickner, 1995

MAK3 L-A, M1, S N–acetyltransferáza Tercero a Wickner, 1992; Tercero et al., 1992, 1993; Ridley a Wickner, 1983 MAK4, MAK15, MAK25 M1 neznámo Wickner, 1977b MAK7 (=RPL4A) M1 biosyntéza 60S riboz. podj., protein L4A Ohtake a Wickner, 1995b; Carrol a Wickner, 1995; Wickner et al., 1983 MAK8 (=TCM1) M1, M2 rezistence k trichoderminu, biosyntéza 60S riboz. podj., ribozomálnı́ protein L3

Wickner et al., 1982, Hannig a Leibowitz, 1985; Fried a Warner, 1981 MAK10 L-A, M1, S, M2, X pro M1 nutný zprostředkovaně, respirace, nemá homologii, nutný pro udrženı́ stability L-A patikulı́

Dihanich et al., 1989; Lee a Wickner, 1992; Wickner et al., 1991; Hannig a Leibowitz, 1985; Somers, 1973 MAK11 M1 membránově-asociovaný protein s β– transducinovými repeticemi, esenciálnı́ pro buňku

Wickner a Leibowitz, 1979; Icho a Wickner, 1988; Ohtake a Wickner, 1995 MAK16 M1, S, M2, M28, X jaderný protein, biosyntéza 60S riboz. podj., regulace buněčného cyklu

Ridley a Wickner, 1983; Wickner ,1988; Hannig a Leibowitz, 1985; Fujimura a Wickner, 1986; Esteban a Wickner, 1988; Wickner et al., 1987; Barton a Kaback, 1994; Milhon et al., 2000; Schmitt a Tipper, 1992 MAK18 (=RPL41B) M1, M28, X biosyntéza 60S riboz. podj., ribozomálnı́ protein L41B Carrol a Wickner, 1995; Esteban a Wickner, 1988; Schmitt a Tipper, 1985 MAK19 M1 biosyntéza 60S riboz. podj. Carrol a Wickner, 1995

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

MAK21 M1, X biosyntéza 60S riboz. podj. Wickner, 1977b; Esteban a Wickner, 1988; Kressler et a;., 1999 MAK26 M1, S, M28, X neznámo Wickner, 1977b; Ridley a Wickner, 1983; Esteban a Wickner, 1988; Schmitt a Tipper, 1992 MAK27 M1, S, M28, X biosyntéza 60S riboz. podj. Ohtake a Wickner, 1995; Ridley a Wickner, 1983; Esteban a Wickner, 1988; Schmitt a Tipper, 1992 MAK32 M1, L-A komplementuje pet18 mutaci a udržuje stabilitu partikulı́ L-A

Toh-e a Sahashi, 1985

MKT1, MKT2 M2 vyžadovány jen v přı́padě teploty 30^oC a pokud buňka obsahuje L-A dsRNA [NEX], při teplotě 20^oC nejsou nutné

Wickner, 1980; Wickner a Toh-e, 1982; Wickner, 1987; Hannig a Leibowitz, 1985; Ridley et al., 1984

PET18 (=ΔMAK31 + ΔMAK32) M1, S, M2, L-A mitochondrie ztrácı́ mtDNA, udržuje stabilitu partikulı́ ScV-L-A, nutný patrně jen při teplotě nad 30^oC

Leibowitz a Wickner, 1978; Wickner a Toh-e, 1982; Tohe a Sahashi, 1985; Fujimura a Wickner, 1986, 1987; Ridley a Wickner, 1983 SPE1 M1 ornitindekarboxyláza SPE2 M1, M2 S–adenosylmetionin dekarboxyláza, buňky z nedostatku sperminu přı́p. spermidinu neprocházı́ meiózou (nesporulujı́) a vykazujı́ pomalý růst

Cohn et al. (1978a,b); Hannig a Leibowitz, 1985; Tyagi et al., 1984

SPE10 M1, M2 neznámo Hannig a Leibowitz, 1985; Tyagi et al., 1984; Cohn et al., 1978b UPF1 (mof4-1) minimálně M1 udrženı́ správného čtecı́ho rámce, degradace nesmyslných mRNA GCD1, GCD10, GCD11, GCD13 M1 translačnı́ faktory CLO L-BC neznámo Wesolowski a Wickner, 1984 KRB1 M1 fragment chromoz. XII, obsahujı́cı́ druhou kopii RPL4B (MAK7) nutnou k propagaci M1, ačkoli k růstu buňky stačı́ 1 kopie RPL4A

Wickner et al., 1983; Ohtake a Wickner, 1995b

Tabulka 1: Chromozomálnı́ geny nutné k propagaci totivirů Saccharomyces cerevisiae a jejich satelitnı́ dsRNA. Geny jsou nutné k propagaci M dsRNA pravděpodobně kvůli udrženı́ hladiny ribozomálnı́ch 60S podjednotek, tedy nepřı́mo (viz MAK1, MAK11, MAK16). Propagace L-A dsRNA je závislá pouze na genech MAK3, MAK10, PET18, ostatnı́ mak mutace jen snižujı́ počet kopiı́ L-A. Tabulka převzata z práce Wickner (1996), upravena a doplněna podle pracı́: Wickner (1979, 1983b, 1986, 1991, 1992, 1995), Mitchell a Bevan (1983), Cohn et al. (1978a,b), Tyagi et al. (1984), Schmitt a Tipper (1992), Dinman (1995), Ridley a Wickner (1983), Somers (1973). K tabulce je nutno dodat, že např. geny KEX1 (Cooper a Bussey, 1989; Dmochowska et al., 1987; Wagner a Wolf, 1987), KEX2 (Julius et al., 1984) a dále SEC geny (Novick et al., 1980) jsou nutné pro expresi killer fenotypu.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

• Produktem MAK3 genu je N–acetyltransferáza (Tercero a Wickner, 1992; Tercero et al., 1992, 1993), která acetyluje N–konec hlavnı́ho kapsidového proteinu (Wickner et al., 1994) a rozeznává proteinovou sekvenci Met-Leu-Arg-Phe (MLRF). N–acetylace Gag-Pol proteinu nenı́ nutná pro kompletaci partikulı́, ale je nutná v přı́padě Gag proteinu, který jinak partikule netvořı́ (to koreluje se znalostmi o tvorbě partikulı́ HIV viru) (Park a Morrow, 1992; Smith et al., 1993). Acetylaci nelze funkčně nahradit myristylacı́ (v přı́padě viru Rousova sarkomu se virová jádra zkládajı́ i bez myristylace, ale nejsou správně lokalizována do membrány) a Gag-Pol se tak stává nefunkčnı́ (Ribas a Wickner, 1998). mak3 mutanty nemohou replikovat L-A ani M dsRNA dokonce ani v přı́padě, kdy je exprimován kapsidový a RDRP protein ScV-L-A z plazmidu. MAK3 je tedy mnohem přı́měji vyžadován M1 dsRNA než gen MAK10, který je vyžadován zprostředkovaně, viz nı́že. Dále, je asi MAK3 nutný k replikaci L-A dsRNA a ne k tvorbě proteinů Gag a Gag-Pol (Wickner et al., 1991). V MAK3 kmenech je hlavnı́ kapsidový protein v L-A a M virionech blokován (acetylován), zatı́mco v mak3 kmenech nenı́ blokován, neskládá se do virionů a je pravděpodobně degradován (Ghabrial, 1994). MAK3 gen nenı́ pro kvasinku životně důležitý, nicméně je nutný pro rychlý růst na nefermentovatelných zdrojı́ch uhlı́ku (Wickner et al., 1994). Specifická sekvence MLRF byla nalezena na N–konci jaderných genů kódujı́cı́ch mitochondriálnı́ proteiny. To naznačuje, že tyto proteiny mohou potřebovat acetylaci^{14} pro transport do mitochondriı́ (Sommer a Wickner, 1982a; Dihanich et al., 1989; Tercero et al., 1992). Proteiny modifikované Mak3p byly nalezeny v podjednotkách α–5 a α–6 proteazómu 20S kvasinky S. cerevisiae. β–4 podjednotka proteazómu 20S byla acetylována Nat3p, zatı́mco podjednotky α–1,2,3,4,7 a β–3 byly acetylovány Nat1p (Kimura et al., 2000).

• MAK10 podléhá glukózové represi (Oliver et al., 1977, Lee a Wickner, 1992) a mak10 mutanty nemohou replikovat L-Aani M dsRNA (Fujimura a Wickner, 1987). Úroveň exprese v glukózovém médiu je velmi slabá, zatı́mco v etanolovém nebo glycerolovém médiu je velmi vysoká. ρ^0 buňky rostou jen na glukózovém médiu a majı́ velmi nı́zkou hladinu exprese MAK10 (Wickner et al., 1994). ρ^0 mak10 buňky zbavené mtDNA překvapivě jsou schopny udržet L-A dsRNA (Wickner, 1977a; Lee a Wickner, 1992). MAK10 je důležitý pro optimálnı́ růst v prostředı́ obsahujı́cı́m nefermentovatelné zdroje uhlı́ku (nezávisle na jeho efektu na přı́tomnost L-A dsRNA) (Lee a Wickner, 1992).

M dsRNA sama o sobě nenı́ závislá přı́mo na MAK10, protože je replikována v mak10 mutantech, které z plazmidu obsahujı́cı́ho L-A-H exprimovaly kapsidový a RDRP protein. V těchto buňkách došlo ke ztrátě L-A viru (dı́ky mak10), ačkoli v cytoplazmě byl přı́tomen kapsidový protein i virová polymeráza. M1 dsRNA tedy potřebuje replikázu a kapsidový protein ke svému udrženı́ (a replikaci) a nevyžaduje replikujı́cı́ se L-A virus. Protože exprese kapsidového proteinu a RDRP umožňujě replikaci M1 ale ne L-A dsRNA (buňky bez L-A viru exprimujı́cı́ L-A proteiny z plazmidu stabilně tvořı́ “killer” toxin), ukazuje se i zde odlišnost v mechanizmu replikace L-A viru a jeho satelitnı́ch dsRNA, včetně jejich delečnı́ch derivátů (Wickner et al., 1991). Jinými slovy, M1 dsRNA virus vyžaduje zprostředkovaně Mak10^+ hostitele jen proto, protože MAK10 je nutný pro L-A virus.

14Potenciálnı́ role kotranslačnı́ch acetylacı́ ribozomálnı́ch proteinů způsobených MAK3 byla srovnána s dalšı́mi buněčnými N–koncovými acetyltransferázami — bylo zjištěno, že žádný z ribozomálnı́ch proteinů nebyl acetylován MAK3 ani neobsahoval žádnou jı́m rozpoznávanou sekvenci N-Met-Ile nebo N-Met-Leu nebo N-Met-Phe (30 ribozomálnı́ch proteinů z analyzovaných 68 proteinů bylo N–acetylováno v mutantech s deletovanými geny ard1Δ, nat3Δ, mak3Δ). Některé ribozomálnı́ proteiny (obsahujı́cı́ na N–konci N-Ser-Asp-Phe nebo N-Ser-Asp-Ala) byly acetylovány neznámými enzymy, které jsou různě závislé na Ard1p a Nat1p (Mullen et al., 1989; Sherman et al., 1993), ale i na faktorech acetylovaných Mak3p a Nat3p (Arnold et al., 1999). Jsou známy dalšı́ acetylázy: Kulkarni a Sherman (1994) charakterizovali Nat2p acetylázu, Lee et al. (1997) nalezli M–(N)α–acetylázu.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

• Milhon et al. (2000) nalezli u Schistosoma mansoni gen SmMAK16, pravděpodobný homolog genu MAK16 S. cerevisiae. Protein obsahuje několik proteinových motivů, včetně signálu pro jadernou lokalizaci a pro fosforylaci. Experimentálně bylo zjištěno, že je lokalizován v jadérku a podařilo se ho fosforylovat lidskou proteinkinázou CK2. Tento experiment potvrzuje klı́čovou roli MAK16 v biogenezi 60S podjednotek. SmMAK16 i MAK16 jsou sekvenčne podobné hypotetickému proteinu CeMAK16 Caenorhabditis elegans.

• PET18 kóduje neznámý protein, nutný pro udrženı́ L-A dsRNA při teplotách nad 30^oC, ve skutečnosti se jedná i o mutace mak31 a mak32 (protože pet18 je ve skutečnosti delece obou genů) (Toh-e a Sahashi, 1985; Kawakami et al., 1992). Fujimura a Wickner (1986, 1987) ukázali, že v mak10^{ts} pet18^{ts} mutantech L-A dsRNA partikule (t.j. plné partikule) nebyly stabilnı́, ačkoli partikule obsahujı́cı́ L-A ssRNA zdánlivě byly (viz Kapitola 2.1.5.1.1).

Je velmi málo informacı́ o závislosti T a W dsRNA na hostitelských MAK genech. Icho a Wickner (1988) uvádějı́, že tyto dsRNA stejně jako L-A a L-BC nejsou závislé na MAK11. L-BC dsRNA nenı́ závislá ani na MAK1,4,7,10,11,17,24, PET18, MKT1,2 (Wickner, 1983a; Ball et al., 1984). X dsRNA je závislá minimálně na genech MAK16,18,21,26,27 (Esteban a Wickner, 1988) a proto v tomto smyslu X dsRNA vı́ce připomı́ná M1 dsRNA (a odlišuje se od L-A) (Wickner, 1996). Předpokládá se, že S dsRNA jsou závislé na stejných genech jako M1 dsRNA, ze kterých vznikly (MAK3,5,6,10,16,26,27 a PET18 (Somers, 1973; Ridley a Wickner, 1983)). M28 dsRNA je závislá na MAK1,16,18,26 a nenı́ závislá na MKT1 — svými nároky připomı́ná M1 dsRNA a lišı́ se od M2 dsRNA svým vztahem k [NEX] (Schmitt a Tipper, 1992).

2.1.1.1.1.5 Buněčný antivirový systém

Buněčný antivirový systém snižuje počet kopiı́ M1, M2, L-A a L-BC dsRNA. Mutace ve SKI (angl. superkiller) genech (Toh-e a Wickner, 1980) majı́ za následek zvýšené hladiny dsRNA a vysokou — “superkiller” aktivitu. ski mutace suprimujı́ většinu mak mutacı́ s výjimkou těch, které jsou nutné pro L-A dsRNA virus; t.j. MAK3 , MAK10, PET18. ski mutanty majı́cı́ L-A a M1 dsRNA rostou velmi pomalu v 8^oC a téměř nerostou při vyššı́ch teplotách v závislosti na dalšı́ch, ne-Mendelovsky dědených faktorech (viz závěr této kapitoly) (Toh-e et al., 1978; Ridley et al., 1984; Ball et al., 1984; Sommer a Wickner, 1987, Esteban a Wickner, 1987; Rhee et al., 1989).

Produkty genů SKI2,3,8 blokujı́ translaci mRNA bez poly(A), tedy také L-A, M a X (+) ssRNA (Ball et al., 1984; Ridley et al. 1984; Toh-e et al., 1978) a účastnı́ se normálnı́ degradace mRNA začı́najı́cı́ na 3’ poly(A) konci. Alespoň geny SKI2,8 také negativně ovlivňujı́ počet kopiı́ L-BC dsRNA (Ball et al., 1984) a ssRNA replikonu 20S RNA (Matsumoto et al., 1990). Je zřejmé, že alespoň některé SKI geny jsou vlastnı́m antivirovým buněčným systémem, ačkoli majı́ důležité buněčné funkce a jejich protivirový charakter je patrně druhotný.

SKI2,3,8 geny hypoteticky způsobujı́, že 60S ribozomálnı́ podjednotka vyžaduje na 3’ konci mRNA poly(A) sekvenci mnohem dřı́ve předtı́m, než se spojı́ s 40S podjednotkou a kompletnı́ ribozóm zahájı́ překlad (Wickner, 1996). K posunovánı́ 40S podjednotky spolu s asociovanými proteiny docházı́ od 5’ konce mRNA směrem k AUG kodónu, kde vyčkává přı́chod 60S podjednotky, která předtı́m interagovala s poly(A) na 3’ konci (Munroe a Jacobson, 1990). Byla vyslovena hypotéza, že geny SKI2,3,8 způsobujı́ interaktivitu 60S podjednotky s poly(A) koncem, pravděpodobně dı́ky ovlivněnı́ biogeneze ribozómu (Wickner, 1996). S tı́mto souhlası́ zjištěnı́, že Ski3p je jaderný protein (Rhee et al., 1989) a Ski2p obsahuje doménu bohatou na Gly a Arg, typickou pro jadérkové proteiny (Widner a Wickner, 1993). Také byly nalezeny dva blı́zké savčı́ homologické proteiny genu Ski2p (Dangel et al., 1995; Lee et al.,

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 11: Funkce SKI2, SKI3, SKI8 genů v translaci. A Normálnı́ buňky, B Mak^− buňky (nedostatek 60S ribozomálnı́ch podjednotek), C Ski^− buňky (60S ribozomálnı́ podjenotka se váže na 40S bez předchozı́ interakce s poly(A)), D Mak^− Ski^− buňky (nedostatek 60S podjenotek, ty přı́tomné nevyžadujı́ poly(A) pro interakci se 40S podjednotkou). Zdá se, že produkty genů SKI2,3,8 umožňujı́ 60S podjenotce ribozómu preferenčnı́ spojenı́ se 40S podjednotkou vyčkávajı́ v oblasti iniciačnı́ho AUG kodónu až po interakci s poly(A) sekvencı́ na mRNA. V některých Mak^− kmenech, kde je nedostatek 60S podjednotek, nenı́ pak virová mRNA schopna soutěžit s normálnı́mi buněčnými poly(A) mRNA. Vliv těchto mak mutacı́ je potlačen ve ski2,3,8 kmenech, aniž by se zvýšila koncentrace 60S podjednotek ribozómu. Obrázek z původnı́ práce Wickner (1996) je převzat z práce Pospı́šek (1998a).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

1995; Nomura et al., 1994). Jeden z nich nazývaný SKI2W (Dangel et al., 1995) resp. 170A (Lee et al., 1995) byl lokalizován do jadérka HeLa buněk.

• Mutace genu SKI1 způsobuje “superkiller” fenotyp a pomalý růst buněk (Toh-e et al., 1978). Stevens (1980) identifikoval Xrn1 exonukleázu zodpovědnou za degradaci RNA ve směru 5’→3’. Xrn1p protein nenı́ esenciálnı́, ačkoli se účastnı́ degradace mRNA a v xrn1 buňkách se hromadily mRNA bez čepičky nebo poly(A) (Hsu a Stevens, 1993). Xrn1p je využı́ván při degradaci mRNA, jejichž poly(A) konec je neustále zkracován (Muhlrad et al., 1994; Muhlrad et al., 1995), k degradaci rRNA a sestřihu snoRNA (Kressler et al., 1999). xrn1 mutanty majı́ různy fenotypický projev (Hsu a Stevens, 1993; Kim et al., 1990; Kipling et al., 1991; Larimer et al., 1992; Stevens, 1980; Tishkoff et al., 1991; Kressler et al., 1999). Johnson a Kolodner (1995) zjistili, že XRN1 a SKI1 jsou ve skutečnosti jeden a tentýž gen, což bylo později potvrzeno Masisonem a Wicknerem (Wickner, 1996). Dvojité mutanty defektnı́ v systému ski1/xrn1 a ski2,3,8 bud’ nejsou životaschopné (Johnson a Kolodner, 1995) nebo vykazujı́ velmi pomalý růst citlivý k teplotě (Jacobs Anderson a Parker, 1998; Benard et al., 1999), pravděpodobně kvůli zvýšené hladině částečně degradovaných buněčných mRNA, které mohou být stále překládány, nebo dı́ky hromaděnı́ špatně sestřižených snoRNA, 5,8S rRNA (Kressler et al., 1999).

• Ski2p protein je pravděpodobněRNA helikáza o velikosti 146 kDa, potřebná při degradaci mRNA (Widner a Wickner, 1993) a je podobná kvasinkové mitochondriálnı́ RNA helikáze Suv3p (Stepien et al., 1992). Suv3p je součástı́ mitochondriálnı́ho degradozómu, který také obsahuje 3’ exoribonukleázu Dss1p/Msu1p (Dziembowski et al., 1998) a je nutný pro degradaci intronů (Margossian et al., 1996). Podobně, degradozóm Escherichia coli obsahuje RNázu E, polynukleotid fosforylázu a DEAD-box obsahujı́cı́ RNA helikázu RhlB a je vyžadován pro 3’ degradaci mRNA. In vitro analýzy degradozómu Escherichia coli naznačujı́ že RhlB helikáza je nutná pro degradaci v mı́stech za sekundárnı́mi strukturami (Py et al, 1996; Coburn a Mackie, 1999; Carpousis et al., 1999).

Valle a Wickner (1993) vyléčili kmen obsahujı́cı́ L-A virus pomocı́ exprese téměř celé L-A cDNA. K eliminaci L-A dsRNA došlo v závislosti exprese rekombinantnı́ho Gag a Gag-Pol proteinu, pravděpodobně ne dı́ky nadbytečné expresi mRNA obsahujı́cı́ch cis signály viru L-A. ski2 mutace, která obecně reprimuje výskyt dsRNA replikonů v S. cerevisiae, téměř zablokovala tuto možnost eliminace L-A dsRNA. Navrhujı́, že eliminace proběhla dı́ky kompetici mezi exprimovanými a virovými proteiny o neznámé buněčné faktory. Výsledky dávajı́ do souvislosti s obdobnými experimenty u rostlinných virů (Abel et al., 1986; Braun a Hemenway, 1992; Golemboski et al., 1190; MacFarlane a Davies, 1992), kde rovněž exprese virových proteinů uděluje buňkám rezistenci vůči virové infekci (Valle a Wickner, 1993)

• Ski3p je 164 kDa velký protein, který obsahuje 10 kopiı́ tetratrikopeptidové repetice TPR (angl.

tetratricopeptid repeat, Sikorski et al., 1990) (Rhee et al., 1989). TPR proteiny jsou nacházeny v proteinových komplexech a často asociovány s proteiny obsahujı́cı́mi WD-repetice (angl. WDrepeat) (Goebl a Yanagida, 1991; van der Voorn a Ploegh, 1992; Neer et al., 1994; Smith et al., 1999). Ski3p také obsahuje motiv leucinového zipu (LX6LX6LX6L) mezi aminokyselinovými zbytky 1232-1253 (Brown et al., 2000), což naznačuje oligomerizaci proteinu Ski3p. Rhee et al. (1989) ukázal, že Ski3p je jaderný protein, ačkoli Brown et al. (2000) ho prokazujı́ v cytoplazmě. Matsumoto et al. (1993) uvádı́, že TPR motiv se nacházı́ v S. cerevisiae Cdc16p, Cdc23p, Cyc8p a v produktu NUC2 genu Schizosaccharomyces pombe.

• Ski6p/Rrp41p je 3’ exoribonukleáza a důležitou složkou exozómu (Mitchell et al., 1997), velkého komplexu 3’ exoribonukleáz, který se účastnı́ mnoha činnostı́ upravujı́cı́ch RNA při vývoji

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

ribozómu, ski6-2 mutace vede k akumulaci 38S ribozomálnı́ podjednotky obsahujı́cı́ na 5’ konci poškozenou 25S rRNA a neobsahujı́cı́ 5,8S rRNA, jinak mutant obsahuje normálnı́ množstvı́ 40S a 60S podjednotek. Dává se to do souvislosti se špatně složenou 60S podjednotkou nebo spı́še s částečně degradovanou 60S podjednotkou, dı́ky špatné 3’→5’ exoribonukleázové aktivitě Ski6p nutné k degradaci starých ribozómů (Mitchell et al., 1996, 1997; Zanchin a Goldfarb, 1999).

• Ski8p je 44 kDa velký protein obsahujı́cı́ 5 WD-40 repetic (Smith et al., 1999); The WD-repeat family of proteins at http://bmerc-www.bu.edu/wdrepeat, které se nacházı́ u savčı́ch beta-transducinů, t.j. beta podjednotek různých G proteinů, včetně kvasinkového Ste4p (Whiteway et al., 1989), MAK11 (Duronio et al., 1994; Matsumoto et al., 1993; Icho a Wickner, 1988), Cdc4p (Fong et al., 1986), Cdc20p (Sethi et al., 1991), Tup1p (Williams a Trumbly, 1990), Msi1p (Ruggieri et al., 1989) a Prp4p (Bjorn et al., 1989) kvasinek, produktů genu Enhancer of Split u Drosophila (Dalrymple et al., 1989; Hartley et al., 1987) a genu AAC3 u Dictyostelium (Matsumoto et al., 1993; Shaw et al., 1989). Vzhledem k podobnosti fenotypů ski3 a ski8 mutant a k rodinám proteinů, do kterých oba proteiny patřı́, byla navržena fyzická interakce obou proteinů (Matsumoto et al., 1993; Masison et al., 1995).

Role Ski proteinů v 3’ mRNA degradaci by byla podpořena zejména cytoplazmatickou lokalizacı́, role v biogenezi ribozómů by byla podpořena spı́še jadernou lokalizacı́ (Wickner, 1996). Brown et al. (2000) prokázali, že proteiny Ski2,3,8 spolu vytvářejı́ v cytoplazmě komplex v poměru 1:1:1. Tato interakce nenı́ ovlivněna ski4 ani ski6 mutacemi. Podpořili tak hypotézu, že alespoň proteiny Ski2,3,8 se účastnı́ cytoplazmatické 3’ degradace mRNA.

Wickner (1983b) uvádı́ klasifikaci MAK a SKI genů založenou na rozdı́lných schopnostech ski mutacı́ a [KIL-b] suprimovat mutace mak. Vycházel z faktu, že 1.: na rozdı́l od ski1 mutace ski2, ski3, ski4 zvyšujı́ množstvı́ M1 dsRNA v buňce; 2. pouze mak3, mak10 a pet18 zapřičiňujı́ ztrátu L-A dsRNA. [KIL-b] je ve skutečnosti L-A-E dsRNA, viz 2.1.1.1.1.1 (Uemura a Wickner, 1988).

S-I S-II S-III Skupina Recesivnı́ mutace ski1 ski2, ski3, ski4 [KIL-b] M-I mak16 - - - M-II mak3, mak10, pet18 + - - M-III mak12, mak18, mak21, mak26, mak27 + + - M-IV mak1, mak4, mak5, mak6, mak7, mak8, mak11,

spe2, spe10

+ + +

Tabulka 2: Vzájemné vztahy mezi [KIL-b] a některými mak a ski mutacemi. + znamená, že recesivnı́ mutace ve skupinách S genů (viz S v tabulce) suprimujı́ recesivnı́ mutace v M-skupinách genů (viz M v tabulce) a daný kmen je schopen udržet M1 dsRNA ve ski hostiteli, nebo udržet M1 dsRNA v přı́padě [KIL-b], - znamená, že tato suprese nebyla pozorována. Mutace do původnı́ tabulky z práce Wickner (1983b) byly zařazeny podle publikacı́ Icho a Wickner (1988), Toh-e a Wickner (1980), Cohn et al. (1978b), Esteban a Wickner (1988), Schmitt a Tipper (1992), Wickner (1990), Wickner et al. (1991).

Ball et al. (1984) studovali mechanizmus obcházenı́ mak mutacı́. Zjistili, že [KIL-b] schopnosti kmenů obcházet různé mak mutace nějakým způsobem korelujı́ s vyššı́m obsahem M1 dsRNA, kmeny vykazujı́ “superkiller” fenotyp a jako všechny M1 kmeny majı́ snı́žený počet kopiı́ L-A-HN (přičemž vyloučili možnost, že by obcházenı́ mak mutacı́ bylo ve skutečnosti jenom zpožděnı́m projevu mak mutace dı́ky vyššı́mu počtu M1 dsRNA kopiı́ na začátku pokusu) (Ball et al, 1984). Uemura a Wickner (1988) ukázali, že [KIL-b] je ve skutečnosti [B] varianta L-A dsRNA. Snı́žený počet kopiı́ koreluje

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

také se zjištěnı́m, že [HOK] je ve skutečnosti kapsidový protein L-A, který chránı́ samotnou dsRNA před účinkem SKI genů (Wickner et al., 1991) a proto docházı́ ke zvýšenı́ počtu kopiı́ M1 dsRNA na úkor L-A dsRNA. X dsRNA stejně jako M1 dsRNA snižuje počet kopiı́ L-A, zejména ve ski hostiteli. Snı́ženı́ množstvı́ L-A dsRNA je v obou přı́padech spojeno se zvýšenı́m množstvı́ X resp. M1 dsRNA (Esteban a Wickner, 1988). Jediným rozdı́lem je, že ski M1^+ buňky jsou citlivé na chlad a rostou pomalu (kultivace v 8–12^oC po dobu až 15 dnů) (Ball et al., 1984; Ridley et al., 1984), nebo v přı́padě ski M1^+ a cytoplazmatického faktoru [D]^{15} rostou pomalu i při normálnı́ch růstových teplotách. Buňky obsahujı́cı́ ski X^+ nevykazujı́ tento defekt (Esteban a Wickner, 1988).

Blanc et al. (1992) prokázali schopnost Gag proteinů Scv-L-A a ScV-L-BC odštěpovat in vitro čepičku. Gag protein L-A viru S. cerevisiae je schopen odštěpovat 7mGMP z čepičky a vázat ho na sebe přes His-154 tak, že význačná část Gag molekul je takto modifikována; reakce vyžaduje pouze Mg^{2+} kationty (Blanc et al., 1994). Toto bylo ověřeno později in vivo (Masison et al., 1995). Mutanty s Gag bez His-154 měly nedetekovatelnou expresi “killer” toxinu, ačkoli počet kopiı́ M1 dsRNA bych zachován, ale v přı́padě mutant xrn1/ski1 se hladina M1 mRNA a produkce toxinu obnovila (Masison et al., 1995). Wickner (1996) navrhuje, že Gag protein se snažı́ zbavit některé buněčné mRNA čepičky proto, aby nebyly degradovány jen virové “nečepičkované” RNA ale i nějaké buněčné mRNA bez čepičky. Za předpokladu 1000 kopiı́ viru a 120 molekul Gag na virovou částici soudı́, že může docházet k mı́stnı́mu navýšenı́ nečepičkovaných buněčných mRNA a tedy snı́ženı́ rizika degradace virových mRNA.

2.1.1.1.1.6 Vznik virových proteinů

Klasické posunové mutace obvykle znamenajı́ dı́ky inzerci nebo deleci bázı́ a následně produkci defektnı́ho proteinu, at’již s odlišným aminokyselinovým složenı́m nebo zkrácenı́m proteinu. Posun čtecı́ fáze ribozómu také nastává vlivem specifické primárnı́ a sekundárnı́ struktury mRNA, s tı́mto mechanismem se setkáváme i u totivirů.

RNA dependentnı́ RNA polymeráza viru ScV-L-A označovaná jako protein Gag-Pol vzniká fúzı́ proteinů Gag a Pol, jejichž čtecı́ rámce se u L-A viru překrývajı́ o 130 bázı́ (Fujimura a Wickner, 1988b). Mechanizmem tvorby fúznı́ho proteinu je −1 posun ribozomálnı́ čtecı́ fáze^{16} (Dinman et al., 1991; Icho a Wickner, 1989; Jacks et al., 1988). Se stejným mechanismem se setkáváme v přı́padě retrovirů (Jacks et al., 1988), ačkoli je znám i u jiných virů — jsou dostupné přehledové články (Dinman, 1995; Atkins et al., 1991; Farabaugh, 1993, 1996; Hatfield et al., 1992; Jacks, 1990). Nedávno byla publikována velmi dobře zmapovaná (enzymaticky a cı́lenou mutagenezı́) sekundárnı́ struktura pseudouzlové vlásenky viru Rousova sarkomu (Marczinke et al., 1998).

Vlastnı́ mı́sto skluzu (angl. slippery site) na molekule (+) ssRNA je tvořeno vlásenkovitou strukturou, jejı́ž nespárovaná jednořetězcová oblast se páruje s jednořetězcovou oblastı́ mimo vlásenku; hovořı́me o pseudouzlové struktuře. Vlastnı́ mı́sto sklouznutı́ je tvořeno heptanukleotidovou sekvencı́ X XXY YYZ, přičemž původnı́ čtecı́ rámec je vyznačen trojicemi bázı́. Všechny X báze musı́ být shodné,

15[D] cytoplazmatický element pravděpodobně nenı́ lokalizován na L-A dsRNA, ani na M1 dsRNA nebo mtDNA a ačkoli byly nalezeny mutace mad způsobujı́cı́ ztrátu [D] elementu, nenı́ o něm známo téměř nic (Esteban a Wickner, 1987; Toh-e et al., 1978; Sommer a Wickner, 1987, Esteban a Wickner, 1987; Rhee et al., 1989).

16Proč docházı́ k tvorbě fúznı́ch proteinů pomocı́ posunu čtecı́ fáze? Retroviry, (+) ssRNA viry a dsRNA viry použı́vajı́ své celé molekuly RNA současně pro 3 důležité děje: jako mRNA pro translaci, k enkapsidaci genomové informace do virových částic a jako templát pro replikaci. Kdyby bylo nutné kvůli translaci a tvorbě nějakého fúznı́ho proteinu sestřihovat nebo editovat tuto jedinou RNA, tvořily by se zároveň defektnı́ genomové RNA (za předpokladu že by se zároveň neodstranily alespoň sekvence potřebné pro replikaci nebo enkapsidaci) (Icho a Wickner, 1989). Proto nenı́ znám sestřih nebo editace RNA u většiny (+) ssRNA a dsRNA virů. Sestřih u retrovirů v genu env jde ruku v ruce s vystřiženı́m enkapsidačnı́ho signálu ψ. Fúznı́ proteiny jsou mı́sto toho vytvářeny posunem čtecı́ fáze nebo pročtenı́m ribozómu skrz terminačnı́ kodón, přičemž ani jeden z těchto mechanismů neupravuje genomovou RNA. Sestřih je dobře znám u (−) ssRNA virů a u DNA virů, kterých se toto omezenı́ netýká (Wickner, 1996).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 12: Schéma pseudouzlové struktury. Na obrázku je vyznačen 5’ a 3’ konec mRNA a mı́sto sklouznutı́ slippery site obsahujı́cı́ heptanukleotidovou sekvenci X XXY

YYZ a jeho vzdálenost od vlastnı́ho pseudouzlu. Stem1 a Stem2 ukazujı́ na obě vlásenky,
Gap1,2,3 zdůrazňujı́ různé vzdálenosti, které charakterizujı́ vlásenku (angl. Pseudoknot).

Obrázek převzat z publikace Hammel et al. (1999).

Y musı́ být A nebo T. Při dosaženı́ vlásenky ribozómem docházı́ k jeho zastavenı́ právě nad heptanukleotidovou sekvencı́ a následně ke sklouznutı́ (Somogyi et al., 1993; Tu et al., 1992). Obyčejná vlásenka ve srovnánı́ s pseudouzlem se stejnou teoretickou energetickou stabilitou způsobuje s mnohem nižšı́ účinnostı́ posun ribozomálnı́ čtecı́ fáze (Brierley et al., 1989; Brierley et al., 1991; Somogyi et al., 1993).

Pol doména Gag-Pol proteinu viru L-A obsahuje oblast potřebnou k interakci s virovou (+) ssRNA, která zajišt’uje přı́tomnost virové RNA v nově vznikajı́cı́ částici (Fujimura et al., 1992; Ribas et al., 1994; Ribas a Wickner, 1998). Za předpokladu, že Gag doména fúznı́ho Gag-Pol proteinu interaguje s Gag proteiny v kapsidě, existence fúznı́ho proteinu zajišt’uje, že během tvorby partikulı́ (vzájemnou interakcı́ Gag proteinů) je do partikule zabalena i virová polymeráza (Wickner, 1996). Tvorba částic vzájemné interakce Gag a Gag-Pol proteinů byly podrobně diskutovány v kapitole 2.1.1.1.1.2a v kapitole 2.1.1.1.1.4 (v odstavci věnovanému MAK3 proteinu na straně 30).

V genomu kvasinky S. cerevisiae je známo 9 MOF genů ovlivňujı́cı́ch posun čtecı́ fáze. To naznačuje různorodost faktorů ovlivňujı́cı́ch udrženı́ správného čtecı́ho rámce. Některé mof mutace dramaticky zvyšujı́ frekvenci posunu čtecı́ho rámce, která vede např. ke ztrátě M1 dsRNA (pravděpodobně ztrátou L-A dsRNA), k pomalému růstu buňky nebo zablokovánı́ buněčného cyklu (pravděpodobně dı́ky produkci abnormálnı́ho buněčného proteinu) (Dinman a Wickner, 1994; Dinman a Wickner, 1995; Wickner, 1996). MOF9 kóduje 5S rRNA a jeho 2 cı́lené bodové mutace vedly ke zvýšenı́ frekvence posunu čtecı́ fáze (van Ryk, 1990).

Byla publikována heterogenita kapsidových proteinů totivirů GgV-87-1-H, ScV-L-BC, YlV (Sommer a Wickner, 1982a; Jamil a Buck, 1986; El-Sherbeini et al., 1987). U každého studovaného viru bylo nalezeno dva nebo vı́ce kapsidových proteinů, ačkoli nenı́ známo, co způsobuje jejich heterogenitu. V přı́padě viru HvV-190S jde o heterogenitu kapsiového proteinu způsobenou různou mı́rou fosforylace (viz kapitola 2.1.1.1.5). Ghabrial (1994) navrhuje, že by se mohlo jednat o mechanizmus společný všem totivirům, který může mı́t svoji roli v regulaci replikace nebo transkripce. Heterogenita proteinů byla demonstrována většinou při elektroforetické separaci v PAA gelu v přı́tomnosti SDS (SDS–PAGE). V přı́padě HvV-190S viru se fosfoproteiny pohybovaly pomaleji než nefosforylovaný protein (Ghabrial a Havens, 1992). Toto zjištěnı́ souhlası́ se dřı́vějšı́mi studiemi věnovanými fosfoproteinům a jejich chovánı́ při polyakrylamidové elektroforéze (Tung a Knight, 1971; Marnell a Summer, 1984; Bell a Prevec, 1985; Hsu a Kingsbury, 1985).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Mutant Frekvence Přı́tomnost M1 dsRNA Růst mof1-1 3,3 − + mof2-1 7,9 − teplotně senzitivnı́ mof3-1 2,9 + + mof4-1 4,0 − + mof5-1 4,0 − teplotně senzitivnı́ mof6-1 2,5 − teplotně senzitivnı́ mof7-1 2,6 + + mof8-1 2,7 + + mof9-1 3,0 + +

Tabulka 3: Vliv mof mutacı́ na přı́tomnost M1 dsRNA a růst buněk. Mutanty byly zı́skány vyhledávánı́m mutantnı́ch koloniı́ z buněk majı́cı́ch pozměněné chromozomálnı́ geny, ovlivňujı́cı́ frekvenci posunu ribozomálnı́ čtecı́ fáze. V experimentu bylo hodnoceno zvýšenı́ aktivity β–galaktozidázy, jejı́ž exprese byla závislá na posunu čtecı́ fáze (aktivita divokého kmene měla aktivitu=1). Skutečná frekvence posunu ribozomálnı́ čtecı́ fáze ScV- L-A v divokém kmeni S. cerevisiae je 1,9 %. Mutanty s výrazně zvýšenou frekvencı́ posunu čtecı́ fáze ztratily M1 dsRNA. Mutanty mof2-1, mof5-1 a mof6-1 měly v závislosti na teplotě zvýšenou frekvenci posunu čtecı́ fáze, přı́padně zablokován buněčný cyklus (při teplotě 20^oC měly normálnı́ frekvenci posunu). MOF9 kóduje 5S rRNA (Dinman a Wickner, 1994). Tabulka byla převzata a upravena z práce Wickner, 1996.

2.1.1.1.1.7 X dsRNA – delečnı́ derivát ScV-L-A

Jedná se o defektnı́ L-A dsRNA (srovnej s kapitolou 2.1.1.1.1.8.1.1 věnovanou S dsRNA), vzniklou delecı́ převážné části genomu viru ScV-L-A^{17} . Tato dsRNA je replikována, přepisována a balena do virových partikulı́ za účasti proteinů kódovaných ScV-L-A (Esteban et al., 1988). Předpokládá se, že obsahuje všechna cis-aktivnı́ mı́sta potřebná pro tyto procesy stejně jako původnı́ dsRNA viru ScV-L-A.

Je dlouhá 530 bp, obsahuje prvnı́ch 25 bázı́ z 5’ konce a 440 bp ze 3’ konce L-A dsRNA^{18} , nekóduje žádný protein. Byla nalezena sekvence 5’-UUUGGCCAGG-3’, která je 2x obsažena v (+) X ssRNA, rovněž se nacházı́ v (+) M1 ssRNA a jejı́ch delečnı́ch mutantách. Tato sekvence je pravděpodobně zodpovědná za vazbu (+) ssRNA do virových partikulı́ (viz kapitola 2.1.1.1.1.3). X dsRNA je překvapivě závislá na MAK genech stejně jako M1 dsRNA a které nejsou nutné pro L-A dsRNA replikaci, t.j. na všech MAK genech vyjma MAK3, MAK10 a PET18 (tyto geny jsou nutné k replikaci L-A dsRNA, viz kapitola 2.1.1.1.1.4 věnovaná hostitelským genům) (Esteban a Wickner, 1988; Esteban et al., 1988).

2.1.1.1.1.8 Satelitnı́ dsRNA viru ScV-L-A a jejich delečnı́ deriváty

Některé kmeny Saccharomyces cerevisiae obsahujı́ kromě L-A dsRNA dalšı́ typy dsRNA molekul. Jedná se o satelitnı́ dsRNA viru ScV-L-A, které jsou někdy souhrnně označovány jako virus ScV-M (jedná se o M1, M2 a M28 dsRNA). Tyto satelitnı́ dsRNA kódujı́ “killer” toxiny (K1, K2 a K28), které různými mechanizmy zabı́jı́ buňky citlivých kvasinek. Buňky exprimujı́cı́ geny obsažené v M dsRNA (a pochopitelně v L-A genomu, at’již ve formě dsRNA nebo DNA plazmidu, viz kap. věnovaná variantám ScV-L-A) produkujı́ “killer” toxin a jsou zároveň vůči němu imunnı́. Naopak, buňky neobsahujı́cı́ M dsRNA toxin neprodukujı́ a nejsou ani vůči jeho působenı́ imunnı́. Imunita se od rezistence lišı́ mechanizmem vůči působenı́ toxinu. Rezistence je způsobena pozměněnou strukturou buněčné stěny. Imunita

17Konkrétně se jednalo o L-A-HNB, která delecı́ ztratila [B] vlastnost a vyžaduje funkčnı́ MAK geny nebo ski mak kombinaci nebo L-A-HNB (Wickner et al., 1991; Uemura a Wickner, 1988; Esteban a Wickner, 1988; Ghabrial, 1994).

18X (+) ssRNA J03234 - 1–25 odpovı́dá bázı́m 1–25(+) vlákna L-A ssRNA J04692, báze 41–521 odpovı́dajı́ bázı́m 4090–4579 ((+) vlákna L-A ssRNA J04692), v zarovnané sekevenci je 1 nespárovaná báze.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

je dána nějakým způsobem přı́tomnostı́ preprotoxinu v buňce (viz dále). Přı́tomnost M dsRNA je závislá na přı́tomnosti L-A dsRNA a tudı́ž závislá na genech MAK3 (viz kapitola věnovaná hostitelským genům), MAK10, PET18. Udrženı́ “killer”–kódujı́cı́ch dsRNA v buňce je ovlivňováno geny označovanými MAK (angl. maintenance of killer), SKI (angl. superkiller) (viz kapitola 2.1.1.1.1.4 věnovaná hostitelským genům) a některými dalšı́mi. Preprotoxin kódovaný M dsRNA je posttranslačně upravován Kex1p a Kex2p (angl. killer expression) proteázami.

M1 i M2 dsRNA majı́ proměnlivou velikost v průběhu po sobě následujı́cı́ch generacı́ kvasinek. Pokud se M1 a M2 dsRNA dostanou spolu do buňky, M1 eliminuje M2 dsRNA. Z M1 a M2 dsRNA vznikajı́ samovolně jejich delečnı́ varianty (S dsRNA), které původnı́ nepoškozené satelitnı́ M1 a M2 dsRNA různě rychle eliminujı́ z buňky. Podstatou vzniku delečnı́ch variant je delece úseků M dsRNA a přı́padně následná amplifikace alespoň některých zbylých úseků. S dsRNA mezi sebou rovněž soutěžı́, různě efektivně se navzájem eliminujı́, vlastnı́m mechanizmem vzniku variant S dsRNA z M dsRNA je rovněž kombinace delecı́ a amplifikacı́ jejich nukleotidové sekvence (Sommer a Wickner, 1984; Ball et al., 1984). Zvláště důležité je si uvědomit, že se ve skutečnosti amplifikujı́ patrně zejména úseky obsahujı́cı́ (některé již známé) sekundárnı́ struktury, majı́cı́ roli v replikaci a pravděpodobně i v jiných procesech. Napřı́klad M1 dsRNA má na rozdı́l od L-A dsRNA dvě vlásenky připomı́najı́cı́ VBS/IRE vlásenku (viz kapitola věnovaná sekundárnı́m strukturám). V některých přı́padech S dsRNA známe bud’ jejich sekvenci nebo alespoň úseky M1 dsRNA, se kterými hybridizujı́, a proto je zřejmé, že S dsRNA obsahujı́ rovněž právě tyto struktury. Spektrum možných delečnı́ch variant a různých strategiı́ jejich soužitı́ s původnı́ M dsRNA nedávno rozšı́řila NS dsRNA, která je delečnı́ variantou M2 dsRNA ale nezpůsobuje jejı́ eliminaci (supresi výskytu) jak ji známe z dobře dokumentovaného vztahu M1 dsRNA a S dsRNA (Cansado et al., 1999). Pokud se M1 a X dsRNA dostanou spolu do buňky, kompetujı́ spolu pravděpodobně stejným způsobem výše uvedené delečnı́ supresivnı́ deriváty o kapsidový protein L-A, X dsRNA vytěsnı́ M1 dsRNA (viz [B] varianta L-A dsRNA v kapitole 2.1.1.1.1.1 věnované variantám L-A a [KIL-b] fenotyp M1 dsRNA v kapitole 2.1.1.1.1.8.1 věnované M1) (Esteban a Wickner, 1988; Uemura a Wickner, 1988).

2.1.1.1.1.8.1 M1 dsRNA – satelitnı́ dsRNA ScV-L-A

Satelitnı́ M1 dsRNA kódujı́cı́ “killer” toxin K1 a imunitu vůči němu má velikost 1,8 kbp^{19} (Bostian et al., 1980a,b; Sommer et al., 1982b; Bussey, 1988; Bussey et al., 1990; Tipper a Schmitt, 1991). Toxin vzniká postupnými posttranslačnı́mi úpravami (glykozylacı́ a proteolytickým štěpenı́m) v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparátu, sekrečnı́mi váčky je sekretován ven z buňky (Bussey et al., 1983; Lolle a Bussey, 1986; Bostian et al., 1983).

Preprotoxin má velikost 35 kDa (Bostian et al., 1980a; Welsh a Leibowitz, 1982), odštěpenı́m N– koncových 26 aminokyselinových zbytků signálnı́ peptidázou endoplazmatického retikula mezi Ala^{26}– Leu^{27} (Lolle a Bussey, 1986). Následuje štěpenı́ Kex2p proteázou (Julius et al., 1984; Fuller et al., 1988, 1991) nebo na přı́tomnosti Kex2p závislou proteázou (ačkoli v kex2 kmenech docházı́ ke stěpenı́ jinou proteázou, pravděpodobně KEX2–podobnou YAP3 proteázou) (Egel-Mitani et al., 1990) v pozici Arg^{44} a vzniká 32 kDa veliký protoxin (Zhu et al., 1992; Bostian et al., 1984; Bourbonnais et al., 1991; Whiteway et al., 1994). Protoxin je glykozylován v Golgiho aparátu a obsahuje 3 mannózové jednotky, na SDS-PAGE gelu má mobilitu odpovı́dajı́cı́ 42 kDa. KEX2p endoproteáza štěpı́ protoxin za Lys^{232}– Arg^{233} na rozhranı́ γ–β podjenotek a dále za aminokyselinovými zbytky Arg^{148}–Arg^{149} na rozhranı́ α a γ podjednotky. Pravděpodobně docházı́ ke štěpenı́ za Lys^{187}–Arg^{188}, ale zdá se že nenı́ esenciálnı́ pro

19Kompletnı́ genom ScV-M1 je v databázi GenBank pod čı́sly SCU78817=NC001782 (1801 bp); báze 1–1057 v sekvenci X00285 (1080 bp) zhruba odpovı́dajı́ bázı́m 1–1054_{SCU78817} , 6 nespárovaných bázı́; báze 1–1010 v sekvenci K02042 (1010 bp) zhruba odpovı́dajı́ bázı́m 1–1010_{SCU78817} , 1 nespárovaná báze; báze 59–612 v sekvenci M35150 (612 bp) zhruba odpovı́dajı́ bázı́m 1248–1801_{SCU78817} , 1 nespárovaná báze.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

aktivitu sekretovaného toxinu (Zhu et al., 1987; Zhu et al., 1992). Následně Kex1p karboxypeptidáza odštěpı́ C–koncové bazické aminokyseliny z α podjednotky (viz Obrázek 13) (Cooper a Bussey, 1989; Dmochowska et al., 1987; Wagner a Wolf, 1987). Objev těchto proteáz vedl k objevu úprav savčı́ch prohormonů (Steiner et al., 1992).

Obrázek 13: A Preprotoxin K1. B Toxin K1. N a C značı́ N a C konec proteinu, Čı́sla odpovı́dajı́ pořadı́ aminokyselinových zbytků v sekvevenci preprotoxinu. Šipky označujı́ pozice štěpenı́ endopeptidázami Kex1, Kex2, signálnı́ peptidázou SP. Řeckými pı́smeny jsou vyznačeny domény. G označuje mı́sto glykozylace. S označuje pozice cysteinových zbytků. Funkčnı́ úseky proteinů jsou označeny úsečkami a popsány. Upravený obrázek z práce Bussey (1991) byl převzat z práce Pospı́šek (1998b).

Jako imunitnı́ faktor vystupuje samotný preprotoxin (prekurzor) nebo též jeho část(i) (Boone et al., 1986). Mapovánı́ imunitnı́ oblasti zaměřené předevšı́m na oblast α podjednotky vedlo ke zjištěnı́, že se imunitnı́ doména alespoň částečně překrývá s doménou nutnou pro tvorbu iontového kanálu. Předpokládá se, že nějaký netoxický derivát preprotoxinu obsahujı́cı́ α podjednotku může interferovat s tvorbou póru toxinem, nebo interakcı́ s receptorem buněčné stěny (viz dále) (Boone et al., 1986; Hanes et al., 1986; Lolle et al., 1984; Sturley et al., 1986). Whiteway et al. (1994) naznačujı́, že by se na imunitě mohla také významně podı́let signálnı́ sekvence tı́m, že by ovlivňovala výslednou terciárnı́ strukturu proteinu.

Mutanty kex a sec defektnı́ v buněčné sekretorické dráze neprodukujı́ funkčnı́ toxin do prostředı́ ale jsou rezistentnı́ (rezistenci odlišujeme na základě molekulárnı́ podstaty od imunity) vůči toxinu (K^{(−)} R^{(+)}). Proto se předpokládá, že imunitu vůči toxinu přı́tomnému ve vnějšı́m prostředı́ zajišt’uje preprotoxin (viz dále). Sekretovaný toxin se zkládá z α a β podjednotek spojených disulfidickou vazbou

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

(Bostian et al., 1983b; Bussey et al., 1983; Lolle a Bussey, 1986; Dmochowska et al., 1987) a svojı́ α, β kompozicı́ a jejich vzájemným spojenı́m S–S můstky připomı́ná některé toxin záškrtu (diphteria)^{20} (ačkoli se původně z neznalosti molekulárnı́ho mechanizmu účinku zdály blı́zké i koliciny^{21} .)

Na základě primárnı́ struktury toxinových podjednotek byly přiřazeny předpokládané domény jednotlivým úsekům (Bostian et al., 1984). α podjednotka je zodpovědná za tvorbu iontového kanálu a obsahuje vysoce hydrofóbnı́ oblasti mezi aminokyselinovými zbytky 72–91 a 112–127, oddělené krátkým hydrofilnı́m úsekem. β podjednotka je hydrofilnı́ a analogiı́ s abrinovými a ricinovými třı́dami toxinů jı́ byla přisouzena vazba na β–1,6–glukan (viz dále) (Olsnes a Phil, 1973; Bostian et al., 1984). Nalezenı́ mutantů β–podjednotky produkujı́cı́ch toxin nefunkčnı́ vůči buňkám ale funkčnı́ vůči sféroplastům dokazuje vazbu β–podjednotky na buněčný receptor a roli α podjednotky při tvorbě iontového kanálu (Sturley et al., 1986).

Zhu a Bussey (1991) připravili mutanty, které měly mutace v obou podjednotkách, jejich toxin nezabı́jel buňky s buněčnou stěnou, nevázal se na β–1,6–glukanový receptor, ale zabı́jel sféroplasty. Znamenalo by to, že K1 toxin nenı́ podobný záškrtovému toxinu (diphteria) ani ricinovému toxinu (ačkoli nelze vyloučit, že mutace v α podjednotce jen nepřı́mo ovlivnila vazebné schopnosti β podjednotky). Na rozdı́l od mutacı́ v hydrofobnı́ch úsecı́ch α podjednotky (toxin ztrácı́ schopnost zabı́jet a rovnež poskytovat imunitu), mutace v β podjednotce neovlivnily schopnost toxinu zabı́jet protoplasty (Zhu a Bussey, 1991; Ghabrial, 1994). Zhu et al. (1993) studovali vliv γ podjednotky na imunitu a prokázali nutnost jejı́ části současně s α podjednotkou (nelze vyloučit ani vliv γ podjednotky na správné prostorové uspořádánı́ preprotoxinu).

Toxin se váže na receptor v buněčné stěně obsahujı́cı́ β(1→6)–D–glukan (pravděpodobněglukomannoprotein)^{22} (Hutchins a Bussey, 1983; Bussey, 1991) a vytvářı́ napět’ově nezávislé kationtové kanály v buněčné membráně následované zhroucenı́m membránového potenciálu (de la Peña et al., 1980, 1981; Martinac et al., 1990). Tvorba β–1,6–glukanu vyžaduje několik KRE (angl. killer resistance) (Brown et al., 1994; Boone et al., 1990; Bussey et al., 1994) genů (kre mutanty jsou rezistentnı́ vůči působenı́ toxinu, ale po konverzi na sféroplasty jsou jejich sféroplasty citlivé) (Boone et al., 1990). KRE5 kóduje předpokládaný protein endoplazmatického retikula, vykazujı́cı́ homologii s glukozyltransferázou octomilky (Drosophila), jeho delece znamená úplné přerušenı́ syntézy β–1,6–glukanu (Meaden et al., 1990; Parker et al., 1995). KRE6 a SKN1 jsou funkčnı́mi homology, tvořı́ membránový glykoprotein v Golgiho aparátu a jejich C–konce majı́ význačnou podobnost proteinům vázajı́cı́m glukany (jejich delece způsobuje 70–80 % snı́ženı́ tvorby β–1,6–glukanů) (Roemer a Bussey, 1991; Roemer et al., 1993, 1994). KRE1 kóduje protein bohatý na aminokyseliny Ser a Thr lokalizovaný na buněčném povrchu, jeho porušenı́ znamená 40 % snı́ženı́ množstvı́ β–1,6–glukanu (který má méně β1,6–spojených jednotek, což znamená, že KRE1 připojuje dalšı́ cukerné jednotky na buněčném povrchu) (Boone a Sommer, 1990). KRE9 kóduje malý O–glykozylovaný protein, jehož porušenı́ znamená 80 % redukci množstvı́ β–1,6–glukanu, při nadprodukci je nacházen v živném médiu (Brown a Bussey, 1993; Brown et al.,

20Záškrtový toxin je tvořen A a B podjednotkami, A podjednotka je zodpovědná za ADP–ribozylaci elongačnı́ho faktoru EF2 a inhibuje tak syntézu proteinů (Neville et al., 1986; van Ness et al., 1980). B podjednotka je zodpovědná za vazbu na membránový receptor a translokaci toxinu do cytoplazmy (Neville et al., 1986).

21Koliciny jsou tvořeny jednı́m polypeptidem se 3 funkčnı́mi doménami, N–koncová translokačnı́ doména přenášı́ toxin přes vnějšı́ membránu, centrálnı́ doména je zodpovědná za vazbu na receptor, C–koncová doména je zodpovědná za tvorbu iontového kanálu (Pattus et al., 1990)

22Buněčná stěna S. cerevisiae obsahuje zejména chitin, mannoproteiny a β–glukany. β–glukany jsou glukózové homopolymery které tvořı́ asi 50 % suché váhy buněčné stěny (Fleet G.H., 1991; Stratford, 1994; Klis, 1994). β–glukany se dělı́ na β–1,3–glukany a β–1,6–glukany (Manners et al., 1973a,b). β–1,3–glukany jsou zejména lineárnı́ molekuly obsahujı́cı́ zhruba 1500 molekul glukózy, jejich syntéza probı́há enzymy plazmatické membrány, které jsou regulovány G proteiny (Cabib a Kang, 1987; Mol et al., 1994). Gen FKS1 = ETG1 = CWH53 kóduje 215 kDa veliký protein s několika transmembránovými doménami a jedná se pravděpodobně o podjednotku β–1,3–syntázy (Douglas et al., 1994; Ram et al., 1995). β–1,6–glukan je vysoce větvený a zkládá se zejména z β–1,6–spojených molekul glukózy (Bussey, 1991; Manners et al., 1973b).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

1993). KRE11 kóduje 63 kDa veliký cytoplazmatický protein, jehož porušenı́ znamená 50 % snı́ženı́ množstvı́ β–1,6–glukanu (Brown et al., 1993). Navržený model předpokládá tvorbu β–1,6–glukanu v sekretorické dráze ve stupňovitém procesu., který zahrnuje Kre5p–závislou iniciaci v endoplazmatickém retikulu, Kre6p a Skn1p–závislou úpravu v Golgiho aparátu a Kre1p–závislé rozšı́řenı́ β–1,6–větvenı́ na buněčném povrchu, cytoplazmatický Kre11p má pravděpodobně regulačnı́ roli (Brown et al., 1993; Roemer et al., 1993). Nedávno byl objeven CWH41 N–glykoprotein rovněž zahrnutý ve tvorbě β–1,6– glukanu a lokalizovaný v endoplazmatickém retikulu (jeho porušenı́ vede k 50 % snı́ženı́ množstvı́ β–1,6–glukanu a rezistenci ke K1 toxinu) (Jiang et al., 1996). cwh41 má silné synergistické efekty ve dvojitých mutantech cwh41Δ kre1Δ, které vykazujı́ pomalý růst, 75 % snı́ženı́ množstvı́ β–1,6–glukanu a sekreci glukomannoproteinu buněčné stěny Cwp1p, který je normálně připevněn do buněčné stěny (kombinace cwh41Δ kre6Δ je letálnı́) (Jiang et al., 1996).

Toxin je účinný předevšı́m na rostoucı́ a vysoce metabolicky aktivnı́ buňky, jejichž membrána je v energizovaném stavu (Woods a Bevan, 1968; Skipper a Bussey, 1977). Jakým způsobem se dostává od buněčné stěny do blı́zkosti plazmatické membrány nenı́ jasné. Je možné, že toxin působı́ jen v mı́stech se slabou buněčnou stěnou kdy je v relativnı́ blı́zkosti plazmatické membrány (napřı́klad v mı́stech v blı́zkosti puku na pučı́cı́ buňce), nebo že se váže jenom na část populace receptorů (Bussey et al., 1979; Kurzweilová a Sigler, 1994). pH optimum účinku K1 toxinu je 4,7 (Pfeiffer a Radler, 1984).

Přirozeně se v K1 kmenech vyskytuje teplotně senzitivnı́ L-A-HN varianta dsRNA (viz kapitola 2.1.1.1.1.1 věnovaná variantám ScV-L-A a kapitola 2.1.1.1.1.4 věnovaná hostitelským genům) (Weinstein et al., 1993; Wickner, 1983a). Ball et al. (1984) uvádı́, že ski2 L-A L-BC kmeny obsahujı́ vı́ce dsRNA než kmeny ski2 L-A L-BC M1 (které jsou citlivé na chlad); tento rozdı́l autoři dokládajı́ jako projev negativnı́ho vlivu M1 dsRNA na L-A.

Mutace v sekvenci M1 dsRNA lze rozdělit podle pozice na dvě skupiny:

1. v oblasti genu pro preprotoxin K1, ovlivňujı́cı́ expresi, stabilitu a funkci toxinu, imunitu

• neutrálnı́ mutace (genotyp [KIL-n], fenotyp K^{(−)} R^{(+)}) způsobujı́ defekt v produkci funkčnı́ho toxinu, ale exprese imunity k toxinu je nedotčena

• sebevražedné mutace ([KIL-i], K^{(+)} R^{(+/−)})

• superkiller mutace ([KIL-sk], K^{(++)} R^{(+)}), produkuje stabilnějšı́ toxin (kmen S. cerevisiae T158c) (Vodkin et al., 1974; Palfree a Bussey, 1979)

2. v oblastech nezbytných pro interakci s proteiny L-A viru, přı́padně buněčnými proteiny, a rozsáhlé delečnı́ mutace zapřičiňujı́cı́ vznik defektnı́ch interferujı́cı́ch RNA

• “dominantnı́ supresivnı́” [KIL-s] s fenotypem (K(−) R(−)), které majı́ za následek vznik defektnı́ch interferujı́cı́ch dsRNA a postupné vymizenı́ původnı́ M1 dsRNA z buňky

• “killer bypass” ([KIL-b] K(+) R(+)), které umožňujı́ propagaci M1 dsRNA i v přı́tomnosti některých mak mutacı́, viz Tabulka 2

• [KIL-d] způsobujı́cı́, že M1 dsRNA je stabilnı́ pouze v diploidnı́ch kmenech

• [KIL-sd] způsobujı́cı́, že M1 dsRNA je stabilnı́ pouze ve ski kmenech

Tematikou mutacı́ M1 dsRNA se zabývali zejména Tipper a Bostian (1984), Mitchell a Bevan (1983), Bussey (1981), Wickner (1981). Byla publikována odlišnost velikostı́ transkriptů M1 – jsou známy transkripty plné genomové délky 1,9 kbp i subgenomové o velikosti 1,2 kbp (Hannig et al., 1984; Bostian et al., 1983a).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

2.1.1.1.1.8.1.1 S dsRNA – delečnı́ derivát M1 dsRNA

Defektnı́ interferujı́cı́ částice (DI) známé u živočišných virů (von Magnus, 1954; Guild a Stollar, 1977; Holland et al., 1979; Kennedy, 1976; Nomoto et al., 1979; O’Hara et al., 1984) jsou definovány třemi vlastnostmi:

1. defektivnost (vyžadujı́ k propagaci pomocný virus)

2. schopnost interference (vedoucı́ ke snı́ženı́ výtěžku divokého viru při koinfekci)

3. schopnost zvýšit svůj výtěžek (dosáhnout vyššı́ho pomnoženı́ než divoký virus)

Podobnost těmto DI částicı́m připomı́ná supresivnı́ dsRNA (Somers, 1973), která suprimuje v K1 kmenech (killer kmeny S. cerevisiae typu 1) produkci “killer” toxinu a výskyt M1 dsRNA. Proměnlivou velikost S dsRNA pozorovali Bruenn a Kane (1978), Fried a Fink (1978), Kane et al. (1979), Sweeney et al. (1976), Ridley a Wickner (1983). Napřı́klad během experimentů Ridley a Wicknera (1983) došlo ke zvětšenı́ velikosti S dsRNA, patrně duplikacı́ některých oblastı́. S dsRNA genomy jsou ale i se všemi přı́padnými amplifikacemi celkově stále menšı́ než původnı́ M1 dsRNA genom (rovněž byla publikována variabilita velikosti genomu M1 dsRNA v průběhu 30–76 generacı́, Sommer a Wickner, 1984). Své izoláty označovali autoři podle variabilnı́ch velikostı́, známe tedy S1, S3, S4, S1D, S3D, S4D (Ridley a Wickner, 1983), S14 dsRNA (Lee et al., 1986). Byly také nalezeny funkčnı́ M1 a M2 dsRNA genomy, které měly sekvenci nukleotidů různě zmnoženou nebo naopak zkrácenou než původnı́ varianty (Toh-e a Wickner, 1979; Wickner, 1977a). Suprese tedy nenı́ podmı́něna kratšı́ délkou dsRNA (např. S1D suprimuje kratšı́ S dsRNA (Ridley a Wickner, 1983)). S dsRNA jsou závislé na MAK3,5,6,10,16,26,27 a PET18, tedy závislé na stejných genech jako M1 dsRNA, ski1,2,3,4 mutace neblokujı́ supresivitu S dsRNA (Somers, 1973; Ridley a Wickner, 1983). ski2, ski3, ski4 zvyšujı́ počet kopiı́ S dsRNA v buňce (Toh-e et al., 1978).

S dsRNA vznikajı́ internı́ delecı́ M1 dsRNA a přı́padnou následnou tandemovou duplikacı́ (Bruenn a Kane, 1978; Bruenn a Brennan, 1980; Fried a Fink, 1978; Kane et al., 1979; Thiele et al., 1984b) některých oblastı́, majı́ velikosti od 600 bp do 1,6 kbp. Lee et al. (1986) rozlišuje S dsRNA na dvě skupiny:

1. v rozmezı́ 600-800 bp, vzniklé internı́ delecı́

2. v rozmezı́ 1,2-1,6 kbp, obsahujı́cı́ tandemové duplikace

Protože je možné S dsRNA vysrážet protilátkami připravenými proti Gag proteinu ScV-L-A viru, je zřejmé že se S dsRNA nacházı́ v buňkách ve virových částicı́ch tvořených Gag proteinem L-A viru (Harris, 1978; Kane et al., 1979). Jestliže se do jedné buňky dostanou M1 a S dsRNA, dojde k eliminaci M1 dsRNA a buňky výsledně neprodukujı́ toxin, ztratı́ vůči němu imunitu a jsou vůči němu citlivé (Somers, 1973). Možným vysvětlenı́m je preferenčnı́ replikace nebo údržba supresivnı́ho genomu RDRP, nebot’v experimentech Ridley a Wicknera (1983) došlo během 41 generacı́ k výraznému snı́ženı́ poměru M1/S dsRNA (autoři vyloučili, že by šlo o rychlejšı́ růst kmene obsahujı́cı́ho S dsRNA než kmene s M1 dsRNA – sledovali rychlost růstu kmenů obsahujı́cı́ch jednotlivé S dsRNA a směsnou třepanou kulturu obou kmenů a sledovali změny v obsahu jednotlivých S dsRNA). S dsRNA je defektnı́ forma M1 dsRNA, suprimujı́cı́ jejı́ výskyt (možná kompeticı́ o nějaký hostitelský faktor podobně jako M1 dsRNA kompetuje s M2 (Wickner, 1983a,b) nebo M1 dsRNA s L-A dsRNA (Wickner, 1996)). Např. v in vitro replikačnı́mu systému pro replikaci L-A dsRNA je nutno k lehce osmoticky rozvolněným partikulı́m L-A přidat kromě NTP a (+) ssRNA ještě nějaký hostitelský faktor obsažený v extraktech kmene neobsahujı́cı́ho L-A dsRNA (Fujimura a Wickner, 1988b).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

• S1 dsRNA (0,88–1,02 x 10^6) — S1 suprimuje růst S3 (0,44–0,51 x 10^6) a S4 dsRNA (0,79– 0,92 x 10^6). S1 dsRNA obsahuje duplikované asi všechny sekvence obsažené v S3 dsRNA. S4 dsRNA má zdvojené jenom některé úseky obsažené v S3 dsRNA. Z toho plyne, že i největšı́ S dsRNA může suprimovat ostatnı́, menšı́ S dsRNA genomy. Suprese tedy nenı́ jednoduše závislá na velikosti genomu a nedocházı́ jen k supresi M1 dsRNA ale také k různě intenzivnı́ supresi různých variant S dsRNA navzájem. Uváděné velikosti S dsRNA jsou dı́ky jejich nestálosti orientačnı́. S1D (1,4 x 10^6) vznikla amplifikacı́ části S1 a eliminuje jı́ z buňky. S1D pomalu vı́tězı́ v kompetici s S3D (0,9 x 10^6) nebo s S4. V přı́padě S1D a S4 sice S1D také zůstává majoritnı́ a pravděpodobně jedinou S dsRNA, ale z experimentů nebylo zřejmé, zda se nemůže jednat o segregaci obou typů diploida do různých dceřinných buněk. Smı́senı́ S3D a S4 v buňkách vedlo ke vzniku nové S dsRNA (Ridley a Wickner, 1983).

• S3 dsRNA (0,44–0,51 x 10^6) — Částečná analýza sekvence 313 bázı́ S3 dsRNA^{23} (Thiele et al., 1984b) a analýza heteroduplexu (Fried a Fink, 1978) ukazujı́ že 232 bázı́ je z 5’ konce (+) M1 dsRNA (Thiele et al., 1984b) a zbývajı́cı́ch 550 bp je z 3’ konce (+) vlákna (Bruenn a Kane, 1978; Somers, 1973; Sweeney et al., 1976). S3D je spontánně vzniklá varianta S3, která je delšı́ než původnı́ S3 a obdobně jako S1D ji eliminuje (Ridley a Wickner, 1983). S3 dsRNA v in vitro translačnı́m systému kóduje 8 kDa velký protein jako pozůstatek po 32 kDa velkému preprotoxinu K1 (Bostian et al., 1980a; Bostian et al., 1983b). Nicméně, tento produkt nebyl nalezen in vivo (Ball et al., 1984).

• S4 dsRNA (0,79–0,92 x 10^6) — Nenı́ jasné, zda vznikla z S1, S3 nebo přı́mo z M1, jinak viz výše zmı́nky věnované S4 v odstavci zaměřeném na S1 (Bruenn a Kane, 1978; Fried a Fink, 1978; Sweeney et al., 1976; Ridley a Wickner, 1983).

• S14 dsRNA — S14 dsRNA (Vodkin, 1977; Lee et al., 1986; Thiele et al., 1984b) vznikla delecı́ uvnitř M1 dsRNA, má velikost 793 bp^{24} (sekvenaci provedli Lee et al., 1986), nekóduje žádný protein. Obsahuje 253 bp z 5’ konce a 540 bp ze 3’ konce (Lee et al., 1986; Bruenn, 1986; Bruenn et al., 1988) M1 dsRNA (Thiele et al., 1984b). Byla nalezena oblast 132 bp, která zřejmě tvořı́ dvě vlásenkovité struktury; jedna je VBS vlásenka typu M1, druhá je mı́rně pozměněná VBS. S14 dsRNA, která měla pouze jednu VBS vlásenku neměla vlastnosti interferujı́cı́ dsRNA (Huan et al., 1991). S14 byla použita při studiu iniciace transkripce in vitro (Nemeroff a Bruenn, 1987). Heteroduplexnı́ analýza S14-M1 (Lee et al., 1986) ukazuje, že S14 dsRNA má společných 228±35 bp s 5’ koncem M1 a 531±45 bp s 3’ koncem M1 (nejsou známy polarity vláken).

• S732 (0,52–0,61 x 10^6) — S732 je varianta, která velmi účinně eliminuje M1 dsRNA (ve srovnánı́ s eliminacı́ S3D a S4 pomocı́ S1D) (Ridley a Wickner, 1983)

• S733 — S733 dsRNA je supresivnı́ dsRNA obsažená v kmeni K733, T1 štěpenı́ provedli (Kane et al., 1979).

2.1.1.1.1.8.2 M2 dsRNA – satelitnı́ dsRNA ScV-L-A

In vitro translacı́ M2 dsRNA o velikosti 1550 bp a obsahujı́cı́ internı́ AU bohatou oblast vzniká 28 kDa protein, který kóduje “killer” toxin K2 a zároveň imunitu vůči němu (Fried a Fink, 1978; Hannig a Leibowitz, 1985). Thiele et al. (1982) enzymatickým a chemickým štěpenı́m RNA sekvenovali

23S3 (+) ssRNA GenBank M10762, báze 1–230 odpovı́dajı́ bázı́m 1–232 ((+) vlákna M1 ssRNA SCU78817), 6 nespárovaných bázı́._{24}

S14 (+) ssRNA GenBank M12718, báze 254–793 odpovı́dajı́ bázı́m 1263–1801 ((+) vlákna M1 ssRNA SCU78817), 4 nespárované báze.

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

230 bázı́ z 3’ konce (−) M2 ssRNA. Hannig a Leibowitz (1985) rovněž přı́mo sekvenovali zhruba 210 bp z obou konců M2 dsRNA (sekvenovali 2 fragmenty generované S1 nukleázou označené M2-1 a M2-2 (Genbank X03535), viz kapitola věnovaná sekundárnı́m strukturám RNA totivirů). Meškaukas a Čitavičius (1992) publikovali sekvenačnı́ data fragmentu M2–1 kombinovaná se svými dřı́vějšı́mi výsledky Hannig a Leibowitz (1985) (záznam X54154, Meškaukas, 1990) pod čı́slem GenBank S88081.

Dalšı́ sekvenačnı́ data publikovali Dignard et al. (1991) a jsou přı́stupná v databázi GenBank pod čı́slem X56604 (specifický primer připravený k nasednutı́ mezi bázemi 6–24 (dle sekvenačnı́ch dat Hannig a Leibowitz, 1985) ale zahájil syntézu až od báze 194 a v cDNA tedy chybı́ předpokládaná sekundárnı́ struktura v rozsahu bázı́ 1–102). Nicméně do publikované sekvence Dignard et al. (1991) tuto chybějı́cı́ sekvenci doplnili (alternativnı́ reverznı́ transkripce zahájená oligo(dT) na templátu denaturovaném hydroxidem metyl–rtut’natým (angl. metylmercuric–hydroxide) neposkytovala vůbec delšı́ úseky cDNA než 101, 119 a 143 bázı́, protože reverznı́ transkriptáza zastavila syntézu kvůli přı́tomné sekundárnı́ struktuře). Přesto tato cDNA (X56604) sloužila k expresi K2 toxinu v kvasinkách a toxin byl dále studován, včetně obou KEX2 cı́lových sekvencı́ v proteinu (Dignard et al., 1991).

Aktivita toxinu je obdobně jako v přı́padě K1 závislá na KEX1,2 peptidázách (Dignard et al., 1991). pH optimum K2 toxinu je 4,3 (Pfeiffer a Radler, 1984). Wingfield et al. (1989) popsali vysokou variabilitu v délce M2 dsRNA u různých K2 kmenů (podobně jako u M1 a S dsRNA, viz kapitola věnovaná M1 a S dsRNA). Wingfield et al. (1990) popsali izolát kmene obsahujı́cı́ho L-A a M dsRNA, který je imunnı́ vůči působenı́ K2 toxinu (a K3 toxinu, viz dále), ale je citlivý vůči K1 a K28 toxinům. Kmen byl vyléčen cykloheximidem od M dsRNA (1990 bp) a stal se citlivý na působenı́ K2 toxinu. Heteroduplexnı́ analýza ukázala, že M dsRNA obsažená v tomto kmeni obsahuje asi 1070 bp homolognı́ch s M2 dsRNA standardnı́ch kmenů (produkujı́cı́ch funkčnı́ K2 toxin). Studovaný kmen je diploidnı́ a proto se nepředpokládá, že by byl Kex^{(−)}. Navı́c je schopen sporulovat (K1 kmeny kex2 nejsou schopné sporulace). Analýzy proteinů pomocı́ SDS-PAGE z K2 rezistentnı́ho kmene obsahujı́cı́ho tuto M dsRNA a z kmene vyléčeného od M dsRNA neprokázaly rozdı́ly v proteinovém profilu. Pokud by původnı́, neléčený kmen obsahoval alespoň preprotoxin nebo protoxin (pokud by šlo o obdobný způsob produkce toxinu jako v přı́padě K1 toxinu), musel by tento neaktivnı́ toxin být prokázán v SDS-PAGE gelu. Molekulárnı́ podstata rezistence/imunity tohoto kmene nenı́ vyřešena (Wingfield et al., 1990).

M2 dsRNA obsahuje jediný dlouhý čtecı́ rámec kódujı́cı́ K2 toxin obsahujı́cı́ 362 aminokyselinových zbytků a obsahuje 3 potenciálnı́ mı́sta pro N–glykozylaci. Podobně jako v přı́padě K1 toxinu, je od preprotoxinu K2 odštěpena signálnı́ peptidázou “pre” sekvence na N–konci proteinu v pozici Ala– Ala^{44}. KEX2 peptidáza štěpı́ v pozici Lys^{220} a asi nenı́ nutné štěpenı́ v pozici Lys^{267} (Dignard et al., 1991; Meškaukas a Čitavičius, 1992). Samotný K2 toxin je glykozylovaný α–β heterodimer o velikosti 21,5 kDa (podjednotky patrně nejsou spojeny S–S vazbou) (Whiteway et al., 1994). Sekrece toxinu je závislá na KEX a SEC genech, dále na enzymech citlivých k inhibitoru chymotrypsinu (TPCK) (Bussey et al., 1983; Lolle a Bussey, 1986; Tipper a Bostian, 1984; Dignard et al., 1991).

Dignard et al. (1991) mutovali hydrofóbnı́ úsek N–konce K2 toxinu a podařilo se jim snı́žit imunitu tvořenou toxinem při současném zachovánı́ plně účinného toxinu. Toxin se, podobně jako K1 toxin, váže na β–1,6–D–glukany buněčné stěny a porušuje funkci plazmatické membrány citlivých buněk (Bussey, 1991).

Pokusy s křı́ženı́m K1 a K2 “killer” kmenů ukázaly, že M1 dsRNA vždy eliminuje M2 dsRNA (Naumov a Naumova, 1973b; Wickner, 1983a). Mapovánı́ 5’ konců dsRNA pomocı́ RNázy T1 a S1 nukleázy prokázalo sekundárnı́ strukturu na 5’ konci dsRNA (viz kap. věnovaná sekundárnı́m strukturám RNA totivirů). Zároveň byla postulována možnost párovánı́ 5,8S a 18S rRNA s úseky této vlásenky, napomáhajı́cı́ iniciaci translace (Hannig et al., 1984; Hannig a Leibowitz, 1985).

Byly nalezeny mutace určujı́cı́ neutrálnı́ fenotyp K^{(−)} R^{(+)} (Wingfield et al., 1990) a “sebevražedný” fenotyp K^{(+)} R^{(+/−)} (Dignard et al., 1991).

2.1.1.1.1 L-A virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-A) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 14: Srovnánı́ struktury preprotoxinu K1 M1p a preprotoxinu K28. M28p. Čı́sla odpovı́dajı́ pořadı́ aminokyselinových zbytků v sekvevenci preprotoxinů. Šipky označujı́ pozice štěpenı́ endopeptidázou Kex2, signálnı́ peptidázou SP a neznámou peptidázou ?. Řeckými pı́smeny jsou vyznačeny domény. Upravený obrázek z práce Schmitt a Tipper (1995) byl převzat z práce Pospı́šek (1998b).

K2 kmeny se přirozeně vyskytujı́ v kombinaci s L-A-H variantou dsRNA (viz kapitola věnovaná variantám ScV-L-A), která je odolná vůči zvýšené teplotě (Weinstein et al., 1993). V literatuře zmiňovaná K3 varianta je pravděpodobně varianta K2 typu (Young, 1987; Wingfield et al., 1990).

2.1.1.1.1.8.2.1 NS dsRNA – delečnı́ derivát M2 dsRNA

Cansado et al. (1999) nalezli v jednom z 88 spontánně kvası́cı́ch izolátů vinných kvasinek Saccharomyces cerevisiae K2 typu dsRNA o velikosti 1,3 kbp, který byl odolný vůči působenı́ RNázy A v prostředı́ s vysokou koncentracı́ solı́. Virové částice obsahujı́cı́ NS dsRNA měly vznášivou hustotu 1,38 g/mL. Štěpenı́ S1 nukleázou neposkytovalo žádné fragmenty, zatı́mco štěpenı́ M2 dsRNA poskytlo fragmenty o velikosti 1,1 a 0,5 kbp (pravděpodobně štěpenı́m v internı́ AU bohaté oblasti, viz Hannig a Leibowitz, 1985). Ani během 180 pasážovacı́ch kroků při seriové kultivaci se nezměnil počet kopiı́ na buňku, ani nedošlo k eliminaci M2 dsRNA.

2.1.1.1.1.8.3 M28 dsRNA – satelitnı́ dsRNA ScV-L-A

M28 dsRNA má velikost 1748 bp a je závislá na ScV-L-A (je to tedy satelitnı́ dsRNA viru ScV-L- A) (Schmitt a Tipper, 1992, 1995). Schmitt a Tipper (1995) publikovali kompletnı́ cDNA sekvenci M28 dsRNA — přı́mým sekvenovánı́m RNA zjistili sekvenci obou konců dsRNA a následně provedli reverznı́ transkripci pomocı́ specifických “primerů”. Preprotoxin je tvořen 345 aminokyselinovými zbytky a jeho překlad začı́ná na pozici^{13}AUG M28 (+) ssRNA. Fakultativnı́ iniciačnı́ kodón je v pozici 15, ale vzniklý toxin je méně účinný. Prekurzor (viz Obrázek 14) je štěpen signálnı́ peptidázou nejspı́še v pozici Ala^{24} nebo Leu^{31}, skládá se z α, β a γ domény stejně jako K1 toxin. K28 toxin je upravován Kex1p, Kex2p proteázami, pravděpodobně také Yap3 nebo jinou proteázou. kex1 mutanty produkujı́ asi 80 %toxinu ve srovnánı́ s divokým kmenem. kex2 mutanty neprodukujı́ aktivnı́ toxin vůbec. kex1 i kex2 mutanty jsou vůči působenı́ toxinu imunnı́. K28 toxin je glykozylován, váže se na buněčnou stěnu přes α–1,3–mannan a způsobuje blok syntézy DNA (Schmitt a Radler, 1987; Tipper a Schmitt, 1991; Schmitt a Tipper, 1995; Schmitt, 1995).

M28 dsRNA se vyskytovala v experimentech Schmitta a Tippera (1992) současně s L-A-H [B]^− [N]^−, protože buňky bylo možné vyléčit od M28 dsRNA cykloheximidem (jako L-A-H), ale ne zvýšenou

2.1.1.1.2 L-BC virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-BC) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

teplotou (to lze v přı́padě L-A-HN) a zároveň buňky ztrácely “killer” fenotyp v mak11 hostiteli ([B] ale obcházı́ mak11 mutace) (viz kapitola věnovaná variantám ScV-L-A).

2.1.1.1.2 L-BC virus Saccharomyces cerevisiae (ScV-L-BC)

Genomová dsRNA má velikost 4.6 kbp, kóduje obalový Gag protein a polymerázu Pol. Thiele et al. (1984a) ve svých pokusech studovali strukturnı́ a sekvenčnı́ podobnost L-A a L-BC dsRNA. Je pravděpodobné, že L-BC dsRNA rovněž postrádá 5’ čepičkovou strukturu a proto se předpokládá, že expresi L-BC reprimuje SKI1/XRN1 antivirový systém (Wickner, 1996). Podobně jako Gag protein ScV-L-A, i v přı́padě L-BC viru 82 kDa Gag protein (El-Sherbeini et al., 1984) odštěpuje čepičkové struktury z buněčných mRNA (viz kapitola věnovaná hostitelským genům) (Blanc et. al., 1992; Blanc et al., 1994). L-BC dsRNA se vyskytuje v buňce v 10–20x nižšı́ koncentraci než L-A (Reilly et al., 1984). Označenı́ L-BC vycházı́ z faktu, že byly nalezeny alespoň 2 virové entity majı́cı́ velikost shodnou s L-A dsRNA (na základě mapovánı́ RNázou T1 rozlišené na L-B a L-C), jejichž propagace byla na rozdı́l od L-A nezávislá na MAK3 , MAK10 a PET18 genech, obě dsRNA byly enkapsidovány v jiných kapsidových proteinech a s jejich přı́tomnostı́ v buňce nebyl spojen žádný (”killer” nebo jiný) fenotyp (Sommer a Wickner, 1982a; Wickner a Toh-e, 1982). V současné době se použı́vá označenı́ L-BC, ačkoli tento virus nenı́ dostatečně prozkoumán. L-BC je závislý na CLO genu a počet kopiı́ L-BC dsRNA je negativně ovlivňován geny SKI2,3,8 (Ball et al., 1984; Wesolowski a Wickner, 1984). MAK1, MAK4, MAK7, MAK17, MAK24 neovlivňujı́ počet kopiı́ L-BC ani L-A (Ball et al., 1984).

Replikačnı́ cyklus ScV-L-BC je podobný jako u ScV-L-A (Fujimura et al., 1986). Vazebné schopnosti RNA in vitro a templátově závislé replikačnı́ a transkripčnı́ systémy byly popsány (Ribas a Wickner, 1996a). Zatı́mco L-BC replikáza preferuje L-BC (+) ssRNA, jako templát přijı́má i (+) X ssRNA, po které stejně jako L-A replikáza vyžaduje 3’-koncové 4 báze a přilehlou replikačnı́ vlásenku. Žádná z těchto struktur nebyla nalezena na 3’ konci L-BC dsRNA (Wickner, 1996). In vitro syntéza mRNA v L-BC virionech probı́há pouze podle templátu L-BC dsRNA (Ribas a Wickner, 1996a). Vazba virových (+) ssRNA otevřenými partikulemi je specifická pouze pro L-BC (+) ssRNA. Transkriptáza také silně preferuje L-BC dsRNA (Wickner, 1996).

Genom L-BC byl sekvenován a záznam SCU01060 (4615 bp)^{25} v databázi GenBank má zavádějı́cı́ označenı́ jako La (Park et al., 1996a). Otevřené čtecı́ rámce jsou jako u L-A dsRNA umı́stěny na 5’ a 3’ koncı́ch genomu (+) řetězce, překrývajı́ se o 154 bázı́, s Pol genem v −1 čtecı́ fázi ve srovnánı́ se čtecı́m rámcem pro Gag (Wickner, 1996).

2.1.1.1.3 Ustilago maydis dsRNA virus

“Killer” kmeny Ustilago maydis produkujı́ “killer” toxin, který zabı́jı́ některé citlivé kmeny stejného druhu nebo přı́buzných druhů. Jsou známy toxiny KP1, KP4 a KP6, které jsou produkovány kmeny označovanými P1, P4 a P6. Rezistence k jednomu druhu toxinu nezahrnuje rezistenci i k ostatnı́m typům toxinu. (Koltin, 1986, 1988). Jsou známy geny Ustilago maydis, které jsou v recesivnı́ podobě zodpovědné za rezistenci vůči KP1 toxinu, ale ne vůči KP4 a KP6. Virová cytoplazmatická dsRNA kóduje imunitu. Systém až 8 dsRNA molekul přı́tomných v individuálnı́m kmeni buněk naznačuje složitost celého systému. Toxiny nebyly detekovány v rostlinných hostitelských tkánı́ch ani neovlivňujı́ růst rostliny a počı́tá se s jejich využitı́m při přı́pravě transgennı́ch rostlin (Ghabrial, 1994).

dsRNA jsou přı́tomny v kapsidách o velikosti 43 nm, každý kmen obsahuje alespoň jednu dsRNA z každé skupiny: H (angl. heavy), M (angl. medium), L (angl. light) dsRNA. Různé kmeny Ustilago maydis obsahujı́ různé kombinace těchto 3 typů dsRNA, napřı́klad:

25Dalšı́ záznam X54405 (737 bp) - báze 1–737 odpovı́dajı́ přesně bázı́m 3831–4567 ((+) vlákna ssRNA L-BC SCU01060).

2.1.1.1.4 Hanseniaspora uvarum virus (HuV) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

• P1 kmen obsahuje: H1, H2, M1, M2, M3, L dsRNA

• P4 kmen obsahuje H1, H2, H3, H4, M2, M3, L dsRNA

• P6 kmen obsahuje H1, H2, M2, M3, L nebo také jenom H1, H2, L dsRNA

H dsRNA kódujı́ kapsidový protein a jsou baleny samostatně. M dsRNA kódujı́ toxin a mohou být zabaleny samostatně nebo v kombinaci s dalšı́mi M dsRNA. L dsRNA je pravděpodobně balena zvlášt’. Ačkoli H dsRNA nebyla sekvenována, předpokládá se že kóduje totivirus s monopartitinı́m genomem (označovaný UmV-H). H1 dsRNA má velikost 6,0 kbp, H2 má velikost 4,5 kbp, H3 má velikost 3,2 kbp a H4 má velikost 2,6 kbp. H dsRNA ravděpodobně kódujı́ kapsidový protein a RDRP fúznı́ protein. Jsou známy izoláty, které obsahujı́ pouze H1 dsRNA. in vitro translačnı́ produkty H dsRNA majı́ velikosti od 75 kDa do 128 kDa, patrně dı́ky předčasné terminaci translace nebo nekompletnı́m mRNA (všechny výsledné proteiny lze srážet protilátkou proti virionům UmV-H, ačkoli nenı́ jasné zda k imunizaci nebyla použita směs virionů kódovaných typy H1, H2 nebo H3) (Ghabrial, 1994).

M dsRNA kódujı́ “killer” toxin a majı́ velikosti 1–1,6 kbp.

• KP1 toxin (je kódován P6M2 dsRNA) vzniká štěpenı́m Kex2p proteázou, je glykozylován. Vlastnı́ toxin je tvořen 13,4 kDa velkou β podjednotkou, o funkci α podjednotky nenı́ nic známo. P1M2 dsRNA má na rozdı́l od ostatnı́ch P1M1, P4M2, P6M2 dsRNA odlišné 3’ koncové sekvence na (+) řetězci (Park et al., 1996b; Ghabrial, 1994).

• KP4 toxin je tvořen jedinou glykozylovanou podjednotkou o velikosti 11,1 kDa (Ganesa et al., 1989, 1991). Krystalovou strukturu KP4 toxinu inhibujı́cı́ho houbové a savčı́ Ca^{2+} iontové kanály určili Gu et al. (1995). KP4 nevyžaduje Kex2p pro svojı́ aktivitu (Park et al., 1994). KP4 toxin byl úspěšně exprimován a sekretován v rostlinných buňkách (Park et al., 1996b)

• KP6 toxin je složen z α (7,5 kDa)^{26} a β (9,0 kDa)^{27} podjednotek, které nejsou spojeny kovalentnı́ vazbou. Nejdřı́ve s buněčnou stěnou buňky interaguje α podjednotka teprve poté β. Sféroplasty nejsou citlivé vůči toxinu, ale s obnovou buněčné stěny se dřı́vějšı́ sféroplasty stávajı́ citlivé. P6M2 dsRNA byla sekvenována (Tao et al., 1990). Preprotoxin obsahuje 219 aminokyselinových zbytků a má velikost 24 kDa a jako K1 toxin S. cerevisiae štěpen Kex2p proteázou a nějakou dalšı́ proteázou (P6M2 cDNA byla exprimována s buňkách S. cerevisiae a buňky produkovaly funkčnı́ “killer” toxin KP6). KP6 byl úspěšně exprimován a sekretován v transgennı́ch rostlinách. Strukturu KP6α podjednotka je rovněž známa (Tao et al., 1990; Ghabrial, 1994; Kinal et al., 1995; Li et al., 1999).

L dsRNA majı́ velikost 355 bázı́. L dsRNA z P1 kmene byla sekvenována a na žádném z obou vláken neobsahuje výrazný ORF a obsahuje 3’ konec M dsRNA (zatı́mco 5’ konec L dsRNA nevykazuje podobnost s 5’ koncem M dsRNA). Vzniká bud’ internı́ iniciacı́ transkripce nebo posttranskripčnı́m štěpenı́m transkriptu (+) vlákna (Ghabrial, 1994).

2.1.1.1.4 Hanseniaspora uvarum virus (HuV)

Jedná se pravděpodobně o zástupce totivirů, obsahujı́cı́ L dsRNA 4,7 kbp a M dsRNA o velikosti 1,0– 1,9 kbp (Schmitt et al., 1997; Schmitt a Neuhausen, 1994; Radler et al., 1985, 1990; Zorg et al., 1988). Oba typy dsRNA jsou odděleně zabaleny do ikosaedrálnı́ch kapsid, které majı́ RDRP aktivitu. HuV-L

26KP6α podjednotka působı́ jako monomer a je podobná neurotoxinům a vyžaduje 8 intramolekulárnı́ch S–S můstků (Tao et al., 1990). Možná je také podobnost s některými cytotoxiny, které tvořı́ iontové kanály (Rees et al., 1984).

27KP6β podjednotka nenı́ sekvenčně podobná K1 toxinu S. cerevisiae, ale profil hydrofobicity ho výrazně připomı́ná. Na rozdı́l od β podjednotky K1 toxinu nenı́ glykozylována (Ghabrial, 1994).

2.1.1.1.5 Helmintosporium victoriae 190S virus (HvV-190S) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

dsRNA kóduje kapsidový protein o velikosti 77 kDa a hybridizačnı́ studie naznačujı́, že tato L dsRNA nenı́ homologická s dsRNA ScV-L-A. Naopak, HuV-M dsRNA o velikosti 1,0 kbp má určité homologické sekvence s M1, M2, M28 dsRNA ScV (Schmitt et al., 1997). HuV-M dsRNA kóduje “killer” toxin, který působı́ na buňky rodu Candida. Jedná se o protein velikosti 18 kDa, který nenı́ glykozylován a má široké spektrum účinku na mnohé kmeny (Radler et al., 1990; Schmitt et al., 1997). Zorg et al. fúzovali H. uvarum “killer” toxin produjı́cı́ buňky s buňkami S. cerevisiae, výsledné heterokaryontnı́ kmeny sice krátkou dobu produkovaly “killer” toxin, ale jádra heterokaryontů nesplynula a buňky během následujı́cı́ch kultivacı́ nebyly životaschopné (Schmitt et al., 1997).

2.1.1.1.5 Helmintosporium victoriae 190S virus (HvV-190S)

Virus HvV-190S byl nalezen v cytoplazmě fytopatogennı́ houby Helmintosporium victoriae (Lindberg, 1959, 1960; Ghabrial et al., 1979; Sanderlin a Ghabrial, 1978). Partikule jsou izometrické a majı́ v průměru 40-50 nm (Ghabrial et al., 1995a). Virová “infekce” se projevuje snı́ženým růstem, zvýšeným sektorovánı́m mycelia, význačnými morfologickými změnami mycelia a ve výsledku generalizovanou lyzı́ hostitele. H. victoriae produkuje do prostředı́ širokospektrý fungicid viktoriocin, pravděpodobně 8 kDa velký protein. Nemocné izoláty H. victoriae by mohly být obdobou sebevražedných kmenů kvasinek, které nejsou imunnı́ vůči “killer” toxinu. Protože se v izolátech s virem 190S vždy vyskytuje virus 145S a protože 190S virus má mnohé charakteristiky podobné viru ScV-L-A, je možné, že 145S virus je satelitnı́ virus viru 190S nebo 145S partikule obsahujı́ systém jeho satelitnı́ch dsRNA (obsahujı́ 2,6; 2,8; 3,0; 3,4 kbp dsRNA). Zatı́m nenı́ jasné, zda je viktoriocin kódován virovou dsRNA (Ghabrial a Havens, 1989; Ghabrial, 1994).

Genom viru obsahuje 5178 bp, 2 rozsáhlé a vzájemně se překrývajı́cı́ otevřené čtecı́ rámce. Kóduje kapsidový protein (dále jen CP) a polymerázu o velikosti 165 kDa (RDRP), která nevzniká jako fúznı́ protein CP-RDRP jako v přı́padě ScV-L-A (Huang a Ghabrial, 1996). Transkripce (vznik ssRNA podle dsRNA templátu) je konzervativnı́ (Ghabrial a Havens, 1989). Ačkoli virová dsRNA kóduje jen jeden kapsidový protein, v buňce se nacházı́ 3 proteiny: hlavnı́ kapsidový fosfoprotein p88, fosfoprotein p83 a nefosforylovaný protein p78 (který je zároveň proteolytickým štěpem p88 na C–konci) (Huang et al., 1997). Samotný translačnı́ produkt ORF pro kapsidový protein (CP) je nefosforylovaný p88 (potvrzeno in vitro translacı́ a expresı́ v bakteriı́ch). Pouze proteiny p78 a p88 byly přı́tomné v partikulı́ch HvV složených z proteinů exprimovaných v bakulovirovém expresnı́m systému hmyzı́ch Sf9 buněk (Huang et al., 1997). Pouze p88 se exprimoval v bakteriı́ch Escherichia coli a protože byl nefosforylovaný (autofosforylaci vyloučili Soldevila et al., 1998) a skládal se do prázdných virových partikulı́, je zřejmé, že proteiny p78 a p83 nejsou pro tvorbu partikulı́ nutné (Soldevila et al., 1998). Proteiny p83 a p78 se normálně vyskytujı́ v partikulı́ch v různých poměrných množstvı́ch vůči p88, který je vždy přı́tomen (majoritnı́, viz dále). S odlišnou fosforylacı́ virových proteinů se dává do souvislosti s viriony asociovaná proteinkinázová aktivita serin/threoninového typu (Ghabrial et al., 1987; Ghabrial a Havens, 1992; Ghabrial, 1994).

Purifikované partikule se mı́rně odlišujı́ v sedimentačnı́ch rychlostech a jsou označovány jako 190S- 1 a 190S-2 viriony. 190S-1 kapsidy obsahujı́ p88 a p83 (v poměru 1:1), 190S-2 kapsidy obsahujı́ p88 a p78 (v poměru 1:1) (Ghabrial a Havens, 1992). Pravděpodobně se nejedná o partikule odlišujı́cı́ se jen v mı́ře fosforylace proteinů, ale jedná se asi o různá přechodná stadia replikace viru (Ghabrial, 1994). S HvV-190S jsou někdy asociovány virové partikule označované podle sedimentačnı́ch hodnot jako Hv145S, které obsahujı́ satelitnı́ dsRNA závislou na replikaci a enkapsidaci pomocným virem Hv190SV (Ghabrial, 1994; Soldevila et al., 2000).

5’ konec (+) RNA nenı́ čepičkován, je vysoce strukturován a obsahuje 289 bázı́ dlouhou nepřekládanou oblast se dvěma ne-inicializačnı́mi AUG kodóny. Tato nepřekládaná oblast je považována za mı́sto

2.1.1.1.6 Zygosaccharomyces bailii virus Kapitola 2: Literárnı́ přehled

nasednutı́ ribozómu dı́ky IRES struktuře (angl. Internal Ribosome Entry Site) nezávisle na čepičce, vzniká tak kapsidový protein (CP). Předpovı́daná sekundárnı́ struktura přibližuje “ten správný” AUG kodón v pozici 290 ke skutečnému 5’ konci a možná tak napomáhá iniciaci translace. Čtecı́ rámec pro RDRP protein je posunut o −1 vůči rámci pro CP protein (290-2608 bp). Translačnı́ iniciačnı́ kodón pro RDRP protein (2605-2607 bp) se překrývá s terminačnı́m kodónem pro CP (2606-2608 bp) v sekvenci 2605-AUGA-2608. RDRP protein je nacházen pouze jako minoritnı́, nefúznı́, s virionem asociovaný protein a autoři navrhujı́ jeho vznik mechanismem internı́ iniciace translace. 3’ nepřekládaná oblast je v pozici 4918-5178 bp (Huang a Ghabrial, 1996).

Experimenty s dicistronickými konstrukty mRNA Soldevila a Ghabrial (2000) ukázaly, že RDRP protein nenı́ v bakteriı́ch exprimován (je exprimován pouze CP, 88 kDa), ale v kvasince Schizosaccharomyces pombe byl v malém množstvı́ exprimován i protein RDRP. Exprese v Schizosaccharomyces pombe probı́hala přı́mo z genomové RNA, nikoli z částečných transkriptů RNA (to je důkazem, že se opravdu jedná o internı́ iniciaci translace z jedné mRNA a ne o překlad dvou typů mRNA odpovı́dajı́cı́ch oběma čtecı́m rámcům). Protože v genomu HvV-190S nebyla nalezena heptanukleotidová sekvence obvykle spojená s posunem ribozomálnı́ čtecı́ fáze, ani nebyla předpovězena přı́tomnost takové pseudouzlové struktury na základě počı́tačové analýzy, hledali Soldevila a Ghabrial jiné vhodné modely vysvětlujı́cı́ expresi RDRP proteinu z discistronické mRNA. Uvažovali o ”leaky-scanning” mechanismu, který by umožňoval expresi RDRP proteinu, protože iniciačnı́ kodón pro RDRP (ACAAUGA) je ve výhodnějšı́m kontextu než iniciačnı́ kodón pro kapsidový protein (UCCAUGU). Vzhledem k velké vzdálenosti mezi těmito iniciačnı́mi kodóny tuto hypotézu nepovažujı́ za pravděpodobnou. Uvádı́, že dedukcı́ “z dobře dokumentovaných pracı́” zabývajı́cı́ch se “leaky-scanning” mechanismem vypočetli, že vzdálenost mezi iniciačnı́mi kodóny nebývá vı́ce než 150 bp, maximálně však 900 bp. V přı́padě HvV-190S by se muselo jednat o 2316 bp. Jako pravděpodobnějšı́ hypotézu navrhujı́ terminaci s nı́ spojenou opětovnou reiniciaci translace (angl. coupled termination-reiniciation model) (Soldevila a Ghabrial, 2000).

2.1.1.1.6 Zygosaccharomyces bailii virus

Radler et al. (1993) charakterizovali “killer” toxin produkujı́cı́ kmen Zygosaccharomyces bailii obsahujı́cı́ dsRNA. L dsRNA (4,5 kbp) i M dsRNA (1,8 kbp) jsou asociovány s proteinem o molekulové hmotnosti 85 kDa. Z. bailii navı́c obsahuje Z dsRNA (2,8 kbp), která je asociována s 35 kDa velkým proteinem. Přenos L a M dsRNA do S. cerevisiae fůzı́ buněk Z. bailii vedl k zı́skánı́ heterokaryontů exprimujı́cı́ch “killer” toxin Z. bailii (Radler et al., 1993).

Schmitt a Neuhausen, (1994) transfekovali virové částice obsahujı́cı́ L a M dsRNA do buněk S. cerevisiae obsahujı́cı́ L-A-H dsRNA. Pomocı́ cykloheximidu se jim dále podařilo vyléčit toxin produkujı́cı́ kmeny od produkce “killer” toxinu a současně M dsRNA (ačkoli v některých kmenech zbylo detekovatelné množstvı́, autoři to dávajı́ do souvislosti s výskytem tohoto jevu při léčbě cykloheximidem). V některých přı́padech buňky zároveň navı́c ztratily L dsRNA, ale Z dsRNA zůstala přı́tomna vždy (kmeny zůstaly imunnı́/rezistentnı́ vůči působenı́ toxinu!). Rovněž kmeny obsahujı́cı́ jen L dsRNA a které léčenı́m ztratily Z dsRNA zůstaly imunnı́. Zjistilo se, že jak původnı́ “killer” produkujı́cı́ kmeny, tak kmeny vyléčené od M dsRNA vázaly na buněčnou stěnu toxin. Znamená to, že se zde jedná o jiný mechanizmus imunity/rezistence než v přı́padě S. cerevisiae toxinu K1, kdy může být imunita spojena s nepřı́tomnostı́ receptoru na buněčné stěně. Dokonce ani sféroplasty odléčených kmenů nebyly citlivé vůči toxinu — znamená to, že M dsRNA nenı́ zahrnuta jak ve tvorbě toxinu, tak v imunitě vůči jeho působenı́. Podařilo se prokázat sférické virové částice o průměru asi 38-40 nm. L dsRNA pravděpodobně kóduje kapsidový protein o hmotnosti 85 kDa.

Z dsRNA (kódujı́cı́ 35 kDa veliký protein) je pravděpodobně samostatný, na L a M dsRNA nezávislý virus ZbV-Z zejména proto, že se jej podařilo izolovat z heterokaryontů S. cerevisiae, které byly předtı́m

2.1.1.1.7 Virus kvasinkovitého organizmu Dipodascus magnusii Kapitola 2: Literárnı́ přehled

infikovány všemy 3 typy dsRNA (viz výše) a následovně zbaveny L a M dsRNA (lze je mnohem snáze zbavit stejných dsRNA cykloheximidem než původnı́ kmen Z. bailii). Heterokaryontnı́ kmeny byly mimo jiné odléčeny od Z dsRNA a L dsRNA (zůstala M dsRNA a L-A-H) a ty byly vůči působenı́ “vlastnı́ho” toxinu citlivé (sebevražedné mutanty), M dsRNA byla enkapsidována v partikulı́ch složených jen z 88 kDa velkého kapsidového proteinu ScV-L-A. Předpokládajı́, že ke ztrátě L dsRNA ZbV z transfekovaných buněk S. cerevisiae došlo proto, že L-A dsRNA s nı́ nenı́ kompatibilnı́ (Radler et al. 1993; Schmitt a Neuhausen, 1994).

Toxin produkovaný Z. bailii je účinný na široké spektrum kmenů zahrnujı́cı́ch rody Saccharomyces, Klyuveromyces, Sporothrix, Zygosaccharomyces a Candida. Mechanizmus účinku nenı́ znám (Radler et al., 1990).

2.1.1.1.7 Virus kvasinkovitého organizmu Dipodascus magnusii

Virus kvasinky Dipodascus magnusii^{28} je tvořen izometrickými částicemi o průměru 43 nm a obsahuje dsRNA o velikostech 4,3 kbp, 2,64 kbp, 1,84 kbp, 1,77 kbp, 0,83 kbp, 0,78 kbp (Pospı́šek et al., 1994). Kapsidy jsou tvořeny majoritnı́m kapsidovým proteinem o velikosti 75 kDa (Nosek et al., 1993). Nosek et al. dále pozorovali polymorfismus velikosti dsRNA molekul přı́tomných v různých kmenech Dipodascus magnusii. Kvasinkový kmen obsahujı́cı́ virus produkuje látku proteinové povahy, která měnı́ morfologii koloniı́ buněk citlivého kmene Hansenula anomala na pevném médiu a inhibuje jejich růst. Souvislost mezi přı́tomnostı́ viru a produkcı́ toxinu se nepodařilo objasnit, protože se nepodařilo zbavit buňky viru pomocı́ inkubace při teplotě 35–42^oC, cykloheximidu v koncentraci 2 mg/mL, iradiace UV zářenı́m poskytujı́cı́m 0,001–25 % přežı́vajı́cı́ch buněk, akridinovou oranžı́ v koncentraci 150 μg/mL (Pospı́šek et al., 1994).

2.1.1.2 Giardiavirus

Tento rod obsahuje viry infikujı́cı́ prvoky (prvoci infikujı́ člověka a způsobujı́ vážná průjmovitá onemocněnı́ v rozvojových zemı́ch, léčba je obtı́žná). Typovým druhem rodu je Giardia lamblia virus (GlV). Předběžně je do rodu zařazen virus Trichomonas vaginalis (TvV)^{29} . Viriony GlV uvolněné do kultivačnı́ho media jsou schopné infikovat buňky nenakažených kmenů G. lamblia.

2.1.1.2.1 Giardia lamblia virus (GlV)

Giardia lamblia virus má dsRNA genom veliký 6277 bp (Wang et al., 1993; Wu et al., 1995) (GenBank L13218). Virové částice majı́ průměr 36 nm (Wang a Wang, 1986). Kapsidový protein má hmotnost 100 kDa a RDRP má velikost 190 kDa (ačkoli vzniká −1 posunem ribozomálnı́ čtecı́ fáze, mı́sto posunu je za nalezenou heptanukleotidovou sekvencı́). Neznámá cysteinová proteáza posttranslačně štěpı́ kapsidový protein a odštěpuje 32 aminokyselinových zbytků z N–konce kapsidového proteinu (Yu et al., 1995a). Virová (+) ssRNA byla úspěšně transfekována do Giardia lamblia buněk kde došlo k expresi virových proteinů a virové infekci. Tekuté kultury s infikovanými buňkami uvolňujı́ do prostředı́ virus, který je na rozdı́l od ScV-L-A a LRV virů vysoce infekčnı́ (Wang et al., 1993).

28Jedná se o vı́cejaderný kvasinkovitý organizmus (Adamı́ková et al., 1998), studovaný zejména v cytologických studiı́ch dı́ky výrazně velikým buňkám nebo při studiu membránového potenciálu (Slavı́k, 1983). Elektroforetický karyotyp studovali Filipp et al. (1995), strukturu kruhového 40 kbp velkého mtDNA plazmidu studovali Griač et al. (1993), o tvorbu genetického transformačnı́ho systému pro tento kvasinkovitý organismus se neúspěšně pokoušela Adamı́ková et al. (1998).

29TvV obdobně jako ScV-L-A virus je tvořen L dsRNA a jsou s nı́m asociovány M a S dsRNA. Virus TvV Trichomonas vaginalis a některé satelitnı́ dsRNA byl sekvenován a podrobně studován. Protože se jı́m zde nebudu podrobněji zabývat, čtenáře odkazuji na práce (Khoshnan a Alderete, 1993, 1994, 1995; Khoshnan et al., 1994; Tai a Ip, 1995; Liu et al., 1998; Bessarab et al., 2000).

2.1.1.3.1 Leishmania virus 1 (LRV1) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

In vitro transkripty umělého konstruktu obsahujı́cı́ho 5’ a 3’ nepřekládané oblasti GlV dsRNA a reportérový luciferázový gen se podařilo transfekovat do jiného kmene Giardia lamblia (infikovaného GlV), ve kterém byla následně detekována (−) forma této mRNA (patrně po enkapsidaci do partikulı́ viru a replikaci replikázou). Antisense RNA byly detekovány pouze v přı́padě, že byl použit konstrukt obsahujı́cı́ zároveň obě nepřekládané oblasti GlV dsRNA, jinak antisense RNA nebyla detekována (Yu et al., 1995b).

2.1.1.3 Leishmaniavirus

Tento rod obsahuje viry prvoka Leishmania. Typovým druhem je Leishmania RNA virus 1-1 (LRV1-1). Dále sem zahrnujeme dalšı́ viry nalezené v izolátech z Nového světa Leishmania brasiliensis a Leishmania guyanensis, označované postupně LRV1-2 až LRV1-12. Virus jako jediný nalezený na starém kontinentě v Leishmania major je označován jako LRV2-1^{30} .

2.1.1.3.1 Leishmania virus 1 (LRV1)

RNA viry z parazitických prvoků Leishmania brasiliensis a Leishmania guyanensis byly shrnuty do rodiny typu 1 (Stuart et al., 1992). Tyto viry perzistujı́ v cytoplazmě, majı́ dsRNA genom a nečepičkovanou (+) ssRNA. 5’ nepřekládaná oblast obsahuje IRES strukturu, která umožňovala expresi reportérových proteinů z dicistronických mRNA (Maga et al., 1995).

Genomová dsRNA LRV1–4 má velikost přibližně 5,3 kbp (Scheffter et al., 1994) a obsahuje 2 otevřené čtecı́ rámce (označované ORF2 a ORF3, plus jeden malý na 5’ konci označovaný jako ORF1), ORF2 začı́najı́cı́ na pozici 450 (obalový protein, ORF2) a RDRP protein (ORF3) (GenBank U01899). Expresı́ kapsidového proteinu z ORF2 v bakulovirovém expresnı́m systému s použitı́m hmyzı́ch Sf9 buněk docházı́ k produkci kapsidového proteinu a samovolné tvorbě kapsid (Cadd a Patterson, 1994). Čtecı́ rámec pro RDRP protein se překrývá se čtecı́m rámcem pro obalový protein a je posunut o +1 bázi a připomı́ná tak retroviry (Cadd a Patterson, 1994). Tak, jak bylo očekáváno z cytoplazmatického výskytu virových RNA, nebyl detekován miniexon^{31} ani čepička na 5’ konci virových RNA (Stuart et al., 1992). Nenı́ známo, které báze z rozsahu 1–128 5’nepřekládané oblasti obsahujı́ IRES strukturu (Maga et al., 1995). Vlásenky obsahujı́cı́ báze 1–37 pravděpodobně nemohou nést IRES aktivitu, protože báze 1–8 nebyly obsaženy v testovaných konstruktech a vlásenka by se nacházela ve variabilnı́ oblasti LRV1 (Widmer, 1993). Variabilnı́ oblast LRV1 dsRNA považuje Maga et al. (1995) za kritickou pro virovou propagaci. Byla nalezena krátká RNA, která potenciálně obsahuje 5 vlásenkových struktur a vzniká specifickým štěpenı́m endoribonukleázovou aktivitou kapsidového proteinu za 447. bázı́ od 5’ konce (+) řetězce (funkce jednotlivých vlásenek byla studována cı́lenou mutagenezı́) (Ro a Patterson, 2000). LRV1-4 kapsidový protein má hmotnost 82 kDa, tvořı́ dimery. RDRP protein má hmotnost 180 kDa a je degradován buněčnou serinovou proteázou na fragmenty o velikostech 95 kDa a 82 kDa (Ro et al., 1997).

Kapsidový protein nese endoribonukleázovou aktivitu, která specificky štěpı́ uvnitř 450 nukleotidové 5’ nepřekládané oblasti svého vlastnı́ho RNA transkriptu (genomu)! Delečnı́ analýzy ukázaly, že determinantou přesného štěpenı́ je oblast 249-342, konkrétně vlásenková struktura 40 bázı́ směrem k 5’ konci před mı́stem štěpenı́ (nukleotid 320). V tomto mı́stě se nacházı́ jedna z 5 dřı́ve předpovı́daných vlásenek. Jejı́ přı́tomnost a struktura byla ověřována experimentálně a nacházı́ se mezi bázemi 269-284 (Ro et al., 1997; Ro a Patterson, 2000).

30O LRV2 viru je ve srovnánı́ s LRV1 známo poměrně málo. Zde se tı́mto virem nebudu podrobněji zabývat a čtenáře odkazuji na novějšı́ práci práci Scheffter et al. (1995).

31Na rozdı́l od většiny eukaryot, je čepička na mRNA trypanozomatických prvoků připojena v průběhu trans–sestřihu, při kterém vzniká chimérnı́ mRNA obsahujı́cı́ stále stejný 39 bp dlouhý miniexon na 5’ konci (Agabian, 1990).

2.1.1.3.1 Leishmania virus 1 (LRV1) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

2.1.2 Partitiviridae

(Ghabrial et al., 1995b)

Genom partitivirů je složen ze dvou lineárnı́ch, monocistronických segmentů dsRNA (bipartitnı́ genom) dlouhých 1,4 až 3,0 kbp, z nichž menšı́ kóduje kapsidový protein a většı́ pravděpodobně RNA polymerázu (RDRP). Replikace probı́há na rozdı́l od totivirů semikonzervativně. Isometrické viriony majı́ v průměru 30–40 nm. Viry způsobujı́ latentnı́ infekce hub i rostlin. Do rodiny patřı́ rody Partitivirus, Chrysovirus, Alphacryptovirus, Betacryptovirus.

2.1.2.1 Partitivirus Typovým druhem je virus 019/6-A Gaeumannomyces graminis. Dalšı́mi zástupci jsou:

• “mushroom virus 4” Agaricus bisporus (AbV-4) • virus Aspergillus ochraceous (AoV) • virus T1-A Gaeumannomyces graminis (GgV-T1-A) • virus S Penicillium stoloniferum (PsV-S) (Lhoas, 1971; Buck, 1975) • virus Rhizoctonia solani (RsV) (Strauss et al., 2000; Lakhsman et al., 1998) Předběžně jsou do rodu zařazeny: • virus Diplocarpon rosae (DrV) • virus F Penicillium stoloniferum (PsV-F) • virus 2-2-A Phialophora radicicola (PrV-2-2-A) • virus AsV Atkinsonella hypoxylon (Oh a Hillman, 1995) • virus fytopatogennı́ houby Fusarium solani (FusoV) (Nogawa et al., 1996) • virus Fusarium poae (Fekete et al., 1995; Compel et al., 1998) • “beet cryptic virus 3” (BcV3R2) (Xie et al., 1993)

2.1.2.2 Chrysovirus Typovým druhem je virus Penicillium chrysogenum (PcV) (Nash et al., 1973; Buck a Girvan, 1977). Dalšı́mi zástupci jsou:

• virus Penicillium brevicompactum (PbV) • virus Penicillium cyaneo-fulvum (Pc-fV) (Buck a Girvan, 1977) Předběžne je do rodu zařazen 145S Helmintosporium victoriae (HvV-145S) virus

2.1.3 Hypoviridae

(Hillman et al., 1995; Ghabrial, 1994; Nuss, 1992)

Tyto viry netvořı́ pravé viriony a genomová dsRNA o velikosti 10–13 kbp je zabalena v pleomorfnı́ch váčcı́ch o průměru 50–80 nm (tvořených hostitelem), které majı́ virově specifickou RNA dependentnı́ RNA polymerázovou aktivitu. Genomová dsRNA obsahuje minimálně dva dlouhé otevřené čtecı́ rámce (ORF). Hypoviry byly nalezeny v dřevokazné houbě Cryphonectria parasitica, která způsobuje hnilobu stromů rodu Castanea. Typovým druhem je virus CHV1-EP713. Dalšı́mi zástupci jsou viry CHV1-EP747, CHV2-NB58 a CHV3-GH2 (Hillman et al., 1994; Smart et al., 1999). V mitochondriı́ch

2.1.1.3.1 Leishmania virus 1 (LRV1) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Cryphonectria parasitica se vyskytuje dalšı́ dsRNA^{32} . Horizontálnı́ přenos mezi vegetativně kompatibilnı́mi mycelii C. parasitica běžně probı́há hyfálnı́mi anastomozami, vyjı́mečně dokonce i v přı́padě myceliı́ odlišného typu. Na rozdı́l od Evropy je v Americe velká různorodost C. parasitica a ta patrně omezila šı́řenı́ hypovirových dsRNA. Hypovirové dsRNA se šı́řı́ také vertikálně nepohlavnı́mi sporami (konidie), u žádného hypoviru nebyl pozorován přenos pohlavnı́mi askosporami (Polashock et al., 1997). Nicméně Choi a Nuss (1992) přenos viru askosporami zjistili (viz dále).

2.1.3.1 Hypovirus

Cryphonectria parasitica (Endothia) je rostlinný patogen, který ničı́ kaštanovnı́ky Castanea dentata (Marsh.) v Severnı́ Americe (byl introdukován z Asie). Přirozeně se objevujı́cı́ varianty C. parasitica, které majı́ snı́ženou virulenci, zpomalujı́ postup choroby v Evropě. Tyto hypovirulentnı́ kmeny majı́ snı́ženou schopnost sporulace, odlišnou pigmentaci a obsahujı́ dsRNA (která je cytoplazmatickou determinantou hypovirulence). Byly nalezeny L, M a S dsRNA, přičemž M a S dsRNA vznikajı́ delecı́ části L dsRNA, počet a velikost M a S dsRNA je proměnlivý. Na jednom konci dsRNA je poly(A)/poly(U) sekvence a tento konec je označován jako homopolymerický, druhý konec nenı́ sekvenčně jednotný a je označován jako heteropolymerický. M i S dsRNA si zachovaly sekvence obou konců RNA (149, 155 nebo 156 bázı́ z 5’ konce (přesněji z heteropolymernı́ho konce) a 440, 447, 449 bázı́ ze 3’ konce (přesněji z homopolymernı́ho konce)). Strukturou genomu a sekvenčnı́ podobnostı́ přı́pominajı́ hypoviry spı́še potyviry, než totiviry (Ghabrial, 1994).

Pozorovaná hypovirulence kmene byla experimentálně navozena v kmenech, které původně neobsahovaly virus ale byly transformovány cDNA kmene EP713, došlo k chromozomálnı́ integraci cDNA, tvorbě viru v cytoplazmě a následně jeho přı́tomnosti v konidiı́ch a askosporách (Choi a Nuss, 1992),. Do sféroplastů neinfikovaného kmene se podařilo transfekovat pomocı́ elektroporace (+) CHV1-EP713 RNA (Chen et al., 1994).

• L dsRNA z kmene EP713 (obsahujı́cı́ variantu viru označovanou HYPV-713, nověji CHV1- EP713) byla kompletně sekvenována a obsahuje 12 712 bp. (+) řetězec obsahuje 495 bázı́ dlouhou 5’ nepřekládanou oblast (obsahujı́cı́ 8 AUG kodónů a GC bohatým úsekem dlouhým asi 15–20 bázı́), 1869 bázı́ dlouhý ORFA, 9498 bázı́ dlouhý ORFB, 851 bázı́ dlouhou 3’ nepřekládanou sekvenci a je zakončen poly(A) sekvencı́. Oba čtecı́ rámce se překrývajı́ v sekvenci 5’-UAAUG-3’, kde UAA je terminačnı́ kodón ORFA a AUG je iniciačnı́ kodón ORFB (oba kódujı́ polyproteiny, které majı́ autoproteolytickou aktivitu, k autokatalytickému štěpenı́ docházı́ kotranslačně). RDRP obsahujı́cı́ helikázový motiv má velikost 87 kDa a vzniká z ORFB. cDNA tohoto kmene byla integrována do genomu virulentnı́ho hostitele, ve kterém byla stabilně replikována a došlo k očekávanému snı́ženı́ virulence. Překvapenı́m ale bylo objevenı́ delece 73 bázı́ v 5’ nepřekládané oblasti CHV1-EP713 (+) ssRNA způsobené sestřihem pre-mRNA (Chen et al., 1994). L dsRNA (CHV1-EP713) inhibuje pigmentaci mycélia hostitele (Shapira et al., 1991; Ghabrial, 1994; Fahima et al., 1994; Nuss, 1992; Chen et al., 1994).

• Cryphonectria parasitica NM58 je americký pigmentovaný izolát (obsahujı́cı́ variantu viru označovanou HYPV-58), který sekvencı́ dsRNA (obsahuje pouze L dsRNA o velikosti 12,5 kbp) nápadně připomı́ná evropské izoláty (ačkoli v Evropě izoláty obsahujı́ navı́c M resp. S dsRNA). HYPV-58 obsahuje dlouhou 5’ nepřekládanou oblast obsahujı́ 9 AUG kodónů (Ghabrial, 1994).

32dsRNA obsažená v mitochondriı́ch C. parasitica má velikost 2728 bp a je přı́buzná T a W dsRNA kvasinky S. cerevisiae a ssRNA bakteriofágům,např. Qβ. Šı́řı́ se hyfálnı́mi anastomózami a v některých přı́padech i pohlavnı́mi askosporami (Koonin et al., 1991; Polashock a Hillman, 1994; Polashock et al., 1997). Za zmı́nku stojı́ nález dalšı́ch mitochondriálnı́ch dsRNA u patogennı́ houby Ophiostoma novo–ulmi (Hong et al., 1998a, 1998b; 1999)

2.1.1.3.1 Leishmania virus 1 (LRV1) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

• Cryphonectria parasitica NB58 (kompletnı́ sekvence přı́stupná v Genbank L29010) (Hillman et al., 1994).

• Cryphonectria parasitica CHV1-Euro7 je evropský izolát (kompletnı́ sekvence přı́stupná v Genbank AF082191). V polnı́ch pokusech infikované houby byly vı́ce virulentnı́ (než houby infikované kontrolnı́m CHV1-EP713), vykazovaly menšı́ změny fenotypu. Sekvenčnı́ podobnost mezi CHV1- Euro7 a CHV1-EP713 87–93 % (na úrovni RNA) a 90–98 % (na úrovni proteinu) (Chen a Nuss, 1999).

• Cryphonectria parasitica GH2 je americký izolát se snı́ženou virulencı́ Zachoval si pigmentaci, schopnost tvořit konidie, lakázovou aktivitu. Má velikost 9,8 kbp (ve srovnánı́ s jinými izoláty je podstatně menšı́) (Smart et al., 1999).

2.1.4 Barnaviridae

(Romaine, 1995)

Viriony jsou protáhlého tvaru o délce 48–53 nm a šı́řce 18–20 nm, jsou složeny z jednoho hlavnı́ho kapsidového proteinu o molekulové hmotnosti 24,4 kDa. Genom tvořı́ jediná (+) ssRNA molekula o velikosti 4,4 kbp ukončená VPg proteinem na 5’ konci. Virus byl izolován ze žampiónu dvouvýtrusého (Agaricus bisporus) a často doprovázı́ virus LIV (zodpovědný za chorobu žampiónů zvanou “La France disease”). Rodina obsahuje jediný rod Barnavirus, jediným známým druhem je virus MBV (”mushroom bacilliform virus”) (Revill et al., 1998; Revill et al., 1999; Romaine a Schlagnhaufer, 1995).

2.1.5 Taxonomicky nezařazené dsRNA viry a T a W dsRNA S. cerevisiae

Dále uvádı́m taxonomicky nezařazené izoláty houbových a protozoálnı́ch dsRNA obsažených bud’ v membránových váčcı́ch, ve virům podobných partikulı́ch nebo nahých. Pro rámcovou představu o zařazenı́ na základě sekvenčnı́ podobnosti RDRP nejen těchto dsRNA, ale i dalšı́ch zmı́něných v předchozı́m textu, doporučuji práci (Hong et al., 1998b). Z prostorových a časových důvodů se jimi podrobněji nezabývám, ačkoli některé z nich jsou poměrně dobře prostudovány a velmi vhodně by obohatily probı́ranou tematiku^{33} . Dále doporučujı́ přehledné články (Wickner, 1996; Magliani et al., 1997).

Virům podobné částice obsahujı́cı́ dsRNA byly dále nalezeny u hub:

• La France Isometric Virus Agaricus bisporus (LIV) (Goodin et al., 1997; van der Lende et al., 1996; Mayo, 1995; Harmsen et al., 1991) • Phaffia rhodozyma (Castillo a Cifuentes, 1994; Pfeiffer et al., 1996) • fytopagennı́ Magnaporthe grisea (anamorf: Pyricularia oryzeae) (Chun a Lee, 1997) • fytopatogennı́ Botrytis cinerea (Vilches a Castilli, 1997) • Cryptococcus hungaricus (Pfeiffer et al., 1998) • saprofytické Agrocybe aegerita (Barroso a Labarere J., 1990, 1993) • Geotrichum candidum (Matte et al., 1991) • Alternaria solani (Zabalgogeazcoa et al., 1997) • Discula destructiva (Yao a Tainter, 1996) 33Existuje řada publikacı́ věnovaných “killer” toxin produkujı́cı́m kmenům hub. V některých přı́padech je známo, že produkovaný toxin je kódován jadernými geny. V ostatnı́ch přı́padech se může jednat o dalšı́ toxin kódovaný dsRNA.

2.1.5.1.1 W dsRNA (20S RNA) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

• Lentinus edodes (Ushiyama et al., 1977)

• Monosporascus cannonballus (Batten et al., 2000) Virům podobné částice obsahujı́cı́ dsRNA byly dále nalezeny u prvoků:

• Eimeria nieschulzi (Sepp et al., 1991)

• Cryptosporidium parvum (Khramtsov et al., 1997; Khramtsov a Upton, 1998; Khramtsov a Upton, 2000)

2.1.5.1 T a W dsRNA

Kadowaki a Halvorson (1971a,b) popsali 20S RNA jako nový druh ssRNA, který se indukuje ve sporulujı́cı́ch buňkách Saccharomyces cerevisiae při kultivaci na acetátovém médiu. Jedná se o ne- Mendelovsky děděný replikon, který se v buňkách množı́ indukcı́ stresovými podmı́nkami (jako je hladověnı́, zvýšená teplota, kultivace na acetátovém médiu) a dosahuje až 100 000 kopiı́/buňku, přenášı́ se cytoplazmatickou fúzı́ a jinou horizontálnı́ cestou nenı́ přenositelný (Garvik a Haber, 1978). Wesolowski a Wickner (1984) nalezli dva druhy dsRNA (W a T), které nejsou zabaleny do virům podobných partikulı́ kvasinky Saccharomyces cerevisiae^{34} , amplifikujı́ se také při kultivaci kvasinek na acetátovém médiu a rovněž vykazujı́ ne-Mendelovskou dědivost. Ukázalo se, že 20S RNA je (+) řetězec W dsRNA a 23S RNA je (+) řetězec T dsRNA (Esteban et al., 1992; Matsumoto a Wickner, 1991; Rodrı́guez- Cousiño et al., 1991; Garcı́a-Cuéllar et al., 1995; Esteban et al., 1992). T a W dsRNA se vyskytujı́ v mnoha laboratornı́ch kmenech S. cerevisiae současně, T dsRNA byla nalezena zatı́m vždy v kombinaci s 20S dsRNA, zatı́mco W dsRNA byla nalezena v kmenech i samostaně (Ribas a Wickner, 1996b).

2.1.5.1.1 W dsRNA (20S RNA)

Cytoplazmatická 20S ssRNA má velikost asi 2,5–2,9 kbp a je částečně sekvenována (nekompletnı́ sekvence 2505 bp, GenBank M63893, Rodrı́guez-Cousiño et al., 1991 a rovněž nekompletnı́ sekvence 2479 bp, GenBank M64034, Matsumoto a Wickner, 1991). 20 ssRNA nenı́ obsažena ve virových partikulı́ch, ale je asociována s 23 kDa velkým proteinem (tvořı́ tak 32S částice). Replikace probı́há ve formě RNA→RNA procesu s dsRNA replikačnı́m intermediátem. Při kultivaci buněk na acetátovém médiu (použı́vaném v experimentech k indukci sporulace) nebo také teplotnı́m šokem docházı́ až k 10 000 násobné amplifikaci počtu kopiı́ na buňku. Počet kopiı́ 20S RNA na buňku je snižován hostitelským antivirovým systémem SKI genů (Matsumoto et al., 1990; Wesolowski a Wickner, 1984). Dřı́ve se někteřı́ autoři domnı́vali, že se jedná o kruhovou molekulu (Matsumoto et al., 1990), ale pozdějšı́ výzkumy ukázaly, že jde o lineárnı́ dsRNA (označovanou jako W dsRNA) jako replikačnı́ formu 20S ssRNA (Rodrı́guez-Cousiño et al., 1991; Rodrı́guez-Cousiño a Esteban, 1992; Matsumoto a Wickner, 1991). 20S ssRNA resp. Matsumoto a Wickner (1991) navrhujı́, že se RNA replikuje mechanizmem valivé kružnice. Widner et al. (1991) zjistili, že 23 kDa protein (se kterým tvořı́ 20S RNA ribonukleoprotein), je chromozomálně kódovaný Hsp26, který nemá žádnou zvláštnı́ úlohu v replikačnı́m cyklu 20S RNA. 20S RNA kóduje 91 kDa velký protein sekvenčně podobný RDRP (který nekovalentně váže 20S RNA) (Esteban et al., 1992; Garcı́a-Cuéllar et al., 1995).

Ribas a Wickner (1996b) prokázali RNA dependentnı́ RNA polymerázovou aktivitu asociovanou s 20S RNA replikonem, kterou lze do buněk vnést současně s 20S RNA cytoplazmatickou fúzı́. Vlastnı́ RDRP se v CsCl gradientech nacházı́ oblasti vznášivé hustoty volného proteinu, nevyžaduje ke své aktivitě ani L-A, L-BC dsRNA ani 23S RNA a podle všech (−) ssRNA testovaných templátů (do velikosti 1 kb) vytvářela dsRNA. Zdá se, že RDRP po disociaci od 20S dsRNA (a možná i nějakého

34Ačkoli se pravděpodobně nejedná o mykovirové dsRNA, T a W dsRNA zde uvádı́m proto, že jejich dsRNA a přı́tomnost v cytoplazmě kvasinky Saccharomyces cerevisiae připomı́najı́ některé aspekty biologie mykovirů.

2.1.5.1.2 T dsRNA (23S RNA) Kapitola 2: Literárnı́ přehled

cytoplazmatického faktoru) ztrácı́ svojı́ specifitu a procesivitu, protože kromě očekávaného dsRNA produktu byly vlivem terminálně-transferázové aktivitě enzymu nalezeny i jednořetězcové fragmenty RNA (enzym rovněž vytvářı́ nezávisle na templátu krátké oligonukleotidy a k jejich tvorbě nevyžadujě všechny 4 ribonukleotidy A,U,G,C) (Ribas a Wickner, 1996b).

2.1.5.1.2 T dsRNA (23S RNA)

Cytoplazmatická T dsRNA má velikost asi 2,9–3,0 kbp (sekvenováno 97 % ≈ 2871 bp, GenBank 86595, Esteban et al., 1992), jejı́ nukleotidová sekvence nenı́ podobná W dsRNA, ačkoli protein kódovaný T dsRNA (viz dále) a polymeráza W dsRNA si jsou navzájem podobné (včetně motivu typického pro RDRP) (Ribas a Wickner, 1996b). Navı́c jsou RDRP proteiny 20S a 23S podobné RDRP z mitochondriı́ fytopatogennı́ houby Cryphonectria parasitica (Polashock a Hillman, 1994) (viz 2.1.3.1 a databáze GenBank L31849)^{35} . Jednořetězcová forma T dsRNA je označována jako 23S (+) ssRNA, sonda konstruovaná proti (−) řetězci T dsRNA nehybridizovala s 23S ssRNA. 10–20 násobná amplifikace v buňce je indukována obdobně jako v přı́padě W dsRNA hladověnı́m na acetátovém médiu a tepelným šokem při kultivaci v teplotě 37^oC, nejvyššı́ zjištěné počty kopiı́ jsou v rozsahu 10 000–100 000 kopiı́/buňku. Kmeny obsahujı́cı́ zároveň T a W dsRNA obsahujı́ zhruba stejné množstvı́ obou typů (Esteban et al., 1992).

T dsRNA kóduje 104 kDa veliký protein, který vykazuje ssRNA vazebnou aktivitu (dı́ky doméně 234 aminokyselinových zbytků na C-konci) a váže se na 23S RNA (Esteban et al., 1994). Podle nejnovějšı́ch zjištěnı́ T dsRNA ani 23S ssRNA netvořı́ virové částice tak, jak se předpokládalo (Esteban et al., 1994; Wesolowski a Wickner, 1984; Widner et al., 1991).

35dsRNA viry Ophiostoma novo-ulmi OnuMV-3a-Ld, OnuMV-4-Ld, OnuMV-5-Ld, OnuMV-6-Ld budou patrně také řazeny do čeledi Mitoviridae spolu s viry Cryphonectria parasitica (Hong et al., 1999; Cole et al., 2000). V databázi GenBank jsou přı́stupné pod čı́sly OnuMV-4-Ld AJ132754, OnuMV-5-Ld AJ137755, OnuMV-6-Ld AJ132756.

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin Kapitola 2: Literárnı́ přehled

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin

2.2.1 Sekundárnı́ struktury

Na snı́mcı́ch z elektronového mikroskopu byly pozorovány sekundárnı́ struktury nukleových kyselin (např. viz Obrázek 15). Sekundárnı́ struktury nukleových kyselin jsou tvořeny jednořetězcovými a dvouřetězcovými úseky. Dvoušroubovice obsahuje alespoň 2 páry vzájemně spárovaných bázı́. Ve dvoušroubovici obsahujı́cı́ k bázı́ docházı́ kromě vlastnı́ho spárovánı́ bázı́ k k-1 bočnı́m interakcı́m planárnı́ch molekul bázı́ (angl. base stacking). Sekundárnı́ struktury se nacházı́ na všech, dostatečně dlouhých oligonukleotidech, jejich struktura je dána primárnı́ strukturou nukleové kyseliny, je ovlivňována iontovým prostředı́m a řı́dı́ se zákony termodynamiky^{36} .

36Nedávno byla vytvořena databáze 5’ a 3’ nepřekládaných oblastı́ nukleových kyselin (UTRdb), která je obohacena o informace neobsažené v primárnı́ch databázı́ch (Pesole et al., 1999).

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 15: Proměnlivost sekundárnı́ch struktur RNA colifága Qβ. Mikrofotografie z elektronového mikroskopu zachycujı́ na panelech a a c genomovou RNA, panel b zachycuje RNA transkript připravený T7 polymerázou (Převzato z práce Skripkin a Jacobson, 1993).

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Dı́ky počı́tačové analýze jsme schopni předpovı́dat přı́tomnost sekundárnı́ch struktur, v přı́padně podobnosti těchto struktur s charakterizovanými strukturami také jejich biologické vlastnosti. Prvnı́ programy, které vypočı́távaly energii sekundárnı́ch struktur, jednoduše sčı́taly počty vodı́kových vazeb vytvořených mezi spárovanými bázemi tak, jak je popsali Watson a Crick^{37}.

Pro sekundárnı́ strukturu platı́ následujı́cı́ pravidla:

1. vzdálenost mezi vzájemně spárovanými bázemi musı́ být > 4 (minimálnı́ sekundárnı́ struktura obsahuje 5 bázı́)

2. jestliže i.j a i’.j’ jsou dva páry bázı́ a i=<i’ (i předcházı́ v sekvenci i’), pak:

(a) i=i’ a j=j’ (jedná se o jeden a tentýž pár bázı́)

(b) i<j<i’<j’ (i.j pár bázı́ předcházı́ i’.j’ pár)

(c) i<i’<j’<j (i.j zahrnuje v sobě i’.j’) (této podmı́nce nevyhovuje pseudouzlová struktura)

Výpočet energie pseudouzlové struktury (viz Obrázek 12) nelze provést pomocı́ algoritmů pracujı́- cı́ch na bázi vyhledávánı́ struktur s minimálnı́ energiı́ (např. Mfold, FOLD, “Vienna package”, viz dále). Tyto programy dı́ky výše uvedeným pravidlům eliminujı́ pseudouzlové struktury z řady potenciálně existujı́cı́ch struktur, které postupnými kroky třı́dı́ podle energetické stability (viz dále). Jednou z mála vyjı́mek je program Cove, založený na kovariančnı́ch metodách (viz dále) a program STAR^{38} . Někdy je proto pseudouzlová struktura považována za terciárnı́ strukturu nukleové kyseliny.

Napřı́klad mRNA obsahujı́ sekundárnı́ struktury, jejichž existence a funkce byla potvrzena in vivo. Při vzniku mRNA vznikajı́ metastabilnı́ struktury, které majı́ natolik vysokou aktivačnı́ energii, že na jejich mı́stě ve skutečnosti nemohou vzniknout jiné, byt’energeticky výhodnějšı́ struktury (jejich vznik by vyžadoval přı́sun energie na rozvolněnı́ existujı́cı́ch struktur). Molekula mRNA tedy jako celek patrně nemusı́ dosahovat in vivo stavu s minimálnı́ energiı́ (globálnı́ho minima)^{39} . Skutečnost je v pak v rozporu s předpovı́danou optimálnı́ sekundárnı́ strukturou. Optimálnı́ konstituce patrně dosahuje molekula nukleové kyseliny v přı́padě, že byla v roztoku tepelně denaturována a ten postupně ochlazován. V přı́padě viroidu PSTV, intronů skupiny I rodu Tetrahymena (a v některých dalšı́ch přı́padech) nebylo možné použı́t programy jako je Mfold (viz dále), založené právě na termodynamických výpočtech, protože výsledky neodpovı́daly skutečnosti. Tyto programy také neposkytujı́ informaci o pořadı́ postupných svı́jenı́ během vzniku výsledné sekundárnı́ struktury (o trajektorii). V těchto přı́padech lze využı́t kinetické přı́stupy – metodu Monte Carlo, přı́padně jejı́ vylepšenou verzi “simmulated annealing” (pro přehled viz Klaff, 1996) nebo program STAR (viz poznámka výše).

Pokud jsou dvě vlásenkové struktury v dostatečné blı́zkosti, může dojı́t k jejich sloučenı́ nebo ke vzniku pseudouzlové struktury (Obrázek 16). Při vzniku pseudouzlu ze dvou samostatných vlásenek se při 37^oC uvolnı́ 1,5–2 kcal/mol. energie. Pseudouzly s vı́ce jak třemi spárovanými bázemi v S1 oblasti budou patrně stabilnějšı́. Některé způsoby zobrazenı́ pseudouzlových struktur jsou na Obrázku 17 (Dam, 1992).

37Kombinace bázı́ G≡C, A=T, A=U se označujı́ jako Watson–Crickovské páry bázı́ (“canonical base pairs”), jako “wobble pair” se označuje G–U pár. Vznikajı́ ještě jiné typy párů bázı́, které jsou méně stabilnı́ a označujı́ se souhrnně jako “non–canonical base pairs”.

38STAR je program který umı́ předpovı́dat sekundárnı́ struktury RNA včetně přı́tomnosti pseudouzlových struktur a poskytuje informaci o pořadı́ postupných svı́jenı́ RNA při vzniku struktury (http://wwwbio.leidenuniv.nl/~batenburg/STAR.html).

39Nenı́ žádný důvod k představě, že by měla existovat každá nukleová kyselina v dané situace pouze v jediné konformaci. Např. u Leptomonas collosoma sestřihované “leader” RNA byla prokázána existence 2 sekundárnı́ch struktur, které se mělo téměř stejnou energetickou stabilitu (LeCuyer a Crothers, 1993). Dalšı́ informace o tomto problému a ukázku změn struktury v animovaném GIF souboru lze nalézt také na adrese http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnamovies/, věnované programu “RNA movies”, který umı́ zobrazovat postupně obrázky sekundárnı́ch struktur (Evers a Giegerich, 1999).

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 16: Sekundárnı́ struktury RNA mohou být velmi proměnlivé v čase. A Vlásenka obsahujı́cı́ oblast spárovaných a nespárovaných bázı́. B V přı́padě přı́tomnosti 2 takových vlásek a podobnosti sekvencı́ obsažených v obou vlásenkách může dojı́t k jejich sloučenı́ nebo ke vzniku pseudouzlové struktury (úplně vpravo). Obrázek převzat z práce Dam et al. (1992).

Obrázek 17: Různá zobrazenı́ pseudouzlové struktury. Panely A, B a C obsahujı́ různá zobrazenı́ pseudouzlové struktury. Jsou vyznačeny 5’ a 3’ konce nukleové kyseliny, úseky vlásenek S1,2 (angl. stem) a nespárované úseky L1,2,3 (angl. loop), které charakterizujı́ každou pseudouzlovou strukturu. Překřı́ženı́ spojnic v kruhové reprezentaci (panel B) prokazuje přı́tomnost pseudouzlu (bližšı́ vysvětlenı́ v textu). Převzato z publikace Dam et al. (1992).

2.2.1.1 Schematické zobrazenı́ sekundárnı́ch struktur

Sekundárnı́ struktury je možné zobrazit různými způsoby:

• Trojúhelnı́kový záznam (angl. Dot plot) zobrazenı́ – do trojúhelnı́ku, přı́padně do dvou trojúhelnı́ků spojených jednou stranou k sobě (vznikne tak čtverec rozdělený diagonálou na dva trojúhelnı́ky). Oba trojúhelnı́ku mohou obsahovat zobrazovat stejnou strukturu, nebo každý odlišnou. To je výhodné v přı́padech, kdy se do jednoho např. zobrazı́ vı́ce struktur současně a do druhého jenom jedna, se kterou je porovnáváme (viz Obrázky 18, 19, 20).

• Kruhový záznam (angl. Circular representation) – kruhový záznam umožňuje zejména zobrazit pseudouzlové struktury, přehledně jsou videt nespárované úseky (viz Obrázek 21 a Obrázek 22).

• Kopcovitý záznam (angl. Mountain view) – úseky nespárovaných bázı́ odpovı́dajı́ vodorovným čarám, stoupajı́cı́ nebo klesajı́cı́ čáry označujı́ spárované báze. Na ose x je pořadové čı́slo báze.

Existujı́ ještě dalšı́ způsoby zápisu sekundárnı́ch struktur, ale ty nejsou tak časté a proto se zde jimi nebudu zabývat.

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 18: V trojúhelnı́kovém záznamu (angl. Dot Plot) je na x a y ose čı́slo pořadı́ báze od 5’ konce. Bod v ploše trojúhelnı́ku odpovı́dá páru bázı́ x.y. Do řádků (osa y) se vynášı́ pořadı́ i báze, do sloupců (osa x) se vynášı́ pořadı́ báze j. Trojúhelnı́kový zápis se někdy s výhodou použı́vá pro zobrazenı́ optimálnı́ a suboptimálnı́ struktury (např. ve výstupu z programu Mfold). Na panelech a, b, c, d jsou vedle trojúhelnı́kového záznamu zobrazeny přı́slušné struktury. Struktury v panelech e, f jsou složitějšı́ struktury, úseky odpovı́dajı́cı́ strukturám za rozvětvenı́m (při postupu od 5’ a 3’ konců) jsou stı́novány. Obrázek převzat z publikace Quigley et al. (1984).

Obrázek 19: V trojúhelnı́kovém záznamu (angl. Dot Plot) je zobrazena struktura a. Dı́ky systému zobrazenı́ vidět identicky struktura a’ v levém dolnı́m trojúhelnı́ku. Vodorovné a svislé úseky (stı́nováno) vymezujı́ oblast bázı́, které tvořı́ strukturu a a již se tedy nemohou účastnit tvorby jiné vlásenky. Dvě vyznačené vlásenky nemohou současně existovat s vlásenkou a, ale vlásenka v pravém spodnı́m rohu je mimo zakázanou oblast a proto se s vlásenkou a nevylučuje. Obrázek byl převzat z publikace Quigley et al. (1984).

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 20: Zobrazenı́ možných uzlových struktur. Potenciálnı́ uzlové struktury se na trojúhelnı́kovém záznamu a projevı́ v přı́padě, když jsou z krajnı́ch bodů vlásenek vedeny svislé a vodorovné úsečky směrem k diagonále.

v přı́padě vzájemného protnutı́ vzniká průnikem trojúhelnı́k (stı́nován šedě). Pravá uzlová struktura je na panelu b. Vznik pseudouzlové struktury je na panelu c zaznamenán 3 strukturami, přechod mezi nimi je vyznačen šipkou. Dvouřetězcové úseky jsou na strukturách v panelech b, c šrafovány. Obrázek převzat z práce Quigley et al., 1984.

Obrázek 21: V kruhovém záznamu se po kružnici rovnoměrně rozprostřou čı́sla/pozice bázı́ v nukleotidové sekvenci. Každý pár bázı́ se spojı́ obloukem, který se v kolmém úhlu připojuje na kruhovou osu. Přı́padné překřı́ženı́ oblouků reprezentuje pseudouzlovou strukturu (viz Obrázek 17, panel B). Jednotlivé panely a, b, c, d zobrazujı́ struktury zobrazené v pravé části (shora): vlásenka, internı́ smyčka, nespárovaná(é) báze, rozvětvenı́ vlásenek. Obrázek byl převzat z publikace Comay et al. (1984).

2.2 Teoretické přı́stupy při studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 22: Na Obrázku je vyznačena primárnı́ sekvence RNA a čı́sla bázı́ 1 a 120. Úsečky zobrazujı́ spárovaný úsek bázı́ (angl. paired region). Dále jsou úsečkami vymezeny úseky odpovı́dajı́cı́ rozvětvenı́ vlásenek (angl. multibranched loop), internı́ smyčce (angl. internal loop) a smyčce vlásenky (angl. hairpin loop). Obrázek byl převzat z publikace Shapiro et al. (1984).

2.2.1.2.1 Programové prostředky Kapitola 2: Literárnı́ přehled

2.2.1.2 Teoretické přı́stupy ke studiu sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin

2.2.1.2.1 Programové prostředky

Martinez (1984) postuloval algoritmus, který předpovı́dal sekundárnı́ strukturu na základě předpokladu, že jsou vlásenky (resp. dvouřetězcové oblasti) vytvářeny postupně podle jejich energické výhodnosti. Podmı́nkou je, že tyto vlásenky nesmı́ kolidovat s přı́tomnostı́ již existujı́cı́ struktury. Vycházel z úvahy, že nově vznikajı́cı́ struktury pravděpodobnějiž jen stabilizujı́ strukturu existujı́cı́, tedy současná struktura omezuje (usměrňuje) vznik nových vlásenek. Výsledky modelovánı́ 3 struktur (2 tRNA a intron IVS rRNA Tetrahymena) odpovı́daly částečně experimentálnı́m výsledkům s T1 a V1 nukleázami. Výsledné struktury nemusı́ nutně reprezentovat globálnı́ energetické minimum. Modifikace algoritmu umožňovala nevybı́rat striktně jako nově vznikajı́cı́ vlásenku jen tu nejvı́ce energeticky výhodnou, ale nechat soupeřit (simulacı́ pomocı́ náhodnostnı́ metody Monte Carlo) o existenci populaci všech vlásenek. “Kompetice” na úrovni 100 % energie umožňovala přı́tomnost všech vlásenek splňujı́cı́ kriterium minimálnı́ energie požadované po každé vlásence (nebyla zvýšena minimálnı́ hranice). Kompetice na úrovni 50 % již umožnovala uplatnit se pouze vlásenkám, při jejichž tvorbě by se teoreticky uvolnilo alespoň 50 % energie energeticky nejvýhodnějšı́ vlásenky z dané populace (musely by dosahovat alespoň 50 % energie nejstabilnějšı́ vlásenky). Předpokládal, že samotným základnı́m algoritmem bez kompetice samotných, méně energeticky výhodných vlásenek, je možné nalézt funkčně konzervované struktury. Jejich statistické zastoupenı́ v populaci různých struktur lze určit jen v přı́padě ponechánı́ systému vzájemné kompetici struktur a následnému vyhodnocenı́ poměru zastoupenı́.

Hofacker a Stadler tvrdı́, že již 10 % sekvenčnı́ odlišnost nukleové kyseliny je reálným podkladem pro vznik úplně jiných sekundárnı́ch struktur. Přı́tomnost samotné sekundárnı́ struktury neznamená vůbec nic, pokud se nalezená struktura nenalézá zároveň v sekvencı́ch přı́buzných organizmů, které majı́ sekvenčnı́ identitu nižšı́ než 95 %. Protože RNA viry majı́ vysokou mutačnı́ rychlost, jsou izoláty dı́ky proměnlivosti sekvenčné odlišné a to umožňuje vyhledávat funkčně konzervované struktury (tvořené jinými primárnı́mi sekvencemi). Algoritmy založené na termodynamických pravidlech majı́ nı́zkou přesnost — fylogenetické analýzy u známých struktur ukázaly, že obsahujı́ jenom 30–80 % správně párovaných bázı́. Autoři použı́vajı́ termı́n “compensatory mutations”, kterým charakterizujı́ mı́ru konzervovanosti struktury (definujı́ ho jako počet nutných bodových mutacı́ potřebný k tomu, aby se struktura změnila, resp. zmizela). Uvádějı́, že “často” stačı́ 1–2 “kompenzačnı́ mutace” a studovaná struktura zmizı́. Zajı́mavé je zjištěnı́, že “kompenzačnı́ mutace” které mohou být fylogeneticky konzervované, se vyskytujı́ v násobcı́ch čı́sla 2 (protože dojde k vytvořenı́ páru nebo znemožněnı́ párovánı́ 2 bázı́) (Hofacker a Stadler, 1998).

2.2.1.2.1.1 Mfold

(Zuker, 1988, 1994; Zuker et al., 1991; Zuker a Jacobson, 1998)

Program Mfold je bezesporu nejpoužı́vanějšı́ program k modelovánı́ sekundárnı́ch struktur nukleových kyselin. Počı́tá s energiı́ jedné vodı́kové vazby jako 2-3 kcal/mol. Ze znalosti termodynamických zákonů autoři doporučujı́, že každá struktura, která má ve skutečnosti existovat (rozumı́ se pokud možno převládat nad ostatnı́mi) ve skutečnosti, má mı́t odstup od odstatnı́ch navrhovaných struktur alespoň 12 kcal/mol (při nižšı́ch hodnotách energie se blı́žı́me k energii tepelného pohybu molekul) (Zuker, 1988, 1994; Zuker et al., 1991; Zuker a Jacobson, 1998). Program je dostupný na adrese

http://www.ibc.wustl.edu/~zuker/rna/.

Sekundárnı́ struktury obsahujı́ kromě dvouřetězcových úseků také jednořetězcové úseky (energie přiřazené nespárované bázi závisı́ na na druhu báze). Nespárované báze ve dvouřetězcovém úseku nukleové kyseliny, přı́padně smyčky (angl. loop), vybouleniny (angl. bulge) nebo vnitřnı́ smyčky (angl.

2.2.1.2.1 Programové prostředky Kapitola 2: Literárnı́ přehled

interior loop), se vypočı́távajı́ obdobně. Za přı́tomnost nespárovaných bázı́ Mfold různě penalizuje výsledné vypočtené sekundárnı́ struktury (které je obsahujı́) a od jejich celkové energie odečı́tá různé penalizačnı́ hodnoty, definované pro uvedené typy nespárovaných bázı́/úseků. Program tedy snižuje vypočtenou čı́selnou hodnotu energie, která se teoreticky uvolnı́ při vzniku předpovı́daných struktur, t.j. jejich energetickou výhodnost (Zuker, 1988, 1994).

Mfold použı́vá dalšı́ pravidla k výpočtu energiı́ pro báze, které jsou sice nespárované, ale předcházejı́ (angl. accessible base pair) nebo následujı́ (angl. closing base pair) dvouřetězcový úsek ve větvených vlásenkách (angl. multi-loops) a vnějšı́ch smyčkách (angl. exterior loop). Strukturám obsahujı́cı́m tyto báze přičı́tá “bonus” energie a označuje je termı́nem “dangling energies”. Výpočet rozvětvených smyček velmi komplikuje algoritmus a značně zpomaluje vlastnı́ výpočet (Zuker, 1988, 1994).

Algoritmus programu mfold ve zkratce vypadá takto: Program navrhne všechny možné páry bázı́ a utřı́dı́ je dle pořadı́ zúčastněných bázı́, tı́m je k dispozici seznam všech mozných dvouřetězcovýchúseků odpovı́dajı́cı́ vlásenkám a dalšı́m dvouřetězcovým úsekům. Program utřı́dı́ tyto struktury podle energie, která se teoreticky uvolnı́ při jejich vzniku. Vybere energeticky nejvýhodnějšı́ vlásenku a všechny zbylé struktury, které obsahujı́ nějaké báze obsažené v této vlásence/struktuře zavrhne. Ze zbylých kandidátů opět vybere nejvýhodnějšı́ strukturu a zase eliminuje v paměti konfliktnı́ struktury. Takto pokračuje se všemi zbývajı́cı́mi strukturami. Výsledná struktura je energeticky nejvýhodnějšı́ možná struktura. Program má výstup ve formátu US-ASCII znaků v terminálovém režimu, nebo grafický jako Adobe PostScript (verze 3.0 navı́c ve formátu GIF a HTML). Program poskytuje podle požadavků uživatele dalšı́, suboptimálnı́ struktury, které majı́ vůči optimálnı́ struktuře o zadaný počet procent nižšı́ energii. V tomto přı́padě je výstupem navı́c “Energy dot plot” (viz Obrázky 18, 19, 20), který obsahuje 2 spojené trojúhelnı́ky, v nichž jsou vyznačeny páry bázı́ v optimálnı́ versus suboptimálnı́ struktuře(Zuker, 1988, 1994; Zuker et al., 1991; Zuker a Jacobson, 1998).

Standardnı́ nastavenı́ programu Mfold 2.x vypočı́tává energie v podmı́nkách 37^oC, 1 M NaCl. Mfold verze 3.0 umı́ navı́c simulovat prostředı́ 1 M MgCl_2. Zadanou teplotu program Mfold 3.0 na rozdı́l od verze 2.3 nepřepočı́tává podle termodynamických zákonů (teplota je fixnı́ a je ve výši 37^oC). Jako vstupnı́ data lze použı́t sekvenci RNA nebo DNA zapsanou velkými pı́smeny a je třeba parametricky rozlišit lineárnı́ a cirkulárnı́ molekuly. Dále lze mezi vstupnı́mi daty zadat, které úseky bázı́ jsou jedno– nebo dvouřetězcové, napřı́klad ze znalosti sekundárnı́ struktury enzymatickým štěpenı́m (Mathews et al., 1999; Zuker et al., 1999).

2.2.1.2.1.2 GCG package

GCG package je komerčnı́ balı́k programů, obsahujı́cı́ program fold, což je ve skutečnosti mfold-2.3. Proto se s nı́m zde nebudu podrobněji zabývat.

2.2.1.2.1.3 Vienna package

Vienna RNA package je obdobnou implementacı́ termodynamického algoritmu jako Mfold. Verze programu 1.1 použı́vá stejné energetické parametry jako Mfold-2.3, ačkoli s mı́rným vylepšenı́m energiı́ pro GU páry Daniellou Könings. Program je dostupný na adrese

http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/.

2.2.1.2.1.4 cove – Covariance models

Jedná se o pravděpodobnostnı́modely sekvenčnı́ho a strukturnı́ho konsensu, které se vytvářı́ bud’z uživatelem předem zarovnaných sekvencı́ nebo nezarovnaných. Program předpovı́dá sekundárnı́ struktury

2.2.1.2.1 Programové prostředky Kapitola 2: Literárnı́ přehled

na základě zarovnaných sekvencı́ a následně umı́ vyhledávat podobné sekvence/struktury v databázı́ch. Program byl testován na 1415 sekvencı́ch tRNA a výsledně uměl vyhledávat tRNA v mtDNA Podospora anserina. Algoritmus kovariančnı́ch modelů je zobecněnı́m “Hiddedn Markov Models”, který se využı́vá při vyhledávánı́ sekvenčnı́ch motivů v zarovnaných sekvencı́ch proteinů. Teorie těchto algoritmů je velice složitá. Program se zdál výhodnějšı́ při prohledávánı́ mtDNA Podospora anserina na přı́tomné tRNA než program TRNASCAN (viz dále). Program může být trénován na nezarovnaných sekvencı́ch a potom použit pro předpověd’ konsensus sekvence sekundárnı́ch struktur (na základě pravděpodobnostnı́ho algoritmu a ne na základě termodynamického algoritmu). Technicky bylo možné analyzovat fragmenty nejvýše 150–200 bázı́ dlouhé, k trénovánı́ systému bylo třeba velké množstvı́ sekvencı́ (miniámálně 10–20, jinak alespoň 100) a prohledávánı́ databázı́ probı́hlo rychlostı́ zhruba 10–20 bázı́ za vteřinu (Eddy a Durbin, 1994). Program je pravděpodobně velmi užitečný, ale ani v současnosti ho nelze dı́ky obrovské výpočetnı́ náročnosti běžně použı́vat, je přı́stupný na internetu na adrese http://www.genetics.wustl.edu/eddy/software/.

2.2.1.2.1.5 pfrali

Program Pfrali umožňuje automatizované vyhledávánı́ konzervovaných oblastı́ v primárnı́ch sekvencı́ch RNA. Provádı́ vı́cemı́stné zarovnánı́ sekvencı́^{40} (angl. multiple sequence alignment) programem ClustalW a zároveň každou sekvenci zpracuje dřı́ve popsaným programem “Vienna package”. Podle výsledku zarovnánı́ sekvencı́ programem ClustalW posune předpovı́dané struktury ve výsledném zobrazenı́ vlevo či vpravo. Pfrali použı́vá zarovnánı́ sekvence k potvrzenı́ resp. vyvrácenı́ páru bázı́. Modelovánı́ 13 sekvencı́ HIV1 viru na superpočı́tači s 1 GB RAM trvalo 26 hodin. Prakticky nenı́ možné pracovat se sekvencemi kolem 10 kb (Hofacker a Stadler, 1998). Program byl zařazen do nových verzı́ “Vienna package” balı́ku a je dostupný na adrese

http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/ALIDOT/

(Hofacker et al., 1998; Hofacker s Stadler, 1999).

Vyhledávánı́ sekundárnı́ch struktur v primárnı́ch databázı́ch a jejich zobrazenı́ Program RNABOB^{41} vyhledává v primárnı́ sekvenci sekundárnı́ struktury odpovı́dajı́cı́ zadanému zápisu požadované struktury. “Nevýhodou” programu je, že uživatel musı́ zadat přesnou syntaxi reprezentujı́cı́ hledanou strukturu. Tı́mto programem je možné najı́t i pseudouzlové struktury. Existuje poněkud propracovanějšı́ varianta pod názvem TRNASCAN (Gautheret et al., 1990). Oba programy byly zveřejněny na internetu na adresách:

http://www.genetics.wustl.edu/eddy/software/
http://bioweb.pasteur.fr/docs/doc-gensoft/rnabob/
http://bioweb.pasteur.fr/docs/man/man/rnabob.1.html

Hammel et al. (1999) vytvořili program, kterým lze vyhledávat pseudouzlové struktury skryté v rozsáhlých databázı́ch. Funkčnost programu byla ověřena na databázı́ch organizmů Saccharomyces cerevisiae, Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norwegicus, Gallus gallus, Sus scrofa, Drosophila melanogaster a sekvencı́ch virů. Bylo identifikováno mnoho lidských, krysı́ch, myšı́ch a kvasinkových genů, které tyto struktury obsahujı́ (viz Obrázek 23).

Program ESSA (Chetouani et al., 1997) umožňuje různými způsoby zobrazit sekundárnı́ struktury RNA a je přı́stupný na adrese:

40Autoři zmiňujı́, že program ConStruct rovněž vytvářı́ mezery mezi zarovnanýmı́ sekvencemi, ale implicitně předpokládá, že je ve všech zadaných primárnı́ch sekvencı́ch jedna společná struktura. Program tak hledá strulturu, která obsahuje maximálnı́ množstvı́ spárovaných bázı́ určených ale na základě pravděpodobnosti algotimem programu (Luck et al., 1996).

41Autorem programu je Sean Eddy a jeho spolupracovnı́ci (Dept. of Genetics, Washington Univ. School of Medicine 660 S. Euclid Box 8232, St Louis, MO 63110 USA, eddy@genetics.wustl.edu).

2.2.1.2.1 Programové prostředky Kapitola 2: Literárnı́ přehled

Obrázek 23: Podobnost pseudouzlových struktur mezi obsažených v genech pro Fibrillin 2 a “Sulfonurea receptor”. HUMAN označuje lidský gen, MOUSE označuje myšı́ gen, RAT označuje krysı́ gen. Vzdálenosti jednotlivých úseků vlásenky, pozice bázı́ a 5’ a 3’ konce jsou vyznačeny. Mı́sta sklouznutı́ jsou vyznačena kurzı́vou. Obrázek převzat z práce Hammell et al. (1999).

http://www-bia.inra.fr/T/essa/Doc/essa home.html

Některé dalšı́ programy a odkazy na literaturu včetně zpracovaných kurzů k procvičenı́ znalostı́ v této oblasti lze snadno najı́t na adresách: http://www.imb-jena.de/RNA.html

http://stein.cshl.org/genome informatics/rna/
http://seqaxp.bio.caltech.edu/www/seqanalysis/MAINDOC SEQ COURSE.HTML
http://www.res.bbsrc.ac.uk/molbio/guide/rnast.html
http://www.iacr.bbsrc.ac.uk/notebook/courses/guide/
http://www.ibc.wustl.edu/~zuker/seqanal/
http://www.pitt.edu/~rna1/links.html
http://ndbserver.rutgers.edu/
- obsahuje analýzy RNA (obdoba PDB databáze proteinů)
http://rrna.uia.ac.be/rnaviz/
- RNAViz k zobrazenı́ sekundárnı́ch struktur
http://rnadraw.base8.se/
- program RNADraw k zobrazenı́ sekundárnı́ch struktur
http://www-lecb.ncifcrf.gov/~bshapiro/RNAstructure.html
http://www-lbit.iro.umontreal.ca/RNA Links/RNA.shtml

Kapitola 3

Materiál a metody

Pokud nenı́ uvedeno jinak, během práce jsem použı́val běžné laboratornı́ postupy včetně sterilizace pomůcek a médiı́, inokulace médiı́, sestavenı́ elektroforetických aparátů, centrifugacı́ atp. podle pracı́ (Sambrook et al., 1989; Coligan et al., 1998; Ausubel et al., 1998).

3.1 Použité kmeny kvasinek

Dipodascus magnusii DMUP4–1–1, Pichia anomala CCY38–1–1, Pichia anomala CCY38–1–24, Pichia anomala CCY38–1–25, Pichia anomala CCY38–1–26, Pichia anomala Y151, Pichia membranaefaciens, Pichia saturnus CCY38–4–4, Pichia dimenae CCY38–15–1, Pichia beijerinckii CCY38–17–2, Pichia mrakii CCY38–7–1, Pichia mrakii CCY38–7–2, Pichia mrakii CCY38–7–3, Pichia californica CCY38–6–1, Pichia DK11, Pichia N CYC 750

3.2 Chemikálie, roztoky a kultivačnı́ média

3.2.1 Chemikálie

Během experimentů byly použity běžné laboratornı́ roztoky a média připravené většinou z chemikáliı́ firem Sigma Chemical Co., USA; Serva, Německo; Lachema Brno; Imuna, Šarišské Michal’any. Zvláště pak uvádı́m:

• 5–fluorouracil (Sigma Chemical Co., USA, 99 % čistota, katalogové čı́slo F–6627)

3.2.2 Roztoky

• Barvı́cı́ roztok Coomassie G–250: 2 % H3PO4; 0,45 M (NH4)2SO4; 0,1 %Coomassie Brilliant Blue G–250 (je vhodné nejdřı́ve naředit kyselinu, potom v nı́ rozpustit sı́ram amonný a na závěr přidat vodný roztok barvy, která se v kyselém prostředı́ nerozpouštı́)

• Odsolovacı́ roztok pro Coomassie G–250: 2 % H3PO4; 0,45 M (NH4)2SO4

• TESP pufr: 20 mM Tris–HCl, pH 8; 50 mM EDTA–NaOH, pH 8; 2 % SDS; 0,05 % pronáza E

• VPB pufr: 20 mM Tris, pH 8; 1 mM EDTA–NaOH, pH 8 (v některých přı́padech byl použit roztok s 10 mM EDTA–NaOH, pH 8); 150 mM NaCl

3.3 Metody Kapitola 3: Materiál a metody

3.2.3 Kultivačnı́ média

• cibulový agar: v 1 litru vody rozvařit 250 g cibule (vařit 20 min), zfiltrovat přes gázu, 0,1 % glukózy, 2 % agar • YPD: 2 % kvasničný autolyzát, 2 % glukóza, 1 % pepton (neupravené pH mělo hodnotu pH 6–7) • YPDA: 2 % kvasničný autolyzát, 2 % glukóza, 1 % pepton, 2 % agar (neupravené pH mělo hodnotu pH 6–7) • YPD–pH 7,5: 2 % kvasničný autolyzát, 2 % glukóza, 1 % pepton, pH 7,5 (upraveno 10 M NaOH)

• YPDA–pH 7,5: 2 % kvasničný autolyzát, 2 % glukóza, 1 % pepton, 2 % agar, pH 7,5 (upraveno 10 M NaOH)

3.3 Metody

3.3.1 Kultivace

Ke kultivaci kvasinek jsem použı́val YPD nebo YPDA médium, kultivace v tekutém YPDA médiu probı́hala aerobně na recipročnı́ třepačce. Standardnı́ kultivačnı́ teplota byla 28^oC, při experimentech sledujı́cı́ch aktivitu toxinu jsem rutinně použı́val teplotu 18^oC.

3.3.2 Detekce toxinu

Toxin byl původně detekován na cibulovém agaru (Pospı́šek et al., 1994), později na YPDA–pH 7,5. Na pevné médium jsem inokuloval suspenzi 10^5 buněk citlivého kmene Pichia (Hansenula) sp., kterou jsem rozetřel po celém povrchu misky sterilnı́ skleněnou tyčinkou (zahnutou do tvaru hokejové hole). Po zaschnutı́ suspenze jsem vhodným způsobem na takto připravený ”trávnı́k” citlivého kmene inokuloval kmen Dipodascus magnusii (testovaný na produkci toxinu), nebo do komı́nku aplikoval přı́mo roztok obsahujı́cı́ toxin. Podle způsobu provedenı́ testu se odlišuje metoda čárková a komı́nková. Zásadně odlišným přı́stupem je test v mikrotitračnı́ destičce, který použı́vá tekuté živné médium obsahujı́cı́ toxin.

3.3.2.1 Čárkový test Na podklad (”trávnı́k”) citlivého kmene se pomocı́ párátka inokuluje velké množstvı́ biomasy toxin produkujı́cı́ho kmene ve tvaru čárky. Během kultivace docházı́ k růstu jak buněk citlivého kmene, tak toxin produkujı́cı́ho kmene (a současně k produkci samotného toxinu, který zpomaluje růst citlivého kmene). Výsledkem je inhibičnı́ zóna okolo ”načárkovaných” buněk, patrná po 3–4 dnech (při kultivačnı́ teplotě 18^oC). S prodlužujı́cı́ se dobou kultivace počı́najı́ kolonie citlivého kmene vrůstat dovnitř inhibičnı́ zóny, čı́mž docházı́ k vizuálnı́mu zmenšenı́ jejı́ho průměru. K tomuto jevu docházı́ zejména na YPD mediu a teplotě 24–28^oC. Naopak snı́ženı́ teploty (na 15–20^oC) a přı́padné použitı́ chudého růstového media zmenšuje tento nežádoucı́ efekt.

3.3.2.2 Komı́nkový test

Do agaru s vysetým podkladem (”trávnı́kem”) citlivého kmene se po zaschnutı́ vyrazı́ (vyvrtá) jamka, do které je napipetován roztok testovaný na přı́tomnost ”killer” toxinu. Kultivace probı́hala v 18^oC (viz Kultivace).

3.3.2.3 Test v mikrotitračnı́ destičce Principem metody je stacionárnı́ kultivace citlivého kmene v médiu obsahujı́cı́m toxin. Metoda umožňuje ve srovnánı́ s komı́nkovým testem přesnějšı́ detekci různě ředěných množstvı́ toxinu. V přı́padech, kdy se jako médium obsahujı́cı́ toxin použije filtracı́ sterilizované (filtry Milipore, Whatman nebo Nalgene nasaditelné na injekčnı́ střı́kačku, velikost pórů 20 nebo 40 μm) postkultivačnı́ YPD médium po 4 dennı́ kultivaci Dipodascus magnusii, je možné vzájemně odlišit ředěnı́ obsahujı́cı́ 100–12 % postkultivačnı́ho média (ředěného čerstvým YPD médiem).

3.3 Metody Kapitola 3: Materiál a metody

Ve standardnı́m schématu pokusu je v jamce mikrotitračnı́ destičky obsaženo (125 μL výsledný objem): YPD médium (105 μL), inokulum 10^3–10^4 buněk (10 μL) přı́padně 10 μL YPD média, testovaný roztok s toxinem, např. postkultivačnı́ médium (10 μL). Výsledný objem 125 μL suspenze v každé jamce umožňuje obsah jamek dostatečně promı́chat třepánı́m celé mikrotitračnı́ destičky. Během stacionárnı́ inkubace docházı́ k postupnému růstu inokulovaného citlivého kmene Pichia sp., který je zpomalen v závislosti na koncentraci toxinu v médiu. Docházı́ k různě silnému optickému zakalenı́ média a později i k tvorbě blanky na hladině a drobnému sedimentu na dně jamky. Jamky obsahujı́cı́ toxin se nezakalujı́ stejně rychle (přı́padně výrazně pomaleji) jako kontrolnı́ úplně bez toxinu (nebo s vysokým ředěnı́m toxinu, t.j. 1–4 % postkultivačnı́ho média 4-dennı́ kultivace). Kultivace může probı́hat v libovolně požadované teplotě. Při teplotě 28^oC docházı́ ve srovnánı́ s teplotou 18^oC k rychlejšı́mu růstu citlivého kmene, citlivost testu v obou přı́padech je proto odlišná. Rozdı́ly mezi jamkami, které umožnujı́ kvantifikaci toxinu, jsou podle množstvı́ inokula patrné většinou nejdřı́ve po 2 dnech, ačkoli při inokulaci zhruba 10^6–10^7 buněk do jamky je možné přı́tomnost (resp. nepřı́tomnost) toxinu vyhodnotit již po 1 dni.

Test umožňuje měřit změny optické denzity v čase během růstu buněk, měřenı́ optické denzity při vlnové délce 600 a 660 nm neovlivňuje růst buněk. Ve všech inokulovaných jamkách se zvyšuje optická denzita, ačkoli v přı́padě růstu buněk citlivého kmene Pichia sp. v samotném postkultivačnı́m médiu obsahujı́cı́m vysokou koncentraci toxinu (po započtenı́ objemu inokula obsahuje 92 % postkultivačnı́ho média) velmi nepatrně. Růst se při kultivaci v 18^oC zastavuje (dospı́vá do stacionárnı́ fáze) asi po 6 dnech. Asi po 8 dnech jsou velmi dobře patrné rozdı́ly ve výsledné optické denzitě a jsou přı́mo úměrné koncentraci toxinu. Optické denzity jsem měřil na přı́stroji SpectraMax340PC (Molecular Devices) v mikrotitračnı́ch destičkách s plochým dnem použı́vaných pro tkáňové kultury (Corning). Titračnı́ destičky byly vždy před každým měřenı́m intenzivně protřepány minimálně po dobu 3 minut na třepačce mikrotitračnı́ch destiček (Titertek).

3.3.3 Léčenı́ infikovaného kmene kvasinky

3.3.3.1 Iradiace UV zářenı́m

Na YPDA médium se rozetře suspenze buněk Dipodascus magnusii, kterou chceme zbavit cytoplazmatického viru. Po zaschnutı́ inokula se provede ozářenı́ odkrytých (otevřených) misek požadovanou dávkou UV zářenı́. Použı́val jsem zařı́zenı́ Stratalinker UV Crosslinker 1800 (Stratagene) při vlnové délce 254 nm v rozsahu 10–9999 μJ/cm^2. Po ozářenı́ je vhodné zamezit přı́stupu bı́lého světla např. hlinı́kovou foliı́, aby nedocházelo k fotoreparaci způsobených mutacı́. Vyrostlé kolonie se přeočkujı́ na zásobnı́ YPDA pevné misky a zároveň se otestujı́ na produkci toxinu, přı́padně přı́tomnost virové dsRNA.

3.3.3.2 Léčenı́ 5–fluorouracilem

Do sterilnı́ho YPDA média rozehřátého na teplotu asi 50^oC se přidává sterilně navážený 5–fluorouracil. Po důkladném rozmı́chánı́ látky se médium nalije do Petriho misek. Během tuhnutı́ a zasychánı́ čerstvě nalitých misek je nutno dbát na to, aby nedošlo k přı́padnému ozářenı́ misek UV světlem v očkovacı́ mı́stnosti, které nějakým způsobem snižuje toxicitu 5–fluorouracilu. Roztok 5–fluorouracilu je možné rozetřı́t po povrchu již nalitých YPDA misek, docházı́ ale k nerovnoměrnému rozdělenı́ a k dosaženı́ stejného inhibičnı́ho efektu (jako v přı́padě vmı́senı́ 5–fluorouracilu do tekutého agaru) je třeba méně 5–fluorouracilu. Proto tento způsob nenı́ vhodný. Na misky se zaočkuje suspenze buněk Dipodascus magnusii, jednotlivě vyrostlé kolonie jsou izolovány a testovány na produkci toxinu a přı́tomnost dsRNA.

3.3.4 Detekce dsRNA v biomase

Tuto metodu publikovali Pospı́šek a Pálková (1991), principem je přenesenı́ biomasy buněk z pevného media do mikrotitračnı́ destičky, usušenı́ biomasy během 2 h v termostatu při 37^oC, následované přidánı́m TESP pufru, po krátkém protřepánı́ a následné 4–6 hodinové inkubaci při 37^oC dojde k částečné autolyzi buněk a vyschnutı́ vzorku. Potom je přidáno 20 μL vody a elektroforetický vzorkový pufr, vzorky jsou resuspendovány přı́mo v jamkách mikrotitračnı́ destičky a analyzovány elektroforeticky v agarózovém gelu.

3.3.5.1.1 Mrazová izolace viru Kapitola 3: Materiál a metody

3.3.5 Izolace virových částic

3.3.5.1 Izolace virových částic následovaná izopyknickou centrifugacı́

3.3.5.1.1 Mrazová izolace viru

Narostlá kultura kvasinky (asi 5 dnı́ stará recipročně třepaná) o objemu 500 mL (považováno za jeden referenčnı́ objem) je centrifugována při 5 000 g po dobu 5 min, sedimentované buňky jsou 3x promyty 1 objemem destilovanou vodou a 1x 1 objemem na 4^oC vychlazeným VPB pufrem (150 mM NaCl, 20 mM TRIS, pH 8, 10 mM EDTA– NaOH, pH 8). Biomasa je přenesena do suché, tekutým dusı́kem předchlazené třecı́ misky. Buňky jsou drceny v hluboce zmrazeném stavu za občasného přilévánı́ dusı́ku (celková spotřeba asi 1,5 L) tak dlouho, dokud se drcená suspenze buněk nezměnı́ v bı́lý prášek (asi po 1–2 hodinách). Mı́ru rozbitı́ buněk je možné v průběhu drcenı́ sledovat občasným mikroskopickým rozborem části drceného vzorku. Po rozdrcenı́ buněk je vhodné před roztánı́m prášku přenést materiál do centrifugačnı́ch zkumavek, přidat inhibitor proteáz (např. phenyl–metyl–sulfonylfluorid, PMSF) a vzorky resuspendovat ve vychlazeném VPB pufru a rozmrzajı́cı́ hmotu dobře resuspendovat. Během všech následujı́cı́ch kroků (t.j. centrifugacı́ nebo chromatografické separace) je nutné při práci použı́vat veškerý materiál a roztoky vychlazené na teplotu 0–4^oC. Buněčné fragmenty a některé membránové organely se 2x peletujı́ při 20 000 g po dobu 30 min. Výsledný supernatant (označovaný jako 20 000 g) se použije pro dalšı́ experimenty (izopyknickou centrifugaci nebo chromatografickou separaci).

3.3.5.1.1.1 Isopyknická centrifugace v gradientu CsCl

• Virové částice v supernatantu 20 000 g se zakoncentrujı́ sedimentacı́ v centrifugačnı́ch zkumavkách 11x60 (Beckman) v rotoru SW60 Ti (Beckman) při 200 000 g (38 000 rpm) po dobu 2 h při teplotě 4^oC. Pokud se použı́vajı́ zamražené supernatanty obsahujı́cı́ částečně purifikovaný virus (viz odstavec Mrazová izolace viru), je vhodné je znovu předem centrifugovat při 20 000 g po dobu 30 min při teplotě 4^oC, a teprve poté přikročit k centrifugaci při 200 000 g.

• Alternativně, lze v centrifugačnı́ch zkumavkách UltraClear nebo ”thinwall polyallomer” 14x89 mm (Beckman) zakoncentrovat většı́ objemy supernatantu (až do objemu 79,2 mL) centrifugacı́ při 200 000 g (34 000 rpm) v rotoru SW41 Ti (Beckman) (po dobu 2 h při teplotě 4^oC, viz výše).

Ve zjednodušené proceduře (srovnej viz dále) se pelety po 200 000 g resuspendujı́ vychlazeným roztokem (4 mL) VPB obsahujı́cı́m CsCl (1,42 g/mL) tak, aby výsledný roztok měl požadovanou hustotu CsCl (objem roztoku se zvýšı́ např. na 4,2 mL, hustota je 1,40 g/mL).

K centrifugaci při 645 000 g (82 000 rpm) lze použı́t např. centrifugačnı́ zkumavky Quick–Seal UltraClear 13x51 (objem 5,1 mL) do rotoru NVT90 (Beckman), které jsou v něm umı́stěny v téměř svislé pozici (sklon 8 úhlových stupňů), musı́ se plnit přesně 5,1 mL roztoku a vstupnı́ otvor zatavit. Dělenı́ probı́há po celé šı́ři centrifugačnı́ zkumavky 13 mm (ve skutečnosti výšce formovaného gradientu na dráze 18,7 mm, dı́ky nakloněnı́ centrifugačnı́ zkumavky). Při zastavovánı́ centrifugy docházı́ k převrácenı́ gradientu a na výšku asi 51 mm. Protože je ve vzorku velké množstvı́ proteinů, vzniká ve vznášivé hustotě asi 1,2 g/mL plovoucı́ upěchovaná hmota, která ale po převrácenı́ gradientu na výšku kyvety procházı́ napřı́č celým výsledným gradientem. Podle teoretických výpočtů by mělo dostačovat asi 20 h centrifugace k ustanovenı́ gradientu CsCl (viz výpočetnı́ vzorec dále), v praxi se tento rotor použı́vá ke krátké 5 hodinové izopyknické centrifugaci, kdy nenı́ dosaženo úplné rovnováhy. Pokud je to možné, je výhodné použı́t pomalý brzdný režim centrifugy.

S výhodou lze použı́t výkyvného rotoru SW60 Ti (Beckman), ve kterém jsou sice nutné delšı́ časy k dosaženı́ optimálnı́ho rozdělenı́ částic, ale nedocházı́ k převrácenı́ gradientu, jeho rozmytı́ a kontaminaci materiálem obsaženým v upěchované plovoucı́ hmotě (pravděpodobně proteiny s nı́zkou vznášivou hustotou). Např. ve vylepšeném schematu se rozdělı́ vzorek do 5 z poloviny naplněných centrifugačnı́ch zkumavek UltraClear 11x60 (max. objem 4,4 mL) a do 6. se připravı́ čistý roztok CsCl o stejné hustotě (v jakém jsou rozpuštěny vzorky) a přidajı́ se do něj kuličky Cal–Spheres (Reproductive Systems Inc.,

3.3.5.1.1 Mrazová izolace viru Kapitola 3: Materiál a metody

Menlo Park, Kalifornie) majı́cı́ definovanou vznášivou hustotu. Detailnı́ postup je následujı́cı́: pelety v 5 centrifugačnı́ch zkumavkách se resuspendujı́ pipetovánı́m každá zvlášt’ v 300 μL vychlazeného VPB pufru. Připravı́ se 9,6 mL roztoku CsCl o hustotě 1,5 g/mL (rozpustı́ se 4,8 g CsCl asi v 8,4 mL VPB). Do 1. centrifugačnı́ zkumavky s kuličkami standardnı́ vznášivé hustoty se napipetuje 400 μL VPB pufru a 1,6 mL roztoku CsCl (1,5 g/mL). Do skleněného homogenizátoru se přenesou všechny vzorky resuspendované ve VPB pufru (5x 300 μL) a smı́sı́ se se zbývajı́cı́mi 8 mL roztoku CsCl (1,5 g/mL), výsledný objem je v rozmezı́ 9,5–10 mL. Vzorky se důkladně homogenizujı́ tak, aby všechny zbytky pelety po centrifugaci při 200 000 g byly rozvolněny. Výsledný objem se doplnı́ roztokem VPB pufru tak, aby byl přesně 10 mL a rozdělı́ se po 2 mL do 5 centrifuganı́ch zkumavek. Celkem je výsledný objem 6x2 mL a je v něm rovnoměrně rozděleno 4,8 g CsCl, výsledná hustota roztoku CsCl je tedy 1,4 g/mL. K dělenı́ částic docházı́ ve sloupci 2,8 cm (odpovı́dá objemu 2 mL). Pokud je to možné, je výhodné použı́t pomalý brzdný režim centrifugy.

Po vyváženı́ všech centrifugačnı́ch zkumavek se vzorky převrstvı́ vychlazeným roztokem parafı́nového nebo minerálnı́ho oleje tak, aby byl naplněn požadovaný objem centrifugačnı́ zkumavky podle doporučenı́ výrobce. Po opětovné kontrole shody hmotnostı́ se centrifugačnı́ zkumavky vložı́ ve vychlazených kyvetách do vychlazeného rotoru a centrifugujı́ se při 260 000 g (44 000 rpm) po dobu nutnou k ustavenı́ gradientu a dosaženı́ rozdělenı́ částic, v našem přı́padě to bylo alespoň 44 h.

Doba centrifugace v hodinách t = k_{[CsCl]} x l^2 = 5,6 x 2,8^2 = 44 h ; kde k_{[CsCl]} je konstanta daná druhem látky, která tvořı́ gradient ; l je dráha v centimetrech, na které se gradient vytvářı́ Vzorec převzat z publikace Osterman (1981).

Po dokončenı́ vysokoobrátkové centrifugace se kyvety opatrně vyjmou a v chladové mı́stnosti při teplotě 4^oC se gradient vhodným způsobem rozdělı́ na frakce. Pokud se sleduje vzestupná nebo sestupná tendenci množstvı́ obsažené dsRNA, je důležité aby frakce měly alespoň přibližně stejný objem (jinak je nutno brát v úvahu rozdı́ly objemu). Pokud se sleduje pouze kvalitativnı́ rozdı́l mezi frakcemi, pak na velikosti frakcı́ nezáležı́.

• Jednı́m přı́stupem je odebránı́ oleje shora a následné odsávánı́ vzorku shora dolů. Bohužel, z důvodu přı́tomnosti plovoucı́ vrstvy materiálu v oblasti blı́zko hladiny (1,2 g/mL), tento postup nenı́ přı́liš vhodný.

• Alternativně lze opatrně napı́chnout jehlou centrifugačnı́ kyvetu kousek nad jejı́m dnem (na dně může být peletovaná RNA) a postupné vykapávánı́ vzorku (vodnı́ sloupec svojı́ tı́hou resp. tlakem vytlačujě do jehly kapalinu pod sebou). V tomto přı́padě je občas vhodné ponechat olej převrstvujı́cı́ vzorek ve zkumavce, protože svojı́ tı́hou také tlačı́ na vodný roztok CsCl a ten ještě snáze vykapává jehlou ven. Jehla se ale občas ucpe materiálem a jejı́ vytaženı́ znamená vytečenı́ zbývajı́cı́ho roztoku vpichem ven (občas se tak nestane, pokud je odebrána vrstva minerálnı́ho oleje a zbylý sloupec roztoku CsCl nevyvı́jı́ dostatečný tlak, což nelze určitě předpokládat). Po novém napı́chnutı́ v jiné oblasti a přı́padném opětovném doplněnı́ minerálnı́ho oleje lze odebrat jiné části gradientu.

• Jako vhodný kompromis se ukázalo postupné (vı́cenásobné) napichovánı́ a odběry nejdřı́ve z vyššı́ch (méně hustých) partiı́ gradientu vždy až do odebránı́ celého sloupce gradientu od vpichu ke hladině (resp. mezifázi voda/olej), vyjmutı́ jehly (dı́ky lehkému oleji nedocházı́ k vytékánı́ oleje mı́stem vpichu) a nového vpichu nı́že v oblasti s vyššı́ hustotou. Pokud roztok vykapává pomalu, je možné (pokud to volný objem zkumavky dovolı́) přidat opět minerálnı́ olej a zvětšit tı́m tlak. Obecně lze řı́ci, že se vyplatı́ obsahy několika centrifugačnı́ch zkumavek se stejným vzorkem

3.3.5.1.1 Mrazová izolace viru Kapitola 3: Materiál a metody

rozdělovat na frakce podle odlišných postupů (stačı́ napichovat každou centrifugačnı́ zkumavku UltraClear v různém mı́stě, přı́padně každou až ve 3 mı́stech vždy počı́naje vpichem do hornı́ části gradientu), zejména pokud se napichuje zkumavka nad nebo pod studovanou zónou. Po analýze jednotlivých frakcı́ lze snáze usuzovat na přı́slušnost jednotlivých frakcı́ k jednotlivým zónám a je možné snáze odhalit přı́padné rozmyté zbytky z dřı́ve odebraných frakcı́, které kontaminujı́ následujı́cı́ frakce, nebo kontaminace způsobené neopatrným rozdělenı́m gradientu do frakcı́. Stává se, že se jehla ucpe plovoucı́m (a občas zdánlivě velmi jemným vločkovitým materiálem), přı́padně plovoucı́ materiál sice neucpe samotnou jehlu, ale uchytı́ se na špičce jehly a jeho nasávané části kontaminujı́ následujı́cı́ frakce. Tomuto potenciálnı́mu problému lze alespoň v některých přı́padech předejı́t právě vı́cenásobným napichovánı́m zkumavek.

3.3.5.2 Chromatografická separace virových částic

K separaci virových částic (po sedimentaci supernatantu 20 000 g vzniklém po mrazové izolaci viru při 200 000 g) lze použı́t Sephacryl S1000 SuperFine (Pharmacia), který se použı́vá k separaci supramolekulárnı́ch komplexů. Vlastnı́ suspenze nosiče o objemu 8 mL se nalije do skleněné minikolonky (vnitřnı́ průměr 1 cm), zakončené skleněnou fritou. Výsledný objem sloupce nosiče v mém přı́padě odpovı́dal 7 mL nosiče v kolonce. Kolona byla převedena promývánı́m peristaltickou pumpou (Guldener, Švýcarsko) do VPB pufru. Pelety zı́skané centrifugacı́ při 200 000 g se resuspendujı́ VPB pufrem v objemu 500 μL, homogenizujı́ skleněným homogenizátorem a po krátké centrifugaci při 15 000 g po dobu 2 min se nanese 400 μL na kolonu. Kolona se postupně promývá 400 μL VPB pufru a každých 400 μL vyteklých z kolony se sbı́rá do zvláštnı́ plastové mikrocentrifugačnı́ zkumavky. Jednotlivé frakce se analyzujı́ spektrofotometricky a elektroforeticky.

3.3.6 Sráženı́ proteinů pomocı́ etanol–chloroformové metody

Vzorek proteinů (doplněný do objemu 150 μL, dále v proceduře považovaný za 1 objem) obsažených ve frakcı́ch CsCl gradientu jsem srážel 4 objemy etanolu (-20^oC), promı́chal, přidal 1 objem chloroformu (může být upravený 1/25 objemu izoamylalkoholu). Po opětovném promı́chánı́ dojde k denaturaci a delipidaci proteinů, směs se neodděluje na 2 různé fáze. Fázové rozhranı́ se vytvořenı́ až po přidánı́ 3 objemů H_2O, promı́chánı́ a krátké centrifugaci. Po odebránı́ vodné fáze (obsahujı́cı́ etanol, soli a v mém přı́padě i malé množstvı́ dsRNA) se ke zbylé chloroformové fázi přidajı́ 3 objemy etanolu, promı́chá a precipitované proteiny spolu s dsRNA stočı́ do peletu (Wessel a Flugge, 1984).

Použitı́ detergentu SDS k rozrušenı́ struktury virových částic nevedlo k separaci dsRNA do vodné fáze spolu se solemi, naopak došlo k solubilizaci části proteinů v této vodné fázi a snı́ženı́ celkového výtězku proteinů obsažených v peletě.

3.3.7 Separace nukleových kyselin v agarózovém gelu

Použı́val jsem dřı́ve publikovanou metodu (Sambrook et al., 1989), ve zkratce uvádı́m hlavnı́ body. K separaci dsRNA byla použita 0,8–1,2 % agaróza rozehřátá v Tris–Acetát–EDTA (TAE) pufru, separace probı́hala při vloženém napětı́ 4–8 V/cm. V přı́padě analýzy obsahu dsRNA virových částic jsem navı́c ke vzorku před nanášenı́m na dráhu přidával SDS v konečné koncentraci 2 % a vzorek několikrát promı́chal nasátı́m do špičky pipety. K vizualizaci nukleových kyselin jsem použı́val etidiumbromid v konečné koncentraci 3 μg/mL a ozářenı́ gelu UV světlem.

3.4 Použité programy, nastavenı́ parametrů, způsob využitı́ Kapitola 3: Materiál a metody

3.3.8 Separace proteinů pomocı́ elektroforézy v PAA gelu

Použı́val jsem diskontinuálnı́ elektroforézu v polyakrylamidovém gelu (PAA) (Patterson, 1998; Gallagher, 1998; Coligan et al., 1998) v provedenı́ homogennı́ho PAA gelu v přı́tomnosti SDS nebo gradientu PAA v přı́tomnosti SDS (SDS-PAGE). Zásobnı́ roztok akrylamidu obsahoval celkem 30 % akrylamidu, přı́čného zası́t’ovánı́ akrylamidu bylo dosaženo 0,81 % N,N–dimetylakrylamidu. Vlastnı́ dělenı́ probı́- halo v aparátu Biorad ”Protean Mini–2D Cell”. Separace proteinů v homogennı́ch gelech (4/10 %, t.j. 4 % hornı́ koncentračnı́ gel a 10 % dolnı́ separačnı́ gel) probı́hala při konstantnı́m napětı́ 100–150 V, v přı́padě gradientových gelů (4/5–20 %, obsahujı́cı́m gradient 5 až 20 % akrylamidu) při konstantnı́m proudu 4 mA po dobu 16–20 h nebo 8 mA po dobu 8–10 h.

Před vlastnı́m barvenı́m fixovaných proteinů v gelu (DeSilva et al., 1995) jsem volitelně použı́val Odsolovacı́ roztok pro Coomassie G–250 (roztok sı́ranu amonného a kyseliny fosforečné k odsolenı́ a vymytı́ SDS z PAA gelu, jeho ekvilibraci sı́ranem amonným a k ustálenı́ kyselého pH). V tomto roztoku jsem ponechal gely alespoň 2 h, přı́padně přes noc. Barvenı́ probı́halo 1–5 h roztokem Coomassie Blue G–250, obsahujı́cı́m stejné množstvı́ sı́ranu amonného a kyseliny fosforečné jako předchozı́ roztok použitý k odsolenı́. Gely byly přı́padně odbarveny ve vodě, zejména u gradientových gelů se mnohem vı́ce barvı́ pozadı́ v mı́stech s nižšı́ koncentracı́ akrylamidu.

Některé gely byly po barvenı́ Coomassie G-250 dobarveny střı́brem metodou ”Nonammoniacal silver staining” podle (DeSilva et al., 1995), která je shodná s pracı́ (Morrissey, 1981).

Gely obarvené střı́brem je možné odbarvit roztokem obsahujı́cı́m 3,35 mM K_3Fe(CN)_6, 25,5 mM Na_2SO_2, 5,6 mM Na_2CO_3. Protože roztok velmi rychle ztrácı́ účinnost (měnı́ barvu od žluté na zelenou), je vždy nutno připravit nový. Na odbarvenı́ jednoho minigelu je třeba 50 mL. Reakce se zastavuje přenesenı́m gelu do vody a intenzı́vnı́m promývánı́m. Takto odbarvené gely se velmi dobře barvı́ znovu střı́brem, ale tentokrát překvapivě s mnohem menšı́m pozadı́m v gelu (Ondřej Toman, ústnı́ sdělenı́).

3.4 Použité programy, nastavenı́ parametrů, způsob využitı́

Program Mfold k predikci sekundárnı́ch struktur je možné zı́skat na adrese

http://www.ibc.wustl.edu/~zuker/rna (Zuker 1988, 1994). Zdrojový kód programu je nutno přeložit překladači jazyků FORTRAN a ANSI C a C++.

Kapitola 4

Výsledky

Během práce v laboratoři jsem použı́val označenı́ “killer” toxin, nebot’ jsem předpokládal analogii s produkcı́ “killer” toxinů jinými kvasinkami. Z výsledků však vyplývá, že se jedná spı́še o inhibitor růstu než toxin, proto použı́vám v textu slovo inhibitor.

4.1 Mikrobiologická charakterizace použı́vaných kmenů Dipodascus magnusii a Pichia anomala

4.1.1 Růstové křivky třepaných kultur v závislosti na teplotě

Protože jsem pozoroval, že Dipodascus magnusii nepřežı́vá 5 dnı́ kultivace při 37^oC, stanovil jsem růstové křivky v teplotách 28 a 30^oC (viz graf na Obrázku 24 a 25) a křivku přežitı́ recipročně třepané kultury Dipodascus magnusii při teplotě 35^oC (viz graf na Obrázku 26). Buňky Dipodascus magnusii při této teplotě velmi rychle umı́rajı́ a po 40 hodinách kultura neobsahuje žádné životaschopné buňky (viz graf na Obrázku 26). Optická denzita po počátečnı́m vzrůstu spojeném s krátkodobým růstem buněk stagnuje^1 . Počet buněk v kultuře mı́rně klesá. Teplotnı́ šok, který byl v přı́padě Saccharomyces cerevisiae úspěšně použit k odléčenı́ od virů, nelze použı́t jako léčebný postup.

1Během prvnı́ch 3–4 hodin kultivace jsou buňky většinou protáhlé, je patrná buněčná přehrádka, ale nedocházı́ k oddělovánı́ dceřinných buněk. Dokonce lze pozorovat buňky, kterým se nepodařilo buněčné dělenı́ dokončit již dvakrát. Bylo tak možné pozorovat 4 buňky spojené navzájem, 2 buňky vypadaly jako mrtvé (rodičovské) a dvě jako dceřinné. Ostatnı́ buňky měly zvýšenou zrnitost cytoplazmy. Během dalšı́ch 5–10 hodin bylo vidět vı́ce buněk kterým se nepodařilo dokončit buněčné dělenı́ a zůstaly navzájem spojené, některé z nich vypadaly mrtvé (ačkoli jsem nepoužil žádný postup na stanovenı́ propustnosti buněčné membrány, v buňkách nebyly vidět žádné cytoplazmatické struktury). Během 8.–11. hodiny se u většiny buněk objevilo velké množstvı́ vakuol (v počtu asi 5–10 na jednu buňku), vyplňujı́cı́ většinu cytoplazmy. Již od 8. hodiny a během následujı́cı́ch hodin bylo možné pozorovat buňky, ve kterých se pravděpodobně protoplast odděluje od buněčné stěny. Přibylo buněk které vypadajı́ jako mrtvé a objevily se v médiu zbytky buněk, které se zdajı́ být kontaminace. Výsledky ale jednoznačně prokázaly, že se nejedná o kontaminaci ale o lyzované buňky.

4.1 Mikrobiologická charakterizace použı́vaných kmenů Dipodascus magnusii a Pichia anomala Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 24: Růstová křivka Dipodascus magnusii při teplotě 28^oC. Buňky byly inkubovány v YPD médiu na recipročnı́ třepačce při teplotě 28^oC a v zaznamených časech byla měřena optická denzita OD(660nm). Generačnı́ doba byla v průběhu exponenciálnı́ fáze rovna 120 min.

Obrázek 25: Růstová křivka Dipodascus magnusii při teplotě 30^oC. Buňky byly inkubovány v YPD médiu na recipročnı́ třepačce při teplotě 30^oC a v zaznamených časech byla měřena optická denzita OD(660nm). Generačnı́ doba byla v průběhu exponenciálnı́ fáze rovna 287 min.

4.2 Výběr vhodných kmenů Hansenula sp. citlivých na přı́tomnost inhibitoru Kapitola 4: Výsledky

4.1.2 Distribučnı́ křivka inhibitoru produkovaného do média v čase a jeho stabilita v čase

Aby bylo možné zlepšit naši schopnost detekovat kmeny produkujı́cı́ inhibitor, pokusil jsem se zjistit jak se měnı́ aktivita inhibitoru v postkultivačnı́m médiu a jaká je jeho stabilita během 12–18 dnů v teplotách +4 a −20^oC. Následné testovánı́ aktivit inhibitoru v komı́nkovém testu ukázalo, že inhibitor obsažený v postkultivačnı́m médiu ve sledovaných podmı́nkách neztrácı́ aktivitu, nebo jen v rámci detekčnı́ chyby (viz Tabulka 4).

Orientačnı́ stanovenı́ produkce inhibitoru Dipodascus magnusii do média a jeho stabilita v čase

Čas [h] OD(660nm) Počet buněk [10^7/mL] Ref. poloměr −20^oC +4^oC

0 0,05 0,028 0,90 0,90 0,90 15 3,40 0,860 1,40 1,35 1,35 29,5 3,81 1,160 – 2,60 2,60 47,5 7,20 2,190 2,70 3,00 3,00 70 4,20 2,700 2,90 2,70 2,80 91 5,11 3,130 3,40 2,80 2,80 98 4,90 2,650 2,60 2,60 2,60 109,5 5,50 2,580 2,30 2,60 2,70 152,5 6,74 2,200 2,60 2,70 2,70

Tabulka 4: Kultura Dipodascus magnusii byla kultivována při teplotě 28^oC na recipročnı́ třepačce a v uvedených časech byla měřena optická denzita (OD(660nm)). Postkultivačnı́ médium bylo zbaveno centrifugacı́ buněk, následně sterilizováno filtracı́ a bylo ihned použito v komı́nkovém testu ke stanovenı́ referenčnı́ aktivity přı́tomného inhibitoru (Ref. poloměr). Alikvóty sterilnı́ho média byly uloženy v +4 nebo −20^oC po dobu 12–18 dnı́ a poté znovu (všechny naráz) testovány v komı́nkovém testu na aktivitu inhibitoru.

Z těchto výsledků vyplývá, že postkultivačnı́ médium lze uchovávat po delšı́ dobu v laboratoři a použı́vat ho jako referenčnı́ médium. To umožňuje kvantifikovat (byt’ jen relativně) aktivitu inhibitoru v dalšı́ch vzorcı́ch. Nejvyššı́ aktivita inhibitoru v postkultivačnı́m médiu je mezi 3. a 4. dnem kultivace (91 h).

Produkce inhibitoru je závislá na způsobu kultivace. Na recipročnı́ třepačce docházı́ k intenzivnějšı́mu růstu kultury Dipodascus magnusii a maxima aktivity inhibitoru v čase je dosaženo dřı́ve (3-4 dny). Na orbitálnı́ třepačce je růst kultury pomalejšı́ a aktivita v postkultivačnı́m médiu je po 4 dnech nižšı́ než v postkultivačnı́m médiu recipročně třepané kultury (data nejsou zobrazena). Inhibitor je produkován do média zejména v pozdnı́, stacionárnı́ fázi růstu (viz Tabulka 4).

4.2 Výběr vhodných kmenů Hansenula sp. citlivých na přı́tomnost inhibitoru

Pomocı́ čárkového testu na cibulovém agaru byla testována citlivost různých kmenů Hansenula a Pichia sp. Test byl proveden při teplotě 15^oC, zóny byly zřetelné po 7–12 dnech.

• Pichia anomala CCY38-1-1

• Pichia anomala CCY38-1-1 (SPK12)

• Pichia anomala CCY38-1-24

• Pichia anomala CCY38-1-25

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

• Pichia anomala CCY38-1-26 • Pichia anomala Y151 • Pichia beijerinckii CCY38-17-2 • Pichia californica CCY38-6-1 • Pichia dimenae CCY38-15-1 • Pichia mrakii CCY38-7-1 • Pichia mrakii CCY38-7-2 • Pichia mrakii CCY38-7-3

• Pichia saturnus CCY38-4-4 • Pichia sp. DK11 • Pichia sp. N CYC 750 • Pichia membranaefaciens

Byla sledována přı́tomnost a čistota inhibičnı́ zóny. Nejlepšı́ citlivost byla potvrzena u již použı́- vaného kmene Pichia (Hansenula) anomala CCY38-1-1. Dále byly téměř stejně citlivé kmeny Pichia anomala CCY38-1-1 (SPK12) a Pichia anomala Y151 (data nejsou zobrazena).

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii

Zjištěnı́ přı́tomnosti nejen kvasinkových toxinů závisı́ na pečlivé volbě detekčnı́ho systému a to nejen na kombinaci citlivého kmene a různých kultivačnı́ch podmı́nek, ale také na provedenı́ testu. Pokusil jsem se porovnat citlivosti 2 často použı́vaných testů. Dále jsem se pokusil vytvořit nový detekčnı́ systém a ověřit jeho citlivost a spolehlivost.

4.3.1 Čárkový test

Bylo testováno komplexnı́ YPDA médium a dřı́ve osvědčený cibulový agar (Pospı́šek et al., 1993). Jako citlivý kmen byl použit kmen Pichia anomala CCY38-1-1 (optimálnı́ citlivost tohoto kmene byla později potvrzena v dalšı́ch srovnávacı́ch experimentech, viz Kapitola: 4.2). Byly testovány kultivačnı́ teploty 12, 15, 18, 24, 28, 37^oC a různá množstvı́ vysetých buněk na misku. Jako nejlepšı́ systém se ukázalo 15–18^oC v kombinaci s cibulovým nebo YPDA agarem. Inhibičnı́ zóny v okolı́ čárky kmene produkujı́cı́ho inhibitor byly nejlépe vidět po 7–12 dnech.

4.3.2 Komı́nkový test

Komı́nkový test (viz Obrázky 27(a), 27(b)) se ukázal ve všech srovnávacı́ch pokusech (podmı́nky viz Kapitola: 4.3.1) jako citlivějšı́ a předevšı́m reprodukovatelnějšı́ než čárkový test. Podobně, jako v přı́padě čárkového testu, se jevı́ teplota 15 nebo 18^oC jako nejlepšı́ (inhibičnı́ zóna je dobře patrná po 4 dnech kultivace). Z porovnánı́ výsledků měřenı́ průměrů inhibičnı́ch zón v komı́nkových testech při různých teplotách vyplývá, že při teplotách 24 a 28^oC docházı́ k sekundárnı́mu růstu buněk citlivého kmene v okrajové oblasti inhibičnı́ zóny. Tı́m docházı́ ke zmenšenı́ vizuálnı́ho průměru inhibičnı́ zóny a snı́ženı́ detekčnı́ho limitu. Naopak přı́liš nı́zká teplota prodlužuje dobu kultivace a výsledný efekt zlepšenı́ nenı́ tak výrazný. Z tohoto důvodu byla vyhodnocena jako optimálnı́ teplota 18 nebo 20^oC, kdy je zóna patrná po 2–3 dnech a vliv sekundárnı́ho růstu citlivého kmene je zanedbatelný. Porovnal jsem

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

výhodnost cibulového (OA) a komplexnı́ho (YPDA) média (viz Obrázky 27(a), 27(b)) pro výsledný průměr inhibičnı́ zóny v komı́nkovém testu při teplotách 15, 18, 20, 24 a 28^oC. Výsledkem srovnávacı́ch testů bylo, že OA médium nenı́ nutné, pokud je použita teplota pod 20^oC. YPDA médium navı́c dı́ky tmavému zbarvenı́ zvýrazňuje inhibičnı́ zónu. Komı́nkový test nelze použı́t k přesnějšı́ kvantifikaci aktivity inhibitoru v médiu (viz grafy Obrázku 28, 29).

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

4.3.3 Test aktivity inhibitoru v médiu v mikrotitračnı́ destičce

Během pokusů vyléčit D. magnusii od dsRNA viru vyplynula naléhavá nutnost spolehlivého detekčnı́ho systému. Hledaný detekčnı́ systém měl v ideálnı́m přı́padě umožňovat kvantifikaci množstvı́ inhibitoru, být snadno proveditelný a umožňovat testovánı́ velkého množstvı́ kmenů na schopnost produkce inhibitoru. Protože se zdálo, že současné testy již nelze vı́ce zlepšovat, pokusil jsem se z těchto důvodů vytvořit nový systém detekce inhibitoru. Je založen na testovánı́ postkultivačnı́ch médiı́ D. magnusii na přı́tomnost inhibitoru v jamkách mikrotitračnı́ destičky. Navržený systém byl podrobně testován ve dvou zcela nezávislých experimentech, druhý experiment zpřesňoval některé předešlé výsledky ale také obsahoval nové prvky:

• grafy z prvnı́ho experimentu provedené při teplotě 18^oC jsou na Obrázcı́ch 32, 33, 34, 35, 36

• grafy ze druhého experimentu provedené při teplotě 18^oC jsou na Obrázcı́ch 30, 37, 38, 39, 40, 41 • grafy ze druhého experimentu provedené při teplotě 28^oC jsou na Obrázcı́ch 31, 42, 43, 44

V prvnı́m experimentu byl počet inokulovaných buněk stanoven počı́tánı́m v počı́tacı́ komůrce, v druhém experimentu byl navı́c ověřen výsevem buněk na YPDA misky. Citlivost druhého provedenı́ testu byla srovnávána s citlivostı́ komı́nkového testu, viz graf na Obrázku 29. Dı́ky provedenı́ testu, ve kterém je do postkultivačnı́ho média pipetováno inokulum buněk citlivého kmene (naředěné čerstvým YPD médiem) nelze provést experiment v neředěném postkultivačnı́m médiu (100 %)^2 . 92 nebo 93 %-nı́ koncentrace postkultivačnı́ho média byla maximálnı́ možná koncentrace použitelná v tomto experimentu.

• Aby bylo možné porovnávat výsledky testů v mikrotitračnı́ destičce s neinhibovanou kulturou, byla stanovena růstová křivka Pichia anomala v kultivačnı́ch teplotách 18^oC (viz graf na Obrázcı́ch 30, 33) a v kultivačnı́ teplotě 28^oC (viz graf na Obrázku 31). Z průběhu křivek vyplynulo, že Pichia anomala dosahuje při kultivaci v obou teplotách stejně intenzı́vnı́ho nárůstu buněk. Generačnı́ doba při růstu v 18^oC byla rovna 72 minutám, při kultivačnı́ teplotě 28^oC byla rovna 54 minutám.

• Sledoval jsem růst různých množstvı́ inokulovaných buněk Pichia anomala ve sterilnı́m YPD médiu (viz graf na Obrázku 32, 33). Vyplynulo, že do jamek je vhodné inokulovat 10^3–10^4 buněk tak, aby v daných podmı́nkách došlo k exponenciálnı́mu růstu. Při inokulaci vyššı́ho počtu buněk do jamky je možné test použı́t také, ale nedocházı́ k exponenciálnı́mu růstu buněk a buněčná kultura nižšı́ růstovou rychlostı́ dosáhne maximálnı́ denzity. Různě naředěná inokula buněk dorůstajı́ ve výsledku stejných optických denzit (viz graf na Obrázku 32, 33). Přı́liš ředěná inokula buněk (240–24 buněk/jamku) nezaručujı́ rychlý růst kultury tak, aby bylo možné přı́padné snı́ženı́ jejı́ho nárůstu použı́t k měřenı́ aktivity inhibitoru v reálném čase (viz graf na Obrázku 32).

• Sledoval jsem růst různých množstvı́ inokulovaných buněk Pichia anomala ve sterilnı́m neředěném postkultivačnı́m médiu obsahujı́cı́m inhibitor (viz graf na Obrázku 34). Rovněž z tohoto experimentu vyplynulo, že do jamek je vhodné inokulovat 10^3–10^4 buněk, aby byl růst buněk pozvolný a zaručoval průchod buněčné kultury všemi růstovými fázemi (které by mohly být ovlivněny), včetně exponenciálnı́ fáze.

2Ačkoli ředěnı́m kultury citlivého kmene samotným postkultivačnı́m médiem by umožnilo testovat alespoň 99,99 %-nı́ postkultivačnı́ médium, tato možnost nebyla využita, protože by pravděpodobně nijak neovlivnila současné závěry (viz dále).

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

• Stanovil jsem růst Pichia anomala přı́mo v médiı́ch obsahujı́cı́ch různě naředěné postkultivačnı́ médium (s obsahem 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii). Ředěnı́ jsem provedl čerstvým sterilnı́m YPD médiem. Výsledky jsou zobrazeny na několika obrázcı́ch včetně semilogaritmického vynesenı́, umožňujı́cı́ přesnějšı́ určenı́ exponenciálnı́ fáze růstu kultur, ostatnı́ vynesenı́ naopak umožňujı́ lépe zobrazit rozdı́ly vlivu různých koncentracı́ inhibitoru ve stacionárnı́ fázi, viz Obrázky 37, 40, 38, 39. Stejný experiment byl proveden současně při teplotě 28^oC (Obrázek 42, 43). Při inokulaci vyššı́ho počtu buněk do jamky je možné test použı́t také, ale nedocházı́ k exponenciálnı́mu růstu buněk a buněčná kultura dřı́ve dosáhne maximálnı́ denzity. Přı́liš ředěná inokula buněk (240–24 buněk/jamku) nezaručujı́ rychlý růst buněk tak, aby bylo možné snı́ženı́ jejich nárůstu použı́t k měřenı́ aktivity inhibitoru.

V prostředı́ 92/93 %-nı́ho postkultivačnı́ho média docházı́ k exponenciálnı́mu růstu buněk P. anomala, který je ale mnohem dřı́ve zpomalen a buněčná kultura pomaleji (méně zřetelně, t.j. ne prudkou změnou růstové rychlosti) přecházı́ do stacionárnı́ fáze (srovnej grafy na Obrázcı́ch 32, 33, 34, přı́padně křivku označenou 93 % na Obrázcı́ch 37, 40). Průběh křivek dokazuje, že růst buněk citlivého kmene je působenı́m inhibitoru zpomalen. Domnı́vám se proto, že se jedná o inhibici růstu a ne o zabı́jenı́ buněk citlivého tak, jak to bylo popsáno u “killer” toxinů Saccharomyces cerevisiae. Růstové rychlosti sledovaných kultur v exponenciálnı́ fázi růstu jsou přibližně stejné (viz graf na Obrázku 43, 40). Znamená to, že inhibitor neovlivňuje růst buněk v exponenciálnı́ fázi. Výsledkem zpomalenı́ růstu buněk v jiné než exponenciálnı́ fázi nebo způsobenı́ časnějšı́ho přechodu do stacionárnı́ fáze, má za následek konečné rozdı́ly v optických denzitách jednotlivých kultur (srovnej výsledné optické denzity v konečných časových bodech na grafech na Obrázcı́ch 37, 42). Při inokulaci vyššı́ho počtu buněk do jamky je možné test použı́t také, ale docházı́ ke krátkému exponenciálnı́mu růstu kultury, která potom dřı́ve dosáhne stacionárnı́ fáze. Přı́liš ředěná inokula buněk (240–24 buněk/jamku) nezaručujı́ rychlý růst buněk tak, aby bylo možné snı́ženı́ jejich nárůstu použı́t k měřenı́ aktivity inhibitoru.

• Byla prokázána lineárnı́ závislost mezi aktivitou inhibitoru v kultivačnı́m médiu a optickou denzitou buněčné kultury. V přı́padě kultivace při teplotě 18^oC v rozmezı́ od 92. hodiny kultivace v rozsahu 92–2 % postkultivačnı́ho média, úplná linearita v tomto rozsahu nastává okolo 200.– 213. hodiny (viz graf na Obrázku 41). V přı́padě kultivace při teplotě 28^oC je linearity dosaženo již od 37. hodiny v rozsahu 92–12 % postkultivačnı́ho média D. magnusii (lineárnı́ rozsah ani linearita se s prodlouženı́m kultivace již dále nezlepšuje) (viz Obrázek 44). Test lze použı́t k přesnému stanovenı́ aktivity inhibitoru, např. mezi 68.–92. hodinou ke stanovenı́ aktivity inhibitoru v médiu naředěného na 92–44 % referenčnı́ aktivity (neředěného média) při kultivaci v teplotě 18^oC. V pozdějšı́ch časech, jak již bylo řečeno, docházı́ k rozšı́řenı́ lineárnı́ho úseku a inhibitor je proto možné kvantifikovat v ještě širšı́m rozmezı́ ≈92–2 %.

Ze srovnánı́ citlivostı́ komı́nkového testu a testu v mikrotitračnı́ destičce vyplynulo, že test v mikrotitračnı́ destičce mnohem pružněji detekuje malé změny aktivity toxinu. Naopak komı́nkový test je omezen nespojitou stupnicı́ hodnot, kterých může nabývat. Tato nespojitost se projevuje v nerovnostech křivky (viz graf na Obrázku 29) a jejı́ podstatou je nemožnost přesného odečtenı́ poloměru zóny s přesnostı́ vyššı́ než 0,5 mm (ve skutečnosti jsou odchylky zhruba ±1–2 mm vlivem různých zakřivenı́ zón a přı́padně jejı́ho nejasného obrysu). V přı́padě testu v mikrotitračnı́ destičce je optická denzita spojitá veličina a umožňuje odstupňovat drobné rozdı́ly optických denzit.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 26: Křivka přežitı́ Dipodascus magnusii při teplotě 35^oC. Buňky byly inkubovány v YPD médiu na recipročnı́ třepačce při teplotě 35^oC a v zaznamených časech byla měřena optická denzita OD(660nm), vysety buňky v různých ředěnı́ch z 0,1, 1 a 10 mL média a byl stanoven počet buněk na mL média. Průběžně byly počı́tány kolonie vyrostlé na YPDA miskách (CFU/mL). Z křivky je patrné, že po počátečnı́m růstu buněk, který nenı́ zakončen dělenı́m, nerozdělené buňky velmi rychle umı́rajı́. LD50 byla rovna 315 min.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

(a) Komı́nkový test: inhibičnı́ zóna na OA misce. (b) Komı́nkový test: inhibičnı́ zóna na YPDA misce.

Obrázek 27: Komı́nkový test: inhibičnı́ zóna na OA a YPDA misce. Do komı́nku vyraženého do agaru (zaočkovaného “trávnı́kem” citlivého kmene Pichia anomala) bylo pipetováno 200 μL postkultivačnı́ho média. Během kultivace docházı́ ke zpomalenı́ růstu buněk Pichia anomala v okolı́ komı́nku vlivem difúze inhibitoru do okolı́.

Obrázek 28: Citlivost komı́nkového testu při teplotě 18^oC. Do komı́nků na YPDA média s podkladem citlivého kmene bylo pipetováno 200 μL postkultivačnı́ho média starého 4 dny. V nejlepšı́ch provedenı́ch experimentu (vyobrazeno) lze dosáhnout téměř lineárnı́ závislosti v rozsahu 12–92 % postkultivačnı́ho média obsahujı́cı́ho inhibitor. Procentuálnı́ koncentracı́ postkultivačnı́ho média se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média po kultivaci D. magnusii ředěného čerstvým YPD médiem.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 29: Citlivost komı́nkového testu při teplotě 18^oC v horšı́m provedenı́ experimentu. Do komı́nků na YPDA médiu s podkladem citlivého kmene bylo pipetováno 100 nebo 200 μL postkultivačnı́ho média starého 4 dny. Poloměr inhibičnı́ch zón dosahuje asi poloviny poloměru dosaženého na a dı́ky nepřesnostem při jeho měřenı́ jsou na grafu velké rozdı́ly Obrázku 28.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 30: Růstová křivka Pichia anomala při teplotě 18^oC. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk, inkubace probı́hala v netřepané mikrotitračnı́ destičce v YPD médiu při teplotě 18^oC. V zaznamených časech byla měřena optická denzita OD(660nm). Generačnı́ doba byla v průběhu exponenciálnı́ fáze rovna 72 min.

Obrázek 31: Růstová křivka Pichia anomala při teplotě 28^oC. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk, inkubace probı́hala v netřepané mikrotitračnı́ destičce v YPD médiu při teplotě 28^oC. V zaznamených časech byla měřena optická denzita OD(660nm). Generačnı́ doba byla v průběhu exponenciálnı́ fáze rovna 54 min.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 32: Růstová křivka Pichia anomala při teplotě 18^oC v YPD médiu D. magnusii. Byl studován vliv dávky inokula na průběh růstu kultury. Do každé jamky bylo inokulováno různé množstvı́ buněk P. anomala v rozsahu 0–2,4x10^6 buněk (viz legenda uvnitř vyobrazeného grafu) a byly sledovány změny optické denzity. Z průběhu křivek vyplynulo, že plně dostačuje inokulovat 10^3–10^4 buněk do jamky tak, aby v daných podmı́nkách došlo k exponenciálnı́mu růstu. Tato informace byla využita v dalšı́ch pokusech.

Obrázek 33: Semilogaritmické vynesenı́ růstové křivky na Obrázku 32.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 34: Růst Pichia anomala při teplotě 18^oC v 92 %-nı́m postkultivačnı́m médiu D. magnusii. Byl sledován růst kultur v různě silně inokulovaných jamkách. Do každé jamky bylo inokulováno různé množstvı́ buněk v rozsahu 0–2,4x10^6 buněk (viz legenda uvnitř vyobrazeného grafu).

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 35: Růst Pichia anomala při teplotě 18^oC v různě koncentrovaném postkultivačnı́m médiu D. magnusii. Byl sledován vliv koncentrace inhibitoru na průběh růstu kultury, zejména s ohledem na citlivost detekce inhibitoru. Do jamek bylo inokulováno 2,4x10^4 buněk. Procenta v legendě uvnitř vyobrazeného grafu označujı́ procentuálnı́ koncentracı́ postkultivačnı́ho média, ve kterém byly jednotlivé kultury inkubovány. Procentuálnı́ koncentracı́ se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média (po kultivaci D. magnusii) ředěného čerstvým YPD médiem.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 36: Časový průřez grafem na Obrázku 35 zobrazujı́cı́m růstové křivky Pichia anomala při teplotě 18^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 92–0 % postkultivačnı́ho média. Jednotlivé křivky zobrazujı́ závislost vlivu koncentracı́ inhibitoru na růst buněk P. anomala, viz graf na Obrázku 35. Do každé jamky bylo inokulováno 2,4x10^4 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity v čase. Procentuálnı́ koncentracı́ postkultivačnı́ho média se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média po kultivaci D. magnusii ředěného čerstvým YPD médiem. Jednotlivé časy uvedené v legendě vyobrazeného grafu označujı́ čas, kdy byly zaznamenány hodnoty OD(660nm) jednotlivých kultur.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 37: Růst Pichia anomala při teplotě 18^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93-0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procenta v legendě uvnitř vyobrazeného grafu označujı́ procentuálnı́ koncentraci postkultivačnı́ho média, kterou se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média (po kultivaci D. magnusii) ředěného čerstvým YPD médiem. Obrázek 38 a Obrázek 39 obsahujı́ zvětšené výřezy z toho grafu.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 38: Zvětšenı́ spodnı́ části grafu na Obrázku 37: Růst Pichia anomala při teplotě 18^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procenta v legendě uvnitř vyobrazeného grafu označujı́ procentuálnı́ koncentraci postkultivačnı́ho média, kterou se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média (po kultivaci D. magnusii) ředěného čerstvým YPD médiem.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 39: Zvětšenı́ hornı́ části grafu na Obrázku 37: Růst Pichia anomala při teplotě 18^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procenta v legendě uvnitř vyobrazeného grafu označujı́ procentuálnı́ koncentraci postkultivačnı́ho média, kterou se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média (po kultivaci D. magnusii) ředěného čerstvým YPD médiem.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 40: Semilogaritmické vynesenı́ grafu na Obrázku 37 zobrazujı́cı́ho růst Pichia anomala při teplotě 18^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procenta v legendě uvnitř vyobrazeného grafu označujı́ procentuálnı́ koncentraci postkultivačnı́ho média, kterou se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média (po kultivaci D. magnusii) ředěného čerstvým YPD médiem.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 41: Časový průřez grafem na Obrázku 37 obsahujı́cı́m růstové křivky Pichia anomala při teplotě 18^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procentuálnı́ koncentracı́ postkultivačnı́ho média se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média po kultivaci D. magnusii ředěného čerstvým YPD médiem. Jednotlivé časy uvedené v legendě vyobrazeného grafu označujı́ čas, kdy byly zaznamenány hodnoty OD(660nm) jednotlivých kultur.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 42: Růst Pichia anomala při teplotě 28^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procenta v legendě uvnitř vyobrazeného grafu označujı́ procentuálnı́ koncentraci postkultivačnı́ho média, kterou se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média (po kultivaci D. magnusii) ředěného čerstvým YPD médiem.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 43: Semilogaritmické vynesenı́ grafu na Obrázku 42 zobrazujı́cı́ho růst Pichia anomala při teplotě 28^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procenta v legendě uvnitř vyobrazeného grafu označujı́ procentuálnı́ koncentraci postkultivačnı́ho média, kterou se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média (po kultivaci D. magnusii) ředěného čerstvým YPD médiem.

4.3 Výběr vhodných testovacı́ch postupů pro vyhledávánı́ odléčených kmenů D. magnusii Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 44: Časový průřez grafem na Obrázku 42 obsahujı́cı́m růstové křivky Pichia anomala při teplotě 28^oC v YPD médiu obsahujı́cı́m 93–0 % postkultivačnı́ho média D. magnusii. Jednotlivé křivky zobrazujı́ závislost vlivu koncentracı́ inhibitoru na růst buněk P. anomala. Do každé jamky bylo inokulováno 6x10^3 buněk P. anomala a byly sledovány změny optické denzity. Procentuálnı́ koncentracı́ postkultivačnı́ho média se rozumı́ množstvı́ postkultivačnı́ho média po kultivaci D. magnusii ředěného čerstvým YPD médiem. Jednotlivé časy uvedené v legendě vyobrazeného grafu označujı́ čas, kdy byly zaznamenány hodnoty OD(660nm) jednotlivých kultur.

4.4 Odléčovánı́ Kapitola 4: Výsledky

4.4 Odléčovánı́

4.4.1 UV iradiace

Na misky s YPDA médiem bylo inokulováno 1,08x10^2–10^7 buněk Dipodascus magnusii. Všechna ředěnı́ výsevu byla ozářena různými dávkami UV zářenı́: 1, 10, 100, 500, 1000 mJ/cm^2.

Na produkci inhibitoru bylo čárkovým testem analyzováno 84 koloniı́ vyrostlých na miskách po ozářenı́ UV světlem (viz Tabulka 5) (byl použit cibulový agar, teplota 20^oC). Ačkoli některé klony produkovaly inhibitor v dostatečném množstvı́ a objevila se inhibičnı́ zóna na miskách s cibulovým agarem, v některých přı́padech klony inhibitor zdánlivě neprodukovaly (ani pozitivnı́ kontrola v některých přı́padech nevykazovala produkci inhibitoru). Žádný z izolovaných klonů neztratil schopnost produkce inhibitoru nebo nebyla jeho přı́tomnost detekována. Ačkoli LD_{50} nebylo možné určit, byla v rozsahu 10–100 mJ/cm^2.

Inokulovaných buněk Dávka [mJ/cm^2] 0 1 10 100 500 1000 1x10^7 6x10^4 4x10^4 4,5–5,0x10^4 350 7 1 1x10^7 2,8x10^4 6,5x10^3 2,5x10^4 2 0 0 1x10^5 3,5x10^3 3,7x10^3 3,5x10^3 4 0 0 1x10^4 400 850 580 0 1 0 1x10^3 70 83 37 0 0 0 1x10^2 5 11 8 0 0 0 Vyrostlo celkem buněk 9,2x10^4 5,11x10^4 7,91x10^4 356 8 1 Přežilo celkem buněk 130 565

Tabulka 5: Léčenı́ Dipodascus magnusii UV zářenı́m. Bližšı́ vysvětlenı́ je v textu.

Buňky se nepodařilo zbavit produkce inhibitoru, ačkoli nelze vyloučit že buňky inhibitor neprodukovaly a dı́ky nespolehlivosti detekčnı́ metody (čárkový test s OA médiem) nebyly detekovány.

4.4.2 5–fluorouracil

Bylo testováno široké rozmezı́ koncentracı́ 1,5, 2,9 5,9, 7,4, 10, 14,7, 20, 29,4, 40, 50, 100, 200 μg/mL 5– fluorouracilu obsaženého v YPDA médiu. Byla stanovena křivka přežitı́ v 5 nezávislých experimentech, LD_{50} byla ve výši 24 μg/mL 5–fluorouracilu (viz Obrázek 45). Na miskách s nı́zkým obsahem 5– fluorouracilu (1,5–20 μg/mL) měly kolonie velký průměr a nebylo možné je přesně zpočı́tat. Celkem na miskách vyrostlo asi 9319 koloniı́.

Celkem bylo izolováno 1656 kmenů (z misek obsahujı́cı́ch 10–200 μg/mL 5–fluorouracilu), u všech klonů byla prokázána přı́tomnost dsRNA o velikosti 4,3 kbp (z toho 297 kmenů bylo izolováno z misek s koncentracı́ vyššı́ než 30 μg/mL). Přı́tomnost ostatnı́ch kratšı́ch dsRNA nebylo možné dı́ky rozlišenı́ použité metody sledovat.

Na produkci inhibitoru bylo pomocı́ čárkového testu analyzováno 1246 koloniı́, jednoznačně pozitivnı́ch bylo pouze 345 klonů (z těch bylo jednoznačně pozitivnı́ch 65 izolovaných z dávek vyššı́ch než 30 μg/mL 5–fluorouracilu — na čárkovém testu byl poloměr inhibičnı́ zóny asi 3 mm). V ostatnı́ch přı́- padech nebylo možné přı́tomnost inhibitoru prokázat dı́ky malé citlivosti a reprodukovatelnosti použité metody (viz metoda Detekce dsRNA v biomase). Kvůli nespolehlivosti použité detekčnı́ metody jsem přistoupil k hledánı́ vhodnějšı́ch podmı́nek realizace čárkového testu, včetně dalšı́ch metod.

4.4 Odléčovánı́ Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 45: Křivka přežitı́ Dipodascus magnusii po léčenı́ 5–fluorouracilem. LD50 byla přibližně 24 μg/mL. Bližšı́ vysvětlenı́ je v textu na straně 98.

Ačkoli měly některé kolonie pozměněnou morfologii, zpomalený růst spojený s malým vzrůstem koloniı́, přesto se buňky D. magnusii nepodařilo odléčit minimálně od 4,3 kbp dsRNA.

4.4 Odléčovánı́ Kapitola 4: Výsledky

4.4.3 Chromatografická separace virových částic

V počátečnı́ch experimentech jsem k promývánı́ a k eluci kolonky použı́val VPB pufr obsahujı́cı́ 1 mM EDTA (viz Pospı́šek et al. (1994)). Protože elektroforetické analýzy frakcı́ (SDS-PAGE) ukázaly, že frakce obsahujı́cı́ dsRNA (viz Obrázek 46) obsahujı́ stále velké množstvı́ proteinů, pokusil jsem se zlepšit dělı́cı́ podmı́nky. Obrázek SDS–PAGE frakcı́ použitých v experimentu vyobrazeném na Obrázku 46 nenı́ zobrazen. Obrázek 47(a) je SDS–PAGE jiného alikvótu stejného zamraženého vzorku (jako v přı́padě na Obrázku 46) separovaného na stejné koloně za stejných podmı́nek a je tedy možné jej považovat za zástupný. Následně byly provedeny srovnávacı́ experimenty s použitı́m standardnı́ho VPB pufru obsahujı́cı́ho 1 mM EDTA (tedy opakován předešlý pokus) a dále experiment se zvýšenou (10 mM) koncentracı́ EDTA (viz elektroforézy proteinů ve frakcı́ch na Obrázcı́ch 47(a) a 47(b), resp. agarózové elektroforézy frakcı́ na Obrázcı́ch 48(a) a 48(b)).

Z proteinových spekter jednotlivých frakcı́ a ze spekter nukleových kyselin odpovı́dajı́cı́ch agarózových elektroforéz vyplývá, že virus a zároveň všechny proteiny jsou ve frakcı́ch 6–17. Spektrofotometrická resp. elektroforetická analýza 36 alikvotnı́ch frakcı́ z kolonky neprokázala přı́tomnost detekovatelného množstvı́ proteinů nebo nukleových kyselin ve frakcı́ch 1–5 a 18–36 (viz Obrázky 49(a), 49(b)). Po zvýšenı́ koncentrace EDTA v použı́vaném pufru jsem dosáhl zlepšenı́ dělenı́, ačkoli frakce obsahujı́cı́ virus stále obsahujı́ velké množstvı́ proteinů (srovnej navzájem dvojice Obrázků: 47(a), 47(b) a 48(a), 48(b)). Podle profilu absorbancı́ jednotlivých frakcı́ eluovaných pufrem obsahujı́cı́m 1 mM resp. 10 mM EDTA (viz Obrázky 49(a), 49(b)) se zdá, že během eluce viru z kolonky v prostředı́ 1 mM EDTA se ve frakcı́ch 6–19 kromě virové dsRNA ještě velké množstvı́ jiných nukleových kyselin (patrně také RNA), který je nějakým způsobem chráněna před degradacı́ a zvyšuje absorbanci při 260 nm. Naopak v prostředı́ 10 mM EDTA docházı́ k porušenı́ této ochrany a tyto předpokládané RNA jsou degradovány. Mohlo by se jednat o ribozómy nebo napřı́klad také virovou ssRNA.

Frakce 7 a 11 z chromatografické separace v pufru obsahujı́cı́m 1 mM EDTA obsahujı́cı́ velké množstvı́ virové 4,3 kbp dsRNA, byly následně děleny v gradientu CsCl, viz kapitola 4.5.1.

4.4 Odléčovánı́ Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 46: Chromatografická separace virových částic: agarózová elektroforéza frakcı́ 1-19. Dráhy zleva na levém panelu: Vzorek dělený na koloně, prázdná dráha, vzorky 1-8, prázdná dráha, standard 100 bp DNA ladder (obsahujı́cı́ shora fragmenty 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp). Deráhy zleva na pravém panelu: vzorky 8-19, standard 100 bp DNA ladder. Vzorky frakcı́ byly smı́seny se vzorkovým pufrem a SDS umožňujı́cı́m rozpad partikulı́. Nejlépe zřetelný fragment (shora) má zhruba hmotnost 4 kbp a odpovı́dá předpokládané virové L dsRNA (objevuje v 7. frakci, prvnı́ maximum je v 7.-8. frakci, druhé maximum je v 11.-12. frakci, koncentrace klesá až k viditelnému minimu v 16. frakci). Ve frakcı́ch 7-15 bylo vidět RNA o hmotnostech ≈1,5 kbp a ≈1 kbp s maximem v 11.-13. frakci. Ve frakcı́ch 8-15 byla vidět pravděpodobná degradovaná rRNA. Proteiny detekované v těchto frakcı́ch nejsou vyobrazeny, ale na Obrázku 47(a) jsou analyzované frakce z identického experimentu (čı́sla frakcı́ si navzájem odpovı́dajı́). Obsahy nukleových kyselin ve frakcı́ch obou experimentů byly identické (viz Obrázek 48(a)). 7. a 11. frakce byla použita při centrifugaci v gradientu CsCl (viz Obrázek 53(a), 53(b)).

4.4 Odléčovánı́ Kapitola 4: Výsledky

(a) Chromatografická separace virových částic ve VPB pufru obsahujı́cı́m 1 mM EDTA. Na dráhy byly nanášeny zleva frakce: 6, 7, 8, 9, 10, standard Benchmark Protein Ladder (60–220 kDa), 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18. Čı́sla frakcı́ odpovı́dajı́ čı́slům ostatnı́ch analýz těchto vzorků, viz Obrázky 48(a), 49(a).

(b) Chromatografická separace virových částic ve VPB pufru obsahujı́cı́m 10 mM EDTA. Na dráhy byly nanášeny zleva frakce: 6, 7, 8, 9, 10, 11, standard Gibco Benchmark (60–220 kDa), 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18. Ve srovnánı́ s gelem na Obrázku 47(a) je ve frakci 7 mnohem méně proteinů. Čı́sla frakcı́ odpovı́dajı́ čı́slům během ostatnı́ch analýz těchto vzorků, viz Obrázky 48(b), 49(b).

Obrázek 47: Chromatografická separace virových částic ve VPB pufru obsahujı́cı́m 1 nebo 10 mM EDTA. SDS-PAGE gel (gradient 5-20 % PAA) byl po obarvenı́ Coomassie Brilliant Blue G–250 obarven střı́brem. Pro určenı́ molekulových hmotnostı́ byl použit standard Benchmark Protein Ladder (Gibco) obsahujı́cı́ proteiny o hmotnostech (shora): 220, 160, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 kDa. Rovněž vlivem 10 mM EDTA zmizely některé proteiny ve frakcı́ch 8-11. Na obou gelech je patrný protein s hmotnostı́ přibližně 75 kDa, který by mohl odpovı́dat kapsidovému proteinu popsanému v literatuře. Maximum viru je v 11. a 12. frakci. Ve frakci 7 a 8 je pravděpodobně holá dsRNA nebo ssRNA.

4.4 Odléčovánı́ Kapitola 4: Výsledky

(a) Chromatografická separace virových částic: agarózová elektroforéza frakcı́ 1–24 v prostředı́ 1 mM EDTA. Zleva: část supernatantu 20 000 g děleného na koloně (K), prázdná dráha, dále vzorky 1-24, standard 1 kbp DNA ladder. Nejlépe zřetelný proužek má zhruba hmotnost 4,5 kbp a odpovı́dá virové dsRNA (objevuje v 6. frakci, max. je v 7.-9. frakci, koncentrace klesá až k viditelnému minimu v 18. frakci). Ve frakcı́ch 9.-13 byla vidět RNA o hmotnosti ≈2,3 kbp s maximálnı́ koncentracı́ v 9. frakci. Ve frakcı́ch 11-14 byla vidět pravděpodobná RNA o velikosti 1 kbp s maximem ve 12. frakci. Ve frakcı́ch 12-14 byla vidět pravděpodobná degradovaná rRNA. Čı́sla frakcı́ odpovı́dajı́ čı́slům během ostatnı́ch analýz těchto vzorků, viz Obrázky 47(a), 49(a).

(b) Chromatografická separace virových částic: agarózová elektroforéza frakcı́ 1–24 v prostředı́ 10 mM EDTA. Zleva: část supernatantu 20 000 g děleného na koloně (K), prázdná dráha, dále vzorky 1-20, standard 1 kbp DNA ladder. Nejlépe zřetelný proužek má zhruba hmotnost 4,5 kbp a odpovı́dá virové dsRNA (objevuje v 6. frakci, max. je v 8. frakci, koncentrace klesá až k viditelnému minimu v 18. frakci). Ve frakcı́ch 8-11 byla vidět RNA o hmotnosti ≈2,5 kbp. Ve frakcı́ch 8-13 je vidět RNA o velikosti 1 kbp. Ve frakcı́ch 8-15 byla vidět pravděpodobná degradovaná rRNA. Čı́sla frakcı́ odpovı́dajı́ čı́slům během ostatnı́ch analýz těchto vzorků, viz Obrázky 47(b), 49(b).

Obrázek 48: Chromatografická separace virových částic: agarózová elektroforéza frakcı́ 1-24 v prostředı́ 1 resp. 10 mM EDTA. Jako referenčnı́ standard byl při elektroforéze v obou přı́padech použit 1 kbp DNA ladder obsahujı́cı́ fragmenty 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2, 1,5, 1, 0,75, 0,5, 0,25 kbp (3 kbp fragment obsahuje vı́ce DNA). Vzorky frakcı́ byly smı́seny se vzorkovým pufrem a SDS umožňujı́cı́m rozpad partikulı́. Nejlépe zřetelný proužek na obou gelech má zhruba hmotnost 4,5 kbp a odpovı́dá virové dsRNA.

4.4 Odléčovánı́ Kapitola 4: Výsledky

(a) Profil absorbancı́ frakcı́ sbı́raných z kolonky promývané pufrem VPB/1 mM EDTA (viz Obrázky: 48(a), 47(a)).

(b) Profil absorbancı́ frakcı́ sbı́raných z kolonky promývané pufrem VPB/10 mM EDTA (viz Obrázky: 48(b), 47(b)).

Obrázek 49: Profil absorbancı́ frakcı́ sbı́raných z kolonky promývané pufrem VPB obsahujı́cı́m 1 nebo 10 mM EDTA. Čı́sla frakcı́ odpovı́dajı́ čı́slům frakcı́ v obou těchto experimentech i na ostatnı́ch Obrázcı́ch 48(a), 48(b), 47(a), 47(b). Ačkoli se nejedná o stejný experiment, experiment zobrazený na Obrázku 46 byl proveden za identických podmı́nek.

4.5 Izolace a charakterizace viru Kapitola 4: Výsledky

4.5 Izolace a charakterizace viru

Supernatanty po centrifugaci buněčných lyzátů připravených mrazovou izolacı́ viru (označované jako supernatanty 20 000 g, viz kapitola 3.3.5.2) jsem použı́val k dělenı́ v gradientu CsCl (viz Kapitola: 3.3.5.1.1.1) nebo k chromatografickému dělenı́ na nosiči Sephacryl S1000 SuperFine. Frakce, které jsem zı́skal oběma postupy, jsem analyzoval na přı́tomnost dsRNA pomocı́ horizontálnı́ agarózové elektroforézy a pomocı́ diskontinuálnı́ elektroforézy proteinů v denaturovaném stavu (SDS–PAGE).

4.5.1 Mrazová izolace viru s následnou centrifugacı́ v izopyknickém gradientu CsCl

Po centrifugaci v gradientu CsCl vzniklo v centrifugačnı́ kyvetě 5 různě silných zón. Prvnı́ v oblasti 1,18–1,21 g/cm^3 (silná), druhá v oblasti 1,22 g/cm^3 (slabá), třetı́ v oblasti 1,27–1,29 g/cm^3 (silná), čtvrtá v oblasti 1,32 g/cm^3 (slabá), pátá v oblasti 1,34–1,42 g/cm^3 (silná) (viz Obrázek 50).

Obrázek 50: Centrifugace virových částic v gradientu CsCl obsažených po předchozı́ mrazové izolaci v supernatantu 20 000 g (VPB/1 mM EDTA). Šipka vyznačuje úroveň fázového rozhranı́ olej/voda. Na obrázku je patrná pouze 1., 3., 5. zóna. Srovnej s agarózovou elektroforézou frakcı́ Obrázku 51.

Virová dsRNA o hmotnosti 4,3 kbp byla obsažena ve frakcı́ch odpovı́dajı́cı́ch rozsahu vznášivých hustot 1,48–1,18(–1,16) g/cm^3. Dvě maxima viru byla v oblasti s hustotami 1,45–1,42 g/cm^3 (se vzrůstajı́cı́ hustotou CsCl jı́ ubývalo) a v hustotě 1,22 g/cm^3. V prvnı́m maximu byla virová dsRNA o velikosti 4,3 kbp a molekuly nukleových kyselin o hmotnostech 1,3 a 1,0 kbp majı́cı́ maximum koncentrace v rozsahu hustot 1,27–1,18 g/cm^3 (pravděpodobně tedy kontaminace). V druhém maximu 4,3 kbp dsRNA v hustotě 1,22 byly obsaženy 4,3 3,0 1,8 a 0,8 kbp veliké dsRNA, odpovı́dajı́cı́ dřı́ve izolovaným virovým dsRNA, viz Obrázek 52. V rozsahu hustot 1,18–1,10 g/cm^3 nenı́ obsažena žádná nukleová kyselina.

Analýzy proteinů obsažených v jednotlivých frakcı́ch ale ukázaly, že frakce obsahujı́cı́ předpokládanou virovou dsRNA (4,3 kbp) obsahujı́ velké množstvı́ proteinů (data nejsou zobrazena).

4.5 Izolace a charakterizace viru Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 51: Agarózová elektroforéza CsCl frakcı́ rozdělených gradientovou centrifugacı́. Vzorek viru byl připraven metodou mrazové izolace a předčištěn diferenciálnı́ centrifugacı́ při 20 000 g. Virus obsažený v supernatantu označovaném 20 000 g byl zakoncentrován peletacı́ při 200 000 g, rozpuštěn v VPB pufru ke kterému bylo přidáno CsCl. Během celé procedury izolace viru byl použı́ván VPB pufr se standardnı́ koncentracı́ 1 mM EDTA. Na gelu jsou shora frakce: 2-5 (dsRNA nenı́ vidět), dr8hy 6–18 obsahujı́ dsRNA. Maximum viru bylo ve fracı́ch 8, 9 a také. Frakce 18 odpovı́dá peletě RNA. Se vzrůstajı́cı́m pořadovým čı́slem vzrůstá vznášivá hustota. Frakce 9 byla označena jako A9 a byla použita v dalšı́ch experimentech (viz Obrázek 53(d) a podrobná analýza ve výsledkové části a diskusi).

Obrázek 52: Virová dsRNA na izolačnı́m gelu. Zde neuváděné analýzy prokázaly velikosti molekul (zleva) 4,3, 3, 1,8, 0,8 kbp. Tyto dsRNA jsou považovány za virové (Pospı́šek et al., 1994). Během většiny analýz CsCl frakcı́ po separaci viru v gradientu CsCl (nebo také v přı́padě chromatografické separace) byla většinou detekována jen 4,3 kbp dsRNA přı́padně 3,0 a 1,8 kbp dsRNA.

4.5 Izolace a charakterizace viru Kapitola 4: Výsledky

K dalšı́mu pokusu o kvalitnı́ dělenı́ v gradientu CsCl bylo použito 5 vzorků (čı́sla 1,2,4,5,6) rozpuštěných ve VPB pufru obsahujı́cı́m standardnı́ 1 mM koncentraci EDTA (viz Obrázek 54, 53):

1. frakce 7 z chromatografické separace, viz kapitola 4.4.3 2. frakce 11 z chromatografické separace, viz kapitola 4.4.3 3. kuličky s definovanou vznášivou hustotou 4. 54,2 μL frakce označená B11 z interzonálnı́ oblasti gradientu CsCl se vznášivou hustotou 1,22–1,21 g/cm^3 z gradientu frakcionovaného zdola a obsahujı́cı́ velké množstvı́ 4,3 kbp dsRNA než okolnı́ frakce (data nejsou zobrazena) 5. 54,3 μL frakce označená A9 odebraná z oblasti konce prvnı́ zóny a části druhé zóny, odpovı́dajı́cı́ rozsahu hustot 1,22–1,20 g/cm^3 z gradientu CsCl frakcionovaného shora a obsahujı́cı́ překvapivě znatelně méně 4,3 kbp dsRNA než okolnı́ frakce, ale obsahujı́cı́ho navı́c 3,0 1,8, 0,8 kbp dsRNA (viz Obrázek 50, 51).

6. byl znovu purifikován virus z 8 mL supernatantu čerstvě izolovaného viru, ostatnı́ alikvotnı́ objemy lyzátu byly zmrazeny.

Výsledná analýza ukázala, že vzorky:

1. Obsah 7. frakce z chromatografické separace tvořil jedinou detekovatelnou zónu složenou z volných proteinů ve vznášivé hustotě 1,20–1,18 g/cm^3 (viz Obrázek 53(a)). Virová dsRNA nebyla elektroforézou v agarózovém gelu detekována. Z výsledku vyplývá, že prvnı́ maximum detekované dsRNA obsažené v 7. frakci eluované VPB pufrem (obsahujı́cı́m 1 mM EDTA) je volná dsRNA, která byla během centrifugace v CsCl degradována (data nejsou zobrazena).

2. Vzorek 11. frakce z chromatografické separace vytvořil silnou zónu o hustotě 1,33–1,31 g/cm^3 (viz Obrázek 53(b)) obsahujı́cı́ virovou 4,3 kbp velikou dsRNA. Agarózová elektroforéza prokazuje nejvyššı́ koncentraci viru v 6. frakci (viz Obrázek 55). Proteinová elektroforéza prokázala přı́tomnost několika proteinů, viz Obrázek 57.

3. vzorek obsahoval kuličky s definovanou vznášivou hustotou, centrifugačnı́ kyveta je na obrázcı́ch vedle vzorků. Obsahovala kuličky se vznášivou hustotou 1,2, 1,3, 1,5 g/cm^3.

4. Původnı́ vzorek B11 při nové centrifugaci v CsCl vytvořil zónu v rozsahu 1,42–1,32 g/cm^3 (viz Obrázek 53(c)). 4,3 kbp dsRNA byla ale přı́tomna ve frakcı́ch pod touto zónou, přibližně v rozsahu 1,45–1,43 g/cm^3 (v oblasti mezi vpichem a viditelným počátkem zóny). Ve vlastnı́ oblasti zóny bylo velmi málo 4,3 kbp dsRNA, kratšı́ molekuly nebyly na agarózovém gelu patrny vůbec (obrázek agarózové ani proteinové elektroforézy nenı́ zobrazen).

5. Původnı́ vzorek A9 se rozdělil na 3 zóny: 1,24–1,20 g/cm^3 (slabá), 1,30 g/cm^3 (silná), 1,36–1,31 g/cm^3 (slabá) (viz Obrázek 53(d)). Ze vzniku 3. zón vyplývá, že frakce A9 obsahovala ještě méně vyčištěný virus než frakce B11. Vznik zón v mnohem vyššı́ch hustotách, než ze kterých byly frakce po prvnı́ centrifugaci odebrány, dokazuje nedokonalost prvnı́ho dělenı́ (viz Obrázek 51, 50). Předpokládaná virová dsRNA byla obsažena ve vznášivých hustotách pod vpichem (přesná pozice nebyla zaznamenána) v oblasti hustot ≈1,4 g/cm^3. Znamená to, že vzorek A9 byl nejen směsı́ molekul z 1., 2., a 3. zóny (prokázal že jsou nevirové), ale že obsahoval virovou kontaminaci z ještě vyššı́ch hustot vlivem přetı́ženı́ gradientu na Obrázku 50. Dokazuje to, že skutečná oblast vznášivé hustoty viru je (tak jak by bylo očekáváno s literaturou) v oblasti 1,4 g/cm^3 (a hustšı́). To vysvětluje, proč byla virová 4,3 kbp dsRNA detekována během prvnı́ centrifugace v tak velkém rozsahu vznášivých hustot. Dále to dokládá pravděpodobnou přı́tomnost agregátů viru s proteiny, jejichž hustota se blı́žı́ vznášivé hustotě volných proteinů nebo je prostě dalšı́m důkazem špatného dělenı́ v gradientu CsCl, napřı́klad vlivem přetı́ženı́ (obrázek agarózové ani proteinové elektroforézy nenı́ zobrazen).

6. Nová purifikace viru ve vzorku 6 vedla k rozdělenı́ 20 000 g supernatantu do následujı́cı́ch 4 zón: 1,15 g/cm^3, 1,21 g/cm^3 (pravděpodobné volné proteiny), 1,285 g/cm^3, 1,32–1,30 g/cm^3 a difůznı́ oblasti pod touto zónou 1,37–1,34 g/cm^3 (viz Obrázek 54(a) a 54(b)). Předpokládaná virová dsRNA o hmotnostech 4,3, 3,0, 1,5 a 0,8 kbp byla přı́tomna ve frakcı́ch rozsahu 1,37–1,29 g/cm^3, s maximem koncentrace okolo 1,32–1,30 g/cm^3 (viz Obrázek 56). Proteinová SDS–PAGE elektroforéza je na Obrázku 58.

4.5 Izolace a charakterizace viru Kapitola 4: Výsledky

(a) Vzorek 1: Izopyknická centrifugace 7. frakce zı́skané chromatografickým dělenı́m v prostředı́ VPB pufru s 1 mM EDTA (viz Obrázek 46). Vzorek 1 neobsahoval virus vůbec (jen před RNázami nechráněnou RNA), zóna na obrázku odpovı́dá vznášivé hustotě volných proteinů.

(b) Vzorek 2: Izopyknická centrifugace 11. frakce zı́skané chromatografickým dělenı́m v prostředı́ VPB pufru s 1 mM EDTA (viz Obrázek 46). Zóna na obrázku odpovı́dá viru, ale proteinové složenı́ částečně purifikovaného viru neodpovı́dá literatuře. SDS–PAGE dělenı́ proteinů viz Obrázek 57.

(c) Vzorek 4: Druhá izopyknická centrifugace frakce B11 z gradientu CsCl (viz Obrázek 50). Vzorek 4 obsahoval virovou dsRNA asociovanou s proteiny (a možná i virus), jeho dělenı́ (zde) neprokázalo jasnou oblast obsahujı́cı́ virus. Virová RNA byla detekována v peletě (odpovı́dajı́cı́ obrázky agarózových/SDS–PAGE elektroforéz nejsou vyobrazeny).

(d) Vzorek 5: Druhá izopyknická centrifugace frakce A9 z gradientu CsCl (viz Obrázek 50). Vzorek 5 obsahoval virovou dsRNA asociovanou s proteiny (a možná i virus), jeho dělenı́ (zde) poskytlo několik frakcı́ s virem ve vznášivé hustotě pod nejnı́že viditelnou zónou (1,31– 1,36 g/cm^3). Virus byl v oblasti hustot 1,4 g/cm^3 (odpovı́dajı́cı́ obrázky agarózových/SDS–PAGE elektroforéz nejsou vyobrazeny).

Obrázek 53: Vzorky 1, 2, 4, 5: Purifikace různě předčištěného dsRNA viru v gradientu CsCl v prostředı́ 1 mM EDTA. Na Obrázcı́ch 53(a), 53(b), 53(c), 53(d) je navı́c vedle přiloženého měřidla (nejmenšı́ jednotky jsou milimetry) centrifugačnı́ zkumavka s identickým CsCl gradientem a s kuličkami se vznášivou hustotou 1,2, 1,3, 1,5 g/cm^3 . Bližšı́ vysvětlenı́ je v textu. Fázové rozhranı́ olej/voda je v úrovni 10 cm. Srovnej s Obrázkem 54.

4.5 Izolace a charakterizace viru Kapitola 4: Výsledky

(a) Vzorek 6: Izopyknická centrifugace virových částic obsažených v supernatantu 20 000 g. Na obrázku je vidět 1. zóna v hustotě 1,15 g/cm^3 , 2. zóna v hustotě 1,21 g/cm^3 , 3. zóna v hustotě 1,285 g/cm^3 nenı́ vidět (asi ve vzdálenosti 11,25 cm přiloženého měřidla), 4. zóna obsahujı́cı́ virus v hustotě 1,34–1,30 g/cm^3 (na Obrázku 54(b) je zvětšený pohled). SDS–PAGE dělenı́ proteinů je na Obrázku 58. Nukleové kyseliny obsažené v těchto frakcı́ch jsou zachyceny na Obrázku 56.

(b) Vzorek 6: Izopyknická centrifugace virových částic obsažených v supernatantu 20 000 g, viz Obrázek 54(a) (zvětšeno).

Obrázek 54: Vzorek 6: Purifikace dsRNA viru v gradientu CsCl v prostředı́ 1 mM EDTA ze supernatantu 20 000 g. Srovnej s Obrázky 53(a), 53(b), 53(c), 53(d). Na přiloženém měřidle jsou nejmenšı́mi jednotkami milimetry. Centrifugačnı́ zkumavka (vpravo na Obrázku 54(a)) obsahuje referenčnı́ CsCl gradient s kuličkami ve vznášivých hustotách 1,2, 1,3, 1,5 g/cm^3. Bližšı́ vysvětlenı́ je v textu. Fázové rozhranı́ olej/voda je v úrovni 10 cm.

4.5 Izolace a charakterizace viru Kapitola 4: Výsledky

Obrázek 55: Vzorek 2: Agarózová elektroforéza vzorku 2. Jedná se centrifugovanou 11. frakci v prostředı́ CsCl/1 mM EDTA izolovanou z chromatografické kolonky, viz Kapitola: 4.4.3. Na gelu jsou zleva: frakce 10–1, 1 kb DNA ladder (viz legenda k Obrázku: 46). Maximum viru je ve frakci 6. Obrázek 53(b) zachycuje vzhled CsCl gradientu, ve kterém byla 11. frakce rozdělena. Obrázek 57 zachycuje vzhled SDS–PAGE elektroforézy. Virové frakce obsahujı́ virus asociovaný s jinými proteiny, než uvádı́ literatura (Nosek et al., 1993). Čı́sla frakcı́ na jednotlivých obrázcı́ch si navzájem odpovı́dajı́.

Obrázek 56: Vzorek 6: Agarózová elektroforéza vzorku 6 (frakcı́ zı́skaných prvnı́ centrifugacı́ 20 000 g supernatantu obsahujı́cı́ho virus v gradientu CsCl v prostředı́ 1 mM EDTA). Na obrázku jsou zleva: frakce 1–10, 1 kb DNA ladder (viz legenda k Obrázku: 46). Nejvı́ce 4,3 kbp dsRNA bylo ve frakcı́ch 6–8. SDS–PAGE frakcı́ je na Obrázku 58, agarózová elektroforéza je na Obrázku 56. Celkový pohled na gradient je na Obrázku 54(a) a 54(b). Čı́sla frakcı́ na jednotlivých obrázcı́ch si navzájem odpovı́dajı́.

4.5 Izolace a charakterizace viru Kapitola 4: Výsledky