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Abstrakt
Vétsina DNA virtt musi pro uspésnou infekci nejprve dopravit sviij genom do bunééného jadra,
které jim poskytuje faktory nutné pro jejich replikaci a transkripci. Tato prace je zaméfena
na tento proces u malych neobalenych DNA virt. Popisuje dopravu genomii adenovirt, parvo-
virli, papillomavirt a polyomavirt do bunééného jadra. Tyto viry jsou endocytovany butikou
a putuji do urcitého membranou obaleného kompartmentu. Virova ¢astice prochézi zménami
vlivem okolniho prostiedi a aktivity bunéénych enzymt, které vyusti v jeji inik z obaleného
vacku za pouziti virovych proteind. Nékteré viry pro pohyb v cytoplazmé k jadru vyuzivaji
primé interakce s komponentami cytosketelarniho transportu. Ve vét$iné pripadua virova DNA
vstupuje do bunécéného jadra pres jaderny pdr, existuji ale dikazy o alternativnich mechanis-
mech. Tato prace pojednava o ¢asné fazi zivotnich cykli vybranych virt a cileni jejich genomu
do jadra. Pochopeni mechanismii jaderného importu virové DNA muze pfispét k objevu novych

protivirovych zpiisobt 1é¢by.

Kliéova slova: malé DNA viry, jaderny import, virovy vstup

Abstract
The majority of DNA viruses have to deliver their genome to the cell nucleus, which provides fac-
tors required for their replication and transcription. This work is focused on this proces of small
nonenveloped DNA viruses. It describes delivery of the adenovirus, parvovirus, papillomavirus
and polyomavirus genomes into the cell nucleus. These viruses are endocyted by the cell and
travel to the enveloped compartments. Viral particle undergoes changes afffected by surroun-
ding environment and activity of cellular enzymes, which results in its escape from enveloped
vesicle mediated by the viral proteins. Some viruses use direct interactions with cytoskeletal
transport components for travelling to the cell nucleus. In most cases, viral DNA enters cell
nucleus via nuclear pore complex, although the evidence of alternative mechanisms exists as
well. This work focuses on early phases of the life cycle of the selected viruses and the nucleus
targeting of their genomes. Understanding the mechanisms of viral DNA nuclear import may

contribute to discovery of new anti-viral therapies.

Keywords: small DNA viruses, nuclear import, virus entry
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1. Uvod

Viry jako obligatni bunécni parazité vyuzivaji bunéénou energii a mechanismy ke své replikaci.
K dosazeni tohoto cile je nejdfive potfeba zajistit dopravu jejich genomu do mista v burice,
které poskytuje faktory nutné pro replikaci genomu, jeho transkripci i posttranskripéni apravy
vzniklych RNA. Pro vétsinu DNA virt je touto Zddanou destinaci bunééné jadro. Jako vyjimku
uvedme poxviry, které maji samy o sobé& dostateénou proteinovou i genomovou vybavu na to,
aby tyto procesy zvladly realizovat v cytoplazmé. Mensi DNA viry ale spoléhaji na bunéénou
masinerii a virova ¢éastice slouzi hlavné k dopravé virového genomu do jadra a zahajeni procesti,
které dale z vétsi ¢asti obstaravaji bunécné proteiny. Dalsi virové proteiny pak tento ohromny
a komplexni bunéény systém upravuji a prizpusobuji ve prospéch virové infekce.

Tento nesnadny kol vyzaduje po virové ¢astici prekonani mnoha bariér. Na bunééné arovni
je prvni z nich plazmatickd membrana. Obalené viry ¢asto prekonavaji tuto prekazku pomoci
faze vlastni fosfolipidové membrany s membranou bunky a kapsida se poté ocita v cytoplazmeé.
Neobalené viry, které nemaji fosfolipidovou membranu, podobné principy vyuzit nemohou. Me-
chanismy, kterymi prekondvaji membrany, jsou obecné méné osvétleny nez u obalenych vird.
Virova castice dale musi zajistit putovani genomu v buiice smérem k jadru a prekonani jader-
ného obalu. Malé neobalené viry vlastni relativné kratky genom, ktery jim dovoluje produkovat
pouze omezené spektrum virovych proteini. Tato skromnd vybava musi postacit pro vytvoreni
virové kapsidy, kterd je schopna prekonat vSechny tyto prekazky. Doruceni genomu do jadra
bunky je pak predpokladem k produkci virového potomstva. U celedi popsanych v této praci
zahrnuje Gspésna infekce tvorbu novych virovych ¢astic v bunécéném jadie.

Je tedy zjevné, Ze problematika dopravy genomu neobalenych virt do jadra je velmi Siroka.
Tyka se napf. interakce vird s jejich receptory, vstup do bunky, putovani cytoplazmou, interakce
s cytoskeletem, systémem zajistujicim jaderny import atd. Cilem této bakal4rské prace je vSak
popsat hlavni principy, jevy charakteristické pro danou skupinu, zasadit do tohoto kontextu
nové poznatky ziskané v poslednich letech a vytvorit tak aktualni uceleny pohled na toto téma.
Ucelem této literarni reserse tedy neni postihnout veskeré poznatky v této oblasti.

Predmétem této prace jsou mechanismy dopravy genomu malych neobalenych DNA vird.
Préce se zabyva DNA viry v tzkém slova smyslu. Zahnuje pouze ¢eledi virli, jejichz genomem
je DNA a v podobé RNA se nevyskytuje ani jako replika¢ni meziprodukt (jako k tomu dochézi
napiiklad u Hepadnavirt). Malymi viry zde rozumime ¢eledi s genomem mensim nez 50 kpb
a primeérem virionu mensim nez 100 nm. Mezi popsané celedi tedy patfi adenoviry, parvoviry,

papillomaviry a polyomaviry.



2. Jaderny transport

2.1 Jaderny obal

Jaderny obal oddéluje dvé rozdilné casti buiiky, cytoplazmu a jadro. Propustnost jaderného
obalu pripomina molekularni sito. Zatimco molekuly mensi nez ptiblizné 40 kD prochézeji re-
lativné volné, pasivni diftzi, prichod vétsich molekul je selektivni.

Jardo je od cytoplazmy oddéleno vnéjsi a vnitini jadernou membranou. Mezi nimi se nachazi
perinukledrni prostor Siroky cca 30-50 nm. Ke spojeni téchto dvou membran dochazi v misteé,
kde se nachéazi komplex jaderného péru (Callan & Tomlin 1950).

Vnitini a vnéjsi jadernd membrana maji rozdilné slozeni. Vnitini jaderna membréana obsa-
huje paletu unikatnich integralnich membranovych proteint, vnéjsi jadernd membrana naopak
sdili nékteré proteiny a funkce s membréanou endoplazmatického retikula (Schirmer & Gerace
2005, review).

Komplex jaderného péru ma osmicetnou symetrii, jeho sifka je pfiblizné 100 nm (Hinshaw
et al. 1992) a prumér jeho centralniho kanalu je cca 26 nm (Dworetzky & Feldherr 1988).
Komplexu jaderného poéru se v bézné somatické bunce obratlovce nachazi okolo tisice. Celkova
hmotnost tohoto komplexu je asi 60-125 MDa u obratlovct (Cronshaw et al. 2002; Reichelt et al.
1990) a 44-66 MDa u kvasinek (Rout & Blobel 1993; Rout et al. 2000; Yang et al. 1998). Pocet
proteinti tvoficich tento komplex se odhaduje na 50 u kvasinek a pres 100 u vyssich eukaryot.
Jaderny pér mizeme pomyslné rozdélit na t¥i podstruktury: cytoplazmatické fibrily, prstenec

ukotveny v membrané a jaderny kos.

2.2 Zprostiedkovany transport do jadra

Vyluénym mistem jaderného transportu je komplex jaderného poéru. Kazdy jaderny pér je scho-
pen zaroven zprostfedkovat import i export (Feldherr et al. 1984) proteini, RNA a jejich
komplexti. Transport je velice rychly, podle odhadi pérem projde nékolik set makromolekul
za sekundu (Ribbeck & Gorlich 2001).

Vétsi molekula, kterd ma projit jadernym pérem, musi obsahovat jaderny lokaliza¢ni signal.
Ten je rozpoznan proteiny, které dale zprostiedkuji transport do jadra. Tyto pomocné proteiny
se nazyvaji karyopheriny nebo importiny. Kazdy ¢len importinové rodiny je pfitom schopen
rozpoznat nékolik typt signalt. Importina vaze jaderny lokalizaéni signal nakladu, ktery mé byt
premistén. Na importina v komplexu s nadkladem se dale vaze importinS. Tento trimer nasedne
na cytoplazmatickou stranu komplexu jaderného péru a nasleduje vlasni transport. Trimer se
v jadfe rozlozi na jednotlivé komponenty diky vazbé RanGTP (Mattaj & Englmeier 1998).
Dalsim hlavnim importnim receptorem je transportin (importin beta-2), ktery transportuje

proteiny bez adaptorové molekuly.



3. Cesta genomu neobalenych DNA vira do
jadra
3.1 Adenoviry

3.1.1 Charakterizace celedi

Adenoviry jsou neobalené viry o priméru kapsidy pfiblizné 90 nm. Jejich genomem je dvouvlak-
novéa linearni DNA, dlouhd zhruba 36 kpb. Lidské adenoviry se déli do Sesti podskupin A az F
podle jejich schopnosti aglutinovat erytrocyty.

Virovéa castice obsahuje celkem 11 virovych proteinti. Kapsidu adenovirti si mtizeme piedsta-
vit jako Castici s ikosahedralni symetrii, kde z kazdého z jejich dvanacti vrchol vy¢éniva vlakno
(fiber). To je pfipojeno ke kapsidé pfes pentonovou bazi. Nejhojnéjsim proteinem kapsidy je
hexon, na kazdé virové ¢astici se nachézi 240 jeho trimerti, 12 z nich na kazdé sténé pomyslné
ikosahedrélni ¢astice. Minoritni kapsidové proteiny Illa, VI, VIII, a IX ptisobi jako pojivo, které
virovou ¢astici zpeviuje.

Uvnitf kapsidy se nachazi n€kolik proteini a virovy genom. Bazické proteiny V, VII, a p vazi
DNA, terminélni protein je kovalentné pfipojen na jeji 5 konce. Déle se zde nachézi cysteinova
protedza L3/p23.

3.1.2 Vstup do bunky

Vstup adenoviru typu 2 a typu 5 (Ad2, Ad5, podskupina C) do buiiky za¢ind vazbou vlakna
na coxsackie-adenovirovy receptor (CAR) na povrchu burtiky, nasleduje interakce pentonové baze
s ayf5 integriny (Wickham et al. 1993). Vazba receptoru a shlukovéni integrinovych korecep-
tord vlivem pentonové baze podporuje pro virus pfiznivou bunéénou signalizaci. Adenovirova
Castice je nasledné endocytovana pomoci klatrinem obalenych vackt (Nemerow & Stewart 1999;
Wang et al. 1998). Soucasné se vstupem do buniky Ad2 a Ad5 také podporuji makropinocytdzu.
Markopinocytické vacky vytvorené diky ptisobeni viru nésledné lyzuji v dobé, kdy virus opou-
sti endozomy (Imelli et al. 2004; Meier et al. 2002). Endocytéza adenoviru typu 3 je naopak
na klatrinu nezavisla a vyuzivd makropinocytésu (Amstutz et al. 2008).

Jakmile se kapsida adenoviru ocitne uvniti bunky, za¢ne prochézet komplexnimi zménami,

které ji umozni pirekonat membranu endozomu.

3.1.3 Unik z endozomu a rozvolnéni kapsidy

Konformacni zména virové Castice a nasledné protrzeni endocytického vacku byly pozorovany
pomoci elektronové mikroskopie jiz pred desetiletimi (Morgan et al. 1956). Dodnes ale neni
mechanismus téchto déjt zcela objasnén. Pro osvobozeni adenoviru je dtilezité snizeni pH béhem
vyzravani endozomu, které indukuje konformacéni zmény nékterych virovych proteint (Seth
1994).

Nejdiive virus ztraci vlakna, nasleduje uvolnéni proteint, které stabilizuji kapsidu a zpro-
stredkuji vazbu DNA ke kapsidé. Nasledné virova ¢astice penetruje pres endosoméalni membranu

a unika do cytosolu. Tim nejen ziskava volnou cestu k jadru a jadernému péru, ale uniké i hrozbé



degradace lyzozomalnimi enzymy. Vyvoj udalosti je pfitom casto velice rychly, 15 minut po in-
fekci jiz ¢éastice adenovirovych podskupin A,C,D, E a F unikly z endozomu (Gastaldelli et al.
2008), zatimco ¢astice podskupiny B zistavaji v endozomélni a lyzozomélni draze az osm hodin
(Miyazawa et al. 2001, 1999).

Slozkou, ktera rozhoduje o nacasovani iniku z endozomu, je pravdépodobné protein tvorici
adenovirové vldkno. Adenovirus typu 5 (podskupina C, Ad5) opousti endozomy pii pH 6 a na-
chézi se u periferie buiiky, adenovirus typu 7 (podskupina B, Ad7) pti pH 5.5, a vyskytuje
se v pozdnich endozomech a lyzozomech blize jadru. Bylo ukazano, ze vymeéna vlaken téchto
virl tyto charakteristiky prohazuje (Miyazawa et al. 2001, 1999), coz dohromady napovid4, ze
vlakno se podili na regulaci iniku z endozomu. Procesy, které vedou k osvobozeni adenoviru
a koreceptory podporuji odhozeni vldkna, které nastava velice brzy po endocytdze. To dale
napomahd expozici proteinu VI (Burckhardt et al. 2011).

U tohoto proteinu byla opakované dokazana schopnost lyzovat membrany a je povazovan
za protein kriticky pro protrzeni membriny endozomu. Samotny lyzacni proces je nezavisly
na pH a je pro néj nepostradatelnd N-koncova doména proteinu VI, ktera tvoii amfipaticky
alfa-helix (Wiethoff et al. 2005). Nejnovéjsi poznatky funkci proteinu VI nejen potvrzuji, ale
i identifikuji lyzin 40 jako jeho kritickou aminokyselinu. Bylo popsano, ze zména této ami-
nokyseliny snizuje inzerci proteinu VI do membran a zaroven inhibuje schopnost viru narusit
endozomalni membréanu (Moyer et al. 2011). Déle bylo ukdzano, ze N-koncovy alfa-helix pro-
teinu VI zpisobuje zakfiveni membran a jejich fragmentaci (Maier & Wiethoff 2010). Uvolnéni
proteinu VI je pro protrzeni membrany endozomu nezbytné. Dokazuje to i strategie hostitelské
obrany, kdy defenziny zabranuji adenovirové infekci praveé tim, ze stabilizuji kapsidu a znemozni
uvolnéni proteinu VI (Nguyen et al. 2010; Smith et al. 2010). Ztrata proteinu VI pfi prichodu
endozomem ale neni stoprocentni a urcitd populace proteinu zlstava ve spojeni s kapsidou
(Wodrich et al. 2010).

Pro anik virové ¢astice do cytoplazmy je ale tfeba nejen spravna funkce proteinu VI, ale
i dalsich podjednotek. Na tispésné penetraci se ziejmé podili i protein pentonové baze, ktery
v nizkém pH vystavuje své hydrofobni domény (Nakano & Greber 2000). Béhem prichodu
endozomem se zna¢né ¢ast populace tohoto proteinu uvoliiuje z virové ¢astice (Wiethoff et al.
2005). Aplikace protilatek proti proteinu pentonové béze totiz adenoviru znemozni protrzeni
vacki, odvozenych od cytoplazmatické membrany (Seth 1994). Protoze se protein VI nachézi
az pod pentonovou béazi, lze predpokladat, Ze se protein pentonové baze neucastni penetrace
pfimo, ale jeho uvolnéni poskytuje nutné pole ptisobnosti pro lyticky protein VI.

Protrzeni endozomu adenovirem neztstava bez bunééné odpovédi. Infekce makrofagii Ad5
vede k produkei reaktivnich kyslikovych radikali (ROS, reactive oxygen species) a rychlé se-
kreci interleukinu-1beta, ktery se podili na zanétlivé odpovédi. Oba tyto jevy maji pfimou
souvislost s protrzenim endozomu (Barlan et al. 2011). Vzniklé ROS jsou dusledkem vyliti
katepsini do cytoplazmy. Tyto lyzozomalni proteazy vedou k poskozeni mitochondrii a nasled-
nému uvolnéni radikalt z téchto organel. Produkované ROS zptisobuji sekreci cytokint a vznik

mitochondridlniho stresu (Mcguire et al. 2011).



3.1.4 Putovani cytosolem

Kdyz se kapsida tispésné ocitne v cytoplazmé, zacne se pohybovat smérem k jadru. Kapsidy se
shromazduji v jeho blizkosti, ¢asto pobliz centrozomu. Céastice podskupiny C zde najdeme uz
po 30-45 minutach od protrzeni endozomu. K pohybu k jadru vyuzivaji adenoviry mikrotubuly
a motory na nich zavislé (Bremner et al. 2009; Suomalainen et al. 2001; Leopold et al. 2000).

Pouziti nocodazolu, ktery depolymerizuje mikrotubuly, rusi tuto lokalizaci adenoviru v bliz-
kosti jadra. Nocodazol déle snizuje infektivitu a pohyb virovych ¢astic pak vykazuje charakteris-
tiky Brownova pohybu (Mabit et al. 2002; Suomalainen et al. 2001; Leopold et al. 2000). Pohyb
kapsid je mozné detekovat v plus sméru (od jadra) i minus sméru (k jadru). Pohyb adenoviru
po mikrotubulech k jadru je zévisly na dyneinu (Kelkar et al. 2003) a je podporovan dynactinem
(Engelke et al. 2011).

A7 v neddavné dobé se ukazalo, Ze za interakci virové ¢astice s dyneinem je odpovédny hexon
(Smith et al. 2008; Bremner et al. 2009). Na pohybu po mikrotubulech se v8ak nepodili pouze
hexon, ale i ta populace proteinu VI, kterd se z kapsidy neuvolnila pfi priichodu endozomem.
Motiv PPxY proteinu VI pfitahuje nedd4 E3 ubiquitin ligdzu, ktera nasledné modifikuje protein
VI pridanim ubiquitinu. Pfi poruseni tohoto motivu virus sice i¢inné vystupuje z endozomu, ale
pohyb uvnit¥ buiiky je narusen (Wodrich et al. 2010). Celkové nam ziskané poznatky dovoluji
tvrdit, ze adenoviry pouzivaji mikrotubuly k pohybu k jadru pfimou interakci virové castice
s komponentami mikrotubulového transportu.

Jakym mechanismem ¢astice z mikrotubuld ” vystoupi” ale zistava zahadou. Moznymi aktéry
jsou jaderny exportni faktor CRM1 na strané buiiky a DNA-vazebny protein V na strané viru.
Bylo popsano, ze pri inhibici CRM1 je narusen transport viru do nukleoplazmy a muzeme najit
vice ¢astic v blizkosti centrozomu. (Strunze et al. 2005). Mozné vysvétleni téchto jevu je, ze
CRM1 nebo protein jim exportovany se néjak podili na odlepeni viru z mikrotubulti a bez néj

uvizne v blizkosti jadra, aniz by byl schopen svou cestu dokondit.

3.1.5 Vstup do jadra

Po cesté cytosolem adenovirova Castice nasedd na jaderny pdr, kde se dale rozvoliiuje. DNA
v komplexu s dal$imi virovymi proteiny se pak dostava pres jaderny pér do nukleoplazmy.
Pfesné slozeni komplexu, ktery prochazi pérem, zatim neni dobfe definoviano (Greber et al.
1997). Podle fluorescenéni mikroskopie oznacenych virti transport adenoviru do jadra nastéava
ve dvou vlnach. Pti prvni viné transportu, ktera kulminovala 90 min po infekci, autofi pozorovali
znatelnou kontrakei buniky, pfi druhé viné v ¢ase 120-240 min jiz nikoli (Nakano & Greber 2000).
Kapsida Ad2 nasedd na jaderny pér pres interakci s jeho filamentarnim proteinem
CAN/Nup214, a to nezavisle na faktorech cytosolu (Trotman et al. 2001). Pokud se virus Gspésné
nenavaze, nedochazi k potfebnému rozvolnéni kapsidy. Takovy ptipad byl popsan napf. pfi za-
blokovani O-vazanych glykoproteinti jaderného péru (Greber et al. 1997). To naznacuje, Ze kom-
plex jaderného pdéru se na tomto procesu podili. Vhodnym kandidatem jsou flexibilni vldkna
O-vézanych glykoproteint. Déle je pro rozebrani virové ¢astice nezbytna virova protedza L3/p23,

ktera degraduje zbylou populaci proteinu VI (Greber & Kasamatsu 1996). VySe zminény protein



Obréazek 3.1: Schéma Casné faze infekce adenovirt. V1dkno virové Gastice interaguje s CAR receptorem (a).
Buiika virus endocytuje pomoci klatrinem obaleného vacku (b). V endozomu se snizuje pH a virovd ¢astice
prochéazi komplexnimi zménami. Odpadéavaji vlakna, ¢ast populace proteini pentonové baze a dalsi proteiny
(c), véetné proteinu VI, ktery zplisobi zak¥iveni a protrzeni membrany endozomu. Castecéné rozvolnéna virova
Gastice se pak pres interakci s dyneinem vydéava po mikrotubulech smérem k jadru (d). Zde nasedne na komplex
jaderného péru, kde se s pomoci bunéénych faktorti dale rozvolni (e). Virovdi DNA v komplexu s proteiny pak
prochézi pérem do jadra.

VI totiz nejen lyzuje membranu endozomu, ale také stabilizuje kapsidu.

Protein VII zaujiméa v presunu do jadra dilezitou funkci. Adenovirova DNA vstupuje do nuk-
leoplazmy pfes jaderny poér spolu s nim (Greber et al. 1997) a podle nedavné préce je mozné
shluky proteinu VII v jadie povazovat za ekvivalentni k poctu infekénich ¢éstic a lze je pouzit
k titraci viru (Walkiewicz et al. 2009). Tento protein vlastni nékolik jadernych a jadérkovych
lokaliza¢nich signélia (Lee et al. 2003) a zaroven véaze nékolik z hojnych bunéénych receptori
jaderného importu (Wodrich et al. 2006). Je tedy pravdépodobné, ze se vyznamné podili na sa-
motném piesunu uvolnéné virové DNA do jadra.

Adenovirus v této fazi potfebuje nékolik bunécénych faktort. Pro tspésné doruceni DNA
do jadra vyzaduje nejen importni faktory pro presun do nukleoplazmy, ale nékolik dalSich
proteint, které pravdépodobné umozni ¢asteéné rozvolnéné kapsidé se jesté vice rozpadnout
a uvolnit DNA v komplexu s proteiny pro presun. Rozebrani kapsidy patrné napomaha chape-
ron Hsc70 (Saphire et al. 2000). Rozvolnéni kapsidy dale vyzaduje histon H1 a jeho importni
faktory importin/ a importin7 (Trotman et al. 2001). K pfesunu virového genomu do jadra ale
tyto faktory nestaci. Pres pdr se pak pravdépodobné presunuje komplex H1-hexon s importiny.

Z bunécénych faktort déle virus vyzaduje transportin. Jeho inhibice narusuje import proteinu
VII i DNA, zatimco naruseni klasické importina importing drahy mé jen maly efekt. Prekurzor
proteinu VII (preVII) pfitom vyuzivd o a 8 importiny, zatimco protein VII transportiny, coz
patrné hraje roli v rtiznych fazich zivotniho cyklu viru (Hindley et al. 2007). Béhem replikace je
nutné zajistit dopravu proteinu preVII do jadra, béhem ¢asné faze infekce dopravu proteinu VII.
Prekvapivé se na téchto déjich podileji nejen jaderné importni, ale i exportni faktory. Jak bylo
castecné zminéno vyse, bylo popsano, Ze inhibice jaderného exportniho faktoru CRM1 narusuje
rozvolnéni virové ¢astice a presun virové DNA do nukleoplazmy (Strunze et al. 2005). Presna

funkce CRM1 ale zatim nebyla objasnéna.



3.2 Parvoviry

3.2.1 Charakterizace celedi

Parvoviry jsou nejmensi DNA viry. Obratlovce infikuji tii rody z ¢eledi parvoviri: rod Parvovirus
(autonomni parvoviry), Erythrovirus a Dependovirus. Parvoviry sice dokézi sviij genom dopravit
do jadra, ale pro jeho replikaci vyzaduji hostitelské bunky v S-fazi. Zastupci rodu Dependovirus
potfebuji pro dokonceni zivotniho cyklu koinfekci buniky adenovirem nebo herpesvirem.
Ikosahedralni kapsida parvovirit ma pramér pouhych 18-26 nm a sklada se ze Sedesati kopii
strukturnich proteintt VP1, VP2 a VP3 (obr. 3.2). Protein VP1 obsahuje celou sekvenci VP2 a
navic vlastni unikatni N-koncovou ¢ast. Protein VP3 vznika odstépenim N-konce VP2. Geno-
mem parvoviri je jednoretézova DNA o délce cca 5 kpb, kterd na koncich tvoii dvouretézové

tseky ve tvaru T nebo Y.

3.2.2 Vstup do bunky

Jako cesta dovnitf butiky slouzi parvovirim receptorem zprostiedkovana endocytéza. Spektrum
receptort je velice 8iroké, napfiklad pro mysi parvovirus MVM (Minute virus of mice) jsou re-
ceptorem sialové kyseliny (Linser et al. 1977), pro AAV2 (Adeno-associated virus serotype 2)
heparin sulfat (Bartlett et al. 2000) a psi parvovirus (CPV, canine parvovirus) a ko¢i¢i parvovirus
(FPV, feline parvovirus) transferinovy receptor (Parker et al. 2001). Hlavnim zprostfedkovate-
lem internalizace je pro parvoviry klatrinem obaleny vacek (Bartlett et al. 2000; Duan et al.
1999; Parker & Parrish 2000). Pojmuti kapsidy do buriky probiha velice rychle, napf. polocas
u AAV2 je 10 min.

vaji do bunky. Naruseni funkce dynaminu, GTPazy, ktera podskrcuje klatrinem obalené vacky,
infekci AAV2 i CPV vyznamné snizi, ale nezabrani ji plné (Duan et al. 1999; Parker & Parrish
2000). Podobné mutace v oblasti internaliza¢niho signdlu na cytoplazmatické ¢asti transferi-
nového receptoru, ktery je substratem pro klatrinovou endocytozu, infekci FPV pozdrzi, ale
nezastavi (Hueffer et al. 2004). Parvoviry tedy musi vyuzivat jesté dalsi zptisob vstupu do
bunky. Skuteéné bylo ukazéno, Zze AAV5 pouziva nejen klatrinovou, ale i kaveolarni endocy-
tézu (Bantel-Schaal et al. 2009). Déle prase¢i parvovirus (PPV, porcine parvovirus) vstupuje
do bunék pies makropinocytdsu i cestu zavislou na klatrinu. Ani inhibitory obou internaliza¢nich
drah aplikované najednou ale Gplné nezabrani infekci (Boisvert et al. 2010).

Parvovirové kapsidy pak muzeme najit v nékolika bunéénych kompartmentech, predevsim
endozomélniho ptvodu. Jednu z méala vyjimek tvoii kapsidy AAV5, které se shromazduji v Gol-
giho aparatu (Bantel-Schaal et al. 2002). Nejcastéji najdeme nejvétsi populaci parvovirovych
kapsid v pozdnim endozomu v blizkosti jadra. Objevuji se ale i v recyklujicich endozomech
a lyzozomech. Zavislost parvovirové infekce na nizkém pH je dobie dolozena (viz nize), stale

vSak neni jasné, kterym vackem o nizkém pH kapsida musi projit pro tspésnou infekci.



Obrazek 3.2: Vizualizace ¢astice MVM na zékladé strukturnich dat.
Prevzato ze stranek University of California, Computer graphics laboratory
(http://www.cgl.ucsf.edu/Research/virus/capsids/viruses.html).

3.2.3 Unik z endozomu a rozvolnéni kapsidy

Pro produktivni infekci potfebuji parvoviry prekonat membranu endozomu. Snizené pH ve zra-
jicich endozomalnich vaccich je pro parvoviry nezbytné a zptusobuje zmény konformace proteini
kapsidy, které nakonec vedou k jeho tniku.

Na zvyseni pH v endozomalnich vaccich je AAV2 citlivy béhem prvnich 30min, CPV i 90min
po infekci (Bartlett et al. 2000; Parker & Parrish 2000). U mnohych parvovira bylo popsano, ze
kyselé prostfedi zptisobi vystaveni N-konce VP1 proteinu na povrch kapsidy (Mani et al. 2006;
Suikkanen et al. 2003; Sonntag et al. 2006; Ros et al. 2006), pravdépodobné pies kapsidovy por
v pétifetné ose symetrie (Farr & Tattersall 2004; Cotmore et al. 1999). Stejného efektu bylo
u nékterych zastupct dosazeno zvysSenim teploty. Déale je endozomalnimi protedzami odstépen
N-konec VP2, coz vytrceni jinak skrytého N-konce VP1 usnadni (Farr et al. 2006). Parvovirus
proto muize vyzadovat nizké pH i jako pfiznivé prostiedi pro aktivitu endozomalnich enzym,
které kapsidu vyhodné modifikuji.

Na N-konci kapsidového proteinu VP1 se nachazi doména s aktivitou fosfolipazy A2 (PLA2),
ktera je pravdépodobné zodpovédna za tnik parvoviru z endozomu. Naptiklad podle Farr et al.
(2005) bodové mutace v aktivnim centru PLA2 domény zrusi infektivitu viriont MVM. Tuto
mutaci bylo mozné kompenzovat koinfekci s nemutovanym virem, lyzi endozomu polyethyleni-
minem nebo koinfekci adenovirem. Podle dalSich publikaci protilatky proti N-konci VP1 B19
zabranuji infekci (Ros et al. 2006) a inhibice PLA2 aktivity VP1 u CPV zptisobi, Ze virus zistane
v endozomalnich vaécich (Suikkanen et al. 2003). Dalsi uziteéné udaje poskytl nedavny in vitro
experiment, ktery prokazal, ze v kyselych podminkéach narusuje CPV dipalmitoylphosphatidyl-
cholin:cholesterolové membréany (Pakkanen et al. 2008). Podobny efekt byl pfitom pozorovan
na populacich endozomii béhem infekce. Autofi tuto schopnost pfisuzuji unikdtnimu N-konci
VP1, nebot kapsidy bez genomu a VP1 nemély na umélé membrany zadny vliv. Zaroven ale do-
déavaji, Ze samotnd doména PLA2 membranové vacky nenaruSovala. Aktivita PLA2 mé ziejmé
jesté dalsi vyznam, aktivuje totiz vstup vapenatych iont do cytoplazmy ptes Iogac kanal (Lu-
pescu et al. 2006). Hladina vapenatych iontl je pfitom citlivym spoustéfem mnoha provazanych
signalnich drah, proto je mozné, ze virova infekce nékterou z nich ovlivni.

Jednim z faktorti nutnych pro parvovirovou infekci mohou byt endozoméalni proteazy. Bylo

popséano, ze cysteinové proteazy endozomu cathepsiny B a L interaguji s kapsidou AAV2 a AAVS8



a $tépi kapsidy in vitro. Pro AAV5 stejna interakce nebyla potvrzena (Akache et al. 2007).

Parvivory pravdépodobné zpusobuji spise malé perforace membrany endozomu, nez jeji

aplné protrzeni. Z endozomu do cytoplazmy 8h po infekci CPV prostoupi jen malé dextrany
o molekulové hmotnosti 3000, ale nikoli o velikosti 10 000 (Suikkanen et al. 2003). Stejné tak

CPV nepermeabilizuje buniky pro a-sarcin, psi adenovirus typu 1 (Canine adenovirus 1) to ale

dokaze (Parker & Parrish 2000).

3.2.4 Putovani cytosolem

Obrazek 3.3: Schématické znazornéni
Casné faze parvovirové infekce. Virova
Castice interaguje s receptorem a je
endocytovana pomoci klatrinem obale-
ného vacku. V ném se snizuje pH (+,
protony) a kapsidové proteiny podléhaji
zménam, N-konec VP2 je odstépen a N-
konec VP1 je vystaven na povrchu kap-
sidy. Blize neobjasnénym zptisobem za
prispéni VP1 tak parvovirus opousti en-
dozom.

Po tniku z obalenych vackid se parvovirus ocitd v cyto-
plazmé, kde interaguje s cytosolickymi faktory. Dokazuje
to i poznatek, ze protilatky proti CPV v cytoplazmé za-
stavuji virovou infekci (Vihinen-Ranta et al. 2000).

Infekce parvovirt je zavisld na mikrotubulech, neni vSak
dobie objasnéno, ve kterém kroku infekce je virus potiebuje.
Kapsidy CPV pii aplikaci nocodazolu ztstavaji ve vaccich a
virova infekce je na nocodazol citliva do prvni hodiny po in-
fekci. Z toho autori usuzuji, ze funkéni mikrotubuly jsou ne-
zbytné pro vyzrani ¢asnych endozomt v pozdni endozomy
a tim i potfebné snizeni pH (Vihinen-Ranta et al. 1998, obr.
3.4). Navic AAV2 vyzaduje pro internalizaci a pohyb k ja-
dru kromé mikrotubultl i mikrofilamenta (Sanlioglu et al.
2000). Podobné infekce PPV je zavisla na mikrotubulech
béhem prvnich 10 h po infekci a na aktinu béhem celého
virového cyklu (Boisvert et al. 2010). Protoze vacky s viro-
vymi ¢asticemi je mozné ¢asto pozorovat v blizkosti jadra,
je mozné, ze parvoviry je opoustéji az v téchto mistech. Ne-
poskozeny cytoskelet je pak nutny pouze k dopravé vacki
s virem do blizkosti jaddra. Na druhou stranu, pohyb castic
CPV vstriknutych do cytoplazmy k jadru lze také inhibovat
nocodazolem (Vihinen-Ranta et al. 2000). Parvoviry mohou
teoreticky vyuzivat mikrotubuly jak ve fazi, kdy jsou jesté
v obaleném vacku, tak pfimo v cytoplazmé. Pro porozuméni
pohybu zavisleho na cytoskeletu v cytoplazmé budou po-

tfeba dalsi studie.

3.2.5 Vstup do jadra

Dalsim krokem v parvovirové infekci je doruceni virové DNA
z cytoplazmy do jadra. Vétsina populace kapsid CPV miize
byt spatfena v jeho blizkosti 30-90 min po infekci (Vihinen-
Ranta et al. 1998; Parker & Parrish 2000). Virové ¢éstice se
ale do jadra dostanou za nékolik hodin. Kapsidy CPV vstiik-



90 min 24 hr

Obrazek 3.4: Fluorescence CPV ¢&astic v infikovanych neosetfenych burikach (A, B) nebo po aplikaci nocodazolu
(C, D). V case 90 min po infekci se vétSina kapsid nachdzi na okraji jadra (A) a 24 h p.i. dochédzi k mnozeni
parvoviru (B). Buriky infikované v pfitomnosti nocodazolu vykazuji fluorescenci pouze v cytoplazmé a v blizkosti
jadra 90 min (C) i 24 h (D) po infekci. Pfevzato z Vihinen-Ranta et al. (1998).

nuté do cytoplazmy se rychle shromézdi u jadra, vstoupi do néj az 3-6 h po infekci (Vihinen-
Ranta et al. 1998). I pozorovani zivych bunék fluorescenéné oznacenym AAV spiSe nasvédéuji
tomu, Ze vstup do jadra je velmi neucinny proces (Lux et al. 2005).

Teoreticky jsou kapsidy parvovird dost malé na to, aby prosly celé jadernym porem. Kapsidy
pavoviru skladaji v jadre, proto neprekvapi, ze kapsidové proteiny obsahuji nékolik jadernych
lokaliza¢nich signalt (Lombardo et al. 2002; Vihinen-Ranta et al. 1997). Zajimavéjsi uz jsou
studie, které urcily na kapsidovych proteinech AAV2 jeden jaderny lokaliza¢ni signél, ktery se
nachézi na spole¢né ¢asti VP1 i VP2, neni podstatny pro tvorbu kapsid, ale pfi mutaci v této
oblasti se virovd DNA neni schopna se dostat do jadra (Grieger et al. 2006).

V nedavné dobé se ale objevily dikazy, ze by virus mohl do jadra vstupovat pfes jim induko-
vané perforace v jaderné membréané. Nejprve bylo pozorovano, ze MVM pii infekci oocytt dra-
patky zptisobuje poskozeni jaderné membréany, pfevazné na cytosolické strané (Cohen & Pante
2005, obr. 3.5). Dalsi studie tohoto jevu na mysich fibroblastech ukéazaly, ze dochézi k drama-
tickym zméndm tvaru a morfologie jadra a zlomim v jaderné membrané (Cohen et al. 2006).
Nasledné bylo popsano, Ze pro tyto perforace membran virus vyuziva bunééné kaspazy, které
kaspaza 3. V infikovanych butikdch jeji aktivita nepfesahuje klidové hodnoty, ale presunuje se
do jadra. Inhibice kaspazy 3 snizuje mnozstvi virovych éastic v jadfe asi na polovinu (Cohen
et al. 2011). Dalsi podporu této penetraéni teorii poskytuji experimenty, které ukazuji nezavis-

lost pfesunu AAV2 do jadra na komplexu jaderného péru. Transport AAV2 do purifikovanych
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Obrazek 3.5: Poskozeni vnéjsi jaderné membrany oocytt drapatky vlivem MVM. Do oocytt Xenopus laevis
byl vstiiknut roztok PBS (a, mock) nebo MVM (b). Po jedné hodiné inkubace za pokojové teploty probéhlo
zpracovani vzorkd. Snimky pofizené pomoci elektronové mikroskopie na hranici cytoplazmy (c) a jadra (n),
Sipka oznacuji komplex jaderného péru, svorky ohranicuji zlomy v jadeném obalu. Zlomy byly casto pozorovany
v blizkosti jaderného péru (oznaceno *) a virové kapsidy se objevovaly pobliz zlomt (oznadeno **). Prevzato
z Cohen & Pante (2005).

jader se déje bez tcasti komplexu jaderného péru (Hansen et al. 2001) a pfesun tohoho parvoviru
do jadra pri koinfekci adenovirem nenarusuje thapsigargan, ktery blokuje komplex jaderného
péru (Xiao et al. 2002).

Nepanuje ani jistota v tom, v jakém stavu se kapsida parvovirti do bunééného jadra dostéava.
Neékolik dikaz podporuje verzi, kdy kapsidové proteiny doprovazeji genom viru az do jadra,
nebo se do této destinace dostava kapsida témér celd. Podle prace Sonntag et al. (2006) mikro-
injekce protilatek proti kapsidovym proteinim do jadra blokuje infekci AAV2 uplné. Z toho lze
soudit, ze se jeho DNA dostava do jadra patrné v komplexu s kapsidovymi proteiny. Déale pii
infekci AAV?2 je pozorovano jen mélo neporusenych kapsid v jadie, pfi koinfekci adenovirem ale
jejich pocet rychle stoupne (Xiao et al. 2002). Experimenty s izolovanymi jadry a jejich infekci
AAV?2 zase dokazuji, Ze jadro obsahuje vSechny faktory, které jsou nutné pro uvolnéni genomu
z kapsidy a zacatku replikace (Hansen et al. 2001). Pokud by se tedy virovéa ¢astice dostala
do jadra, patrné by nebylo obtizné z ni DNA vysvobodit.

Naopak nékteré studie si vSimly, Ze v jadfe je mozné detekovat pouze malé mnozstvi kapsido-
vych proteind v dobé, kdy se zde jiz nachézi virovy genom. Pocet celkové pozorovanych virion
pfitom s ¢asem klesd (Lux et al. 2005). Protilatky proti kapsidovym proteiniim pfitomné v cyto-
plazmé jsou schopny blokovat CPV jesté 8 h po infekci (Vihinen-Ranta et al. 2000), z ¢ehoz 1ze
soudit, Zze genom zustava zabalen v kapsidé patrné jesté v cytoplazmé. Protilatky pak nutné roz-
volnéni neumozni. Tyto poznatky nahravaji spiSe verzi, kdy se virové proteiny od DNA uvolfiuji
jesté pred vstupem a jsou pak degradovany. Také je mozné, ze pred transportem se vétsina kap-
sidovych proteinti uvolni (signél je proto slaby), ale genom pro sviij transport vyzaduje vazbu
pouze nékolika malo z nich (a jejich zablokovani znemozni infekci). Tato cesta by mohla pfe-
vazovat v pripadech, kdy neprobiha prospésna koinfekce adenovirem, ktery pomiize aktivovat

alternativni, ¢innéjsi mechanismus. Dalsi moznosti je velmi rychlé rozbaleni Castice v jadre a
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bleskova degradace kapsidovych proteint.

3.3 Papillomaviry

3.3.1 Charakterizace c¢eledi

Kapsida papillomavirtt méa primér asi 55 nm a sklada se ze dvou strukturnich proteini L1 a L2.
Jejich genomem je dvouvldknovda DNA o délce zhruba 8 kpb. V kapsidé papillomavirt najdeme
360 kopii proteinu L1 (Baker et al. 1991), které jsou uspordddny do 72 pentamer. Dvanact
z téchto kapsomer méa kolem sebe pét sousednich pentamert (jsou pentavalentni), zbylych Sede-
sat obklopuje 6 sousednich pentamert (jsou hexavalentni)(obr. 3.6). Protein L2 se pak nachézi
ve vnitini prohlubni pentameru VP1, kde je uchycen C-koncem pomoci hydrofobnich interakci
(Finnen et al. 2003). V soucasné dobé prevlada nazor, ze v kazdém virionu se nachazi 12 kopii
L2 (Trus et al. 1997). Vétsina proteinu L2 je skryta v kapsidé, na jejim povrchu je pfistupny
pouze tsek polypeptidu tvofeny aminokyselinami pfiblizné 60-130 (Liu et al. 1997; Kondo et al.
2007; Yang et al. 2003).

Papillomaviry infikuji bazalni keratinocyty a jsou schopny produkovat virové potomstvo
pouze v terminalné diferencovanych keratinocytech, coz v minulosti znac¢né ztizilo a dodnes
velmi zpomaluje jejich vyzkum. Teprve pfiblizné pfed dvaceti lety se zacal dafit vyvoj systémi,
které umoznily produkci virovych ¢astic vhodnych ke studiu. Zprvu byly vytézky nizké, dalsi
optimalizace ale produkci virovych ¢éstic znacéné vylepsily (Meyers et al. 1992; Roden et al.
1996; Rossi et al. 2000; Unckell et al. 1997).

Pomérné nedédvno byl vyvinut mysi model, ktery poskytuje prilezitost poznatky o papillo-

mavirech ziskané na bunééné urovni testovat in vivo (Roberts et al. 2007).

3.3.2 Vstup do bunky

Vétsina papillomavirti pouziva proteoglykan heparan sulfitu (heparan sulfate proteoglykan,
HSPG) jako svij primérni receptor (Giroglou et al. 2001; Joyce et al. 1999). Pro vazbu viru
na tuto molekulu jsou pak zvlasté dutlezité glykosylace heparan sulfatu. Neni prekvapivé, ze
za tuto vazbu zodpovida L1 protein (Roden et al. 1994; Volpers et al. 1995).

Papillomaviry infikuji bazalni keratinocyty, ke kterym ziskaji pfistup patrné pri poranéni
sliznice. Césteéné se podaiilo objasnit princip, ktery by mohl viru pomoci najit pravé tyto bu-
nky. Hromadi se dikazy, Ze papillomaviry se jesté pred interakci s receptorem vazi k bazalni
membrané, kterd mtize byt odhalena v souvislosti s poranénim. Laminin 5 je hojna slozka ba-
zalni membrany sliznice a ktuze, produkovana keratinocyty. Existuji dikazy pro vazbu lidskych
papillomavirti (human papillomavirus, HPV) pravé k lamininu 5 (Culp et al. 2006a,b). Podle
jinych autort interaguje HPV spiSe se sekretovanou formu heparin sulfatu (Selinka et al. 2007).
Vazbu viriond na bazalni membranu podporuji i vysledky ziskané s jiz zminénym mySim mo-
delem (Roberts et al. 2007). Papillomavirova ¢astice tedy prevdépodobné vaze nékterou slozku
bazalni membrany, o jejiz presné identité se ale vedou spory.

/////

konformac¢ni zménu kapsidy, ktera vyusti ve vytréeni N-konce proteinu L2. Tento jev je nepo-
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Obrazek 3.6: Vizualizace ¢astice lidského papillomaviru typu 16 (HPV16) na zdkladé strukturnich dat. Tmavé
modra barva oznacCuje pentavalentni pentamery, svétle modra hexavalentni pentamery.

Prevzato ze stranek University of California, Computer graphics laboratory
(http://www.cgl.ucsf.edu/Research/virus/capsids/viruses.html).

stradatelny pro tspésné doruceni virové DNA do jadra a patrné se na ném podili dalsi faktory
vné bunky, napf. peptidyl prolyl cis-trans izomeraza cyclophilinB (CyPB), kterd se nachézi
na povrchu buiiky v uskupeni s HSPG (Vanpouille et al. 2007). Ta usnadiiuje vytréeni N-konce
L2 proteinu HPV16 (Bienkowska-Haba et al. 2009). Na této ¢asti proteinu L2 pak dochézi jesté
na povrchu buriky k proteolytickému $tépeni proteazou furinem, které je nezbytné pro tispésnou
infekci (Richards et al. 2006).

V poslednich letech se hromadi dtikazy, ze na vstupu do bunky se podili jesté dalsi, sekun-
darni receptor, ktery neméa povahu heparan sulfatu. Napriklad viriony HPV16 $tépené furinem
jiz nepottebuji pro infekci HSPG (Day et al. 2008; Selinka et al. 2007).

Casové souslednost déju pred internalizaci neni zcela jasna. Vysledky in vivo experimentil
tvrdi, ze ke Stépeni a vystaveni L2 na povrchu dochazi jesté na bazalni membrané a tyto zmény
pak dovoli presun viriont z vazebnych faktort typu HSPG na specificky receptor bazalnich
keratinocytt (Kines et al. 2009). Celkové poznatky podporuji model, kdy virova éastice vyza-
duje vazbu na HSPG, af uz vazany na povrch buniky nebo sekretovany v bazilni membréné,
pro konformaéni zmény, které ji nisledné umozni silnéjsi vazbu na dalsi, zatim neznamy recep-
tor. Ve vazbé na sekundarni receptor pak ¢éastice vstoupi do bunky (obr. 3.7).

Do kterych bunéénych kompartmentii a jakym zptisobem nésledné papillomaviry putuji vSak
neni prilis jasné, navic jednotlivé typy papillomaviri preferuji rizné alternativy a jednotlivé pub-
likace si neztidka odporuji. Pfesny popis proto pfesahuje ramec této prace, uvedme vsak alespon
zakladni poznatky. Hovézi papillomavirus typu 1 (bovine papillomavirus type 1, BPV1) vstu-
puje do bunék endocytézou zavislou na klatrinu, nasledné pouziva kaveolarni vacky a existuji
dtikazy, Ze poté se vyskytuje i v ER (Bossis et al. 2005; Laniosz et al. 2007). Lidsky papilloma-
virus typu 31 (HPV31) pro internalizaci vyuziva kaveoly (Smith et al. 2007; Bousarghin et al.
2003). Endocytéza a putovani HPV16 v burice jsou velice sporné. Pfevazuji prace, které popi-
suji zavislost infekce na klatrinu a kaveolinu 1 (Bousarghin et al. 2003; Hindmarsh & Laimins
2007; Laniosz et al. 2009). Podle prace Spoden et al. (2008) naopak nema inhibice klatrinové
ani kaveolinové endocytézy na infekci HPV16 vliv. Tato publikace dale ukazuje, ze moznym

zprostiedkovatem vstupu by mohly byt tetraspaninem obohacené membranové mikrodomény.
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Obrazek 3.7: Navrzeny model interakce kapsid HPV s mimobunéénou matrix a povrchem buiiky. HSPG je
povazovan za prvotni receptor HPV. Kapsidy se také vazi na laminin 5 (1). Vstupu HPV do buiiky se tcastni
dalsi, sekundéarni receptor (2). Neni jasné, ve kterém kroku se virova ¢astice dostane z mimobunééné matrix na
povrch buiiky (teckované Sipky). Interakce s HSPG vede k expozici mista $tépeného furinem na L2 proteinu.
Po tomto proteolytickém stépeni virova Castice projde konformacni zménou, ztraci schopnost vazat se k HPSG
a interaguje se sekundarnim receptorem, nasleduje endocytéza castice (3). Prevzato a upraveno z Horvath et al.
(2010).

Autofi pak rozdilné vysledky prikladaji napiiklad pouziti inhibitorti s mnoha vedlejsimi efekty
nebo jinych bunéénych linii.

Spole¢nou potfebou vsech papillomavird je ale okyseleni endocytickych vackl, coz znadi, ze
¢astice pravdépodobné musi projit jednim z kyselych endozomélnich kompartmenti (Spoden
et al. 2008; Day et al. 2003; Selinka et al. 2002; Smith et al. 2008).

3.3.3 Unik z endozomu a rozvolnéni kapsidy

V burice prochézi kapsida dal$imi rozsdhlymi zménami. Po internalizaci HPV 16 se ztrati vétsina
epitopt na L1, které byly pfes internalizaci rozpoznavany protilatkami (Selinka et al. 2007). Sviyj
podil na konformac¢nich zménach mé pravdépodobné i sniZeni pH.

Mnoho diikazt nasvédcuje tomu, Ze za nik viru z endozomu je zodpovédny protein L2, ktery
je pro uspésnou infekci nepostradatelny. Presny mechanismus prekonani membrany ale zatim
nebyl objasnén. Do cytoplazmy pravdépodobné vstupuje jen protein L2 a genom, protein L1 je
nejspise degradovan (Day et al. 2004). Prestoze se Stépeni L2 odehrava na povrchu buriky, je
dulezité pro tnik viru z endozomu (Richards et al. 2006). Kamper et al. (2006) nejen dokazali, ze
L2 je nezbytny pro pfesun genomu papillomaviru do cytoplazmy, ale také ukazali, Ze tuto funkci
zastava tsek dvaceti t¥1 aminokyselin na jeho C-konci. Tento peptid ma schopnost narusovat

membrany. Pii pH 6 pfitom lyzuje eukaryotické bunky G¢inéji nez v neutrélnim pH.
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Infekce papillomavirid je dale zavisla na gama-sekretaze, coz je membranova proteaza, ktera
$tépi proteiny v jejich transmembranové oblasti. Zda se, ze je vyzadovana pravé pro unik z
endozomu, nebot jeji inhibice nezabratiuje rozvolnéni kapsidy, ale znemozni transport genomu
a L2 proteinu do jadra (Huang et al. 2010; Karanam et al. 2010). Nepodatilo se vsak prokazat,
ze by tato sekretdza primo stépila kapsidové proteiny. Je mozné, ze se podili na zpracovani
jiného proteinu, ktery virus vyzaduje.

Nedavné prace Marusic et al. (2012) popisuje interakei proteinu L2 s proteinem SNX17 (sor-
ting nexin 17), ktery se podili na funkci recyklujicich endozomu. Pfi jejim naruseni dramaticky
klesa mnozstvi genomid dopravenych do jadra a stoupa mnozstvi kapsid v lyzozomalnim kom-
partmentu. Zda se, ze SNX17 se podili na zadrzeni virioni v endozomélnich kompartmentech
a zabranuje tak jejich predcasné lysozoméalni degradaci.

Dalsi prace ukazuje vazbu L2 BPV1 na syntaxin 18 pfes aminokyselinovy tsek 40-44 L2
proteinu. P¥i mutaci v tomto iseku se pseudoviriony stavaji neinfek¢éni. Syntaxin 18 se podili
napf. na putovani vackit mezi ER a cis-Golgi (Bossis et al. 2005; Laniosz et al. 2007). Pfibyvaji
tedy dikazy, ze minoritni kapsidovy protein L2 se tedy pravdépodobné podili i na pohybu
viriond uvnitt bunky.

Pro nasledné putovani cytosolem papillomaviry vyzaduji mikrotubuly. Aplikace nocodazolu
dramaticky snizuje infektivitu BPV1 a HPV33 (Day et al. 2003; Selinka et al. 2002). Céas-
tice BPV1 byly pozorovany pomoci elektronové mikroskopie spole¢né s mikrotubuly (Liu et al.
2001). Existuji préace, které ukazuji interakci proteinu L2 HPV16 a HPV33 s dyneinem (Flo-
rin et al. 2006; Schneider et al. 2011), coz podporuje model pohybu virového komplexu p¥imo
v cytoplazmé. Zatim si vsak nemuzeme byt jisti, jestli virus vyzaduje mikrotubuly jesté v en-

dozomalnich vaccich, jako z vackd uvolnéna virové ¢astice v cytoplazmé, nebo oboji.

3.3.4 Vstup do jadra

Presun papillomaviru z cytoplazmy do jadra zatim neni pfili§ objasnén. Je ale pravdépodobné,
7e na tomto tkolu vyznamné podili L2 protein. Existuji dikazy, Ze genom se do jadra dostava
spolu s L2 proteinem a oba se pak vyskytuji v jadernych doménach 10 (ND10, PML téliska), tato
lokalizace je pro infekci viru nezbytna (Day et al. 2004). Bylo pozorovano, ze pfi nizké bunééné
expresi se vSak protein L2 v ND10 doménach nevyskytuje, jeho lokalizace v nich prevladdne
pii vysoké produkci tohoto proteinu a nebo vpiitomnosti dalsich faktoru (Kieback & Muller
2006). Pfi¢ina lokalizace v ND10 doménach tak zistava zdhadou, nicméné L2 pravdépodobné
skutecné doprovazi genom do jadra. Bylo popsano, Ze protilatky proti L2 zabraniuji virové infekci
ve dvou krocich. Mensi podil mél negativni vliv na samotny vstup do buiiky, dale pak protilatky
blokovaly dopravu virové DNA do jadra (Ishii et al. 2010).

Jakym zpusobem se ale virova DNA dostane do nukleoplazmy zatim neni dobre prostudo-
vano. Literatura v soucasné dobé poskytuje pouze relativné malé mnozstvi nepiimych dikaza.
Minoritni kapsidovy protein L2 by mohl fungovat jako adaptér mezi virovou DNA a importnimi
faktory, které by mohly néasledné zprostredkovat presun komplexu do jadra pres jaderny pdr.
Interakce L2 s importnimi faktory byla dokézana. Protein L2 BPV1 a HPV16 ma na svém C

i N-konci jaderné lokalizacni signdly, které vazou heterodimer karyopherini oy (Fay et al.
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2004; Darshan et al. 2004; Mamoor et al. 2012). Taktéz byla ukdzana interakce L1 s karyophe-
riny (Nelson et al. 2000). Samotné interakce L1 a L2 s jadernymi importnimi faktory a vyskyt
NLS vsak neni pfekvapivy, nebot i papillomaviry produkuji nové viriony v jadie a musi do nuk-
leoplazmy dopravit slozky kapsidy. Chybi studie, ktera by alespon ukézala, jestli papillomaviry
NLS na L2 proteinu potrebuji pfi vstupu do jadra béhem casné faze infekce.

Malo prostudovany jaderny import papillomaviri poskytuje prostor pro alternativni teorie,
které nepfedpokladaji vstup viru do jadra pfes jaderny pér. Napiiklad préace Pyeon et al. (2009)
tvrdi, ze papillomaviry pro infekci potfebuji bunky prochazejici bunéénym cyklem, presnéji
musi projit ¢asnou profazi, kdy je jadernd membrana fragmentovana. Virus by se tak tuplné
vyhnul nutnosti prekonat jaderny obal a skvéle by to vysvétlovalo limit infekce pouze na bazalni
Cast epitelu, kterda prochéazi délenim. Otazkou je, jestli HPV skute¢né ¢asnou profazi nezbytné
vyzaduje, nebo mu jen infekci znacné usnadni. Pro Uplné prokazani této teorie by vsak byly
potfeba dalsi studie. To ostatné plati o celém papillomavirovém vstupu do buniky, coz je téma,

kde zatim nachézime vice otdzek nez faktu.

3.4 Polyomaviry

3.4.1 Charakterizace celedi

Polyomavirovy genom je tvofen piiblizné 5 kpb dvouvldknové DNA. Jejich kapsida s ikosa-
hedralni symetrii se sklada ze tii proteinti. Hlavni kapsidovy protein VP1 je uspoirddén do
72 pentamer (Liddington 1991). Dvanact z téchto kapsomer je pentavalentnich, Sedesat je he-
xavalentnich (obr. 3.8). V centralni dutiné VP1 pentameru zevnitt kapsidy je hydrofobnimi
interakcemi pfichycen minoritni protein VP2 nebo VP3 pomoci jejich spole¢ného C-konce. Oba
minoritni proteiny jsou translatovany ze stejného ¢teciho ramce, VP2 vysledné obsahuje ce-
lou sekvenci VP3 a navic unikatni N-koncovou ¢ast dlouhou pfiblizné 120 aminokyselin, jejiz
koncovy glycin je myristylovan.

Kapsida polyomavirt je stabilizovana vapenatymi ionty a disulfidickymi vazbami. Sousedni

kapsomery jsou navzajem vazany C-koncovym ramenem VP1 proteinu.

3.4.2 Vstup do bunky

Polyomaviry se nejprve vazi na bunku pomoci interakei s molekulami na jejim povrchu. Tato
vazba zprostfedkuje prvotni kontakt a je méné specifickd nez vazba na samotny receptor, pomoci
kterého je virus internalizovan. Ve vétsiné pfipadu se jedna o sialové kyseliny, které jsou soucasti
vétsich molekul. Pro mysi polyomavirus (murine polyomavirus, MPyV) i lidsky BK virus jsou
to «(2,3) vazané sialové kyseliny, pro dalsi lidsky patogen JC virus «(2,3) nebo «(2,6) vazané
sialové kyseliny (Cahan & Paulson 1980; Fried et al. 1981; Dugan et al. 2005). Polyomavirus
karcinomu Merkelovych bunék (Merkel cell polyomavirus, MCPyV) pro tyto tcely vyzaduje
glykosaminoglykany, pravdépodobné heparan sulfat (Schowalter et al. 2011). Patrné vsak také
véze sialové kyseliny vazané na molekule svého receptoru (Erickson et al. 2009).

Receptory pro polyomaviry se lisi, nejcastéji se vSak jedné o gangliosidy. Mysi polyomavirus

vyuziva jako receptor pro vstup do bunky gangliosidy GD1a a GT1b, receptorem pro SV40 je
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Obrazek 3.8: Vizualizace ¢astice SV40 na zdkladé strukturnich dat. Tmavé modra barva oznacuje pentavalentni
pentamery, svétle modra hexavalentni pentamery.

Prevzato ze stranek University of California, Computer graphics laboratory
(http://www.cgl.ucsf.edu/Research/virus/capsids/viruses.html).

GM1, BK virus vyuziva GD1b a GT1b a MCPyV GT1b gangliosid (Tsai et al. 2003; Qian & Tsai
2010; Low et al. 2006; Erickson et al. 2009). Narozdil od této vétsiny JC virus pouzivd «(2,6)
vézanou sialovou kyselinu pfichycenou k serotonin 5-TH(A2) receptoru (Elphick et al. 2004).

Uz vazba viru na receptor ma mnohé disledky. Vazba MPyV na sialovou kyselinu indukuje
konformac¢ni zmény virové kapsidy, z formy citlivé na proteazy do formy rezistentni, které mohou
ovlivnit a nejspiSe ovliviiuji dalsi kroky infekce (Cavaldesi et al. 2004). Déle pouha vazba SV40
na GM1 je postacujici k vytvoreni zakfiveni na membrané a hlubokych invaginaci (Ewers et al.
2010). Receptor mé také vliv i na pozdéjsi pohyb viru v burice a jeho zacileni (viz nize).

SV40 a BK virus pouzivaji endocytézu zavislou na kaveolinu, naproti tomu infekce MPyV
u¢inné probihé i bez jeho tcasti (Anderson et al. 1996; Eash et al. 2004; Gilbert & Benjamin
2004; Liebl et al. 2006). JC virus opét tvoii vyjimku a pouziva klatrinovy mechanismus (Pho
et al. 2000; Querbes et al. 2004).

3.4.3 Pohyb uvniti bunky

Putovani polyomavirt uvniti buiiky je opfedeno mnohymi zdhadami. Vyzkum ztézuje mimo jiné
fakt, Ze mezi jednotlivymi cestami po endocytdze existuji riiznd propojeni. Pro nase ucely, tedy
pochopeni cesty virt do jadra, se soustfedime spiSe na obecné principy a vyzadované faktory.

Polyomayviry prochazeji mnohymi bunéé¢nymi kompartmenty. Nakonec se dostavaji do endo-
plazmatického retikula. Cesta k tomuto cili ale neni Gplné jasna. K tomuto pohybu vyzaduji ne-
porusenou funkci mikrotubult (Gilbert & Benjamin 2004; Pelkmans et al. 2001; Eash & Atwood
2005).

Pro SV40 bylo popsano, Ze z vacka odvozenych z kaveol, obsahujicich kaveolin 1, putuji
viriony do kaveozomu, nové objevené organely (Pelkmans et al. 2001). Existence kaveozomi
velice dobte zapadla i do predstav o pohybu dalSich polyomavirt v butice a byla viele pfijata.
Naptiklad putovani ptes kaveozomy bylo také ukazano u JC viru (Querbes et al. 2006). O nékolik
let pozdéji byla existence kaveozomu vyvracena (Hayer et al. 2010). Nésledné byla cesta SV40
prehodnocena a dalsi prace ukazaly, Ze prochazi Casnymi i pozdnimi endozomy a vyzaduje

okyseleni endozomii (Engel et al. 2011).
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Mysi polyomavirus nalézdme v ¢asnych, recyklujicich i pozdnich endozomech. Jeho puto-
vani do ER je zavislé na okyseleni endozomu (Liebl et al. 2006; Mannova & Forstova 2003; Qian
et al. 2009). Mysi polyomavirus mize slouzit jako ukazka toto, Ze i receptory z povrchu bunky
mohou mit vyznamny vliv na pohyb viru v buiice. Qian et al. (2009) ukazali, Ze vazba na GD1a
podporuje cileni viru do ER. Pozdéji bylo popséano, ze glykoproteiny (obsahujici kyselinu sia-
lovou) maji na infekci mysiho polyomaviru opaény vliv a podporuji jeho transport do jinych
kompartmenti, nez je ER (Qian & Tsai 2010).

3.4.4 Unik z endoplazmatického retikula

Pfesun genomu polyomaviri z endoplazmatického retikula (ER) do nukleoplazmy neni zatim
prilis dobfe vysvétlen a popsan. Soucasné znalosti podporuji nasledujici schéma. V ER virova
partikule prochéazi dramatickou proménou, ktera ji dovoli z tohoto kompartmentu uniknout.
Meéni se disulfidické vazby, které jinak prispivaji ke stabilité kapsidy. Virova ¢éstice se rozvoliiuje
a ziskava afinitu k membranam. Tyto zmény pak umozni polyomavirim opustit ER.

Samotna p¥ima lokalizace polyomavirti v ER mozné nebyla ukazana prilis dikladné, existuje
ale mnoho diikazii o interakci polyomaviri s proteiny ER a o jejich potiebé dalsich faktord v ER
obsazenych. Casto pfitom inhibice téchto faktorti zptisobi, Ze virus neni schopen piesunu genomu
do jadra.

Polyomaviry béhem svého pobytu v ER podstupuji zna¢nou zménu disulfidickych vazeb, coz
ma pochopitelné znac¢ny vliv na podobu kapsidy. Konkrétni proteiny, které jsou za tyto zmény

zodpovédné, se mezi druhy polyomavird lisi.

Vliv disulfidickych izomeraz ER

Existuji diikazy, ze protein ERp29, ktery mé funkci podobnou protein disulfid izomeréaze (PDI),
zpusobuje expozici C-konce VP1 proteinu MPyV. Tato ¢ast VP1 je pritom zodpovédna za in-
terakce v ramci pentameru i mezi nimi. Pisobeni frakce ER obohacené proteinem ERp29 déle
vede k utvoreni Castice, kterd je vice hydrofobni, snéze se vaze k lipidové membrané a dokaze
ji perforovat. Schopnost prodéravét membranu je pfitom pfipisovana proteinu VP2, ktery je
v prubéhu této zmény exponovan (Magnuson et al. 2005; Rainey-Barger et al. 2007, 2009).
Virové castice byly vystaveny frakci ER bohaté na ERp29, nikoli ¢istému proteinu, proto se
na nékterych zménich mohly podilet i jiné proteiny ER. Tyto vysledky ndm ale mohou déat
uzite¢nou predstavu o tom, v jakém stavu se v ER virova ¢astice nachazi.

Dalsi vyzkum nasel dalsi ¢leny z PDI rodiny, které se na infekci mysiho polyomaviru podili.
Jsou to proteiny ERp57, PDI a ERp72. Dale bylo ukéazano, ze alkylovany virus neni infekéni.
Protoze alkylace zrusi cysteinové mustky, lze z toho odvodit, Ze disulfidické mustky hraji v zi-
votnim cyklu polyomaviru dilezitou roli (Walczak & Tsai 2011).

V zivotnim cyklu SV40 maji svou roli izomerazy ERp57 a PDI. Podle prace Schelhaas et al.
(2007) jimi indukovand zména disulfidickych vazeb vede ¢aste¢nému uvolnéni dvanacti ze 72
pentamer. Téchto dvanéact pentamer se uvolnuji z virionu pfi nizké hladiné vapenatych iontt.

Autofi této prace navrhuji, ze virion se v ER takto destabilizuje, a v cytoplazmé, kde je
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nizka hladina vapenatych iontt, se uvolni 12 pentamert a virova ¢astice se rozbali iplné. Tato
predstava je vcelku opodstatnénd, ackoliv ve skute¢nosti nemusi hrat rozvoliiujici roli pfesné tyto
proteiny. Disulfidické mustky i vapenaté ionty kapsidu stabilizuji, izomerace cysteinovych vazeb
kapsidy je doloZena (Inoue & Tsai 2011; Schelhaas et al. 2007; Walczak & Tsai 2011) a hladina
vapenatych iont bude po tniku z ER nizké, at uz poté virus vstupuje do cytoplazmy nebo
pfimo do jadra. Pfitom existuji diikazy, Ze by se virova ¢astice mohla dostavat do cytoplazmy

témér celd (viz nize).

Role minoritnich proteina v tiniku z ER

Jak bylo naznaceno vyse, na prekonédni membrany ER se pravdépodobné podili minoritni kap-
sidové proteiny VP2 a VP3. Oba tyto proteiny jsou skryty pod proteinovym obalem kapsidy
a pravdépodobné se objevuje jejich ¢ast na povrchu az po rozvolnéni virové ¢astice v ER. Oba
minoritni proteiny lze detekovat v dobé, kdy se vétsina virového signalu nachéazi ER, jejich ex-
pozice je pravdépodobné spfazend se zménami kapsidy v tomto kompartmentu (Norkin et al.
2002; Magnuson et al. 2005). Béhem c¢asné faze infekce VP2 patrné zpfistupni sviij N-konec
(Geiger et al. 2011).

Pri samostatné expresi maji minoritni proteiny schopnost vazat se na membrany, destabi-
lizovat je a perforovat. Pokud se vSak v bunkéich zaroven produkuje VP1 protein, VP2 a VP3
se presunou spolu s nim do jadra a perforacni efekt vymizi (Daniels et al. 2006; Forstova et al.
1993; Huerfano et al. 2010). Protein VP1 tedy reguluje ptisobeni VP2 a VP3. V kompletni kap-
sidé minoritni kapsidové proteiny jsou vazané v pentamerech, pfi rozvolnéni kapsidy v ER by se
mohly ¢astecné nebo tplné uvolnit a permeabilizovat membranu pro virovou castici. Zaroveii se
podafilo ziskat diukaz, ze VP2 a VP3 by mohly oligomerizovat (Daniels et al. 2006), mohly by
tedy utvofit pér membrané a tim ji destabilizovat. Permeabiliza¢ni G¢inek minoritnich proteint

by se mohl spolu s dalsimi mechanismy vyznamné podilet na tiniku virové ¢astice z ER.

Uloha ERAD drahy a chaperoniti

Maéame doklady o interakci polyomavirovych ¢astic s komponentami drahy, kterd zajistuje li-
kvidaci proteint z endoplazmatického retikula (endoplasmic reticulum associated degradation,
ERAD). Celkové podporuji model, kdy polyomavirova éastice piekondvd membranu pomoci
komponent této drahy, nebo ty ji alespon napomahaji.

Bylo popsano, ze MPyV v dobé, kdy se nachézi v ER, vyzaduje protein derlin2, ktery se
ucastni translokace $patné sbalenych proteint ven z ER (Lilley et al. 2006).

Infekce SV40 je vyznamné narusena pii inhibici nékolika molekularnich kochaperont typu
DNAJ nebo jejich partnera BiP. Protein BiP je hlavni chaperon ER, patfi do rodiny Hsp70
a figuruje v ERAD draze. DNAJ proteiny patii do rodiny Hsp40 kochaperonti. Virova ¢éstice se
pri naruseni funkce téchto proteinii sice rozvolni, ale nedokéze uniknout z ER (Goodwin et al.
2011).

SV40 dale pro infekci vyzaduje retrotranslokacni proteiny derlinl a SellL. (Schelhaas et al.
2007) nebo membranovy protein BAP31. Bylo pozorovéano, ze BiP a BAP31 kolokalizuji s SV40.
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Obrazek 3.9: Jeden z moZnych modeli penetrace SV40 z ER do cytoplazmy. SV40 vstupuje do ER véazan
na GMI receptor (1), od kterého se odlouéi (2). V ER lumen prochézi zménami disulfidickych vazeb, které
vyusti v konformaéni zmény kapsidy (3). Ty ji umozni projit membranou ER, teoretické cesty zahrnuji lipidickou
dvouvrstvu (4a) nebo proteinovy kandl (4b) a ¢astice se ocita v cytoplazmé (5). Virova ¢éstice pak v cytosolu
odhazuje ¢ast proteinového plasté. Pievzato a upraveno z Inoue & Tsai (2011).

Stejna prace si v§ima i toho, ze bé€hem infekce se exponuje N-konec VP2 a viriony bez VP2
nejsou schopny uniknout do cytosolu (Geiger et al. 2011). P¥i infekci BK viru hraje roli derlinl,
se kterym byla i prokédzana interakce (Jiang et al. 2009).

Pfes vSechny tyto dikazy o zaclenéni ERAD drahy ale neni jisté, zda se jeji komponenty
pfimo podili na pfesunu virového genomu z ER. Zatim nebyl navrzen mechanismus, jakym by
ERAD dréha mohla bezpeéné pfenést pfes membranu tak velky substrat, jakym je celd virova
Castice nebo komplex genomu a dalsich proteini. Je tieba si také uvédomit, Ze jen u nékterych
z vyse zminénych proteinti byla prokazana pfima interakce s virovou ¢astici. Navic ¢asto zmino-
vané proteiny s chaperonovou aktivitou se nepodili pouze na ERAD draze a mohou pfispivat
infekci jingm mechanismem. Vyzadované ERAD a chaperonové proteiny se také mohou podilet
na infekci nepfimo, napriklad mohou zodpovidat za spravné sbaleni jiného proteinu, ktery se

na tniku z ER podili.

Podoba virové ¢astice po tniku z ER

V dnesni dobé prevazuje model, kdy se polyomavirus dostava z ER do cytoplazmy a odtud déle
do jadra (viz nize). Vzezfeni virové ¢astice, ktera se dostava do cytoplazmy, se dafi odhalovat
jen s ¢asteénym uspéchem. Kuksin & Norkin (2012) ukézali, Ze pfi infekci se DNA SV40 stéava
pristupné detekci nikoli v ER, ale az v cytoplazmé. Tyto ¢astice v cytoplazmé si ponechévaji ¢ast
kapsidovych proteinti, VP1, VP2 i VP3. Césteéné rozvolnéni kapsidy probéhne uz v ER, VP2
a VP3 se vystavuji na povrchu. To souhlasi s praci, kterd tvrdi, ze SV40 pfekondvad membranu
ER i jako velka, celistva c¢astice (Inoue & Tsai 2011, obr. 3.9).
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3.4.5 Vstup do jadra

Dnes panuje nazor, Ze se polyomaviry dostavaji do jadra z cytoplazmy pres jaderny poér. Tento
model podporuji pocetné vysledky experimenti, presto vsak nelze tvrdit, Ze vstup polyomavirt
do jadra je dobte prostudovan. Kazdopadné doprava polyomavirové DNA do jadra je, podobné
jako u jinych vird, neefektivni proces. Pouze mala ¢ast ¢astic v tomto ukolu obstoji. Bylo
pozorovano, ze vétsina genomu skonéi v cytoplazmé, kde je degradoviana (Mannova & Forstova
2003).

Podstatné ¢ast diikkazi ohledné vstupu polyomavirt pfes jaderny pér pochazi z experimenti,
kdy se virové castice injikuji do cytoplazmy. Podle Nakanishi et al. (1996) protilatky proti
kapsidovym proteinim VP1 a VP3 v cytoplazmé zabrani SV40 ve vstupu do jadra jak mik-
roinjikovanym c¢asticim, tak viru, ktery podstupuje béznou cestu infekce. Déle stejny efekt ma
i protiladtka proti VP3 v bunééném jadie. Z toho lze soudit, Ze virovy genom se dostava do jadra
pres cytoplazmu, na procesech v cytoplazmé se podileji kapsidové proteiny a do nukleoplazmy
genom provazi VP3.

U SV40 byly 2 h po mikroinjekci pozorovany strukturni proteiny v jadre, za téchto podminek
virus vstupuje do jadra pfes jaderny pdr a je schopen vyprodukovat virové potomstvo (Clever
et al. 1991; Yamada & Kasamatsu 1993).

Tyto vysledky z mikroinjekénich studii dokazuji, Ze pokud se kompletni virova ¢astice do-
stane do cytoplazmy, je schopna zajistit doruceni virové DNA do jadra. NemuZeme si byt jisti,
ze se ale v tomto nebo v podobném stavu skutecné do cytoplazmy dostava, tento jev miize byt
nespecifickym vedlejsim efektem. Samotné tyto studie nepostacuji jako zaruka toho, Ze polyo-
mayviry dosahuji nukleoplazmy pfes jaderny pér, tuto teorii ale podporuji dalsi vyzkumy.

Napftiklad tym Nakanishi et al. déle pfinesl nékolik zajimavych poznatki. Ukazali, ze DNA
SV40 interaguje s importineme i importinemf. Jednalo se 0 DNA z malého zlomku populace
virovych ¢astic. Tyto rozvolnéné ¢astice byly o néco mensi nez virion, obsahovaly VP1 i VP3.
Déle zjistili, ze DNA virovych ¢astic bez VP2 a VP3 nebyla schopna interagovat s importiny.
Na vstupu genomu SV40 do jadra se podili interakce NLS VP3 s importinem a2/ (Nakanishi
et al. 2002, 2006, 2007).

Studie o JC viru ¢ast téchto vysledkt potvrzuji, na druhou stranu nékteré poznatky zcela
neodpovidaji zjisténim u SV40. Jednotlivé druhy polyomaviri tedy mohou zaujimat mirné od-
lisné strategie. Vstup JC viru do jadra v permeabilizovanych bunkéch zavisi na jaderném péru
a na importinech a a 8, coz podporuje model o polyomavirovém vstupu pfes jaderny poér. In-
terakce s importiny a zprostfedkovani vstupu do jadra ale bylo pfisuzovdano NLS na VP1 (Qu
et al. 2004). Role minoritnich proteini v pfesunu genomu do jadra tak zistava ponékud sporna.
Prinejmensim u nékterych druhd polyomavird ale pravdépodobné svou roli maji.

Polyomavirova castice je prilis velka na to, aby mohla projit jadernym pérem cela. Ostatné
vysSe zminéné vyzkumy spise podporuji model, kdy se virova castice alesponi ¢asteéné rozbali
v cytoplazmé. Naproti tomu starsi publikace pozoruji ¢asto pomoci elektronové mikroskopie
téméf neporusené cGastice v jadfe (Hummeler et al. 1970; Mackay & Consigli 1976). To pone-

chava prostor pro alternativni teorie, které nezahrnuji pfesun virové ¢astice pres cytoplazmu.
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Napriklad by mohly uniknout z ER pres jaderny obal pfimo do jadra. Déle by vacky obsahujici
virus mohly flizovat s jadernym obalem, jak ukazali Griffith et al. 1988. Néktefi vySe zminéni
autori vSak priznavaji, ze pii pouziti jejich metod elektronové mikroskopie je nékdy obtizné
rozeznat artefakty nebo jiné bunécéné komponenty od virové castice. Pochopitelné se snazili
toto riziko réiznymi zptisoby minimalizovat, avSak tento fakt mluvi ve prospéch spise novéjsiho

modelu.
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4. 7.avér

O cesté genomu malych neobalenych viri do bunééného jadra mame velké mnozstvi dil¢ich
poznatki. Presto vSak zistavaji nékteré kroky v tomto putovani opredeny tajemstvim. Existuji
modely, které tyto mezery v nasich znalostech zdanlivé vyplnuji a skvéle vysvétluji soucasné
pozorovani, nesmime vsSak zapomenout, Ze se jedna jen o navrhy a ne o dostateéné prokazana
fakta.

Nejlépe chrakterizovana cast casné faze infekce virt, zahrnutych v této praci, je patrné
vstup do buriky. O Uniku z bunéénych vackd méame c¢asto pouze Gastenou predstavu, ackoli
vétsinou zname mnohé bunécéné a virové faktory, které v tomto procesu hraji roli. Soucasna
aroven poznani nam neziidka také nedéva aplny obrazek toho, jakym zptsobem genom téchto
virt vstupuje do jadra, prestoze na toto téma bylo ziskdno nemalo vysledki.

S témto neduhy se ale vétSinou nesetkdvame u adenovird. Z c¢eledi popsanych v této praci
je doprava genomu do jadra nejlépe charakterizovana prave u nich. Poté, co se ¢astice ocitne
v endozomu, odhazuje nékteré své proteiny a jiné prochéazeji konformac¢nimi zménami. Pomoci
lytickych proteini adenovirova ¢astice zpiisobi protrzeni membrany endozomu a ocita se v cyto-
plazmé. Zde pak k pohybu smérem k jadru vyuzivad mikrotubuly. Virova ¢astice dale naseda na
jaderny pér, kde dochézi k dalsimu rozvolniovani kapsidy. To umozni transport adenovirového
genomu v komplexu s dal$imi proteiny do nukleoplazmy.

Parvovirové ¢astice putuji raznymi endozoméalnimi kompartmenty a jejich prostiedi indukuje
konformacni a proteolytické zmény kapsidovych proteinti. Parvoviry se pak dostavaji do cyto-
plazmy pravdépodobné pres malé perforace v membrané, indukované kapsidovymi proteiny.
Pohyb virové castice k jadru zatim neni dobfe objasnén. Prestoze je parvovirova castice dost
mald na to, aby prosla jadernym pdrem, je mozné, Ze se do jadra dostava pies perforace v mem-
brané, které sama zpusobuje. Pro objasnéni téchto poslednich kroki v dopravé genomu do jadra
budou treba dalsi studie.

Nejméné objasnéna je doprava genomu papillomavirt, pravdépodobné kvuli obtiZnosti jejich
kultivace. Kapsida papillomavird prochézi komplexnimi zménami jesté na povrchu bunky. Pfes
veskeré dosud uskutecnéné vyzkumy jsou ale dalsi kroky objasnény jen chabé, ackoli zname
nékteré interakéni partnery kapsidy a znadme dlohu kapsidovych proteinti v daném kroku in-
fekce. Kapsida se pravdépodobné dostava z endozomu do cytoplazmy a odtud neobjasnénym
mechanismem do jadra.

Polyomavirova c¢asna faze infekce se lisi od vyse zminénych celedi predevsim tim, ze se
kapsidy dostévaji do endoplazmatického retikula. Zde kapsida prochazi komplexnimi zménami,
které ji umozni z néj uniknout, pravdépodobné za spoluprace bunéénych i virovych proteind.
Existuji ndznaky, Ze virova castice se déle dostava do cytoplazmy a pres jaderny pér do jadra.

Tato prace podava uceleny pohled na soucasné znalosti, které se tykaji dopravy genomi
neobalenych DNA vird do jadra. Je ziejmé, zZe v této oblasti mame jiz mnoho poznatki. Pro plné
pochopeni téchto jevu ale bude tieba tyto poznatky prohloubit a provést studie, které nam dovoli
proniknout do dosud neobjasnénych kroki ¢asné faze infekce téchto viri. Tyto znalosti mohou
byt pouzity k vytvoreni novych terapeutickych postupt pro patologické stavy, zptisobené témito

viry.
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