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Abstrakt

Bunééné jadro je u eukaryotickych bun€k obklopeno dvojitou jadernou membranou, ktera je
perforovana poéry, proteinovymi komplexy sloZenymi asi z 30 proteinli nazyvanych
nukleoporiny, uspofadanych do oktagonalni symetrie (GALL, 1967; ROUT et al., 2000;
CRONSHAW et al., 2002; COLIN et al., 2007), Nukleoporiny jsou rozdéleny do t¥i skupin:
transmembranové, strukturni a tzv. FG (opakovani fenylalanin-glycin) nukleoporiny (DEVOS
et al., 2006). Hlavni rysy morfologie jaderného po6ru jsou konzervovany od kvasinek aZ po
vysSi eukaryota (YANG et al., 1998). Aktivni transport péry se uskuteciiuje u molekul do
velikosti priméru ~39 nm (PANTE a KANN, 2002). Volnou difizi pak prochazi molekuly do
~100 kDa (WANG a BRATTAIN, 2007). Makromolekuly (proteiny, RNA, DNA) ¢i
nukleoproteinové komplexy jsou transportovany aktivnim transportem, ktery, mimo jiné
vyZaduje, aby transportované molekuly nesly uréité sekvence pro rozpoznéani specifickymi
transportnimi receptory. Té€mito sekvencemi jsou jaderny lokalizaéni (NLS), pro jaderny
import a jaderny exportni signal (NES), pro jaderny export. Existuje n€kolik riznych NLS
rozpoznavanych riznymi transportnimi receptory - karyopheriny, nebo také nazyvanymi
importiny (FRIED a KUTAY, 2003; PEMBERTON a PASCHAL, 2005; STEWART, 2007).
Téma této bakalaiské prace je v€novano vstupu vybranych &eledi DNA vird do buné¢ného
jadra. Témito viry jsou adenoviry, herpesviry, papillomaviry, polyomaviry a parvoviry. Tyto
DNA viry jsou replikovany v bunééném jadfe a proto je vstup do jadra esencialnim krokem
jejich infekéniho cyklu. Vyvinuly si rizné mechanizmy, jak cestovat od bunééného povrchu
k jadru a jak vstoupit do jadra prostfednictvim jaderného péru nebo mozna jinou alternativni

cestou.

Kli¢ova slova: Adenoviry, Herpesviry, Papillomaviry, Parvoviry, Polyomaviry, jaderny

import, jaderny pér



Abstract

The nucleus of eukaryotic cells is surrounded by a double nuclear membrane, which is
perforated by pores - protein complexes which consist of approximately 30 proteins called
nucleoporins (GALL, 1967; ROUT et al., 2000; CRONSHAW et al., 2002; COLIN et al.,
2007) and arranged in octagonal symmetry. Nucleoporins are divided into three groups:
transmembrane, structural, and so called FG (phenylalanine-glycine repeats) nucleoporins
(DEVOS et al., 2006). Principal morphology feature of the nuclear pore is conserved from
yeasts to higher eukaryotes (YANG et al., 1998). The molecules with a diameter size up to 39
nm are actively transported through the pore (PANTE and KANN, 2002). The molecules up to
~100 kDa can freely diffuse through the pore (WANG and BRATTAIN, 2007). For active
transport of macromolecules (proteins, RNAs, DNAs) or nucleoprotein complexes,
transported moleculesshould possess certain sequences for their recognition by transport
receptors. These sequences are nuclear localization signal (NLS) for nuclear import and
nuclear export signal (NES) for nuclear export, respectively. Different NLS are recognized by
different transport receptors — karyopherins, also called importins (FRIED a KUTAY, 2003;
PEMBERTON a PASCHAL, 2005; STEWART, 2007).

The theme of this thesis is dedicated to nuclear entry of selected DNA virus families
(Adenoviridae, Herpesviridae, Papillomaviridae, Polyomaviridae and Parvoviridae) These
DNA viruses are replicated in the cell nucleus and, therefore, nuclear entry is the essential step
of their infectious cycle. These viruses have developed different mechanisms how to travel
from the cell membrane towards the cell nucleus and how to entry the nucleus, through the

nuclear pore, or by an alternative way.

Key words: Adenoviruses, Herpesviruses, Papillomaviruses, Parvoviruses, Polyomaviruses,

nuclear import, nuclear pore



1. Uvod

Adenoviry, herpesviry, papillomaviry, polyomaviry a parvoviry jsou DNA viry, které
vyuzivaji buné&¢né jadro pro svou replikaci. Jadro jim poskytne substraty a enzymy pro
syntézu a upravy RNA nebo i replikaci DNA. Pokud je virus zavisly na jadernych funcich
musi se né&jakym zplUsobem dopravit od povrchu buiiky, pfes cytoplazmu, aZz do jadra.
Prostfednictvim navazani na receptor ¢i receptory na bunééném povrchu pronika virus do
cytoplazmy. Obalené herpesviry vstupuji fuzi svého obalu s cytoplazmatickou membrénou a
uvolni tak kapsidu do cytplazmy. Neobalené DNA viry, jako adeno, papilloma, parvo a
polyomaviry vstupuji receptorem zprostiedkovanou endocytézou do bunéénych endosomd.
Aby se mohla jejich genova informace dopravit do jadra jadernymi péry, musi se virus
z endosomalnich kompartmentd uvolnit. Kapsidy jsou piili§ veliké na to, aby se efektivné
dostaly aZ k jadernému poéru, bez toho, aniz by vyuzily transportu po mikrotubulech, jako je
tomu u herpesviri a zvlast¢ pak u adenoviri. Polyomaviry jsou charakteristické svym
transportem pies ER, kde pravdépodobné dochézi k vyznamnym zmé&nam kapsidy. Jak piesné
vstupuji do jadra se nevi. Jadro eukaryotickych bun€k je od cytoplazmy oddé€leno dvojitou
membranou. Neustdlda vymeéna latek mezi jadrem a cytoplazmou se uskuteciiuje
prostiednictvim jadernych pérti, proteinovych komplexti zabudovanych v jaderném obalu.
Viry si vyvinuly fadu strategii jak obejit tuto limitujici vlastnost jadra. Dopraveni virového
genomu jadernym pérem znamend vyuzit bunééné masinerie aktivniho transportu. Aktivni
transport pies jaderné pory se zda byt pievazujici zplisob dopraveni virového genomu do
jadra, nicméné se ukazuje na moZnost viru vstoupit pies jadernou membranu,i jinymi
zpusoby. Tato prace se shrnuje soucasné znalosti o tom, jak DNA viry dopravuji své genomy

do bunééného jadra pro jejich expresi.



2. Jaderny import

2.1. Jaderna membrina a jaderné pory

Bunééné jadro eukaryotickych bunék je obklopeno dvojitou jadernou membranou (JM), ktera
uchovava geneticky matridl a kompartmentalizuje jaderné a cytoplazmatické dé&je. JM je
sloZzena z vn&j8i a vnitini jaderné membrany, které mezi sebou vytvati 30-50 nm S$iroky
perinuklearni prostor, ktery je v podstaté¢ pokraovanim lumen endoplazmatického retikula.
Vnéjsi IM, stejné tak jako endoplazmatické retikulum (ER), je pokryta ribozomy a je mistem
translace a translokace proteind. Pro vnitini JM je charakteristicky jeji obsah integralnich
proteinti. Nékteré z nich jsou popsany v Obr.1. Kromé klicové role transportu mezi jadrem a
cytoplazmou je daldi dilezitou roli JM vytvafeni podpory pro ukotveni jaderné laminy,

jaderného cytoskeletu a chromatinu, viz. Obr.1 (STEWART et al., 2007).

Microfilament

Obr. 1: Organizace jaderné membrany a vybrané charakteristické proteiny vnitini jaderné membrany
(INM). S laminou asociované polypeptidy 1 and 2 (LAP1 and LAP2) a lamin B receptor (LBR),
interaguji s heterochromatinovym proteinem 1 (HP1) a ,barrier-to-autoregulation factor“ (BAF) a
poskytuji tak spojeni s chromatinem. Jednotliva filamenta spole¢né vytvafi jadernou laminu (pfiblizeni
v pravé Casti obrazku). V levé ¢asti obrazku je pak vidét spojeni vnéjsi a vnitini membrany a jaderny
por. Endoplazmatické retikulum (ER) pfechazi ve vnéjsi jadernou membranu (ONM), ve které jsou
ukotveny nesprin proteiny interagujici s cytoskeletem Prostfednictvim proteind Sunl and Sun2 jsou

nespriny spojeny s vnitini jadernou membranou. (STEWART et. al., 2007)



V roce 1950 Callan a Tomlin pomoci elektronové mikroskopie (EM) ukazali, Ze je jaderna
membrana perforovand péry (CALLAN a TOMLIN, 1950). O 17 let pozdéji, Gall (1967)
negativnim barvenim prokazal, Ze se tyto poéry vyskytuji v oktagondlni struktuie (GALL,
1967). Elektronova mikroskopie a trojrozmémé (3D) rekonstrukce odhalily, Ze jsou hlavni
rysy jaderného pdoru konzervované od kvasinek az po vyssi eukaryota. Celkova hmotnost péru
u kvasinek &ini pfiblizn€ 60 Mda, zatimco u obratlovci pfiblizné 125 Mda (YANG et al.,
1998). Jaderné pory se skladaji zcentralni struktury, deviti cytoplazmatickych a deviti
jadernych filament. Jadernd filamenta usti do struktury nazvané distdlni prstenec a tim se
vytvaii dal$i struktura - jaderny ko§ (Obr. 2; FAHRENKROG a AEBI, 2003). U Xenopus
byla objevena dalsi struktura jaderného pdru. Touto strukturou jsou intranuklearni filamenta,
o kterych se pfedpokladd, Ze zajiStuji vyménu mezi jddrem a cytoplazmou, zejména ve

velkych jadrech (RIS, 1997).

Cytoplasmic filament

Peripheral channel -~
-~ Cytoplasmc ring moiety
Outer membrane -4

Lumenal domain - Central framework

Inner membrang -
- Nugclear fing mossty

Nuciear basket
- Distal ring
i Intranuclear filament
Obr. 2. 3D model jaderného péru. Hlavni komponenty poru zahrnuji centralni strukturu (Zlutg),
cytoplazmaticky prstenec s ukotvenymi cytoplazmatickymi filamenty (modfe) a jaderny prstenec

s distalnim prstencem a jadernym koSem. Jaderné membrany jsou zobrazené Sedivé (FAHRENKROG
a AEBI, 2003).



Jaderny por je u obratlovcti i kvasinek sloZen asi z 30 proteinti nazyvanych také nukleoporiny
(ROUT et al., 2000; CRONSHAW et al., 2002) uspofadanych do oktagonalni symetrie,
formujicich centralni strukturu péru, kterd je také nazyvana “spoke” komplex. Centralni
strukturou je vytvafen pér o pruméru 60-70 nm na cytoplazmatické periferii a periferii jadra,
zatimco prumér stfedni Casti péru byl wurcen pfiblizn€é na 45 nm
(FAHRENKROG a AEBI, 2003). Panté¢ a Kann (2002) stanovili funkéni primér jaderného
poru na ~39 nm. Injikovali ¢astice zlata o riznych primérech pokryté nukleoplazminem a
importinem o/f} do oocytd Xenopus. Pouze ¢éastice do priméru ~39 nm byly transportovany
do jadra. Timto prokazali, Ze se funkéni primér (~39 nm) pfiblizn€ shoduje s fyzickym
prumérem (~45 nm) (PANTE a KANN, 2002).

Ukazalo se, Ze mimo tento centralni pér existuje jesté jina cesta pro transport mezi jadrem a
cytoplazmou. Okolo centralniho péru se nachazi tzv. periferalni péry o priméru ~9 nm, o
kterych se ptedpokladd, Ze se ucastni transportu malych molekul a iontd pasivni difazi
(HINSHAW et al., 1992) a také transportu integralnich membranovych proteind do vnitini
jaderné membrany (SOULLAM a WORMAN, 1995). Nicméné neni vylouceno, Ze se pasivni
difize uskuteciiuje také pies centralni poér (NAIM et al., 2007). Jak nékteré strukturni analyzy
jaderného poéru tvrdi, centrdlni poér se oblas zda byt zaplnény urlitou ¢astici, ménici svij
objem, pozici a tvar. Tato Céstice byla proto nazvand transporterem nebo také zatkou
(STOFFLER, 2003; BECK et al., 2004, 2007). Beck a kolegové zpochybnili tuto strukturu
otazkou, zda tato Castice nepiedstavuje distalni prtenec a/nebo nezobrazuje transport néjakého
néakladu skrz centralni pér (BECK et al., 2004).

Na zékladé¢ sekundarni struktury byly nukleoporiny rozdéleny do t¥ skupin:
transmembranové, strukturni a FG  (fenylalanin-glycin) nukleoporiny. Skupina
transmembranovych proteinid kotvi jaderny pér v jaderné membranég. Na celkové architektute
se pak podili strukturni (scaffold) proteiny. FG nucleoporiny, pro n€Z je charakteristické
fenylalanin-glycin opakovani (DEVOS et al., 2006), byly pozorovany jako oblak o nizké
hustoté vypliujici centralni pér a prostupujici jak k jaderné tak i k cytoplazmatické strané
(ALBER et al., 2007). FG nukleoporiny jsou znamy svou rozvinutou nativni strukturou
(DENNING et al., 2003) zna¢nou flexibilitou a mobilitou (SCHWARZ-HERION et al.,
2007).
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2.2 Jaderny import, jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS) a importiny

Transport jadernym pérem probihd dvéma mechanizmy. Pasivni difuzi, zahrnujici molekuly
do velikosti ~100 kDa a aktivnim transportem (WANG a BRATTAIN, 2007). V zasadg,
molekuly jako proteiny, RNA ¢&i ribonukleoproteinové komplexy nejsou transportovany
difuzi, ale aktivnim transportem, ktery, mimo jiné vyzZaduje, aby transportované molekuly
nesly urcité sekvence pro rozpoznani specifickymi transportnimi receptory. Témito
sekvencemi jsou jaderny lokalizaéni (NLS), pro jaderny import a jaderny exportni signal
(NES), pro jaderny export. Existuje né€kolik riiznych NLS rozpoznavanych riiznymi
transportnimi receptory nazyvanymi karyopheriny, nebo také nazyvanymi importiny (FRIED
a KUTAY, 2003; PEMBERTON a PASCHAL, 2005; STEWART, 2007).

Prvni identifikovanou NLS byla sekvence bazickych aminokyselin (KKKRK) ve velkém
tumorogennim antigenu (LT) Simian viru 40, asto nazyvéana klasickou ¢i monopartitni. Dalsi
typ klasické NLS byl nalezen v nukleoplazminu u Xenopus. Na rozdil od monopartitni
obsahuje tato NLS dvé bazické sekvence rozdélené skupinou péti az dvaceti aminokyselin
(KRPAATKKAGQAKKKK), a je proto nazyvana bipartitni. Tteti typ sekvence byl nalezen
v heterogenim jaderném ribonukleoproteinu A1 (hnRPN A1l). Tato sekvence, nazyvana M9,
neni bohatd na bazické aminokyseliny a slouzi jako importni i exportni signal
(GASIOROWSKI a DEAN, 2003; STEWART, 2007). Jaderny import miiZze byt, pro lepsi
pochopeni, rozdélen do 4 kroku (Obr. 3):

Podle obrazku €. 3 se prvni a druhy krok se odehravéd v cytoplazmé, kde je protein &i jind
molekula nesouci NLS, rozpoznana importnimi receptory, karyopheriny (kap) respektive
importiny (imp). Klasické, tedy monopartitni a bipartitni NLS, jsou rozpornavany importnim
systémem importin-o/B (imp-a/B). Tti hlavni domény v molekule importinu-a  (imp-a) jsou
znamy: N-koncova, centrdlni a C-koncovd doména. V N-koncové doméné rozliSujeme
importin-f vézajici doménu (IBB), kterd disponuje také autoinhibi¢nimi vlastnostmi.
Centralni NLS vazajici doména je sloZena z deseti tzv. armadillo (Arm) opakovéni (repeats),
coz jsou za sebou jdouci a-helixy (GORLICH et al., 1996; WEIS et al., 1996; CHOOK a
BLOBEL, 2001). Klasicka bipartitni NLS se vaZe do dvou oddélenych vazebnych mist na
molekule imp-a, do tzv. minoritniho a majoritniho vazebného mista, zatimco monopartitni se
ptednostné vaZe do majoritniho vazebného mista imp-oo (FONTES et al., 2000).

Neklasické NLS, jsou rozpoznavany impo-p piimo, bez piedeslé vazby imp-a, jak tomu bylo

v ptipad¢ rozpoznéni klasickych NLS. Imp-B, stejné jako imp-a, je sloZzen z tzv. HEAT
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repetic, coZ jsou opét za sebou jdouci o-helixy. (CINGOLANI et al., 1999, 2002). Molekula
(cargo) nesouci neklasickou NLS je rozpoznana prostfednictvim NLS vazebné domény imp-a
a vznikd imp-o/cargo-NLS komplex, ktery interaguje importin- vazajici doménou (IBB)
s imp- (GORLICH, 1996).

Ttetim krokem je translokace vzniklého komplexu, a/p/cargo nebo B/cargo skrz jaderny por.
Komplexy jsou transportovany jadernym poérem prostiednictvim hydrofébnich interakci
imp-f a FG repetic (BAYLISS et al., 2000, 2002). Déle se na jaderném importu podili dalsi
transportni slozky, jako napfiiklad protein Ran nesouci GTP nebo GDP (RanGTP/GDP) a
jaderny transportni faktor (NTF2). NTF2 je Ran véazajici protein, ktery usnadiiuje jaderny
transport RanGDP (RIBBECK et al., 1998).

Poslednim krokem jaderného importu je disociace komplexid impa/B/cargo v jadie, na kterém
se podili cela fada faktorti. Protein Ran s navazanym GTP (RanGTP) vytvoti vazbu s imp-f,
ktera vede k nasledné disociaci komplexu impa/B/cargo (PANTE a AEBI, 1996; FRIED a
KUTAY, 2003; GASIOROWSKI a DEAN, 2003; PEMBERTON a PASCHAL, 2005).
V jadfe pfitomny “guanine nucleotid exchange factor (RanGEF, dfive oznacovan RCC1),
katalyzuje vyménu GDP za GTP na molekule Ran, za vzniku RanGTP, ktery uz je schopny se
navazat na imp-B a spustit tak disociaci komplexu impo/B/cargo (BISCHOFF a
PONSTINGL, 1991).

Nukleoporin 50 (NUP50) hraje také nepostradatelnou roli v disociaci komplexu impo./B/cargo
u obratlovcl. Kvasinkovy homolog je zndm pod ndzvem Nup2p (STEWART, 2007). Vazbou
NUP50 do dvou mist imp-a vzniké komplex NUP50/imp-a. NUPS50 se véze na C-koncovou
doménu s vysokou afinitou a s nizkou afinitou do mista, které se prekryva s NLS-vazebnym
mistem imp-a.. Tim NUP50 katalyzuje disociaci impa/cargo (MATSURA and STEWART,
2005).

Jaderny exportni faktor pro imp-a (CAS) zpiisobi vazbou na imp-a disociaci NUP50 z obou
vazebnych mist a vznikly komplex CAS/imp-a muze byt exportovan do cytoplazmy
(MATSURA a STEWART, 2005), stejné tak jako impp/RanGTP komplex. Aktiva¢ni protein
Ran GTPazy (RanGAP) vyskytujici se v cytoplazmé, zptisobi hydrolyzu GTP. Vznikly
RanGDP disociuje z komplexu a je tak volny pro dalsi kolo importu (PANTE a AEBI, 1996;
FRIED a KUTAY, 2003; GASIOROWSKI a DEAN, 2003; PEMBERTON a PASCHAL,
2005).
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Nicméné samotny RanGAP neni schopen spustit hydrolyzu GTP. V cytoplazmé lokalizovany
Ran vazebny protein (RanBP1), svou vazbou na RanGTP usnadiiuje na RanGAP zavislou

hydrolyzu RanGTP za vzniku RanGDP (BISCHOFF et al., 1995).

Receptor

. Nucleus

@ 7

Obr. 3 Receptorem zprostiedkovany obousmérny transport jadernym poérem. Import (leva &ast
obrazku) a export (prava ¢ast obrazku) jsou popsany ve ¢tyfech krocich. Transportni receptor rozpozna
cargo nesouci NLS (1). Komplex (receptor-cargo) se usadi na okraji jaderného poéru (2). Translokace
komplexu jedernym pdrem, pravdépodobné interakcemi o nizké afinité (3). Disociace komplexu (4).
Disociace exportniho komplexu receptor-cargo-RanGTP hydrolyzou RanGTP na RanGDP
prostiednictvim RanGAP (Ran GTPase activatig protein). RanGEF (Ran guanin nucleotide exchange
factor) lokalizovany v jadfe generuje vysoké koncentrace RanGTP z RanGDP. RanGDP je pomoci
NTF2 proteinu translokovan z cytoplazmatické na jadernou stranu (neni ukazano) (TERRY et al.,
2007).
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3. Vstup DNA viri do jadra
3.1. Adenoviry

Virion adenovirt (Ad), o velikosti ~90 nm, je sloZen z hlavniho strukturniho proteinu-hexonu,
stabilizujicich proteini IIla, VI, VIII, IX a dvanicti vrchold. Kazdy vrchol je
tvofen pentonovou bazi, ze které vybiha tzv. vldkno (fiber). Genomova DNA je
kondenzovana pomoci proteinti V, VII, a p a je také nekovalentné spojena s cystein-proteazou
L3/p23. Dvouvlédknova ds DNA je jesté kovalentné spojena na 5° koncich s virem kédovanym
terminalnim proteinem (GREBER a KASAMATSU, 1996).

Celed Adenoviridae zahrnuje vice nez 50 sérotypu. Lidské adenoviry jsou rozdéleny do Sesti
podskupin A az F. Pfes znaCnou variabilitu této virové €eledi a odchylek v infekénim cyklu
nékterych ¢lent byl infekéni cyklus adenovirti popsan pievazné z pozorovani podskupiny C,
konkrétné sérotypi 2 a 5.

Infekéni cesta adenoviri miiZe byt rozdélena do nékolika krokl: vazba na bunéény povrch,
vstup do burky, unik z endosomw/lyzosomu a jaderny import (LEOPOLD, 2007). Viry
podskupiny C se prostfednictvim koncové ¢&asti vldkna virionu vazi na Coxsackie,
Adenovirus Receptor (CAR) (BERGELSON et al., 1997). Nésledujici interakce pentonové
base a ko-receptoru integrinu (integrin vézajici vitro-nectin) indukuje internalizaci viru
klatrinem-zprostfedkovanou endocytézou (WICKHAM et al, 1993), regulovanou
dynaminem (WANG et al., 1998). Ackoli podskupina B (sérotyp 7) rozpoznava jiny receptor
nez podskupina C (TUVE et al., 2006), obé skupiny vstupuji do buiiky podobné, klatrinovymi
vacky, ale li§i se v endocytickych drahach. Miyazawa a kolektiv objevili, Ze rozpoznani
jiného bunééného receptoru svede virus na jinou vnitrobunéénou cestu. Adenovirus sérotypu
5 (AdS) rychle unikd zcéasného endosomu, zatimco adenovirus sérotypu 7 (Ad7) je
transportovan lyzosomalni drdhou a akumuluje se pobliZ jadra v pozdnich endosomech a
lyzosomech. Vysvétlenim této akumulace virionti v pozdnich endosomech ¢i lyzosomech
miiZe byt to, Ze pro rozruSeni va¢kovych membran je pH optimum u podskupiny B (sérotyp 7)
niz§i neZz u podskupiny C (sérotyp 5). Po uniku podskupiny C z €asného endosomu a
podskupiny B z lyzosomu byla pozorovéna interakce virionu s tubulinovymi motory, dyneiny
(MIYAZAWA et al., 2001).

Béhem cesty od povrchu buriky aZ k jadru dochézi k ¢asteénému rozvolnéni kapsidy, ktera
ztraci pentony s vlakny, peripentonélni hexony a proteiny stabilizujici kapsidu (VI, VIII, IX,
IIIa) (GREBER et al., 1993). Vazba na jadernou membranu muize byt spoleénym koneénym
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krokem Ad2 a Ad7 sérotypd na cesté¢ od bunééné membrany k jadru (WISNIVESKY et al.,
1999).

Vépenaté ionty prokézaly vliv na vstup adenovirové DNA do jadra. Vy¢erpani vapenatych
iontd z ER a jaderného obalu vedlo sice k usazeni Ad2 na jaderny p6r a naslednému rozbaleni
kapsidy (disassembly), ale import DNA a DNA vazebného proteinu VII neprobéhl. Dale bylo
prokazano, Ze inhibitory O-glykosylovanych jadernych glykoproteini zabrafiuji stabilnimu
usazeni na jaderné membréan€, rozvolnéni kapsidy a také jadernému importu virové DNA a
VII proteinu (GREBER et al., 1997).

Existuje mnoho studii popisujicich transport Ad smérem k jadru (SUOMALAINEN et al.,
1999; LEOPOLD et al., 2000; MABIT, 2002). Leopold a kolektiv ukazali, Ze po té, co AdS
unikne z endosomu do cytosolu, je jeho interakce s mikrotubuly a cytoplazmatickymi dyneiny
potiebna pro dopravu virové DNA do jadra i pro pfedchézejici lokalizaci viru v MTOC, které
je pobliz jadra (LEOPOLD et al,. 2000). Dtikazem toho, Ze je infektivita adenoviri zavisla na
mikrotubulech je to, Ze poté, co byly mikrotubuly rozru$eny nocodazolem byl pozorovan
vyrazny pokles infektivity (MABIT et al. 2002). Nicméné, nékteré experimenty zavislost
infekce adenovirem na mikrotubulech neprokdzaly a nevylou€ily mozZnost jiné, na
mikrotubulech nezavislé cesty (GLOTZER et al., 2001; YEA et al, 2007). Tyto odli$né
vysledky mohou odrazet to, jak komplexni a rozdilna cesta adenoviri od cytoplazmatické
membrany k jadru miiZe byt. Zatim tedy neni jasné, zda jsou intaktni mikrotubuly pro infekci
esencialni. Nicméné€ se neda piehliZet ¢asto pozorované asociace Ad s MTOC. Akumulace Ad
v blizkosti €i pfimo v MTOC byla pozorovana v endotelidlnich buiikdch a fibroblastech
(BAILEY et al., 2003; STRUNZE 2005). Tim se naskytuje dal$i otazka, jak se virus dopravi
zMTOC az k jadernému péru (SUOMALAINEN et al., 1999; LEOPOLD et al, 2000;
SUOMALAINEN et al., 2001). Inhibitory jaderného exportniho faktoru CRM1 (chromosome
region maintenance 1) blokovaly infekci adenovirem. Ukazalo se, Ze CRMI1 usnadiiuje
oddéleni virioni od mikrotubulti a MTOC a tak umoZiiuje nasednuti na jaderny poér. Cileni
kapsid z mikrotubultt a MTOC k jadernému péru tedy vyzaduje aktivitu CRM1 (STRUNZE
et al., 2005).

Trotman a kol. identifikovali jaderny protein nukleoporin, ktery funguje jako misto pro
ukotveni Ad2 kapsid na jaderny pér. Timto mistem je CAN/Nup214, filamentarni protein
jaderného poru. Stabiln€ ukotvené kapsidy vyZaduji rovnéZ vazbu k jadernému histonul (H1).
Mikroinjekce protilatek proti H1 inhibovala jaderny import kapsid. Odli$na situace se ukéazala
byt pro Ad3 kapsidy, které nevytvaii stabilni spojeni s jadernym pérem jako kapsidy Ad2. To
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muZe byt zptisobeno odliSnymi hexony téchto dvou sérotypu. Navic, Ad3 nenese v hexonech
ani sekvenci pro interakci s Hl (TROTMAN LC et al., 2001).

Jsou znamy dal$i proteinové interakce zapojené v jaderném vstupu Ad2. O chaperonu ,,heat-
shock 70 (Hsc70) se ptedpokladé, Ze hraje roli ve vstupu DNA do jadra. Zatim neni pfesné
znamo jakym zpusobem se Hsp70 podili na vstupu Ad genomu do jadra, nicméné se uvadi
dvé moZné alternativy. Interakce Hsp70 s kapsidou miZe indukovat jeji konforma¢ni zmény,
které vystavuji jaderné lokaliza¢ni sekvence (NLS), jinak ukryté uvnitf kapsidy. NLS zavedou
genom do jadra. Dal§i moZnou funkci Hsp70 muize byt rozbaleni kapsidy u jaderného péru a
naslednym vstupem DNA do jadra. Hlavni komponentou kapsidy sméfujici virion k jadru se
zda byt hexonovy protein (STEWART et al., 1997, SAPHIRE et al., 2000).

Pfedstavu o vstupu adenoviri do jadra je moZno shrnout nasledovné. Adenovirus je
prostfednictvim CRM1 oddélen od mikrotubulti a MTOC a cilen k jadru. Zde rozpoznénim
CAN/Nup214 nased4 na jaderny pér. Interakce importnich faktord, Hsp70, H1 s hlavnim
kapsidovym proteinem-hexonem indukuji rozvolnéni a konforma¢ni zmény kapsidy. Tyto
zmény pravdépodobné umozni interakci transportinid a proteinu VII, které spole¢n€ importu;ji
DNA do jadra. Protein VII je povaZovan za nejvice pravdépodobny medidtor importu virové
DNA (HINDLEY et al., 2007).

3.2. Herpesviry

Herpesviry jsou obalené, DNA viry o velikosti kapsidy 120 nm, sloZené ze 4 riznych proteinti
- VP5, VP19, VP23 a VP26. Hlavni kapsidovy protein, VPS5, utvaii 150 hexont a 12 pentonti
(TRUS et al., 1992; WHITTAKER et al., 2003). Mezi obalem a kapsidou se nachazi vrstva
bohaté na proteiny, nazyvana tegument. Dosud zji§téné proteiny tegumentu jsou - VP1-3 (také
VP1/2), VP13/14, VP16 a VP22. Virion je celkové tvofena z vice nez 30 proteini. Nejlépe
prostudovany ¢len Celedi Herpesviridae je herpes simplex virus typu 1 (HSV-1), shrnuto
z rewiev WHITTAKER et al. (2003).

Obal HSV-1 ptedstavuje lipidovou dvojvrstvu, ktera obsahuje mnoho virovych
membranovych proteinti véetné glykoproteini. Nékteré glykoproteiny zprostiedkuji vstup do
hostitelské buiikky. Interakce glykoproteinu C a/nebo glykoproteinu B a D s
bunéénym povrchovym heparan sulfatem zprostfedkuje vazbu virionu na bunéény povrch. Po
pocateénim rozpoznani heparan sulfatu nasleduje fize virového obalu s cytoplazmatickou

membranou, kterd je zprostiedkovana glykoproteiny B, D, H a L. Glykoprotein D ma
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schopnost interagovat s n€kolika receptory na bunééném povrchu. S receptorem, ktery je
¢lenem TNF (tumor necrosis factor) rodiny, simunoglobulinovymi receptory a se
specifickym mistem v molekule heparan sulfatu. Vazba glykoproteinu D s jednim z téchto
receptord indukuje fuzi virového obalu s cytoplazmatickou membranou buriky (SPEAR et al.,
2000).

Do cytoplazmy uvolnéna kapsida ztraci nékteré proteiny tegumentu, zatimco jiné s ni
zUstavaji pevné spojeny a doprovazi ji aZ k jadru. Proteiny tegumentu VP13/14 a VP16
disociuji z kapsidy (SODEIK et al., 1997; MORRISON et al., 1998), zatimco VP1-3 a VP22
zustavaji s kapsidou asociované (MORRISON et al., 1998). Kapsida je dopravena az k jadru
prostiednictvim komplexu mikrotubul-dynein-dynaktin. Zatim neni znadmo jaké interakce
mezi kapsidou a mikrotubuly umozZni jeji transport po mikrotubulech. Nicméné se ukazuje, Ze
ty proteiny tegumentu, které doprovazi kapsidu az k jadru v ni mohou hrét roli (SODEIK et
al., 1997, DOHNER et al., 2002).

K jadru dopravené HSV-1 kapsidy nasedaji na jaderny por, kterym je virova DNA vpusténa
do jadra. Nékolika EM studiemi byly pozorovany prazdné kapsidy navézané na jaderném
poru, coz muze poukazovat na skute¢nost, Ze po nasednuti kapsidy na jaderny pér, dochazi
k rychlému uvolnéni DNA do jadra. Prazdnd kapsida je pak uvolnéna do cytoplazmy
(BATTERSON et al., 1983; SODEIK et al., 1997).

Ojala a kolegové (2000) tuto interakci HSV-1 kapsid s jadernym pdrem pozorovali in vitro.
Prokéazali, ze HSV-1 pravdépodobné vyuziva cestu zavislou na NLS, kde imp-p, nikoli imp-a,
zprostfedkovava nasednuti kapsidy na jaderny por. Uvolnéni DNA z kapsidy je proces zavisly
na ATP a Ran (OJALA et al., 2000).

V procesu nasednuti kapsidy na pér a uvolnéni DNA do jadra hraje pravdépodobné
podstatnou roli tegumentovy protein VP1-3. To ukazuje pokus Battersona a kolegt (1983) s
HSV-1 mutanty (tsB7), které nesly teplotn€ senzitivni mutaci v genu pro VP1-3 protein. Tyto
HSV-1 mutantni kapsidy byly sice schopné se pfi nepermisivni teploté navazat na jaderny
por, ale neschopné uvolnit DNA do jadra. Pfedpokldda se tedy, ze VP1-3 protein hraje
podstatnou roli v uvolnéni DNA z kapsidy (BATTERSON et al., 1983; MORRISON et al.,
1998).

Jovasevic a kolektiv (2008) navrhli model, ktery pfedpoklada, Ze pro uvolnéni DNA
z kapsidy je potfebné Sté€peni N-konce VP1-3 proteinu. Zatim neni dokazéno, jaky
mechanismus je za $t€peni VP1-3 zodpovédny. MiZe se jednat o serinovou nebo cyteinovou
proteazu, ktera je rekrutovana k pofu po té, co na né&j kapsida nasedne. Nelze ani vyloudit

Stépeni vlastni, virem kédovanou, serin protedzou. Nedavné studie ukazuji na dalSi mozny

-17-



zpisob Sté€peni N-konce VP1-3 proteinu, a to protedzovou aktivitou N-konce VP1-3 proteinu.
N-konec tohoto proteinu nese aktivitu ubiquitin specifické cystein proteazy. Tato vlastnost
VP1-3 proteinu se ukédzala byt konzervovand u vSech ¢lend celedi Herpesviridae
(JOVASEVIC et al., 2008).

Mutanty tsB7 nasedaji na pdr pfi permisivni teplot¢ (BATTERSON et al., 1983) ale
k proteolytickému Sté€peni VP1-3 uZ nedochazi. To naznauje, Ze nasednuti kapsidy na por
neni zavislé na proteolytickém 3tépeni VP1-3. St&peni nastiva aZ po nasednuti kapsidy na
por. VP1-3 je pevné€ asociovan s kapsidou, konkrétné s pentony (ZHOU et al., 1999). Diky
EM snimkim je evidentni, Ze kapsida naseda orientované, pentonem smérem do jaderného
poru (SODEIK et al., 1997; OJALA et al., 2000). Nasednuti na pér indukuje proteolytické
Stépeni VP1-3, které zplsobi konformaéni zmény v pentonu a nasledné uvolnéni DNA do

jadra JOVASEVIC et al., 2008).

3.3. Papillomaviry

Lidské papillomaviry (HPV) jsou neobalené, DNA viry o velikosti kapsidy 55 aZ 60 nm.
HPV kapsida, sloZzena z majoritniho (L1) a minoritniho (L2) proteinu, obklopuje
dvouvlaknovou DNA asociovanou s histony. DNA je ve form¢é minichromozomu.

L1 protein u papillomavirt, stejné tak jako VP1 protein u polyomavirt, vytvafi pentamery.
Jeho C-konec zprostfedkovava kontakt se sousednim pentamerem. Minoritni protein, L2 tvofi
tfetinu z celkového mnozZstvi L1, a interaguje s L1 proteinem. (CHEN et al., 2000).

L1 vazbou na heparan sulfat vstupuji papillomaviry do buiiky klatrinem zprostiedkovanou
endocytozou (JOYCE et al., 1999). Unik z endosomu je umoznén C-koncovou aktivitou L2
proteinu (KAMPER et al., 2006).

L1 a L2 kapsidovy protein vstupuje do jadra ve dvou fazich. Po té, co viriony infikuji buiiku a
pozdéji, jako nové syntetizovany b&hem produktivni infekce. N&kolik studii zabyvajicich se
NLS téchto kapsidovych proteinti a jejich importnich cest do jadra odhalilo, Ze oba kapsidové
proteiny L1 a L2 vstupuji do jadra jak klasickou tak neklasickou importni cestou.

Hlavni kapsidovy protein (L1) HPV typu 16, nese dvé klasické NLS sekvence na C-konci.
Jedna z nich obsahuje Sest bazickych aminokyselin. Druh4 je bipartitni a prekryva se s prvni
(ZHOU et al., 1991). Ukazalo se, Ze intaktni kapsidy nebyly schopné vstoupit do jadra,
zatimco L1 homopentamerni kapsomery ano (NELSON et al., 2000). Proto se pfedpoklada,

Ze vystaveni kapsid HPV redukénimu prostiedi cytoplazmy bé&hem Easnych fazich infekce
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miZe vést ke zruSeni nékterych disulfidickych vazeb. ZruSeni disulfidickych vazeb
zpusobi destabilizaci interakci mezi pentamery L1, coz vede k rozvolnéni kapsidy a odhaleni
NLS sekvenci kapsidovych proteint (LI et. al., 1998).

Bylo prokéazano, Ze se L1 kapsomery (ptipadné¢ monomery) HPV typu 11, 16 a 45 dopravuji
do jadra prostiednictvim klasické a neklasické transportni cesty. Jejich interakci s adapterem
kap-o; a déle kap-P; vznika heterokomplex kap-a;31/NLS, ktery je zavede do jddra (MERLE
et al., 1999; NELSON et. al., 2000, 2002). Nelson a kolektiv (2003) zjistili také zpisob
neklasické interakce LI kapsomer s kap-B, a kap-Ps, pfiemz i intaktni kapsidy byly
rozpoznany karyopheriny-B,, PB3. NLS vazebnd mista jsou pravdépodobné dostupnd na
povrchu intaktni kapsidy. Piekryvajici se L1 NLS sekvence plsobi kompetici mezi kap-a; a
kap-B,, kap-B3 o navazani na NLS (NELSON et. al, 2003). Kapsomery méji schopnost
interagovat s virovou DNA, prostfednictvim DNA vazebné domény L1 proteinu, kterd se
prekryva s NLS L1 proteinu. Neda se proto vyloucit schopnost L1 kapsomer zavést genom do
jadra pfi Casnych fazich infekce (NELSON et al., 2000).

Minoritni kapsidovy protein L2 nese také dvé bazické NLS, N-koncovou a C-koncovou, o
kterych se pfedpoklada, Ze hraji podstatnou roli v transportu L2 do jadra.

Darshan a kolektiv (2004) tuto roli NLS potvrdili. Kapsidovy L2 protein HPV16 interaguje
s n¢kolika druhy importinti. L2 vstupuje do jadra prostfednictvim klasické a neklasické cesty.
C-koncova i N-koncova NLS L2 HPV16 proteinu interaguje s adaptorem kap-a; a dale s kap-
B, ¢imZ vznika heterokomplex kap-a,,3;/NLS. Zatimco jen N-koncova NLS interaguje s kap-
Boa B;3. Tyto L2 interakce s kap-a;p;a kap-p,a B3 byly potvrzeny i u HPV18 a 11.

Neni zcela jasné, pro¢ L1 a L2 protein interaguje s vice importnimi receptory a do jadra tak
vstupuje prostfednictvim nékolika cest. Jedno vysvétleni by mohlo byt, Ze v poatenich
fazich infekce vyuziva jinych importnich cest nez v pozdni, produktivni fazi infekce. Je také
mozné, Ze v burkach proliferujicich a termindln€ diferencovanych dochédzi k odliSnym
expresim karyopherint (DARSHAN et al., 2004). Stale neni jasné, zda po rozvolnéni kapsidy
v cytoplazmé nezlstavaji n€které L1 kapsomery asociované s minoritnim kapsidovym

proteinem L2, a zda tyto L1/L2 komplexy spole¢né neusnadiiuji import virové DNA do jadra
(NELSON et al., 2002).
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3.4. Parvoviry

Parvoviry patii k nejvyznamnéj$im Zivo€isnym DNA virim. Jejich genom je tvofen ss DNA.
Ikosahedralni kapsida parvoviri, o velikosti ~ 25 nm, obsahuje 10 kopii virového proteinu 1
(VP1) a 50 kopii virového proteinu 2 (VP2). Aminokyselinova sekvence VP1 je identicka
s VP2, kromé 146 aminokyselin, o které je N-konec VP1 del§i (GREBER a FASSATI, 2003).
Parvoviry zahrnuji dv€ skupiny virl, autonomni parvoviry a dependoviry. Dependoviry, nebo
také adeno-asociované viry (AAV), vyzaduji koinfekci pomocnym virem (adenovirus nebo
herpesvirus) (WHITTAKER, 2003).

Ackoliv jednotlivi zéstupci parvovirl interaguji s riznymi bunéénymi receptory, vSichni
vstupuji do buné€k stejnou cestou, receptorem zprostiedkovanou endocytézou. V pribéhu
endosomalni cesty jsou kapsidy vystaveny prostiedi o nizkém pH, které je, jak se ukazuje,
esencialni pro jejich infekci. Znalosti o infekénim cyklu parvoviri byly ziskany pfedevsim ze
studii dvou ¢lent, Canine parvoviru (CPV) a Minute virus of mice (MVM)
(VIHINEN-RANTA et al., 1998; PARKER a PARRISH 2000; SUIKKANEN et al., 2002;
MANI et al., 2006).

CPV, jeden ze zastupcli autonomnich parvoviri, vstupuje do buriky po interakci s
transferinovym receptorem (PARKER et al., 2001) klatrinem zprostiedkovanou endocytézou
(PARKER a PARRISCH 1997, 2000). Intenzivni studium endosomalni cesty CPV odhalilo,
Ze je dopraveni CPV k bunéénému jadru zavislé na mikrotubulech a dyneinu. CPV cestou
smérem kjadru prochazi recyklujicim endosomem a déle lyzosomem. V téchto
kompartmentech pfichazi virus do kontaktu s kyselym pH, které navodi strukturni zmény
kapsidy. Z lyzosomu je pak CPV uvolnén a vstupuje do jadra (PARKER a PARRISH 1997,
VIHINEN-RANTA et al., 1998; PARKER a PARRISH, 2000; SUIKKANEN et al., 2002).
Podobny priibéh cesty plati i u MVM, dalsiho zastupce autonomniho parvoviru (MANI et al.,
2006). Ukazalo se, Ze strukturni zmény CPV i MVM, podminéné kyselym pH, jsou nezbytné
pro efektivni vstup virti do jadra a produktivni infekci. VP1 N-koncova doména, ktera je ve
virionech uvnitf kapsidy, je vlivem kyselého pH exponovana na povrch (VIHINEN-RANTA
et al., 1997, 2002; SUIKKANEN, 2003; ; ROS, 2004). Déle bylo zjisténo, Ze tato doména
obsahuje NLS sekvenci. Predpoklada se, Ze po té, co je NLS vystavend na povrch kapsidy,
muiZe byt rozpoznana importiny a iniciovat tak import do jadra (LOMBARDO et al., 2002;
VIHINEN-RANTA et al., 2002; SUIKKANEN et al., 2003).

Sekven¢ni analyza VP1 N-koncové domény odhalila jeji moznou fosfolipazovou aktivitu

(PLA;) u nékolika zéastupci parvoviru, lidského B19, prase¢iho a hmyziho parvoviru
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(ZADORI et al., 2001). Piedpoklada se, e se N-koncova fosfolipazova aktivita aste&nd
podili na iniku viru z endosomalnich vacku, nicméné pro tnik jsou patrné zapotiebi dalsi pH-
dependentni faktory (SUIKKANEN et al., 2003). PLA; by se mohla podilet i na vstupu
parvovirll do jadra, jak ukazuji pokusy Cohena a spolupracovnikii, které nasvéd¢éuji tomu, Ze
by mohla existovat zcela jind cesta parvovird do jadra obchazejici jaderny por.

Cohen a kolektiv microinjikovali MVM do oocytd Xenopus. Elektronovou mikroskopii pak
pozorovali ultrastrukturni zmény v jaderném obalu infikovanych bunék: invaginace jaderné
membrany, rozSifeni mezi vnitini a vnéj§i jadernou membranou a preruSeni jaderné
membrany, kterymi by mohl MVM vstupovat do jadra. Uvnitf invaginaci byl pozorovan
virus. PferuSeni membrany se nejprve objevovala ve vnéj$i a pozdé€ji i ve vnitini jaderné
membrané (COHEN et al., 2005, 2006).

Molekularni mechanismus vzniku téchto ,,dér" v membrané zlstdva zatim nejasny. Je ale
velmi pravdépodobné, Ze vznikaji fosfolipAzovou A, aktivitou VP1 N-koncové domény.
Pivodné predpokladany vstup parvoviri do jadra pomoci importind a jadernych pért je
proces rychly (VIHINEN-RANTA et al., 1997, LOMBARDO et al., 2002; VIHINEN-
RANTA et al., 2002). Nicméné vstup parvoviri do jadra byl pozorovan jako proces pomaly
(VIHINEN-RANTA et al., 2002). Zvlasté na zékladé pokusi Cohena a kolegl se zaCalo

X466

uvazovat o alternativni cesté parvoviri do jadra. Nutnost vytvoieni ,,dér v jaderné membrané
pomoci enzymatické aktivity PLA; by mohla vysvétlit pomaly vstup viru do jadra (COHEN et

al., 2006).

3.5. Polyomaviry

Kapsidy polyomavirl, o velikosti ~50 nm, obsahuji dvouvldknovou DNA, kterd je
kondezovana histony (H2A, H2B, H3 a H4) do tzv. minichromozomu. Kapsidy jsou sloZené
z hlavniho kapsidového proteinu VP1 a minoritnich proteint VP2 a VP3. VP1 vytvati 72
pentamernich kasomer. VP2 a VP3 maji schopnost interagovat svymi C-konci s dutinou VP1
pentameru (GREBER a KASAMATSU, 1996; CHEN et al., 1998).

Simian virus 40 je jeden z nejlépe prostudovanych polyomaviri. Starsi studie ¢asnych fazi
polyomavirové infekce, pomoci elektronové mikroskopie a autoradiografie, odhalily vyskyt
virionli v jadfe uz 15 minut po infekci. Po vazbé na bunéény povrch vstupovaly viriony

v monopinocytickych vaccich do cytoplazmy a sméfovaly k jadru. Mackay a Consingli
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popsali na zakladé EM pozorovani vstup viriond do jadra splynutim vacka nesoucich viriony
s jadernou membranou. (MACKAY a CONSINGLI, 1976). Pozdé&jsi prace Clevera a
kolektivu ukazuji jinou cestu do jadra - transport jadernym pérem (CLEVER et al., 1991).
Clever a kolektiv testovali, pomoci mikroinjekce, zda jsou SV40 viriony schopné vstoupit do
jadra jadernym pérem a produktivné infikovat buiiky. Usp&snost pfenosu genomu do jadra
prokazovali akumulaci velkého tumorogenniho antigenu (LT) v jadfe. Mikroinjekci dochazi
k rychlej$imu transportu k jadru a tim se zkrati interval, za ktery je mozno detekovat LT
pfiblizné o 7 hodin, v porovnani s normélni infekci, kde dochazi k akumulaci LT 10 az 12
hodin po infekci. LT bylo mozno detekovat v infikovanych buiikdch uz 3 hodiny po injekci.
Akumulace LT v jadrech byla blokovanda WGA (wheat germ agglutinin) a monoklonalni
protilatkou - mAb 414 (CLEVER et al., 1991). WGA a protilaitka mAb 414 se vaZou na
nukleoporiny v centralni ¢asti jaderného péru a blokuji tak jaderny import (AKEY a
GOLGFARB, 1989). Jaderny import SV40 je kromé ihibitord jaderného péru blokovan také
nizkou teplotou a nedostatkem energie ve formé& adenosin trifosoatu-ATP (YAMADA a
KASAMATSU, 1993).

Ukazalo se, Ze za import virovych struktur do jadra jsou odpovédné virové strukturni proteiny
(CLEVER et al., 1991). Proteiny kapsidy VP1, 2 a 3 nesou individuédlni NLS sekvence ukryté
uvnitf kapsidy (LIDDINGTON et al., 1991; ISHII et al., 1994; CHEN et al., 1998).
Nakanishi a kolektiv prokazali, Ze kapsidové proteiny, konkrétné VP3, smétuji SV40 DNA do
jadra. Mikroinjekce prazdnych partikuli (s nebo bez DNA) vedla k jejich importu do jadra,
zatimco DNA (s nebo bez histonil) do jadra nevstoupila. Pfitomnost protilatek proti VP1 a
VP3 v cytoplazmé, blokovala vstup viriond do jadra a tim i expresi LT. Inhibi¢ni efekt na
expresi LT méla i1 injekce protilatek proti VP3 do jadra (NAKANISHI, 1996). Kapsidové
struktury jsou stabilizovany vapenatymi ionty. Li a kolektiv zjistili, Ze se vapenaté ionty
podileji nejenom na stabilité kapsidy, ale také na vstupu kapsidy do jadra. Vapenaté ionty se
vazou do dvou vazebnych mist kazdého VP1 monomeru. RozliSuje se vazebné misto 1 a 2,
pfi¢emZ mutace v mist€¢ 2 znemozZnily vstup viru do jadra, kvili pfed¢asnému rozvolnéni
kapsidy v cytoplazmé€. VP3 NLS sekvence se nachazi ve spodni ¢asti pentameru (smérem
dovnitt kapsidy), stejné tak jako vazebné misto 2. Pfedpoklada se, Ze pii uvolnéni vapenatych
iontl z mista 2 nastanou strukturni zmény, které odkryji VP3 NLS (LIDDINGTON et al.,
1991; LI et al., 2003). NLS VP3 interaguje s importinem a2/ (NAKANISHI et al., 2002).
Pouziti mikroinjekce pro studium vstupu viriond do jadra se ukazalo byt jako dobry zptisob
studia Casnych fazi infekce u SV40. Je totiz zndmo, Ze pouze 10% viriond zplisobi

produktivni infekci. Mikroinjekce zabezpeci to, Ze mnohem vic injikovanych viriond zpisobi
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produktivni infekci, nez je tomu u normélni infekce (GREBER a KASAMATSU, 1996).
Nicméné tato metoda nevypovidd nic o tom, jak se internalizované viriony dostanou
z membranovych kompartmentli do cytosolu a zdali cesta pozorovana po mikroinjekci virionti
do buriky skute¢né odraZi mechanismy pouZivané viry pii infekci.

SV40 vstupuje do buiiky endocytézou po vazbé na bunéfny receptor gangliosid GM
(PELKMANS et al., 2001; TSAI et al., 2003) a je internalisovan do vacki obsahujicich
kaveolin 1 (PELKMANS et al., 2001). Tyto, na kaveolin 1 bohaté vacky, smétuji do organel
nazyvanych  kaveosomy. Znich je virus dopravovan v membrénovych utvarech
(neobsahujicich kaveolin) podél mikrotubuli az do ER (PELKMANS et al., 2001), kde
pravdépodobné dochazi k ¢aste¢nému rozvolnéni kapsidy.

SV40 patrné vyuziva maSinerii ER, ktera jinak slouzi k identifikaci $patné sloZenych proteint
a jejich translokaci pfes membranu ER. Thiol-disulfid oxidoreduktiza (ERp57), obsaZena
viumen ER, zplsobi pocate€ni rozvolnéni kapsidy. Erp57 katalyzuje izomerizaci
disulfidickych vazeb, €¢imZ narusi vazby mezi jednotlivymi VP1 pentamery (SCHELLHAAS
etal.,2007).

Podle ptedstavy Danielse a kolektivu dochdzi v ER k rozvolnéni kapsidy a uvolnéni
strukturdlnich proteind VP2 a VP3, které v lumen oligomerizuji a integruji se do membrany
ER. V membrané¢ ER vytvoii pdr, kterym se virovda DNA se zbytky rozvolnéné virové
kapsidy transportuji do cytoplazmy. Dal$i moZnosti, kterou autofi zvazuji je pfimé cesta z ER
do jadra pfes por vytvofeny minoritnimi proteiny na vnitini jaderné membrané ( Viz obr. 4).
Alternativné se pfedpokladd, Ze SV40 muize vyuZivat tzv. ERAD (ER-associated degradation)
degrada¢ni cestu, na kterou jsou v ER cileny S$patné sloZené proteiny. Dislokon na
membrané ER , soucast ERAD cesty, translokuje Spatné sloZené proteiny z ER do
cytoplazmy, kde jsou degradovany. Rozvolnéné kapsidy by mohly piedstavovat Spatné
sloZzeny protein a mohou tak byt transportovany z ER do cytoplazmy prostfednictvim
dislokonu (DANIELS et al., 2006a). Nedavné studie odhalily, Ze viroporinové vlastnosti
minoritnich proteinti (schopnost perforovat membrany) se mohou uplatiiovat i v zdv€re€ném
stadiu virové infekce pfi uvoliiovani virového potomstva z bunék V pozdni fazi infekéniho
cyklu byla pozorovéana exprese nového pozdniho virového proteinu SV40, VP4. VP4
oligomerizuje s VP3, mozna i s VP2. Vzijemna interakce té€chto proteini zmeéni jejich
vlastnosti. Spole¢né jsou sméfovany do bunétné membrany, kde vytvaii por, ktery iniciuje
lyzi buriky. Ukazalo se tedy, Ze je VP4 esencialni pro $ifeni virové infekce do dal§ich bunék
(DANIELS et al. 2006b).
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Obr.4 Model vstupu SV40 a penetrace membrany ER

(1) Vazba SV40 na bunéény povrch zprostfedkovana kapsidou a VP2. (2) Navazany virus vstupuje do
kaveol. (3) Virus je endocytovan a transportovan od kaveol odvozenymi vacky do kaveosomu. (4)
SV40 partikule vypuci z kaveosomu a putuji k ER. (5) V ER je kapsida rozvolnéna pomoci chaperonu,
které sidli v ER. Dochazi k uvolnéni genomu a VP1 pentamert asociovanych s VP2 a VP3. (6) Dalsi
disociace VP1 pentameri uvolni navazané VP2 a VP3. (7) VP2 and VP3 oligomerizuji a zabuduji se
do membrany ER, kde vytvofi multimerni komplex, kterym se transportuje genom skrz membranu ER.
(8a) Integrace komplexu VP2 a VP3 do membrany spole¢né ER a jadru transportuje genom piimo do
jadra. (8b) VP2 a VP3 komplex zabudovany v membrané ER daleko od jadra transportuje genom do
cytoplazmy, (9) kde jeden ze strukturnich proteini “VPX,’’ s vyuzitim své NLS a DNA vazebné
domény dopravi genom do jadra (DANIELS et al., 2006a).

Jak uz bylo zminéno, po vypudeni z kaveosomu putuje SV40 do ER. Nicméné se stile nevi
k jakym udalostem zde pfené dochédzi. Mohou zde nastat strukturni zmény, které odkryji NLS
¢i jen rozvolni kapsidu, kterd se po vstupu do cytosolu plné &i ¢aste¢né rozpadne. DNA
(s nebo bez kapsidovych proteintl) by pak mohla byt pomoci importinti transportovana do
jadra. Daniels a kolektiv ukazuji na zcela jiné strukturni zmény. Existuje tedy n€kolik

ptedstav o vlivu ER a o cesté do jadra, nicméné Zadné z nich neni prokazéna.
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4. Zavér

Spojeni mezi cytoplazmou a jadrem zprostfedkuje jaderny por, jehoZ nepostradatelnou funkci,
je transport mezi cytoplazmou a jaddrem. Mnoho studii bylo zpocatku vénovano samotné
struktufe poru a pozdéji i transportu jadernym pérem. Celkova struktura péru, transport a jeho
jednotlivé komponenty jsou v soucasné dobé dobfe prostudovany, nicméné jsou zde stile
nejasnosti v roli jednotlivych nukleoporinti v transportu a pfesunu ndkladu skrz pér. DNA
viry, kterym byla vénovana tato bakalarska prace, se vSechny dostdvaji do jadra, ale Casto
odlisnym zptGsobem. VSechny celedi, kromé parvovird, jsou pfili§ veliké pro vstup jadernym
porem. Dalo by se ptedpokléadat, Ze 25 nm veliké parvoviry, interakci s importiny vstupuji do
jadra jadernym pdérem aniZ by se jejich kapsida musela podstatné rozvolnit. Nicméné se
uvazuje o zcela nové cesté parvoviri do jadra, obchazejici jaderny por. Parvovirus
enzymaticky naru$i vnéj$i i vnitini jadernou membranu a po té vstupuje do jadra. Autofi
navrhujici tuto alternativni cestu parvoviri do jadra nevysvétluji, zda takovéto naruseni
jaderné membrany ovlivni viabilitu infikovanych bunék. Kapsidy adenovirt a herpesviri jsou
ptili§ veliké na prichod pérem. Proto se da predpokladat, Zze se do jadra jejich kapsida
nedostane. Po nasednuti na pér se kapsida adenoviri témét celd rozpadne, naproti tomu u
herpesviri je kapsida u poéru v cytoplazmé zachovana a dochéazi ke strukturnim zménam
ptedev§im ve VP1-3 proteinu, jehoZ $t€peni je esencidlni pro vstup virové DNA do jadra.
Papilloma a polyomaviry byly doneddvna soucasti jedné Celedi. Zatim se jen ukazuje, jako
spole¢ny znak jejich vstupu do jadra, interakce s importnimi receptory. Papillomaviry jsou
v této oblasti mélo probddané. Stejné tak jako u parvovirového VP1 proteinu, tak i u
minoritniho kapsidového proteinu L2 papillomavirt, se ukazala enzymaticka aktivita. Obecné
se tyto enzymatické aktivity kapsidovych proteinti uplatiiuji pti iniku z endosomu ¢i pozdnich
vacki a neni vylou¢eno Ze by nemohly rozrusit i jiné bunééné membréany, jako membranu
jadernou nebo endoplazmatického retikula. Je zajimavé, Ze se na vysledky star§ich pokust
zapomina. VétSina novéjSich studii na vstupu SV40 do jadra byla provedend pomoci
mikroinjekci viriond do jadra. Mikroinjekce SV40 sice poukazuje na interakce mezi
kapsidovymi proteiny a importiny, které zprostiedkuji jaderny vstup, nicméné€ nebere v ivahu
pfirozenou infekéni cestu. Tento nepfirozeny zpusob infekce pomiji cestu, kterou virus
prochazi od bunééného povrchu, déle ptes ER aZ do jadra. Proto je vysledky mikroinjekci
nutno brat s rezervou. Pii klasické infekci se pozoruje akumulace SV40 v ER. Nejnovéjsi
experimenty odhaluji pravdépodobnou funkci ER ve vstupu SV40 do jadra. Budouci studium

vstupu SV40 do jadra by se mé&lo zaméfit na vliv ER na viriony polyomavird a na jejich
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nasledujici osud. Stile neni rozhodnuto, zdali se virus, nebo jeho &ést translokuje z ER do
cytozolu, nebo existuje, s u€asti viroporinovych vlastnosti minoritnich proteint VP2 a VP3,

z ER pfima cesta do jadra.
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