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Abstrakt

Aktin, spoleén¢ s dalSimi cytoskeletalnimi proteiny, slouzi jako zdkladni kdmen
bunécného cytoskeletu. Tento soubor proteinovych vldken poskytuje buiice fadu zivotné
dalezitych funkci. Bunécny cytoskelet vSak neslouzi pouze buiice, ale také viram, které
jsou schopny ovladnout bunééné mechanismy a vyuZzivat cytoskelet v nékolika fazich
svého zivotniho cyklu. Viry béhem svého Zivotniho cyklu vyuzivaji predevsim aktinova
vlakna a mikrotubuly. Bylo prokazano, Ze aktinova vldkna se uplatiuji v ¢asnych fazich
virové infekce, tedy pii vstupu a ¢asné internalizaci, zatimco mikrotubuly jsou vyuzivany
pozdéji, predevsim k transportu viru do centra buiiky.

Tato bakalafska prace je zamétena na hlavni zastupce virt z Celedi Polyomaviridae
a snazi se shrnout poznatky o internalizaci téchto virG a interakcich s bunécnym
cytoskeletem. Tato prace porovnava cesty vstupu a transportu k bunécnému jadru Ctyt
hlavnich polyomavirt (SV-40, BK viru, JC viru a mysiho polyomaviru) a poukazuje na
rozdily ve vyuziti bunééného cytoskeletu. Zaroven je tato prace zaméfena na roli
lipidovych rafti a bunécné signalizace pfi internalizaci a na odliSnosti polyomavir pii

vstupu pies receptor zprosttedkovanou endocytozu.
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Abstract

Actin and other cytoskeletal proteins are used as a headstone of cytoskeleton. This
complex of protein filaments provides many type of essential functions to a cell. The
cytoskeleton does not minister only to cell. Also viruses are able to manage mechanism of
cell and use cytoskeleton during their life cycle. Viruses apply especially actin filaments
and microtubules during their life cycle. It was proved, that actin filaments play a major
role in early stage of viral infection, especially in a viral entry and early internalization.
While the microtubules are applied later than microfilaments, especially in virus transport
to the cell centre.

This Bachelor thesis is aimed to major members of Polyomaviridae and sums up
attainments about internalization of these viruses and interactions between these viruses
and cytoskeleton. This thesis compares ways of entry and transport to nucleus between
four major polyomaviruses, SV-40, BK virus, JC virus and mouse polyomavirus, and
refers the differencies in utilization of cytoskeleton. This thesis is also aimed to the role of
lipid rafts and signalling of a cell during the internalization. At the conclusion, the thesis

refers about differencies between polyomavirus in receptor-mediated endocytosis entry.
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Seznam pouzitych zkratek:

AP adaptorovy protein

BKV BK virus

c-Src bunécéna Src kinaza

EEA1 C¢asny endozomalni antigen 1

ER endoplazmatické retikulum

ERAD prqteiny asociované s degradacni drdhou endoplazmatického
retikula

GPCR receptory spfazené s G-proteiny

IEV intracelularni obaleny virion

Jas jasplakinolid

JCV JC virus

LatA latrunculin A

MAPK mitogen activated protein kinase

MHC major histocompatibility complex

MPyV mySi polyomavirus

PDI protein disulfid izomerasa

P14P5K fosfoinositid-4-fosfat-5-kinaza

SV-40 Simian virus 40

T-Ag velky polyomavirovy T antigen

VLP virus like particle

VP virovy protein

v-Src virova Src kinaza

WASP Wiskott-Aldrich syndrome protein

WIP WASP interagujici protein
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1. Uvod

Viry jsou obligatni intracelularni parazité, ktefi ke svému Zivotnimu cyklu nezbytné
potiebuji buiiky. Lze spekulovat, zda viry samy o sob¢€ lze povazovat za zivé organismy.
VSechny znamé viry, nehled¢ na jejich obrovskou variabilitu, vyuzivaji bunky k replikaci
svého genomu a tvorbé nového virového potomstva. Cesta od vstupu viru do buiiky po
vznik a uvolnéni nového virového potomstva, je u vétSiny virti velmi komplikovana. Viry
vyuzivaji a kooperuji sriznymi bunénymi elementy specifickymi pro danou fazi
zivotniho cyklu viru. Pfi vstupu virGl interaguji povrchové struktury viri a bunék.
V nésledujicich krocich dochazi k remodelaci cytoskeletu, signalnich drah, replika¢niho
a transla¢niho aparatu bunky, buné¢ného cyklu a mnohych jinych bunéénych mechanismii,
které vyuzivaji viry pii infekci. Bunécnych mechanismii, kterych vyuzivaji viry ke svym
zamérim je nespocet a je piirozené, ze ne vSechny viry vyuzivaji stejné mechanismy.
Bunéény cytoskelet hraje ustiedni roli v zivotnim cyklu vétSiny virt. Cytoskelet je
dynamicky soubor proteinovych vldken a tubulli, ktery vytvaii hustou sit’ zapliujici celou
buniku. Cytoskelet se skladd z aktinovych a intermedidlnich filament a mikrotubuli.
VSechny maji své unikatni slozeni a funkci. Navic existuje mnoho bunéénych proteint,
které s cytoskeletem interaguji. Hlavni cytoskeletalni proteiny, které viry vyuzivaji, jsou
aktinova vlakna a mikrotubuly. Viry vyuzivaji cytoskelet ke vstupu do buiiky, transportu
po buiice, transkripci a replikaci a Sifeni vira do dalSich bun€k. Tato prace je zaméiena na
skupinu vird z ¢eledi Polyomaviridae a na téchto virech budou probrany mechanismy,

kterymi interaguji s bunéénym cytoskeletem a vyuzivaji jej ve svém zivotnim cyklu.

2. Bunécny cytoskelet

Cytoskelet je soubor proteinovych vlaken, ktery ma nékolik zasadnich funkci pro
buiiku. Tvoii oporu bufice a ud€luje ji tvar, je zodpovédny za bunécné déleni a predevsim
za vesikularni transport a bunécny pohyb. Cytoskelet ma mnoho jinych funkci, ale tyto
jsou spolecné vétsing€ typu bunék. Cytoskelet je tvofen tfemi typy proteinovych vlaken.
Tvofi jej aktinova vldkna, intermedidlni filamenta a mikrotubuly. Intermedidlni filamenta
vsak nehraji velkou roli ve virové infekci a proto neni nutné se o nich dale zminovat.
Charakteristickou vlastnosti cytoskeletu je jeho dynamika. Aktinova vldkna a mikrotubuly
jsou ve stavu dynamické rovnovahy. Builkky maji mechanismy, které jim umoziuji

pfestavovat cytoskelet, cehoz vSak vyuZzivaji 1 viry, které tyto bunky infikuji.



3. Interakce viri s cytoskeletem

Aktinova vldkna a mikrotubuly hraji diilezitou roli v zivotnim cyklu vétSiny polyomavira.
Polyomaviry vyuzivaji cytoskelet k adsorbci, internalizaci a pohybu smérem k jadru, kde
dochazi k replikaci téchto vird. Pomérné malé znalost mechanismil internalizace a pohybu

polyomavirii od periferie k bunéénému jadru je hlavnim diivodem studia téchto interakci.
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Obr. 1: Obecné schéma odlisnych drah vstupu polyomaviri do bunky.

Z obrazku je patrné, ze se polyomaviry odliSuji zptisobem vstupu a internalizaci. Vét$ina z nich, se odlisSuje
v typu receptoru, ktery zprostfedkovava vazbu viru na bunéény povrch. Je pravdou, ze vSechny polyomaviry
vstupuji do bunék receptorem zprostfedkovanou endocytézou, avSak ne vSechny vyuzivaji stejné druhy
vacku ke své internalizaci. Klicovym prvkem, ktery je polyomavirim spole¢ny, je interakce virti s bunéénym
cytoskeletem. VSichni zastupci polyomavirl, znazornéni na obrazku, vyuzivaji pfechodnou reorganizaci
aktinového cytoskeletu pro vstup do builkky a po internalizaci asociuji s mikrotubuly a vyuzivaji je

k transportu z periferie k bunéénému jadru. Prevzato z Knipe et al., (2007).



3.1. Vstup polyomavirii do buiiky

Vstup virl z ¢eledi Polyomaviridae do bun€k neni jednotny pro vSechny tyto viry.
Prvnim krokem na cesté virG do buiiky je vazba na receptory, které jsou vystaveny na
plazmatické membrané buniky (Dimitrov, 2004). Po vazbé polyomaviri na buiiku dochazi

k receptorem zprostfedkované endocytoze.

3.2. Adsorpce polyomaviria

Mysi polyomavirus (MPyV) vyuziva jako receptory pro vstup do bunky
gangliosidy. Pro MPyV jsou specifické GDla a GT1b gangliosidy (Tsai et al., 2003).
V ptipadé¢ MPyV je kyselina sialova, ktera je pfitomna na gangliosidech, véazana
s majoritnim kapsidovym proteinem VP1. Piedpoklada se, ze integrin 0431 by mohl byt
koreceptorem pro vstup MPyV u mysSich bun¢k (Caruso et al., 2003). Vazbu s kyselinou
sialovou vyuZzivaji i oba lidské polyomaviry, JC virus (JCV) a BK virus (BKV). JCV
vyuzivda ke vstupu do bunky a(2,6)-vdzanou kyselinu sialovou pfitomnou na
serotoninovém receptoru 5-HT (Elphick et al., 2004; Komagome et al., 2002). V piipadé
viru SV-40 je hlavnim bunéénym receptorem, zodpovédnym za vstup viru do buitky, MHC
L. tfidy (Atwood, Norkin, 1989).

Aktinova vladkna hraji svoji roli jiz pti vazbé polyomavirii na povrchové receptory
buniky. Pfi vazb& virim podobnych partikuli (VLP) mySiho polyomaviru na povrch
plazmatické membrany, dochazi v téchto mistech k omezeni pohybu VLP vazanych na
receptory vlivem aktinovych vldken. Pfi analyze drah vstupu polyomavirovych VLP byly
odhaleny tfi odliSné druhy pohybu. Bezprostiedné po vazbé VLP na gangliosidy nasleduje
5-10 sekund dlouhy rychly pohyb, zplsobeny difuzi. Poté dochéazi k prudkému snizeni
pohyblivosti ¢astic, které jsou omezeny v pohybu a vytvareji komplexy o velikosti 30-60
nm. N¢které VLP se pohybuji odlisSnym pohybem, charakterizovany pomalym proudénim.
Omezeni pohybu castic, které nasleduje po rychlém difuznim pohybu, je zplisobeno
aktinovymi vladkny, které vytvafeji cytoskeletdlni bariéru. Bylo prokazano, Ze tvorba
omezeni, zprosttedkovana aktinovymi vlakny, neni pfimo spojena s endocytdézou (Ewers et

al., 2005).



4. Internalizace polyomaviri

Internalizace je jednim z kliCovych krokl pii vstupu virt do buiky. Existuji dva
hlavni mechanismy internalizace, které vyuZziva vétSina virt. Jednim z nich je piima fuze
viru s plazmatickou membranou buiiky. Tento mechanismus vyuzivaji pfedevsim obalené
viry. Druhy zpusob internalizace, ktery bude hloub&ji popsan, nebot je vyuzivan
polyomaviry, je vstup viru endocytézou. Polyomaviry vyuzivaji dva hlavni mechanismy,
vstupu do bunék pomoci endocytézy. Prvni mechanismus vyuZzivajici endocytdzu, je
internalizace vir v utvarech oznacovanych jako kaveoly (Sieczkarski and Whittaker,
2004; Smith and Helenius, 2004). Mezi polyomaviry, které vstupuji do bun¢k endocytézou
pies kaveoly patii virus SV-40, BKV a ziejmé¢ také MPyV, ktery je internalizovan
v hladkych monopinocytickych véacécich pozitivnich na kaveolin (Eash et al., 2004;
Kartenbeck et al., 1989; Pelkmans et al., 2001; Richterova et al., 2001). Druhy zpasob
internalizace pomoci endocytdzy vyuzivaji viry jako Semliki Forest virus, virus chiipky
nebo adenovirus. Tyto viry vstupuji do bunék pomoci klathrinem obalenych vackt. Tento
zpusob endocytdzy vyuziva také zéastupce lidskych polyomaviri, JCV (Pho et al., 2000).
Obecné schéma cesty viri od plazmatické membrany do nitra buniky je zndzornéno na
obrazku 2.

Svoji roli v internalizaci virt hraje také bunécny cytoskelet. PfedevSim aktinovy
cytoskelet, ktery je uloZeny té€sné¢ pod plazmatickou membranou, plni dilezité funkce,
které napomahaji endocytoze virt. Aktinovy kortex nevytvaii bariéru endocytdze, ale spise
je vyuzivan jako leSeni, které¢ reguluje a ovliviiuje invaginaci a odstithovani vackua
z plazmatické membrany. Aktinova vldkna se navic podileji na trasportu endocytickych
vackt po bunce (Apodaca, 2001; Yarar et al.,, 2005). Viry také mohou zasahovat do
bunécné signalizace a timto zpusobem indukovat pfestavbu aktinovych vldken, coz
napomaha endocytéoze viru. Takovym piikladem je virus SV-40, ktery indukuje
piechodnou prestavbu aktinovych stresovych vldken. Tyto zmény v aktinovém kortexu
maji vliv na tvorbu kaveol obsahujicich virus. Tyto mechanismy jsou zavislé na indukci
tyrosin-kinaz, které fosforyluji proteiny kaveol. Tyto proteiny jsou nezbytné k formovani
endocytickych vackt. (Pelkmans et al., 2002). Pot¢ co jsou polyomaviry uspéSné
internalizovany, je jejich hlavnim cilem jadro bunky, které predstavuje misto pro jejich
replikaci. V tomto ohledu se zda, Ze je strategie polyomavirli zaloZena na piepnuti od

aktinovych vlaken k mikrotubuliim, které poskytuji relativné snadnou cestu k jadru.
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Obr. 2: Rozdilné cesty endocytdzy u zastupcti polyomaviri.

Virus SV-40 a BKV, které ziejm¢ vyuzivaji stejnou endocytotickou drahu, jsou zde znazornény zelené. Po
internalizaci viru, ktera se zda byt zavisla na lipidovych raftech, jsou kaveolin pozitivni pinocytické vacky
smérovany do kaveozomi. Z kaveozomu poté puci vacky, které jsou transportovany do endoplazmatického
retikula (ER). Internalizace MPyV, ktery je zde zndzornén modfe, ziejmé také vyzaduje spolupraci
s lipidovymi rafty. MPyV je endocytovan v podobé kaveolin pozitivnich, hladkych monocytickych vacku,
které fuzuji s casnymi endozoémy. Poté je pravdépodobné virus transportovan do kaveozémi a nasledné do
ER, nebo z endozému piimo do ER, avsak tato ¢ast transportni cesty nebyla doposud prokazana. JCV, ktery
je oznaCen cCerven¢, je internalizovan v klathrinem obalenych vaccich. Tyto vacky fazuji s Casnymi
endozomy a nasledné jsou cileny do kaveozomu. Transport viru s kaveozomu do ER je obdobny cesté virus

SV-40 a BKV. Ptevzato z Sapp, Day (2009).

4.1. Internalizace viri pres kaveoly

Jak jiz bylo feceno, mezi polyomaviry, které jsou interalizovany pies kaveoly patii
virus SV-40, BKV a MPyV. Kaveoly byly poprvé objeveny v 50. letech 20. stoleti. O
jejich objev se zaslouzil Palade v roce 1953 a o dva roky poté Yamada (Palade, 1953;
Yamada, 1955). Kaveoly piredstavuji baiikkovité invaginace plazmatické membrany, které
slouzi k pfimé internalizaci membranovych komponent, extraceluldrnich ligandd,
bakteridlnich toxinli a nékterych neobalenych virti. Kaveoly jsou majoritné tvoreny
piedevsim z proteinu zvaného kaveolin-1, avSak ve svalovych buiikach je proteinovy obal

tvofen kaveolinem-3 (Rothberg et al., 1992). Kaveoliny jsou integralni membranové
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proteiny o velikosti 21 kDa. Kaveolin-1 je na C-konci palmitoylovan (Dietzen et al.,1995),
coz ma za nasledek, ze mlze byt fosforylovan tyrosin-kinazami (Glenney, 1989). Navic je
kaveolin-1 schopen vazat cholesterol (Murata et al., 1995) a polymerizovat do dimert ¢i
oligomerti (Monier et al., 1995). Kaveoliny jsou nezbytné pro spravné a stabilni formovani
kaveol (Fra et al., 1995). Navic bylo prokazano, ze kaveoliny se nachdzeji v bunkach v
riznych konformacnich stavech. Pomoci imunofluorescenéniho znaceni protilatkami proti
kaveolinu-1, bylo prokazano, ze konformace kaveolinu-1 z plazmatické membrany je
identicka s kaveolinem z kaveozémi. Zatimco konformace kaveolinu-1 z Golgiho
komplexu je od piedchozich odlisna (Dupree et al., 1993; Pelkmans et al., 2001). Dal§im
proteinem, ktery se Uc€astni tvorby kaveol, je dynamin (Henley et al., 1998). Tento protein
je z funk¢éniho hlediska GTPaza, ktera je zodpovédna za odstfizeni kaveol od membrany
(De Camilli et al., 1995). Dynamin plni podobnou roli pfi tvorbé klathrinovych vacka
(Hinshaw, 2000). Kaveoly na svém povrchu nesou také tfadu bunécnych receptort a
signalnich molekul v podob¢ tyrosin-kinaz (Sargiacomo et al., 1993). Pravé tyrosin-kinazy
se ukazuji byt zodpovédné, za tadu udalosti vedouci k tvorbé kaveol a regulaci
internalizace touto cestou. V neposledni fad€ hraji dileZitou roli také lipidové rafty, které
jsou ziejmé stejné nepostradatelné pro tvorbu kaveol jako kaveoliny. Dtikazem toho je, ze
pii odstranéni cholesterolu z plazmatické membrany nedochazi k tvorbé kaveol (Rothberg
etal., 1992).

Prvotni udélost, ke které dochazi pti endocytoze zprostiedkované ptes kaveoly, je
shlukovéni lipidovych rafti na plazmatické membrané. Tyto zmény ve slozeni plazmatické
membrany jsou indukovany po pfisednuti virovych ¢astic na bunéény povrch. Béhem
internalizace polyomavirii dochazi také ke shlukovani receptorii, které interaguji s viry.
Byly vytvofeny 3 modely, jakym zplGsobem indukuji viry shlukovéani lipidovych raftt
a vznik kaveol. Nejjednodussi model predpoklada shlukovani lipidovych raftl, které vede
ke zvySeni lokalni koncentrace cholesterolu a nasledné ke spontdnnimu zakiivovani
plazmatické membrany (Bacia et al., 2005). Druhy model piedpokladd shlukovani
lipidovych raftd, které interaguji na cytosolické stran¢ s integralnimi proteiny, které slouzi
jako leseni a po jejich oligomerizaci dochazi k zakfivovani membrany a vzniku kaveol.
Jelikoz piisednuty virus indukuje shlukovani lipidovych raftii spolu s receptory viru a
zaroven kaveolin-1 vykazuje vysokou afinitu k cholesterolu, vznika tak velky stabilni
komplex, ze kterého vznikaji kaveoly (Wary et al., 1998). Posledni model je obdobny
druhému. Lisi se pouze v predstavé, ze kaveoly nevznikaji de novo. Na plazmatické

membrané jsou jiz pre-existujici shluklé lipidové rafty i se stabilizacnim komplexem.
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Vysoké koncentrace bunécnych receptorti asociovanych s lipidovymi doménami vaze virus

a poté dochazi k internalizaci viru. VSechny tfi modely jsou shrnuty na obrazku 3.
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Obr. 3: Zpisoby indukce kaveol virovymi partikulemi a invaginace lipidovych raftd.

(a) Multivalentni virus indukuje shlukovani lipidovych raftl, jez vede k vzniku lipidovych domén s tendenci
k ohybani. Zvysujici se koncentrace cholesterolu pfispivda k procesu invaginace. (b) Virus indukuje
shlukovani lipidovych raftl, které interaguji se stabilizacnimi (scaffold) proteiny. Po oligomerizaci téchto
proteinti vznika struktura, kterd napomaha ohybat plazmatickou membranu. (c) Virus je schopen pfisednout

na lipidové rafty, ale se stejnou afinitou mize také disociovat. Pokud vSak virus interaguje s pre-existujicim

komplexem lipidovych raftd a (scaffold) proteind, dochazi k silné asociaci a k internalizaci do kaveol.
Prevzato z Pelkmans (2005).

Velmi podstatnou roli pfi endocytéze pies kaveoly hraji bunééné protein-kinazy,

které se uplatiuji v signalnich kaskadach. Kaveolin-1 byl ptivodné objeven jako hlavni
substrat virové tyrosin kinazy (v-Src) exprimované virem Rousova sarkomu (Glenney Jr.,
1989) a ptredpokladalo se, Ze by bunéény homolog (c-Src) mohl byt schopen fosforylovat

kaveolin-1 také, coZ se nakonec potvrdilo. Src fosforyluje v kaveolinu-1 tyrosin 14. a je tak
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nepiimo zapojen do endocytozy pies kaveoly (Shajahan et al., 2004). Naptiklad pro virus
SV-40 je c-Src nezbytné potfebny pro internalizaci tohoto viru. Existuje asi 43 protein-
kinaz, které¢ vyzaduje SV-40 ve svém zivotnim cyklu. Pelkmans a Zerial (2005) se zaméfili
a 6 specifickych protein-kinaz, které hraji roli v regulaci endocytdzy pies kaveoly. Prvni je
serin/threonin kindza, ARAF1, ktera se i¢astni signalizace bunécného déleni. Predpoklada
se, ze pi1 utlumeni jeji funkce dochazi ke sniZeni stability nové vytvorenych kaveol.
Druhou protein-kindzou je MGC26597. Tato kindza ma ziejm¢ homologni doménu
s fosfoinositid-4-fosfat-5-kinazou (PI(4)P5K). Pfi odstranéni této kindzy dochazi
k shlukovani kaveol a nasledn¢ dochazi k tvorbé multi-kaveolarnich komplexti, coz je
znazornéno na obrazku 4. Obdobnou funkci mé také Src a Dyn2 kindza. Vysledkem
odstranéni aktivit t€chto kinaz je silna inhibice dynamiky kaveol a tudiz i internalizace SV-
40. Podobného ucinku dosahuji také dve serin/threonin kindzy, MAP3K2 a KIAA099,
které pii své absenci siln¢ redukuji kiss-and-run pohyby, coz vede k akumulaci
kaveolarnich struktur na povrchu bunky. Taktéz na obrazku 4. Na druhou stranu, pfi
odstranéni serin/threonin kinazy DYRK3, ktera je ze skupiny MAPK, dochazi k vysokému
nartstu kaveolarniho pohybu a mé pouze zanedbatelny vliv na destabilizaci plasté kaveol.

(Pelkmans et al., 2005).
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Obr. 4: Regulacni G¢inky protein-kinaz na tvorbu kaveol.
Znazornény jsou dva typy regulace pomoci protein-kinaz. Redukce pohybi kiss-and-run pres KIAA099
a MAP3K2. Druhym zplsobem je shlukovani kaveol do komplexd, které jsou nepohyblivé a pevné vazané na

bunéény povrch. Tuto regulaci vykazuji kinazy Src, MGC26597 a Dyn2. Pfevzato z Pelkmans (2005).



4.1.1. Role cytoskeletu v internalizaci viru SV-40

V internalizaci viru SV-40 hraji podstatnou roli aktinova vldkna a mikrotubuly.
Aktinovd vlakna jsou vyuzita virem predevSim pii internalizaci do kaveol, zatimco
mikrotubuly slouzi ptedev§im k pohybu viru od kaveozému k bunéénému jadru.

Aktinova vldkna vyuziva SV-40 pfi vstupu do bunky. Pfi internalizaci viru do kaveol
dochazi k jevim, kdy virové Castice spousti lokalni fosforylace, které vedou ke zméndm
aktinovych vlaken a kaveol. Pfi internalizaci dochazi k pfechodnému rozpadu aktinovych
vldken na monomerni aktin. Aktin je vyuZit pii tvorbé plochych utvari, polymerizujicich
na bunécném povrchu v mistech, kde je lokalizovan SV-40. Tyto utvary, jsou mistem
vzniku charakteristickych aktinovych komet, které¢ jsou typické i pro jiné skupiny virQ.
Aktinové komety jsou v priméru 1.3 pum dlouhé, na jednom konci zaSpicatélé a vykazuji
pomérné velkou dynamiku. Ke vzniku kaveol je nezbytny také dynamin II, ktery spole¢né
s aktinem hraje dulezitou roli pii odstfizeni kaveol od plazmatické membrany. Schéma

polymerizace aktinu pii tvorbé aktinovych komet je znazornéno na obrazku 5.
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Obr. 5: Tvorba aktinovych komet pii internalizaci SV-40.
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Po vazbé viru na bunéény povrch, je virus nasledn€ internalizovan do kaveol, které jsou spojeny s aktinovych
cytoskeletem (1). Po zaclenéni viru do kaveol, SV-40 spousti signalni kaskadu, kterd vede k lokalni
fosforylaci proteinti, jez ovliviiuji depolymerizaci aktinového kortexu (2). Monomerni aktin je poté
formovan v aktinové zaplaty (3), ze kterych poté polymerizuji aktinové komety (4). Kaveoly jsou poté
uvolnény z bunééné membrany do cytosolu za ucasti dynaminu II (5). Po internalizaci polymerizuje aktin do

puvodni struktury (6). Pfevzato z Pelkmans et al., (2002).

Existence aktinovych komet u viru SV-40 byla potvrzena, podobn¢ jako u jinych
virt. Je vSak nutné se zamyslet, jestli také mechanismy tvorby a vyuziti aktinovych komet
nemiiZze byt podobné jako u jinych virG. Napfiklad u viru vakcinie je tvorba aktinovych
aktinové komety k pohybu obalenych viriont (IEV) k plazmatické membrané, kde dochézi
k fizi vn&j$i membrany virionu s plazmatickou membranou. Piedpoklada se, ze
charakteristickd tvorba aktinovych komet piispiva k Sifeni viru zbuiky do buiiky.
Mechanismus tvorby aktinovych komet je zalozen na polymerizaci aktinovych vlaken,
kterd je zprosttedkovana pres proteinovy komplex Arp 2/3. Tento sedmi podjednotkovy
protein hraje kli¢ovou roli v regulaci aktinovych vldken. Arp 2/3 mé schopnost se vazat na
existujici aktinové vldkno a poskytuje nuklea¢ni misto, ze kterého polymerizuje nové
aktinové vlakno (Gouin et al., 2005). Nukleacni aktivita komplexu Arp 2/3 je iniciovéana
nékolika proteiny, které patii do rodiny Wiskott-Aldrich syndrom protein (WASP).
Klicovou roli v iniciaci nukleacni aktivity Arp 2/3 hraji proteiny N-WASP a WIP (WASP
interacting protein). Zasadni roli hraje také virovy protein A36R, ktery je fosforylovan
tyrosin-kinazou Src. Po fosforylaci, A36R rekrutuje adaptorové proteiny Nck a Grb2,
které jsou schopné vazat a aktivovat N-WASP a WIP (Scaplehorn et al., 2002). Je zfejmé,
ze tvorba aktinovych komet u viru vakcinie je komplexni d¢j, ktery je zalozen na
signalizaci a vazb& mnoha adaptorovych proteini. Neni prokazano, ze virus SV-40
ovlivituje komplex Arp 2/3, avSak nemiizeme to vyloucit, nebot’ i u tohoto viru dochazi
k tvorbé aktinovych komet stejné jako u viru vakcinie.

Pelkmans a spolupracovnici (2002) ve svych experimentech ukazali, ze klicovou roli
v internalizaci SV-40, hraje nékolik bunéénych struktur. Experimenty zaméfili na
pozorovani zmén infektivity SV-40 pii uziti latek, které ovliviiuji vlastnosti aktinovych
vldken, tyrosin-kindz a membranovych struktur. Pfi uZiti kombinace nystatinu
a progesteronu, které zpusobuji ztratu lipidovych raft, blokovali vstup viru a dosahli
snizeni infekce 0 90%. Podobného uc¢inku dosahli pfi uziti staurosporinu a genisteinu, které

slouzi jako inhibitory protein-kindz. SniZeni infekce C¢inilo asi 70%. Ve svych
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experimentech pouzili také latky ovliviluyjici aktin. Latrunculin A (LatA) zplsobuje
odstranéni monomerniho aktinu. Pfi jeho uZiti bylo sniZeni infekce srovnatelné s inhibici
protein-kinaz. AvSak aplikaci jasplakinolidu, latky ktera stabilizuje aktinova vldkna, doslo
k nesrovnatelné siln€j$i inhibici infekce, neZz pii pouziti LatA. Piedpoklada se, Ze
stabilizace aktinovych vldken negativné zasahuje do pozdéjsich fazi pohybu viru buiikou.
Hlavni roli vSak hraje stabilizace aktinového kortexu t€sné¢ pod membranou, kterd vede
k zablokovani transportu kaveol dale do cytosolu. Ve svych experimentech také poukazuji
na fakt, Zze SV-40 zfejm¢ indukuje rozpad stresovych vlaken a formovani aktinovych
komet pfi internalizaci viru. Z jejich vysledka vyplyva, ze formace aktinovych komet je
zavisla na virovych partikulich v oblasti se silnou tvorbou kaveol. Pii uziti latek
ovlivitujicich vznik lipidovych rafti a kaveol nebyly aktinové komety pozorovany.
Zaroven piedpokladaji, Ze aktinové komety jsou potiebné k spravné tvorbé kaveol
obsahujicich virus, ale nehraji roli v transportu kaveolarnich vackt do kaveozomu. Shrnuto
v review Pelkmans et al. (2002).

Svoji roli v Zivotnim cyklu SV-40 vSak hraji také mikrotubuly. Po internalizaci je
SV-40 transportovan do kaveozoémi. V téchto velkych membranovych organelach,
ruzného tvaru a velikosti, dochdzi k hromadéni velkého mnozstvi viru. V membranach
kaveozomil je obsazen kaveolin-1 a vyskytuje se zde ve stejném konformacnim stavu, jako
na plazmatické membranég. Specifickou vlastnosti kaveozémt je, Ze jejich pH je neutralni.
Po 2-4 hodinach od vstupu viru do kaveozému, se zac¢ind zvySovat dynamika téchto
organel. Kaveozdmy zacinaji rychle ménit sviij tvar a formuji se do dlouhych tubularnich
vackla. Po oddéleni od kaveozomi, jsou tyto vacky vyuZzity pro transport SV-40 do
hladkého ER, kde dochdzi k akumulaci viru. Formovani a intracelularni pohyb téchto
vackt smérem k ER vyZaduje aktivni spolutcast mikrotubult. Zvlastnosti je, Ze vacky,
které jsou transportovany od plazmatické membrany ke kaveozémlim obsahuji kaveolin-1,
zatimco vacky transportujici virus od kaveozomi k ER zadny kaveolin-1 neobsahuji. Pti
studiu transportu SV-40 do hladkého endoplazmatického retikula bylo prokazano, ze
cileny rozpad mikrotubulli pomoci nocodazolu ma vliv na infekci. Pfi uziti nocodazolu,
nebyl inhibovan vstup viru do bunék, ani transport do kaveozomu. Zatimco pokud se
nocodazol pouzil ve fazi, kdy byl virus akumulovan v kaveozdémech, doSlo k inhibici
formovani a pohybu vacku k ER. Z téchto vysledku jasné vyplyva, ze mikrotubuly nejsou
potfebné k vstupu viru do buiiky a transportu do kaveozomil, ale jsou esencialni pro

transport viru zkaveozomi do ER. Je také patrné, Ze virus nemusi byt pouze
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internalizovan, ale musi dojit také k transportu z kaveozoémii do ER. Ptevtazo z Pelkmans
etal., (2001).

Po internalizaci virovych partikuli, nasleduje u vétSiny neobalenych virt
rozvolnéni kapsidy. Tento proces je u polyomaviri cilem zkoumdani a neni zatim zcela
jasné, kde a jakym zpisobem k nému dochazi. U viru SV-40, bylo rozvolnéni kapsidy
poprvé pozorovano v ER, pomoci imunofluorescen¢ni detekce minoritnich virovych
proteinit VP2 a VP3. Tyto proteiny neni mozno detekovat protilatkami, pokud nedojde ke
konformac¢ni zméné kapsidy (Norkin et al., 2002). Virus SV-40 vyZaduje k GspéSné infekci
dvé thio-disulfid oxidoreduktasy. Prvni z nich je ERp57 a druhd PDI. ERp57 je schopna
zménit vnitini uspofadani disulfidickych vazeb v proteinu. Pfi zméné konformace
disulfidickych vazeb z C9-C9 na C9-C104 (Schelhaas et al., 2007), dochazi k oslabeni
spojeni mezi pentavalentnimi a hexavalentnimi kapsomerami (Stehle et al., 1996).
Vysledkem aktivity ERp57 je rozvolnéni 12 pentamerit z celkového poctu 72. Pii nizké
hlading Ca** dochazi k Uplnému uvolnéni téchto pentameri ze struktury virionu.
Ptredpoklada se, ze k uspeésné infekci SV-40, jsou také nezbytné proteiny Derlin-1 a SellL,
jez jsou Cleny proteinové rodiny ER-associated degradation (ERAD). Predpoklada se, ze
SV-40, vyuziva isomeraci svych disulfidickych vazeb k tomu, aby mohl opoustét ER za
pomoci proteint z rodiny ERAD. Tento predpoklad potvrzuje také detekce a kolokalizace
SV-40
s BiP/GRP78, lumenalnim chaperonem, ktery transportuje abnormalni proteiny z ER do
cytosolu (Deeks et al., 2002). Zda se, ze mnohé proteiny z ER jsou vyuzivany polyomaviry
k rozbaleni a transportu z ER. Je vSak stadle nejasné, zda se z ER dostava rozbaleny virion
cely, nebo pouze virovy genom. Avsak predpoklada se, ze polyomaviry vyvinuly rizné

zpiisoby transportu z ER do jadra.

4.1.2. Role cytoskeletu v internalizaci BK viru.

BKYV ma velmi podobny zivotni cyklus jako SV-40. Stejné jako SV-40 vstupuje do
bun¢k receptorem zprostiedkovanou endocytézou pies kaveoly. Ma ziejmé také stejné
internalizacni cesty vedouci k jadru a stejné€ jako u viru SV-40, v jeho zivotnim cyklu hraje
jistou roli cytoskelet. Eash a Atwood (2005) poukazuji ve svych experimentech na funkci
cytoskeletu pii virové infekci BKV. Jejich experimenty jsou postaveny na uziti latek, které
ovliviiyji vlastnosti mikrofilament a mikrotubuld.

V ptipad¢é mikrofilament se domnivaji, ze destabilizace aktinovych vldken nevede ke

sniZzeni infekce BKV. Zatimco pokud dojde ke stabilizaci aktinovych vlaken, pak dochézi
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ke zna¢né redukci infekce. Pti uziti LatA dochdzelo k rozruseni aktinovych vlaken, ale
inhibice infekce nebyla pozorovana. Z jejich predpokladii je patrné, ze internalizace

a nasledné udalosti v Zivotnim cyklu BKV jsou nezavislé na neporuSeném aktinovém
cytoskeletu. Gilbert et al., (2003) se dokonce domnivaji, ze destabilizace aktinového
cytoskeletu u MPyV, ktery patii do stejné¢ virové rodiny jako BKV, vede ke zvyseni
infektivity. Pfedpokladaji, Ze rozpad aktinovych vldken vede k lepsi pfistupnosti virovych
receptorit nebo k snadnéjSi penetraci plazmatické membrany pii destrukci pevné sité
aktinového kortexu. Naopak pifi pouziti chemické latky jasplakinolidu (Jas), ktery
stabilizuje aktinova vlakna, byla pozorovana redukce infekce BKV. Autofi se domnivaji,
ze BKV potiebuje ke vstupu a internalizaci aktinova vlakna, kterd jsou schopna se
dynamicky pfestavovat.

V ptipad€ mikrotubull byl postup podobny. Uzili latky nocodazol a paclitaxel, které
maji opacné ucinky. Nocodazol mikrotubuly destabilizuje, zatimco paclitaxel ucinkuje
jako stabiliza¢ni ¢inidlo. Vliv na infekci mél pouze nocodazol. Pti jeho pouziti doSlo ke
snizeni exprese T-Ag BKV. Vysledky naznacuji, ze neporuSené mikrotubuly jsou nezbytné
pro casnou infekci BKV. Pfi stabilizaci mikrotubuld, pomoci paclitaxelu, nedochazi

k redukci infekce. Prevzato z Eash et al., (2005).

4.1.3. Role cytoskeletu v internalizaci mySiho polyomaviru

Internalizace MPyV je podobna jako u viru SV-40. Virus vstupuje receptorem
zprostiedkovanou endocytézou pies hladké monopinocytické vacky, jejichz pohyb je
asociovan s pfechodnou zménou aktinového cytoskeletu. Virové partikule vykazuji pfi
adsorpci na bunécny povrch silnou afinitu k oblastem s vysokou koncentraci aktinu. Prave
v téchto mistech dochdzi k formovani invaginaci a samotné internalizaci viru. Zatimco
invaginace charakteristické pro kaveoly maji pramér 70-100 nm, tak invaginace obsahujici
MPyV jsou menS$i, v priméru maji asi 60 nm. Richterova a spolupracovnici (2001)
prokazuji ve své praci, ze brzy po adsorbci viru na plazmatickou membranu dochdzi
k velké akumulaci kaveolinu v mistech, kde virus vstupuje do buiiky. Také ve své praci
prokazuji ptitomnost kaveolinu-1 ve vaccich obsahujici viriony nebo VP1 pseudokapsidy.
Na druhou stranu, Gilbert a Benjamin (2000) béhem svych pozorovani nezjistili pfitomnost
kaveolinu-1 ve vaccich obsahujici viriony. Navic nepozorovali zadné snizeni efektivity
viru pii blokaci endocytdzy, pomoci syntézy negativni formy dynaminu I, ktery je
nezbytny pro endocytozu, at’ pres kaveoly ¢i klathrinem obalené vacky. Zaroven bylo

Lieblem a spolupracovniky (2006) prokazano, ze kaveolin-1 neni nezbytné¢ nutny k
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internalizaci MPyV. K infekci MPyV byly pouzity buniky, kde nebyl kaveolin-1
exprimovan. Infekce virem byla porovndna s infikovanymi mySimi fibroblasty
a bylo shledano, Ze invaginace a tvorba vackl byla morfologicky podobna a k efektivni
infekci doslo v obou pfipadech. Je tedy mozné, ze MPyV vyuziva jesté odliSnou cestu
internalizace. Svoji roli v internalizaci mySiho polyomaviru hraji také lipidové rafty,
podobné jako je tomu u viru SV-40. Pii adsorbci mySiho polyomaviru na bunéény povrch
byly prokdzany asociace viru s lipidovymi rafty, které vykazovaly obdobné d¢je jako pii
signalni transdukci. Tato pozorovani byla spojena se zvySenou hladinou mRNA c-fos a c-
myc kratce po adsorbci viru (Zullo et al., 1987). Role lipidovych rafti v infekci mySim
polyomavirem byla také prokazana pouzitim methyl-B-cyklodextrinu. Pfi uziti této latky,
ktera odstraniuje cholesterol z plazmatické membrany, se vyznamné snizuje infektivita viru.
Ptevzato z Richterova et al,. (2001).

Se vstupem MPyV pres lipidové rafty je také spjat aktinovy cytoskelet, podobné jako
je tomu u viru SV-40. Pfi adsorbci MPyV na bunécny povrch dochazi k asociaci viru
s aktinovym cytoskeletem. Je zndmo, ze lipidové rafty, bohaté na cholesterol, se shlukuji
v mistech se zvySenou koncentraci aktinu. V téchto lipidovych doménach se koncentruje
velké mnozstvi malych GTPéaz, které jsou schopny regulovat aktin a tim pfispivat
k internalizaci viru. Takovym ptikladem jsou GTPazy z proteinové rodiny Rho. Do této
rodiny patii tf1 hlavni GTP4zy, a to RhoA, Racl a Cdc42 (Michaely et al., 1999). Aktivace
proteinu Rho vede k tvorb¢ stresovych vldken a také k asociaci komplexii fokalni adheze.
Oproti tomu aktivace proteinu Rac vede k tvorbé lamelopodii a aktivaci Cdc42 dochazi
k tvorbé filopddii. Navic bylo prokdzano, ze tyto GTPazy jsou piibuzné
s GTPazami z rodiny Ras a jsou schopné se navzdjem aktivovat (Caron et al., 1998). Tato
pozorovani vedou k predpokladu, ze GTPazy z proteinovych rodin Rho hraji klicovou roli
v regulaci aktinového cytoskeletu pfi endocytdze. Je patrné, Ze aktin hraje hlavni roli v
Casnych fazich infekce MPyV. Ptredpoklada se, ze aktinova vlakna slouzi jako bariéra,
ktera navadi vaCky s virem do kompartmenti, které¢ jsou predureny k degradaci. Tento
ptedpoklad by vysvétloval obvyklou reorganizaci aktinovych vlaken, ktera je indukovéana
virem pfi internalizaci. Timto zpiisobem se virus brani svedeni na cestu degradace. Naopak
mikrotubuly, jsou vyuzity mySim polyomavirem v  pozd€jSich  fazich,

a to predevsim k transportu k ER a bunéénému jadru. Pfevzato z Richterova et al., (2001).

Po internalizaci my$iho polyomaviru se odehravaji odlisné uddlosti nez pfi infekci
SV-40. Predpoklada se, Ze monopinocytické vacky, které obsahuji virus, postupné fuzuji
s ¢asnymi endozémy a nasledné s kaveozomy. Poté je cesta MPyV podobné viru SV-40.
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Z kaveozomu je virus transportovan do ER, kde ziejmé dochazi k rozvolnéni virovych
kapsid. Vstup mysiho polyomaviru do ¢asnych endozémt je podloZen dikazy zaloZenymi
na kolokalizaci VP1 s casnym endozomdalnim antigenem (EEA1). Bylo také prokdzéano, ze
MPyV béhem své cesty od periférie k jadru vstupuje do recyklujicich se endozémd, coz je
znazornéno na obrazku 6. Tento fakt byl prokdzan kolokalizaci VP1 s GTPéazou Rabl]l.
Ptevzato z Liebl et al., (2006). Mysi polyomavirus je schopen se vyhnout draze od
recyklujicich se endozomi k pozdnim endozémim a nasledné lysozomiim, ktera je

popséna u psiho parvoviru (Suikkanen et al., 2002).
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Obr. 6: MoZnosti vstup a pohybu MPyV od periférie k jadru.

Mysi polyomavirus je internalizovan pies lipidové rafty do hladkych monopinocytickych vacka, které jsou
pozitivni na kaveolin. Vacky nasledné fuzuji s casnymi endozoémy. Kyselé pH endozémi je nezbytné
k efektivni infekci mySim polyomavirem. Internalizace viru je spojena s aktivaci signalizace pfes protein-
kinazy, ktera ve vétsin€ pripadii spousti pfechodnou piestavbu aktinového cytoskeletu. Na obrazku je také
zobrazena cesta viru pres recyklujici se endozomy, ktera byla prokazana kolokalizaci viru s GTPazou Rab11.
Zaroven byla pozorovana kolokalizace viru s endoplazmatickym proteinem BiP, coz nasvédcuje faktu, ze
MPyV prochazi pti své cesté k jadru pres ER. Je zde vSak zobrazena také pfima cesta viru od plazmatické

membrany k ER, pii které dochazi k interakci viru s mikrotubuly. Cerné §ipky oznaduji experimentalné
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prokazané cesty. Teckované Sipky ukazuji alternativni cesty, které vSak nebyly zcela prokazany. Pievzato

z Liebl et al., (2006).

Mezi internalizaci MPyV a SV-40 byly nalezeny i dal$i odliSnosti, krom& cesty
MPyV pies endozémy. Bylo prokazano, ze MPyV a SV-40 vyuzivaji odlisSné subtypy
vacku pii dopravé mezi Golgiho komplexem a ER. U SV-40 byla prokazana kolokalizace
VP1 sobalovym proteinem BCOP, ktery je soucasti COPI klathrinovych vacku
zprostiedkovavajici transport mezi Golgiho komplexem a ER. Tento fakt naznacuje, Ze
virus je transportovan do ER retrogradnim transportem z Golgiho komplexu. Tento
retrogradni transport je citlivy k brefeldinu A. Tato latka inhibuje ARF-1, GTPazu z rodiny
Ras, ktera reguluje tvorbu komplexu COPI na cisternach Golgiho koplexu. Bylo
prokéazano, ze pfti uziti brefeldinu A dochézi k inhibici transportu viru do ER. Pfevzato
z Norkin et al., (2002). Mannova et al., (2003) zjistili, ze MPyV vykazuje pouze nizkou
kolokalizaci VP1 s BCOP v ¢ase do 3 hodin po infekci a navic byly signaly casto
lokalizovany na opa¢nych stranach sledovanych bunék. Pti sledovani vlivu brefeldinu A na
infekci MPyV byl pro srovnani testovan také SV-40. V piipadé¢ SV-40 dochazelo k vice
nez 90% inhibici infekce, zatimco u mysSiho polyomaviru byla inhibice infekce
zanedbatelnd. Snizeni mnozstvi infikovanych buncék nepiekrocilo 20%. Tyto vysledky

naznacuji, Ze MPyV a SV-40 maji odliSné transportni cesty, kterymi dosahuji ER.

4.2. Internalizace viri pomoci klathrinem obalenych vacki

Vétsina zivocisSnych bunék pfijima extracelularni kapaliny a ligandy vazané na
receptorech pomoci endocytézy pies klathrinové vacky (Mellman, 1996). Klathrinové
vacky byly poprvé objeveny a izolovany z bunék mozku, kde se ucastnili endocytdzy
neuromediatori pre-synaptické membrany. Pii pozorovani struktury vacku, bylo zjisténo,
ze jejich obal se skladd z pentagoni a hexagonu klathrinu (Pearse, 1987). Dnes je jiz
struktura klathrinovych vackt dobfe prozkoumana a je znamo, Ze formovani a pohyb
vacki bunkou je slozity vicekrokovy proces, ktery vyzaduje asociaci mnoha proteint a je
piisné regulovan. Pfi tvorbé klathrinovych vacki dochézi k interakci mnoha proteint.
Hlavni vyznam maji adaptorové proteiny. Tyto proteiny existuji ve formé
heterotetramerovych komplexti, které¢ se odliSuji svym typem podle lokalizace v bunce.
Mezi hlavni patii AP1, AP2, AP3 a AP4. Adaptory AP1,AP3 a AP4 jsou zahrnuty do
transportu  z trans-Golgi  kompartmentu a AP2 je wvyuzit pro transport

z plazmatické membrany. Hlavni vyznam v internalizaci polyomaviri mé transport
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z plazmatické membrany. Adaptor AP2 je slozen ze dvou, zhruba 100 kDa velkych
podjednotek o a 32 a ze dvou menSich podjednotek p2 (50 kDa) a 02 (20kDa). AP2
asociuje s plazmatickou membranou pies o podjednotku, kterd ma afinitu
k fosfoinositidim. Naopak klathrin vaze B2 podjednotka a propojuje tak klathrin
s plazmatickou membranou. Predpoklada se, ze adaptorové proteiny indukuji zakfiveni
membrany a piispivaji tak k tvorb€ invaginaci. Pfevzato z Kirchhausen (1999). Bylo
prokazano, zZe podjednotka P2 adaptorového proteinu AP2 vaze s nizkou afinitou
receptory, ze kterych ptichdzi signdl indukujici endocytéozu (Brodsky et al., 2001).
Transmembranovy protein synaptotagmin je schopen tuto slabou interakci mezi M2
podjednotkou a pfisluSnym receptorem stabilizovat a slouzi jako tzv. docking protein
(Haucke and De Camilli, 1999). AvSak existuje cela fada dalSich proteind, ktera se ti¢astni
interakce s AP2 a klatrinem. Mezi nejvyznamnéj$i patii adaptorovy protein (AP180), ktery
svoji interakci s AP2 usnadnuje sbaleni klathrinového plasté¢ (McMahon 1999). DalSimi
proteiny jsou Epsl5 (de Beer et al., 1998; Wendland et al., 1998) a arrestiny, které
propojuji G-proteiny sprazené s receptory (GPCR) s klathrinovymi vacky (Ferguson,
2001). Epsl5 je protein, ktery ma hned né€kolik funkei pfi tvorbé klathrinovych vacka.
Epsl5 mé na svém N-konci EH doménu, ktera je schopna vézat epsiny. Epsiny patii do
plazmatické membrany. C-konec proteinu Eps15 je schopny vazat AP2. Po asociaci vSech
potfebnych adaptorovych proteini dochazi k interakci klathrinovych monomert a ke
slozeni klathrinového obalu. Sbalovani klathrinového plasteé je regulovano pies [32
podjednotku, ktera mtize byt fosforylovéana ¢i defosforylovana (Brodsky et al., 2001).

Svoji roli v tvorbé a pohybu klathrinovych vackt hraje také aktinovy cytoskelet.
Ptredpoklada se, ze pro Gspésné vytvoreni klathrinovych vacku a jejich pohybu hloubé&ji do
cytosolu, je nutnd lokalni pfestavba aktinového kortexu, ktery lemuje plazmatickou
membranu. Neopominutelny je také fakt, ze fada proteinti, které se ucastni tvorby
klathrinovych vacka, jsou schopné vézat proteiny, které pifimo interaguji s aktinem.
Dynamin, ktery se ucastni odstfizeni klathrinovych vacki z membrany je schopen vazat
cortactin, ktery pfimo asociuje s aktinem (Lee and De Camilli, 2002). Proteiny syndapin
a pacsin, které jsou dynamin vazebné, jsou zaroven schopné interagovat s proteiny WASP/
N-WASP (Qualmann and Kelly, 2000). Jak bylo dfive feceno, tyto proteiny jsou zapojeny
do tvorby aktinovych komet pfes Arp2/3 komplex, ¢imz nemiizeme vyloucit interakci

aktinovych komet také s klathrinovymi vacky. Spojeni mezi klathrinovymi vacky a
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aktinovym cytoskeletem tedy nepopiratelné existuje, avSak je velmi obtizné pozorovat
pfimé projevy téchto interakei.

Velmi brzy po vytvofeni klatrinovych vackt dochazi k cilené ztraté klatrinového
plasté. Vacky obsahujici viry pak velmi rychle fuzuji s endocytickymi organelami. Prvni
zastavkou viru byvaji zpravidla ¢asné endozomy. V téchto organeldch dochazi
k roztfizeni ptijatého materialu. Z casnych endozoému vedou dvé¢ odlisné cesty. Jedna vede
k recyklujicim endozoémiim, a tu vyuzivaji predevSim receptory, které je tieba recyklovat
a vracet zpét do plazmatické membrany. Z recyklujicich endozémi puci vacky, které mifi
zpét k plazmatické membran€. Druhou cestou je cesta do pozdnich endozémd, kde je pH
kyselej$i nez v ¢asnych endozémech. Do pozdnich endozémt se dostavaji predevsim latky,
které jsou urCeny k degradaci, jez nésledné probihd v lysozomech. N¢ekteré viry jsou
schopné unikat bunéénym mechanismiim a misto cesty do pozdnich endozoému a néasledné
do lysozémd, vyuzivaji cesty recyklujicich endozémd, ze které vSak uhybaji smérem k ER

Ptevzato z Mellman (1996).

4.2.1. Role cytoskeletu v internalizaci JC viru

JCV je jediny z dosud znamych polyomavird, ktery vstupuje do bunky endocytdézou
pies klathrinové vacky. Jak jiz bylo feCeno, hlavni receptor pro vstup JCV do bunky je
SHTa, serotoninovy receptor. Tyto predpoklady potvrzuji pozorovani Elphicka
a spolupracovniki (2004), ktetfi pouzili chlorpromazin a clozapin pii infekci JC virem.
Tyto latky patii do skupiny inhibitorG serotoninovych a dopaminnich receptori.
Chlorpromazin specificky blokuje endocytozu pies klathrinové vacky, zatimco clozapin
inhibuje obecné infekci virem.

Vstup viru pies klathrinové vacky byl potvrzen pouzitim latek inhibujici jak
endocytozu pres klathrin, tak i pfes kaveoly. Pii uziti nystatinu, latky ktera inhibuje piijem
pomoci kaveol, nedoslo ke znatelné inhibici infekce. Naopak pouZiti chlorpromazinu, mélo
znatelny inhibi¢ni efekt na infekci JCV. Zaroven vsak bylo prokazano, ze k inhibici
chlorpromazinem dochazi pouze v ¢asnych fazich Zivotniho cyklu JCV. Bylo prokazano,
ze JCV kolokalizuje s transferrinem v ¢asnych endozémech a tudiz po internalizaci JCV
putuje do Casného endozomu (Pho et al., 2000). Vstup do endozoému vystavuje virus
kyselému prostfedi, které indukuje konformacni zmeény, vedouci k rozvolnéni virové
kapsidy. Ashok a Atwood (2002) prokazali, ze kysel¢é pH endozoéml je nezbytné
k efektivni infekci JC virem. Pouzili dva odlisné inhibitory acidifikace endozémi k

prikazu sniZeni infektivity viru. Prvni inhibitor byl chlorid amonny, ktery je slabou bazi
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a tlumi tak kyselé pH endozoému. Druhy inhibitor byl bafilomycin A1, ktery funguje jako
specificky inhibitor protonové pumpy, ktera okyseluje prostfedi endozému. Tyto studie
s inhibitory ukazaly, ze zatimco SV-40 je nezavisly na pH endozomd, tak infekce JCV
vykazuje citlivost k naruSeni endozomalniho pH.

Obdobn¢ jako u ostatnich polyomavirti je i infekce JCV zavisla na bunécném
cytoskeletu. Pho et al., (2002) provedli n¢kolik studii s latkami ovliviiujici cytoskelet.
Testovani provadéli u JCV a pro kontrolu pouzili SV-40. Pfi studiich pouzili latky
nocodazol, cytochalasin D a acrylamid a zjistili, ze virus SV-40 je sensitivni pouze
k nocodazolu, zatimco infekce JCV je citliva ke vSem tfem inhibitorim. U viru JCV byla
uzitim acrylamidu prokéazana citlivost infekce k rozvolnéni vimentinové sité. Suzuki
a spolupracovnici (2005) prokézali u JCV interakce mezi agnoproteinem a nove
objevenym FEZI1 proteinem. FEZ1 je protein, ktery je b&zné exprimovan v neuronech.
Protein FEZ1 vykazuje afinitu k mikrotubuliim, avSak agnoprotein je schopen indukovat
disociaci FEZ1 proteinu z mikrotubulii. Vysledky studii predpokladaji, Ze agnoprotein
podnécuje pohyb virionli podél mikrotubulli, pomoci disociace FEZ1 proteinu. Je patrné,

ze cytoskelet hraje dileZitou roli 1 pfi infekcei JC viru.

5. Zavér

Je jisté, Ze bunécny cytoskelet hraje dalezitou roli pii vstupu a internalizaci vétSiny
zivo¢iSnych virdt do bunék. AC¢ se zda, ze viry vyuzivaji cytoskelet podobnymi
mechanismy, je pravdou, ze 1 mezi samotnymi polyomaviry, které jsou
z jedné virové rodiny, se nachazeji mechanismy velice odlisné. Podrobné studium interakci
vira s cytoskeletem nam pomaéha pochopit, jak viry vstupuji a pfedevsim jak se pohybuji
buiikou. Pochopeni problematiky transportu virt skrz buiiku, ndAm mutize pomoci nejen 1écit
nékterd virova onemocnéni, ale zarovenn bychom mohli vyuzit viry jako transportni

systémy pro genovou terapii.
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