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Abstrakt

Pro replikacni cyklus vétSiny DNA a nékterych RNA virt je zivotné dilezité, aby pronikly
do jadra hostitelské buiky. Pii tomto kroku vSak museji ptekonat jadernou membranu, kterou
lze v interfazi bunééného cyklu projit pouze prostiednictvim jadernych poru. Jednotlivé virové
celedi vyvinuly odlisné strategie, jak pies jaderny por proniknout. V této praci, shrnujici
poznatky o pruniku virti ptes jaderny por je ukdzano, ze krom¢ interakce s transportnimi
receptory interaguji virové castice 1 piimo s nékterymi proteiny jaderného pdru neboli
nukleoporiny (NUPs). Interakci s virovymi ¢asticemi se ucastni konkrétné jedna ze skupin
nukleoporinti, tzv. FG NUPs, jejichz sekvence obsahuje pfirozené neusporadané domény
bohaté na repetice fenylalanin-glycin (FG), které vytvareji selektivni bariéru jaderného poéru.
Jedna se hlavné o nukleoporiny NUP153, NUP214 a NUP358. Interakce virovych castic
s t¢émito nukleoporiny jim umozni tuto bariéru piekonat a dopravit tak virovy genom do jadra
hostitelské buiiky. Jedna se tedy o esencidlni krok v rané fazi virového infekcniho cyklu.

Klic¢ova slova: bunécné jadro, jaderny transport, jaderny pér, nukleoporiny, vstup viru do

jadra, NUP153, NUP214, NUP358

Abstract

Replication cycles of most DNA and some RNA viruses require translocation of these
viruses into the host cell nucleus. In this step viruses must cross the nuclear membrane. In the
cell cycle interphase, it can be exceeded only by passing through nuclear pores. Individual virus
families have developed different strategies to efficiently translocate through the nuclear pore.
In this paper, summarizing the knowledge of viral penetration through the nuclear pore, it is
shown that in addition to the interaction with transport receptors, viral particles interact directly
with some proteins of the nuclear pore complex, called nucleoporins (NUPs). Especially, one
group of nucleoporins, so-called FG NUPs, interacts with viral particles. Their sequence
contains naturally disordered domains rich in phenylalanine-glycine (FG) repeats which create
selective barrier of the nuclear pore complex. These are mainly nucleoporins NUP153, NUP214
and NUP358. Interaction of viral particles with these nucleoporins allow them to cross this
barrier and deliver their viral genome to the host cell nucleus. It is therefore an essential step in
the early phase of the viral infection cycle.

Keywords: cell nucleus, nuclear transport, nuclear pore complex, nucleoporins, virus

nuclear entry, NUP153, NUP214, NUP358
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1 Uvod

O virech nelze jednoznacné fict, zda se jedna o zivé ¢i nezivé organismy. Pokud bychom se
podivali na definici zivych soustav, nasli bychom zde zcela zasadni vlastnost, které je jednim
ze zékladnich znakl definujicich zivy organismus, ale kterou viry samy o sobé schopné
vykonavat nejsou, a tou je reprodukce. Tato vlastnost je striktné zavisla na hostitelské bunce,
viry nejsou bez hostitelské buiiky schopné se samy replikovat. Jednd se tedy o vyhradné
intracelularni parazity, pro jejichZz Zivotaschopnost je nezbytné proniknout do hostitelské
bunky. Nicméné, pii tomto kroku museji viry prekonat nékolik bariér, které jim builka vytvari.

Prvni z téchto bariér je plazmatickd membrana. Pro vétSinu RNA vird je to jejich jedina
piekazka pti jejich cesté do hostitelské buiiky, nebot’ se replikuji hlavné v jeji cytoplazmé.
Vyjimku vSak tvofi ¢eledi Retroviridae a Orthomyxoviridae, které museji kromé plazmatické
membrany prekonat i dalsi z bariér, a to dvouvrstvou jadernou membranu, nebot” pro jejich
replikaci jsou potifeba hostitelské enzymy nebo jiné molekuly nachdzejici se v bunééném jadre.
To samé plati 1 pro DNA viry, které téz museji pfi svém infekénim cyklu proniknout az do
bunécného jadra, aby se uspésné zreplikovaly (shrnuto ve Whittaker et al., 2000). Vyjimku
mezi DNA viry tvoii viry Celedi Poxviridae (Schramm and Locker, 2005) a celedi dalSich
gigantickych virt (Garcia-Beato et al., 1992; Goorha, 1982), které vybocuji tim, ze jejich
replikace probihd uplné, nebo z vétsi Casti v cytoplazmé hostitelské buiiky.

Dvouvrstevna jaderna membrana je tedy dalsi z bariér, kterou viry, replikujici se
v bunécném jadre, museji prekonat. Zptsobt, jakymi viry piekonani jaderné membrany docili,
je vice. Jednou z moznosti je, ze pockaji, az bunika vejde do mitotické faze bunééného cyklu,
kdy dochazi k rozpadu jaderné membrany a cesta do bunécného jadra je tak volna. Tento zplisob
dopravy virového genomu do bunééného jadra je typicky naptiklad pro ¢eled Papillomaviridae
(Aydin et al., 2014). Dalsi zptsob ptfekonani jaderné membrany je vyuzivan ¢eledi DNA viri
Parvoviridae, jejiz zastupci do bunééného jadra vstupuji patrné skrze mald naruSeni v jaderné
membrang, ktera sami navozuji (Cohen et al., 2011). Nicméné ostatni viry si vyvinuly zptisob,
jak se do jadra hostitelské bunky dostat 1 v ptipadé, kdy je bunika v tzv. interfazi buné¢ného
cyklu, tedy kdy je jadro chranéno dvouvrstevnou jadernou membranou a kterd neni nijak
narusena. V tomto piipad¢ si viry vyvinuly strategii, pfi které k translokaci do buné¢ného jadra
vyuzivaji struktury zabudované do jaderné membrany, znamé jako jaderné pory. Funkei téchto
port je bézné zajistovat nukleocytoplazmaticky transport. Viry je nicméné dokazi vyuzit i ve
svilj prospéch a jejich prostfednictvim dopravuji virovy genom do jadra hostitelské bunky

(Mettenleiter, 2016).



Cilem této prace je:

e Predstavit jaderny por, jeho strukturu a funkci jednotlivych nukleoporind, a to zvIaste
nukleoporint bohatych na fenylalanin-glycin repetice, které se i¢astni jaderného transportu.

e Dale popsat zakladni mechanismus jaderného importu molekul a piedstavit translokacni
strategie u vybranych ¢eledi DNA a RNA virti vyuzivajicich jadro hostitelské buiiky jako

misto pro replikaci svého virového genomu.



2 Jaderny por

Stejné jako v cytoplazmatické membrané a dal§ich membrénach vnitrobunéénych organel,
ve kterych se nachézeji rizné molekulové prenasece, kanaly ¢i pumpy, se i v jaderné membrané
nachazeji struktury pro prenos molekul. Tyto struktury v jaderné membrané nazyvame jaderné
pory. Jaderny por (NPC; nuclear pore complex) je bunécnd makromolekularni struktura
zabudovand do dvouvrstevné jaderné membrany a vytvarejici v jaderné membrané kanal,
kterym probiha obousmérna vyména molekul mezi jadrem a cytoplazmou, nezbytnd pro
bunécné procesy. V nasledujicich podkapitolach bude popsana zejména struktura jaderného
poéru u clovéka a znamé funkce jeho jednotlivych komponent (nukleoporintl), nasledované

struénym popsanim transloka¢niho procesu do buné¢ného jadra.

Cytoplazmaticka
filamenta
Cytoplazma Vnéjsi jaderna membrana
Centralni kanal 7“; <4— Vnitini kruh
Jadro Vnitini jadernd membrana

<4—— Jaderny ko$§

Obrazek 1. Struktura jaderného poéru (NPC). Jaderny por je v zakladu tvofen
z cytoplazmatického (zlut€), vnitiniho a jaderného kruhu (zeleng). Dalsimi ¢astmi
NPC jsou pak cytoplazmaticka filamenta a jaderny ,.kos* (inspirovano Beck and

Hurt, 2017).

2.1 Struktura jaderného poru

Jaderny pér je utvaren z proteini zvanych nukleoporiny. Jednd se o zhruba 30 rGznych
proteinti (Cronshaw et al., 2002), jejichz n€kolikanasobné kopie formuji strukturu NPC, ktera
je oktagonalniho tvaru (Gall, 1967) a jejiZ celkova hmotnost ¢ini pifiblizné 120 az 125 MDa
(megadaltons) (Reichelt et al., 1990). Pokud bychom jaderny por rozdélili na jednotlivé ¢asti
(Obr. 1), jednalo by se o cytoplazmaticky a jaderny kruh, z nichz kazdy je zabudovan do jedné

z vrstev jaderné membrany. Mimo cytoplazmatického a jaderného kruhu se uvadi jeste i tieti,



vnitini kruh, ktery lezi mezi jadernym a cytoplazmatickym kruhem. Pfidatnymi ¢astmi NPC
jsou pak cytoplazmatickd filamenta.a tzv. jaderny ,,kos* (shrnuto v Beck and Hurt, 2017).

Clovék Kvasinka

Vnejii jaderna

membrana

Vnitrni jaderna

membrana

Obrazek 2. RozloZeni nukleoporint v jaderném poéru ¢lovéka a jejich homology v jaderném poru kvasinek.
Fialové jsou vyznaCeny nukleoporiny jaderného koSe, Cervené je vyobrazen Y-komplex, oranzove
transmembranové nukleoporiny, zluté komplex NUP62 (respektive Nspl u kvasinek), modie IR-komplex,
zelené nukleoporin NUP98 (respektive NUP145N a NUP100 u kvasinek) a Sed¢ cytoplazmatické
nukleoporiny (inspirovano Beck and Hurt, 2017).

2.1.1 Nukleoporiny (NUPs)

Nukleoporiny (NUPs; nucleoporins) Ize obecné rozd¢lit na tzv. ,,scaffold neboli strukturni
NUPs, které vytvareji pevnou strukturu jaderného poéru, a ,,FG* NUPs (shrnuto v Beck and
Hurt, 2017), jeZ maji svlij ndzev odvozeny od repetitivnich sekvenci fenylalanin-glycin (FG),
které jsou ve velkém mnozstvi ptitomné v jejich sekvenci (Wente et al., 1992), a které vytvareji
selektivni bariéru pro transport molekul jadernym porem (Ribbeck and Gorlich, 2002). Velka
cast nukleoporintl se ve struktute jaderného poéru vyskytuje nejcastéji ve 32 kopiich. Nicméné
jsou i vyjimky, kdy jsou nukleoporiny pfitomny ve vice, ¢i naopak mén¢ kopiich. Ptikladem
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muze byt 48 kopii nukleoporini NUP155 a NUP93, nebo na druhou stranu pouze 16 kopii
nukleoporinu NUP188 (Lin et al., 2016) ¢i 8 kopii nukleoporintit NUP42 a Glel (shrnuto v Lin
and Hoelz, 2019). Nukleoporiny se pak ve vétsing pripadi uspotfadavaji do forem subkomplexi.
Znamé jsou subkomplexy NUP107 (Loiodice et al., 2004), NUP214 (Bernad et al., 2004),
NUP62 (Guan et al., 1995), NUP93 (Grandi et al., 1997) a NDC1 (Onischenko et al., 2009).
Jejich jednotlivé funkce a funkce dalSich nukleoporini budou probrany v dalsich
podkapitolach. Pravdépodobny model usporadani jednotlivych nukleoporinti a subkomplext
v jaderném poru Cloveka, v porovnani s uspofadanim v jaderném poéru kvasinek, je znazornén

na Obr. 2.

2.1.1.1 Strukturni nukleoporiny (scaffold NUPs)

Jak uz zndzvu vyplyva, funkei strukturnich nukleoporinli je podilet se na zakladnim
sestaveni a vytvoreni komplexni struktury jaderného poéru. Tento proces zajistuji dva dil¢i
komplexy, a to tzv. Y-komplex (neboli také NUP107 komplex) (Bui et al., 2013) a komplex
tvofeny nukleoporiny vnitiniho kruhu (IR; inner ring complex) (Kosinski et al., 2016).
Y- komplex (Obr. 2 a 3) je tvofeny nukleoporiny NUP107, NUP160, NUP96, NUP133,
NUPSS, Secl3, Seh1, NUP43, NUP37 a ELYS, z nichz posledni tfi jmenované nejsou pritomné
v Y-komplexu kvasinek (Bui et al., 2013). IR-komplex (Obr. 2 a 4) je utvaren z nukleoporini
NUP205, NUP188, NUP155, NUP93 a NUP53 (Kosinski et al., 2016), pticemz se k tomuto
komplexu tadi také i subkomplex NUP62, ktery sice formaln¢ spada do skupiny FG NUPs,
nicmén¢ je ale k IR-komplexu pfipojeny interakci s N-koncovou doménou nukleoporinu

NUP93 (Sachdev et al., 2012).

Zakladna

Kratké stonku

Konec stonku
rameno | Nup43

NupS?", 4
Dlouhé \Nup160
rameno

Obriazek 3. Struktura Y-komplexu. Y-komplexu je tvofen nukleoporiny NUP107, NUP160, NUP133, NUP96,
Sec13, Sehl, NUP85, NUP43, NUP37 a ELYS (upraveno podle von Appen et al., 2015).

Pro vytvofeni funkéni struktury jaderného péru je dilezitd interakce jednotlivych
nukleoporint téchto dvou komplexti s transmembranovymi nukleoporiny Pom121 (Mitchell et
al., 2010) a NDC1 (Mansfeld et al., 2006). Pom121 stabilizuje Y- a IR-komplex interakci jeho

N-koncové domény s nukleoporiny NUP155 a NUP160, pficemZ je nevaze oba najednou, ale
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pravdépodobné se snimi vyskytuje ve dvou vazebnych interakcich — NUP155-Poml121
a NUP160-Pom121. Oba nukleoporiny totiz rozeznavaji na Pom121 stejné vazebné misto.
Nicméné se ukazalo, ze NUP155 dale interaguje i s nukleoporinem NDCI1 (Mitchell et al.,
2010). Ktéto vazbé s NDC1 je nukleoporin NUPI155 pfiveden zfejmé pres interakci
s nukleoporinem NUPS53, ktery se svym C-koncem vaze ptimo k NDC1 a zaroven interaguje
i s NUP155 (Eisenhardt et al., 2014). Tuto vazbu mezi nukleoporiny NUP155 a NUP53
dopliiuje nukleoporin NUP93, ktery svoji C-koncovou doménou interaguje s nukleoporinem
NUPS53 (Sachdev et al., 2012). K nukleoporinu NUP93 se pak dale poji nukleoporiny NUP205
a NUPI18S, zbyvajici ¢lenové IR-komplexu (Miller et al., 2000), které dohromady jesté
s NUP155 interaguji s FG nukleoporinem NUP9S (Fischer et al., 2015).

Ptitomnost Pom121, NUP155, NUP53 a Y-komplexu je esencialni pro Uspésné vytvoreni
NPC a jaderné membrany. Antonin a kolektiv na zaklad¢ vysledkl postulovali hypotézu, ze
behem sestavovani jaderné membrany existuje jisty kontrolni bod fizeny Y-komplexem, ktery
v ptipadé, Ze neni pfitomen Pom121 ¢i NUP155, tuto situaci zaznamend a sestavovani jaderné
membrany, a tedy i NPC, se zastavi (Antonin et al., 2005). Stejné tak pokud dojde k mutaci
NUPS53, ktera zabrani vazbé s NUP155, se 1 v tomto piipad¢ sestavovani jaderného poru zastavi
(Eisenhardt et al., 2014), nebot’ NUP155 se zd4 byt hlavnim prostiednikem, ktery ukotvuje
IR- komplex interakci s Pom121 a NDC1 v jaderné membrané (Mitchell et al., 2010). Nejprve
je ale potieba praveé vazba NUP155 s NUPS3, ktery jej k témto interakcim navede (Eisenhardt
et al., 2014).

A

Nup205/ Quter Inner

EiNup155 [l Nup93 [] Nup188 B Nup62 [lNup58 [ Nup54 .Y complex .Y complés

Obrazek 4. Modelové vyobrazeni struktury jaderného poru. (4) Pohled na cytoplazmaticky kruh
jaderného péru shora, kde 1ze vidét vnéjsi (outer) i vnitini (inner) Y-komplex a IR-komplex, ktery
obklopuje centralni kanal jaderného poéru. (B) Detail vnitfniho kruhu s IR-komplexem, ktery je tvofen
nukleoporiny NUP205, NUP188, NUP155, NUP93 a NUP53 (NUP53 neni na obr. uveden)
(Kosinski et al., 2016).



Y-komplex je pak k sestavovani NPC ptiveden prostiednictvim nukleoporinu NUP153
(Vollmer et al., 2015). Jeho hlavni vyznam, mimo funkce jako kontrolniho bodu, spo¢iva v tom,
ze jeho 32 kopii vytvaii oba dva krajni kruhy jaderného pdru — cytoplazmaticky a jaderny kruh
(Bui et al., 2013). V kazdém ztéchto kruhti najdeme, vzhledem k oktogonalni symetrii
jaderného poru (Gall, 1967), 8 dimer Y-komplexu, kdy monomery Y-komplexu nachézejici
se blize stfedu jaderného poru utvaii vnitini Y-komplex a monomery sméfujici ven od stiedu
péru tvori vnéjsi Y-komplex (Obr. 4). Pfes Y-komplex se ke struktute jaderného poru ptipojuje

subkomplex NUP214, a to interakci mezi nukleoporiny NUP88 a NUP107 (Bui et al., 2013).

2.1.1.2 Nukleoporiny obsahujici FG repetice (FG NUPs)

Funkci téchto nukleoporinli neni, narozdil od strukturnich nukleoporini, se tak vysokou
meérou podilet na strukture jaderné¢ho poéru, ale naopak zajiStovat predevSim regulovany
a selektivni prichod molekul jadernym pérem (Ribbeck and Gorlich, 2002) a interagovat
s transportnimi receptory (A. Radu et al., 1995). Tuto vlastnost udileji témto nukleoporinim
jejich piirozené neuspoiadané domény bohaté na repetice fenylalanin-glycin (FG) (Denning et
al., 2003) tvorici pravé onu selektivni bariéru. Mechanismus tvorby této bariéry spociva
v hydrofobnich interakcich mezi jednotlivymi FG repeticemi (Ribbeck and Gorlich, 2002),
které¢ vytvaieji jakousi sitovinu podobnou hydrogelu (Frey et al., 2006), pies kterou je
znemoznén pasivni pruichod molekul vétSich nez 5 nm v praméru (Bonner, 1975). Transportni
receptory vSak jsou schopné diky pfimym interakcim s FG repeticemi (motivy) skrz tuto bariéru
proniknout (Ribbeck and Gorlich, 2002). Jak jiz dfive také prokazali Lim se svymi
spolupracovniky, vazba transportniho receptoru importinu f1 na FG repetice nukleoporinu
NUP153 zptisobi jejich kratkodoby reverzibilni kolaps a zaujmuti kompaktngjsi konformace,
na rozdil od neuspofddané sitoviny, kterd zabranuje pasivnimu priniku vétSich molekul
jadernym porem (Lim et al., 2007). Raveh a kolektiv pfisli pied par lety s dal§im rozsifenim
znalosti téchto interakci. Navrhli tzv. ,slide and exchange® model, ktery je zaloZzen na
skutecnosti, Ze jednotlivé FG motivy pfi interakci s transportnimi receptory osciluji mezi dvéma
zakladnimi stavy, a to silné interagujicim a slabé€ interagujicim stavem. Tyto jednotlivé FG
motivy pak specificky interaguji s transportnimi receptory na n¢kolika vazebnych mistech, a to
tak, Ze stfidanim siln€ a slabé interagujicich stavli do téchto vazebnych mist vstupuji a zase
naopak vystupuji. Jeden FG motiv pak mize tedy vytésnit druhy FG motiv, ktery se zrovna
nachazi ve slab¢ interagujicim stavu s transportnim receptorem a ten se tedy pravdépodobné
timto zplisobem miZe rychle pohybovat i s ndkladem centrdlnim kandlem jaderného poru az do

nukleoplazmy (Raveh et al., 2016).



Mezi FG NUPs, které se na této selektivité¢ jaderného poru a interakci s transportnimi
receptory podileji, se fadi komplex NUP62 a déle pak nukleoporiny NUP98, NUP214, NUP358
a jiz zminény NUP153. Komplex NUP62 je slozen ze tfi nukleoporini — NUP62, NUP58
a NUP54, které spolu interaguji doménou ,,coiled-coil* a tvoii tak heterotrimer (Obr. 5). Ten
se nachdzi ve vnitinim kruhu jaderného péru (Obr. 2) (Guan et al., 1995), kde se
prostiednictvim nukleoporinu NUP93 pfipojuje k IR-komplexu (Chug et al., 2015). Ve
vnitinim kruhu jaderného péru je komplex NUP62 esencialni pro jaderny transport (Finlay
etal.,, 1991), a tedy 1 pro interakci s transportnimi receptory (Paschal and Gerace, 1995)
prostiednictvim FG repetic (Chug et al., 2015).

~13 nm | Obrazek 5. Schéma heterotrimeru

komplexu NUP62, jehoz jednotlivé

Nup58 MNup54

nukleoporiny jsou mezi sebou provazany

e é ﬂ; KBy 5 - {57 NN ,coiled-coil“ doménami. Nukleoporin
N >~ N L J&% - NUP62 je vyobrazen zelené, NUP54
\ modfe a NUP58 oranzové (Chug et al.,
2015).

Nukleoporin NUP98 obklopuje jak zjaderné, tak i z cytoplazmatické strany vnitini kruh
jaderného poru (Obr. 2) (Krull et al., 2004). K cytoplazmatické stran¢ jaderného poéru je
pripojen svoji C-koncovou doménou, a to interakci s cytoplazmatickym nukleoporinem
NUPS88, ktery je jednou z komponent komplexu NUP214 (Griffis et al., 2003). Do nitra
jaderného poru a do bunécéného jadra zasahuje NUP98 svoji N-koncovou doménou (Ren et al.,
2010) obsahujici repetice GLFG (glycin-leucin-fenylalanin-glycin) (Radu et al., 1995). Diky
tomuto uspotadani je schopen migrovat jak mezi jddrem a jadernym pdrem, tak 1 mezi jadrem
a cytoplazmou (Griffis et al., 2002). Jeho role je zejména v exportu RNA do cytoplazmy, kdy
NUP9S interaguje s exportnim faktorem Rael (ribonucleic acid export 1) (Ren et al., 2010)
a s RNA vazebnym proteinem TAP (transporter associated with antigen processing) (Blevins
et al., 2003). Nicméné¢ se NUP9S8 podili dale také na jaderném importu (Radu et al., 1995) a na
regulaci propustnosti bariéry jaderného poru. NPC bez piitomnosti NUP98 neni schopen
zformovat dostatecné uc¢innou bariéru, kterd by regulovala pasivni vtok molekul (Hiilsmann et
al., 2012).

Nukleoporin NUP214 se nachazi na cytoplazmatické strané jadern¢ho péru (Obr. 2)
(Kraemer et al., 1994), kde interakci pies ,,coiled-coil* domény vytvari komplex spolu s dalSim

cytoplazmatickym nukleoporinem NUP88 (Fornerod et al., 1997). Tento komplex je vyznamny
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zejména pro export mRNA, ale také i1 proteinti, které se z bunécného jadra dostavaji do
cytoplazmy prosttednictvim exportniho proteinu CRM1 (chromosomal maintenance 1) (Hutten
and Kehlenbach, 2006), ktery interaguje s FG repeticemi nachédzejicimi se na C-koncové
doméné nukleoporinu NUP214 (Fornerod et al., 1997). NUP214 nésledn¢ vytvaii komplex
spolu s RanGTP, CRM1 a exportovanym nakladem a slouZi tak jako jedno z finalnich mist pro
vazbu exportovanych molekul pted jejich uvolnénim do cytoplazmy (Hutten and Kehlenbach,
2006). Bernad a spolupracovnici ve své studii ukdzali mimo jiné i na roli NUP214 a CRM1
1 v exportu velké (60 S) ribozomalni podjednotky (Bernad et al., 2006).

NUP358 znamy také jako RanBP2 (Ran binding protein 2), se nachazi stejné jako
nukleoporin NUP214 na cytoplazmatické strané jaderného poru (Obr. 2), a pravé pres komplex
NUP214/88 je i1 ptipojen k NPC (Bernad et al., 2004). RanBP2 se uplatituje jak v jaderném
importu (Wilde et al., 2012), tak i1 v jaderném exportu molekul do cytoplazmy ptes exportni
protein CRM1 (Bernad et al., 2004), tedy podobn¢ jako u nukleoporinu NUP214. Ale na rozdil
od NUP214, ktery exportovany komplex vazbou stabilizuje (Hutten and Kehlenbach, 2006), je
funkci RanBP2 v této CRMI1 exportni drdze naopak rozlozeni exportovaného komplexu
(Ritterhoff et al., 2016). Pro rozlozeni exportovaného komplexu tvofené¢ho proteiny CRMI,
RanGTP a exportovanym nakladem (Hutten and Kehlenbach, 2006), byly popsany dvé mozné
cesty. Prvni je spoluprace dvou proteinti, a to RanGAP1 (Ran GTPase activating protein 1)
a RanBP1 (Ran binding protein 1) (Askjaer et al., 1999), které zajisti hydrolyzu RanGTP na
RanGDP a anorganicky fosfat vedouci k rozlozeni exportovaného komplexu. Druhou moznosti
je pak vyuziti pravé nukleoporinu NUP358 (RanBP2), ktery obsahuje vazebnou doménu
podobnou RanBP1 (Kehlenbach et al., 1999), ptes kterou miize interagovat s RanGAP1. Na
fadu zde prichazeji 1 FG repetice nukleoporinu RanBP2, které mimo jiné vykazuji vysokou
afinitu pro interakci s proteinem CRMI, ale pfedev§im se mezi t€émito repeticemi nachazi
sekvence asi 300 aminokyselin, kterd v sobé obsahuje vazebné misto pro zminény RanGAP1.
Ten se timto pravdépodobné miize dostat do blizkosti proteinu RanGTP, vazaného v komplexu
s CRM1 a exportovanym nédkladem, a katalyzovat tedy jeho hydrolyzu na RanGDP
a anorganicky fosfat (Ritterhoff et al., 2016). Tato zména stejné jako v pfipad¢ spoluprace
RanGAP1 s RanBP1 (Askjaer et al., 1999) vede krozlozeni exportovaného komplexu
(Ritterhoff et al., 2016). Uvolnény protein CRM1 zlstava navazan na RanBP2 a je navracen
zpét do bunécného jadra (Bernad et al., 2004).

Podobny mechanismus je pouzivan i pfi recyklaci importinu f, ktery se v komplexu pies
RanGTP zachyti na nukleoporinu RanBP2. Za pomoci RanGAP1, navdzaného na RanBP2,

dojde opét k hydrolyze RanGTP a importin B ziistane navdzan na RanBP2, kde miize
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interagovat s pfichazejicim komplexem tvofenym importinem o a transportovanym nakladem,
a zajistit tak jeho translokaci do bunécného jadra (Hutten et al., 2008).

Poslednim z téchto FG NUPs je nukleoporin NUP153. Ten se nachdzi na jaderné strané
jaderného poru (Obr. 2) a slouzi jako pfipojovaci element pro vazbu nukleoporinu Tpr, ktery je
hlavni komponentou jaderného ,kose™ (Krull et al., 2004). Zatimco N-koncovd doména
NUP153 se podle vSeho nachézi pouze v jaderném kruhu a slouzi pro pfipojeni NUP153 ke
struktufe NPC (Bastos et al., 1996), tak C-koncova doména ma tu schopnost, ze se muze
vyskytovat 1 v oblasti kruhu cytoplazmatického (Fahrenkrog et al., 2002). To umoZznuje
nukleoporinu NUP153 ptes tuto doménu interagovat s transportnimi receptory, konkrétné
naptiklad s importinem a, ktery je ve spoleném komplexu s importinem 3 a transportovanym
nakladem (Ogawa et al., 2012). Zaroven na svém N-konci NUP153 interaguje s nukleoporinem
NUPS50, ktery se prostiednictvim této vazby dostane do blizkosti importinu a a spolu s dal§imi
faktory, jako je napf. GTPaza Ran, zplsobi uvolnéni transportovaného ndkladu do
nukleoplazmy (Makise et al., 2012).

Ptes NUP153 probiha i recyklace GTPazy Ran. Potom, co dojde na nukleoporinu NUP358
k disociaci RanGTP na RanGDP a anorganicky fosfat (Hutten et al., 2008), se RanGDP vraci
zpét do jadra bunky, kde se vaze na motivy zinkovych prstii nachézejicich se na NUP153. Zde
pod vlivem RanGEF (Ran guanine nucleotide exchange factor) dojde k vyméné GDP
(guanosine diphosphate) za GTP (guanosine triphosphate) a vznika opét RanGTP. Ten se potg,
jak bylo vyse zminéno, podili vazbou na importin  na rozlozZeni transportovaného komplexu
(Schrader et al., 2008).

Nicméné nukleoporin NUP153 nefiguruje pouze v jaderném importu. Kromé této funkce je
jeho ptitomnost dilezita i pro export proteini a rtiznych typit RNA, jakou jsou naptiklad
snRNA, 55 RNA (Ullman et al., 1999) ¢i mRNA. Pro interakci mRNA s NUP153 jsou nejspise

dilezité FG repetice obsazené na C-konci tohoto nukleoporinu (Bastos et al., 1996).

2.2 Princip transportu molekul do bunécéného jadra

Jak bylo naznafeno vySe, transport molekul mezi jadrem a cytoplazmou muze probihat
zasadné dvéma zplisoby, bud'to pasivni anebo aktivni cestou. Pasivni cestou je v podstaté prosta
difuze dostate¢né¢ malych molekul jadernym pdrem, kdeZto aktivni cesta vyZaduje spolupraci
s transportnimi receptory (karyopheriny), které ptes jaderny pér dokdzou translokovat
molekuly, jejichz velikost pfesahuje limit pro pasivni tok pérem.

Pasivni cestou, tedy difuzi, mohou do bunééného jadra projit pouze ty molekuly, jejichz
velikost je mensi, nez piiblizné 40 kDa (kilodaltons) (Bonner, 1975). Ostatni molekuly,
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ptresahujici tento limit, prostupuji ptes jaderny por podstatné hiife a museji vyuzit spoluprace
s transportnimi receptory, které maji schopnost pies selektivni bariéru jaderného poéru
proniknout (Ribbeck and Gorlich, 2002). Karyopherinti, ucastnicich se importu molekul do
bunécného jadra, byla popsana cela fada. Kromé importinti o/p jsou to dale napt. importin-4,
importin-5, importin-7, importin-8, importin-9, importin-11, importin-13, importin P2,
transportin SR2 ¢i exportin-4 (shrnuto v Kim et al., 2017).

Molekuly, jez jsou urCeny pro transport do bunééného jadra, jsou rozpoznavany
transportnimi receptory prostfednictvim jejich jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS; nuclear
localization signal). Ten byva nejcastéji rozezndvan importinem o (Moroianu et al., 1995).
Nicméné jsou i vyjimky, kdy rozpoznani NLS muize probéhnout i nezavisle na importinu o,
a to pres importin § (Cingolani et al., 2002). Sekvence NLS, ktera je rozezndvana importinem
a, je obvykle tvofena bazickymi aminokyselinami, lysinem a argininem. Typickym piikladem
je naptiklad NLS viru SV40 (Simian Virus 40), jehoz sekvence je tvoifena aminokyselinami
KKKRKYV (K = lysin, R = arginin, V = valin) (Elena Conti, 1998).

Importin a, ktery rozpozna na molekule urcené k transportu aminokyseliny NLS a navaze se
k nim, interaguje dale s importinem B a vytvaii tak spolu dohromady transportni komplex
(Moroianu et al., 1995). Vytvotfeny transportni komplex je poté naveden k jadernému poru,
kterym je prostfednictvim interakci s FG NUPs translokovan do nukleoplazmy (A. Radu et al.,
1995). V nukleoplazmé je nasledné¢ vlivem GTPazy Ran, kterd se vaze na importin 3,
transportovany komplex rozlozen (Rexach and Blobel, 1995), importovana molekula je
uvolnéna (Obr. 6) a importin B je prostiednictvim RanGTP transportovan zpét do cytoplazmy.
Jsou nasledn¢ dvé moznosti, jak pravdépodobné dochazi k recyklaci importinu . V té prvni se
komplex RanGTP-impf vaze na nukleoporin NUP358, kde prostrednictvim s nim spojeného
RanGAP1 dojde k hydrolyze RanGTP na RanGDP a anorganicky fosfat a k uvolnéni importinu
B, ktery zlistane navazan na NUP358 a muze se Gcastnit dalSich transportnich cykld. Druha
moznost je, ze dojde k situaci, kdy jsou vSechna vazebnia mista pro Ran na nukleoporinu
NUP358 obsazena, komplex RanGTP-impP translokuje az do cytoplazmy, kde je
prostiednictvim RanGAP1 a RanBPl importin  uvolnén a pfipraven znovu vytvaret
transportni komplex (Obr. 6) (Hutten et al., 2008). Recyklace importinu a vyzaduje kromé
RanGTP také jeden z exportnich faktorti, a to protein CAS (cellular apoptosis susceptibility
protein). Nasledné stejnym zplsobem, jako v pfipadé¢ importinu B, dojde za casti RanBP1
a RanGAP1 k hydrolyze RanGTP a k uvolnéni importinu o do cytoplazmy (Obr. 6) (Kutay et
al., 1997). RanGDP se po hydrolyze RanGTP vraci pomoci NTF2 (nuclear transport factor 2)
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zpét do nukleoplazmy (Ribbeck et al., 1998), vaze se na NUP153 a prostfednictvim RanGEF
faktoru dojde k nahrazeni GDP za GTP a k obnoveni RanGTP (Schrader et al., 2008).
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Obrazek 6. Schéma prubéhu jaderného importu. (4) Komplex NLS-impo-impp je translokovan
do nukleoplazmy, kde se na importin B vaze RanGTP a dochézi k rozloZeni transportniho
komplexu. (B) Recyklace importinu o probihd ve spolupraci s proteinem CAS a RanGTP.
V cytoplazmé pak za ucasti RanBP1 a RanGAP1 dochazi k hydrolyze RanGTP a k uvolnéni
importinu o, ktery opét vaze NLS molekuly uréené k transportu. (C) Recyklace importinu 8
probiha pouze za ucasti RanGTP. V cytoplazmé dochazi opét k hydrolyze RanGTP a k uvolnéni
importinu B, ktery se vaze ke komplexu NLS-impa (inspirovano Oka and Yoneda, 2018).
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3 Translokac¢ni strategie pi‘es jaderny por u vybranych skupin vira

V této kapitole budou predstaveny vybrané skupiny obalenych i neobalenych DNA a RNA
vird, pro néz je typické, ze se zcela, nebo ¢astecné, replikuji v bunééném jadie hostitelské bunky
a musi tedy proniknout nejen prvni bariérou, kterou predstavuje cytoplazmatickd membrana,
ale kriticky je pak prinik pies druhou bariéru, dvouvrstevnou jadernou membranu. Nize budou
popsany translokacéni strategie u vybranych skupin vird z cytoplazmy pies jaderny por, az do

bunécéného jadra hostitelské bunky.

3.1 DNA viry

3.1.1 Herpesviridae

Herpesviridae je ¢eled’ obalenych virti jejichz genomem je linedrni dvouvlaknova DNA
(dsDNA; double-stranded DNA). Kapsida s ikosahedralni symetrii ma triangulacni ¢islo
(T) =16 a je tvofena hlavnim strukturnim proteinem VPS5 (viral protein 5), produktem genu
UL 19 (Spear and Roizman, 1972). Kapsidu tvoii konkrétné 162 kapsomer proteinu VPS5 — 150
hexont, jejichz funkci je vytvaret stény kapsidy, a 12 pentont, které se vyskytuji ve vrcholech
kapsidy (shrnuto v Brown and Newcomb, 2011). Jak hexony, tak i pentony jedenacti vrchola
jsou tvofeny proteinem VP5. V jednom z vrcholi kapsidy je vSak penton tvofen jinym
proteinem nez zbyvajicich jedenact - tzv. portdlovym komplexem (portdlem), tvorenym
proteinem pUL6, ktery ma funkci zejména pti baleni virové dsDNA do kapsidy, ale i pfi jejim
opousténi (Newcomb et al., 2001). Mezi kapsidou a vn¢jsim lipidickym obalem obsahujicim
virové, vétsinou glykosylované proteiny, se nachazi vrstva tegumentu (Griinewald et al., 2003).
Ten obsahuje ptiblizné 23 virovych proteinii potiebnych pro infekéni cyklus viru (Loret et al.,
2008). Po priniku viru do bunky je velka ¢ast tegumentu uvolnéna do cytoplazmy (Granzow et
al., 2005). Kapsida herpesviru je spolu se zbyvajicimi proteiny tegumentu transportovana
prostfednictvim vazby na molekuldrni motor dynein po mikrotubulu k bunéénému jadru
(Sodeik et al., 1997).

Nekteré proteiny tegumentu jsou dilezité pro interakci s jadernym pdérem a k uvolnéni
virové DNA z kapsidy. Ojala a spolupracovnici pozorovali pfi jejich odstranéni sniZenou
schopnost kapsidy HSV-1 (Herpes Simplex Virus 1) vazat se k NPC (Ojala et al., 2000). Hlavni
roli pfi tomto procesu hraje predev§im protein VP1/2 (pUL36) kodovany genem UL36
(Copeland et al., 2009) a pUL2S5, ktery interaguje s C-koncovou doménou nukleoporinu
NUP214. Snizeni hladiny mRNA pro tento nukleoporin pomoci RNA interference mélo za

nasledek defekt ve vstupu herpesvirové DNA do bunééného jadra (Pasdeloup et al., 2009).
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Stejny efekt vSak méla i RNA interference namifend proti nukleoporinu NUP358, z ¢ehoz
vyplyva, ze oba nukleoporiny jsou podstatné dulezité pro zakotveni kapsidy herpesviru v NPC.
Pouziti protilatek proti proteinu VP1/2 vedlo rovnéz ke snizeni schopnosti vazby kapsidy
k jadernému poéru (Copeland et al., 2009), coz potvrzuje i jeho funkci zprosttedkovatele
interakce mezi kapsidou herpesviru a jadernym pérem. Navic Abaitua a O’Hare identifikovali
na N-koncové doméné proteinu VP1/2 sekvenci, kterd nese jaderny lokalizacni signal (Abaitua
and O’Hare, 2008). Jak jiz diive ve své studii prokazali Ojala a kolektiv, zakotveni kapsidy
herpesviru v NPC se odehrava prostfednictvim importinu 3 (Ojala et al., 2000). NLS by mohl
byt importinem [} rozeznan a kapsida herpesviru by tak mohla byt dopravena k jadernému péru
a interagovat s nukleoporinem NUP358 (Copeland et al., 2009). Nicméné, role VP1/2
(Jovasevic et al., 2008) a stejné tak 1 role proteinu pUL25 (Preston et al., 2008) jsou podstatné
1 pfi ndsledném uvolnéni virové DNA z kapsidy do bunécného jadra.

Pro protein pUL25 bylo prokazano, Ze interaguje s proteinem pUL6, ktery vytvari portal
(Pasdeloup et al., 2009), a také s C-koncovou doménou proteinu VP1/2 (Coller et al., 2007).
Oba tyto pUL25-vazebné virové proteiny jsou pak spolu s pUL25 zahrnuty do procesu uvolnéni
virové DNA z kapsidy (Pasdeloup et al., 2009). Potom, co se pravdépodobné prostiednictvim
proteinu VP1/2, interagujicitho s NUP358 (Copeland et al., 2009), a proteinu pUL25, ktery se
vaze k NUP214 (Pasdeloup et al., 2009), zakotvi kapsida herpesviru v jaderném poru (Obr. 7),
dojde Kk iniciaci proteolytického Stépeni proteinu VP1/2. To ma za nasledek vyvolani

konformacni zmény nejen proteinu VP1/2, ale 1 snim spojen¢ho vrcholového pentonu

l Cytoplazma

HSV-1 virion " HSV-1 po vstupu Vazba kapsidy
na NPC

. = docytoplazmy
o e
* \ - \
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HSV-1 Jaderny pér
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Obrazek 7. Schéma interakce kapsidy herpesviru (HSV-1) sNPC. HSV-1 po splynuti
s plazmatickou membranou a proniknuti do cytoplazmy bunky ztraci vnéjsi tegument a kapsida se stale
navazanym vnitinim tegumentem putuje k jaderné membrané, kde interaguje skrz VP1/2 a pUL25 s NUP358
a NUP214. Vazba kapsidy k jadernému poéru vede k rozstépeni VP1/2 a k uvolnéni virové DNA do buné¢ného
jadra (upraveno podle Copeland et al., 2009).
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(pravdépodobné portalového proteinu pUL6), jimz se kapsida smérem do jaderného poru
orientuje. Tato konformacni zména posléze vede k otevieni kapsidy a k uvolnéni virové DNA
do bunécného jadra. To, jakymi protedzami je Sté€peni proteinu VP1/2 zajistovéano, neni
doposud zcela objasnéno. Ve hie jsou zejména serinové, popiipadé i cysteinové proteazy
(Jovasevic et al., 2008). Nicmén¢ Kattenhorn a spolupracovnici ve svém vyzkumu pfisli s tim,
ze VP1/2 je sam o sob¢ cysteinova protedza (Kattenhorn et al., 2005) a neni tedy vylouceno, zZe

by stépeni mohl zajist'ovat autokatalyticky on sam (Jovasevic et al., 2008).

3.1.2 Hepadnaviridae

Hepadnaviridae je celed obalenych virti s genomem v podob¢ kruhové dvouvlaknové DNA
s useky ssDNA (single-stranded DNA), jinak nazvané jako rcDNA (relaxed circular partially
double-stranded DNA). Pro ¢leny Hepadnaviridae je typické vyuziti reverzni transkripce
béhem jejich replikacniho cyklu. Nejvyznamnéjsim zastupcem této Celedi je virus hepatitidy B
(HBV; Hepatitis B Virus) replikujici se v bunkéch jaterniho parenchymu (hepatocytech). Tento
virus pusobi akutni zanét jater a maze byt pfi¢innou také cirh6zy jater nebo hepatocelularniho
karcinomu. Kapsida HBV je ikosahedralni symetrie (7' = 4; primér 36 nm) a je tvoiena 240
kopiemi kapsidového proteinu (CP; core protein) (shrnuto v Gallucci and Kann, 2017). Po fuzi
virového obalu s membranou lysozomu je kapsida po mikrotubulech (Rabe et al., 2006)
transportovana k bunéénému jadru. DNA genom je v jadfe opraven bunéénymi opravnymi
mechanismy na kruhovou kovalentné uzavienou DNA (cccDNA; covalently closed circular
DNA), ktera je transkribovana bunéénou RNA polymerazou do razné¢ dlouhych mRNA.
Nejdelsi transkript, tzv. pregenomova RNA je v cytoplazmé enkapsidovana a zarovei reverzné
transkribovana do DNA. Cast kapsid obsahujicich DNA se vraci do jadra k transkripci, ¢ast
ziskavé obal a je uvoliiovéna z bun¢k (shrnuto v Schidler and Hildt, 2009).

Pti studiu translokace HBV do bunééného jadra byl v sekvenci jak kapsidového proteinu
(Yeh et al., 1990), tak i hepadnavirové polymerdzy (Lupberger et al., 2013) objeven jaderny
lokaliza¢ni signal. Na zaklad¢ toho byly navrZzeny dva mozné modely, jakymi se genom HBV
translokuje do bunééného jadra.

Prvni model zahrnuje DNA polymerazu HBV, kterd je kovalentné pfipojena na 5" konec
minus vldkna rcDNA (Bartenschlager and Schaller, 1988). Hepadnavirovd rcDNA by
v disledku destabilizace kapsidy byla uvolnéna do cytoplazmy (Kann et al., 1997). Nésledné
by vlivem fosforylace specifickych mist doSlo k zpfistupnéni NLS na polymerdze pro
transportni receptory a hepadnavirovy genom by mohl byt timto zplisobem translokovan do

bunécného jadra. Lupberger a kolektiv tento model podpofili svou studii, ve které inhibice
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fosforylace NLS na polymeraze vedla ke snizeni replikace HBV (Lupberger et al., 2013).
svém experimentu pozorovali odStépeni polymerazy jesté pred translokaci hepadnavirového
genomu do jadra bunky. Po odstépeni polymerdzy a po uvolnéni rcDNA zkapsidy do
cytoplazmy, ziistala velkd cast rcDNA navazand na kapsidovy protein (Guo et al., 2007).
Kapsidovy protein obsahuje ve své sekvenci NLS a uvolnénéd hepadnavirova rcDNA by se do
bunécného jadra mohla tedy dostat prosttednictvim tohoto proteinu.

Jaderny lokalizacni signal se nachazi na C-konci kapsidového proteinu v sekvenci bohaté na
bazickou aminokyselinu arginin (R). Yeh a kolektiv ve své studii definovali tento NLS jako
sekvenci dvou po sob¢ jdoucich repetic PRRRRSQS (P = prolin; S = serin; Q = glutamin), coz
odpovida aminokyselindm na pozicich 165 — 172 a 173 — 180 kapsidového proteinu. Dvé vysSe
uvedené sekvence za sebou pfipojené ke globinu jej smérovaly do bunécného jadra, zatimco
jedind kopie k translokaci globinu do jadra nestadila (Yeh et al, 1990). Haryanto
a spolupracovnici nicméné pozorovali, ze i aminokyseliny 158 — 168 odpovidajici sekvenci
PRRRTPSPRRR (T =threonin), pfipoji-li se kbovinnimu sérum albuminu, zajisti jeho
translokaci do bunécného jadra (Haryanto et al., 2012). NLS se tedy pravdépodobné nachazi
v celém rozmezi aminokyselin 158 — 172 (Kann et al., 1999), respektive 158 — 180. Pokud ob¢
tyto sekvence jaderného lokaliza¢niho signalu CP srovname napiiklad s NLS opiciho
polyomaviru SV40 (KKKRKYV; K = lysin, V = valin), v§Simneme si, Ze oba typy NLS obsahuji
mnozstvi bazickych aminokyselin (arginin a/nebo lysin), které jsou tedy ocividné diilezité pro
interakci s transportnimi receptory, zajistujicich transport komplexti do bunécného jadra.

Role kapsidového proteinu je podstatou druhého modelu vstupu genomu HBV do bunécného
jadra. Tento model na rozdil od prvniho modelu pfedpoklada interakci intaktni kapsidy HBV
pfimo s jadernym porem.

Interakci kapsid HBV s bunéénym jadrem a jadernym poérem studovali v in vitro pokusech
Kann se spolupracovniky. Pouzili lidské hepatocyty, u kterych permeabilizovali digitoninem
cytoplazmatickou membranu a odmyli cytosol. K permeabilizovanym buiikdm ptfidavali HBV
kapsidy vytvotené zrekombinantniho kapsidového proteinu fosforylovaného nebo
nefosforylovaného, a dale lyzat z krali¢ich retikulocytii (ktery pouzili jako zdroj cytosolickych
faktorti) s ATP ¢i bez ATP. Ukézali, ze se kapsidy shromazd’uji na jaderné membrané pouze
v pfipadé, kdy je kapsidovy protein fosforylovany a jsou pfitomné cytosolické faktory.
Pritomnost ¢i absence adenosintrifosfatu spojeni kapsid s jadernou membranou neovlivnila

(Kann et al., 1999).
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V dalsich pokusech pak tito autofi ukézali, ze nutnymi cytosolickymi faktory jsou importiny
a a B. Aby mohl byt jaderny lokalizac¢ni signdl viru hepatitidy B importiny rozeznan je
zapotiebi, aby doslo k fosforylaci kapsidového proteinu na pozici aminokyseliny serinu
v blizkosti NLS. Vlivem fosforylace dojde k prezentaci jaderného lokaliza¢niho signalu
(ptitomného na C-koncové domén¢ CP) na povrchu kapsidy, coz umozni jeho rozpoznani
importinem o (Kann et al., 1999). Divodem expozice NLS je, ze fosforylace narusi stabilitu
kapsidy a dovoli tak C-koncové doméné kapsidového proteinu prezentovat NLS na povrch
(Selzer et al., 2015). Nicméné¢, vazba pouze importinu o nestaci k transportu HBV k jadernému
poru. Nutna je 1 vazba importinu 3 a az tento komplex miize dopravit HBV k jadernému poru,
kde podléha dalsim interakcim (Kann et al., 1999).

Kapsida HBV je dostate¢né mala na to (v priméru 36 nm), aby byla schopna vstoupit do
vnitini struktury jaderného poru. Piesto vSak jeji prichod jadernym porem neni zcela volny
a pro dopraveni virového genomu do bunécéného jadra vyzaduje interakce s nukleoporiny
jaderného poru (Schmitz et al., 2010). Schmitz a kolektiv piisli ve své studii na to, ze tim
hlavnim a pravdépodobné také jedinym nukleoporinem, ktery interaguje s kapsidou HBV, je
nukleoporin NUP153. Kapsida HBV rozeznavd na NUP153 dvé specifické sekvence
aminokyselin — aminokyseliny 618 az 999 a 992 az 1219. Ob¢ tyto vazebné domény jsou pak
soucasti tzv. fenylalanin-glycin repetic (Schmitz et al., 2010), které¢ funguji jako selektivni

bariéra pro transport riznych komplext do bunééného jadra (Ribbeck and Gorlich, 2002).

Komplex rcDNA
¢. vazba na s polymerazou
nukleoporin

a. transport HBV NUP153 @ [mportin
k NPC prostiednictvim
impa/p

d. iniciace rozloZzeni Importin 0L
kapsidy

gcytoplazma
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R/ \i ‘ ‘ Kapsida HBV
b. disociace h /-
transportnich Vv
o hd
receptort @ oo v
v

e. uvolnéni
rcDNA s
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f. opétovné slozeni
kapsidy HBV

Obriazek 8. Model jaderného importu hepadnavirové rcDNA fizeného kapsidou. Kapsida HBV je komplexem
impa/B transportovana do jaderného poru. Zde vlivem interakce kapsidy s nukleoporinem NUP153 dojde
k rozlozeni kapsidy HBV na dimery kapsidového proteinu, uvolnéni komplexu rcDNA spolymerazou

a k opétovnému slozeni prazdnych kapsid (upraveno podle Gallucci and Kann, 2017).
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Vazba kapsidy HBV k NUP153 je vsak specifickd pouze pro tento nukleoporin. S ostatnimi
nukleoporiny obsahujicimi FG repetice (NUP358, NUP214, NUP98), kapsida HBV, jak
vyplynulo z analyzy imunoprecipitati, ziejmé neinteraguje (Schmitz et al., 2010).

Interakce kapsidy s nukleoporinem NUP153 pak spousti dalsi dilezity krok v rané
fazi infekéniho cyklu viru hepatitidy B, a to rozlozeni kapsidy HBV na dimery kapsidového
proteinu a jejich nasledné zpétné slozeni (Obr. 8). Rozlozenim kapsidy se uvolni komplex
genomové rcDNA s polymerdzou a translokuje do nukleoplazmy. Zaroven do nukleoplazmy
translokuji 1 dimery kapsidového proteinu, které se zde pod vlivem pravdépodobné bunécné

RNA mohou slozit zpét do virové kapsidy (Rabe et al., 2009).

3.1.3 Adenoviridae

Adenoviridae je Celed’ neobalenych virt s genomem v podobé linedrni dvouvldknové DNA
a kapsidou ikosahedralni symetrie (o priméru piiblizné 90 nm), kterd je slozend z 240
hexamert tvofenych hlavnim kapsidovym proteinem — hexonem a 12 pentamer tvoficich
vrcholy, z nichz vystupuji vlaknité proteiny (shrnuto v San Martin, 2012). Virova dsDNA,
kovalentné vazana na obou konich s terminalnim proteinem, je v piimé interakci s dal§imi
proteiny, a to konkrétné s proteinem X, proteinem V (propojujiciho vnitini struktury virionu
s proteiny tvoficimi kapsidu) a proteinem VII. (Cassany et al., 2014). Po vstupu do bunky
receptorem zprostiedkovanou endocytdzou, adenovirus (AdV) zplsobuje naruseni membrany
endosomu a pronika do cytoplazmy. Vazbou na komplex dynein/dynactin je adenovirus
nasledn¢ prostiednictvim mikrotubulii dopraven k jadru hostitelské bunky, kde interaguje
s NPC a dal$imi bunécnymi faktory (shrnuto v Greber and Flatt, 2019).

Protein hexon se ukazal jako jeden z hlavnich determinanti fidicich translokaci virové DNA
do bunééného jadra. Cassany a spolupracovnici ve své studii prokazali, ze kapsidovy protein
hexon interaguje s N-koncovou ¢asti nukleoporinu NUP214 (Cassany et al., 2014). Jak jiz bylo
zminéno v predchozi kapitole o struktufe jaderného poru, NUP214 je jednim z tzv. FG NUPs,
tedy nukleoporint bohatych na repetice fenylalanin-glycin, jejichz hlavni funkci je interakce s
transportnimi receptory béhem transportu mezi jadrem a cytoplazmou (Kraemer et al., 1994).
Interakce mezi hexonem a NUP214 byla prokdzana snizenim exprese tohoto nukleoporinu s
pouzitim shRNA (short-hairpin RNA), tedy RNA interferenci. V butikach s potla¢enou expresi
NUP214 doslo k vyraznému sniZzeni mnozstvi adenovirové DNA v buné¢ném jadie. Naopak u
kontrolnich bunék, ve kterych byla pouzita shRNA namifend proti jinému nukleoporinu
NUP358, nebo ve kterych nebyla pouzita zadna shRNA, byla adenovirovda DNA piitomna ve
zna¢ném mnozstvi jak v cytoplazmé, tak i v jadie buiky. Tyto vysledky tedy znaci, Ze hexon
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AdV se vaze specificky k nukleoporinu NUP214, ktery je nezbytné dilezity pro transport
adenovirové DNA do bunécného jadra. Specificky tisek aminokyselin pfitomnych na NUP214,
ktery je rozpozndvan hexonem AdV, se pak nachazi na N-konci tohoto nukleoporinu, a to
konkrétn¢ v oblasti aminokyselin 450 az 586. Navic vazba hexonu na NUP214 i
v nepiitomnosti cytoplazmatickych faktort ukazuje, ze pro translokaci adenovirové DNA do
jadra buiiky nejsou potfeba transportni receptory (Cassany et al., 2014).

Kromé interakce s nukleoporinem NUP214 se kapsida AdV véze také na motorovy protein
kinesin-1 (Strunze et al., 2011). Kinesin-1 hraje roli v anterogradnim transportu (transport od
sttedu bunky k periferii) a vyskytuje se ve form¢ heterotetrameru, ktery je slozeny ze dvou
tézkych (KHC; kinesin heavy chains) a dvou lehkych fetézcti (KLC; kinesin light chains)
(Kuznetsov et al., 1988). Lehké fetézce kinesinu obsahuji na svém C-konci Sest tzv.
Htetratricopeptide® repetic (TPRs), cozZ je sekvence asi 30 az 40 aminokyselin, které interaguji
s proteiny urcenych pro transport k periferii buiiky (Gauger and Goldstein, 1993). Tyto TPRs
lehkych fetézch kinesinu-1 interaguji 1 s kapsidou AdV. Na tuto skutecnost ve své studii
poukazali Strunze a spolupracovnici, a to piipojenim GFP (green fluorescent protein) k TPR
doménam KLC2. Po infekci bun¢k AdV pak doslo ke kolokalizaci téchto GFP-TPR nejen
s adenovirovymi Casticemi, ale také s jiz rozlozenymi kapsidami adenoviru. Interakce lehkych
fetézcl kinesinu-1 s doposud neporusenou kapsidou AdV je uskutecnéna prostiednictvim
kapsidového proteinu IX (Strunze et al., 2011).

Kromé¢ KLC1 a KLC2 ma na rozlozeni adenovirové kapsidy vliv i1 jeden ze dvou tézkych
fetézcl kinesinu-1, a to KIF5C (Strunze et al., 2011). KIF5C se vaze na kinesinovou vazebnou
doménu, jenz je ptfitomna na nukleoporinu NUP358 (Cho et al., 2007), ktery zaroven interaguje
s komplexem NUP214/NUPS88 (Bernad et al., 2004). NUP358, jak jiz bylo uvedeno vyse, neni
esencialni pro zakotveni AdV vjaderném poru (Cassany et al., 2014), avSak vazbou na
kinesin- 1 podporuje rozbaleni kapsidy AdV (Strunze et al., 2011).

Adenovirova castice tedy interaguje prostfednictvim hexonu pres NUP214 sjadernym
pérem (Cassany et al., 2014). Na kapsidu AdV se pres kapsidovy protein IX vaze svymi
lehkymi fetézci kinesin-1, ktery zaroven svym téZkym fetézcem KIF5C interaguje s NUP358
(Obr. 9). Po téchto interakcich kinesin-1 iniciuje rozlozeni adenovirové kapsidy a zaroven
zpusobi 1 naruseni stability jaderného poru, ¢ehoz je dosazeno dislokaci nukleoporini NUP358,
NUP214/NUP88 a NUP62 od struktury NPC (Obr. 9). Tato strukturni zména jaderné¢ho péru

pak usnadiiyje translokaci adenovirové DNA do jadra bunky (Strunze et al., 2011).
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Obrazek 9. Schéma translokace adenovirového genomu do bunééného jadra. Adenovirova castice
vyuziva Kk transportu k bunéénému jadru pohyb po mikrotubulu prostiednictvim komplexu
dynein/dynactin. Hexonem se AdV posléze vaze k NUP214 a interaguje s lehkymi fetézci kinesinu-1.
Tézky tetézec kinesinu-1 KIFS5C interaguje s NUP358. Tyto interakce postupné vedou k rozlozeni
virové kapsidy a k naruSeni struktury jaderného poéru a k translokaci virové DNA do bunécného jadra

(upraveno podle Strunze et al., 2011).

V nedédvné dobé Bauer a spolupracovnici objevili dalsi bunécny faktor, ktery hraje
v rozlozeni adenovirové kapsidy neméné diilezitou roli. Jedna se o E3 ubiquitin-protein ligazu
Mibl (mind bomb 1) (Bauer et al., 2019). O ubiquitinylaci je znamo, Ze ma vliv na funkeci,
strukturu, ale i lokalizaci a také degradaci takto modifikovanych proteinti. Zaroven ma znacny
vliv 1 na proteinové interakce (shrnuto v Komander and Rape, 2012). Diilezita role jiné E3
ubiquitin ligazy (Itch) byla jiz dfive pozorovana u viru chiipky typu A, a to konkrétné pii tniku
jednotlivych ribonukleoproteinovych komplext z endosomu do cytoplasmy (Su et al., 2013).
U adenoviri se ale Mibl uplatituje v dob¢, kdy je kapsida zakotvena v jaderném poru. Bauer
a spolupracovnici sniZili hladinu exprese Mib1 prostfednictvim RNA interference. Vysledkem
byl defekt v rozbaleni adenovirové kapsidy v jaderném poéru, a tedy znac¢na inhibice infekce.
Byly nasledné navrhnuty dvé moznosti, jakymi Mibl pravdépodobné podporuje rozbaleni
adenovirové kapsidy. Prvni z moZnosti je, Ze Mib1l miiZze ubiquitinylovat virovy nebo buné¢ény
protein, popiipad¢ oba zaroven, coz by mohlo vést ke ztraté proteinovych interakci a k iniciaci
rozlozeni kapsidy. Druhou je pak ubiquitinylace bunécného inhibitoru blokujiciho rozbaleni
adenovirové kapsidy. Ubiquitinylaci takového inhibitoru by mohlo dojit k jeho uvolnéni

a inaktivaci (Bauer et al., 2019).
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Ovsem zpuasob, jakym je virova DNA po rozlozeni kapsidy nasledné dopravena do
bunécného jadra, neni doposud jasny. Moznou roli by v tomto kroku mohl hrat adenovirovy
protein VII (Wodrich et al., 2006) a nukleoporin NUP358 (Carlon-Andres et al., 2020). Protein
VII je asociovan s virovou DNA ve form¢ nukleoproteinu (Vayda et al., 1983) a podle studie
Chena a spolupracovnik je na virové DNA ptitomen jesté pted zahajenim transkripce ¢asnych
gent adenoviru (Chen et al., 2007). Wodrich a kolektiv objevili v sekvenci proteinu VII
ijaderny lokalizacni signal, jehoz prostfednictvim tento protein interaguje s mnoha zastupci
transportnich receptorti, v€etn¢ transportinu 1 (Wodrich et al., 2006). Transportin 1 je podle
nedavné studie Carlon-Andresové a spolupracovnikll patrné€ primarnim transportnim faktorem,
ktery zajiSt'uje finalni translokaci adenovirové DNA do bunécného jadra. Tyto studie tedy hraji
ve prospech hypotézy, ve které N-koncova doména nukleoporinu NUP358 slouzi jako misto
pro vazbu transportniho receptoru, nejspiSe pravé transportinu 1, ktery rozpozna NLS
v sekvenci proteinu VII asociovaného s virovou DNA a zajisti tak transport virového genomu

do bunécného jadra (Carlon-Andres et al., 2020).

3.1.4 Polyomaviridae

Celed Polyomaviridae se tadi mezi neobalené viry jejichz genomem je kruhova
dvouvldknova DNA. Kapsida, kterd je ikosahedralni symetrie (7 = 7), je slozena ze 72
kapsomer tvoienych pentamery hlavniho strukturniho proteinu VP1 (shrnuto v Kilcher and
Mercer, 2015). Kazdy pentamer VP obsahuje molekulu jednoho ze dvou minoritnich
strukturnich proteinti (VP2 nebo VP3), kterd je pfichycena nekovalentni vazbou v centralni
prohlubni VP1 pentameru (Chen et al., 1998). Mezi nejznaméjsi a nejvice prostudované
polyomaviry patii opi¢i polyomavirus (SV40), mysi polyomavirus (MPyV; Murine
Polyomavirus) a dva z lidskych polyomavirt, JC polyomavirus (JCPyV) a BK polyomavirus
(BKPyV). Polyomaviry putuji po internalizaci buitkou v endosomech az do endoplazmatického
retikula, odkud c¢asteéné rozvolnéné viriony translokuji do cytosolu a putuji k jaderné
membrang, aby dorucily virovy genom do jadra hostitelské buiiky (shrnuto v Hornikova et al.,
2020).

Mechanismus transportu polyomavirového genomu do bunééného jadra neni objasnén.
Translokace virovych genoml do jadra hostitelské buiky je ale zavisla na interakci
transportnich receptort s jadernymi lokaliza¢nimi signdly pfitomnymi na strukturnich
proteinech kapsidy — VP1, VP2, VP3 (Qu et al., 2004). Qu a spolupracovnici, ktefi se ve svém
vyzkumu zaméfili na studium JCPyV, vyuZili viru podobné ¢astice (VLPs; virus-like particles)

tvofené proteinem VP1, ke studiu vstupu tohoto viru do bunééného jadra. Pouzili jednak VLPs
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slozen¢ z VP1 divokého typu (wtVLPs; wild-type VLPs) a také VLPs slozené¢ z VPI,
s mutovanym NLS. Témito VLPs ¢asticemi pseudoinfikovali HeLa a SVG buiiky. Vysledkem
bylo, ze zatimco v jadrech obou typi bun¢k bylo ptitomno vysoké procento wtVLPs, tak naopak
pritomnost ¢astic s mutovanym proteinem VP1 byla ve srovnani s wtVLPs v jaddrech minimalni,
coz poukazuje na defekt v translokaci mutantnich ¢astic do bunééného jadra (Qu et al., 2004).

Pro tspésnou translokaci JCPyV genomu do jadra hostitelské buiiky je nutnd ptitomnost
a interakce obou typt importint, o a B. Wild-type VLPs v neptitomnosti téchto dilezitych
bunéénych transportnich receptorti nejsou schopné do bunétného jadra pies jaderny por
proniknout, byt maji NLS. Nejsou toho ale schopné ani v pfitomnosti pouze jednoho
z transportnich receptorii. Pouze pokud dojde k interakci mezi NLS, pfitomném na N-konci
proteinu VP1, importinem o a nasledné¢ pak i importinem f, tak tento komplex je schopen
translokace do bunécného jadra (Qu et al., 2004).

Zatimco u JCPyV ftidi import virové DNA jaderny lokalizac¢ni signal proteinu VP1 (Qu et
al., 2004), tak u dalSich zastupci polyomavirt hraji roli ve stupu virového genomu do
bunécného jadra 1 minoritni strukturni proteiny — VP2 a VP3. Soldatova a spolupracovnici
studovali transport virionit do bunééného jadra u MPyV. Mutacéni analyzou zjistili, ze to, jestli
se uplatiuje ve vazbé s importiny vice NLS proteinu VP1, nebo NLS minoritnich strukturnich
proteind, zavisi na sile NLS signala. Zaroven ale také pozorovali, Ze pro vazbu importinti je
dualezita i konformace kapsomer navozena pritomnosti minoritnich proteint (Soldatova et al.,
2018).

Pti studiu BKPyV Bennett a spolupracovnici identifikovali dilezité bazické aminokyseliny,
pritomnych v sekvenci NLS proteinti VP2 a VP3, jejichz ptitomnost je potiebna pro translokaci
viru do bunécného jadra. Jednd se o aminokyseliny Lys-319, ktery se nachdzi v NLS proteinu
VP2 a Lys-200 nachazejici se v NLS proteinu VP3. Pfi zdméné aminokyseliny lysinu za
threonin vykazovaly tyto mutované viry oproti divokému typu BKPyV vyrazny pokles ¢asné
genové exprese — produkce LT antigenu (large tumor antigen) v bunééném jadre, coz ukazuje
na naruSeni translokace virové DNA do jadra buiiky a zaroven tedy na zavislost jaderného
importu na jaderném lokaliza¢nim signalu minoritnich proteinit VP2/VP3 (Bennett et al., 2015).

U viru SV40 hraje vyznamnou roli jaderny lokaliza¢ni signal pfitomny na strukturnim
proteinu VP3. Vnesenim mutaci do sekvence tohoto signalu, tedy zdménou nékteré z bazickych
aminokyselin (lysinu, argininu) popfipad¢ Gplnym nahrazenim vSech bazickych aminokyselin,
které jsou esencidlni pro rozpozndni transportnimi receptory, doslo k naruSeni infektivity VLPs
nesoucich tyto mutace. Mnozstvi LT antigenu, indikatoru translokace polyomavirového

genomu do jadra buniky, bylo u mutantnich VLPs (v jejichz NLS byly nahrazeny vSechny
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bazické aminokyseliny) v porovnani s divokym typem viru podstatné nizsi, nebot’ importin a,
nebyl schopen vazat mutovany NLS na proteinu VP3. Jaderny lokaliza¢ni signal pfitomny na
strukturnim proteinu VP1 SV40 je importiny o/f také rozpoznavan, ovSem ale pouze
v nepiitomnosti DNA (Nakanishi et al., 2002). V pfitomnosti DNA se totiz bazické
aminokyseliny NLS proteinu VP1 vazou k DNA, a to i uvnitf virové ¢astice a NLS nemuze byt
tedy vystaven na povrch, aby mohl byt rozpoznan transportnimi receptory (Li et al., 2001).
U proteinu VP3 a jeho NLS je tomu ale naopak, VP3 se k virové DNA ve virionu nevaze a miize
tak byt po ¢astecném rozlozeni virionu vystaven na jeho povrch, interagovat s importiny o/,
a dopravit tak virovy genom prostiednictvim jaderného poru do jadra hostitelské bunky
(Nakanishi et al., 2002). Mechanismus translokace polyomavirii pfes jaderny por je vSak
nejasny.

Studie Ravindrana a spolupracovnikli ukazuje, ze v cytosolu po translokaci castecné
rozvolnénych virionii z endoplazmatického retikula (ER) dochazi k dalSimu rozpadu virové
castice. Autofi zjistili, Ze molekularni motor dynein interaguje s virionem SV40 po jeho Uniku
z endoplazmatického retikula (ER) do cytoplazmy (Ravindran et al., 2018). Unik virionu z ER
je zprostiedkovan bunécnymi chaperony Hsc70 (heat shock cognate 70) a Hsp105 (heat shock
protein 105) (Ravindran et al., 2015) a molekuldrnim motorem kinesinem-1 (Obr. 10).
Kinesin- 1 se vaZze na transmembranovy protein B14 a svoji aktivitou vytvaii v membrané ER
misto pro prunik viru do cytoplazmy (Ravindran et al., 2017). Funkci dyneinu je poté rozlozeni
takto uniklého viru z endoplazmatického retikula patrné¢ béhem transportu k jadernému poéru,
pied jeho translokaci do bunécného jadra. Proteolyticka analyza ukézala, ze viriony, které byly
aktivitou dyneinu rozlozeny, jsou nachylnéjsi ke Stépeni trypsinem. Naopak v buiikach, do
kterych byl ptidan specificky inhibitor dyneinu ciliobrevin D, byly viriony vii¢i u€inku trypsinu
odolngjsi, coz potvrzuje onu funkei dyneinu. To, jakym pfesnym zplisobem dynein zplsobuje
rozpad virionu, je prozatim nejasné. Nicméné byly navrzeny modely, jakymi tento krok mize
probihat. Jednim z téchto modelt je pfedpoklad, Ze se na strukturu virionu vaze vice takovychto
dyneinovych motort, které se vSak pohybuji odliSnou rychlosti a dochazi tak vyvijeni sily, které

narusi stabilitu virionu a zptsobi jeho rozlozeni (Obr. 10) (Ravindran et al., 2018).
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io bl Obrazek 10. Transport SV40 z ER do
C\w bunécného jadra. (/) Vlivem protein
1/ disulfid izomerazy je pozménéna struktura
virionu vIlumen ER. Virion se stane
hydrofobnim, coz mu dovoli zabudovat se
do membrany ER. (2) Prostfednictvim
transmembranového proteinu B14 dojde
k vazbé chaperont Hsc70 a Hspl05
a kinesinu-1. Tyto bunééné faktory zplsobi
vytazeni virionu zmembrany ER do
cytosolu za jeho ¢astecného rozvolnéni. (3)
V cytosolu se na virion vaze tubulinovy

motor dynein, ktery zprostfedkovava dalsi

rozlozeni virové kapsidy a virus mize byt,
dosud neznamym mechanismem,

translokovan prostfednictvim jaderného

Nucleus

poru do bunécného jadra (Ravindran et al.,

Nucleus (bunééné jadro); Microtubules (mikrotubuly); ER lumen 201 8)-
(lumen endoplazmatického retikula)

3.2 RNA viry

3.2.1 Orthomyxoviridae

Orthomyxoviridae je Celed’ obalenych virti s genomem v podobé linearni jednovlaknové
RNA v minus smyslu (fetézec je komplementarni k sekvenci piekladané do proteinu).
Genomova RNA je ve virionech pfitomna v nékolika segmentech, a tvofi spolu s virem
koédovanym nukleoproteinem (NP) ribonukleoproteinové komplexy (RNPs; ribonucleoprotein
particles) — nukleokapsidy s helikdlni symetrii. Mezi hlavni zdstupce této skupiny patii
zejména viry chiipky typu A, B, C a D. Jednotlivé typy se mezi sebou li§i poctem segmentli
RNA. Virus chiipky typu A a B nese 8 téchto segmenti a typu C a D pouze 7 segmentii RNA.
K jednotlivym nukleokapsiddm se navic vaze komplex RNA dependentnich RNA polymeréz
(PA — polymerase acidic protein; PB1 — polymerase basic protein 1; PB2 — polymerase basic
protein 2). Orthomyxoviry se, na rozdil od mnoha jinych minus RNA virt, replikuji v bunééném
jadre. Proto virové RNPs, uvolnéné po fuzi virového obalu s membranami endosomu, musi byt
spolu s navazanym polymerdzovym komplexem transportovany do jadra. Translokace RNPs
z cytoplazmy do bunétného jadra probihd za vyuziti importinii o a  (shrnuto v Dou et al.,
2018), které interaguji primarné s NLS nachazejicim se na NP (O’Neill et al., 1995), ale jsou

schopné dokonce i1 rozpoznavat polymerazovy fetézec PB2 (Gabriel et al., 2008) ¢i dimer
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PB1- PA (Deng et al., 2006), které jsou dulezité pro syntézu virovych RNA uvnitt bunécného
jadra.

Jak jiz ve své studii z roku 1995 prokazali O’Neill a kolektiv, nukleoprotein je pro infekéni
cyklus viru chiipky esencidlni komponentou, nebot’ funguje jakozto nositel jaderného
lokaliza¢niho signélu a tidi tak translokaci virové RNA do jadra bunky. Samotné segmenty
virové RNA (bez NP) nejsou schopné se do bunééného jadra dostat. Pti translokaci asistuji oba
importiny o a . V jejich nepfitomnosti ¢i v nepfitomnosti pouze jednoho z nich nedochazi
k akumulaci RNPs u jaderné membrany (O’Neill et al., 1995). Tato studie byla podpotfena
pozdé&jsi praci Babcocka a kolektivu z roku 2004, ktefi stejné jako O'Neill a spol. pozorovali
akumulaci RNPs u jaderné membrany. Ptidani protilatky proti NPC pak zabranilo vstupu RNPs
do bunécného jadra a zaroven nedoslo ani k akumulaci RNPs okolo jaderné membrany. Tato
skute¢nost ukazuje na interakci RNPs s jadernym poérem, kterd je zprostiedkovana nejspise
prave prostiednictvim importinti (Babcock et al., 2004).

Wang a spolupracovnici pfi studiu interakce NP s bunéénymi importiny objevili, Ze
nukleoprotein viru chiipky typu A obsahuje na svém N-konci vazebnd mista pro importiny o5
a al. Ob¢ tyto izoformy importinu o rozeznavaji oblast prvnich 13 aminokyselin nachazejicich
se na N-konci nukleoproteinu a fungujicich tedy jako jaderny lokalizacni signal (Wang et al.,
1997). Krystalova analyza interakce NP s mySim importinem ol ze studie Nakady
a spolupracovniki urcila, ze jaderny lokalizacni signdl odpovida sekvenci SQGTKRSYEQM
(S =serin; G = glycin; T = threonin; K = lysin; R = arginin; Y = tyrosin; M = methionin;
Q = glutamin; E = kyselina glutamova) (Nakada et al., 2015). V porovnani s jinymi NLS se
jedna o tzv. neklasicky NLS, nebot’ postrada sekvenci bohatou na bazické aminokyseliny lysin
a arginin (Wang et al., 1997) a jeho vazba na importin o neni kompetitivn¢ inhibovana tzv.
klasickym NLS viru SV40. Z tohoto lze vyvodit, Ze oba NLS rozeznavaji na importinu o jiné
vazebné¢ misto (Cros et al., 2005). Strukturni analyza RNPs pomoci kryoelektronové
mikroskopie ukdzala, Ze NLS na N-konci nukleoproteinu je vystaven na povrchu RNPs a je tak
piistupny pro vazbu importinu o (Moeller et al., 2012). Nakada a kolektiv ve své studii dale
ukdzali, Ze mySi importin al interaguje s NLS nukleoproteinu prostfednictvim vazebného mista
nachdzejicim se na C-koncové doméné importinu ol. Interakce probiha piedevSim pies
vodikové vazby a elektrostatické interakce. Mutacni analyzou bylo zjisténo, Ze pro vazbu mezi
témito dvéma vazebnymi partnery jsou dilezité vyhradné¢ aminokyseliny lysin, arginin
a methionin na pozicich 7, 8 a 13 nachazejicich se v sekvenci NLS nukleoproteinu. Néhrada

téchto aminokyselin za alanin vyrazné naruSila interakci s importinem a1 (Nakada et al., 2015).
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Vazb¢ mezi importinem o a NLS nukleoproteinu mohou napomaéhat pravdépodobné i dalsi
bunécné faktory. Batra a kolektiv ve své praci studovali roli bunééného chaperonu Hsp40 (heat
shock protein 40). Podle jejich pozorovani je Hsp40 schopen interagovat prostfednictvim své
N-koncové domény (tzv. J domény) s N-koncem nukleoproteinu. Pies svoji C-koncovou
doménu pak Hsp40 pravdépodobné vaze importin a, ¢imz by mohl zprosttedkovat vazbu mezi
importinem o a NLS na N-konci nukleoproteinu vedouci k translokaci RNPs do bunécného
jadra (Obr. 11). Tento model je vSak prozatim stale ve fazi vyzkumu a vyzaduje dalsi ovéreni
(Batra et al., 2016).

V roce 2010 autofi Watanabe a kolektiv analyzovali pomoci siRNA (Genome-wide RNA1
screening) data pocetnych rozsdhlych studii interakci proteinti viru chiipky a bunécnych
proteind a také studii vyhledavajicich bunécné proteiny dilezité pro replikaci viru chfipky.
Mezi jimi vytipovanymi 128 bunéénymi proteiny byly, kromé importinli, také proteiny
jaderného poru NUP98 a NUP153. Nicméné na ovéfeni jejich ucasti v transportu RNPs viru

chiipky do bunécného jadra se jesté ceka (Watanabe et al., 2010).

‘“_":.-:.' AV virion Obriazek 11. Model translokace RNPs do

By

bunécného jadra. Po priniku viru chiipky typu
A (IAV) do buiiky dochazi ke splynuti virového

Endosom Y , ,
&= obalu a membrany endosomu vedouci
k uvolnéni vRNPs. Nukleoprotein vaze pres
v yENF
yssiniines N-konec Hsp40, ktery rekrutuje impo. Ve
Importin ¢ @ > - I Hsp40

I spolupraci s importinem 3 (na obr. neuveden) je
"*’”"’W P AT tento komplex translokovan do bunécéného
o | jadra. Snizeni hladiny exprese Hsp40 RNA

g interferenci  (siRNA) & jeho blokace
.:&fmw’/ inhibitorem KNK437 narusi vazbu mezi impa
N a nukleoproteinem, a tedy i import VRNPs do
- M f:,;ﬂ.in‘;’?‘ii: i jadra (upraveno podle Batra et al., 2016).

3.2.2 Retroviridae

Retroviridae je celed’ obalenych virl jejichz genomem je linedrni jednovldknova RNA.
Retroviridae vyZzaduji pro svij replika¢ni cyklus translokaci do jadra hostitelské buiky
a integraci do genomu hostitele. Po priiniku do hostitelské burky, pomoci enzymu reverzni
transkriptazy (RT) ptepiSe retrovirus svou ssRNA (single-stranded RNA) do dsDNA, ktera

muze dale putovat smérem k jadru hostitelské buiiky a integrovat se do genomu hostitele. Putuje
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tam ve formé tzv. pre-integracniho komplexu (PIC; preintegration pomplex), ktery je tvoien
pravé dsDNA a dale pak virovymi a bunécnymi proteiny. Retroviridae 1ze rozlisit na dvé
skupiny. Prvni skupina je schopna pruniku do bunécného jadra pouze b&hem délici se faze
bunééného cyklu (mitdzy), kdy dochazi k rozpadu jaderné membrany a retroviru se tak otevie
cesta do buné¢ného jadra. Do této skupiny patii rod Gammaretrovirus, naptiklad virus mysi
leukémie (MLV; Murine Leukemia Virus). Druhd skupina retrovir je vSak schopna se do
bunécného jadra dostat i beéhem nedélici se faze bunky, a to prostfednictvim jaderné¢ho poéru.
Sem lze zaradit rod Lentivirus, jehoz nejvice zndamym zastupcem je virus lidské imunitni

nedostatecnosti (HIV-1; Human Immunodeficiency Virus) (shrnuto ve Woodward et al., 2013).

3.2.2.1 Translokace HIV-1 do buné¢ného jadra

HIV-1, jakoZto zéastupce Celedi Retroviridae, po priniku do hostitelské buiniky a dalSich
krocich s nim spojenych, zapo¢ne reverzni transkripci ssSRNA (pomoci enzymu reverzni
transkriptazy) na dsDNA (neboli cDNA; complementary DNA), ktera se posléze stane soucasti
PIC. Enzym RT zistava ale i nadale také soucasti PIC, nebot’ reverzni transkripce virové
sSRNA probiha soucasné¢ s jadernym transportem a je patrné kompletné¢ dokoncena az v jadre
hostitelské bunky, ¢emuz nasvédcuje 1 pritomnost pozdnich produktii reverzni transkripce
v jadernych extraktech infikovanych bun¢k. Bukrinsky a spolupracovnici identifikovali v PIC
kromé& cDNA a reverzni transkriptdzy i jiz vySe zminované virové proteiny, a to konkrétné
matrix (MA), Vpr a integraza (IN) (Bukrinsky et al., 1993).

Translokace PIC do bunécného jadra je podle studii fizena zejména interakci virovych
proteina s nukleoporiny jaderného péru — NUP153 (Matreyek et al., 2013; Woodward et al.,
2009) a NUP358 (Schaller et al., 2011). Woodward a spolupracovnici ve své studii zaméfené
na vstup HIV-1 do bunééného jadra pozorovali, Ze jednim z virovych proteinl interagujicich
s NUPs, je integraza, ktera interaguje s nukleoporinem NUP153. Tato interakce je
zprostiedkovana prostfednictvim C-koncové domény NUP153, bohaté na repetice fenylalanin-
glycin (Woodward et al., 2009), a to i diky skute¢nosti, Ze C-koncovd doména NUP153 je
castecné vystavena na cytoplazmatické strané jaderného obalu (Fahrenkrog et al., 2002). Avsak
relativné nedavné studie prokazaly, Ze primarni roli v tomto kroku zastava spiSe nez integraza,
kapsidovy protein viru HIV-1. Buffone a spolupracovnici pomoci krystalové struktury
identifikovali peptidové zbytky kapsidového proteinu (Buffone et al., 2018), ktery, jak jiz bylo
prokézano diive, interaguje obdobné jako virova integraza s C-koncovou doménou NUP153
(Matreyek et al., 2013). Dulezity je zejména peptidovy zbytek N57 (asparagin 57), ktery
prostfednictvim vodikovych vazeb zajistuje interakci kapsidového proteinu s FG repeticemi
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nukleoporinu NUP153. Mutace N57 vedla k zamezeni této interakce a tato vazba se tedy zda
byt dilezita pro translokaci PIC do bunécného jadra (Buffone et al., 2018).

Kromé vazby s nukleoporinem NUP153 je kapsidovy protein HIV-1 schopen vstupovat do
interakce také s nukleoporinem NUP9S8, ktery se podili na integraci virové DNA do genomu
hostitele (Di Nunzio et al., 2012) a nukleoporinem RanBP2 (NUP358). RanBP2 se
pravdépodobné ucastni nejen fizeni translokace PIC do bunééného jadra (Schaller et al., 2011),
ale zda se, Ze také hraje nepostradatelnou roli ve schopnosti PIC se spravné uchytit v jaderném
péru. Snizeni hladiny exprese RanBP2 vyvola vyrazné snizeni infektivity viru HIV-1. To mtze
byt zptisobeno pravdépodobné neschopnosti PIC se spravné zachytit v NPC v dusledku
postradani vazby s RanBP2 (Di Nunzio et al., 2012). RanBP2 obsahuje na svém C-konci
doménu homologni s cyclophilinem A (CypA) (Wu et al., 2007) prostiednictvim niZ kapsidovy
protein s RanBP2 interaguje (Schaller et al., 2011). Cyclophilin A je jeden z dlleZitych
bunécnych faktort, které jsou potiebné pro vstup PIC do bunécného jadra (Bossolt et al., 1993).
Di Nunzio a kolektiv pfi odstranéni C-koncové domény RanBP2, ve které se doména
homologni s CypA nachazi, pozorovali defekt ve vazb¢ s kapsidovym proteinem a s nim
1 souvisejici snizeni infektivity HIV-1 (Di Nunzio et al., 2012).

Nukleoporiny jaderného péru vsak nejsou jedinymi bunéénymi faktory, které vazbou na
virové proteiny podporuji translokaci PIC do bunécného jadra. Dal§im takovymto bunéénym
faktorem je transportin-SR2, ktery prostfednictvim své N-koncové domény interaguje s virovou
integrazou (Tsirkone et al., 2017). Transportin-SR2 bézné zajisStuje transport SR proteini
(bohatych na aminokyseliny serin a arginin) mezi cytoplazmou a jadrem bunky (Kataoka et al.,
1999). PIC by tak mohl vyuzit vazby na tento transportni komplex a prostiednictvim n¢j
translokovat do bunécného jadra (Tsirkone et al., 2017). S integrazou HIV-1 interaguje také
importin 7 (Zaitseva et al., 2009) a heterodimer importint o a § (Hearps and Jans, 2006). Oba
tyto transportni faktory vazbou na integrazu zvysuji efektivitu transportu PIC do bunééného
jéadra. Dal$i bunécny faktor cyclophilin A se vaze ke kapsidovému proteinu HIV-1 a navadi jej
k dal$im interakcim s nukleoporiny RanBP2 a NUP153. Inhibice CypA cyklosporinem ma za
nasledek, ze virus HIV-1 je nucen vyuzit alternativni cesty do jadra, nebot’ klasicky transport
prostiednictvim CypA, RanBP2 a NUP153 je inhibici cyklosporinem naruSen. Zajimavé je, Ze
zpiisob, jakym se HIV-1 dostane do buné¢ného jadra, souvisi 1 s tim, do jakého mista genomu
hostitele se bude virovd cDNA integrovat (Schaller et al., 2011). V procesu integrace HIV-1
genomu do genomu hostitele ma nezbytnou roli bunéény protein CPSF6 (cleavage and
polyadenylation specifity factor 6) (Buffone et al., 2018). Ten prostiednictvim interakce

s kapsidovym proteinem fidi integraci virového genomu do transkripcné aktivnich oblasti
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chromatinu (Sowd et al., 2016). Pfipravené mutantni viry HIV-1, u nichz byla zavedena mutace
v kapsidovém proteinu u peptidového zbytku N57, se integrovaly do mist hostitelského genomu
s niz§i genovou hustotou, na rozdil od divokého typu HIV-1. Pfic¢inou defektu v integraci by
mohla byt neschopnost tohoto mutantu interagovat jak s NUP153, tak i s CPSF6 (Buffone et
al., 2018), ktery by jinak fidil integraci do transkripéné aktivnich oblasti chromatinu, jako je
tomu u divokého typu HIV-1 (Sowd et al., 2016). Bejarano a spolupracovnici ve své nedavné
studii pozorovali, Ze CPSF6 se krom¢ integrace virového genomu ucastni také v konecném
transportu PIC pies jaderny por. Funkce CPSF6 v tomto kroku spoc¢iva ve vyvazani PIC
z interakce s NUP153, které je nasledovano uvolnénim PIC do nukleoplazmy (Bejarano et al.,
2019). Podle Burdicka a kolektivu je PIC béhem translokace do jadra stile ve formé Castecné
rozvolnéné kapsidy (Burdick et al., 2020), ktera je ale v priméru pfili§ velka na to (61 nm)
(Briggs etal., 2003), aby mohla NPC projit. Pii postradani vazby PIC s CPSF6 byla pozorovana
akumulace PIC v okoli jaderné membrany. Na zaklad¢ vysledkii své studie Burdick
a spolupracovnici navrhli ptedpoklad, ze CPSF6 by mohl zplsobovat naruseni kapsidy,
poptipad¢ jaderného poru, ¢imz by bylo umoznéno PIC translokovat do jadra buiky (Obr. 12)
(Burdick et al., 2020).

Zakotveni PIC e Obrazek 12. Model jaderné translokace a integrace genomu
v jaderném péru HIV-1. Pre-integratni komplex (PIC) zakotvi v jaderném

péru. Ke kapsidovému proteinu se navaze protein CPSF6,

l ktery spolu s NUP153 (na obrazku neuveden) umozni
Vazba CPSF6 ke

translokaci PIC do bunécéného jadra. V jadie dochazi

kapsidovému proteinu Cytoplazma
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4 Zavér

Tato prace je souhrnem znalosti o jaderném poéru, jeho struktute, funkci, ale zejména pak
o interakci s virovymi ¢asticemi. Jaderny por je vysoce komplexni struktura, kde kazda jeho
¢ast ma vyznamnou funkci at’ uz pro Gspésné slozeni jaderného péru po mitotickém déleni,
anebo pro jeho funkci jakozto zprostfedkovatele transportu mezi cytoplazmou a bunécnym
jadrem. Tento transport zajistuji nukleoporiny bohaté na repetice fenylalanin-glycin (FG
NUPs), které interaguji s transportnimi receptory nesoucimi naklad, jenz ma byt translokovan
do buné¢ného jadra. Nicméné, jak bylo v této praci dolozeno, FG nukleoporiny maji také tu
schopnost, ze mohou interagovat s riznymi virovymi ¢asticemi a jsou jimi tedy vyuzivany pro
doru€eni virového genomu do bunéfného jadra. Zvlasté¢ se do tohoto procesu zapojuji
nukleoporiny NUP358, NUP214 a NUP153. Snizeni hladiny exprese téchto nukleoporinii ma
podstatny vliv na inhibici virové infekce, nebot’ doruceni virového genomu do jadra hostitelské
bunky je timto vyznamné naruseno. Neni vSak zcela vylouceno, ze do téchto interakci nemohou
byt zapojeny 1 dalsi FG nukleoporiny, jako je komplex NUP62 ¢i nukleoporin NUP9S, u néhoz
Jiz bylo prokazano, ze hraje ¢aste¢nou roli v integraci genomu HIV-1 a uvazuje si i nad jeho
roli v jaderném importu viru chiipky typu A.

Co je doposud znamo a potvrzeno, tak této interakce s nukleoporiny pro translokaci do
bunécného jadra vyuzivd z RNA virdt pouze cCeled Retroviridae a z DNA virt cCeledi
Herpesviridae, Hepadnaviridae a Adenoviridae. Nad celedémi  Orthomyxoviridae
a Polyomaviridae vSak zistava otaznik. Ob¢ tyto virové celedi vyuzivaji interakci
s transportnimi receptory, o kterych je znamo, Ze jsou schopné skrz interakce s FG repeticemi
nukleoporinii dorucit transportovany naklad do bunééného jadra. Mohou vsak i samotné
ribonukleoproteinové ¢astice (RNPs) viru chiipky typu A, ¢i strukturni proteiny VP1, VP2,
VP3 polyomavirt,, néjakym zpiisobem interagovat s FG nukleoporiny samy? Bude mit piipadna
delece ¢i specificka blokace téchto nukleoporinti negativni vliv na vstup virovych ¢astic do
bunécného jadra, a tim padem i na jejich infektivitu? Uvedené moZnosti se urcité u obou celedi
nabizeji, nicméné bude potieba provést v dané oblasti dalsi studie, abychom mohli tyto mozné
interakce potvrdit nebo poptipadé vyloudit. Dale nam piipadné zjisténi takovychto novych
specifickych interakci, mezi nukleoporiny (nebo jinymi bunéénymi faktory) a virovymi
proteiny, mlze pfinést dalsi zcela inovativni moZnosti terapeutické 1écby v boji s virovou

nakazou.
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