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Abstrakt: Makropinocytóza je typ endocytózy závislý na aktinu, který slouží k pohlcení
velkého množství tekutiny a částic z extracelulárního prostředí buňky. Důležitou funkci plní
při fyziologických procesech (např. pro prezentaci antigenu v buňkách imunitního systému),
ale může být využívána i patogeny, včetně virů při vstupu do buněk. Tato práce shrnuje
dosavadní poznatky o makropinocytóze ve virové infekci a klade důraz na funkci virů jako
iniciačních faktorů, které proces makropinocytózy spouští. Viry do buněk často vstupují i
několika endocytickými mechanismy zároveň, a proto se práce věnuje také souhrnu experi-
mentálních kritérií potřebných pro identifikaci makropinocytózy a její odlišení od ostatních
typů endocytózy. Makropinocytóza může hrát roli i při šíření viru ve tkáni nebo při interna-
lizaci extracelulárních váčků, které mohou přenášet klastrované viry; ty pak mohou fungovat
jako tzv. kolektivní infekční jednotky. V práci je nastíněn význam tohoto fenoménu a jeho
možné evoluční důsledky. Studium mechanismu internalizace virů i extracelulárních váčků
spolu s pochopením regulace a významu makropinocytózy ve virové infekci může pomoci k
návrhu efektivních antivirotik.

Klíčová slova: makropinocytóza, endocytóza, virová infekce, evoluce, ko-infekce, extrace-
lulární váčky
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Abstract: Macropinocytosis is an actin-dependent type of endocytosis which leads to inter-
nalisation of extracellular fluid and particles. It plays an important role in many physiological
processes (e.g. in presentation of antigens by cells of immune system), however, it can be also
exploited by patogens, including viruses, which use it for infectiuos cell entry. This thesis
summarizes current knowledge about macropinocytosis in viral infection and emphasizes the
function of viruses as a initiators that can trigger the macropinocytic process. Viruses are
able to enter cells by different types of endocytosis simultaneously, therefore this thesis also
deals with experimental criteria neccessary to identify macropinocytosis and distinguish it
from other types of endocytosis. Macropinocytosis can also play a role in the spreading of
viruses in tissues or in internalization of extracellular vesicles. These vesicles can transfer
viruses traveling in clusters which can then act as collective infectious units. The thesis also
outlines the importance of this phenomena together with its possible evolutionary consequen-
ces. Study of the mechanism by which viruses and extracellular vesicles are internalised into
cells, together with the understanding of regulation and significance of micropinocytosis in
viral infection, could help to develop effective antivirotics.

Keywords: macropinocytosis, endocytosis, viral infection, evolution, co-infection, extracellu-
lar vesicles
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Úvod
Makropinocytóza je endocytický proces, kterým buňky pohlcují tekutinu z okolního pro-

středí. U buněk prezentujících antigen probíhá neustále, konstitutivně. U jiných je to proces
přechodný a dochází k němu pouze v případě jednorázových aktivací pomocí růstových fak-
torů. Některé viry si makropinocytózu „ochočily“ a využívají ji k tomu, aby se dostaly do
cytoplasmy hostitelské buňky, kde se replikují. Viry buď mimikují růstový faktor, který celý
proces spustí a nebo se jen nalepí k buněčné membráně a pasivně čekají, až je nic netušící
buňka pohltí. Po úspěšném vstupu do buňky ale virus ještě nemá vyhráno. Musí zdárně utéct
z makropinosomu předtím, než se promění v lysosom a jeho obsah bude degradován.

V této práci je kladen důraz na funkci virů jako iniciačních faktorů spouštících makropi-
nocytózu. Dále se práce snaží vymezit základní signalizační proteiny hrající podstatnou roli
při makropinocytóze a definuje minimální sadu buněčných procesů či faktorů potřebných pro
rozpoznání a definici makropinocytózy. Také uvádí jednotlivé skupiny virů, které do buněk
pomocí makropinocytózy vstupují a prostřednictvím příkladů se snaží přiblížit charakteris-
tiky, ale i výjimky, které makropinocytózu doprovázejí.

Makropinocytóza se uplatňuje i při vstupu extracelulárních váčků (EV) do cílových bu-
něk. Tyto váčky mohou do recipientních buněk dovézt náklad v podobě komplexních molekul
a ovlivnit tak jejich fungování. Terapeutický potenciál EV je tématem intenzivního výzkumu.
Aby byl tento potenciál využit, je důležité studium mechanismu, kterým jsou EV internali-
zovány do buňky.

Extracelulární váčky mohou přenášet i viry či virové genomy, které hromadně infikují
další buňky a chovají se jako tzv. kolektivní infekční jednotky. Zdá se, že virus tímto způso-
bem zvyšuje multiplicitu infekce. Součástí práce je také popis tohoto fenoménu včetně jeho
evolučních důsledků.
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1. Makropinocytóza
Viry mají většinou jednoduchou strukturu, ale velmi složité interakce s hostitelskými buň-

kami. Během vstupu živočišných virů do buněk je využit široký repertoár buněčných procesů,
které jsou řízeny stovkami buněčných proteinů. Přestože některé viry dokáží penetrovat do
cytosolu buněk přímo plasmatickou membránou, většina využívá výhody plynoucí z pohlcení
prostřednictvím endocytózy a penetruje až membránou endosomů.

1.1 Výhoda využití endocytózy pro vstup virů

Živočišné buňky schopné endocytózy poskytují virům obrovskou výhodu. Endocytované
vezikuly dovezou viry z buněčné periferie až k jádru buňky, kde jsou vhodné podmínky infekce,
popř. mohou viry již snadno vniknout do jádra, jedná-li se o viry replikující se v jádře.
Maturující endosom je doprovázen postupně se snižujícím pH. Kyselé pH umožní některé
podstatné konformační změny virových fúzních proteinů, jejichž následkem je únik virů z
endosomu. V tomto kroku může být důležitá také přítomnost specifických proteáz (furinů
a katepsinů) poskytující některým virům nezbytnou proteolytickou aktivitu (Ebert a kol.,
2002; Chandran a kol., 2005). Dalším faktorem zvýhodňujícím viry je častečné ukrytí před
imunitním dohledem. Endocytované viry nezanechají na buněčném povrchu stopy v podobě
glykoproteinů, pomocí kterých by je mohl imunitní systém snáze dohledat. Virus HIV je
schopen do buněk vstoupit jak přímou fúzí s plasmatickou membránou, tak endocytózou.
Studie Miyauchi a kol. (2009) ukázala, že upřednostňuje endocytózu.

1.2 Makropinocytóza

Makropinocytóza je endocytický proces závislý na aktinu, který slouží primárně k nespeci-
fickému příjmu tekutiny, roztoku a někdy i částic z okolního prostředí buňky. Makropinocytó-
zou pohlcují extracelulární tekutinu s částicemi buňky prezentující antigen (APC) a molekuly
z okolního prostředí posléze vystavují na svém povrchu. Makropinocytóza je proces inicio-
vaný „rozvlněním“ (angl. ruffling) cytoplasmatické membrány, přičemž vzniknou výčnělky
membrány, tzv. rufflles (viz Obrázek 1.1). K membránovému rufflingu dochází mimo jiné při
migraci buněk, interakci buňka-buňka, recyklaci povrchových proteinů či membrány a při
dovozu materiálu do endosomů (Gu a kol., 2011; Orth a McNiven, 2006; Nobes a Marsh,
2000; Hewlett a kol., 1994). Také nádorové buňky jsou závislé na makropinocytóze. Mohou
s její pomocí přijmout velké množství živin, které potřebují k proliferaci a růstu (Commisso
a kol., 2013).

Vznik membránových ruffles je spjat s aktivací aktinu a mikrofilament připojených k
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Obrázek 1.1: Membránové ruffles, počínající proces makropinocytózy, mohou nabývat růz-
ných podob. Na obrázku jsou znázorněny: 1) planární lamelipodia, 2) cirkulární ruffles a 3) bleby.
Tmavě modré šrafování reprezentuje aktin, červeně ohraničená membrána bude po pohlcení membrá-
nou makropinosomu. Převzato a upraveno z Mercer a Helenius (2009).

cytoplasmatické membráně. Ruffles se posléze uzavírají a dají vznik velké vakuole - makropi-
nosomu. Makropinosomy jsou heterogenní co do velikosti. Ve srovnání s klatrinem obalenými
váčky, které měří v průměru 85–110 nm, jsou obrovské. Jejich velikost se pohybuje od 0,2 do
5 µm.

Ve většině buněčných typů není makropinocytóza nepřetržitě trvající proces, ale proces
přechodný, který když je aktivován, trvá pouze po určitou dobu. Jako specifické spouštěče mo-
hou sloužit růstové faktory, substráty pro integriny a fosfatidylserinové (PS) buněčné zbytky
(Haigler a kol., 1979; Meier a kol., 2002; Hoffmann a kol., 2001).

1.3 Molekulární mechanismy makropinocytózy

Cesty, jimiž virus do buňky vstupuje, závisí na mechanismu navázání viru k buněčnému
povrchu. To dále ovlivní i typ endocytózy, pomocí něhož virus vstoupí do buňky, dopravu vi-
rového genetického nákladu a konečně i penetraci virové kapsidy do cytosolu. Ve všech těchto
krocích je zcela zásadní buněčná signalizace, která spouští a vymezuje veškeré děje umožňující
buňce endocytovat a viru do buňky vniknout. Mechanismus vstupu virů do buněk prostřed-
nictvím makropinocytózy se může odlišovat v mnoha aspektech v souvislosti se stavem buňky,
buněčným typem a typem viru. Avšak některé základní regulující a efektorové molekuly hra-
jící roli v příjmu tekutiny - při makropinocytóze, mohou být konzervované od nižší po vyšší
eukaryota (Maniak, 2001). Signalizační síť charakterizující proces makropinocytózy ve virové
infekci je znázorněna na Obrázku 1.2.

1.3.1 Indukce makropinocytózy

Virus může indukovat makropinocytózu aktivací specifického receptoru na buněčném po-
vrchu a mimikovat tak růstový faktor, který iniciuje makropinocytózu za normálních okol-
ností. Pro přímou aktivaci využívají viry tyrozinkinázové receptory (RTK) jakými jsou EGFR
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(receptory epidermálního růstového faktoru), PDGFR (růstový faktor odvozený od krevních
destiček), integriny a v nějakých případech i PS receptory. Aktivací těchto receptorů dojde v
buňce k četným signalizacím vedoucím ke změně dynamiky aktinu, přestavbě prostorového
buněčného cytoskeletu a k následnému vytvoření membránových ruffles. Nebo se virus k
buňce naváže nespecificky prostřednictvím interakce s komponentami extracelulární matrix,
např. s heparansulfátovými proteoglykany (HSPG) - v tomto případě virus pouze vychytrale
vyčkává, připraven u buněčného povrchu, dokud nedojde k jeho pohlcení buňkou.

Obrázek 1.2: Signalizační kaskáda doprovázející proces makropinocytózy ve virové infekci.
Makropinocytóza virů může být pro přehlednost rozdělena do pěti stádii: navázání, signalizace, mem-
bránový ruffling, formace makropinosomu a doprava makropinosomu. Každý z těchto procesů je ovlá-
dán několika buněčnými faktory, které dohromady tvoří navzájem propojenou signalizační síť. Kinázy
- modře, GTPázy - šedě, adaptory - fialově a další faktory (Na+/H+ výměník - NHE1, fosfolipázy
- PLC, myosiny, fusion/fission faktory) - oranžově. Na obrázku jsou znázorněny membránové ruffles
v cirkulární formě (1), ve formě blebů (2) a ve formě lamelipodií (3). Plné šipky znázorňují přímou
alosterickou či katalytickou aktivaci a čárkované šipky znázorňují interakce, při kterých dochází k am-
plifikaci signálu, uzavření makropinosomu a vezikulárnímu transportu. Převzato a upraveno z Mercer
a Helenius (2012).

1.3.2 Doprava a maturace makropinosomu

Uzavření ruffles vyústí ve formaci velké, tekutinou naplněné vakuoly, která je nadále
zpracována buňkou. Makropinosom se pohybuje hlouběji do nitra buňky a pokud se nachází
v APC (např. v makrofágovi), potká ho stejný osud jako obyčejný endosom - maturace.
Naopak v nádorových buňkách A431 dochází ke splývání makropinosomu s lysosomy jen
málokdy. Makropinosom totiž ve většině případů po své internalizaci zamíří opět k buněčnému
povrchu a uvolní svůj obsah zpět do extracelulárního prostoru (West a kol., 1989; Hewlett
a kol., 1994). Mechanismus těchto dvou odlišných principů je však neznámý a většina studií
se soustředí právě na makropinosomy, které v cytoplasmě degradují.

Přestože se doprava makropinosomu liší co do buněčného typu a spouštěcího ligandu, jeví
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Obrázek 1.3: Doprava a maturace makro-
pinosomu. Hlavními organelami klasické en-
docytické dráhy jsou časné endosomy (EE),
maturující endosomy (ME), pozdní endosomy
(LE), endolysosomy (EL) a lysosomy (LY).
Při maturaci makropinosomu se užívají ekvi-
valentní názvy: časný makropinosom (EM) a
pozdní makropinosom (LM). Makropinosom
může po pohlcení zamířit zpět k buněčnému
povrchu (1) nebo může maturovat (plné jed-
nosměrné šipky). Maturace makropinosomu je
proces, který jeví určité podobnosti s maturací
endosomů. Jako marker EE i EM se uplatňuje
Rab5 a EEA1. Markerem LE a LM je Rab7
a LAMP1. EM může fúzovat s EE (2) nebo
maturuje a stane se z něho LM. LM může
fúzovat s dalšími LM (3), s LE (4) či s LY
(5). Kinázy - modře, GTPázy - šedě, ostatní
faktory - oranžově. Faktory hrající roli při
dopravě a maturaci makropinosomu jsou po-
psány v podkapitole Časný makropinosom a
Pozdní makropinosom. Převzato a upraveno z
Mercer a Helenius (2012).

některé podobnosti s maturací klasických endosomů (viz Obrázek 1.3). Viry internalizované
CME a endocytózou zprostředkovanou kaveolami jsou dopraveny do časných endosomů. Ty
plní funkci třídících kompartmentů, ze kterých je část membrány a tekutiny recyklována zpět
do extracelulárního prostoru. U makropinosomů zatím nebyla dokázána schopnost iniciál-
ního třídění, přítomnost intraluminálních váčků (ILV) a nebyl popsán ani kompartment v
makropinosomální dráze, který by obsahoval jak časné, tak pozdní endosomální markery (v
endosomální dráze je to maturující endosom - EM). Makropinosomy jsou však stejně jako
endosomy citlivé na cytoplasmatické pH, podléhají okyselení a homo- či heterotypické fúzi
(West a kol., 1989; Hewlett a kol., 1994).

Časný makropinosom

Po separaci makropinosomu od membrány generuje PI3 kináza (fosfatidylinositol-3-
kináza) na nově zformovaném časném makropinosomu PI(3,4,5)P3 (fosfatidylinositol-3,4,5-
trisfosfát), který plní regulační funkci při membránové dopravě (Patki a kol., 1997). GTPáza
Rab5 je první z proteinů, které jsou makropinosomem rekrutovány a její aktivita roste během
časné maturace (Feliciano a kol., 2011). Spolu s Rab5 se na makropinosomu nachází Rabex
5 (faktor pro výměnu guaninových nukleotidů; Poteryaev a kol., 2010) a Rabankyrin 5
(efektorový protein; Schnatwinkel a kol., 2004). Rabankyrin 5 asociuje s nově vytvořeným
makropinosomem a pravděpodobně cílí Rab5 do nascentního makropinosomu (Schnatwinkel
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a kol., 2004). Proteiny, které modulují aktivitu Rab, jsou dobře známy, avšak samotný efekt
Rab molekul na dynamiku makropinosomu je dosud nejasný.

Některé buněčné typy požadují Rab34 a EEA1 (časný endosomální autoantigen 1), které
zprostředkovávají formaci makropinosomu a homotypickou fúzi (Sun a kol., 2003; Hamasaki
a kol., 2004). EEA1 je efektor Rab5 a spolu s ním je lokalizován v membráně časných endo-
somů (Patki a kol., 1997) i časných makropinosomů.

Nexiny zajišťující sorting (SNX) hrají důležitou roli při endosomální signalizaci a třídění
(Teasdale a kol., 2001). SNX interagují s tou částí endosomální sítě, která je obohacená o
PI(3)P (Ponting, 1996). Akcí SNX1 a SNX5 lze dosáhnout recyklace makropinosomu nebo
jeho dopravy do časného endosomu (Kerr a kol., 2006; Bryant a kol., 2007; Lim a kol., 2008).

Pozdní makropinosom

Postupem času se makropinosom stále více vzdaluje od buněčného povrchu a proměňuje
se v pozdní makropinosom charakteristický svým kyselým pH a proteinem Rab7, popř. i
Rab21. Přítomnost Rab21 ale není pro úspěšnou maturaci makropinosomu nutná (Egami a
Araki, 2009). Osud pozdního makropisomu není přesně daný - makropinosom může fúzovat s
pozdními endosomy i s pozdními lysosomy (Racoosin a Swanson, 1993; Hewlett a kol., 1994).
Tento proces se spoléhá na enzymatickou aktivitu lipidové kinázy PIKfyve (fosfoinositid
kináza obsahující FYVE doménu), což dokazuje fakt, že při inhibici této kinázy se v buňce
vyskytují zduřelé endocytické kompartmenty připomínající pozdní endosomy (Kerr a kol.,
2010).
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2. Experimentální kritéria
makropinocytózy

Makropinocytóza se uplatňuje při imunologických procesech důležitých pro správný chod
organismu. Je však zapojena i při propagaci několika virových a bakteriálních infekcí (Fran-
cis a kol., 1993), kardiovaskulárních onemocnění (Kruth a kol., 2005), rakoviny (Commisso
a kol., 2013) a alergií (Noirey a kol., 2000). Z toho důvodu je žádoucí identifikovat farmako-
logický nástroj, který umožní studovat makropinocytózu v buněčných i vyšších biologických
systémech, popřípadě najít takový farmakologický inhibitor, který by šlo aplikovat v klinické
praxi a inhibovat tak makropinocytózu zahrnutou při patologiích.

Experimentální kritéria pro vymezení makropinocytózy ve virové infekci jsou dána od-
lišnou účastí buněčných faktorů. K určení, zda se makropinocytózy účastní daný faktor, je
třeba nejprve zamezit jeho fungování. Toho lze dosáhnout použitím specifických inhibitorů,
přístupů zahrnujících RNA interferenci (knock-down) nebo expresí mutantních konstruktů s
vyřazeným genem pro testovaný faktor (knock-out). Pomocí RNA interference lze efektivně
zamezit expresi určitého genu.

Viry infikující eukaryotické buňky využívají ke svému vstupu do těchto buněk kromě
makropinocytózy i jiné endocytické mechanismy, jejichž signalizační kaskády se prolínají.
Tak má většina dostupných inhibitorů makropinocytózy nežádoucí vliv i na další endocytické
cesty, popřípadě na správné fungování buněčných procesů. Je tedy velmi obtížné identifiko-
vat buněčný faktor či farmakologický inhibitor, jenž by umožnil definovat makropinocytózu a
neovlivňoval další buněčné procesy. K určení, zda daný virus do buňky vstupuje právě makro-
pinocytózou se proto využívá nikoli jeden faktor, ale celá sada experimentálních kritérií.

Specifické inhibitory

Poptávka po specifickém inhibitoru spolu se sílícím významem makropinocytózy rostla a
studie Lin a kol. (2018) přinesla slibné výsledky - našla tři specifické inhibitory makropino-
cytózy. Jako nejvhodnější z nich se jeví imipramin. Imipramin inhibuje makropinocytózu v
nádorových, dendritických buňkách a v makrofázích a to bez vedlejšího cytopatického efektu
a aniž by ovlivňoval další endocytické mechanismy (Lin a kol., 2018). V makrofázích inhibuje
jen makropinocytózu stimulovanou růstovým faktorem, což je žádoucí, jelikož konstitutivní
makropinocytóza se účastní při prezentaci antigenu T lymfocytům.

Imipramin je již dlouhou dobu používané tricyklické antidepresivum odvozené od mole-
kuly dibenzazepinu. Mimoto se používá i jako inhibitor kyselé sfingomyelinázy. To je enzym,
který katalyzuje hydrolýzu sfingomyelinu na ceramid a fosfocholin a vykazuje optimální akti-
vity v kyselém pH. Experimenty Shakor a kol. (2012) ukázaly, že pro úspěšné pohlcení transfe-
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rinového receptoru CME je nutná aktivace sfingomyelinázy a zvýšená koncentrace ceramidu
v plasmatické membráně. Po užití imipraminu došlo ke stimulaci internalizace transferinu
nikoli CME, ale endocytózou nezávislou na klatrinu.

Imipramin se podílí na inhibici časného kroku makropinocytózy (inhibuje formaci mem-
bránových ruffles), což bylo zjištěno pomocí skenovací elektronové mikroskopie (SEM). Na
tvorbě ruffles se mohou v makrofázích při makropinocytóze spuštěné M-CSF (faktor sti-
mulující kolonie makrofágů) a PMA (forbol-12-myristát-13-acetát) podílet i reaktivní formy
kyslíku vzniklé působením NADPH oxidázy 2 (Nox2), které prostřednictvím inhibice PTEN
(fosfatázový a tensinový homolog) a aktivace PI3 kinázové/Akt cesty vedou k aktivaci confi-
linu, proteinu vázajícího aktin, ke tvorbě membránových ruffles a k makropinocytóze (Ghoshal
a kol., 2017). Chemiluminiscence ROS ukázala, že imipramin inhibuje produkci kyslíkového
radikálu po stimulaci PMA z 50 % (Lin a kol., 2018). Je však nejasné, zda je částečná (50
%) inhibice ROS dostatečná pro inhibici makropinocytózy. Přesný mechanismus účinku imi-
praminu ale zatím není znám a inhibitor se dosud nepoužívá v praxi.

Typické morfologické charakteristiky

Pokud virus vstupuje do buněk makropinocytózou, je po přidání tohoto patogenu k buň-
kám zahájen membránový ruffling, který je následován pohlcením velkého množství tekutiny.
Membránový ruffling, odehrávající se na buněčném povrchu, lze nejlépe pozorovat pokročilými
zobrazovacími technikami, elektronovým a transmisním mikroskopem. Elektronovým mikro-
skopem lze pozorovat i makropinosom, který se od ostatních endocytovaných váčků liší svou
velikostí (váčky obalené klatrinem měří 85–110 nm a makropinosom 0,2–5 µm). Viry inter-
nalizované v makropinosomech by měly kolokalizovat s markery kapalné fáze. Jako markery
se používají nejčastěji fluorescenčně značené komponenty, polysacharidy o vysoké molekulové
hmotnosti (fluorescenční dextran s molekulovou hmotností 70 kDa Li a kol., 2015) a roz-
pustné enzymy (křenová peroxidáza - HRP; Steinman a Cohn, 1972). Nejčastěji tedy právě
tak velké částice, které se nevejdou do žádného jiného endocytického váčku než do makro-
pinosomu. Např. ve studii Meier a kol. (2002) je využit k určení, zda adenovirus 2 vstupuje
makropinocytózou jak fluorescenčně značený dextran, tak i HRP.

Podle protokolu Wang a kol. (2010) lze vyhodnotit efektivitu a kinetiku biogeneze makro-
pinosomu a jeho maturace, přičemž funkce cílových proteinů je narušena inhibitory nebo
knock-down a knock-out přístupy. Pokročilejší přístup Wang a kol. (2014) umožňuje pomocí
modifikovaného kvantitativního protokolu systematicky měřit množství makropinosomů, je-
jich velikost i objem. Využívá k tomu fluorescenčně značený dextran o velikost 10 000 MW,
mikroskopii a částečně automatizovanou analýzu obrazu. Tento přístup je výhodný z důvodu
možné aplikovatelnosti na širokou škálu buněk a rychlého vyhodnocení.
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Využití inhibitorů aktinové dynamiky

Vstup viru makropinocytózou a s ním i infekce je sensitivní vůči inhibitorům aktinové
dynamiky. V této souvislosti se používá nejčastěji latrunculin A a cytochalasiny B/D (Coué
a kol., 1987; Sampath a Pollard, 1991). Nevýhodou ale je, že tyto molekuly blokují i fagocytózu
a další buněčné procesy závislé na aktinu (Stockinger a kol., 2005).

Využití inhibitorů Na+/H+ výměníku

Makropinocytóza indukovaná růstovým faktorem je inhibovaná amiloridem, který cílí na
Na+/H+ výměník (West a kol., 1989), jenž je důležitým regulátorem cytosolického pH. Ná-
sledkem této inhibice je sníženo pH pod buněčnou membránou, což zabrání aktivaci GTPáz
Rac1 a Cdc42 (Koivusalo a kol., 2010), naruší polymeraci aktinu a iniciaci makropinocytózy.
Nejčastěji používané jsou deriváty samotného amiloridu, ethyl-isopropylamilorid (EIPA) a
dimethylamilorid, které jsou aktivní i při nižší koncentraci než samotný amilorid (Maréchal
a kol., 2001; Meier a kol., 2002). Nevýhodou je, že amilorid a jeho deriváty mohou částečně
inhibovat i fagocytózu (Zhang a kol., 2015). Tento nepříznivý účinek snižuje pravděpodobnost
využití amiloridu jako farmakologického inhibitoru, avšak při determinaci makropinocytózy
in vivo je zatím první a nejspolehlivější volbou.

Využití inhibice specifických kináz

Pak1. Jednou z nejdůležitějších kináz účastnících se procesu makropinocytózy je Pak1
(kináza aktivovaná p21, serin/threoninová kináza), která je aktivována proteinem Rac1 (p21)
nebo Cdc42 (Manser a kol., 1994; Parrini a kol., 2005) a reguluje aktinové přestavby. Aktivuje
také CtBP1/BARS (protein 1 vázající C konec/brefeldin A-ADP ribosylovaný substrát),
který může hrát důležitou roli při uzavření makropinosomu (Liberali a kol., 2008). Pak1 lze
inhibovat molekulou IPA-3 (Deacon a kol., 2008). IPA-3 (inhibitor 3 cílící na aktivaci Pak1)
je vysoce selektivní inhibitor, který cílí na autoinhibiční doménu Pak1. Interakcí s touto
doménou je narušena katalytická funkce kinásové domény a tím pádem inhibována funkce
Pak1. Výhodou je, že Pak1 aktivované před použitím IPA-3 jsou vůči tomuto inhibitoru
rezistentní.

PI3 kináza. Při makropinocytóze je PI3 kináza zodpovědná za formování lipidového
mikroprostředí indukujícího membránové ruffles (Araki a kol., 2007). Specifické inhibitory
této kinázy, wortmannin a LY290042, blokují konstitutivní i stimulovanou makropinocytózu,
ale i fagocytózu (Araki a kol., 1996). PI3 kináza v buňce kontroluje i další esenciální funkce,
mimo jiné i proces příjmu glukózy a aminokyselin (Kohn a kol., 1996) a tak její inhibici lze
uskutečňovat pouze v in vitro systémech.

PKC. Také PKC (Ca2+ a diacylglycerol dependentní serin/threoninová kináza) je poža-
dována při indukci makropinocytózy. PKC je aktivována pomocí RTK nebo PI3 kinázou a
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po asociaci s plasmatickou membránou zahajuje ruffling. Makropinocytózu blokuje inhibitor
PKC rottlerin, který ale může ovlivňovat i jiné kinázy (Gschwendt a kol., 1994; Sarkar a kol.,
2005). Dalším užívaným inhibitorem je bis-indolyl-maleimide (BIM), kompetitivní inhibitor
ATP, který byl použit např. v experimentech definujících makropinocytózu adenoviru (Meier
a kol., 2002).

Využití inhibitorů dynaminu

Makropinocytóza je definována jako endocytická cesta nezávislá na multifunkční GTPáze
dynaminu. Některé typy makropinocytózy ve virové infekci však dynamin vyžadují a proto
je důležité vymezit závislost či nezávislost na dynaminu v rámci experimetálních kritérií
makropinocytózy. Toho lze dosáhnout pomocí inhibitoru dynaminu (dynasore; Macia a kol.,
2006), popř. pomocí dominantních negativních konstruktů. Damke a kol. (1994) vygenerovali
buněčnou linii (dynamin-2-K44A) s defektem v genu kódujícím doménu dynaminu vázající
GTP, který se nachází pod tetracyklinovým operátorem.

Formace cirkulárních ruffles stimulovaná PDGF je částečně závislá na dynaminu (Schlunck
a kol., 2004; Liu a kol., 2008). Inhibice dynaminu v tomto případě bránila lokalizaci Rac1 do
ruffles. Rac1 patří mezi Rho GTPázy a jeho aktivace je esenciální pro přestavbu cytoskeletu
formující všechny tři typy membránových ruffles (Ridley a kol., 1992; Mercer a Helenius,
2008). Dynamin byl lokalizován v rozšířující se části cirkulárních ruffles a je možné, že hraje
roli při uzavření makropinosomu. Zprostředkovává totiž i formaci váčků při CME a to tak,
že katalyzuje membránové štěpení (Bashkirov a kol., 2008).

Většina případů makropinocytózy virů je tedy nezávislá na dynaminu. V těchto případech
se ukazuje jako zásadní hráč zprostředkovávající membránové štěpení protein CtBP1/BARS.
Po stimulaci pomocí EGF je CtBP1/BARS translokován do membránových ruffles a fosfory-
lován Pak1, což je esenciální pro jeho funkci (Liberali a kol., 2008).
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3. Makropinocytóza ve virové
infekci

Prvním úkolem virů je dostat se do cytosolu buňky. Některé viry fúzují s plasmatickou
membránou, ale většina využívá buněčnou endocytickou aktivitu a penetruje až membránou
endosomu. Viry do buněk vstupují CME, endocytózou zprostředkovanou kaveolami, pinocy-
tózou, makropinocytózou a stejně tak i ne příliš dobře prostudovanými cestami - endocytózou
nezávislou na klatrinu a kaveolách (shrnuto v Mercer a kol., 2010). Viry často využívají jednu
z těchto cest jako majoritní a alternativně do buněk vstupují i několika různými cestami
zároveň. Typ endocytózy, prostřednictvím kterého se viry internalizují do buňky, souvisí s
vlastnostmi viru a buněčným typem.

V této kapitole je probrána role makropinocytózy ve virové infekci, přičemž jsou podrobně
popsány její charakteristiky u jednotlivých skupin virů. Dále je kladen důraz také na signa-
lizační faktory účastnící se makropinocytózy a její vymezení vůči ostatním mechanismům
podobným makropinocytóze.

3.1 Adenovirus

Adenoviry (Ad) reprezentují skupinu neobalených DNA virů s kapsidou s ikosahedrální
symetrií o průměru 90 nm (převzato z Berk, 2013). Tato skupina virů obsahuje mnoho odliš-
ných sérotypů, které se liší povahou hlavního kapsidového proteinu (Aoki a kol., 2011). Liší
se i mechanimsus vstupu do buněk u různých sérotypů adenovirů? A jakou v něm hraje roli
makropinocytóza?

Adenovirus 2 a 5. Proces vstupu lidského adenoviru 2 a 5 se odehrává pomocí CME,
kterou doprovází druhý endocytický proces - makropinocytóza (Wang a kol., 1998). Tyto
viry přirozeně infikují respirační epiteliální buňky a jako primární receptor jim slouží CAR
(coxsackie virus B Ad receptor; Roelvink a kol., 1998). Virové partikule přichycené k buňce
pomocí CAR pak aktivují jako koreceptory integriny, které spustí internalizaci viru (Wickham
a kol., 1993). Integriny mohou poskytovat upstream signály indukující makropinocytózu.
Podílí se i na makropinocytóze a fagocytóze mrtvých opsonizovaných buněk (Wu a kol.,
2006).

Ad2 vstupuje do lidských epiteliálních buněk CME. Po přidání viru k buňkám je však
zvýšen příjem tekutiny, který není ovlivněn inhibicí CME. Jedná se o makropinocytózu indu-
kovanou virem, ke které dochází i tehdy, když je zamezeno průběhu CME a internalizaci viru.
Signalizační kaskádu spouštící makropinocytózu pravděpodobně aktivuje navázaný virus na
povrchu buňky. (Meier a kol., 2002)
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Obrázek 3.1: Snímky z elektronového mikroskopu zachycující lokalizaci adenoviru 3 v HeLa
buňkách při multiplicitě infekce 5000 (MOI, multiplicita infekce - počet virových částic na buňku). K
pořízení snímků došlo 10 minut po infekci, kdy byly partikule Ad3 často nacházeny ještě nepohlcené
v hladkých invaginacích (šipky v levém obrázku) a ve velkých makropinosomech (šipky v pravém
obrázku). Převzato a upraveno z Amstutz a kol. (2008), měřítko neuvedeno.

Ad2 opouští endosomální dráhu časně, nevyžaduje ke svému úniku do cytosolu fúzi s lyso-
somem (Greber a kol., 1993). Inhibice makropinocytózy inhibitorem EIPA zamezí úniku viru z
endosomů, a tak autoři Meier a kol. (2002) došli k závěru, že Ad2 navázaný na povrchu buňky
indukuje uvolnění obsahu makropinosomu i endosomu do cytosolu buněk. Makropinocytóza
se tedy podílí na produktivní infekci Ad2 u lidských epiteliálních buněk.

Makropinocytóza je spuštěna navázáním viru k buněčnému povrchu a vykazuje některé
podobnosti s makropinocytózou stimulovanou růstovým faktorem - zahrnuje ruffling závislý
na F-aktinu, formaci velké endocytické vakuoly, PKC, je sensitivní vůči EIPA inhibitoru a
nevyžaduje dynamin. Ruffles indukované virem se svou morfologií liší od těch indukovaných
EGF. I osud vzniklých makropinosomů se liší. Makropinosomy odvozené od Ad2 jsou pohyb-
livější a po nějaké době se ztratí v cytoplasmě, dojde k jejich lýzi. To koreluje se zjištěním,
že Ad2 poměrně rychle opouští endocytickou dráhu (Greber a kol., 1993). Zatímco makropi-
nosomy odvozené od EGF v cytoplasmě přetrvávají podstatně déle. (Meier a kol., 2002)

Adenovirus 3. Tento virus využívá pro rychlou infekci epiteliálních a hematopoetických
buněk endocytózu nezávislou na dynaminu. Prvním krokem Ad3 je navázání k receptoru
CD46 na buněčném povrchu a krokem druhým je klastrování integrinů indukované virem.
Endocytóza Ad3 splňuje hned několik kritérií charakteristických pro makropinocytózu. Je
sensitivní vůči inhibitorům mířících na F-aktin, nízké pH endosomů, PKC, Na+/H+ výměník
a Rac1. Dále je během ní aktivován Pak1 a CtBP1, což jsou molekuly hrající roli při uzaví-
rání makropinosomu. Elektronová mikroskopie ukázala Ad3 viriony lokalizované ve velkých
tekutinou naplněných vakuolách (viz Obrázek 3.1), což jen potvrzuje roli makropinocytózy.
(Amstutz a kol., 2008)
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Adenovirus 35. Stejně jako Ad3, tak i Ad35 využívá makropinocytózu jako cestu pro-
duktivní infekce a to konkrétně do HeLa buněk a HK-2 buněk (buněk lidských ledvin; Kälin
a kol., 2010). Tato cesta zahrnuje aktivaci αv integrinů a nezávisí na dynaminu, což vylučuje
CME. Ad35 je slibný vektor pro přenos genů a vakcinaci z důvodu jeho nízké séroprevalence
v populaci a širokého tropismu (Vogels a kol., 2003).

Na rozdíl od Ad3 a 35 vstupujících do buněk makropinocytózou majoritně, Ad2 a 5 vstu-
pují prostřednictvím CME a makropinocytózu využívají pro svůj únik z endosomu. Všechny
typy adenoviru stimulují makropinocytózu a to způsobem, který zahrnuje integriny a Rac1.

3.2 Ebola virus

Viry Eboly (EBOV), jsou obalené RNA viry, řadící se do čeledi Filoviridae, což znamená
přesným překladem nitkovité viry. Tento název odkazuje na jejich charakteristický protáhlý
tvar zcela ojedinělý mezi viry. Viriony eboly měří 1-2 µm na délku a 80-100 nm na šířku
(převzato z Sanchez a kol., 2013). Už jen tento fakt poukazuje na výběr endocytického me-
chanismu, kterým virus započíná infekci - je jím makropinocytóza. Virus Eboly infikuje široké
spektrum hostitelských buněk. Dokáže způsobit produktivní infekci v makrofázích, dendri-
tických buňkách (DC), endoteliálních buňkách, fibroblastech, hepatocytech a v adrenálních
kortikálních buňkách (Zaki a kol., 1999; Ryabchikova a kol., 1999; Geisbert a kol., 2003).
Lymfocyty jsou jedním z mála buněčných typů, který není filoviry produktivně infikován
(Geisbert a kol., 2000).

Navázání viru k buňkám se odehrává pomocí virového glykoproteinu (GP). GP může
interagovat s širokou škálou buněčných receptorů a koreceptorů. Účastnit se může folátový
receptor-α (Chan a kol., 2001), několik různých typů lektinů (Alvarez a kol., 2002), integrin
β1 (Takada a kol., 2000) a tyrozinkinázové receptory TIM-1 a Axl. TIM-1 (T buněčný imu-
noglobulin a mucinová doména 1) dramaticky zvyšuje účinnost infekce epiteliálních buněk
(Moller-Tank a kol., 2013). V tomto procesu je klíčový PS, jenž se váže na zbytky TIM-1
a umožňuje interakci s virem. Vedle toho je vstup EBOV zprostředkovaný i Axl, avšak ne
přímou interakcí s povrchovým GP (Brindley a kol., 2011). Axl zvyšuje účinnost makropino-
cytického vstupu ZEBOV (Zaire-Ebola virus) do HeLa buněk (Hunt a kol., 2011). Axl ve své
fosforylované a aktivní podobě interaguje s PLC, která plní roli regulátoru aktinové dynamiky
a je důležitá pro průběh makropinocytózy (Amyere a kol., 2000; Linger a kol., 2008).

Většina partikulí EBOV vstupuje do buňky makropinocytózou a následně je dopravena
do časného a pozdního endosomu (Saeed a kol., 2010). Zajímavé je, že pro úspěšnou dopravu
makropinosomu a infekci EBOV jsou zapotřebí proteiny asociované s autofagosomy (Shtanko
a kol., 2018). Na cestě endosomálním systémem je GP EBOV štěpen endosomálními pro-
teázami - katepsiny B a L (Schornberg a kol., 2006) nebo jinými dosud neidentifikovanými
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proteázami (Marzi a kol., 2012). Po štěpení se odhalí skryté domény, které se váží k intrace-
lulárnímu receptoru NPC1 (Niemann-Pick C1; Côté a kol., 2011; Carette a kol., 2011). NPC1
je membránový protein, který snižuje množství cholesterolu v intracelulárních membránách
tím, že ho třídí zpět na plasmatickou membránu nebo do endoplasmatického retikula (Cruz
a kol., 2000).

Zatímco k makropinocytickému vstupu filamentárních virům podobných částic (VLPs)
viru Eboly dochází relativně rychle, tak k jejich únik do cytoplazmy začíná docházet až 30
minut po vstupu, což je relativně dlouho ve srovnání s ostatními viry fúzujícími z pozdních
endosomů (např. virus chřipky; Lakadamyali a kol., 2003). K nastartování fúze dojde až po
splynutí makropinosomu s endolysosomy pozitivními na NPC1 (Mingo a kol., 2015). Podobná
zjištění platí i pro koronavirus, ale v tomto případě virus nevyužívá přímo NPC1, ale zvýšené
aktivity katepsinu L v pozdních endosomech/lysosomech (viz podkapitola Koronaviry).

Mnoho experimentů týkající se EBOV a mechanismu vstupu ukázalo, že se virus internali-
zuje pomocí klatrinu či endocytózou zprostředkovanou kaveolami (Empig a Goldsmith, 2002).
Tyto nesrovnalosti mohou reflektovat rozdíly v experimentálních systémech a aplikovaných
podmínkách. Velká část studií používá pouze pseudotypované viry, které ale nemají filamen-
tární strukturu a nesou na svém povrchu jen GP viru Eboly (jedná se většinou o sférický
retrovirus či sférický virus vezikulární stomatitidy - VSV). Skutečnosti se lépe přibližují ex-
perimenty založené na fluorescenčně značeném viru s deletovaným esenciálním transkripčním
faktorem (Halfmann a kol., 2008) a na VLPs. Takto upravené viriony a VLPs byly použity
v experimentu Nanbo a kol., 2010, který přesvědčivě ukázal, že se vstupu viru Eboly účastní
makropinocytóza.

Dendritické buňky. Tyto buňky jsou první linií obrany imunitního systému, která při-
chází do kontaktu s EBOV (Geisbert a kol., 2003; Bray a Geisbert, 2005). Jsou to APC a
v nezralém stavu u nich dochází ke konstitutivní makropinocytóze. Na svůj povrch expri-
mují lektiny typu C, konkrétně DC-SIGN (mezibuněčná adhezivní molekula specifická pro
dendritické buňky), pomocí kterého se virus k těmto buňkám naváže. Interakce zprostředko-
vaná virem rozběhne aktivaci a migraci DC do sekundárních lymfoidních orgánů, kde tyto
APC započínají specifickou adaptivní imunitní odpověď - aktivují T-buňky a endoteliální
buňky prostřednictním mezibuněčné adhezivní molekuly ICAM-3 Geijtenbeek a kol., 2000b)
a ICAM-2 (Geijtenbeek a kol., 2000a). EBOV vstupuje do dendritických buněk makropino-
cytickým mechanismem závislým na dynaminu (Mulherkar a kol., 2011) a nejspíš využívají
migrační schopnost DC jako cestu k rozšíření infekce po těle.

Epiteliální buňky. VLPs EBOV se internalizují prostřednictvím makropinocytózy do
epiteliálních buněk (Vero a HEK293T). Jejich internalizace touto cestou je spuštěna charakte-
ristickými virovými glykoproteiny (Nanbo a kol., 2010; Saeed a kol., 2010). Virus vyžaduje pro
úspěšný vstup přítomnost cholesterolu v buněčné membráně, kolokalizuje společně s markery
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kapalné fáze v pohlceném váčku a je inhibován amiloridem (EIPA) - tato kritéria by se dala
požadovat za ta základní při charakterizaci makropinocytózy. Makropinocytóza při vstupu
EBOV do epiteliálních buněk je však závislá na dynaminu (Mulherkar a kol., 2011) a tak se
hodí ji nazvat spíše mechanismem podobným makropinocytóze (angl. macropinocytosis-like
mechanism).

Novější studie Hu a kol. (2019) soustředící se na vymezení vstupu VLPs EBOV do pola-
rizovaných epiteliálních Vero buněk ukázala, že probíhá apikální částí těchto buněk. Hlavní
roli v tomto procesu hraje nerovnoměrné rozložení receptorů, ke kterým se virus váže. EBOV
receptory - TIM-1 a Ax1 jsou totiž soustředěny hlavně na apikální části buněčného povrchu.
Proces makropinocytózy sám o sobě ale není polarizovaný ani v polarizovaných buňkách a
není proto příčinou polarizovaného vstupu EBOV. (Hu a kol., 2019)

Studie využívající pseudotypovaný VSV ukázaly, že EBOV může do buněk vstupovat
CME (Aleksandrowicz a kol., 2011; Bhattacharyya a kol., 2010), popřípadě i endocytózou
zprostředkovanou kaveolami (Empig a Goldsmith, 2002). Vzhledem k použitému experimen-
tálnímu systému (pseudotypování) však může být relevance pro vlastní EBOV nižší. Věro-
hodnější experimenty využívající VLPs EBOV ukázaly, že virus vstupuje do buněk majoritně
makropinocytózou (Nanbo a kol., 2010; Mulherkar a kol., 2011). Celková analýza studií na-
značuje, že mechanismus vstupu indukovaného EBOV závisí částečně na buněčném typu a
pro něj charakteristických receptorech (Hu a kol., 2019).

3.3 Herpesvirus

Herpesviry jsou obalené DNA viry s poměrně složitou strukturou. Součástí viru je kapsida
s ikosahedrální symetrií o velikosti 125 nm, tegument a lipidový obal. Při infekci herpesviry
může v buňkách dojít ke dvěma odlišným módům infekce, k infekci lytické (produktivní) a k
latentní. Během latentní fáze nedochází na rozdíl od té lytické k uvolnění nových infekčních
virionů. Volba módu závisí na infikovaném buněčném typu. (Převzato z Roizman a Pellet,
2013)

KSHV

Virus Kapošiho sarkomu (KSHV) může do buněk vstupovat jak přímou fúzí s cytoplasma-
tickou membránou, tak jinými endocytickými mechanismy. Virus infikuje širokou škálu lid-
ských buněk. In vivo byla jeho přítomnost prokázána v B buňkách, makrofázích, keratino-
cytech, endoteliálních a epiteliálních buňkách (Whitby a kol., 1995). In vitro dokáže virus
infikovat B buňky, endoteliální, epiteliální buňky, fibroblasty a stejně tak i některé typy
buněk zvířat (Akula a kol., 2002; Naranatt a kol., 2003). Glykoproteiny KSHV interagují
s povrchem buněk prostřednictvím HSPG (Akula a kol., 2001), což objasňuje rozmanitost
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buněčných typů, které virus napadá. Mohou se vázat také k integrinům α3β1. Exprese in-
tegrinů na povrchu CHO buněk (ovariální buňky křečíka čínského) zvýšila infektivitu viru
(Akula a kol., 2002). Aktivace pomocí interginů spustí jako jeden ze signálních faktorů fo-
kální adhezivní kinázu (FAK; Akula a kol., 2002), která se může účastnit makropinocytózy
při migraci buněk (Gu a kol., 2011).

Fibroblasty. KSHV využívá pro vstup do buněk klasickou endocytózu i makropinocy-
tózu. Do lidských fibroblastů vstupuje endocytózou závislou na klatrinu (Akula a kol., 2003).
Infekce u těchto buněk závisí na sníženém pH, přičemž byl pozorován aktivní únik viru z en-
dosomu. Jedná se o infekci charakteristickou nepřetržitou expresí genů asociovaných s latentní
fází.

Endoteliální buňky. Virus vstupuje do endoteliálních buněk HMVEC-d (lidské mik-
rovaskulární dermální endoteliální buňky) a HUVEC (lidské umbilikální žilní endoteliální
buňky) makropinocytózou (Raghu a kol., 2009). Infekce těchto buněk je charakteristická ne-
přetržitou expresí genů asociovaných s latentní fází. Kontakt viru s buněčným povrchem
indukuje polymerizaci aktinu a tvoru lamelipodií či blebů - buněčných útvarů charakteris-
tických pro makropinocytózu. Při indukci blebů participuje adaptorový protein c-Cbl. c-Cbl
translokuje KSHV navázaný na α3β1 a αVβ3 integriny do oblasti s lipidovými rafty, kde
následně ubiquitinyluje tyrozinkinázový receptor EphrinA2 (EphA2; Veettil a kol., 2010) a
interaguje s doménou myosinu IIA. Dysfunkce tohoto proteinu způsobí defekt ve formaci
blebů (Veettil a kol., 2010). EphA2 spolu s CIB1 poté asocijují s c-Cbl navázaným na my-
osin IIA a zesilují následující signalizaci zprostředkovanou FAK, Src a PI3 kinázou a Rho
GTPázami v lipidových raftech (Bandyopadhyay a kol., 2014). Nejen že c-Cbl ubiquitinyluje
receptor na povrchu buňky, ale zprostředkovává i jeho endocytózu a třídění z membrány do
lysosomu (Levkowitz a kol., 1998). V savčích buňkách pomáhají s tříděním ubiquitinylovaných
proteinů a jejich dopravou do lysosomů proteiny, které jsou součástí ESCRT (endosomální
třídící komplex požadovaný pro transport). Svou roli hrají tyto proteiny i během dopravy a
třídění makropinosomu. Tento proces je poměrně dobře prozkoumaný. Při makropinocytickém
vstupu KSHV do HMVEC-d je důležitým členem Hrs (tyrozinkinázový substrát regulovaný
jaterním růstovým faktorem), který je komponentou ESCRT-0. Ve studii Veettil a kol. (2016)
se ukázalo, že Hrs rekrutuje ROCK1 k buněčné membráně, což zajišťuje fosforylaci NHE1
(Na+/H+ výměník 1). Změna pH je vyžadována pro efektivní makropinocytózu.

Internalizovaná virová membrána fúzuje s membránou makropinosomu, což způsobí uvol-
nění kapsidy do cytosolu a následný pohyb kapsidy do jádra buňky. Transport do oblasti
jaderné periferie probíhá po mikrotubulech a závisí na dyneinu (Naranatt a kol., 2005).

Lze tedy shrnout, že makropinocytóza je hlavní cestou vstupu KSHV do lidských endote-
liálních buněk, které jsou přirozeným cílem KSHV. Do fibroblastů ale virus vstupuje endo-
cytózou závislou na klatrinu. Makropinocytózy zprostředkovávající infekci KSHV se účastní
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mnoho faktorů, jejichž vazby i efekty v buňce jsou poměrně dobře prozkoumané.

Lidský cytomegalovirus

Lidský cytomegalovirus (HCMV) iniciuje infekci, stejně jako KSHV, nespecifickými níz-
koavidními interakcemi s HSPG (Compton a kol., 1993). Tyto interakce jsou podstatné
zejména při infekci fibroblastů. Po navázání k HSPG může virus aktivovat další signální mole-
kuly, přičemž při makropinocytóze HCMV se uplatňuje DC-SIGN, integriny a RTKs - EGFR
a PDGFR (Wang a kol., 2003; Cobbs a kol., 2007; Soroceanu a kol., 2008). Zvýšená exprese
PDGFR v endoteliálních a epiteliálních buňkách zvyšuje úspěšnost infekce pomocí makro-
pinocytózy, avšak při normálních hodnotách exprese tohoto receptoru se na zprostředkování
vstupu viru makropinocytóza nepodílí (Vanarsdall a kol., 2012). Zvýšená exprese PDGFR
tedy umožňuje vstup abnormální cestou, makropinocytózou, což zvyšuje účinnost infekce až
o 90 % a rozšiřuje virový tropismus.

Dendritické buňky mohou plnit funkci Trojského koně a roznášet HCMV dále po těle
i na místa, na která by se bez schopnosti migrace DC nedostal. Pomocí DC-SIGN se viry
naváží na povrch těchto buněk, což je esenciální pro úspěšnou infekci (Halary a kol., 2002).
Do dendritických buněk odvozených od monocytů se HCMV dostává pomocí cesty podobné
makropinocytóze závislé na cholesterolu a nezávislé na kyselém pH. Tato cesta je identifi-
kována pouze jako cesta podobná makropinocytóze, protože ji dokáží indukovat jen některé
kmeny HCMV a to v určitých buněčných typech. Jinak však vykazuje charakteristiky typické
pro makropinocytózu, doprovází ji membránový ruffling a tvorba makropinosomu. Z endoso-
mální dráhy úspěšně uniká velká většina virových kapsid do cytosolu buňky (podobnosti s
EBOV). Některé viry mohou být zachyceny v endosomech, které nepodléhají maturaci. Tyto
viry jsou později uvolněny z endosomů do extracelulárního prostoru a mohou se dále šířit na
cílové buňky. (Haspot a kol., 2012)

Fibroblasty. Výzkumy uskutečněné na vstupu HCMV do fibroblastů ukázaly, že virus
vstupuje z větší části makropinocytózou a z menší části fúzuje s plasmatickou membránou
(Hetzenecker a kol., 2016). Makropinocytóza, jež se zde uplatňuje, vyžaduje dynamin. To
ji odlišuje od jiných případů makropinocytózy ve virové infekci a hodí se ji nazvat spíše
mechanismem podobným makropinocytóze. Aktivace makropinocytózy ve fibroblastech závisí
na signalizaci integriny a PDGFR, ale ne EGFR. Interakce viru a fibroblastů spustí tvorbu
cirkulárních dorzálních ruffles, které byly poprvé pozorovány v experimentu Hetzenecker a kol.
(2016).

Hematopoetické progenitorové buňky. Vstup HCMV do buněk, kde probíhá pro-
duktivní infekce je prostudován poměrně dobře, ale vstup do buněčných typů, kde virus
přetrvává v latentním stavu, nikoli. Příkladem buněk charakteristických latencí HCMV jsou
CD34+ hematopoetické progenitorových buňky. Vstup HCMV do této buněčné linie probíhá
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také pomocí makropinocytózy. Inhibice makropinocytózy v těchto buňkách narušuje vstup
viru a redukuje akumulaci transkriptů asociovaných s latencí HCMV. HCMV dokáže do bu-
něk vstoupit, ale selhává při rozvolnění tegumentu, což vede k vyvinutí stavu latence. (Lee a
Kalejta, 2019)

Makropinocytóza se zdá být pro virus výhodná. HCMV je schopen tuto cestu indukovat
v širokém okruhu buněčných typů, což zvyšuje úspěšnost jeho infekčních schopností.

3.4 HIV

Infekce virem HIV (virus lidské imunitní nedostatečnosti) - obaleným, RNA lentivirem;
způsobuje Syndrom získaného selhání imunity (AIDS). Velikost virionů se pohybuje v rozmezí
od 100 do 120 nm (převzato z Freed a Martin, 2013. Vědci si dlouho mysleli, že prostá fúze
s cytoplasmatickou membránou je jedinou možnou produktivní cestou, kterou virus HIV
vstupuje do CD4+ buněk. Tuto myšlenku potvrzovalo například to, že infekce virem nezávisí
na kyselém pH (McClure a kol., 1988). Viry vyžadující nízké pH, jako je např. virus chřipky,
vstupují do buněk endocytózou. Později se však zjistilo, že přenos viru HIV z buňky do buňky
může probíhat endocytózou a při internalizaci do několika buněčných typů byla pozorována
makropinocytóza (Maréchal a kol., 2001; Liu a kol., 2002; Yasen a kol., 2018).

O receptorech a koreceptorech účastnících se makropinocytózy viru HIV toho není známo
mnoho. Ve studii Tanaka a kol. (2012) bylo ukázáno, že stimulace chemokinového receptoru
CXCR4 pomocí gp 120, obalového glykoproteinu viru HIV-1, indukuje makropinocytózu.
Autoři však spekulují, že v tomto případě by se mohlo jednat o dráhu vedoucí k degradaci
viru a tedy o možnost obrany před virovou infekcí. Makropinocytóza by takto snižovala
množství viru, které je schopno vstoupit „klasickou“ cestou vedoucí k produktivní infekci.

Makrofágy. Krátce po vystavení HIV makrofágům byl virus pozorován na povrchu buňky
v klatrinem obalených vačcích i ve velkých intracelulárních váčcích identifikovaných jako
makropinosomy. Typ makropinocytózy účastnící se vstupu HIV do makrofágů je nespeci-
fický, nevyžaduje tedy interakci viru a buněčného receptoru. Při infekci makrofágů funguje
jako kofaktor PS, který je integrován ve vnějším listu membrány viru HIV (Callahan a kol.,
2003; Aloia a kol., 1988). Asociace virové membrány s PS výrazně zvyšuje infektivitu i u
jiných obalených virů (Ichihashi a Oie, 1983). S největší pravděpodobností zřejmě dochází po
internalizaci HIV k jeho degradaci, ale možnost, že dojde při tomto procesu k fúzi membrán,
úniku virionu a následné infekci, nelze vyloučit (Maréchal a kol., 2001).

Epiteliální buňky. HIV se internalizuje do epiteliálních buněk, které jsou první linií
obrany proti šíření viru HIV, pomocí endocytózy a makropinocytózy. Po endocytóze dojde k
zadržení viru v pohlcených endosomech, včetně multivesikulárních tělísek (MVB), kde virus
vydrží i několik dní. Interakce aktivovaných lymfocytů s epiteliemi, v nichž je virus HIV
zachycen, vede k šíření viru z epiteliálních buněk na lymfocyty. Inhibice tvroby MVB vede
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ke snížení transmise o 60-70 %. (Yasen a kol., 2018)
Endoteliální buňky. Dále byla makropinocytóza potvrzena také u mozkových mikro-

vaskulárních endoteliálních buněk (BMVEC; Liu a kol., 2002), které brání před neuroinvazí
virem. Elektronová mikroskopie HIV-1 a BMVEC ukázala, že jsou na povrchu navázané viri-
ony omotány buněčnými mikrovilli a následně internalizovány do velkých cytoplasmatických
vakuol společně s markerem kapalné fáze (Liu a kol., 2002). Fúze virového obalu a buněčné
membrány pozorována nebyla. Typ makropinocytózy, ke kterému dochází při vstupu HIV do
BMVEC, závisel na přítomnosti lipidových raftů, MAPK (mitogenem aktivované proteinki-
názové) signalizační dráze a glykosaminoglykanech, zatímco CD4 a chemokinové receptory
hrály minimální roli. HIV, který vstoupil do BMVEC prosřednictvím makropinosomů byl po
fúzi makropinosomu s lysosomy degradován.

Mód vstupu viru HIV do buněk je stále kontroverzním tématem. Makropinocytóza byla
pozorována při internalizaci viru do makrofágů, epiteliálních a endoteliálních buněk. Častěji
ale virus vstupuje cestou závislou na klatrinu, kaveolinu a cestou asociovanou s lipidovými
rafty (Daecke a kol., 2005; Miyauchi a kol., 2009).

3.5 Koronavirus

Koronaviry (CoV) jsou rodinou obalených RNA virů, jejichž partikule mají sférický tvar
a v průměru dosahují velikosti 120 nm (převzato z Masters a Perlman, 2013). Napadají savce
a ptáky a jejich nebezpečí plyne hlavně z možné mezidruhové adaptace (Guan a kol., 2003).
Životní cyklus CoV je zahájen navázáním virového spike glykoproteinu (glykoprotein S) k
buněčnému receptoru, jenž je následován buď přímou fúzí s plasmatickou membránou nebo
vstupem pomocí endocytózy. Glykoprotein S plní při buněčném vstupu duální roli, jelikož
zprostředkovává jak navázání k receptoru, tak fúzi s plasmatickou membránou (Chan a kol.,
2006). SARS-CoV (koronavirus způsobující těžký akutní respirační syndrom) požaduje pro
úspěšný únik z endosomu stejně jako EBOV endolysosomy pozitivní na NPC1 (Mingo a kol.,
2015). EBOV vyžaduje přímo molekulu NPC1, zatímco SARS-CoV využívá vyššího stupně
proteolytické aktivity endolysosomů (Simmons a kol., 2005). S protein, exprimovaný MHV
(virus myší hepatitidy) a SARS-CoV, může interagovat i s receptory přilehlých buněk, což
vyústí ve fúzi těchto buněk a tvorbu syncytií (Luo a kol., 1999). Formace syncytií je v buněčné
kultuře velmi dobře popsaný cytopatický efekt vedoucí k vyšší infektivitě (Yamada a kol.,
2009).

Astrocyty. Při analýze infekce MHV (kmen MHV A59) u DBT buněk (angl. murine de-
layed brain tumor astrocytoma cells) se ukázalo, že virus dokáže indukovat makropinocytózu,
která však není přímo asociována se vstupem viru. Je ale klasicky doprovázena membránovým
rufflingem, internalizací velkého pleiomorfního váčku, zvýšeným příjmem tekutiny, závislostí
na Rac1, Cdc24, Pak1 a citlivostí k EIPA inhibitoru. Atypické je na ní to, že k ní dochází až

19



4 hodiny po infekci. Virus pravděpodobně využívá tohoto procesu ke stimulaci kontaktů mezi
buňkami, způsobuje jejich fúzi. Jako nástroj zprostředkovávající fúzi dvou sousedních buněk
slouží dlouhá filopodia vytvořená po spuštění makropinocytózy. Tato filopodia vystavují na
své špičce virový S protein, který pak může interagovat se sousední buňkou, fúzovat s ní a
vytvořit tak buněčné syncytium. (Freeman a kol., 2014)

Jiný kmen MHV (MHV 2S) nestimuluje makropinocytózu ani fúzi dvou buněk, přesto
ale způsobuje onemocnění in vivo. Makropinocytóza tak zřejmě není požadována pro patoge-
nezi všech kmenů MHV. Typ onemocnění způsobené MHV 2S ale vykazuje jiný fenotyp než
onemocnění způsobené MHV A59, kmenem schopným makropinocytovat a tvořit buněčná
syncitia. Kmen MHV A59 má jiný tropismus než ostatní kmeny MHV (Kenyon a kol., 2015).

Na základě těchto pozorování, lze tedy shrnout, že makropinocytóza nemusí být jed-
nostranným mechanismem sloužícím pouze jako viry využívaná vstupní brána vedoucí do
buněk. Pozorovaný nárůst zformovaných dlouhých filopodií u infikovaných buněk potvrzuje
roli makropinocytózy jako mechanismu pomocí kterého CoV komunikují s buňkami vzdále-
nými. K podobnému mechanismu dochází i při infekci viru vaccinie (viz podkapitola Virus
vaccinie).

3.6 Reovirus

Čeleď Reoviridae je největší a velice diverzifikovanou skupinou neobalených RNA virů.
Kapsida s ikosahedrální symetrií nabývá od 65 do 80 nm. Virus může napadat širokou škálu
hostitelů, do nichž se řadí člověk i malí savci. (Převzato z Dermody a kol., 2013) Reovirus se
váže na povrch nepolarizovaných buněk prostřednictvím nízkoafinních interakcí s kyselinou
sialovou (Paul a kol., 1989). Studium onemocnění způsobené reoviry na myších pomohlo
determinovat krok navázání viru jako ten klíčový při rozvoji onemocnění (Sharpe a Fields,
1985). V myších se reoviry sérotypu 1 (T1) šíří krví do CNS (centrální nervové soustavy) a
replikují se zde v ependymových buňkách. Na druhou stranu virus sérotypu 3 (T3) v CNS
infikuje neurony. Tento odlišný buněčný tropismus je dán rozdílnou strukturou reovirového
„attachment“ proteinu σ1 (Weiner a kol., 1980). Vstup viru do myších fibroblastů je iniciován
interakcí s JAM-A (spojovací adhezivní molekula A), následován aktivací β1 integriny a
zprostředkován CME (Maginnis a kol., 2006).

Nervové buňky. Neurotropní reoviry se rozšiřují skrz nervovou soustavu a napadají
CNS. Tyto viry a nemoci jimi způsobené jsou známy již dlouhou dobu, ale mechanismus
infekce nervových buněk byl objasněn teprve nedávno. Sialová kyselina i JAM-A jsou zod-
povědné za vstup reoviru do nervových buněk myši (Antar a kol., 2009; Stencel-Baerenwald
a kol., 2015). Ukázalo se, že reovirus vstupuje do nervových buněk odvozených od primárních
krysích neuronů makropinocytózou (Aravamudhan a kol., 2020). Dosud nebyl objeven žádný
jiný neurotropní virus vstupující do nervových buněk tímto mechanismem. Výsledky Arava-
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mudhan a kol. (2020) dále ukázaly, že makropinocytóza umožňující vstup reoviru do krysích
buněk vyžaduje Na+/H+ výměník, aktinovou dynamiku, aktivitu PI3 kinázy, dynamin, a
RTK, což jsou faktory esenciální pro průběh makropinocytózy.

Reovirus tedy vstupuje do většiny buněčných linií CME (Maginnis a kol., 2006, 2008),
avšak při vstupu do nervových buněk využívá makropinocytózu (Aravamudhan a kol., 2020).

3.7 Virus chřipky

Virus chřipky (IAV) je obalený, segmentovaný RNA virus z čeledi Orthomyxoviridae, jenž
může infikovat ptáky a savce. IAV produkuje pleiomorfní viriony, které se liší jak tvarově, tak
svou velikostí. Sférické partikule mají v průměru 100 nm, filamentární prodloužené partikule
pak mohou dosahovat až 300 nm. Shaw a kol., 2013

IAV se navazuje k hostitelské buňce prostřednictvím hlavního povrchového proteinu, he-
maglutininu (HA), který interaguje se zbytky kyseliny sialové. Zatím ale není známo, jak
toto spojení ovlivňuje endocytický mechanismus, jenž následuje po navázání viru k buňce.
V místě navázání viru byla pozorována de novo formace jamek obalených klatrinem (Rust
a kol., 2004) a CME byla dlouho považována za jedinou možnou cestu vstupu IAV do buněk.

Epiteliální buňky. Studie De Vries a kol. (2011) potvrdila alternativní roli makropi-
nocytózy při vstupu sférického IAV do HeLa buněk. Ke stimulaci makropinocytózy došlo až
po přidání viru společně se sérem. Virus sám o sobě makropinocytózu neindukoval, avšak
stále není vyloučena kointerakce séra a viru. Typ makropinocytózy využívané IAV se však
odlišuje od ostatních typů makropinocytózy indukované virem. Zaprvé, nezávisí na dynaminu
stejně jako makropinocytóza stimulovaná některými typy adenovirů. Zadruhé je sice průběh
makropinocytózy závislý na aktivaci Pak1, ale není pozastavený inhibicí Rac1 či Cdc42, jak
tomu je u většiny případů. Inhibice Rac1 a Cdc42 má naopak stimulační účinky, což je efekt
specifický jen pro IAV. Buněčný ruffling se vyskytuje při tomto typu makropinocytózy, ale
přesná morfologie membránových ruffles si zaslouží další studium. (De Vries a kol., 2011)

Filamentární virus chřipky využívá makropinocytózu dokonce jako hlavní cestu pronik-
nutí do epiteliálních MDCK buněk (psí buňky ledvin; Rossman a kol., 2012). Filamentární
viriony, které vniknou do buněk prostřednictvím makropinosomu, jsou posléze dopraveny do
kyselých pozdních endosomálních kompartmentů. Nízké pH způsobí konformační změny M2
proteinu a dojde k fragmentaci filamentárního viru, který je dále schopen fúzovat s membrá-
nou endolysosomu. (Rossman a kol., 2012)

Při vstupu viru pomocí CME i makropinocytózy hraje důležitou roli intracelulární Ca2+,
jenž reguluje obě tyto dráhy prostřednictvím signalizační kaskády zahrnující RhoA, Rho-
kinázu, fosfatidylinositol 4-fosfát 5-kinázu (PIP5K) a PLC (Fujioka a kol., 2013). V zájmu
buňky by bylo udržet koncentraci Ca2+ na takové hladině, aby do ní nemohl IAV vstoupit.

Hlavní cestou vstupu sférického IAV je CME (Rust a kol., 2004), ale alternativně tento
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virus vstupuje i makropinocytickým mechanismem (De Vries a kol., 2011), který vykazuje
některé abnormality. Filamentární IAV využívá makropinocytózu majoritně (Rossman a kol.,
2012), což může být z důvodu jeho větší velikosti.

3.8 Virus vaccinie

Virus vaccinie (VACV), prototyp rodiny Poxviridae, je DNA virus, který se replikuje
v cytoplasmě buněk. Od ostatních živočišných virů se poxviry liší hlavně svou velikostí a
komplexitou. Viriony jsou 220-450 nm dlouhé a 140-260 nm široké. (Převzato z Moss, 2013)

Během replikace jsou produkovány dvě infekční formy viru. První formou je intracelulární
zralý virus (IMV) a formou druhou je extracelulární obalený virus (EEV). IMV jsou uvolněny
z buňky pouze po její lýzi a jejich navázání k buňce se odehrává na základě interakce s
glykosaminoglykany na buněčném povrchu (Carter a kol., 2005). Už ve studii Cudmore a kol.
(1995) byly na buňkách pozorovány výběžky indukované virem podobné těm, které dokáží
indukovat některé intracelulární bakterie. Byly to výběžky později spojované s membránovým
rufflingem charakteristickým pro makropinocytózu. S tímto pozorováním přišla i teorie, že
VACV využívá buněčný aktinový cytoskelet k tomu, aby mohl infikovat buňky v okolí. Virus
může přímo fúzovat s membránou buňky (Carter a kol., 2005), avšak tento vstup se jeví jako
ne příliš efektivní oproti endocytickému vstupu probíhajícímu při sníženém pH (Townsley
a kol., 2006).

Epiteliální buňky. Do HeLa buněk virus vstupuje makropinocytickým mechanismem
závislým na nízkém pH (Mercer a Helenius, 2008; Huang a kol., 2008). V buňce indukuje
formaci blebů a infekce tímto virem je striktně závislá na expozici fosfatidylserinu ve virové
membráně (Mercer a Helenius, 2008). Za normálních podmínek slouží vystavený PS jako
rozpoznávací signál pro internalizaci apoptotických tělísek prostřednictvím makropinocytózy
(Hoffmann a kol., 2001). Buňky fagocytující apoptotická tělíska mohou být jak profesionální
fagocyty - makrofágy, tak fagocyty neprofesionální - buňky epitelií (Wyllie a kol., 1980),
endotelií (Hess a kol., 1997) a fibroblasty (Hall a kol., 1994). Virus tak prostřednictvím PS
zakomponovaného v membráně mimikuje apoptotická tělíska, která jsou pohlcována buňkami
za normálních okolností. Zdá se, že viry jakožto intracelulární oportunistický parazité vyu-
žívají tohoto mechanismu internalizace. Napodobování apoptotických tělísek není fenomén
charakteristický pouze pro virus vaccinie. Poprvé byl pozorován u viru hepatitidy B (Van-
landschoot a Leroux-Roels, 2003). Receptor, který je aktivován pomocí PS, zatím není znám.
K inicializaci makropinocytózy v případě viru vaccinie je zapotřebí ještě EGFR (Mercer a kol.,
2010), který může spustit průběh makropinocytózy. Po kontaktu viru s buňkami dojde také
k fosforylaci kinázy Pak1, která je esenciální při probíhající makropinocytóze a její lokalizace
koreluje s výskytem blebů (Mercer a Helenius, 2008). Jiný kmen VACV neindukuje v HeLa
buňkách tvorbu blebů, ale tvorbu filopodií (Mercer a kol., 2010). Když byly zkoumány tyto
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Obrázek 3.2: Virem indukovaná makropinocytóza. c) Přidání IMV (angl. intracellular mature
virions) viru vaccinie k HeLa buňkám způsobí systematické tvoření blebů po celém povrchu buňky.
d) Vstup virových partikulí byl vykreslen pomocí 3D skenovací elektronové mikroskopie. Převzato a
upraveno z Mercer a Helenius (2009)

dvě signální cesty, objevily se rozdíly na úrovni Rho GTPáz. Pro vznik blebů byl klíčovým
hráčem Rac1, pro tvorbu filopodií Cdc42.

Dendritické buňky. Do dendritických buněk odvozených od monocytů vstupují jak
IMV, tak i EEV. Tyto viriony se ale neváží k lektinům na povrchu DC, které využívá většina
ostatních virů. Vstup obou typů virionů je sensitivní vůči inhibitorům makropinocytózy a
závislý na PI3 kináze. Viriony ale nejspíš nevstupují klasickou endosomální cestou, jelikož
nedochází ke kolokalizaci s EEA1 ani s Lamp2 (membránový protein 2 asociovaný s lysosomy).
Uvolnění viru do cytosolu nespoléhá ani na nízké pH. Z těchto výsledků vychází, že virus
vstupuje do DC prostřednictvím makropinocytózy. (Sandgren a kol., 2010)

Pro virus vaccinie lze tedy shrnout, že fúzuje s buněčnou membránou hned u povrchu
buňky nebo indukuje membránový ruffling a vstupuje makropinocytózou. Virová částice je
příliš velká na to, aby mohla být internalizována CME nebo endocytózou zprostředkovanou
kaveolami, a tak využívá výhody plynoucí z makropinocytózy. Membránové ruffles indukované
při makropinocytóze mohou přenést VACV do blízkosti okolních buněk a zajistit tak viru
rychlejší přenos.

3.9 Ostatní viry

Jako hlavní cestu svého vstupu využívá makropinocytózu Chikungunya virus, který
tímto mechanismem vstupuje do lidských svalových buněk (Hua a kol., 2019). Majoritně
pomocí makropinocytózy vstupuje i infektivní pankreatický nekrózní virus (IPNV) a to
do CHSE-214 buněk (buňky odvozené od embrya lososa Oncorhynchus tshawytscha) (Levican
a kol., 2017). Tento typ makropinocytózy vykazuje veškeré charakteristiky makropinocytózy
indukované růstovým faktorem.

To, že je makropinocytóza výhodná pro relativně velké viry, potvrzuje vedle viru vaccinie
i Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV; Huang a kol., 2014). U tohoto viru je
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makropinocytóza a ostaní typy endocytóz jedinou možností, jak buňky produktivně infikovat.
Zajímavé je, že přímá fúze viru s plasmatickou membránou, na rozdíl od viru vaccinie, infekci
zamezí (Huang a kol., 2019).

Makropinocytóza je důležitá i při vstupu virů do nádorových buněk. Příkladem může
být virus spalniček (MeV), který dokáže vstupovat makropinocytózou do buněk, které
exprimují SLAM (signalizační molekula aktivující lymfocyty) a nebo PVRL4 (angl. poliovirus
receptor-like 4). MeV vstupuje do Vero buněk nezávisle na Pak1 mechanismem podobným
makropinocytóze a do několika linií nádorových buněk obdobným způsobem, který ale závisí
na Pak1 i Rac1. Podrobnější poznání této cesty podobné makropinocytóze může přinést cenné
poznatky pro vývoj onkolytické terapie. (Delpeut a kol., 2017)

Onkolytický virus Newcastleské nemoci (NDV), stejně jako většina ostatních virů
z čeledi Paramyxoviridae, penetruje hned membránou buněk. Využívá ale i endocytózu zpro-
středkovanou kaveolami (Cantin a kol., 2007). Do kuřecích embryonálních fibroblastů dokáže
vstoupit i CME a makropinocytózou (Tan a kol., 2016). NDV partikule jsou dopraveny do
endosomálních struktur způsobem závislým na Rab5 a profitují ze snížení pH v časných
endosomech ze kterých dokáží uniknout a buňky infikovat (Tan a kol., 2016).

Makropinocytóza byla pozorována i u dalších členů čeledi Paramyxoviridae. Nipah virus
(NiV) může vstupovat do buněk makropinocytózou iniciovanou tyrozinkinázovým receptorem
EphrinB2 (Pernet a kol., 2009). Respirační syncytiální virus (RSV) vstupuje do HeLa a
A549 buněk makropinocytózou aktivovanou EGF receptorem, kterou doprovází tvorba blebů
na buněčném povrchu (Krzyzaniak a kol., 2013).

Lassa virus (LASV), virus z čeledi Arenaviridae, stimuluje při vstupu do buněk různé
typy receptorů. Při navázání viru na jeden z nich, distroglykan, se spustí v lidských epi-
teliálních buňkách cesta podobná makropinocytóze, kterou ale doprovází pouze minimální
membránový ruffling, jindy tak charakteristický pro makropinocytózu (Oppliger a kol., 2016).
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4. Makropinocytóza při klastrování
virů

Virové částice infikují buňky jako samostatné infekční jednotky (Flint a kol., 2015). Aby
došlo ke ko-infekci buňky dvěma či více virovými genomy, musí do ní vstoupit několik virových
částic nezávisle na sobě. Tato tvrzení platila do té doby, dokud analýza enterovirové infekce
neukázala, že buňky mohou být ko-infikovány jak jednotlivými nezávislými viriony, tak i
shluky virionů (Chen a kol., 2015). Tyto shluklé neboli klastrované viriony byly uzavřené v
lipidových extracelulárních váčcích (EV) odvozených od hostitelské buňky.

Makropinocytóza se uplatňuje při internalizaci různých typů EV (Fitzner a kol., 2011;
Escrevente a kol., 2011; Verdera a kol., 2017), avšak zatím nebylo doloženo, že by se přímo
účastnila pohlcení EV s klastrovanými viry. V této kapitole jsou shrnuty dosud publikované
poznatky ohledně makropinocytózy EV spolu se spekulacemi o její účasti při internalizaci
klastrovaných virů. Dále je nastíněn význam přenosu klastrovaných virů a diskutovány evo-
luční důsledky tohoto fenoménu.

Viry si kromě strategie přenosu prostřednictvím EV vyvinuly i další varianty struktur
podporujících virovou ko-transmisi, které lze souhrnně nazývat kolektivní infekční jednotky
(angl. collective infectious units; Sanjuán, 2017). Dalšími příklady k EV, dokládající exis-
tenci kolektivních infekčních jednotek u živočišných virů, jsou virové kapsidy s polyploidními
genomy, virionové agregáty a okluzní tělíska. U rostlinných buněk to pak mohou být struk-
tury plasmodesmat pozměněné viry, jimiž jsou viry následně schopné proniknout do sousední
buňky.

4.1 Makropinocytóza extracelulárních váčků

Extracelulární váčky jsou útvary odvozené od buněčných membrán, jejichž velikost se
pohybuje od desítek do tisíců nanometrů. Uzavírají a transportují komplexní molekuly, jakými
jsou proteiny, lipidy a nukleové kyseliny (Ratajczak a kol., 2006). V poslední době jsou hojně
studovány, a to z důvodu své přirozené schopnosti internalizovat se do buňky. Tato schopnost
je vhodná pro dopravu léčiv (Zhang a kol., 2019) a jak ukázala studie Chen a kol. (2015),
využívají ji i viry.

Viriony se mohou vyskytovat v lipidových váčcích - exosomech a autofagosomech, či ve
váčcích odvozených od plasmatické membrány. Ve studii Jackson a kol. (2005) byly složené
částice viru hepatitidy A (HAV) v buňce lokalizované v MVB a in vitro úbytek ESCRT
proteinů, které jsou potřeba pro biogenezi exosomů, zablokoval uvolnění viru z buňky. Tato
skutečnost poukazuje na využití exosomů při infekci HAV.
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V EV, charakterizovaných jako autofagosomy, byla zaznamenána přítomnost polioviru,
Coxsackieviru a rhinoviru (Jackson a kol., 2005; Robinson a kol., 2014; Chen a kol., 2015).
Váčky s pohlceným poliovirem měly ve své vnější membráně zakomponovaný PS, bez něhož
neprobíhala jejich internalizace ani infekce. Stejně tak byl k produktivní infekci potřeba i
poliovirový receptor CD155 (Chen a kol., 2015). To vysvětluje zjištění, že membrána pohlce-
ného EV je v endocytickém kompartmentu narušena (neznámým mechanismem; Yin a kol.,
2016), uvolněné virové částice se posléze naváží k buněčnému receptoru a uniknou do cytosolu
buněk (Chen a kol., 2015).

Rotaviry a noroviry, neobalené RNA viry způsobující gastrointestinální infekce, se mohou
přenášet in vivo v lipidovém váčku odvozeném od plasmatické membrány, a to fekálně-orální
cestou. Výsledky experimentů Santiana a kol. (2018) ukázaly, že volné částice rotaviru pře-
nesené stolicí jsou méně infekční než odpovídající množství částic v EV. Jedním z důvodů
by podle autorů studie mohla být větší náchylnost virových kapsid k proteázám, protilát-
kám (např. sekretorický IgA) a kyselinám nacházejícím se ve stolici a v GI traktu nového
hostitele. Během fekálně-orálního přenosu tak neinfikují volně rozptýlené částice enterocyty
v takovém počtu, aby byly překonány replikační bariéry (Chen a kol., 2015; Santiana a kol.,
2018). Přenos prostřednictvím EV pak nemusí být výhodný pro viry, které mutují méně a
mají nižší replikační bariéry než polioviry a rotaviry.

Membrána EV přenášejících poliovirus, rotavirus a norovirus obsahuje PS s invertova-
nou topologií (Chen a kol., 2015; Santiana a kol., 2018). PS nacházející se ve vnějším listu
plasmatické membrány má protizánětlivý účinek (Fadok a kol., 2000) a také schopnost vázat
antivirové cytokiny jako je interferon γ (Oyler-Yaniv a kol., 2017). Nejen že jsou viry přená-
šené v EV skryté před protilátkami, ale mohly by prostřednictvím PS ovlivnit i fungování
imunitního systému tak, že potlačí zánětlivou odpověď. Úloha PS ko-trasportovaného s viry
však vyžaduje podrobnější studium.

Endocytóza je hlavní cestou, kterou jsou EV pohlcovány buňkou. Váčky mohou být po-
hlceny CME (Escrevente a kol., 2011), makropinocytózou (Escrevente a kol., 2011) a fa-
gocytózou (Feng a kol., 2010). Byly zaznamenány ale i případy, kdy došlo k přímé fúzi s
cytoplasmatickou membránou (del Conde a kol., 2005; Parolini a kol., 2009). V jednom bu-
něčném typu může docházet hned k několika endocytickým mechanismům (Escrevente a kol.,
2011; Verdera a kol., 2017).

Infekce buněk klastrovanými viriony uzavřenými v EV vede k vyšší produkci virových
částic polioviru, rotaviru a noroviru; než infekce ekvivalentním množstvím rozptýlených vi-
rionů (Chen a kol., 2015; Santiana a kol., 2018). Fenomén virů fungujících jako kolektivní
infekční jednotky přenesených v EV je podle dosavadních studií výhodný pro viry s vyšší
mutační rychlostí, jelikož při ko-infekci mnoha virovými genomy (vyšší MOI) může dojít ke
vzájemným kooperacím genomů a k umlčení mutací. Viry schované v EV se vyhnou imunit-
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nímu systému a mohou prostřednictvím PS vyvolat protizánětlivou odpověď. Klastry virů
přenášené EV jsou vysoce virulentní jednotky, jejichž existence by neměla být podceňována
při návrhu efektivních antivirotik.

Makropinocytóza nebyla dosud zaznamenána přímo v souvislosti s internalizací EV oba-
lujících klastry virů. Je však známo, že se podílí na internalizaci váčků, jež mají ve vnějším
membránovém listu zakomponovaný PS (Hoffmann a kol., 2001). PS se podílel na internalizaci
EV nesoucích poliovirus a byl nezbytně nutný pro internalizaci těchto váčku do makrofágů
(Chen a kol., 2015). Avšak význam makropinocytózy při tomto procesu vyžaduje další stu-
dium.

4.2 Evoluční důsledky klastrování virů

Na konci replikačního cyklu (zejména RNA virů, jejichž replikace je velmi chybová) jsou
ve virovém potomstvu jen vzácně identické kopie. Takto variabilní, ale blízce příbuzné virové
genomy se nazývají quasispecies (Santiana a kol., 2018). EV spojují osud virových genomů z
původního kola replikace a mohou se jimi přenášet jak celé virové částice, tak i holé virové
genomy. Při in vitro infekci velkým množstvím virových částic byl pozorován zvýšený stupeň
rekombinace a větší genetická diverzita (Bordería a kol., 2015). Když do buňky vstoupí mnoho
virových částic najednou, produkují velké množství virových proteinů a zvyšují pravděpodob-
nost kooperativních a komplementárních interakcí mezi sebou. Příkladem těchto interakcí je
rekombinace napříč genomy, sdílení virové mašinérie pro translaci, RNA syntéza a složení
virové částice (Altan-Bonnet, 2016). Při vyšší MOI se virus rychleji vyhne přirozeným imu-
nitním obranám buňky (Gifford, 1963; Zaritsky a kol., 2015). V tomto procesu hrají roli různé
typy antivirových cytokinů - inteferonů, které jsou produkovány v přítomnosti viru a podílí se
na aktivování vrozené imunity. Když byly buňky infikovány velkým počtem virových částic,
produkovaly méně typů interferonů (Zaritsky a kol., 2015).

Lze tedy shrnout, že extracelulární váčky využívají viry, aby zvýšily svou MOI a viru-
lenci. Seskupení vironů a jejich fungování jako kolektivních infekčních jednotek je z pohledu
replikační kinetiky a genetické diverzity selekčně zvýhodněno. Důsledkem interakcí se zvyšuje
replikační fitness viru.
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Závěr
Makropinocytóza je jedním z procesů, prostřednictvím kterého buňky internalizují makro-

molekuly. Je nejlépe prostudovaná v souvislosti s prezentací antigenu u buněk imunitního sys-
tému. Pokročilé zobrazovací techniky pomáhají odhalit význam makropinocytózy i ve virové
infekci. Ukazuje se, že makropinocytózu využívají viry převážně ke svému vstupu do buněk.
Majoritně makropinocytózou vstupují viry, které svou velikostí přesahují velikost klasických
endocytických váčků, což je např. virus Eboly, filamentární virus chřipky a virus vaccinie.
Některé viry (virus myší hepatitidy a virus vaccinie) mohou využít prodlužujících se mem-
bránových ruffles k tomu, aby se rozšířily a infikovaly okolní buňky. Makropinocytóza tedy
virům neslouží jen jako vstupní brána do buněk, ojediněle ji viry využívají i k jiným účelům.

V této práci byla shrnuta funkce virů jako iniciátorů makropinocytózy, které interagují s
receptory, popř. i s koreceptory charakteristickými pro daný buněčný typ. Makropinocytóza
stimulovaná viry je svou signalizací často podobná makropinocytóze stimulované růstovým
faktorem. Mezi nejvýznamnější signální molekuly, které spolu tyto dvě dráhy sdílí, patří RTK,
Rac a Cdc42, Ras, PI3 kináza a Na+/H+ výměník. Zahrnuté faktory ale mohou být varia-
bilní. Např. sférické partikule viru chřipky vstupují cestou podobnou makropinocytóze, která
není závislá ani na jedné z Rho GTPáz Rac a Cdc42 (De Vries a kol., 2011). Proces makropi-
nocytózy se tedy může při virové infekci odlišovat v mnoha aspektech a není jednoduché ho
definovat. Proto byla v této práci shrnuta i minimální sada buněčných faktorů potřebných
pro identifikaci makropinocytózy.

Většina skupin virů, které do buněk makropinocytózou vstupují, dokáže makropinosom
opustit a buňku produktivně infikovat. Může se však stát, že makropinosom splyne s lysoso-
mem a obsah (včetně viru) je degradován, popř. pak prezentován na povrchu APC. Makropi-
nocytóza může být tedy v závislosti na okolnostech proces výhodný buď pro virus, nebo pro
buňku.

Makropinocytóza se může uplatňovat ve virové infekci i při vstupu extracelulárních váčků
do cílových buněk. Tyto váčky mohou být spojeny s přenosem klastrovaných virů, které pak
fungují jako tzv. kolektivních infekční jednotky. Tento fenomén zvyšuje virulenci některých
virových skupin a je pro viry výhodný i z evolučního hlediska.

Ohledně mechanismu iniciace makropinocytózy a signálních molekul v ní zahrnutých zů-
stává mnoho nezodpovězených otázek. Zdá se, že existuje několik různých typů makropino-
cytózy a pokud skutečně ano, je třeba zjistit, jak se liší. Čím víc toho o makropinocytóze
víme, tím více se zdá, že je ve virové infekci častější, než se dříve myslelo. Její studium přináší
poznatky, které mohou být v budoucnu prospěšné jak v boji proti virovým infekcím, tak ve
využití virů pro dopravu terapeutických látek do buněk.
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