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Abstrakt: Makropinocytéza je typ endocytdzy zavisly na aktinu, ktery slouzi k pohlceni
velkého mnozstvi tekutiny a castic z extraceluldrniho prostiedi bunky. Dilezitou funkci plni
pri fyziologickych procesech (napf. pro prezentaci antigenu v bunkéch imunitniho systému),
ale muze byt vyuzivana i patogeny, véetné virt pri vstupu do bunék. Tato prace shrnuje
dosavadni poznatky o makropinocytéze ve virové infekci a klade diraz na funkci virt jako
inicia¢nich faktord, které proces makropinocytozy spousti. Viry do bunék casto vstupuji i
nékolika endocytickymi mechanismy zaroven, a proto se prace vénuje také souhrnu experi-
mentalnich kritérii potfebnych pro identifikaci makropinocytézy a jeji odliSeni od ostatnich
typt endocytozy. Makropinocytdza muze hrat roli i pri sifeni viru ve tkani nebo pfi interna-
lizaci extracelularnich vacku, které mohou prenaset klastrované viry; ty pak mohou fungovat
jako tzv. kolektivni infek¢ni jednotky. V praci je nastinén vyznam tohoto fenoménu a jeho
mozné evolucni dusledky. Studium mechanismu internalizace virt i extracelularnich vackua
spolu s pochopenim regulace a vyznamu makropinocytézy ve virové infekci mize pomoci k

navrhu efektivnich antivirotik.

Klicova slova: makropinocytéza, endocytdza, virova infekce, evoluce, ko-infekce, extrace-

luldrni vacky
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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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Uvod

Makropinocytéza je endocyticky proces, kterym bunky pohlcuji tekutinu z okolniho pro-
sttedi. U bunék prezentujicich antigen probihd neustale, konstitutivné. U jinych je to proces
prechodny a dochazi k nému pouze v pripadé jednorazovych aktivaci pomoci riustovych fak-
tori. Nékteré viry si makropinocytézu ,,ochocily“ a vyuzivaji ji k tomu, aby se dostaly do
cytoplasmy hostitelské buniky, kde se replikuji. Viry bud mimikuji ristovy faktor, ktery cely
proces spusti a nebo se jen nalepi k bunééné membrané a pasivné c¢ekaji, az je nic netusici
bunka pohlti. Po tispésném vstupu do buiiky ale virus jesté nemé vyhrano. Musi zdarné utéct
z makropinosomu pfedtim, nez se proméni v lysosom a jeho obsah bude degradovén.

V této praci je kladen diraz na funkci vira jako inicia¢nich faktort spousticich makropi-
nocytozu. Déle se prace snazi vymezit zdkladni signalizacni proteiny hrajici podstatnou roli
pri makropinocytoze a definuje minimalni sadu bunéénych procesu ¢i faktoru potrebnych pro
rozpoznani a definici makropinocytézy. Také uvadi jednotlivé skupiny virt, které do bunék
pomoci makropinocytézy vstupuji a prostfednictvim priklad se snazi priblizit charakteris-
tiky, ale i vyjimky, které makropinocytézu doprovazeji.

Makropinocytéza se uplatnuje i pfi vstupu extracelularnich vacka (EV) do cilovych bu-
nék. Tyto vacky mohou do recipientnich bunék dovézt naklad v podobé komplexnich molekul
a ovlivnit tak jejich fungovani. Terapeuticky potencial EV je tématem intenzivniho vyzkumu.
Aby byl tento potencidl vyuzit, je dilezité studium mechanismu, kterym jsou EV internali-
zovany do burnky.

Extracelularni vacky mohou prendset i viry ¢i virové genomy, které hromadné infikuji
dalsi bunky a chovaji se jako tzv. kolektivni infekéni jednotky. Zd4 se, ze virus timto zpuso-
bem zvysuje multiplicitu infekce. Soucasti prace je také popis tohoto fenoménu vcetné jeho

evolucénich dusledku.



1. Makropinocytoéza

Viry maji vétsinou jednoduchou strukturu, ale velmi slozité interakce s hostitelskymi bun-
kami. Béhem vstupu zivocisnych virt do bunék je vyuzit siroky repertoar bunéénych procesi,
které jsou rizeny stovkami bunéénych proteint. Prestoze nékteré viry dokazi penetrovat do
cytosolu bunék primo plasmatickou membranou, vétsina vyuziva vyhody plynouci z pohlceni

prostiednictvim endocytozy a penetruje az membrdanou endosomd.

1.1 Vyhoda vyuziti endocytoézy pro vstup vira

Zivoé¢isné bunky schopné endocytézy poskytuji virtim obrovskou vyhodu. Endocytované
vezikuly dovezou viry z bunécné periferie az k jadru bunky, kde jsou vhodné podminky infekce,
popf. mohou viry jiz snadno vniknout do jadra, jedné-li se o viry replikujici se v jadre.
Maturujici endosom je doprovazen postupné se snizujicim pH. Kyselé pH umozni nékteré
podstatné konformacni zmény virovych faznich proteint, jejichz nasledkem je unik vira z
endosomu. V tomto kroku muze byt dulezitd také pritomnost specifickych protedz (furint
a katepsinti) poskytujici nékterym virtim nezbytnou proteolytickou aktivitu (Ebert a kol.,
2002; (Chandran a kol., 2005). Dalsim faktorem zvyhodnujicim viry je c¢astecné ukryti pred
imunitnim dohledem. Endocytované viry nezanechaji na bunééném povrchu stopy v podobé
glykoproteinii, pomoci kterych by je mohl imunitni systém snaze dohledat. Virus HIV je
schopen do bunék vstoupit jak primou fuzi s plasmatickou membranou, tak endocytdzou.

Studie Miyauchi a kol.| (2009) ukézala, ze uprednostnuje endocytdzu.

1.2 Makropinocytoza

Makropinocytoéza je endocyticky proces zavisly na aktinu, ktery slouzi priméarné k nespeci-
fickému piijmu tekutiny, roztoku a nékdy i ¢astic z okolniho prostredi bunky. Makropinocyto-
zou pohlcuji extracelularni tekutinu s ¢asticemi buriky prezentujici antigen (APC) a molekuly
z okolniho prostredi posléze vystavuji na svém povrchu. Makropinocytéza je proces inicio-
vany ,rozvinénim® (angl. ruffling) cytoplasmatické membrany, pficemz vzniknou vycénélky
membrany, tzv. rufflles (viz Obrazek [L.I). K membréanovému rufflingu dochdzi mimo jiné pii
migraci bunék, interakci bunka-bunka, recyklaci povrchovych proteint ¢i membriany a pri
dovozu materidlu do endosomu (Gu a kol., 2011} |Orth a McNiven) 2006; [Nobes a Marsh,
2000; Hewlett a kol., [1994)). Také nadorové bunky jsou zavislé na makropinocytéze. Mohou
s jeji pomoci prijmout velké mnozstvi zivin, které potiebuji k proliferaci a rustu (Commisso
a kol 2013]).

Vznik membranovych ruffles je spjat s aktivaci aktinu a mikrofilament pfipojenych k



A Lamelipodium Cirkularni ruffle Bleb

Obrazek 1.1: Membranové ruffles, pocinajici proces makropinocytdzy, mohou nabyvat raz-
nych podob. Na obrazku jsou zndzornény: 1) plandrni lamelipodia, 2) cirkuldrni ruffles a 3) bleby.
Tmavé modré srafovani reprezentuje aktin, cervené ohrani¢end membrana bude po pohlceni membra-

nou makropinosomu. Pfevzato a upraveno z Mercer a Helenius (2009),

cytoplasmatické membrané. Ruffles se posléze uzaviraji a daji vznik velké vakuole - makropi-
nosomu. Makropinosomy jsou heterogenni co do velikosti. Ve srovnéani s klatrinem obalenymi
vacky, které méfi v priméru 85-110 nm, jsou obrovské. Jejich velikost se pohybuje od 0,2 do
5 um.

Ve vétsiné bunécénych typu neni makropinocytéza nepretrzité trvajici proces, ale proces
prechodny, ktery kdyz je aktivovan, trva pouze po urcitou dobu. Jako specifické spoustéce mo-
hou slouzit rustové faktory, substraty pro integriny a fosfatidylserinové (PS) bunééné zbytky

(Haigler a kol., [1979; Meier a kol., [2002; Hoffmann a kol., 2001)).

1.3 Molekularni mechanismy makropinocytozy

Cesty, jimiz virus do bunky vstupuje, zavisi na mechanismu navazani viru k bunéénému
povrchu. To déle ovlivni i typ endocytdzy, pomoci néhoz virus vstoupi do bunky, dopravu vi-
rového genetického nékladu a konecné i penetraci virové kapsidy do cytosolu. Ve vSech téchto
krocich je zcela zdsadni bunééna signalizace, kterd spousti a vymezuje veskeré déje umoznujici
bunice endocytovat a viru do bunky vniknout. Mechanismus vstupu virt do bunék prostred-
nictvim makropinocytdzy se muze odliSovat v mnoha aspektech v souvislosti se stavem buriky,
bunéénym typem a typem viru. Avsak nékteré zakladni regulujici a efektorové molekuly hra-
jici roli v prijmu tekutiny - pri makropinocytoze, mohou byt konzervované od nizsi po vyssi
eukaryota . Signalizac¢ni sit charakterizujici proces makropinocytézy ve virové

infekei je zndzornéna na Obrazku [I.2]

1.3.1 Indukce makropinocytézy

Virus mtze indukovat makropinocytézu aktivaci specifického receptoru na bunééném po-
vrchu a mimikovat tak ristovy faktor, ktery iniciuje makropinocytézu za normalnich okol-

nosti. Pro primou aktivaci vyuzivaji viry tyrozinkindzové receptory (RTK) jakymi jsou EGFR



(receptory epidermalniho rustového faktoru), PDGFR (rustovy faktor odvozeny od krevnich
desticek), integriny a v néjakych piipadech i PS receptory. Aktivaci téchto receptori dojde v
bunce k ¢etnym signalizacim vedoucim ke zméné dynamiky aktinu, prestavbé prostorového
bunécéného cytoskeletu a k naslednému vytvoreni membranovych ruffles. Nebo se virus k
burice navaze nespecificky prostrednictvim interakce s komponentami extracelularni matrix,
napft. s heparansulfatovymi proteoglykany (HSPG) - v tomto piipadé virus pouze vychytrale

vyckava, pripraven u bunécéného povrchu, dokud nedojde k jeho pohlceni bunkou.

Navazini === Signalizace =g Membranovy ruffling === Formace a uzavieni m—p  Vezikuldrn{

makropinosomu transport

Obrazek 1.2: Signalizac¢ni kaskada doprovazejici proces makropinocytdzy ve virové infekci.
Makropinocytoza vira muze byt pro prehlednost rozdélena do péti stadii: navazani, signalizace, mem-
branovy ruffling, formace makropinosomu a doprava makropinosomu. Kazdy z téchto procest je ovla-
dén nékolika bunécénymi faktory, které dohromady tvori navzajem propojenou signaliza¢ni sit. Kinazy
- modie, GTP4zy - Sed&, adaptory - fialové a dalsi faktory (Na™/H* vyménik - NHE1, fosfolipazy
- PLC, myosiny, fusion/fission faktory) - oranzové. Na obrdzku jsou zndzornény membranové ruffles
v cirkuldrni formé (1), ve formé blebt (2) a ve formé lamelipodii (3). Plné sipky zndzornuji pfimou
alosterickou ¢i katalytickou aktivaci a ¢arkované Sipky znazornuji interakce, pti kterych dochézi k am-
plifikaci signédlu, uzavreni makropinosomu a vezikuldrnimu transportu. Pfevzato a upraveno z Mercer
a Helenius (2012)!

1.3.2 Doprava a maturace makropinosomu

Uzavieni ruffles vyusti ve formaci velké, tekutinou naplnéné vakuoly, kterd je naddle
zpracovana bunikou. Makropinosom se pohybuje hloubéji do nitra bunky a pokud se nachézi
v APC (napf. v makrofagovi), potkd ho stejny osud jako obycejny endosom - maturace.
Naopak v nadorovych bunkach A431 dochéazi ke splyvani makropinosomu s lysosomy jen
malokdy. Makropinosom totiz ve vétsiné pripadia po své internalizaci zamiri opét k bunéénému
povrchu a uvolni sviij obsah zpét do extracelularniho prostoru (West a kol., [1989; [Hewlett
a kol., [1994). Mechanismus téchto dvou odlisnych principtu je vsak nezndmy a vétsina studii
se soustifedi pravé na makropinosomy, které v cytoplasmé degraduji.

Prestoze se doprava makropinosomu lisi co do bunééného typu a spoustéciho ligandu, jevi



Obrazek 1.3: Doprava a maturace makro-
pinosomu. Hlavnimi organelami klasické en-
docytické drahy jsou ¢asné endosomy (EE),
maturujici endosomy (ME), pozdni endosomy
(LE), endolysosomy (EL) a lysosomy (LY).
Pri maturaci makropinosomu se uzivaji ekvi-
valentni ndzvy: ¢asny makropinosom (EM) a
pozdni makropinosom (LM). Makropinosom
muze po pohlceni zamirit zpét k bunéénému
povrchu (1) nebo miZze maturovat (plné jed-
nosmérné sipky). Maturace makropinosomu je
proces, ktery jevi ur¢ité podobnosti s maturaci
endosomu. Jako marker EE i EM se uplatnuje
Rab5 a EEA1. Markerem LE a LM je Rab7
a LAMP1. EM muze fizovat s EE (2) nebo
maturuje a stane se z ného LM. LM mize
fazovat s dalsimi LM (3), s LE (4) & s LY
(5). Kindzy - modre, GTPazy - Sedé, ostatn{
faktory - oranzZoveé. Faktory hrajici roli pfi
dopravé a maturaci makropinosomu jsou po-
psany v podkapitole Casny makropinosom a
Pozdni makropinosom. Prevzato a upraveno z
Mercer a Helenius (2012).

nékteré podobnosti s maturaci klasickych endosomu (viz Obrézek . Viry internalizované
CME a endocytézou zprostiedkovanou kaveolami jsou dopraveny do casnych endosomi. Ty
plni funkci tridicich kompartmentt, ze kterych je ¢ast membrany a tekutiny recyklovana zpét
do extracelularniho prostoru. U makropinosomi zatim nebyla dokazana schopnost inicidl-
niho tridéni, pfitomnost intraluminalnich vacku (ILV) a nebyl popsan ani kompartment v
makropinosomélni dréze, ktery by obsahoval jak ¢asné, tak pozdni endosoméalni markery (v
endosomdlni dréze je to maturujici endosom - EM). Makropinosomy jsou vSak stejné jako
endosomy citlivé na cytoplasmatické pH, podléhaji okyseleni a homo- ¢i heterotypické fuzi

(West a kol., 1989 Hewlett a kol.| [1994]).

Casny makropinosom

Po separaci makropinosomu od membrény generuje PI3 kindza (fosfatidylinositol-3-

kindza) na nové zformovaném casném makropinosomu PI(3,4,5)P3 (fosfatidylinositol-3,4,5-

trisfosfat), ktery plni regula¢ni funkei pfi membranové dopravé (Patki a kol., |1997). GTPéza

Rab5 je prvni z proteinti, které jsou makropinosomem rekrutovany a jeji aktivita roste béhem

¢asné maturace (Feliciano a kol., 2011). Spolu s Rab5 se na makropinosomu nachézi Rabex

5 (faktor pro vyménu guaninovych nukleotidu; Poteryaev a kol., 2010) a Rabankyrin 5

(efektorovy protein; Schnatwinkel a kol [2004). Rabankyrin 5 asociuje s nové vytvorenym

makropinosomem a pravdépodobné cili Rab5 do nascentniho makropinosomu (Schnatwinkel




2004). Proteiny, které moduluji aktivitu Rab, jsou dobfe zndmy, avsak samotny efekt
Rab molekul na dynamiku makropinosomu je dosud nejasny.

Nékteré bunééné typy pozaduji Rab34 a EEA1 (¢asny endosomalni autoantigen 1), které

zprostiedkovavaji formaci makropinosomu a homotypickou fizi (Sun a kol., |2003; Hamasakil
2004). EEA1 je efektor Rab5 a spolu s nim je lokalizovin v membrané ¢asnych endo-

somu (Patki a kol |1997) i ¢asnych makropinosomu.

Nexiny zajistujici sorting (SNX) hraji dulezitou roli pri endosomalni signalizaci a tridéni

(Teasdale a kol., |2001). SNX interaguji s tou ¢asti endosomdlni sité, kterd je obohacend o
PI(3)P , 1996)). Akei SNX1 a SNX5 lze dosahnout recyklace makropinosomu nebo
jeho dopravy do ¢asného endosomu (Kerr a kol., |2006; Bryant a kol., 2007; Lim a kol., 2008]).

Pozdni makropinosom

Postupem c¢asu se makropinosom stale vice vzdaluje od bunééného povrchu a proménuje
se v pozdni makropinosom charakteristicky svym kyselym pH a proteinem Rab7, popf. i
Rab21. Piitomnost Rab21 ale neni pro tspésnou maturaci makropinosomu nutna
. Osud pozdniho makropisomu neni presné dany - makropinosom miize fizovat s

pozdnimi endosomy i s pozdnimi lysosomy (Racoosin a Swanson, 1993} [Hewlett a kol., 1994)).

Tento proces se spoléhd na enzymatickou aktivitu lipidové kindzy PIKfyve (fosfoinositid
kindza obsahujici FYVE doménu), coz dokazuje fakt, ze pfi inhibici této kindzy se v buiice
vyskytuji zduielé endocytické kompartmenty pfipominajici pozdni endosomy
2010).



2. Experimentalni kritéria
makropinocytozy

Makropinocytdza se uplatnuje pii imunologickych procesech dulezitych pro spravny chod
organismu. Je vSak zapojena i pfi propagaci nékolika virovych a bakterialnich infekei (Fran-
cis a kol [1993), kardiovaskularnich onemocnéni (Kruth a kol., 2005)), rakoviny (Commisso
a kol., [2013)) a alergii (Noirey a kol., |2000). Z toho duvodu je zadouci identifikovat farmako-
logicky nastroj, ktery umozni studovat makropinocytézu v bunéénych i vyssich biologickych
systémech, poptipadé najit takovy farmakologicky inhibitor, ktery by slo aplikovat v klinické
praxi a inhibovat tak makropinocytézu zahrnutou pii patologiich.

Experimentalni kritéria pro vymezeni makropinocytozy ve virové infekci jsou dana od-
lisnou ucasti bunéénych faktori. K urceni, zda se makropinocytézy ucastni dany faktor, je
tfeba nejprve zamezit jeho fungovani. Toho lze dosahnout pouzitim specifickych inhibitor,
ptistupt zahrnujicich RNA interferenci (knock-down) nebo expresi mutantnich konstruktu s
vyrazenym genem pro testovany faktor (knock-out). Pomoci RNA interference lze efektivné
zamezit expresi urc¢itého genu.

Viry infikujici eukaryotické bunky vyuzivaji ke svému vstupu do téchto bunék kromé
makropinocytozy i jiné endocytické mechanismy, jejichz signaliza¢ni kaskady se prolinaji.
Tak ma vétsina dostupnych inhibitor makropinocytézy nezadouci vliv i na dalsi endocytické
cesty, popripadé na spravné fungovani bunéénych procesii. Je tedy velmi obtizné identifiko-
vat bunécény faktor ¢i farmakologicky inhibitor, jenz by umoznil definovat makropinocytozu a
neovlivioval dalsi bunécné procesy. K urceni, zda dany virus do bunky vstupuje pravé makro-

pinocytézou se proto vyuziva nikoli jeden faktor, ale celd sada experimentalnich kritérii.

Specifické inhibitory

Poptévka po specifickém inhibitoru spolu se silicim vyznamem makropinocytozy rostla a
studie [Lin a kol.| (2018]) prinesla slibné vysledky - nasla tfi specifické inhibitory makropino-
cytozy. Jako nejvhodnéjsi z nich se jevi imipramin. Imipramin inhibuje makropinocytézu v
nadorovych, dendritickych bunkach a v makrofdzich a to bez vedlejsiho cytopatického efektu
a aniz by ovliviioval dalsi endocytické mechanismy (Lin a kol., 2018|). V makrofézich inhibuje
jen makropinocytézu stimulovanou rustovym faktorem, coz je zadouci, jelikoz konstitutivni
makropinocytdza se icastni pri prezentaci antigenu T lymfocytam.

Imipramin je jiz dlouhou dobu pouzivané tricyklické antidepresivum odvozené od mole-
kuly dibenzazepinu. Mimoto se pouziva i jako inhibitor kyselé sfingomyelinazy. To je enzym,
ktery katalyzuje hydrolyzu sfingomyelinu na ceramid a fosfocholin a vykazuje optimalni akti-

vity v kyselém pH. Experimenty Shakor a kol.| (2012) ukazaly, Ze pro ispésné pohlceni transfe-



rinového receptoru CME je nutna aktivace sfingomyelindzy a zvySenad koncentrace ceramidu
v plasmatické membrané. Po uziti imipraminu doslo ke stimulaci internalizace transferinu
nikoli CME, ale endocytozou nezavislou na klatrinu.

Imipramin se podili na inhibici ¢asného kroku makropinocytdzy (inhibuje formaci mem-
branovych ruffles), coz bylo zjisténo pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Na
tvorbé ruffles se mohou v makrofdzich pri makropinocytéze spusténé M-CSF (faktor sti-
mulujici kolonie makrofiagi) a PMA (forbol-12-myristat-13-acetat) podilet i reaktivni formy
kysliku vzniklé pisobenim NADPH oxidazy 2 (Nox2), které prostfednictvim inhibice PTEN
(fosfatazovy a tensinovy homolog) a aktivace PI3 kindzové/Akt cesty vedou k aktivaci confi-
linu, proteinu vazajiciho aktin, ke tvorbé membranovych ruffles a k makropinocytéze (Ghoshal
a kol., |2017). Chemiluminiscence ROS ukézala, Ze imipramin inhibuje produkci kyslikového
radikélu po stimulaci PMA z 50 % (Lin a kol., |2018). Je vSak nejasné, zda je ¢astecna (50
%) inhibice ROS dostatecné pro inhibici makropinocytézy. Presny mechanismus tG¢inku imi-

praminu ale zatim neni zndm a inhibitor se dosud nepouziva v praxi.

Typické morfologické charakteristiky

Pokud virus vstupuje do bunék makropinocytozou, je po pridani tohoto patogenu k bun-
kam zahajen membranovy ruffling, ktery je nasledovan pohlcenim velkého mnozstvi tekutiny.
Membranovy ruffling, odehravajici se na bunééném povrchu, lze nejlépe pozorovat pokrocilymi
zobrazovacimi technikami, elektronovym a transmisnim mikroskopem. Elektronovym mikro-
skopem lze pozorovat i makropinosom, ktery se od ostatnich endocytovanych vacku lisi svou
velikosti (vacky obalené klatrinem méfi 85-110 nm a makropinosom 0,2-5 pm). Viry inter-
nalizované v makropinosomech by mély kolokalizovat s markery kapalné faze. Jako markery
se pouzivaji nejcastéji fluorescencéné znacené komponenty, polysacharidy o vysoké molekulové
hmotnosti (fluorescenéni dextran s molekulovou hmotnosti 70 kDa [Li a kol 2015) a roz-
pustné enzymy (kfenova peroxiddza - HRP; [Steinman a Cohn, 1972). Nejcastéji tedy préavé
tak velké castice, které se nevejdou do zaddného jiného endocytického vacku nez do makro-
pinosomu. Napf. ve studii Meier a kol.| (2002) je vyuzit k uréeni, zda adenovirus 2 vstupuje
makropinocytdzou jak fluorescencné znaceny dextran, tak i HRP.

Podle protokolu Wang a kol.| (2010) 1ze vyhodnotit efektivitu a kinetiku biogeneze makro-
pinosomu a jeho maturace, pricemz funkce cilovych proteinti je narusena inhibitory nebo
knock-down a knock-out pristupy. Pokrocilejsi pristup Wang a kol.| (2014)) umoziiuje pomoci
modifikovaného kvantitativniho protokolu systematicky mérit mnozstvi makropinosomi, je-
jich velikost i objem. Vyuziva k tomu fluorescenc¢né znaceny dextran o velikost 10 000 MW,
mikroskopii a ¢astecné automatizovanou analyzu obrazu. Tento pristup je vyhodny z divodu

mozné aplikovatelnosti na Sirokou skalu bunék a rychlého vyhodnoceni.



Vyuziti inhibitord aktinové dynamiky

Vstup viru makropinocytézou a s nim i infekce je sensitivni vici inhibitorim aktinové
dynamiky. V této souvislosti se pouziva nejcastéji latrunculin A a cytochalasiny B/D (Coué
a kol., [1987;|Sampath a Pollard, 1991)). Nevyhodou ale je, Ze tyto molekuly blokuji i fagocytézu

a dalsi bunécné procesy zavislé na aktinu (Stockinger a kol., [2005).

Vyuziti inhibitora Na®/H" vyméniku

Makropinocytéza indukovand rustovym faktorem je inhibovana amiloridem, ktery cili na
Na®™ /Ht vyménik (West a kol., [1989), jenz je dilezitym regulatorem cytosolického pH. Na-
sledkem této inhibice je snizeno pH pod bunéénou membranou, coz zabrani aktivaci GTPaz
Racl a Cdc42 (Koivusalo a kol., 2010)), narusi polymeraci aktinu a iniciaci makropinocyt6zy.
Nejcastéji pouzivané jsou derivity samotného amiloridu, ethyl-isopropylamilorid (EIPA) a
dimethylamilorid, které jsou aktivni i pri nizsi koncentraci nez samotny amilorid (Maréchal
a kol., 2001; [Meier a kol., 2002). Nevyhodou je, ze amilorid a jeho derivaty mohou ¢astecné
inhibovat i fagocytézu (Zhang a kol., 2015). Tento nepriznivy tcinek snizuje pravdépodobnost

vyuziti amiloridu jako farmakologického inhibitoru, avsak pri determinaci makropinocytozy

Vv

vvvvv

(kindza aktivovand p21, serin/threoninova kindza), kterd je aktivovdna proteinem Racl (p21)
nebo Cdc42 (Manser a kol., [1994; Parrini a kol., 2005|) a reguluje aktinové prestavby. Aktivuje
také CtBP1/BARS (protein 1 vézajici C konec/brefeldin A-ADP ribosylovany substrat),
ktery muze hrat dulezitou roli pfi uzavieni makropinosomu (Liberali a kol., [2008). Pak1 lze
inhibovat molekulou IPA-3 (Deacon a kol., 2008)). IPA-3 (inhibitor 3 cilici na aktivaci Pakl)
je vysoce selektivni inhibitor, ktery cili na autoinhibiéni doménu Pakl. Interakci s touto
doménou je narusena katalytickd funkce kindsové domény a tim padem inhibovana funkce
Pakl. Vyhodou je, ze Pakl aktivované pfed pouzitim IPA-3 jsou vici tomuto inhibitoru
rezistentni.

PI3 kinaza. Pii makropinocytéze je PI3 kindza zodpovédnd za formovani lipidového
mikroprostiedi indukujictho membranové ruffles (Araki a kol., 2007). Specifické inhibitory
této kindzy, wortmannin a LY290042, blokuji konstitutivni i stimulovanou makropinocytézu,
ale i fagocytézu (Araki a kol., 1996)). PI3 kindza v bunce kontroluje i dalsi esencidlni funkce,
mimo jiné i proces piijmu glukdzy a aminokyselin (Kohn a kol., [1996)) a tak jeji inhibici lze
uskutecnovat pouze v in vitro systémech.

PKC. Také PKC (Ca?*t a diacylglycerol dependentni serin/threoninové kindza) je poza-

dovana pri indukci makropinocytézy. PKC je aktivovina pomoci RTK nebo PI3 kinazou a



po asociaci s plasmatickou membranou zahajuje ruffling. Makropinocytézu blokuje inhibitor
PKC rottlerin, ktery ale muze ovliviiovat i jiné kindzy (Gschwendt a kol., [1994; Sarkar a kol.,
2005)). Dalsim uzivanym inhibitorem je bis-indolyl-maleimide (BIM), kompetitivni inhibitor
ATP, ktery byl pouzit napt. v experimentech definujicich makropinocytézu adenoviru (Meier

a kol. 2002]).

Vyuziti inhibitord dynaminu

Makropinocytéza je definovana jako endocyticka cesta nezévisld na multifunkéni GTPéaze
dynaminu. Nékteré typy makropinocytézy ve virové infekci vsak dynamin vyzaduji a proto
je dtlezité vymezit zavislost ¢i nezavislost na dynaminu v rdmci experimetdlnich kritérii
makropinocyt6zy. Toho lze dosédhnout pomoci inhibitoru dynaminu (dynasore; Macia a kol.,
2006), popf. pomoci dominantnich negativnich konstrukti. Damke a kol.| (1994)) vygenerovali
bunécénou linii (dynamin-2-K44A) s defektem v genu kédujicim doménu dynaminu vazajici
GTP, ktery se nachazi pod tetracyklinovym operatorem.

Formace cirkularnich ruffles stimulovand PDGF je ¢astecné zavisld na dynaminu (Schlunck
a kol., 2004; [Liu a kol., 2008). Inhibice dynaminu v tomto ptipadé brénila lokalizaci Racl do
ruffles. Racl patif mezi Rho GTPézy a jeho aktivace je esencidlni pro prestavbu cytoskeletu
formujici vSechny tfi typy membranovych ruffles (Ridley a kol., 1992} [Mercer a Helenius,
2008)). Dynamin byl lokalizovan v rozsifujici se ¢asti cirkularnich ruffles a je mozné, ze hraje
roli pri uzavieni makropinosomu. Zprostredkovava totiz i formaci vacki pri CME a to tak,
ze katalyzuje membranové stépeni (Bashkirov a kol., 2008)).

Vétsina pripadit makropinocytdzy virti je tedy nezavisld na dynaminu. V téchto ptripadech
se ukazuje jako zdsadni hrac zprostiedkovavajici membranové stépeni protein CtBP1/BARS.
Po stimulaci pomoci EGF je CtBP1/BARS translokovdn do membranovych ruffles a fosfory-

lovan Pakl, coz je esencidlni pro jeho funkci (Liberali a kol., 2008]).
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3. Makropinocytéza ve virové

infekci

Prvnim tkolem viri je dostat se do cytosolu bunky. Nékteré viry fuzuji s plasmatickou
membranou, ale vétsina vyuziva bunéénou endocytickou aktivitu a penetruje az membranou
endosomu. Viry do bunék vstupuji CME, endocytézou zprostredkovanou kaveolami, pinocy-
tézou, makropinocytozou a stejné tak i ne prilis dobre prostudovanymi cestami - endocytdézou
nezavislou na klatrinu a kaveolach (shrnuto v Mercer a kol., 2010)). Viry ¢asto vyuzivaji jednu
z téchto cest jako majoritni a alternativné do bunék vstupuji i nékolika riznymi cestami
zaroven. Typ endocytodzy, prostrednictvim kterého se viry internalizuji do burnky, souvisi s
vlastnostmi viru a bunéénym typem.

V této kapitole je probrana role makropinocytozy ve virové infekci, pricemz jsou podrobné
popséany jeji charakteristiky u jednotlivych skupin vira. Déle je kladen duraz také na signa-
liza¢ni faktory tucastnici se makropinocytézy a jeji vymezeni vuci ostatnim mechanismim

podobnym makropinocytoze.

3.1 Adenovirus

Adenoviry (Ad) reprezentuji skupinu neobalenych DNA viru s kapsidou s ikosahedralni
symetrii o pruméru 90 nm (prevzato z Berk, 2013|). Tato skupina virt obsahuje mnoho odlis-
nych sérotypi, které se lisi povahou hlavniho kapsidového proteinu (Aoki a kol., 2011)). Lisi
se i mechanimsus vstupu do bunék u raznych sérotypt adenoviri? A jakou v ném hraje roli

makropinocytéza?

Adenovirus 2 a 5. Proces vstupu lidského adenoviru 2 a 5 se odehravd pomoci CME,
kterou doprovazi druhy endocyticky proces - makropinocytéza (Wang a kol., 1998]). Tyto
viry prirozené infikuji respirac¢ni epitelidlni buniky a jako primérni receptor jim slouzi CAR
(coxsackie virus B Ad receptor; Roelvink a kol., [1998). Virové partikule prichycené k burice
pomoci CAR pak aktivuji jako koreceptory integriny, které spusti internalizaci viru (Wickham
a kol., 1993)). Integriny mohou poskytovat upstream signaly indukujici makropinocytdzu.
Podili se i na makropinocytoze a fagocytéze mrtvych opsonizovanych bunék (Wu a kol.,
2006)).

Ad2 vstupuje do lidskych epitelidlnich bunék CME. Po pridani viru k bunkam je vsak
zvysen prijem tekutiny, ktery neni ovlivnén inhibici CME. Jedna se o makropinocytézu indu-
kovanou virem, ke které dochdazi i tehdy, kdyz je zamezeno pribéhu CME a internalizaci viru.
Signaliza¢ni kaskddu spoustici makropinocytézu pravdépodobné aktivuje navizany virus na

povrchu bunky. (Meier a kol., [2002)
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Ad3 10 min p.i

Obrazek 3.1: Snimky z elektronového mikroskopu zachycujici lokalizaci adenoviru 3 v HeLa
burikach pii multiplicité infekce 5000 (MOI, multiplicita infekce - pocet virovych ¢astic na buitku). K
porizeni snimki doslo 10 minut po infekci, kdy byly partikule Ad3 ¢asto nachézeny jesté nepohlcené

v hladkych invaginacich (Sipky v levém obrdzku) a ve velkych makropinosomech (Sipky v pravém

obrazku). Pievzato a upraveno z | Amstutz a kol.| (2008), méfitko neuvedeno.

Ad2 opousti endosomalni drahu ¢asné, nevyzaduje ke svému tiniku do cytosolu fuzi s lyso-

somem (Greber a kol.,[1993). Inhibice makropinocytdzy inhibitorem EIPA zamez{ Giniku viru z

endosomil, a tak autori Meier a kol.| (2002) dosli k zavéru, ze Ad2 navdzany na povrchu bunky

indukuje uvolnéni obsahu makropinosomu i endosomu do cytosolu bunék. Makropinocytéza
se tedy podili na produktivni infekci Ad2 u lidskych epitelidlnich bunék.

Makropinocytoza je spusténa naviazanim viru k bunéénému povrchu a vykazuje nékteré
podobnosti s makropinocytézou stimulovanou riastovym faktorem - zahrnuje ruffling zavisly
na F-aktinu, formaci velké endocytické vakuoly, PKC, je sensitivni vic¢i EIPA inhibitoru a
EGF. I osud vzniklych makropinosomu se lisi. Makropinosomy odvozené od Ad2 jsou pohyb-

livéjsi a po néjaké dobé se ztrati v cytoplasmeé, dojde k jejich lyzi. To koreluje se zjisténim,

ze Ad2 pomérné rychle opousti endocytickou drdhu (Greber a kol., |1993). Zatimco makropi-

nosomy odvozené od EGF v cytoplasmé pretrvavaji podstatné déle. (Meier a kol., 2002)

Adenovirus 3. Tento virus vyuziva pro rychlou infekci epitelidlnich a hematopoetickych
bunék endocytézu nezavislou na dynaminu. Prvnim krokem Ad3 je navazani k receptoru
CD46 na bunééném povrchu a krokem druhym je klastrovani integrinti indukované virem.
Endocytéza Ad3 spliiuje hned nékolik kritérii charakteristickych pro makropinocytézu. Je
sensitivni vi¢i inhibitortim mificich na F-aktin, nizké pH endosomii, PKC, Na™/H" vyménik
a Racl. Déle je béhem ni aktivovan Pakl a CtBP1, coz jsou molekuly hrajici roli pfi uzavi-
rani makropinosomu. Elektronova mikroskopie ukazala Ad3 viriony lokalizované ve velkych
tekutinou naplnénych vakuoldch (viz Obrazek , coz jen potvrzuje roli makropinocytozy.
(Amstutz a kol., [2008)
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Adenovirus 35. Stejné jako Ad3, tak i Ad35 vyuzivda makropinocytozu jako cestu pro-
duktivni infekce a to konkrétné do HeLa bunék a HK-2 bunék (bunék lidskych ledvin; Kalin
a kol., [2010). Tato cesta zahrnuje aktivaci av integrini a nezavisi na dynaminu, coz vylucuje
CME. Ad35 je slibny vektor pro prenos genu a vakcinaci z divodu jeho nizké séroprevalence

v populaci a Sirokého tropismu (Vogels a kol., |2003).

Na rozdil od Ad3 a 35 vstupujicich do bunék makropinocytézou majoritné, Ad2 a 5 vstu-
puji prostfednictvim CME a makropinocytézu vyuzivaji pro sviij tinik z endosomu. Vsechny

typy adenoviru stimuluji makropinocytézu a to zptusobem, ktery zahrnuje integriny a Racl.

3.2 Ebola virus

Viry Eboly (EBOV), jsou obalené RNA viry, fadici se do ¢eledi Filoviridae, coz znamenda
presnym prekladem nitkovité viry. Tento nazev odkazuje na jejich charakteristicky protahly
tvar zcela ojedinély mezi viry. Viriony eboly méfi 1-2 pm na délku a 80-100 nm na sitku
(prevzato z Sanchez a kol., 2013)). Uz jen tento fakt poukazuje na vybér endocytického me-
chanismu, kterym virus zapoc¢ina infekci - je jim makropinocytéza. Virus Eboly infikuje Siroké
spektrum hostitelskych bunék. Dokaze zpusobit produktivni infekci v makrofazich, dendri-
tickych butikdch (DC), endotelidlnich bunkéach, fibroblastech, hepatocytech a v adrenélnich
kortikdlnich bunkéch (Zaki a kol., [1999; Ryabchikova a kol., [1999; |Geisbert a kol., 2003]).
Lymfocyty jsou jednim z maéla bunéénych typt, ktery neni filoviry produktivné infikovan
(Geisbert a kol., [2000]).

Navazani viru k bunkam se odehrdavd pomoci virového glykoproteinu (GP). GP muze
interagovat s Sirokou §kélou bunéénych receptortt a koreceptortl. Ucastnit se muize foldtovy
receptor-a ((Chan a kol., 2001)), nékolik riznych typu lektini (Alvarez a kol.l 2002)), integrin
p1 (Takada a kol., 2000) a tyrozinkindzové receptory TIM-1 a Axl. TIM-1 (T bunéény imu-
noglobulin a mucinovd doména 1) dramaticky zvySuje uc¢innost infekce epitelidlnich bunék
(Moller-Tank a kol., [2013)). V tomto procesu je klicovy PS, jenz se vize na zbytky TIM-1
a umoznuje interakci s virem. Vedle toho je vstup EBOV zprostiedkovany i Axl, avSak ne
primou interakci s povrchovym GP (Brindley a kol., 2011). Ax] zvySuje G¢innost makropino-
cytického vstupu ZEBOV (Zaire-Ebola virus) do HeLa bunék (Hunt a kol., 2011). AxI ve své
fosforylované a aktivni podobé interaguje s PLC, kterd plni roli regulatoru aktinové dynamiky
a je dilezita pro prubéh makropinocytézy (Amyere a kol., [2000; |Linger a kol., [2008).

Vétsina partikuli EBOV vstupuje do bunky makropinocytézou a nasledné je dopravena
do ¢asného a pozdniho endosomu (Saeed a kol., [2010). Zajimavé je, Ze pro ispésnou dopravu
makropinosomu a infekci EBOV jsou zapotiebi proteiny asociované s autofagosomy (Shtanko
a kol [2018). Na cesté endosomélnim systémem je GP EBOV stépen endosoméalnimi pro-

tedzami - katepsiny B a L (Schornberg a kol., 2006|) nebo jinymi dosud neidentifikovanymi
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protedzami (Marzi a kol., |2012). Po stépeni se odhali skryté domény, které se vazi k intrace-
luldrnimu receptoru NPC1 (Niemann-Pick C1;|Coté a kol., 2011} |Carette a kol., 2011)). NPC1
je membranovy protein, ktery snizuje mnozstvi cholesterolu v intraceluldrnich membranach
tim, ze ho t¥idi zpét na plasmatickou membranu nebo do endoplasmatického retikula (Cruz
a kol.| 2000)).

Zatimco k makropinocytickému vstupu filamentarnich virim podobnych c¢astic (VLPs)
viru Eboly dochéazi relativné rychle, tak k jejich tnik do cytoplazmy zacina dochazet az 30
minut po vstupu, coz je relativné dlouho ve srovnani s ostatnimi viry fizujicimi z pozdnich
endosomu (napft. virus chiipky; [Lakadamyali a kol., 2003)). K nastartovani fuze dojde az po
splynuti makropinosomu s endolysosomy pozitivnimi na NPC1 (Mingo a kol., 2015)). Podobné
zjisténi plati i pro koronavirus, ale v tomto piipadé virus nevyuziva primo NPC1, ale zvySené
aktivity katepsinu L v pozdnich endosomech /lysosomech (viz podkapitola Koronaviry).

Mnoho experimentu tykajici se EBOV a mechanismu vstupu ukazalo, Ze se virus internali-
zuje pomoci klatrinu ¢i endocytézou zprostredkovanou kaveolami (Empig a Goldsmith, [2002)).
Tyto nesrovnalosti mohou reflektovat rozdily v experimentalnich systémech a aplikovanych
podminkéch. Velka ¢ast studii pouziva pouze pseudotypované viry, které ale nemaji filamen-
tarni strukturu a nesou na svém povrchu jen GP viru Eboly (jedna se vétsinou o sféricky
retrovirus ¢i sféricky virus vezikuldrni stomatitidy - VSV). Skutecnosti se 1épe priblizuji ex-
perimenty zalozené na fluorescen¢né znaceném viru s deletovanym esencialnim transkripénim
faktorem (Halfmann a kol., 2008) a na VLPs. Takto upravené viriony a VLPs byly pouzity
v experimentu |[Nanbo a kol., 2010, ktery presvédcivé ukézal, ze se vstupu viru Eboly Gcastni
makropinocytoza.

Dendritické bunky. Tyto buriky jsou prvni linii obrany imunitniho systému, ktera pri-
chéazi do kontaktu s EBOV (Geisbert a kol., |2003; |Bray a Geisbert, 2005). Jsou to APC a
v nezralém stavu u nich dochézi ke konstitutivni makropinocytéze. Na svij povrch expri-
muji lektiny typu C, konkrétné DC-SIGN (mezibunééna adhezivni molekula specifickd pro
dendritické bunky), pomoci kterého se virus k témto bunkdm navaze. Interakce zprostredko-
vana virem rozbéhne aktivaci a migraci DC do sekundarnich lymfoidnich organti, kde tyto
APC zapocinaji specifickou adaptivni imunitni odpovéd - aktivuji T-buriky a endotelidlni
bunky prostfednictnim mezibunééné adhezivni molekuly ICAM-3 |Geijtenbeek a kol., [2000b))
a ICAM-2 (Geijtenbeek a kol., 2000al). EBOV vstupuje do dendritickych bunék makropino-
cytickym mechanismem zdvislym na dynaminu (Mulherkar a kol.l 2011)) a nejspi$ vyuzivaji
migracni schopnost DC jako cestu k rozsiteni infekce po téle.

Epitelidlni bunky. VLPs EBOV se internalizuji prostiednictvim makropinocytézy do
epitelidlnich bunék (Vero a HEK293T). Jejich internalizace touto cestou je spusténa charakte-
ristickymi virovymi glykoproteiny (Nanbo a kol., [2010; [Saeed a kol., 2010). Virus vyzaduje pro

aspésny vstup pritomnost cholesterolu v bunééné membrané, kolokalizuje spolec¢né s markery
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kapalné faze v pohlceném vacku a je inhibovan amiloridem (EIPA) - tato kritéria by se dala
pozadovat za ta zakladni pfi charakterizaci makropinocytézy. Makropinocytdza pri vstupu
EBOV do epitelidlnich bunék je vsak zavisld na dynaminu (Mulherkar a kol., 2011)) a tak se
hodi ji nazvat spise mechanismem podobnym makropinocytéze (angl. macropinocytosis-like
mechanism).

Novéjsi studie |[Hu a kol.| (2019) soustiedici se na vymezeni vstupu VLPs EBOV do pola-
rizovanych epitelidlnich Vero bunék ukézala, ze probiha apikalni ¢asti téchto bunék. Hlavni
roli v tomto procesu hraje nerovnomeérné rozlozeni receptorii, ke kterym se virus vaze. EBOV
receptory - TIM-1 a Ax1 jsou totiz soustfedény hlavné na apikdlni ¢asti bunééného povrchu.
Proces makropinocytézy sdm o sobé ale neni polarizovany ani v polarizovanych bunkach a
neni proto pri¢inou polarizovaného vstupu EBOV. (Hu a kol., |2019)

Studie vyuzivajici pseudotypovany VSV ukéazaly, ze EBOV mize do bunék vstupovat
CME (Aleksandrowicz a kol., [2011; Bhattacharyya a kol 2010), popfipadé i endocytézou
zprostiedkovanou kaveolami (Empig a Goldsmith, 2002)). Vzhledem k pouzitému experimen-
talnimu systému (pseudotypovani) vSak muze byt relevance pro vlastni EBOV nizsi. Véro-
hodnéjsi experimenty vyuzivajici VLPs EBOV ukéazaly, ze virus vstupuje do bunék majoritné
makropinocytézou (Nanbo a kol., 2010; [Mulherkar a kol., 2011). Celkova analyza studii na-
znacuje, ze mechanismus vstupu indukovaného EBOV zavisi ¢astecné na bunécném typu a

pro néj charakteristickych receptorech (Hu a kol., 2019)).

3.3 Herpesvirus

Herpesviry jsou obalené DNA viry s pomérné slozitou strukturou. Soucasti viru je kapsida
s ikosahedralni symetrii o velikosti 125 nm, tegument a lipidovy obal. Pti infekci herpesviry
muze v bunkach dojit ke dvéma odlisnym médum infekce, k infekei lytické (produktivni) a k
latentni. Béhem latentni fize nedochéazi na rozdil od té lytické k uvolnéni novych infekénich
virionu. Volba médu zavisi na infikovaném bunééném typu. (Prevzato z Roizman a Pellet,

2013)

KSHV

Virus Kaposiho sarkomu (KSHV) mize do bunék vstupovat jak primou fuzi s cytoplasma-
tickou membranou, tak jinymi endocytickymi mechanismy. Virus infikuje Sirokou skélu lid-
skych bunék. In vivo byla jeho pritomnost prokdzana v B bunkéch, makrofizich, keratino-
cytech, endotelidlnich a epitelidlnich bunikach (Whitby a kol., [1995). In wvitro dokdze virus
infikovat B bunky, endotelidlni, epitelidlni bunky, fibroblasty a stejné tak i nékteré typy
bunék zvitat (Akula a kol.) 2002; Naranatt a kol., |2003). Glykoproteiny KSHV interaguji

s povrchem bunék prostfednictvim HSPG (Akula a kol., 2001)), coz objasnuje rozmanitost
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bunéénych typid, které virus napada. Mohou se vazat také k integrinim a3f51. Exprese in-
tegrini na povrchu CHO bunék (ovaridlni bunky krecika ¢inského) zvysila infektivitu viru
(Akula a kol., 2002). Aktivace pomoci interginu spusti jako jeden ze signélnich faktoru fo-
kélni adhezivni kindzu (FAK; |Akula a kol., 2002)), kterd se muze tcastnit makropinocytdzy
pfi migraci bunék (Gu a kol., 2011)).

Fibroblasty. KSHV vyuziva pro vstup do bunék klasickou endocytézu i makropinocy-
tézu. Do lidskych fibroblasti vstupuje endocytézou zavislou na klatrinu (Akula a kol., [2003)).
Infekce u téchto bunék zavisi na snizeném pH, pricemz byl pozorovan aktivni tnik viru z en-
dosomu. Jedna se o infekci charakteristickou nepretrzitou expresi genil asociovanych s latentni
fézi.

Endotelidlni bunky. Virus vstupuje do endotelidlnich bunék HMVEC-d (lidské mik-
rovaskuldrni dermalni endotelidlni bunky) a HUVEC (lidské umbilikalni zilni endotelidlni
buriky) makropinocytézou (Raghu a kol., |2009). Infekce téchto bunék je charakteristickd ne-
pretrzitou expresi gend asociovanych s latentni fazi. Kontakt viru s bunéénym povrchem
indukuje polymerizaci aktinu a tvoru lamelipodii ¢i blebi - bunéénych tvart charakteris-
tickych pro makropinocytézu. Pti indukci blebu participuje adaptorovy protein ¢-Cbl. ¢-Cbl
translokuje KSHV navazany na a381 a aV33 integriny do oblasti s lipidovymi rafty, kde
nasledné ubiquitinyluje tyrozinkindzovy receptor EphrinA2 (EphA2; Veettil a kol., 2010) a
interaguje s doménou myosinu ITA. Dysfunkce tohoto proteinu zpiisobi defekt ve formaci
blebu (Veettil a kol., 2010). EphA2 spolu s CIB1 poté asocijuji s c-Cbl navdzanym na my-
osin ITA a zesiluji nasledujici signalizaci zprostifedkovanou FAK, Src a PI3 kindzou a Rho
GTPézami v lipidovych raftech (Bandyopadhyay a kol., [2014)). Nejen Ze c-Cbl ubiquitinyluje
receptor na povrchu buiky, ale zprostiedkovava i jeho endocytézu a tiidéni z membrany do
lysosomu ([Levkowitz a kol.,[1998]). V sav¢ich bunkach pomahaji s tfidénim ubiquitinylovanych
proteint a jejich dopravou do lysosomu proteiny, které jsou soucdsti ESCRT (endosomalni
tiidici komplex pozadovany pro transport). Svou roli hraji tyto proteiny i béhem dopravy a
tridéni makropinosomu. Tento proces je pomérné dobte prozkoumany. Pii makropinocytickém
vstupu KSHV do HMVEC-d je dilezitym ¢lenem Hrs (tyrozinkindzovy substrat regulovany
jaternim rustovym faktorem), ktery je komponentou ESCRT-0. Ve studii [Veettil a kol.| (2016)
se ukazalo, ze Hrs rekrutuje ROCK1 k bunééné membrané, coz zajistuje fosforylaci NHE1
(Na™/HT vyménik 1). Zména pH je vyzadovdna pro efektivni makropinocytézu.

Internalizovana virovda membrana flizuje s membranou makropinosomu, coz zpusobi uvol-
néni kapsidy do cytosolu a nésledny pohyb kapsidy do jadra bunky. Transport do oblasti
jaderné periferie probih& po mikrotubulech a zavisi na dyneinu (Naranatt a kol., |2005).

Lze tedy shrnout, ze makropinocytoza je hlavni cestou vstupu KSHV do lidskych endote-
lidlnich bunék, které jsou prirozenym cilem KSHV. Do fibroblastt ale virus vstupuje endo-

cytézou zavislou na klatrinu. Makropinocytdzy zprostiedkovavajici infekci KSHV se tcastni
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mnoho faktor®, jejichz vazby i efekty v builce jsou pomérné dobre prozkoumané.

Lidsky cytomegalovirus

Lidsky cytomegalovirus (HCMYV) iniciuje infekei, stejné jako KSHV, nespecifickymi niz-
koavidnimi interakcemi s HSPG (Compton a kol., [1993)). Tyto interakce jsou podstatné
zejména pii infekci fibroblastii. Po navazani k HSPG muize virus aktivovat dalsi signalni mole-
kuly, pricemz pii makropinocytoze HCMV se uplatinuje DC-SIGN, integriny a RTKs - EGFR
a PDGFR (Wang a kol., 2003; |Cobbs a kol., 2007} Soroceanu a kol., [2008). ZvySena exprese
PDGFR v endotelidlnich a epitelidlnich bunkach zvysuje tspésnost infekce pomoci makro-
pinocytézy, avsak pii normalnich hodnotéch exprese tohoto receptoru se na zprostredkovani
vstupu viru makropinocytoza nepodili (Vanarsdall a kol 2012)). Zvysend exprese PDGFR
tedy umoznuje vstup abnormalni cestou, makropinocytézou, coz zvysuje tc¢innost infekce az
0 90 % a rozsituje virovy tropismus.

Dendritické bunky mohou plnit funkci Trojského koné a roznaset HCMV dale po téle
i na mista, na kterda by se bez schopnosti migrace DC nedostal. Pomoci DC-SIGN se viry
navazi na povrch téchto bunék, coz je esencidlni pro uspésnou infekci (Halary a kol., 2002]).
Do dendritickych bunék odvozenych od monocyti se HCMV dostava pomoci cesty podobné
makropinocytéze zavislé na cholesterolu a nezavislé na kyselém pH. Tato cesta je identifi-
kovana pouze jako cesta podobnd makropinocytéze, protoze ji dokazi indukovat jen nékteré
kmeny HCMYV a to v urcitych bunéénych typech. Jinak vsak vykazuje charakteristiky typické
pro makropinocytézu, doprovazi ji membranovy ruffling a tvorba makropinosomu. Z endoso-
mélni drahy tspésné unikd velkd vétsina virovych kapsid do cytosolu buriky (podobnosti s
EBOV). Nékteré viry mohou byt zachyceny v endosomech, které nepodléhaji maturaci. Tyto
viry jsou pozdéji uvolnény z endosomi do extracelularniho prostoru a mohou se déle sifit na
cilové bunky. (Haspot a kol., |2012])

Fibroblasty. Vyzkumy uskutecnéné na vstupu HCMV do fibroblastt ukézaly, ze virus
vstupuje z vétsi ¢asti makropinocytézou a z mensi ¢asti fiizuje s plasmatickou membranou
(Hetzenecker a kol., 2016)). Makropinocytéza, jez se zde uplatiiuje, vyzaduje dynamin. To
ji odlisuje od jinych pripadi makropinocytézy ve virové infekci a hodi se ji nazvat spise
mechanismem podobnym makropinocytédze. Aktivace makropinocytézy ve fibroblastech zavisi
na signalizaci integriny a PDGFR, ale ne EGFR. Interakce viru a fibroblastti spusti tvorbu
cirkularnich dorzalnich ruffles, které byly poprvé pozorovany v experimentu Hetzenecker a kol.
(2016).

Hematopoetické progenitorové bunky. Vstup HCMV do bunék, kde probiha pro-
duktivni infekce je prostudovian pomérné dobre, ale vstup do bunéénych typt, kde virus
pretrvava v latentnim stavu, nikoli. P¥ikladem bunék charakteristickych latenci HCMV jsou

CD34" hematopoetické progenitorovych buiiky. Vstup HCMV do této bunééné linie probiha

17



také pomoci makropinocytézy. Inhibice makropinocytozy v téchto bunkach narusuje vstup
viru a redukuje akumulaci transkript asociovanych s latenci HCMV. HCMV dokéaze do bu-
nék vstoupit, ale selhava pri rozvolnéni tegumentu, coz vede k vyvinuti stavu latence. (Lee a
Kalejtal, [2019))

Makropinocytéza se zda byt pro virus vyhodna. HCMV je schopen tuto cestu indukovat

v Sirokém okruhu bunécénych typt, coz zvysuje uspésnost jeho infekénich schopnosti.

3.4 HIV

Infekce virem HIV (virus lidské imunitni nedostate¢nosti) - obalenym, RNA lentivirem;
zpusobuje Syndrom ziskaného selhani imunity (AIDS). Velikost viriont se pohybuje v rozmezi
od 100 do 120 nm (prevzato z Freed a Martin, 2013. Védci si dlouho mysleli, ze prostd fuze
s cytoplasmatickou membranou je jedinou moznou produktivni cestou, kterou virus HIV
vstupuje do CD4+ bunék. Tuto myslenku potvrzovalo napiiklad to, ze infekce virem nezavisi
na kyselém pH (McClure a kol., [1988)). Viry vyzadujici nizké pH, jako je napft. virus chfipky,
vstupuji do bunék endocytozou. Pozdéji se v8ak zjistilo, ze pfenos viru HIV z buniky do bunky
muze probihat endocytézou a pri internalizaci do nékolika bunéénych typu byla pozorovana
makropinocytéza (Maréchal a kol., 2001} Liu a kol., |2002; Yasen a kol., 2018)).

O receptorech a koreceptorech tcastnicich se makropinocytézy viru HIV toho neni znamo
mnoho. Ve studii Tanaka a kol.| (2012)) bylo ukazéno, ze stimulace chemokinového receptoru
CXCR4 pomoci gp 120, obalového glykoproteinu viru HIV-1, indukuje makropinocytézu.
Autori vsak spekuluji, ze v tomto pripadé by se mohlo jednat o drdhu vedouci k degradaci
viru a tedy o moznost obrany pred virovou infekci. Makropinocytdza by takto snizovala
mnozstvi viru, které je schopno vstoupit ,klasickou“ cestou vedouci k produktivni infekci.

Makrofagy. Kratce po vystaveni HIV makrofdgim byl virus pozorovan na povrchu bunky
v klatrinem obalenych vaccich i ve velkych intraceluldrnich vaccich identifikovanych jako
makropinosomy. Typ makropinocytozy tcastnici se vstupu HIV do makrofagli je nespeci-
ficky, nevyzaduje tedy interakci viru a bunééného receptoru. Pii infekci makrofagt funguje
jako kofaktor PS, ktery je integrovan ve vnéjsim listu membrany viru HIV (Callahan a kol.|
2003; |Aloia a kol., [1988). Asociace virové membrany s PS vyrazné zvysuje infektivitu i u
jinych obalenych viru (Ichihashi a Oie, [1983). S nejvétsi pravdépodobnosti ziejmé dochazi po
internalizaci HIV k jeho degradaci, ale moznost, ze dojde pfi tomto procesu k fizi membran,
uniku virionu a nasledné infekei, nelze vyloucit (Maréchal a kol., [2001)).

Epitelialni bunky. HIV se internalizuje do epitelidlnich bunék, které jsou prvni linii
obrany proti sifeni viru HIV, pomoci endocytdzy a makropinocytézy. Po endocytéze dojde k
zadrzeni viru v pohlcenych endosomech, véetné multivesikularnich télisek (MVB), kde virus
vydrzi i nékolik dni. Interakce aktivovanych lymfocyt s epiteliemi, v nichz je virus HIV

zachycen, vede k sifeni viru z epitelidlnich bunék na lymfocyty. Inhibice tvroby MVB vede
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ke snizeni transmise o 60-70 %. (Yasen a kol., [2018))

Endotelialni bunky. Déale byla makropinocytéza potvrzena také u mozkovych mikro-
vaskuldrnich endotelidlnich bunék (BMVEC; |Liu a kol., |2002), které brani pred neuroinvazi
virem. Elektronova mikroskopie HIV-1 a BMVEC ukéazala, Ze jsou na povrchu navazané viri-
ony omotany bunécnymi mikrovilli a nasledné internalizovany do velkych cytoplasmatickych
vakuol spoleéné s markerem kapalné faze (Liu a kol., |2002). Fuize virového obalu a bunécéné
membrany pozorovana nebyla. Typ makropinocytézy, ke kterému dochézi pii vstupu HIV do
BMVEC, zavisel na ptitomnosti lipidovych rafta, MAPK (mitogenem aktivované proteinki-
nazové) signalizacni driaze a glykosaminoglykanech, zatimco CD4 a chemokinové receptory
hraly minimélni roli. HIV, ktery vstoupil do BMVEC prosrednictvim makropinosomt byl po
fzi makropinosomu s lysosomy degradovan.

Mod vstupu viru HIV do bunék je stale kontroverznim tématem. Makropinocytéza byla
pozorovana pii internalizaci viru do makrofagi, epitelidlnich a endotelidlnich bunék. Castéji
ale virus vstupuje cestou zavislou na klatrinu, kaveolinu a cestou asociovanou s lipidovymi

rafty (Daecke a kol.l 2005; Miyauchi a kol., 2009).

3.5 Koronavirus

Koronaviry (CoV) jsou rodinou obalenych RNA viru, jejichz partikule maji sféricky tvar
a v prumeéru dosahuji velikosti 120 nm (pfevzato z Masters a Perlman, 2013)). Napadaji savce
a ptaky a jejich nebezpeéi plyne hlavné z mozné mezidruhové adaptace (Guan a kol., 2003]).
Zivotni cyklus CoV je zahdjen navazanim virového spike glykoproteinu (glykoprotein S) k
bunéénému receptoru, jenz je nasledovan bud piimou fuzi s plasmatickou membranou nebo
vstupem pomoci endocytézy. Glykoprotein S plni pii bunééném vstupu dudlni roli, jelikoz
zprostiedkovava jak navazani k receptoru, tak fizi s plasmatickou membranou (Chan a kol.|
2006). SARS-CoV (koronavirus zpusobujici tézky akutni respira¢ni syndrom) pozaduje pro
uspésny unik z endosomu stejné jako EBOV endolysosomy pozitivni na NPC1 (Mingo a kol.|
2015). EBOV vyzaduje pfimo molekulu NPC1, zatimco SARS-CoV vyuziva vyssiho stupné
proteolytické aktivity endolysosomu (Simmons a kol., 2005). S protein, exprimovany MHV
(virus mysi hepatitidy) a SARS-CoV, muze interagovat i s receptory prilehlych bunék, coz
vyusti ve fizi téchto bunék a tvorbu syncytii (Luo a kol.,1999)). Formace syncytii je v bunééné
kultufe velmi dobrfe popsany cytopaticky efekt vedouci k vyssi infektivité (Yamada a kol.,
2009)).

Astrocyty. Pri analyze infekce MHV (kmen MHV A59) u DBT bunék (angl. murine de-
layed brain tumor astrocytoma cells) se ukazalo, ze virus dokéze indukovat makropinocyt6zu,
ktera vsak neni piimo asociovana se vstupem viru. Je ale klasicky doprovazena membranovym
rufflingem, internalizaci velkého pleiomorfniho vacku, zvysenym prijmem tekutiny, zavislosti

na Racl, Cdc24, Pakl a citlivosti k EIPA inhibitoru. Atypické je na ni to, ze k ni dochézi az
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4 hodiny po infekci. Virus pravdépodobné vyuziva tohoto procesu ke stimulaci kontakt mezi
bunkami, zptsobuje jejich fazi. Jako nastroj zprostiredkovavajici fizi dvou sousednich bunék
slouzi dlouha filopodia vytvorena po spusténi makropinocytdzy. Tato filopodia vystavuji na
své Spicce virovy S protein, ktery pak mize interagovat se sousedni buiikou, fizovat s ni a
vytvorit tak bunééné syncytium. (Freeman a kol., |2014])

Jing kmen MHV (MHV 2S) nestimuluje makropinocytézu ani fizi dvou bunék, presto
ale zptusobuje onemocnéni in vivo. Makropinocytéza tak zfejmé neni pozadovana pro patoge-
nezi véech kmend MHV. Typ onemocnéni zplisobené MHV 2S ale vykazuje jiny fenotyp nez
onemocnéni zpusobené MHV A59, kmenem schopnym makropinocytovat a tvofit bunééna
syncitia. Kmen MHV A59 m4 jiny tropismus nez ostatni kmeny MHV (Kenyon a kol., [2015)).

Na zakladé téchto pozorovani, lze tedy shrnout, Ze makropinocytéza nemusi byt jed-
nostrannym mechanismem slouzicim pouze jako viry vyuzivana vstupni brana vedouci do
bunék. Pozorovany narust zformovanych dlouhych filopodii u infikovanych bunék potvrzuje
roli makropinocytézy jako mechanismu pomoci kterého CoV komunikuji s bunkami vzdale-

nymi. K podobnému mechanismu dochézi i pii infekei viru vaccinie (viz podkapitola

Faccie).

3.6 Reovirus

Celed Reoviridae je nejvétsi a velice diverzifikovanou skupinou neobalenjch RNA virti.
Kapsida s ikosahedralni symetrii nabyva od 65 do 80 nm. Virus muze napadat Sirokou skalu
hostiteld, do nichz se fadi ¢lovék i mali savci. (Prevzato z|Dermody a kol., 2013)) Reovirus se
vaze na povrch nepolarizovanych bunék prostrednictvim nizkoafinnich interakci s kyselinou
sialovou (Paul a kol., [1989). Studium onemocnéni zptsobené reoviry na mysich pomohlo
determinovat krok navazani viru jako ten klicovy pri rozvoji onemocnéni (Sharpe a Fields,
1985)). V mysich se reoviry sérotypu 1 (T1) si¥{ krvi do CNS (centrdlni nervové soustavy) a
replikuji se zde v ependymovych bunkéch. Na druhou stranu virus sérotypu 3 (T3) v CNS
infikuje neurony. Tento odlisny bunéény tropismus je dan rozdilnou strukturou reovirového
sattachment® proteinu o1 (Weiner a kol., [1980). Vstup viru do mysich fibroblasti je iniciovan
interakei s JAM-A (spojovaci adhezivni molekula A), nésledovan aktivaci 1 integriny a
zprostifedkovan CME (Maginnis a kol., 2006)).

CNS. Tyto viry a nemoci jimi zpusobené jsou zndmy jiz dlouhou dobu, ale mechanismus
infekce nervovych bunék byl objasnén teprve nedavno. Sialova kyselina i JAM-A jsou zod-
povédné za vstup reoviru do nervovych bunék mysi (Antar a kol.l 2009; |[Stencel-Baerenwald
a kol., 2015)). Ukézalo se, ze reovirus vstupuje do nervovych bunék odvozenych od primarnich
krysich neuront makropinocytézou (Aravamudhan a kol., |2020). Dosud nebyl objeven zadny

jiny neurotropni virus vstupujici do nervovych bunék timto mechanismem. Vysledky [Arava-
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mudhan a kol.| (2020) dale ukazaly, ze makropinocytéza umoznujici vstup reoviru do krysich
bunék vyzaduje Na®/HT vyménik, aktinovou dynamiku, aktivitu PI3 kindzy, dynamin, a
RTK, coz jsou faktory esencidlni pro pribéh makropinocytozy.

Reovirus tedy vstupuje do vétsiny bunécnych linii CME (Maginnis a kol., 2006, 2008)),

avsak pfi vstupu do nervovych bunék vyuzivd makropinocytézu (Aravamudhan a kol., 2020)).

3.7 Virus chripky

Virus chiipky (IAV) je obaleny, segmentovany RNA virus z celedi Orthomyzoviridae, jenz
muze infikovat ptaky a savce. AV produkuje pleiomorfni viriony, které se lisi jak tvarove, tak
svou velikosti. Sférické partikule maji v priméru 100 nm, filamentarni prodlouzené partikule
pak mohou dosahovat az 300 nm. |[Shaw a kol., 2013

TAV se navazuje k hostitelské burice prostfednictvim hlavniho povrchového proteinu, he-
maglutininu (HA), ktery interaguje se zbytky kyseliny sialové. Zatim ale neni zndmo, jak
toto spojeni ovliviiuje endocyticky mechanismus, jenz nasleduje po navazani viru k bunce.
V misté navazéni viru byla pozorovina de novo formace jamek obalenych klatrinem (Rust
a kol., |2004) a CME byla dlouho povazovéna za jedinou moznou cestu vstupu IAV do bunék.

Epitelidlni bunky. Studie De Vries a kol. (2011) potvrdila alternativni roli makropi-
nocytézy pri vstupu sférického TAV do HelLa bunék. Ke stimulaci makropinocytozy doslo az
po pridani viru spolecné se sérem. Virus sam o sobé makropinocytézu neindukoval, avsak
stale neni vyloucena kointerakce séra a viru. Typ makropinocytozy vyuzivané TAV se vsak
odlisuje od ostatnich typi makropinocytézy indukované virem. Zaprvé, nezavisi na dynaminu
stejné jako makropinocytdza stimulovana nékterymi typy adenovirt. Zadruhé je sice pribéh
makropinocytdzy zavisly na aktivaci Pakl, ale neni pozastaveny inhibici Racl ¢ Cdc42, jak
tomu je u vétsiny pripadi. Inhibice Racl a Cdc42 méa naopak stimulac¢ni Gc¢inky, coz je efekt
specificky jen pro IAV. Bunéény ruffling se vyskytuje pii tomto typu makropinocytézy, ale
presnd morfologie membranovych ruffles si zaslouzi dalsi studium. (De Vries a kol., 2011))

Filamentarni virus chtipky vyuzivd makropinocytézu dokonce jako hlavni cestu pronik-
nuti do epitelidlnich MDCK bunék (psi burky ledvin; [Rossman a kol [2012)). Filamentérni
viriony, které vniknou do bunék prostfednictvim makropinosomu, jsou posléze dopraveny do
kyselych pozdnich endosomélnich kompartmenti. Nizké pH zpuisobi konformac¢ni zmény M2
proteinu a dojde k fragmentaci filamentarniho viru, ktery je dale schopen fizovat s membra-
nou endolysosomu. (Rossman a kol., 2012)

Pfi vstupu viru pomoci CME i makropinocytézy hraje dilezitou roli intraceluldrni Ca?™,
jenz reguluje obé tyto drahy prostfednictvim signaliza¢ni kaskady zahrnujici RhoA, Rho-
kindzu, fosfatidylinositol 4-fosfat 5-kindzu (PIP5K) a PLC (Fujioka a kol., 2013)). V zdjmu
buniky by bylo udrzet koncentraci Ca?* na takové hladiné, aby do ni nemohl IAV vstoupit.

Hlavni cestou vstupu sférického IAV je CME (Rust a kol., 2004), ale alternativné tento
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virus vstupuje i makropinocytickym mechanismem (De Vries a kol 2011), ktery vykazuje
nékteré abnormality. Filamentarni IAV vyuzivd makropinocytézu majoritné (Rossman a kol.,

2012)), coz muze byt z duvodu jeho vétsi velikosti.

3.8 Virus vaccinie

Virus vaccinie (VACV), prototyp rodiny Pozviridae, je DNA virus, ktery se replikuje
v cytoplasmé bunék. Od ostatnich zivocisnych virtt se poxviry lisi hlavné svou velikosti a
komplexitou. Viriony jsou 220-450 nm dlouhé a 140-260 nm siroké. (Pfevzato z Moss, 2013])

Béhem replikace jsou produkovany dvé infekéni formy viru. Prvni formou je intracelularni
zraly virus (IMV) a formou druhou je extracelularni obaleny virus (EEV). IMV jsou uvolnény
z bunky pouze po jeji lyzi a jejich navazani k bunce se odehrava na zakladé interakce s
glykosaminoglykany na bunééném povrchu (Carter a kol., 2005)). Uz ve studii|Cudmore a kol.
(1995) byly na burkach pozorovany vybézky indukované virem podobné tém, které dokéazi
indukovat nékteré intracelularni bakterie. Byly to vybézky pozdéji spojované s membranovym
rufflingem charakteristickym pro makropinocytézu. S timto pozorovanim pfisla i teorie, ze
VACV vyuziva bunécény aktinovy cytoskelet k tomu, aby mohl infikovat bunky v okoli. Virus
muze primo fizovat s membranou bunky (Carter a kol., 2005), avsak tento vstup se jevi jako
ne piili§ efektivni oproti endocytickému vstupu probihajicimu pti snizeném pH (Townsley
a kol., 2006)).

Epitelidlni bunky. Do HeLa bunék virus vstupuje makropinocytickym mechanismem
zavislym na nizkém pH (Mercer a Helenius, |2008; [Huang a kol., 2008)). V bunce indukuje
formaci blebii a infekce timto virem je striktné zavislad na expozici fosfatidylserinu ve virové
membrané (Mercer a Helenius, 2008). Za norméalnich podminek slouzi vystaveny PS jako
rozpoznéavaci signdl pro internalizaci apoptotickych télisek prostfednictvim makropinocytozy
(Hoffmann a kol., 2001). Bunky fagocytujici apoptoticka téliska mohou byt jak profesionalni
fagocyty - makrofdgy, tak fagocyty neprofesionalni - burky epitelii (Wyllie a kol., 1980),
endotelii (Hess a kol., [1997) a fibroblasty (Hall a kol., |1994)). Virus tak prostrednictvim PS
zakomponovaného v membrané mimikuje apoptoticka téliska, kterd jsou pohlcovina bunkami
za normalnich okolnosti. Zda se, ze viry jakozto intraceluldrni oportunisticky parazité vyu-
zivaji tohoto mechanismu internalizace. Napodobovani apoptotickych télisek neni fenomén
charakteristicky pouze pro virus vaccinie. Poprvé byl pozorovan u viru hepatitidy B (Van-
landschoot a Leroux-Roels, 2003)). Receptor, ktery je aktivovan pomoci PS, zatim neni znam.
K inicializaci makropinocyt6zy v pripadé viru vaccinie je zapottebi jesté EGFR, (Mercer a kol.,
2010)), ktery muze spustit prubéh makropinocytézy. Po kontaktu viru s bunkami dojde také
k fosforylaci kinazy Pak1, ktera je esenciadlni pii probihajici makropinocytoze a jeji lokalizace
koreluje s vyskytem blebu (Mercer a Helenius| 2008)). Jiny kmen VACV neindukuje v HeLa
bunikach tvorbu blebu, ale tvorbu filopodii (Mercer a kol 2010). Kdyz byly zkoumény tyto
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Obrazek 3.2: Virem indukovand makropinocytéza. c¢) Pridani IMV (angl. intracellular mature
virions) viru vaccinie k HeLa butikdm zptsobi systematické tvofeni blebit po celém povrchu burky.

d) Vstup virovych partikuli byl vykreslen pomoci 3D skenovaci elektronové mikroskopie. Pievzato a

upraveno z Mercer a Helenius (2009)

dvé signdlni cesty, objevily se rozdily na drovni Rho GTPaz. Pro vznik blebi byl klicovym
hracem Racl, pro tvorbu filopodii Cdc42.

Dendritické buriky. Do dendritickych bunék odvozenych od monocytd vstupuji jak
IMV, tak i EEV. Tyto viriony se ale nevazi k lektintim na povrchu DC, které vyuziva vétsina
ostatnich vird. Vstup obou typu viriond je sensitivni vici inhibitortim makropinocytozy a
zavisly na PI3 kindze. Viriony ale nejspiS nevstupuji klasickou endosomalni cestou, jelikoz
nedochazi ke kolokalizaci s EEA1 ani s Lamp2 (membranovy protein 2 asociovany s lysosomy).

Uvolnéni viru do cytosolu nespoléhd ani na nizké pH. Z téchto vysledka vychazi, ze virus

vstupuje do DC prostrednictvim makropinocytézy. (Sandgren a kol., 2010)

Pro virus vaccinie lze tedy shrnout, ze fizuje s bunéénou membranou hned u povrchu
bunky nebo indukuje membranovy ruffling a vstupuje makropinocytézou. Virova ¢éstice je
prilis velka na to, aby mohla byt internalizovina CME nebo endocytézou zprostiedkovanou
kaveolami, a tak vyuziva vyhody plynouci z makropinocytézy. Membranové ruffles indukované
pri makropinocytéze mohou prenést VACV do blizkosti okolnich bunék a zajistit tak viru

rychlejsi prenos.

3.9 Ostatni viry

Jako hlavni cestu svého vstupu vyuzivd makropinocytézu Chikungunya virus, ktery

timto mechanismem vstupuje do lidskych svalovych bunék (Hua a kol., 2019). Majoritné

pomoci makropinocytdzy vstupuje i infektivni pankreaticky nekrézni virus (IPNV) a to
do CHSE-214 bunék (buiiky odvozené od embrya lososa Oncorhynchus tshawytscha) (Levican,
. Tento typ makropinocytozy vykazuje veskeré charakteristiky makropinocytézy
indukované rastovym faktorem.

To, Ze je makropinocytéza vyhodna pro relativné velké viry, potvrzuje vedle viru vaccinie

i Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV; Huang a kol., 2014). U tohoto viru je
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makropinocytoza a ostani typy endocytdz jedinou moznosti, jak bunky produktivné infikovat.
Zajimavé je, ze prima fuze viru s plasmatickou membranou, na rozdil od viru vaccinie, infekci
zamezi (Huang a kol., 2019).

Makropinocytoza je dilezitd i pri vstupu vird do nadorovych bunék. Prikladem miize
byt virus spalnic¢ek (MeV), ktery dokdze vstupovat makropinocytézou do bunék, které
exprimuji SLAM (signaliza¢ni molekula aktivujici lymfocyty) a nebo PVRL4 (angl. poliovirus
receptor-like 4). MeV vstupuje do Vero bunék nezavisle na Pakl mechanismem podobnym
makropinocytoze a do nékolika linii nadorovych bunék obdobnym zptsobem, ktery ale zavisi
na Pakl i Racl. Podrobnéjsi poznani této cesty podobné makropinocytoze muze prinést cenné
poznatky pro vyvoj onkolytické terapie. (Delpeut a kol., [2017)

Onkolyticky virus Newcastleské nemoci (NDV), stejné jako vétSina ostatnich virt
z ¢eledi Paramyxoviridae, penetruje hned membranou bunék. Vyuziva ale i endocytézu zpro-
stfedkovanou kaveolami (Cantin a kol., [2007)). Do kufecich embryonélnich fibroblasti dokaze
vstoupit i CME a makropinocytézou (Tan a kol., [2016). NDV partikule jsou dopraveny do
endosomalnich struktur zptisobem zavislym na Rabb a profituji ze snizeni pH v casnych
endosomech ze kterych dokazi uniknout a bunky infikovat (Tan a kol., [2016).

Makropinocytéza byla pozorovana i u dalsich ¢lenti ¢eledi Paramyzoviridae. Nipah virus
(NiV) muze vstupovat do bunék makropinocytézou iniciovanou tyrozinkindzovym receptorem
EphrinB2 (Pernet a kol., 2009). Respiraéni syncytialni virus (RSV) vstupuje do HeLa a
A549 bunék makropinocytézou aktivovanou EGF receptorem, kterou doprovazi tvorba blebu
na bunééném povrchu (Krzyzaniak a kol., [2013).

Lassa virus (LASV), virus z ¢eledi Arenaviridae, stimuluje pti vstupu do bunék ruzné
typy receptord. Pri navazani viru na jeden z nich, distroglykan, se spusti v lidskych epi-
telidlnich bunkach cesta podobnd makropinocytéze, kterou ale doprovazi pouze minimalni

membranovy ruffling, jindy tak charakteristicky pro makropinocytézu (Oppliger a kol., 2016)).
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4. Makropinocytoéza pri klastrovani

viru

Virové ¢astice infikuji bunky jako samostatné infekéni jednotky (Flint a kol., [2015). Aby
doslo ke ko-infekci bunky dvéma ¢i vice virovymi genomy, musi do ni vstoupit nékolik virovych
Castic nezavisle na sobé. Tato tvrzeni platila do té doby, dokud analyza enterovirové infekce
neukazala, ze buniky mohou byt ko-infikovany jak jednotlivymi nezavislymi viriony, tak i
shluky virionu (Chen a kol., 2015|). Tyto shluklé neboli klastrované viriony byly uzaviené v
lipidovych extracelularnich vacécich (EV) odvozenych od hostitelské bunky.

Makropinocytéza se uplatiiuje pti internalizaci ruznych typiu EV (Fitzner a kol., 2011}
Escrevente a kol., 2011; [Verdera a kol [2017)), avSak zatim nebylo dolozeno, ze by se piimo
ucastnila pohlceni EV s klastrovanymi viry. V této kapitole jsou shrnuty dosud publikované
poznatky ohledné makropinocytézy EV spolu se spekulacemi o jeji ticasti pfi internalizaci
klastrovanych virt. Déle je nastinén vyznam prenosu klastrovanych viri a diskutovany evo-
lu¢ni dusledky tohoto fenoménu.

Viry si kromé strategie prenosu prostfednictvim EV vyvinuly i dalsi varianty struktur
podporujicich virovou ko-transmisi, které lze souhrnné nazyvat kolektivni infekéni jednotky
(angl. collective infectious units; Sanjuan, 2017). Dalsimi piiklady k EV, dokladajici exis-
tenci kolektivnich infekénich jednotek u zivocisnych virt, jsou virové kapsidy s polyploidnimi
genomy, virionové agregaty a okluzni téliska. U rostlinnych bunék to pak mohou byt struk-
tury plasmodesmat pozménéné viry, jimiz jsou viry nésledné schopné proniknout do sousedni

bunky.

4.1 Makropinocytéza extracelularnich vacki

Extraceluldrni vacky jsou tutvary odvozené od bunéénych membran, jejichz velikost se
pohybuje od desitek do tisicti nanometri. Uzaviraji a transportuji komplexni molekuly, jakymi
jsou proteiny, lipidy a nukleové kyseliny (Ratajczak a kol., 2006). V posledni dobé jsou hojné
studovany, a to z duvodu své prirozené schopnosti internalizovat se do burky. Tato schopnost
je vhodné pro dopravu lé¢iv (Zhang a kol., 2019) a jak ukdzala studie |Chen a kol.| (2015,
vyuzivaji ji i viry.

Viriony se mohou vyskytovat v lipidovych vaccich - exosomech a autofagosomech, ¢i ve
vaccich odvozenych od plasmatické membrany. Ve studii [Jackson a kol. (2005)) byly slozené
¢astice viru hepatitidy A (HAV) v bunce lokalizované v MVB a in vitro tibytek ESCRT
proteintl, které jsou potieba pro biogenezi exosomi, zablokoval uvolnéni viru z bunky. Tato

skutec¢nost poukazuje na vyuziti exosomu pii infekci HAV.
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V EV, charakterizovanych jako autofagosomy, byla zaznamenana piitomnost polioviru,
Coxsackieviru a rhinoviru (Jackson a kol., 2005; Robinson a kol., 2014; (Chen a kol., [2015)).
Vacky s pohlcenym poliovirem mély ve své vnéjsi membrané zakomponovany PS; bez néhoz
neprobihala jejich internalizace ani infekce. Stejné tak byl k produktivni infekci potieba i
poliovirovy receptor CD155 (Chen a kol., 2015)). To vysvétluje zjisténi, Ze membrana pohlce-
ného EV je v endocytickém kompartmentu narusena (nezndmym mechanismem; Yin a kol.,
2016)), uvolnéné virové ¢astice se posléze navazi k bunéénému receptoru a uniknou do cytosolu
bunék (Chen a kol., 2015).

Rotaviry a noroviry, neobalené RNA viry zpusobujici gastrointestinalni infekce, se mohou
prenaset in vivo v lipidovém vacku odvozeném od plasmatické membrany, a to fekdlné-oralni
cestou. Vysledky experimenti Santiana a kol.| (2018) ukézaly, ze volné ¢astice rotaviru pre-
nesené stolici jsou méné infekéni nez odpovidajici mnozstvi ¢astic v EV. Jednim z davodu
by podle autori studie mohla byt vétsi nachylnost virovych kapsid k proteazam, protilat-
kdm (napf. sekretoricky IgA) a kyselindm nachézejicim se ve stolici a v GI traktu nového
hostitele. Béhem fekalné-oralniho prenosu tak neinfikuji volné rozptylené c¢astice enterocyty
v takovém poctu, aby byly prekonany replika¢ni bariéry (Chen a kol.| 2015; [Santiana a kol.,
2018]). Pfenos prostiednictvim EV pak nemusi byt vyhodny pro viry, které mutuji méné a
maji nizsi replikaéni bariéry nez polioviry a rotaviry.

Membrana EV prendsejicich poliovirus, rotavirus a norovirus obsahuje PS s invertova-
nou topologii (Chen a kol., 2015; Santiana a kol., [2018). PS nachézejici se ve vnéjsim listu
plasmatické membrany ma protizanétlivy uc¢inek (Fadok a kol., 2000) a také schopnost vazat
antivirové cytokiny jako je interferon v (Oyler-Yaniv a kol., 2017). Nejen zZe jsou viry prena-
sené v EV skryté pred protilatkami, ale mohly by prostfednictvim PS ovlivnit i fungovani
imunitniho systému tak, ze potlaci zanétlivou odpovéd. Uloha PS ko-trasportovaného s viry
vsak vyzaduje podrobnéjsi studium.

Endocytoéza je hlavni cestou, kterou jsou EV pohlcovany buiikou. Vacky mohou byt po-
hlceny CME (Escrevente a kol., 2011)), makropinocytézou (Escrevente a kol [2011) a fa-
gocytézou (Feng a kol 2010). Byly zaznamenény ale i piipady, kdy doslo k pfimé fizi s
cytoplasmatickou membranou (del Conde a kol., 2005; [Parolini a kol., 2009)). V jednom bu-
nééném typu muze dochazet hned k nékolika endocytickym mechanismim (Escrevente a kol.|
2011} [Verdera a kol., 2017).

Infekce bunék klastrovanymi viriony uzavienymi v EV vede k vyssi produkci virovych
Castic polioviru, rotaviru a noroviru; nez infekce ekvivalentnim mnozstvim rozptylenych vi-
rioni (Chen a kol., 2015 Santiana a kol., 2018]). Fenomén virt fungujicich jako kolektivni
infekéni jednotky prenesenych v EV je podle dosavadnich studii vyhodny pro viry s vyssi
mutacni rychlosti, jelikoz pii ko-infekci mnoha virovymi genomy (vyssi MOI) muze dojit ke

vzajemnym kooperacim genomt a k umléeni mutaci. Viry schované v EV se vyhnou imunit-
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nimu systému a mohou prostiednictvim PS vyvolat protizanétlivou odpovéd. Klastry virti
prendsené EV jsou vysoce virulentni jednotky, jejichz existence by neméla byt podcenovana
pri navrhu efektivnich antivirotik.

Makropinocytdza nebyla dosud zaznamenana pfimo v souvislosti s internalizaci EV oba-
lujicich klastry virt. Je vSak znamo, zZe se podili na internalizaci vackil, jez maji ve vnéjsim
membranovém listu zakomponovany PS (Hoffmann a kol., 2001). PS se podilel na internalizaci
EV nesoucich poliovirus a byl nezbytné nutny pro internalizaci téchto vacku do makrofagt
(Chen a kol., [2015). AvSak vyznam makropinocytdzy pii tomto procesu vyzaduje dalsi stu-

dium.

4.2 Evoluc¢ni disledky klastrovani vird

Na konci replika¢niho cyklu (zejména RNA virt, jejichz replikace je velmi chybova) jsou
ve virovém potomstvu jen vzacné identické kopie. Takto variabilni, ale blizce pribuzné virové
genomy se nazyvaji quasispecies (Santiana a kol., 2018]). EV spojuji osud virovych genomt z
ptvodniho kola replikace a mohou se jimi prenaset jak celé virové Castice, tak i holé virové
genomy. PTi in wvitro infekci velkym mnozstvim virovych ¢astic byl pozorovan zvyseny stupen
rekombinace a vétsi geneticka diverzita (Borderia a kol., 2015)). Kdyz do bunky vstoupi mnoho
virovych ¢astic najednou, produkuji velké mnozstvi virovych proteini a zvysuji pravdépodob-
nost kooperativnich a komplementarnich interakci mezi sebou. Piikladem téchto interakci je
rekombinace napti¢ genomy, sdileni virové masinérie pro translaci, RNA syntéza a slozeni
virové castice (Altan-Bonnet, 2016). P¥i vyssi MOI se virus rychleji vyhne prirozenym imu-
nitnim obrandm burnky (Gifford, |1963; Zaritsky a kol., 2015)). V tomto procesu hraji roli riizné
typy antivirovych cytokini - inteferont, které jsou produkovany v pritomnosti viru a podili se
na aktivovani vrozené imunity. Kdyz byly burky infikovany velkym poctem virovych ¢éstic,
produkovaly méné typu interferoni (Zaritsky a kol., 2015]).

Lze tedy shrnout, ze extraceluldrni vacky vyuzivaji viry, aby zvysily svou MOI a viru-
lenci. Seskupeni vironii a jejich fungovani jako kolektivnich infekénich jednotek je z pohledu
replikacni kinetiky a genetické diverzity selekéné zvyhodnéno. Disledkem interakei se zvysuje

replikac¢ni fitness viru.
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Zaver

Makropinocytoéza je jednim z procesi, prostiednictvim kterého bunky internalizuji makro-
molekuly. Je nejlépe prostudovana v souvislosti s prezentaci antigenu u bunék imunitniho sys-
tému. Pokrocilé zobrazovaci techniky poméahaji odhalit vyznam makropinocytézy i ve virové
infekci. Ukazuje se, ze makropinocytézu vyuzivaji viry prevazné ke svému vstupu do buneék.
Majoritné makropinocytézou vstupuji viry, které svou velikosti presahuji velikost klasickych
endocytickych vackt, coz je napr. virus Eboly, filamentarni virus chripky a virus vaccinie.
Nékteré viry (virus mysi hepatitidy a virus vaccinie) mohou vyuzit prodluzujicich se mem-
branovych ruffles k tomu, aby se rozsitily a infikovaly okolni bunky. Makropinocytéza tedy
virim neslouzi jen jako vstupni brana do bunék, ojedinéle ji viry vyuzivaji i k jinym uceltim.

V této praci byla shrnuta funkce virt jako inicidtortt makropinocytozy, které interaguji s
receptory, popr. i s koreceptory charakteristickymi pro dany bunéény typ. Makropinocytdza
stimulovand viry je svou signalizaci ¢asto podobna makropinocytéze stimulované rustovym
faktorem. Mezi nejvyznamnéjsi signalni molekuly, které spolu tyto dvé drahy sdili, patii RTK,
Rac a Cdc42, Ras, PI3 kindza a Nat/H" vyménik. Zahrnuté faktory ale mohou byt varia-
bilni. Napft. sférické partikule viru chiipky vstupuji cestou podobnou makropinocytéze, ktera
neni zavisla ani na jedné z Rho GTPaz Rac a Cdc42 (De Vries a kol., 2011)). Proces makropi-
nocytézy se tedy miize pri virové infekci odliSovat v mnoha aspektech a neni jednoduché ho
definovat. Proto byla v této praci shrnuta i minimalni sada bunécénych faktort potfebnych
pro identifikaci makropinocytozy.

Vétsina skupin virt, které do bunék makropinocytdzou vstupuji, dokdze makropinosom
opustit a bunku produktivné infikovat. Muze se vsak stat, ze makropinosom splyne s lysoso-
mem a obsah (véetné viru) je degradovan, popf. pak prezentovan na povrchu APC. Makropi-
nocytéza muze byt tedy v zavislosti na okolnostech proces vyhodny bud pro virus, nebo pro
bunku.

Makropinocytéza se muze uplatnovat ve virové infekei i pri vstupu extracelularnich vacku
do cilovych bunék. Tyto vacky mohou byt spojeny s prenosem klastrovanych viri, které pak
funguji jako tzv. kolektivnich infekéni jednotky. Tento fenomén zvySuje virulenci nékterych
virovych skupin a je pro viry vyhodny i z evolu¢niho hlediska.

Ohledné mechanismu iniciace makropinocytézy a signalnich molekul v ni zahrnutych z-
stavda mnoho nezodpovézenych otazek. Zda se, ze existuje nékolik rtiznych typt makropino-
cytézy a pokud skuteéné ano, je tfeba zjistit, jak se lisf. Cim vic toho o makropinocytdze
vime, tim vice se zd4, ze je ve virové infekci ¢astéjsi, nez se diive myslelo. Jeji studium prinasi
poznatky, které mohou byt v budoucnu prospésné jak v boji proti virovym infekcim, tak ve

vyuziti vir pro dopravu terapeutickych latek do bunék.
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