Viry avirologie

Martinus Willem Beijerinck

- Virus — geneticky element, ktery neni schopny samostatné
replikace nezavisle na hostitelské burice

- nebunécné Ci podbunécné organizmy (nebo zivotni formy)

- infekéni agens

- vnitrobunéc¢ni parazité na genetické urovni (zavisli na
proteosyntetickém aparatu hostitele, ribozomu)

- rozmnozovani syntézou jednotlivych slozek (ne délenim)

- zralé virové Castice obsahuiji jen jediny typ nukleové kyseliny

- Virologie — véda zabyvaijici se studiem vir(

- Virion — virova ¢astice, extracelularni forma viru




Historie virologie — zakladni mezniky

- Dimitrij 1. lvanovskij, rusky patolog, pouzil jemny filtr pro
studie viru tabakové mozaiky (1892) (tabakovy list vypada
po napadeni virem jako mozaika)

- Martinus Willem Beijerinck — pomnozeni virl tabakové
mozaiky na Zivé rostlinné tkani, infek&ni agens nazval
,Virus®

- Vizualizace vird 1941 diky elektronovému mikroskopu

-V 50. letech minulého stoleti byla pfipravena prvni
vakcina proti poliomyelitidé
(1954 Nobelova cena Enders, Weller, Robbins)

Déleni dle hostitele

- rostlinné

- Zivo€isné (viry hmyzu)

- bakteriofagy (cyanofagy)
- archealni viry

- jiné




Struktura virionu

- nukleokapsid
- symetricky — ikosaedralni, helikalni,
binarni symetrie
- asymetricky
- obal (u obalenych virtl) —
zpravidla tvofen membranovymi
strukturami hostitelské buriky

Strukturalni
podjednotky -
kapsomery

(a)
Virus tabakové
mozaiky

Velikost a tvar

- Viry jsou mnoha tvaru a velikosti
- VétSina virl je mensSich nez prokaryoticka burika (od 0,02
do 0,3 ym)
- Zivogisné viry — 18 nm (Parvovirus) az 300 nm (Poxvirus)
— tyto dokonce viditelné ve svételném mikroskopu

- tvar pfedevsim kulovity
- Rostlinné viry - pfevazné tyCinkovité (helikalni symetrie)
- 160 nm Hordeivirus — 2000 nm Closterovirus

- Bakteriofagy - bicikaté, bezbicikaté nebo viaknité
komplexni symetrie




Tvar virovych Castic

symetrie:
Lidsky papillomavirus
(dvacetistén)

W. F. Noyes '

Helikalni symetrie:
tycinkovité viry, napt.
virus tabakové mozaiky
Délka viru je dana délkou
jeji nukleové kyseliny
Sitka viru je dana velikosti
proteinového obalu

J.T. Finch

Tvar virovych Castic

- a) Influenza virus (virus chfipky) — obaleny virus, ss RNA genom, bez

definovaného tvaru

- b) bakteriofag T4 (bakteriofag E. coli), ds DNA genom, hlavicka s

ikozaedralni symetrii, bi€ik s helikalni symetrii, bi¢ikova

P. W. Choppin and

W. Stoeckenius

o) """ ®)

M. Wurtz




Nukleokapsida (nukleokapsid, proteinovy
plast)
- Kapsida s kubickou symetrii

- pravidelny mnohostén (izometricky)

- stény kapsidu (rovnostranné trojuhelniky) — z 6 protomer
(hexaméry, hexony)

- vrcholy kapsidu — z 5 protomer (pentamery, pentony)
- Kapsida s helikalni symetrii

- hlavné rostlinné viry

- Sroubovice — uprostifed kanalek s genetickou informaci

- protomery spojeny do diskovitych kapsomer tvofici Sroubovici
- Kapsida s binarni symetrii (komplexni)

- hlavné bakteriofagy

- hlava (s gen. info)— kubicka symetrie, biCik — helikalni symetrie
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Obal

- vnitfni protein (M-protein)
- zevni lipoproteinovy (fosfolipidovy) komplex
- glykoproteiny - peplomery

Nukleokapsid Obal

[ Kapsid

ukleova

kyselina L
Nukleovd
kyselina

Kapsid

(slozeny z
kapsomer)

Neobaleny virus Obaleny virus




Adenovirus

neobaleny, ikosaedralni
kapsid z 252 priblizné kulovitych kapsomer, 240 Sesti€lennych a 12 pentamer (na vrcholech), " penton fibre"

Q%

Herpesviry

- 12 pentamer a 150 hexamer
- obalené
- glykoproteiny kddované virem

—




Helikalni symetrie

- virus vztekliny
(rhabdoviry)

- paramyxoviry

Komplexni symetrie

- bakteriofagy
- T4



http://www.dform.com/projects/t4/virus.html
http://www.dform.com/projects/t4/virus.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/em_t4.gif
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/em_t4.gif

Genom

ds DNA (neni u rostlin, s vyjimkou Caulomoviru)
ss DNA (zivo€isné viry — linearni, bakteriofagy —
kruznicova)

ds RNA (charakteristicka je segmentace genomu
— ulozeny ve spole¢ném kapsidu)

ss RNA (Casta segmentace — u rostlinnych vir(
segmenty v oddélenych kapsidech — infekce
mozna pouze po proniknuti vSech Casti)

velikost 108 — 10° daltonu
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Baltimorovo klasifikacni schéma vir(Q:

* |: Double-stranded DNA (Adenoviruses; Herpesviruses; Poxviruses, etc)
» |I: Single-stranded (+)sense DNA (Parvoviruses)

* |ll: Double-stranded RNA (Reoviruses; Birnaviruses)

» |V: Single-stranded (+)sense RNA (Picornaviruses; Togaviruses, etc)

» V:Single-stranded (-)sense RNA (Orthomyxoviruses, Rhabdoviruses, etc)

* VI Single-stranded (+)sense RNA with DNA intermediate in life-cycle (Retroviruses)

* VII: Double-stranded DNA with RNA intermediate (Hepadnaviruses)

Pozn.:

RNA viry s pozitivnim fetézcem: ssRNA genom ma stejnou orientaci jako jeho mRNA
RNA viry s negativnim retézcem:. ssRNA genom ma komplementarni orientaci jako
jeho mRNA

Genom viru hepatitidy B (Hepadnavirus) je tvofen kruhovou dvouretézcovou DNA,
pficemz jedno z vlaken dvouretézcové DNA neni kompletni

/]
Zivotni cyklus — replikace vir(i

- Adsorpce na hostitelskou buriku
- pFipojeni vazebnych mist virli ke specifickym
receptordm hostitelské buriky
- vazebné misto — napf. bilkoviny na hrotech kapsida
(neobalené viry) nebo na vyrUstcich (obalené viry);
pfip. bazalni destic¢ka biCiku (bakteriofagy)
- receptory — hlavné lipoproteiny a glykoproteiny na
povrchu bunék
- Penetrace do bunky

- Reprodukce viru (syntéza bilkovin; replikace
genomu; maturace a eluce virionQ)
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Zivotni cyklus virtl

- Penetrace

- vstup viru do buriky

- obalené viry — splyvani obalu s membranou

- neobalené viry — viropexe (podobna fagocytdze)

- bakteriofagy — obal zistane na povrchu, do
bunky pronikne pouze nukleova kyselina

- rostlinné viry — pranik po mechanickém poruseni
bunécné stény (napf. pfenaseCem)

Replikace — DNA viry

* Replikace v jadre hostitelské buriky

* mRNA (vlastni nebo buné&na RNA polymeraza)
» Casné proteiny (DNA polymerazy)

* replikace DNA

» ze dcefinych molekul se prepisuje mRNA pro syntézu
strukturalnich proteint
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Replikace — RNA viry

Replikace v cytoplazmé hostitelské buriky
malé, +ssRNA — RNA pulsobi jako mRNA, pfepis do —

RNA polymerazou bunky, z néj se pak prepisuji dcefiné

molekuly, které zaroven slouzi jako mRNA

velké RNA viry — RNA polymeraza viru prepiSe — do +
MRNA

Ttida 2 (-) RNA (+) RNA Trida 3

Rhabdaoviry Reovirus

(+) RNA > (-) RNA > (+) mRNA & (+) DNA € (-) DNA € (+) RNA

Trida 1 Trida 4
Picarnaviry Retroviry

Stipek, S.: Stru¢na biochemie

Uvolnéni viru z hostitelské bunky

lyze — vétSinou neobalené viry

 vznik pupenu — vétSinou obalené viry
DalSi vyznamné pojmy

Latentni infekce — proces, pfi kterém jsou hostitelské
bunky infikovany, ale nedochazi k replikaci viru
Perzistentni infekce — proces, pfi kterém se virus
replikuje aniz by poskodil hostitelskou buriku

11
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Retroviry

- David Baltimore, Howard Temin, Renato Dulbecco objevili
retroviry a reverzni transkriptazu, za toto ziskali Nobelovu
cenu v roce 1975

- Tfida Vla VIl

- Reverzni transkriptaza (pfepis RNA viru do DNA, ktera se
zacleni do genomu bunky)

- Podstatna Cast zivotniho cyklu se odehrava v jadre
- Onkoviry — nadorové bujeni
- Geny gag, pol, env, eventualné i v-onc

Hlavni typy bakterialnich virt

RNA 50 ms2 ds© ¢6

Lambda
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Zivotni cyklus bakteriofag(i

- virulentni fagy
- temperované fagy

- temperované fagy se zaclenuji do hostitelského genomu
(tzv. profag), tim se doCasné reprodukéni proces zastavi
(lyzogenizace)

- Nejvice jsou prostudované bakteriofagy infikujici stfevni
bakterie (E. coli, Salmonella enterica)

- VétSina obsahuje linearni dsDNA genom, vyskytuje se ale
i kruhova ssDNA, linearni dsRNA a linearni ssRNA

- Vétsina je neobalenych, néktefi maji lipidové obaly
- Jsou strukturalné komplexni, obsahuji hlavicku, biCik
a jiné komponenty

r 0]
Zivotni cyklus bakteriofagui

Zivotni cyklus virulentniho faga

-Adsorpce castice na povrch hostitelské buriky, penetrace a injekce
fagové NK

Adsorpce je reverzibilni, vazba na receptor (proteiny, polysacharidy apod.) neni
reverzibilni

Penetrace pouze NK, bilkovinny obal ziistava vné buriky (rozdil od ostatnich vird)
Lysozym pro naruseni peptidoglykanu BS hostitele

- Syntéza komponent fagové Castice (NK a kapsid)

Syntéza NK podle jen jedné molekuly NK, ostatni injikované molekuly jsou degradovany

endonukleazami. Nasleduje transkripce do éasné mRNA a translace do €asnych
enzym{

Syntéza specifické fagové NK (za degradujici hostitelskou NK), syntéza pozdni fagové
mMRNA a pozdni bilkoviny podilejici se na kapsidu
- Maturace a uvolnéni ¢astic z hostitelské buriky

Vytvoreni kompletni virové ¢astice, maturace je nahodila, do hlavicky se uzavie NK faga
nebo ¢ast NK hostitele, pfip. plazmid. Pak je fag nevirulentni, tzv. ,ghost".

Lyze (naruseni BS) hostitelské buriky, uvolnéni faga
Fagovy vytézek (burst size) — po€et nové syntetizovanych virulentnich ¢astic v 1 burice




Pripojeni bakteriofaga T4 na bunku E. coli

a injekce jeho DNA do bunky
(@) (b) )

Bicikové hro
oy i Bilkovinna
Vnéjsi trubicka
membrana ;

Peptidoglykan -
Cytoplazmaticka
membrana
Cytoplazma

\
T4 genom

Casovy sled infekce bakteriofagem T4

Nucleases

DNA polymerase Phage DNA Phage Tail, collar, Mature phage
New sigma head base plate, particle
factors proteins and tail fiber
proteins T4 Ig]{sgtz_yme
production
Infection Phage DNA replication
L 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20

Minutes
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Zivotni cyklus bakteriofag(

Zivotni cyklus temperovaného (mirného) faga
Pocatecni kroky shodné jako u virulentniho faga, po injekci nasleduiji:
a) Kroky shodné jako u virulentniho faga

b) Injikovana NK faga se zacleni do chromozomu hostitelské buriky

(vznikne profag), nedojde k lyzi bunky (jde o lyzogenni bunku,
proces lyzogenizace), je to ale reverzibilni krok!

zaclenény fagovy genom prechazi do dcefinych bunék

Lyzogenni bunky jsou imunni k superinfekci homolognim fagem, pfi
infekci nepfibuznym bakteriofagem se vytvofi polylyzogenni bunka

Fagotypizace — druhova pfisluSnost kmene je stanovena na zakladé
jeho ,fagového profilu®

Nejméné 93 % bakterii obsahuje ve svém chromozomu genom nejméné
jednoho bakteriofaga.

Lyzogenni konverze — za¢lenénim fagové NK se méni fenotypovy
projev bunky

PFitomnost profaga méni povrchové struktury bunky, startuje produkci
toxinG (shigatoxin, neurotoxiny, cytotoxiny) apod.

Temperate virus?fli Host DNA
Viral DNA ]
»Attachmenli

e 1 el (host)

\ "

Lytic pathway ] Lysogenic pathway

Viral DNA|
replicates
A
‘\

A
Y
V4 N\ r—
S < Induction (E

[ viral DNA
is integrated
into host DNA

Coat proteins
synthesized;
virus particles
assembled 2

. Lysogenized cell
/

=

Prophage
|Cell
|division|

\D Y

=)

& =
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Bakteriofag A

D. Kaiser

Replikace otacCivou kruznici

Vyuziti jako klonovaci vektor:
V genomu Ize 20 kb jeho
genetické informace nahradit
cizorodou rekombinantni DNA
Snadno se mnozi na E. coli

3 Primery

Jeden lambda
genom
N\ i

- ———

Bakteriofag A
Genom tvoren 48,5 kb dlouhou linearni
dsDNA \
Na konci DNA ma kratké jednofetézcovée
useky oznacované jako cos s _’
Je vyuZivan jako standard molekulovych

hmotnosti pfi gelové elektroforéze
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Bakteriofag M13

» Vlaknity bakteriofag, jehoz genom je tvofen jednoretézcovou DNA
Na povrch E. coli se adsorbuje diky F-pilusu (funkce receptoru)

Replikace v cytoplazmé infikovanych E. coli zplsobem otacivé
kruznice

Nedochazi k lyzi bunék E. coli, Ize jej vyuZit k produkci virovych
Castic

« VyuZiti pro praci s rekombinantni DNA, kterou vkladame do jeho
genomu

PFijme jen krat3i fragmenty cizorodé DNA ve srovnani s fagem
lambda

W L

A TN

Klasifikace a nazvoslovi viru

Celed —viridae
rod —virus

druh — nejasné vymezena taxonomicka kategorie —
dynamicky se vyvijejici populace, vzité nazvy, nikoliv
binomicka nomenklatura

typ nukleové kyseliny, typ polymerazy, symetrie kapsidy,
obal, misto skladani kapsidy, citlivost k éteru

17



ROZDELENI VIRU
DLE PRITOMNOSTI OBALU, CHARAKTERU GENOMU A SYMETRIE KAPSIDY

RNA-viry

.  neobalené dsRNA-viry, segmentované

1. necobalené ssSRNA-viry pozitivni polarity, nesegmentované

I1I. obalené sSRNA-viry pozitivni polarity, nesegmentovangé, ikosaedrické symetrie

TV. obalené ssRNA-viry pozitivni polarity, nesegmentované, helikalni symetrie (Nidavirales)

IV.  obalené ssRNA-viry pozitivni polarity, ikosaedrické symetrie, nesouci reverzni transkriptasu
VI. obalené ssRNA-viry negativni polarity, nesegmentované, helikalni symetrie
(Mononegavirales)

VL. obalené ssRNA-viry negativni polarity. segmentované, helikélni symetrie

DNA-viry

[.  neobalené ssDNA-viry

[I. neobalené dsDNA-viry

[1I. obalené¢ dsDNA-viry, ikosaedralni symetrie

V. obalené ds/ssDNA-viry, ikosaedralni symetrie, vyuzivajici reverzni transkriptasu
V. obalené dsDNA-viry, komplexni symetrie

Kultivace zivocisnych virt
- Na bunécnych a tkanovych kulturach

-V kufecich embryich

- Na vnimavych laboratornich zvifatech
Kvantifikace zivo€iSnych vird - metody
- Pocitani PFU/mI (plaque forming units)

- Hemaglutinace (schopnost shlukovat erytrocyty)

- Stanoveni LD50 (uhyn 50% infikovanych) nebo ID50

- Stanoveni TCID50 (cytopaticky efekt u 50% virem inokulovanych
tkanovych kultur)

- Pomoci elektronové mikroskopie (komparativni pocitani virovych
¢astic a jinych fyzickych ¢astic o znamé koncentraci)
- Pomoci kvantitativni real time PCR

18
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Nejvyznamnejsi zastupci

- DNA viry
- Herpes simplex — pGvodce oparu

- Poxviry (Orthopoxvirus) — puvodce pravych nestovic; nemoc
eradikovana

- RNA viry
- Ortomyxoviry — Influenzavirus A, B, C — chfipka, ¢asté epidemie
- Paramyxovirus — plavodce pfiusnic
- Pikornaviry (rod Enterovirus) — plivodce poliomyelitidy
- Rabdoviry (rod Lyssavirus) — ptivodce vztekliny
- Retroviry (HTLV lll) — plvodce AIDS
- Togaviry (rod Alphavirus) — puvodce klistové encefalitidy

]
Onkoviry

1. aktivace proto-onkogent buné€ného puvodu

2. onkogeny nadorovych DNA virl — onkoproteiny, vazba
na tumor suprimujici proteiny, napf. p53

Zpusobuji akutni nadorové bujeni
Maji ve svém genomu v-onc

- EBV — Burkittdv lymfom a nasofaryngealni karcinom
- virus hepatitidy B — hepatocelularni karcinom

- papilomaviry — cervikalni karcinom

- retroviry — virus lidské T-bunécné leukemie HTLV 1

- virus hepatitidy C




/]
Viry rostlinné

- virus tabakové mozaiky
- projev: svétlé, ostfe ohrani¢ené

skvrny na listech, hl. v okoli
cévnich svazk(. Prenos:
mechanicky, hmyzem sajicim
rostlinné Stavy a vegetativné.
Napada: vojtéSku, brambory,
rybiz, tabak, kvétak, tulipany
a u ovocnych strom( brani vyvoji
plodua

- RNA viry

- Caulimoviry a Gemoniviry —
DNA

- Luteoviry, neobalené rostlinné viry
s genetickou informaci v jednovliaknové RNA,;
zpUsobuji napt. Zlutou zakrslost je€mene,
nekrotickou zakrslost tabaku

- Hordeiviry, neobalené rostlinné viry
s genetickou informaci obsazenou ve tfech
molekulach kyseliny ribonukleové

Vyvolavaji nekrotické zmény na listech

- llarviry, neobalené rostlinné viry
s Sirokym hostitelskym rozsahem, pfenosné
semeny nebo pylem.
Vyvolavaji napf. nekrotickou krouzkovitost
Svestky.
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Virove nakazy Clovéka

- vstupni brana infekce
- rozsev virll v organizmu a virémie
- vylu€ovani viru
- rezistence — bariéry, virové inhibitory, interferon) brzdi
syntézu virové mRNA), zvySena teplota, zanét
- specificka imunita — protilatkova, bunééna

Virové vakciny
- atenuované — Sabinova vakcina - poliomyelitida
- inaktivované — chfipka, hepatitida A

- pasivni imunizace
- interferon

- antivirotika

21
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Viroidy

- mala infekéni cirkularni autokatalyticka ribonukleova kyselina (RNA)
nekddujici zadny protein; sekvenéné a strukturné podobné introntim

- hostiteli viroidU jsou vys$si rostliny

- latentni infekce nebo onemocnéni projevujici se zakrslosti, Zlutymi
skvrnami na listech

- viroid PSTV (Potato Spindle Tuber Viroid)

- viroid CEV (Citrus Exocortis Viroid)

- viroid CCCV (Coconut Cadang-Cadang Viroid)

- Prvni objeveny viroid, PSTV patfici do Celedi Pospiviroidae,
zpUsobuje vietenovitost brambor

- Viroid cadang-cadang (CCCV) zpusobuje smrtelné onemocnéni
kokosovych palem na Filipinach, které devastuje mistni plantaze

- dalSi rostliny trpici na viroidova onemocnéni - raj¢ata, chmel, citrusy,
avokada

Genom viroidu

- Cyklické RNA molekuly viroidi obsahuji zhruba 250 - 400 nukleotidu,
které nekdduji zadny protein.

- Sekvence (primarni struktura) kompletniho genomu PSTV obsahuje
359 nukleotidd a je cirkularné kovalentné uzaviena

- Viroidy se replikuji v jadru buriky, nejvice se jich nachazi v jadérku

- Replikace mechanizmem otacivé kruznice, katalyzuje bunééna RNA
polymeraza Il. Multimery se autokatalyticky stfihaji na jednotlivé
monomery. Ligaci monomer( vznikaji minus antiviroidy, podle nichz
RNA polymeraza | v jadérku syntetizuje plus viroidy.




]
Priony

- Prion (nékdy oznacovany ,infekéni bilkovina®“) je nazev pro vadnou
formu tzv. prionové bilkoviny vyskytujici se v nervovych bunkach
savcu.

- Prionova teorie

- formuloval profesor Stanley B. Prusiner v roce 1982. Ten také poprvé
pouzil slovo prion (pivodné to mél byt proin jakoZto kombinace slov
proteinaceous a infectious, nicméné prion znél 1épe). Prionovou teorii
Prusiner formuloval v souvislosti s hledanim plvodce Creutzfeldt-
Jakobovy choroby. Nobelova cena 1997

Prionova teorie

- prionové bilkoviny (PrPC) - malé glykoproteiny kulovitého tvaru —
alfa-helikalni struktury

- normalni sou¢ast membran, pfedevsim nervovych bunék savcu,
ucastni se na regulaci ,vnitfnich hodin®

- prion (PrPSc) predstavuje vadnou formu této normaini bilkoviny,
od které se odliSuje rozdilnou konformaci (beta struktury)

- zména konformace - mimoradna odolnost v{ici raznym fyzikalnim
vlivim, prakticky absolutni odolnost proti $t€pnym enzymuim
odklizejicim vadné bilkoviny a schopnost navazovat se na zdravé
formy prionovych bilkovin a konvertovat je na svoji vadnou formu.
Nasledkem je, Ze se v bufice hromadi vlaknité struktury, které zpUsobi
jeji postizeni

- rozdily ve zpUsobu glykozylace a v konformaci — druhova bariéra

- pfenos mezidruhovy — pifedpokladan BSE a Creuzfeldt-Jakobova
choroba ?7??




/0]
Odolnost prionu vuci faktordm vnéjsiho
prostredi

- vysoka
- plivodce scrapie — zareni, detergenty rozpustédla (lipidy),
oxidacni Cinidla, bézné postupy autoklavovani

- vyrazné snizeni infekénosti — autoklavovani 134°C nebo
1M NaOH

Patogeneze onemocnéni

- spontanné, dédi¢né nebo evidentni infekce
- inkubacéni doba nékolik let

- chronicky prabéh

- zhorSovani stavu
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Prionova onemocnéni

Lidska onemocnéni Zvifeci onemocneéni
- Kuru - Bovinni spongiformni
- Creutzfeldt-Jakobova encefalopatie (BSE)
choroba (tzv. nemoc Silenych krav)
- Gerstmann-Straussler- - Scrapie
Scheinkertv syndrom - Pfenosna encefalopatie
nork{

- Spongiformni
encefalopatie kocek

Hele, ja ti mam
docela starosti, MEé se to netjka,

cose tilfé té nemoci ja jsem veverka!
Silenych krav..



https://www.youtube.com/watch?v=DTIZyv-H_4Q
https://www.youtube.com/watch?v=DTIZyv-H_4Q

