Patogeneze virovych nakaz 3

Virové receptory, tropismus and interakce virus-bunka
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Prichyceni viroveé castice a vstup do bunky
The Flavivirus Life Cycle
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Prichyceni virove castice a vstup do bunky

- kazdy virus se mlze vazat na jeden Virion
nebo vice receptor(

- Virové receptory jsou prirozeneé se
vyskytujici molekuly slouzici
fyziologickym procesim bunky

- povrchové antigeny viru, které se vazi
na receptor na hostitelské burice, se
oznacuji na VAP (virion attachment
proteins)

Viral
receptor
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Prichyceni virové Castice a vstup do bunky

- interakce mezi virovou ¢astici a receptorem muze byt nicméné trochu slozitéjsi: priklad HIV — virus
HIV se vaze na primarni receptor (CD4) a koreceptor. Virus se dostane do buriky jenom v pripadé,
Ze se navaze na obé molekuly. Rizné buriky (jako makrofagy a CD4 lymfocyty) exprimuiji jiné
koreceptory. Nékteré izolaty viru HIV se dokazi vazat vedle CD4 jenom na jeden konkrétni
koreceptor, coz determinuje bunécné populace citlivé k infekci.
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FIGURE 3.2 Cells that are permissive for the entry and replication of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) carry two receptors on their surface. The
primary receptor is the CO4 protein, a protein expressed on the surface of certain subsets of lymphocytes (so-called CD4+ cells). The gpl120 spike glycoproteins of
all HIV strains can bind to human CO4. In addition, virus entry requires a coreceptor, which is either GCR5 or CXCR4; these proteins are members of a large family
of molecules that serve as chemakine receptors on the surface of lymphoid cells or macrophages. Some HIV-1 isolates are macrophage-tropic because their gpl20
spikes use CCR5, a chemokine receptor that is expressed on the surface of macrophages, while other isolates are T cell-tropic because they utilize the CXCR4
molecule, another chemokine receptor expressed on the surface of T cell lines. Both kinds of viruses can replicate on peripheral blood mononuclear cells (PMBCs), a
mixed population of cells that express both coreceptors. Some HIV-1 isolates (not shown) are “dual-tropic” since they can utilize both coreceptors. (Recent studies
have shown that macrophages express low levels of CXCR4 at concentrations insufficient for entry of T cell-tropic HIV-1.)



Vazba VAP-receptor — vazba na zakladé mnohocetnych nekovalentnich

interakci; ovlivnéno teplotou, iontovou silou, pH, slozenim zivného média,
pritomnosti séra

-Nékdy pfichyceni nepfimo — napf. pomoci zprostredkujicich molekul

-Pro zahajeni endocytdzy vétsinou nutna specificka interakce VAP-
receptor, ale existuji vyjimky

-Interakce probiha velmi rychle




- mnoho virovych receptorl jsou glykoproteiny — vétSina protein( na povrchu bunék jsou glykosyslované
béhem jejich posttranslacnich modifikaci
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receptory se lisi svou strukturou a fyziologickou funkci



Glykoproteinové receptory

- VAP se vaze na na doménu, ktera predstavuje malou ¢ast povrchu glykoproteinu

— doménu mUZe tvorit polyprotein nebo cukerna slozka

Neproteinové receptory

- jako receptory mohou slouzit i glykolipidy nebo glykosaminoglykany
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FIGURE 3.4 Molecular structure of the two outermost domains of CD4 to show
the site that binds gp120, the VAP of HIV. The filled circles and squares
indicate amino acids that are part of the virus spike-binding domain. After



VAP — obvykle jeden typ VAP na konkrétni virus

neproteinové receptory

- napf. virus HIV mUze infikovat i nékteré neuralni nebo intestinalni bunky,
které neexprimuji CD4 glykoprotein. V takovém pripadé je alternativnim
receptorem galaktosylceramid (glykosfingolipid).

- kyselina sialova (receptor pro virus chripky) se také vyskytuje kromé
glykoproteint jako ¢ast komplexnich lipidt — sialované lipidy tedy mohou
také slouzit jako receptory pro virus chripky

- glykosaminoglykany jsou sulfatované polymery karbohydratd, které tvori
cast proteoglykan

- heparan sulfat (glykosaminoglykan) slouzi jako receptor mimo jiné
viru herpes simplex, ale i dalsi molekuly mohou byt zapojeny

Hemagglutinin

Neuraminidase

M2 lan Channel

u obalenych virt je to obvykle povrchovy spike,
vyCnivajici z obalu viru

u neobaleny vird to jsou bud spikes nebo vnéjsi struktury
virového kapsidu

protilatky obvykle neutralizuji virus vazbou na VAP, proto
mnohé viry maji vazebné misto VAP ukryto ve strukture
Spatné pristupné pro protilatky



Vstup viru do bunky

- vicekrokovy proces, ktery nasleduje po prichyceni
virové castice na receptor

- konci ulozenim virového genomu (¢i nukleokapsidu)
do cytosolu nebo do jadra




Semliki Forest virus

Endocytoza viru

Endocytoza — proces, kdy burika internalizuje extracelularni
molekuly

Coated pit

-Zalozeno na invaginaci plasmatické membrany

- bud’ zprostfedkovano receptory (vznikaji klatrinem obalené
vezikuly) Ci nespecifické (pinocytéza)

. 1|
2zed vesicle @

Internalizace viru — struktury navazané na receptory
plasmatické membrany pronikaji do bunék pomoci klatrinem
obalenych vezikul

¥ endosome
<6.2)

-Obaly vezikulu se v cytoplasmé uvolni a vezikuly potom
fuzuji s dalSimi slozkami buriky

-Obalové proteiny vezikull, klatrin a receptory se pak vraceji
zpet k plasmatické membrané

* Capsid exposed
to cytoplasm

Fuze endocytickych vezikulu se slozkami bunky — E ..

vezikuly transportovany k endozémam, tam v raném g’

endozomu dojde jednak k recyklaci klatrinu a obalovych T
receptort za vzniku endolyzozéomu %f% s
V endolyzozému jsou podminky pro fuzi virového obalu s \i'_//l_\_/\/
membranou endolyzozomu — uvolnéni genomu viru a jeho M

trasport do mista replikace
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https://www.youtube.com/watch?v=3P2qUmg-CxI




U viru chripky nestaci pro uvolnéni genomu fuze obalové
membrany viru s membranou endozému, proto fuzni
transmembranovy protein M2 ma téz funkci protonového kanalu - to
vede k vysSSi acidifikaci a rozruseni viroveho nukleoproteinu s
matrixovym proteinem viru M1, coz vede k uvolnéni
ribonukleoproteinu

Endosome



Neobalené viry

- neni zapojena fuze membran

priklad polyomavirus SV40

1. virova Castice se vaze na gangliosidy
plasmatické membrany

2. virus je inzertovan do lipidickych raftd

3. lipidické rafty jsou zaclenény do caveolinem
obalenych vack

4. probéhne caveolarni endocytoza

5. caveoly asociuji s caveosomy a virus vstupuje
do vackl bez caveolinu

6. vesikuly asociuji s dyneinem a jsou neseny po
mikrotubulech

7. vesikul preda virovou castici do hladkého
endoplasmatického retikula

8. virus je uvolnén pobliz jaderného poru

Plasma Dynamin
membrane

Microtubule

MNuclear
envelope
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Shrnuti receptory:

rizné molekuly véetné glykoproteint, glykolipidl a glykosaminoglykant mohou slouzit jako virové
receptory

domeéna receptoru, kterd vaze virus, mlze byt bud polypeptidova sekvence nebo cukerny zbytek,
casto vazany na externi konec receptorové molekuly

rGzné viry vyuzivaji rizné receptory

v nékterych pripadech je pro vstup viru do buriky potreba zapojit vice koreceptor(

rzné izolaty stejného viru mohou preferovat riizné typy receptort (pr. pasazovani a adaptace na
urcity typ bunék)

ne vSechny bunky, které exprimuji receptory pro dany virus, jsou plné permisivni k virové infekci
hostitelské rozdily v expresi a strukture receptord mohou determinovat hostitelsky rdmec viru



Bunécné receptory a virovy tropismus

- topismus je vyraz uzivany ve vztahu k anatomické lokalizaci znak( a symptom( virové nakazy

A " '—r-dr- . n r‘._

- hlavni determinant tropismu je pritomnost/nepfritomnost bunéénych receptor( pro dany virus
- hostitelska kompetence (host range) — urcitd forma virového tropismu, ale zahrnuje rizné
mechanismy



virovy tropismus muze byt determinovan bunécnymi receptory

mezi dalSi determinanty virového tropismu patfi pritomnost/nepfitomnost bunécnych proteaz,
termosenzitivita viru, pH labilita viru, bunécné transkripcni faktory, anatomické bariéry a hostitelska
pfirozena a ziskana imunita

Pritomnost bunécnych proteaz

- mnohé obalené virové Castice nejsou infekéni v okamziku maturace nebo
puceni z bunky, protoze néktery jejich povrchovy glykoprotein vyzaduje proteolyticke
stépeni na konkrétnim misté, aby doslo k aktivaci

- v takovém pripadé jsou infekcni ¢astice produkovany jen v takovych bunkach,
které maji bunécné proteazy v ER nebo GA, pripadné v extraceularnim prostoru

- mutace v misté stépeni pak mohou vyrazné ovlivhovat tropismus viru



Receptor-binding domain Fusion domain
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FIGURE 3.10 Schematic representation of the type 1 viral fusion proteins of six different virus families. The proteins are oriented with the exodomain pointing to the left,
the transmembrane domain indicated by vertical broken line and the endodomains to the right. Red triangles indicate the cleavage sites, black boxes the putative fusion
peptide and the vertical and horizontal bars HR1 and HR2 (heptad repeats), respectively. MHV: mouse hepatitis virus; SV5: simian virus 5; Ebola Gp2: ebola virus
glycoprotein 2; SeMNPY F: S exigua multicapsid nucleopolyhedrosis virus fusion protein. After Bosch B, van der Zee R, de Haan CAM, Rottier PJM. The coronavirus spike
protein as a Class | virus fusion protein: structural and functional characterization of the fusion core complex. Journal of Wirolagy 2003, 77: 88018811, with permission.



Pr. paramyxoviry — kromé hemaglutinin-neuraminidazy obsahuji i fuzni peptid (F), ktery

zodpovida za fuzi virového obalu s membranou endozému

- v mnohych pfipadech existuje F protein ve formé neaktivniho FO prekurzoru

- ne vSechny bunky sekretuji aktivacni enzymy, coz omezuje moznosti replikace viru a
vysvétluje, proc je jeho mnozeni omezeno na respiracni trakt




Sté&peni monomeru hemaglutininu u viru chfipky
-u ptakua potrebna proteaza v
respiracnim a Gl traktu
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Highly pathogenic avian influenza A viruses of subtypes H5 and H7 possess a HA with multibasic cleavage site
that is cleaved by ubiquitous endoproteases furin and PC6, supporting a systemic spread of viral infection



Avian Influenza Viruses

Low Pathgenicity Highly Pathogenic
(LPAI) (HP A1)

H1~-H15 HS , HY
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Teplota

vétsina virll clovéka se replikuje pri 37°C

- nékteré viry mnozici se na slizici zejména hornich dychacich
cest maji optimalni teplotu pro replikaci 33°C a mnoizi se slabé
pri 37°C

36°C

30°C



- citlivost ke kyselému prostredi a proteazam

- napf. reovirus je aktivovan v travicim traktu pomoci travicich enzym( —

proteolytické stépeni vede ke konformacnim zménam VAP

Transkripcni kontrola tropismu

- tropismus mUzZe determinovat exprese
bunéénych proteinl nezbytnych pro
virovou replikaci (pr. papilomaviry)

Keratinocyte
differentiation

Papillomavirus
reproduction

Stratum corneum
Sloughing

Mature virions shed

Granular layers
Nuclear degeneration,
cornification

Mature virions

Upper spinous layers
Keratins 1 and 10

Virion assembly

Late capsid proteins L2 and L1

Vegetative DNA amplification

High levels of early and
differentiation-dependent
proteins, notably E4

Lower spinous layers
Keratins 1 and 10

Differentiation-dependent E6
and E7 proteins
Early proteins E1, E2, E4 and ES

Transit amplifying cells
Keratins 1 and 10
Frequent cell division

Possible alternative site of infection
Immediate early proteins E1, E2Z (and EB)

Basal stem and reserve cells
Occasional division to replenish

transit amplifying cells
Keratins 5 and 14

Primary infection
Establishment replication
Immediate early proteins E1, E2 (and E5)

~] | Basement membrane

Dermis
Connective tissue,

fibroblasts, lymphocytes,

vascular endothelium




Tropismus mohou determinovat i anatomické bariéry, které virus musi
prekonat — bariéra krev-tkan, hematoencefalicka bariéra apod.

Hostitelska odezva k infekci — tropismus muUze byt ovlivnén lokalni

imunologickou odezvou

Rlzné varianty viru se mohou lisit svym tropismem, coz predurcuje
pribéh a zdvaznost onemocnéni



Efekt virové replikace na hostitelskou bunku

-Infekce probiha ve vnimavych (permisivnich) bunkach

-V nepermisivnach burikach — se nemuze uskutecénit néktery ze stupnu
mofrogeneze viru

Formy a. cytocidni produktivni infekce — lyticka
b. produktivni infekce

c. perzistentni infekce — virové Castice se stale tvofri, burika nebyva
poSkozena a dale se déli

d. trasfomace — nadorova pfeména bunky

e. abortivni infekce — vznikaji jen nékteré strukturni virove slozky,
netvofi se kompletni virové Castice, chybi napf. néktery enzym



Log,, cell-associated virus per cell

Poliovirus cytolytic effect

begins about 8 hours
LCM virus
cells survive
I I I I I
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Hours after infection

Replikace cytolytického (poliovirus) a

necytolytického (LCMV) viru v bunécné kulture

neobalené viry — obvykle cytolytické
obalené viry — nemusi byt cytolytickeé
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Zmeny v inflkkovanych bunkach

-Cytopaticky efekt — soubor zmén, které vznikaji v burice v dusledku
proniknuti a rozmnozovani viru a zpusobuji nevratné naruseni jejich

metabolickych procesu

-Inhibice syntézy bunécnych makromolekul (inhibice syntézy
bunédné RNA, blokada asociace ribozomu s bunéénou mRNA, inhibice

syntézy bunécné DNA)

;
S Cellular DMA synthesis
- Ir.r {uninfected contral
cellsi

Cellular DNA, symithesis
{infected cells)

=7 Wiral DA synlhesis

o [} 10 14 18
Time after infection (h}

@) Acadermvc Fress, 2000,

-Prestavba membran ER a jadra,
zmena permeability membran,
unik iontt a makromolekul

-Zmeény bunécnych mikrofibril a
mikrotubulu



Cytopaticky efekt

Neinfikovana
bunécéna kultura

Infikovana
bunécéna kultura




Virova infekce v bunécné kulture

Normalni TK — mikroskop.

A

Mnozeni viru — mikroskop.

p Al
.

Ztrata integrity vrstvy







Cytopaticky efekt

Zmena orientace bunky na syntézu makromolekul
specifickych pro virus




Vliv virové infekce na hostitelskou bunku

TABLE 44-2 Viral Inclusion Bodies in Some Human Diseases

Lagation in Cell

Virus Nucleus Cytoplasm
Adenovinises Cowdry typa A —
Hemesvinises Cowdry ype A + (cytomegalavirus)
Papovaviruses Cowdny type A —
Measles Cowdry tvpe A +
Yaccinia + {Guarnien bodies)
Rabies virug + (Megr bodies)

Fzowvirus

Inkluzni teliska




liv virové infekce na hostitelskou bunku

Nadorova transformace bunék

" i T




Produktivni virové infekce neni nezbytné nutna pro cytopatologii

- jiz od prvniho kontaktu viru s hostitelskou bufikou muze byt burika vazné postizena
- pl. fuze zplsobend obalenymi viry (napf. virus Sendai) nebo abortivni infekce
vedouci k aktivaci bunécné smrti




Modulace transkripce a translace v infikované bunce

- Casto rozsdhld downregulace transkripce — muze vést k umrti buriky, zméndm bunécného fenotypu nebo
transformaci

- v nékterych pripadech potlaceni transkripce nékterych specifickych gen(

- nékteré bunééné geny mohou byt vlivem virové infekce diferencialné aktivovany

- downregulace syntézy proteint obvykle diky interferenci s iniciaci tranlace mRNA (pf. poliovirus a mnohé
pikornaviry obsahuji virovou proteazu, ktera stépi bunécny protein nezbytny pro vazbu bunécné mRNA na

ribozom.
435
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Efekt na Urovni bunééné membrany

Blokovani nebo downregulace bunécnych receptort pro virus

- pr. buniky infikované ptacim sarkoma leukosis virem (ASLV) jsou rezistentni k superinfekci jinym blizce
pribuznym kmenem retroviru — infikovana burnka produkuje velké mnozstvi novych virovych ¢astic, ale i virového
obalového proteinu, ktery saturuje specifické receptory. Nicméné viry, které pouzivaji jiné receptory mohou buriku

infikovat o-Q -
.O. Subgroup A Subgroup B
s virus virus w4
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CD8+ T lymphocyte
Modulace exprese MHC molekul {G%L;F " NK cell

- infikovana burika Stipe virové proteiny,
prendsi oligopeptidy do ER, kde vytvari
komplexy s MHC I. Komplexy poté migruji k
povrchu bunky, kde jsou rozpoznavany
cytotoxickymi T-lymfocyty.

- virova infekce mlzZe downregulovat expresi .
MHC | molekul. L

=

Virus-infected
© target cell ©

Viral envelope
molecule

Y e |

© Complement

ITI Fc receptor _‘,.,,::1_.\_‘.#
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] o Cytolysis ©
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Virem indukovana bunécna smrt: apoptdza nebo nekrdza

Nekroza: mUze byt indukovana rdznymi
inzulty jako teplené poskozeni,
podchlazeni, nefyziologické pH, fyzikalni
a chemické trauma a pUsobeni virovych
proteind

-ztrata integrity bunécné
membrany a uvolnéni bunécného obsahu
do extracelularniho prostoru, coz vede k
pohlceni fagocyty a zanétlivé reakci

Apoptodza: programovana bunécna smrt
-kaskada biochemickych déju
- ,blebbing” bunécné
membrany, kondenzace chromatinu na
periferii jaderné membrany, stépeni DNA
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TUNEL assay for tissue section

— I | I DAPI TUNEL Overlay

— 1000 bp

Apoptoticka fragmentace DNA



Anti-apoptoticka efekt nékterych virovych proteind

Initiation of
cell cycle

E1A

Stabilizes

Transformed
phenotype

pbh3

-

Apoplosis

Adenovirus kdduje protein E1A, ktery nuti bunky k

déleni a stabilizuje p53, coz by vedlo k apoptdze. (19K and 55K)

Ale virus koduje dalsi proteiny, které blokuji

E1B

apoptozu.




Viry a bunécny cyklus

- mnohé viry se preferencné mnozi v bunikach, které jsou v urcité fazi bunécného cyklu
- zejména DNA viry se mnozi v S fazi bunécného cyklu

- pf. HHV8 — virové proteiny iniciuji bunécny cyklus a stimuluji proliferaci

HHVE

- stimuluji expresi cyklin( a cyklin- proteins
dependentnich kinaz a proteinu
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Shrnuti:

virova infekce muze vést ke smrti hostitelské bunky, ale cytopaticky efekt nemusi byt vzdy Cisté nasledkem
mnozeni viru (CPE mUze byt indukovan virem, aniz by dochazelo k jeho plnému pomnozeni)

vazba VAP na receptor muze spustit radu dramatickych déjd, jako fuzi bunék, apoptézu nebo signalizacni
kaskady

béhem mnozeni viru v bunce zpUsobuji nékteré viry globalni downregulaci transkripce hostitelskych genu,
exprese nékterych ale mize byt aktivovana

virova infekce muze redukovat trnalci hostitelskych mRNA

virova infekce mUze mit vliv na expresi nékterych proteinl na cytoplasmatické membrané buriky, jako jsou
bunécné receptory nebo MHC 1

burnky mohou hynout dvéma zplsoby — nekrézou nebo apoptdzou

mnohé viry zabiji hostitelské bunky aktivaci apoptdzy spisS nez nekrdzy

nékteré virové proteiny prfimo indukuji apoptdzu, zatimco jiné maji anti-apoptoticky ucinek

v nékterych pripadech je rozdil mezi virulentnim a avirulentnim kmenem dan odliSnou schopnosti vyvolat
nebo blokovat apoptozu

blokovani apoptdzy nékterymi viry muze vést k transformaci bunky



