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BIOLOGIE

VIRY

Petra Lyskova




HISTORIE

= 1877-1895 Louis PASTEUR — zakladatel mikrobiologie
= 1890 Dimitrij IVANOVSKU a Martinus BEJERINCK

" prvni virus = virus tabakové mozaiky




HISTORIE

= 1898 Friedrich LOEFFLER a Paul FROSCH

= prvni virus obratlovcu = puvodce slintavky a kulhavky
= 1901 Walter REED

= prvni lidsky virus = virus zluté zimnice
= 1915-1917 Frederick TWORT a Félix d " HERELLE E,g_f'

" viry bakterii = bakteriofagy

= 1939




Univerzita Pardubice

UVOD A HISTORIE

= 40. |éta 20. stoleti

= rozvoj kultivace virt na bunécénych kulturach

= 1978 Frederick SANGER

= sekvenace prvniho virového genomu

= 1983 Kary MULLIS
= poprvé proved| PCR

" 1983 Luc MONTAGNIER

= virus HIV-1 = puvodce onemocnéni AIDS



CO JSOU TO VIRY ?

= virologie

» od ostatnich organismu se lisi

" nejsou organizovany jako bunky, ale jako castice =
viriony

= obsahuji jen jediny typ nukleové kyseliny

" nemnozi se délenim, ale syntézou svych slozek

= v této syntéze jsou zavislé na ribozomech
hostitelské bunky
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COJSOUTO VIRY ?

= dvé etapy zivotniho cyklu

= mimo hostitelskou bunku

" metabolicky neaktivni

prenos do dalSiho hostitele

= luvnitr hostitelské bunky
= metabolicky aktivni

vystavba novych virionu




PUVOD VIRU

" tri teorie

= paralelni teorie - vznik a vyvoj paralelné s vyvojem
primitivnich bunék

= regresivni teorie - degenerované bakterie, které ztratily
vetsinu bunécnych funkci

= celularni teorie - bunécny
geneticky material, ktery se

naucil prezivat mimo
prostredi bunky




STRUKTURA VIRU

= tvar vird je rozmanity

= velikost je riznd
" nejvetsi poxviry - 300 nm

= virus chripky - 100 nm

Ve VeV V4

" nejmensi zivocCisné viry - pikornaviry - 20 nm




STRUKTURA VIRU

" nejdulezitéjsi cast - nukleoid = genom viru
= obsahuje nukleovou kyselinu
= obvykle linearni usporadani (vzacné cirkularni)

= velikost genomu DNA vir obvykle vétsi nez RNA vir(
= genom haploidni (vyjimka RETROVIRY)
= genom souvisly nebo segmentovany (rekombinace!)

Glycoprotein G1

Envelope proteins

Nucleoprotein encapside
Genomic DNA




STRUKTURA VIRU

= DNA viry
* DNA se dvema komplementarnimi vlakny (=dsDNA)
" yzacneji jednovlaknita DNA (=ssDNA)

= RNA viry
" jedinecné; I sklon k mutacim — evolucni vyhoda
" jednovlaknita RNA (=ssRNA)
= RNA s pozitivni polaritou = (+)ssRNA
= charakter mRNA, v extrahované formé infekcnil!l

* RNA s negativni polaritou = (-)ssRNA

= nutny prepis do podoby mRNA virovou RNA
polymerasou




STRUKTURA VIRU

= kapsida
= chrani nukleovou kyselinu

" sestavena z opakujicich se
bilkovinnych podjednotek = kapsomer

= kapsomery se samy prikladaji jedna k druhé a sdruzuji se
ve vysSi Utvary

" typ symetrie, podle které se ridi usporadani kapsomer

kapsida kubicka a spiralni nebo komplexni

O



STRUKTURA VIRU

= kapsida s kubickou (ikosaedralni) symetrii
" tvar pravidelného dvacetisténu (12 vrcholG a 20 stén tvaru
rovnostranného trojuhelnika)
= vetsinou kulovity vzhled, ale dvacetistéen Ilze v
usporadani vzdy odkryt
= ve vrcholech dvacetisténu byvaji pétice kapsomer, na
hranach a sténach pak jednotky Sesticlenné

%




STRUKTURA VIRU

= kapsida se spiralni symetrii
* nukleotid a kapsida se nedaji dobre rozeznat
" nukleokapsidu tvori zavitnice vlakna nukleové kyseliny
tésné oblozena bilkovinnymi kapsomerami
» vzhled dutého valce pripominajiciho hadici vysavace




STRUKTURA VIRU

= kapsida s komplexni symetrii

= pokud nelze priradit k predchozim modelim
" napr. bicikaté bakteriofagy - hlavicka je stavéna na

zakladée kubické symetrie, bicik ma symetrii spiralni




STRUKTURA VIRU

* nukleoid + kapsida = nukleokapsida

= viriony nejjednodussich virt — holé nukleokapsidy =
tzv. neobalené viry (PAPILOMAVIRY)
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STRUKTURA VIRU

= obalené viry - nukleokapsida ulozena ve virovém obalu
(FILOVIRY)
» obal = lipidova dvojvrstva obsahujici glykoproteiny

= glykoproteiny - rada zakladnich funkci




CHEMICKE SLOZENI VIRU

" virovy genom - nukleova kyselina (DNA x RNA)
= virove glykoproteiny
= obalové lipidy viru

" viroveé proteiny

= strukturalni — tvori nukleokapsidu

» nestrukturalni — enzymy nebo proteiny s regulacni funkci

= neuraminidasa, DNA polymerasa /////
]

= reverzni transkriptasa /%




INAKTIVACE VIRU

» odolnost vird zavisi na jejich stavbé a na charakteru
prostredi

" neobalené viry
= odolnéjsi vuci zevnimu prostredi

= prenos infekce mlze byt kromé
primého kontaktu se zdrojem nakazy
také kontaminovanymi predmety,
vodou nebo potravou

= odolavaji kyselému pH zaludku



INAKTIVACE VIRU

" obalené viry
= citlivéjsi z fyzikalnim a chemickym vlivim

= prenasi se primym stykem se zdrojem nakazy

" prostredi s bilkovinami

= teplota
» UV aionizujici zareni

= vysychani

THERE Is sTILL

" 8.
N T YOURSELF.

= chemické prostredky
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MNOZENI VIRU

" striktné intracelularni parazite

" viry se mnozi ve vnimavych
(permisivnich) bunkach
" reprodukcni cyklus
= adsorpce na povrch vnimavé bunky

= penetrace = vstup do bunky

" obnazeni genomu

= replikace virového genomu

» transkripce a translace strukturalnich proteinu

maturace a uvolnéni virionu



FAZE ADSORPCE

" determinanty na povrchu viru (ligandy) + s receptory
Na CytO plasmatICké Influenza A virus infects a host cell

membrané hostitelské bunky

= chripkové viry + receptory ) » euraminicase

- Hemagglutinin

sousedicich erytrocytu —

Glycan chain of
host cell

hemaglutinace

Membrane of host
cell

Protein

= pocet specifickych receptort
na jedné burnce ~ 10%-10°




FAZE ADSORPCE

= pfitomnost nebo nepfritomnost receptoru na povrchu
hostitelské bunky — tkanovy nebo organovy
tropismus

» rychlost adsorpce je rtzna

" viry vyuzivaji za receptory povrchové struktury
slouzici hostitelské bunce k vazbé hormonu .....

= dveé faze

= nespecificka — vratna; elektrostatické sily rozdilnych
naboju na povrchu viru a hostitelské bunky

= specificka — nevratna; zapojuje se postupné vice
receptory ze strany viru a bunky
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FAZE PENETRACE

" translokace (neobalené viry)

= celé viriony prochazi pres membranu

* endocytdza (obalené i neobalené viry)

= aktivni pohlceni virionu bunkou — vezikuly v cytoplasmé

= pfima fuze (obalené viry)

= splynuti s bunécnou membranou

[ W WE WY W,



OBNAZENI GENOMU

" Uplné nebo castecné odstranéni kapsidy
" nutné pro zahajeni transkripce virové nukleové kyseliny

" probiha

= ve vezikulach
" v cytoplasmé
" v jadre
= virus se ,ztraci” =
faze eklipsy



REPLIKACE GENOMU

" virova nukleova kyselina se podridi metabolismu bunky
" vznikd 1 virionU — identické s infikujicim virem
" proces ve dvou etapach

= replikace virového genomu

= transkripce mRNA s naslednou tvorbou proteint

= prUbéh zavisi na

(D«

= typu NK, poctu vlaken, celistva vs. segmentovana form

= |inearni vs. cirkularni formé genomu

= schopnost reverzni transkripce



MATURACE A UVOLNENI

" neobalené viry
» strukturalni proteiny migruji do mista replikace genomu
" spontanné asociuji - kapsida obsahujici NK
* hromadéni v cytoplasmé nebo jadre -lyza - uvolnéni
= obalené viry

" nabyvaji obal i povrchové glykoproteiny prostupem
pres bunécné membrany (jadernou nebo cytoplasmatickou)

" unik mezibunécnymi kanalky; exocytoza

///
" nemusi dojit k poskozeni buriky ////

%
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VIROVA GENETIKA

= bodové mutace, inzerce, delece

" spontanni mutace
= 1 mutanta na milion ostatnich virQ

" nepresna cinnost virovych polymeraz (hlavné u RNA
vird)

" retroviry - v kazdé kopii genomu nékolik mutaci -
kvazispecies = smés virovych variant

" imunologicky tlak hostitele = selekce biologickych
variant viru

= indukované mutace /////
" Ucinkem ionizujiciho zareni, chemikalii /%
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VIROVA GENETIKA

= zmény fenotypu v disledku mutaci

» termosenzitivni mutanty (vakciny)

" mutanty s rezistenci k antivirotikim

= deficit venzymovém vybaveni viru (vakciny)

" mutace zpUsobujici atenuaci vira = ztrata virulence

= antigenni drift - vznik novych antigennich variant

Copyright & The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Mutation #1
Result
of Mutation #2

ANTIGENIC DRIFT
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VIROVA GENETIKA

" rekombinace - vymena genetického materialu mezi
genomy dvou vird

= ¢asty u DNA vir(
= zvySeni virulence

" reassortment -
vymena genetického
materidlu U vird se .o
segmentovanym genomem

" viry chripky — antigenni shift — vznik novych
antigennich variant



VIROVA GENETIKA

" komplementace

= doplnéni chybéjiciho nebo defektniho genového
produktu od jiného nedefektniho viru (poskytne enzym
nebo strukturalni protein)

= virus hepatitidy B + delta virus (virus hepatitidy D)
" interference

= zabrana mnozeni jednoho viru virem druhym

" soutézeni o receptory, ribosomy

" interferovat mohou také defektni viriony nebo
interferon
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VIROVA GENETIKA

" genova terapie

= vnaseni terapeutickych genl do postizenych bunék

" cilem je |é¢ba onemocnéni (cysticka fibréza, maligni
onemocnéni, AIDS ....)

= vektor = virus, u kterého jsou
geny podminujici virulenci
nahrazeny terapeutickymi geny

" problém virovych vektor(
= imunogennost
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INTERAKCE VIRUS - BUNKA

" vnimava = permisivni vs. nevnimava bunka

= produktivni infekce

= |yticka infekce — probiha kompletni zivotni cyklus viru -
bunka hyne (bunécna kultura — cytopaticky efekt)

= perzistentni infekce — viriony se tvori, ale bunka neni
poskozovana

a) Untreated vero cell line (40 x)



INTERAKCE VIRUS - BUNKA

" neproduktivni infekce

= |atentni infekce
= obvykle bez klinickych priznakd,
= viriony tvoreny pouze v urcité fazi infekce < podnét
= genom viru udrzovan v hostitelské bunce
= hostitelska bunka preziva a déli se
» transformuijici infekce - zmeény vlastnosti bunék
(morfologie, antigenni vybava, karyotyp ...) + poruchy
regulace bunécného déleni - nekontrolované déleni

= abortivni infekce — virus pronikne do bunky, ale
netvori se kompletni viriony
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VIRUS A HOSTITEL

= prubéh infekce zavisi
= virulenci kmene
= kvantitativni vyjadfeni patogenity

» infekcni davce

= ystupni brané
* stupni vnimavosti (odolnosti) hostitele

= nespecificka odolnost: geneticka vybava, vék, pohlavi,
stupen stresu, hormonalni faktory .....

= specificka odolnost: pfirozena o. - predchozi infekce 7/////
7

stejnym kmenem viru, ziskana o. - ockovani %




VIRUS A HOSTITEL

* infekce inaparentni (bezpriznakova)

" infekce manifestni
= klinicka forma - vSechny typické projevy
= abortivni forma - jen nékteré charakteristické projevy

= subklinicka forma - pouze nespecifické projevy

" podle rozsahu rozliSujeme
* |okalni infekce - ohranicena, bez hematogenniho Sireni

= systémové infekce - postihuje radu organu a tkani

= generalizované infekce - hematogenni sireni,
nespecifické projevy




VIRUS A HOSTITEL

= pokud nejsou viry odstraneny, infekce pretrvava
» chronicka infekce — provazena klinickymi priznaky

= perzistentni infekce — nejsou klinickymi pfiznaky, ale v

organismu lze prokazat virus

= |atentni infekce — béznymi technikami virus v organismu

neprokazeme

= posledni dva pripady = rovhovaha mezi hostitelem a

virem <> poruseni rovnovahy - aktivace



PATOGENEZE VIROZ

= vstupni brany
» sliznice dychaciho traktu

® sliznice zazivaciho traktu

= kiize s podkozim

* placenta - kongenitalni infekce
= Sifeni vird v organismu
= 7z bunky do buriky
" lymfatickymi cestami
" nervovou cestou

krvi




PATOGENEZE VIROZ

= Sireni viru krvi
" primarni virémie — Sireni od mista vstupu do vnitrnich
organu (jatra, slezina, kostni dren)

» sekundarni virémie — Sireni do cilovych organu (CNS,
kGze, velké Zlazy, svaly véetné srdecniho)

" infekce generalizuje

= vyluCovani viru z hostitele N
= sekrety respiracniho traktu a sliny
= stolice, moc

" poskozena pokozka
" krev



OBRANA HOSTITELE

" nespecificka rezistence

" nevhimava bunka

" bariéry

" makrofagy

= NK bunky

" interleukiny 1a 2
" virové inhibitory
" interferon

" zvysSena teplota

zanet



VIROVE ANTIGENY

" nestrukturalni antigeny — virem kodované enzymy

= strukturalni povrchové antigeny
= proteiny zevni ¢asti kapsidy neobalenych virQ
= glykoproteiny obalenych virQ

= vysoce specifické - rozliSeni jednotlivych sérotypd,
podtypu, kmenu

= protekcni protilatky pretrvavaji
radu let (i cely Zivot)




VIROVE ANTIGENY

" strukturalni vnitfni antigeny
= proteiny a nukleoproteinové komplexy nukleoidu, resp.
nukleokapsidy
= méné specifické (spolecné vsem virim urcité skupiny)
= hladina protekcnich protilatek se po prodélané infekci
do nékolika sicﬁ vytrati

Fiber

Penton base I

Protease

Protein Wl

Protein IX

Core proteins
(VI and )
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OBRANA HOSTITELE

" specificka imunita — protilatky:

= Ab proti povrchovym Ag neutralizuji infekcnost viru

= Ab proti virovym Ag na povrchu bunky umoznuji lyzu
napadenych bunék vlivem komplementu a NK bunék

normal cell with I

cross-reacting
“self” epitope
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OBRANA HOSTITELE

A\
" specificka imunita — protilatky: \'f; ——

imunitni reakce - tvorba IgM - IgA - 1gG
IgM

IgM — velké - Spatné pronikaji do tkani;

s viriony tvori stabilni komplexy; ochrana
nékolik mésicu
IgA — na sliznicich; ochrana obvykle nékolik

let

IgG — nejvyznamneéjsi, u generalizovany
infekci; ochrana obvykle celozivotni

orenos protilatek z matky na dité pri kojeni
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OBRANA HOSTITELE

" specificka imunita — bunécna imunita:

= dulezitéjsi nez protilatkova
" namirena proti antigenné zmeneénym bunkam

= cytotoxické Tc lymfocyty (CD8*)

& Cell expresses
viral anfigens

Virus infects cell ; .t

ry -

I - {t‘! t‘-' -"!'I
Infected cell is killed by cytotoxic T cell

by activation of nuclease that cleaves
hest and viral DHA




OBRANA HOSTITELE

Cytokines and NK cells combine to Protilatkova odpovéd’ na virovou infekci
provide early defense against virus infections Reinfection
TNFy T cell killing ¢
IL12 NK cell antibody
killing "
a. .'E IgeG
:
g
B
£
@
| 1 I 1 I 1 I 1 I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

time after viral infection (days)




OBRANA HOSTITELE

" virus vs. obranny systém hostitele:
" inhibice NK bunék
= zasah do pusobeni cytokint
= zabrana apoptozy
= rychlé pomnozeni — imunitni reakce se nestaci rozvinout
= antigenni promeénlivost
= zasah do procesu prezentace antigenu

» vysledkem popsanych procesu je ukryvani viru v

bunce, navozeni tolerance az potlaceni imuni %
]

— latentni a perzistentni infekce g/// 7




PATOLOGICKE ZMENY

" mistni priznaky:
" postizeni bunéek ve vstupni brané nebo v cilovem organu
" poskozeni jaternich bunék u virovych hepatitid

" smrt nasledkem poskozeni bunék ve vitdlné dualezitém
organu

= celkové priznaky
" smrt nasledkem masivnim pomnozeni viru v organech

" oslabeni odolnosti — vicecetné infekce
® 73nétliva reakce hostitele

= ykladani imunokomplexu
= qutoimunitni procesy



PREVENCE, PROFYLAXE, TERAPIE

= agktivni imunizace = ockovani
= @spolehlivy, dlouhodoby Gcinek

= Dopozdény, Uzce zaméreny

= 7ivé oslabené (atenuované) vakciny

= vakcina proti Zluté zimnici, prenosné détské obrné

" inaktivované vakciny - celovirionové, subjednotkové
= vakcina proti chripce, hepatitide typu A

= rekombinantni vakciny

= metody genetického inzenyrstvi

= vakcina proti hepatitide B



PREVENCE, PROFYLAXE, TERAPIE

® pasivni imunizace

" B okamzity nastup ucinku "

= Okratkodoby, uzce zaméreny

" zvireci antiserum — profylaxe vztekliny
" |idske imunoglobuliny — profylaxe hepatitidy typu A
" rekonvalescentni plasma —hemoragicke horecky

" nespecificke posilovani odolnosti

" interferon, induktory interferonu, imunomodulatory

" antivirotika



ZMENY OVLIVNUJICI VIRY

= yztah virus vs. hostitel = rovnovaha (adaptace)

" prirozeny vybér vede k preziti rezistentnéjsich hostitel(
a méné virulentnich variant viru

" zmeény prostredi narusuji snahu o dosazeni rovhovahy
" vyznam virovych nakaz nadale poroste

= od 80. let 20. stoleti pandemie HIV/AIDS
= od 90. let 20. stoleti opakované epidemie virem Ebola
= rok 2003 - pandemie SARS novy virus SARS-CoV

= bioterorismus /////
. sKterych virovych nkek B | b

eradikace mozna pouze u nekterych virovych nak




VLASTNOSTI VIRU - SHRNUTI

BAKTERIE VIRY

> 300 nm +

Rust na umglych

pidach ¥
Binarni d éleni +
Ribosomy +
Metabolismus +
Citli_vc_)st_ na N
antibiotika

\ B
\



ODKAZY

= Slide 1-Virus chiipky: https/ S www . drugdevelopment-technology.comy/projects/t705/images/1-influenca-virus.jpg

= Slide 2-Virus tabdkové mocaiky — list: http:/fwww.apsnet.org/edeenter/intropp/lessons/viruses/Article% 20lmages/TobaccoMosaic0d.pa
= Slide 2,13-Virus tabdkové mocaiky: http://ipkenjau.cdu.cn/spwswx/imebank/tuku/Tobacco%20Mosaic 20Virus% 2 0(TEM % 20x376 2000 pe

= Slide 2-Virus tabdkové mocaiky — schéma: hitp://mrsecowisc.edu/Edete/technologist/thurmbnails/Matt/Virus diagram.pg

= Slide 3-Bakteriofdgy: http://static.newworldencyclopedia.org/3/37/Tdbacteriophage.jps
= Slided-HIV: hitp:/fwww iavork.com/Images/2008/2-28-08/HIV Budding Wellcome.[pg

= Slide 5-Virus: http://t0.estatic.com/images?q thn:SLKAPOqt-cou7 Mihttp:/fwww acus.ore/files/images/virus-pendrive. jpadt 1

» Slide6,22- Zivatnicyklus HIV:hitp://ime.thebody.com/hivatis/life_cycle lg.ipa

= Slide7-Léceni viru: http://Th5 . gepht.com/ ahmprywbwqo/SWoXG ffpll/AAAAAAAAALM/ThawYylad 7Y/ M E5BUNSETHSD. [pe imamax 800
= Slide8,16-Ebola virus: http://esciencenews.com/files/images/201005203122520.ipa

= Slide 8-T4 hakteriofdg - x55,065: http://denniskunkel.com/images/Stocklmages/lmages 01/58579A.pg

= Slide8-Herpes simplex virus - x23,280: http://denniskunkel.com/images/Stocklmages/Images 01/11454A.pe

= Slide9-Nesegmentovany genom — linedrni: http:/feducation.expasy.org/images/Globuloviridac virion.jpg

= Slide9-Segmentovany genom: http:s/feducation.expasy.org/images/Cmaravirus virion.jps

= Slide 12-lkosaedr: http://www.microbiologybyles.com/introduction/sraphics/icosanim.aifl

= Slide 12-Priklad ikosaedrdlni struktury — hakteriofdg @X174: http://www.microbiclogybytes.com/introduction/graphics/phix.pg

= Slide 12-Fothalovy mi¢: http:/fwww.ovsestudy.co/wp-content/foto/fothal/fotbalovy mic.aif

= Slide 13-Helikdlni struktura: http:/fupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/archive/6/6d/200501310759361Tobacco mosaic virus structure.png

= Slide 14-Bakteriofdg: http://wpcontent.answedn.com/wikipedia/commeons/thumb/4/4a/PhageExterior.sve/300px-Phagebxterior.sva.png

= Slide 14-TEM of T4 bacteriophage virus,head, tail and tail fibres shown x63,000: http://cache3.asset-cache.net/xc/BB8070-
001.jpetv 1&c NewshMaker&k 2&d FEBS107058D53DF52B1IE7ECSE2AL3IFEAGRBDFODIE351748B669E2077841A325C2CE30ATE0B0ODE11297

= Slide 15-Papillomavirus: http:/fwww.sciencephotolibrary.co.uk/images/showFullWatermarked. html/MO501162-Papillomavirus virions, TEM-
SPL.pgdid 770501162
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