Nestaci védét, védéni se musi pouzit.
Goethe

Tento ucebni text je urCen pro studenty biologickych oborli a je zaméfen na
problematiku obecné virologie. Neklade si za cil shrnout a podrobné popsat
vSechny poznatky o virech, ale klade duraz na vysvétleni zakladnich virologickych

pojmu a objasnéni postaveni virt v pfirodé.
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1 uvoD

Virologie je véda o virech a jejich interakcich s hostitelskymi burkami,
organismy a spoleéenstvy organismui. Studium nesmirné variability existence
Zivota vedlo k objevu nebunéénych forem Zivota, vyznamné se odliSujicich
od forem bunécnych. Nebunélné organismy predstavuji specialni klasifikacni
problém, ponévadz se nedaji zaradit do zadné z péti fiSi organisml: Monera,
Protista, Fungi, Plantae a Animalia. Nejedna se o Zivé organismy v pravém slova
smyslu, jejich existence neni totiz zaloZzena na existenci bunky, ktera muze
predstavovat cely organismus nebo je jeho zakladnim stavebnim prvkem. Zivotni
projevy nebunéénych forem Zivota nejsou myslitelné bez interakci s hostitelskou
bunkou. Tyto mikroorganismy nemaji vlastni metabolicky aparat a také nejsou
schopné ukladat volnou energii. Nicméné mame Fadu dlkazi o probihajici
(mikro)evoluci v populacich virll a viroidl, o jejich proménlivosti a schopnosti
adaptace. Také existence vlastni nukleové kyseliny', schopné atakovat bufiku a
casteCné nebo UpIné prevzit fizeni bunéCnych mechanisml s cilem syntetizovat
nové identické virové castice, nam umozZniuje povazovat je po dobu jejich
reprodukce v bufice za Zivé mikroorganismy. Jedna se o viry, viroidy, satelity’ a
priony. Vzhledem k historii jejich poznavani i konkrétnim Zivotnim projevim a
metodam vyzkumu jsou tyto nebunéné mikroorganismy studovany v ramci

virologie.

e Viry jsou submikroskopicti obligatni intrabunééni parazité obsahujici ve své
nukleové kyseliné komplex genetickych informaci nezbytnych pro nezavislou
reprodukci v hostitelskych bunkach.

e Viroidy jsou nejmenSi znamé patogeny (infekéni agens vyvolavajici
onemocnéni), pfedstavované nahou jednovlaknovou RNA (o velikosti 246 - 375
bazi) bez schopnosti kédovat proteiny, které by mohly tvofit plast.

o Satelity (satelitni viry, satelitni nukleové kyseliny) jsou sub-virova agens
skladajici se z molekul nukleovych kyselin, jejichz reprodukce je zavisla na ko-
infekci hostitelské buriky pomocnym virem.

! Vyjimkou mohou byt dosud malo prostudované priony.
? Mezi satelity fadime satelitni viry a satelitni nukleové kyseliny.



e Priony jsou infekéni agens skladajici se pouze z proteinl a jejich existence je
s nejvetsi pravdépodobnosti spojena s jadernymi geny hostitelské buriky.

PfestoZe viry a dalSi sub-virové Castice jsou v tomto ucebnim textu pfedstaveny
jako patogeny, tj. Skodlivé mikroorganismy, pomohly vyfeSit i fadu védeckych
otazek a staly se soucasti fady uspésnych biotechnologii. Viry jsou vynikajicim
genetickym modelem: jejich genom je ve srovnani s ostatnimu organismy maly,
jednoduchy, viry se rychle reprodukuji a vytvareji velké populace na malém
prostoru. Viry se staly zakladem vektort, které mohou dopravit cilené cizi
genetickou informaci do rostlin i Zivocichl. Virové vektory hraji vyznamnou ulohu
pfi vyvoji genovych terapii. Na bazi virl byly pfipraveny klonovaci a expresni
vektory a virové vektory slouzici pro pfipravu genovych knihoven. Viry mohou byt
pouzity k produkci proteinl. Podafilo se také pfipravit komeréné uspésné
insekticidy na bazi virl napadajicich hmyz. Viry jsou rovnéz zdrojem reverznich
transkriptaz (AMV, Avian myeloblasty virus;, MuMLV, Murine moloney leukemia

virus).



2 HISTORIE VIROLOGIE

Z pohledu historie mizeme vyzkum vird a chorob jimi vyvolanych rozdélit do t¥i

etap.

e Vprvni etapé nebyly viry jako puvodci chorob znami, byly studovany pouze

projevy chorob.

e Druha etapa zacCala objevem infekéni virové €astice (Dmitrij lvanovskij,
1892).

e Treti etapa je spojena s vyuzitim metod rekombinantni DNA a genovych

manipulaci ve virologii (pfelom padesatych a Sedesatych let minulého stoleti).

Virové choroby byly studovany cela stoleti pfed tim, nez byly viry objeveny. JiZ na
sklonku prvniho tisicileti byly zaznamenany pfipady epidemie pravych nestovic.
Tehdy Ciflané nevédomé pouzili tzv. variolace® k ochrané lidi. Obsah vysu$enych
puchyfk( vyvolanych virovou infekci michali s rozsivkovou zeminou a vtirali do
kGze zdravych jedincu a vyvolavali tak umélou infekci, ¢asto se slabSim prib&éhem
spojenym s navozenim imunity. Pozdéji, po roce 1790, anglicky Iékaf E. Jenner
pozoroval, ze dojicky Casto trpi mirnou formou neStovic pfenesenych z krav a
prodélani takové choroby je pak chranilo pfed nebezpecnymi pravymi nestovicemi.
E. Jenner tak objevil princip vakcinace, kdy protilatky vytvofené proti malo
Skodlivym kravskym nes&tovicim jsou schopné inaktivovat pfibuzny virus pravych
nestovic. Na védecké urovni pak rozpracoval a prakticky aplikoval vakcinaci az
L. Pasteur (1984), ktery objevil napfiklad i vakcinu proti vztekliné. K vakcinaci

pouzil extrakt z michy kraliki uméle infikovanych vzteklinou.

Az do 19. stoleti se v8ak v8echna pozorovani zabyvala chorobou a na existenci
infekéniho agens se usuzovalo jen nepfimo, a to podle pfenosu a Sifeni infekce.
Na pocatku 19. stoleti se nékolik skupin védcl snazilo objevit plvodce infekéni
choroby tabaku vyvolavajici chlorotické mozaiky na listech. Zjistilo se, Ze se

nemuze jednat o bakterie, které bylo mozné z homogenatu spolehlivé zachytit

? Variola major — pravé nestovice.



(odfiltrovat) pomoci porcelanovych filtri. A. Mayer se domnival, ze muze jit o
,zvlastni enzymy“. V roce 1892 D. Ivanovskij objevil virus mozaiky tabaku a
dokazal, Ze chorobu rostlin mize vyvolat organismus menSi nez bakterie.
Obdobné experimenty dokazujici existenci mensich infekénich ¢astic nez bakterie
provadél paralelné i Holandan M.W. Beijerinck, ktery vSak své vysledky publikoval
az v roce 1898. Nasledovalo obdobi nalézani novych a novych plvodcu chorob
mensSich nez bakterie. V roce 1898 F. Loffer a P. Frosch prokazali, Ze slintavka a
kulhavka skotu jsou rovnéz vyvolavané organismy menSimi nez bakterie. O Ctyfi
roky pozdéji W. Reed a J. Carrol filtraci infekéni krve potvrdili, Ze v komarovi

Aedes aegypti mize sidlit plvodce Zluté zimnice.

Velmi vyznamny je objev P. Rouse, ktery v roce 1911 zjistil, Ze viry nejsou pouze
infek&nimi pavodci chorob, ale u zivo€ichu i ¢lovéka mohou rovnéz vyvolat tvorbu

nadoru.

Rozvoj obecné virologie byl spojen s objevem bakterialnich virG (bakteriofagl)
F.W. Twortem a F.H. d'Herellem ve dvacatych letech tohoto stoleti, které se staly
velmi dobrym modelem pro studium Zzivotnich cykl vird a interakci virus - burika.
Tkanovych kultur pro mnozeni zivociSnych vira poprvé pouzil F. Parker v roce
1925.

Dulezity meznikem pro rozvoj virologie byl rok 1933, kdy W.M. Stanley ziskal Cisty
virus mozaiky tabaku z extraktu infikovanych rostlin a zjistil, Ze purifikovany virus
mize krystalizovat. W. Stanley z toho usuzoval, Ze viry jsou spiSe chemické
slou€eniny nez Zivé organismy. K jeho pfekvapeni vSak tyto krystaly byly schopné
infikovat rostliny. Domnival se, Ze virus je enzym, ktery mize pomnozovat sam
sebe. Ve stejné dobé provadéli podobné pokusy i skotsti badatelé N.W. Pirie a
F.C. Bawden, ktefi oznacili za nejdllezitéjsi slozku purifikovaného viru nukleovou
kyselinu. Pfredstihli tak svou dobu, kdy jako jedni z prvnich naznacili mozné spojeni

zivotnich projevl s existenci nukleové kyseliny.

M. von Ardenne a E. Ruska v roce 1939 jako prvni pouzili k pozorovani viru
elektronového transmisniho mikroskopu. V stejné dobé E.N. Pavlovskij studiem
klistové encefalitidy poloZil zaklad pro vytvofeni teorie o pfirodnich ohniscich

virovych nakaz.



S nastupem Ctyficatych let zaCinaji pfevladat vysledky experimentalnich obord nad
Cisté popisnym pozorovanim virl. V roce 1941 G.K. Hirst popsal aglutinaci
Cervenych krvinek virem chfipky. Hemaglutina¢ni reakce se stala na dlouhou dobu
zakladem diagnostiky vird schopnych vyvolat tuto aglutinaci ¢ervenych krvinek.
Vyznamnym  krokem byl objev genetické rekombinace bakteriofagl

M. Delbriickem a A. Hersheyem v roce1946.

R. Dulbecco zavedl v roce 1952 do virologie plakovou metodu u vird
vyvolavajicich cytopaticky efekt na vnimavych burnkach, umoziujici pocitat infekéni
virové castice. Ve stejné dobé A.D. Hershey a M. Chase dokazali, Ze pfi infekci
bunék bakteriofagem pronika dovnitf jen jeho nukleova kyselina, a o rok pozdéji
jednoznacéné potvrdili, Ze nukleova kyselina je nositelem genetické informace virQ.
V roce 1956 H. Fraenkel-Conrat a R. Williams (souCasné A. Gierer a
G. Schramm) prokazali infekénost nukleové Kkyseliny viru mozaiky tabaku.
A. Isaac a J. Lindemann v roce 1957 prokazali spojitost tvorby interferonu
s virovou infekci a rovnéz objasnili fenomén interference pfi virovych infekcich.
Poznat strukturu virového plasté a jeho podjednotek umoznil objev negativniho
barveni S. Brennerem a R.W. Hornem v roce 1959, které rozsifilo vyuZiti

elektronové mikroskopie pfi studiu vird.

Sedmdesata léta jsou spojena s nastupem a rozvojem genetiky, biochemie a
molekularni biologie. Ve virologii, snad vice nez v jinych védeckych disciplinach,
hraji tyto metody kli€ovou roli, a to nejen pfi studiu vird a dalSich nebunéénych
mikroorganismu. Viry se brzy stavaji vyznamnym genetickym a molekularné-
biologickym modelem. V roce 1967 J.R. Kates a B.R. McAuslan prokazali
pritomnost RNA polymerazy v purifikatu viru pravych nestovic. Velky vyznam, a
nejen pro virologii, mél pozdéji objev D. Baltimora a H.M. Temina, ktefi v roce
1970 nezavisle na sobé& objevili reverzni transkriptdzu. M.F. Jacobson a
D. Baltimore v roce 1968 popsali translaci genomické RNA poliovirli. RNA sestfih
byl pak objeven v roce 1977 A.J. Bergem a P.A Sharpem pfi studiu replikace
adenoviru. D.A. Jackson, R.H. Symons a P.A. Berg v roce 1972 dokazali zaclenit
do DNA viru SV-40 geny faga lambda a galaktdzovy operon Escherichia coli a

otevreli tim nové moznosti vyuziti vird pro genové inZenyrstvi. Az v roce 1983 byla
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pak publikovana prvni Uplna sekvence bazi DNA bakteriofaga A (48 502 paru bazi).

Devadesata léta jsou doslova informacni explozi objashujici postupné jednotlivé
kroky zivota vird na molekularni arovni. Pfesto fada vlastnosti a projevd virl dosud
zustava neobjasnéna nebo dokonce neobjevena a zustava zde prostor, ve kterém

muze kazdy uplatnit své schopnosti a zajem o védu.

Metodologicky rozvoj virologie a mikrobiologie vedl k objevim novych
nebunécnych (subbunécnych) infekénich agens. S.B. Prusiner v roce 1979
oznacil nékteré dfive popsané nekonvencni viry vyvolavajici “pomalé” virové
infekce za priony. Pozdéji, v roce 1983, T.O. Diener odliil od vird viroidy

vyvolavajici choroby rostlin a tvofené pouze malymi RNA bez proteinového obalu.

Z uvedeného historického pfehledu o vyvoji virologie je zfejmé, Ze se jedna o
rychle se rozvijejici védeckou disciplinu stale vice a vice multidisciplinarniho
charakteru prolinajici se pfedevsSim s genetikou, biochemii a molekularni biologii.
Je vhodné si uvédomit, Ze virologie je zaméfena velmi prakticky do oblasti
humanni a veterinarni mediciny, pfipadné rostlinolékarstvi. Velky podil svého
védeckého potencialu sméfuje na feSeni praktickych virologickych otazek mezi néz

patfi:

Kde jsou pfirozena ohniska vyskytu vir(?

Za jakych podminek dochazi k jejich Sifeni a ke vzniku epidemii?

Jaky je vztah patogena a hostitele?

Jak mizeme omezit negativni vliv pdsobeni vir(?

11



3 VLASTNOSTI VIRU A JEJICH KLASIFIKACE

Termin “virus” byl dlouhou dobu synonymem pro jed “poison”. BEhem 19. stoleti se
jeho vyznam rychle ménil. Nejdfive se stal oznacenim pro “mikroba”, pozdéji jej
zacal L. Pasteur pouZzivat pro obecné oznaceni infekéniho agens (infekCni ¢astice).
V osmdesatych letech 19. stoleti, s rozvojem kultivace bakterii a hub na zivnych
mediich v aseptickych podminkach, konstrukci novych vykonnéjSich optickych
mikroskopu a vyvojem bakterialnich filtr(i, se zuzil obsah pojmu virus na oznaceni
infekEnich agens mensich nez bakterie, a to tzv. “filterable viruses” - filtrovatelnych

(ultramikroskopickych) vira.

Vlastnosti virl jsou uréeny genetickou informaci nesenou virovym genomem. Tato
geneticka informace se dédi z generace na generaci a zejména v pripadé RNA
vird vykazuje vysokou proménlivost. DalSi vyznamnou vlastnosti vird, ktera je
vlastni vSem zivym organismum, je schopnost adaptace. Virové funkce vSak
nejsou aktivovany mimo buriku, viry nemaji svij vlastni metabolicky aparat a

nejsou schopny uchovavat volnou energii.

3.1 Klasifikace viru

| kdyZ se to na prvni pohled nezda, viry pfedstavuji velice heterogenni skupinu
mikroorganismu. Projevuje se to nejen obrovskou Sifi hostiteld od bakterii, sinic,
fas, prvokd, rostlin az po obratlovce, ale i jejich velkou strukturalni variabilitou a
reprodukéni strategii. V elektronovém mikroskopu muzeme pozorovat virové
Castice nejriznéjSich tvart a velikosti, a to od nejjednodussich kubickych virl o
priméru 20 nm (Picornaviridae), jako napfiklad Human parvovirus B19, az po
slozené velké viry (Poxviridae), jako je virus pravych nestovic (Variola virus), ktery
ma tvar hranolu o hranach 180 x 250 x 350 nm. Stejné variabilni je i struktura jejich
genomu nesouciho od jednoho az po nékolik desitek gent, genomu jednoduchého
nebo slozeného, genomu tvofeného DNA nebo RNA nejrliznéjsi topologie a
polarity. Kvirim s nejvétSimi Casticemi a genomem patfi zastupci Celedi
Mimiviridae, jejichz Castice dosahuji velikosti 400 az 800 nm a genom ma cca
1 180 kb.

12



Existence velkého poctu virovych druhi schopnych infikovat vSechny znamé
bunécné organismy si vyZadala jejich systematické roz€lenéni. O vytvofeni prvniho
taxonomického systému se pokusil v roce 1948 rostlinny virolog F.O. Holmes,
ktery vytvofil umély systém zaloZeny na popisu projevl chorob a okruhu hostitelt a
navrhnul latinské pojmenovani jednotlivych taxonl. RozliSoval viry bakterii
(Phaginae), rostlin (Phytophaginae) a zivocicht (Zoophaginae). V roce 1962 byl na
zasedani ‘Provisional Committee on Nomenclature of Virus® dan zaklad pro
vytvofeni LHT* klasifikace virQi na zakladé chemickych a fyzikalnich charakteristik
virG (napf. typ nukleové kyseliny, symetrie kapsidy, poCet kapsomer, pfitomnost
lipoproteinového obalu (envelope), velikost virionu). Vroce 1971 D. Baltimore
rozdélil viry do 7 skupin podle zpusobu syntézy mRNA. Jednalo se prvni rozdéleni
vird podle jejich reprodukéni strategie. Az vroce 1991 byla na Mezinarodnim
mikrobiologickém kongresu v Moskvé z iniciativy tfi vyznamnych virologu
A. Lwoffa, RW. Horneho a P. Tourniera zaloZzena Mezinarodni komise pro
nomenklaturu vird (pozdéji pfejmenovana na Mezinarodni komisi pro taxonomii
vir(, International Committee for Taxonomy of Viruses, ICTV). Vedly se
diskuse, zda stovky druh( virG infikujicich vSechny Zivé organismy maji tvorit
jednotny systém. Jako obecna kritéria pro tvorbu systému byly pfijaty nasledujici
vlastnosti viru:

e typ a organizace virového genomu (typ nukleové Kkyseliny, pocet

genomickych segmentu, polarita virového genomu),
e struktura virionu (symetrie proteinového plasté, pritomnost nebo
absence vnéjsiho liproteinového obalu),

e reprodukéni strategie viru.

Podle zpravy ICTV (2005) byly definovany a jsou i prakticky vyuzivany tyto
taxonomické jednotky: fad (order), celed’ (family), podceled’ (subfamily), rod

(genus) a druh (species).

Pokud nebereme v Uvahu detaily, mizeme fici, Ze virologie prakticky vyuZziva

nasledujicich taxonu.

* LHT — nazev klasifikace virt odvozen od jmen autor: Lwoff, Horne a Tournier.

13



Rad je reprezentovan skupinami virovych éeledi stejné obecné charakteristiky,
ve které se lisi od jinych fadu a Celedi. Jedna se o nasleduijici vlastnosti:
o chemické slozeni virionu (biologicka a biochemicka funkce slozek),
o replikaéni strategie viru,
o struktura virové Castice (symetrie proteinového plasté, pfitomnost
nebo absence vnéjSiho liproteinového obalu),

o) organizace genomu.

Celed je reprezentovana skupinami virovych rodi stejné obecné
charakteristiky, ve které se liSi od jinych Celedi. Pro zafazeni do fadu a Celedi
jsou rozhoduijici:

o chemické slozeni virionu a funkce jednotlivych slozek,

o replikaéni strategie viru,

o struktura virové Castice,

o) organizace genomu.

Rod je reprezentovan skupinou virovych druh( stejné obecné charakteristiky,
ve které se liSi od jinych rodu. Kritéria pro stanoveni rodl se liSi mezi
jednotlivymi Celedémi. Obvykle se jedna o strukturalni, genetické a biologické

odliSnosti (napf. pfenos/Sifeni, identita virovych produkt().

Druh je zakladni jednotkou systému virtl. V roce 1991 akceptoval ICTV definici
virového druhu navrzenou van Regenmortelem: Virovy druh predstavuje
polytetickou skupinu vira jednotného pivodu - definovanou vyvojovou

fadou a vyskytujici se v urcité ekologické nice.

Klasifikace virového druhu je zaloZzena pfedevsim na nasledujicich vlastnostech:
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sekvencni pfibuznost genomd,
prirozeny okruh hostiteld,

bunécny a tkanovy tropismus,
patogenita a cytopatologie,

zpusob prenosu, vektorovy prenos,
antigenni vlastnosti virovych proteina,

zemeépisné rozSireni.



rdznym zplsobem.

e Kmen (strain) je definovan na zakladé rozdila v biologickych vlastnostech
(virulence, patogenita, pfenos/Sifeni, okruh hostitell ap.), ale i na sekvenéni

identité genomické nukleové kyseliny.

e lzolat predstavuje populaci jednoho druhu viru, ktera se liSi v blize

nespecifikovanych vlastnostech od jinych populaci téhoz druhu.

e Typ predstavuje populace jednoho druhu viru, ktera se liSi od jinych populaci
v jedné konkrétni vlastnosti:

o seérotyp se rozliSuje na zakladé sérologickych vlastnosti viru,
o patotyp se odliSuje pribéhem patogeneze,
o elektroforety se liSi elektromigracnimi vliastnostmi viriona.

Nasledujici tabulka byla vypracovana podle udaji ze zprav ICTV (1999 - 2009).
Poukazuje na to, jak malo jsou dosud viry prozkoumany. Svéd¢i o tom nejen
narust popsanych druh( vird a viroidl, ale také skuteCnost, Zze cela fada Celedi a

rodU neni pfifazena k vy$Si taxonomické skupiné.

Tab. 1 Vyvoj podétu fadu, Celedi, rodd a druhu vird v letech 1999-2009
Rady Celedi Rody Druhy

ICTV 1999 3 64 228 1235
ICTV 2002 3 69 246 1 364
ICTV 2005 3 72 255 1433
ICTV 2009 6 87 348 2 288

ICTV oficialné uznava klasickou latinskou nomenklaturu jednotlivych taxond,
obvykle psanou prolozené (kurzivou). V fadé pfipadl se jedna o prepisy dfive
mezinarodné pouzivanych anglickych nazvi. Vedle toho se d{asto pouziva
‘trividlnich” nazvl v Ceském jazyce, které jsou povazovany za neoficialni

(Poxviridae — poxviry, Potyviridae — potyviry). V odborném projevu je vSak nutnosti
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pouzivat platné nazvy taxond a virovych druhd.
Pfiklad zafazeni viru do systému (tuéné jsou zvyraznény charakteristické pfipony
jednotlivych taxonu):

Rad: Herpesvirales
Celed: Herpesviridae
Podceled: Alphaherpesvirinae
Rod: Varicellovirus
Druh: Human herpesvirus 3

3.2 Prehled viastnosti viru

Jednotlivé skupiny (druhy, kmeny) vird se vyznacuji vlastnostmi, které umoznuiji
jejich pfesny popis a zafazeni do systému (napf. typ nukleové kyseliny, replikacni
strategie). Jiné vlastnosti (napf. okruh hostitelt, geografické rozSifeni, sérologické
vlastnosti) maji také vyznam pro diagnostiku a identifikaci jednotlivych virovych
taxonl. DalSi pouzivame pfi terapii virovych infekci nebo maji dosud pouze vyznam
pro védu jako soucast biologickych nebo genetickych modell. Pro prehlednost je
uveden prehled charakteristik, které mizeme stanovit a studovat.

l. Vlastnosti virionu
A. Morfologické vlastnosti (struktura virionu)

e velikost virionu
e tvar virionu
e pritomnost nebo absence vnéjsiho lipoproteinového obalu
(envelope)
e symetrie kapsidy a jeji struktura
e jeden nebo vice morfologickych typu virionud
B Fyzikalné-chemické a fyzikalni vlastnosti virionu

e molekulova vaha virionu
e hustota virionu
e sedimentacni koeficient virionu
o stabilita viru: pH stabilita, teplotni stabilita, citlivost vi&i organickym
rozpoustédlim, detergentum a radiaci
e pfitomnost kationtu (Mgz+, Mn2+)
C. Vlastnosti genomu
o typ nukleové kyseliny (RNA/DNA)
e velikost genomu nebo jeho jednotlivych segmentd
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jednovlaknova/dvouvlaknova nukleova kyselina

linearni/cirkularni genom

segmentovany genom (pocet a velikost segmentu)

smysl| nukleové kyseliny - sense (+)/antisense (-), ambisense®
sekvence nukleotid

pfitomnost repetitivnich sekvenci

pomér G+C paru bazi

pfitomnost nebo absence kovalentné vazaného peptidu na 5’-konci
pfitomnost nebo absence Cepicky na 5’-konci

pfitomnost nebo absence poly(A) sekvence na 3’-konci (nebo jiné
specifické sekvence)

D. Vlastnosti proteint

3

u

pocCet, velikost a funkéni aktivity strukturalnich protein(; pocet,
velikost a funkéni aktivity ne-strukturalnich proteinu

funk&ni aktivity proteinu (virova transkriptaza, reverzni
transkriptéaza, hemaglutinin, neuraminidaza)

sekvence aminokyselin

glykosylace, fosforylace, metylace

epitopové mapovani

k

pfitomnost nebo absence lipidu

plUvod a charakteristika lipidu

F. Cukry

pritomnost nebo absence cukrl
plUvod a charakteristika cukrt

Il. Organizace genomu a replikaéni strategie

organizace genomu

replikacni strategie nukleové kyseliny

poCet a umisténi ORF (otevfeny Cteci ramec)

charakteristika transkripce

charakteristika translace a posttranslacni upravy

lokalizace akumulace virovych proteind, misto skladani a
shromazdovani virionu a uvolnéni

cytopatologie, inkluze

3’ Ambisense” genom — &ast genomu ma smysl (+), &ast (-).
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lll. Antigenni viastnosti
e sérologické vztahy mezi viry
e mapovani epitopl
IV. Biologické vlastnosti
e okruh hostitelQ, pfirozeni a experimentalni hostitelé
e patogenita, asociace s chorobou
e tkanovy tropismus, patologie, histopatologie
e pfirozeny zpusob pfenosu
e vztah k vektoru
e zemeépisné rozsifeni

3.3  Struktura virionu

Virova Castice predstavuje vysoce organizovanou strukturu skladajici se
z nukleové kyseliny a proteinového plasté (kapsidy), pfipadné vnéjsiho
lipoproteinového obalu. NiZe jsou uvedeny a vysvétleny zakladni terminy
pouzivané k popisu virovych ¢astic.

¢ VIRION je kompletni infek¢ni virova Castice.

o KAPSIDA (PROTEINOVY PLAST) je proteinovy obal virové nukleové
kyseliny skladajici se ze strukturnich jednotek nebo kapsomer.

e STRUKTURNi JEDNOTKY (PROTOMERY) jsou nejmensi funkéni
ekvivalenty stavebnich jednotek proteinového plasté (molekuly proteinu).

e KAPSOMERY jsou morfologické jednotky pozorovatelné na povrhu Castice
a Casto je predstavuji shluky strukturnich jednotek.

e Kapsida (proteinovy plast) spoleéné s uzavienou nukleovou Kkyselinou
predstavuje NUKLEOKAPSIDU.

e Virova nukleokapsida mlze byt obalena vnéjSim lipoproteinovym
OBALEM (ENVELOPE), jehoz zaklad pochazi z hostitelské buriky, ale
mUze obsahovat i material virového puvodu. Vnéjsi obal se sklada z lipidové
dvojvrstvy a transmembranovych glykoproteinl, které tvofi vybézky na

povrchu virionu.
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e Vnitini struktura virionu predstavuje JADRO VIRU (dien, shell), tvofi je
obvykle nukleokapsid, pfipadné vrstva virového membranového proteinu,

ktera nukleokapsid obaluje.

Viriony je mozné pozorovat pouze v elektronovém mikroskopu. Casteénou vyjimku
tvofi zastupci Celedi Poxviridae, jejichz velikost lezi na hranici rozliSitelnosti
svételnym mikroskopem. Nepatrné rozméry vird zvlast vyniknou, srovname-li
velikost mezofylové buriky tabaku (2 x 10" nm® a malého rostlinného viru

(2 x 10* nm®). Vidime, Ze rozdil se pohybuije fadové 10"

Studium struktury virionu je spojeno s vyznamnymi objevy fyziky a chemie. Jako
prvni byla urCena velikost virll, a to na zakladé pruchodnosti filtry, nejdfive
porcelanovymi, pozdéji celofanovymi. Pomoci Chamberlandovych porcelanovych
filtrd (1884) mohly byt virové Castice odfiltrovany od bakterii. Pozdéji v roce 1907
H. Bechhold v Némecku vyvinul postup pfipravy propustnych filtrd s Zadanou
velikosti port a W.J. Elford v Anglii je pouzil ke stanoveni velikosti bakteriofagu a
nékterych zivoc&iSnych virl. B&hem druhé svétové valky byl v elektronovém
mikroskopu pozorovan virus mozaiky tabaku. Pozdé&jSi objev negativniho barveni
(H.E. Huxley, 1957) umoznil zhotovit prvni kontrastni fotografie. Zdokonalena
technika elektronové mikroskopie a krystalografie umoznila detailné poznat

strukturu virové ¢astice.

Obr. 1 Porovnani velikosti bakterii a zastupcu radznych skupin vir(
(velikost Staphyylococcus aureus cca 1 000 nm)

Escherichia coli \

Picornavirus e Herpesvirus .
Staphylococcus aureus
(7 Tobamovirus
T Poxvirus
Potyvirus

/—_—-""‘-—-—-———-‘
Closterovirus j
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3.3.1 Velikost a tvar virové éastice

Viry jsou, co se tyCe velikosti, velice variabilni. Malé viry s velice jednoduchou
strukturou pFedstavovanou neobalenymi nukleoproteiny jsou zastupci Cceledi
Picornaviridae a Parvoviridae, pramér jejich Castic se pohybuje kolem 20 nm.
Zastupci Celedi Potyviridae maiji vlaknité ¢astice o délce 680 - 720 nm a praméru
18 nm. NejdelSi vlaknité €astice, az 2 000 nm, maji zastupci rodu Closterovirus.
K nejvétSim virdm patfi viry z Celedi Poxviridae, napfiklad rod Orthopoxvirus ma
rozméry vétsi nez 200 x 200 x 250 nm.

PFi pozorovani a popisu virionu v elektronovém mikroskopu ma vyznam jejich tvar.

Pro potfeby popisu rozliSujeme tvar:

izometricky/sféricky (Picornavirus),

e baciliformni (Alfalfa mosaic virus),

o tyCkovity (Tobamovirus),

e vlaknity (Potyvirus, Closterovirus),

e slozeny (Myoviridae — izometricka hlavi¢ka, kontraktilni bicik),
e atypicky, komplexni (Poxvirus).

Nékteré viry se vyznacuji jednim morfologickym typem ¢&astic, jiné vice typy

morfologicky ale i geneticky riznych ¢astic.

Obr. 2 PFiklady morfologie virovych ¢astic

l L]

limecek

pociva 1) viaknita
2) tyCkovita
3) sféricka
4) baciliformni
5) slozena virova castice

e ; bazalni
bitikowva ploténka

vlakna
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U obalenych vird neni mozné chrakterizovat jejich tvar podle symetrie a pevné
struktury kapsidy. Vnéjsi lipidovy obal je Caste€né amorfni a vytvafri viriony obvykle
ovoidniho az dlouze protahlého tvaru. Tento typ uspofadani virionu casto
oznacujeme jako komplexni, prestoZe vnitfni nukleokapsid je obvykle uspofadan

podle ikosohedrické nebo helikalni symetrie.

Priklady morfologie virovych ¢astic:

Alfalfa mosaic virus baciliformni (4 druhy Castic) 18 x 58, 48, 36, 28 nm
Carlavirus vlaknity - flexibilni 12-15x 600 - 700 nm
Closterovirus vlaknity - flexibilni 12 x 1250 — 1 800 nm
Hordeivirus tyCkovity (3 druhy ¢astic) 22 x 100 - 150 nm
Myoviridae izometricka hlavi¢ka, kontraktilni bi¢ik

Potexvirus vlaknity - flexibilni 13 x470 - 580 nm
Potyvirus vlaknity - flexibilni 11 x720-770 nm
Tobamovirus tyCkovity 18 x 300 nm

Priklady virll s komplexnim usporadanim virové ¢astice:

Flaviviridae komplexni 40 - 50 nm
Herpesviridae komplexni 120 - 300 nm
Orthomyxoviridae komplexni 80 - 120 nm
Paramyxoviridae komplexni 150 - 300 nm
Retroviridae komplexni 80-130 nm

Filoviridae komplexni 80 x 970 nm

Poxviridae komplexni 170 - 260 x 300 - 450 nm
Rhabdoviridae komplexni 50 -95x 130 - 380 nm

3.3.2 Architektura virové éastice

Z biologického hlediska je nejdilezitéjsi slozkou virionu nukleova kyselina (RNA
nebo DNA) pfedstavujici virovy genom. Proteinovy plast, ktery obaluje virovou
nukleovou kyselinu, je tvofen jednim nebo vice druhy proteinovych molekul, které
se v pribéhu skladani virové Castice k sobé navzajem fadi podle fyzikalnich a
chemickych afinit. Jedna se o proces autoagreagace (samousporadani, ‘self
assembly’). Interakce mezi nukleovou kyselinou a proteinovym plastém je vysoce
specificka a hraje dulezitou roli v utvafeni konzervativni struktury virové Castice.
Uspofadani proteinového plasté urCuje symetrii virové €astice, a to helikalni

nebo kubickou (ikosohedrickou). Vyjimku tvofi mnohé obalené viry, napf. poxviry,
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které se vyznacuji komplexni strukturou, nebo nékteré asymetrické bakteriofagy.
Symetrie nukleokapsidy (kapsidy) je charakteristickd pro jednotlivé taxonomickeé
skupiny vira.

Obr. 3 Schéma helikalniho (vlevo) a ikosohedrického (vpravo) uspofadani
proteinového plasté

hexamera

kapsomera

Obr. 4 Priklady architektury virovych ¢astic

Naha nukleokapsida Enkapsidovana nukleokapsida  Obalena nukleokapsida

~7

1) nukleova kyselina; 2) proteinova kapsida; 3) enkapsidovana kapsida; 4) lipidova membrana
(envelope); 5) proteinovy vycnélek (peplomera); 6) tegument; 7) obal dfeng; 8) lateraini téliska; 9)
povrchové tubuly. Prikladem nahé nukleokapsidy jsou viriony pikornavirt nebo parvovir(, pfikladem
enkapsidované nukleokapsidy jsou Castice reovirl, obalené nukleokapsidy pak viriony togavirt (1) a
herpesvirt (). Slozeny virion predstavuji ¢astice poxvird.
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Viriony s helikalni symetrii jsou tvofeny proteinovymi molekulami (strukturalnimi
jednotkami), které se fadi za sebou ve spirale podél vidkna virové nukleové
kyseliny. Pfikladem helikalrni symetrie jsou Castice viru mozaiky tabaku (Tobacco
mosaic virus). Jeji virion ma tvar pevné ty¢ky o praméru 18 nm a délce 300 nm.
Virus obsahuje jednovlaknovou molekulu DNA a cca 2 130 kopii proteinu
slozeného ze 158 aminokyselin. Jeden zavit ve Sroubovici se sklada z 16 a 1/3
strukturalnich  podjednotek. V prubéhu polymerizace proteinovych monomeru
dochazi k tvorbé rdznych struktur, z nichz nejvyznamnéjsi je tzv. disk (34
bilkovinnych monomert). Skladanim disk( vznika helikalni kapsida. V infikované
burice dochazi ke skladani disku a vzniku helixu v pfitomnosti virové nukleové
kyseliny. Razeni jednotlivych diski je vyvolano specifickou sekvenci nukleotid(
virové RNA. VétSina vlaknitych virh ma helikalni symetrii proteinového plasté
(Potexvirus, Carlavirus). U flexibilnich (ohebnych) viaknitych virl je striktni helikalni
symetrie v misté ohybu narusena. U fady obalenych virlh mize byt vlaknita
nukleokapsida rGzné stoCena; je soucasti dfené virové Castice a je obalena
membranovymi proteiny a/nebo vnéjSim lipoproteinovym obalem (Orthomyxovirus,

Paramyxovirus, Rhabdovirus).

Pfedstava o ikosohedrické symetrii je sloZitéjSi. Obvykle ma virion tvar
dvacetisténu se tfemi osami soumérnosti, ktery vznika autoagregaci kapsomer
dvojiho druhu: pentony tvofi 12 vrcholu dvacetisténu, hexony tvofi jeho stény.
Pentony jsou tvofeny péti, hexony Sesti identickymi polypeptidy - strukturalnimi
jednotkami. |kosohedricka symetrie je idedlni pro vytvofeni stabilni struktury
z identickych stavebnich slozek. Jedny z nejmenSich vird (Parvoviridae) maiji
proteinovy plast vytvofen pouze ze 60 identickych strukturalnich podjednotek
slozenych do 12 pentamerd (morfologickych jednotek). Kapsidy vétSich

ikosohedrickych virQ jsou tvofeny nasobkem poctu 60 strukturalnich podjednotek.

Jak bylo jiz uvedeno, ne vSechny viry jsou charakterizovany jedinym typem
symetrie virionu. Baciliformni ¢astice viru mozaiky vojtésky (Alfalfa mosaic virus)
maji helikalni usporadani kapsomer v centralni Casti plasté, konce Castic maji

strukturu podobnou izometrickym virlim.
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Zajimava je i slozena struktura bakteriofaga T4, kde mizeme pozorovat jak
kubickou (kapsida hlavicky), tak helikalni symetrii (kontraktilni pochva), ale napf.

i zvlastni vlaknité struktury (bi¢ikova viakna).

Viriony poxvirG jsou pleiomorfni a vyznacuji se typickou komplexni strukturou.
Nejcastéji zaujimaji tvar cihly o maximalnich rozmérech 450 x 260 x 260 nm. Jejich
Castice jsou obalené flexibilni lipoproteinovou membranou s ¢etnymi tubularnimi a
globularnimi strukturami. Povrchova membrana uzavira dfen piSkotového tvaru,
v bocnich prohlubeninach se pak nachazeji dvé téliska. Atypickou komplexni

strukturou maiji i zastupci r. Baculovirus.

Mnohé viry jsou obaleny vnéjSim lipoproteinovym obalem (lipidova dvojvrstva
hostitelského plvodu), kterou se nukleokapsida obali pfi priachodu lipoproteinovou
membranou buriky. V nékterych pfipadech maji viry, které jsou stabilizovany vnéjsi
membranou, vytvofenou vnitfni strukturu tzv. dien (core), skladajici se z proteint a
virové nukleové kyseliny. Kromé proteinu kapsidy se na virovou nukleovou kyselinu
mohou navazat rzné virové proteiny s regulacni nebo enzymatickou funkci, které
jsou rovnéz soucasti drené. Vétsina obalenych vir( ziskava vnéjSi obal béhem
uvolfiovani z bunky pucenim na bunétné membrané (napf. Herpesviridae,
Orthomyxoviridae a Paramyxoviridae). Na vnitfni strané lipidové dvojvrstvy se
u nékterych obalenych vird nachazi druhové specificky protein, ktery spojuje obal
s nukleokapsidou a je oznaovan jako membranovy (M) protein. Na povrch obalu
vystupuji vy&nélky (peplomery) biologicky aktivnich molekul, obvykle glykoproteind
upevnénych v M proteinu nebo pouze v lipidové dvojvrstvé hydrofébnimi
interakcemi. Uplatiuji se pfedevSim pfi adsorpci virionu na povrch vnimavych
bunék, ale mohou plnit i dal8i funkce. Obalené viry maji fadu spolecnych fyzikalné-
chemickych a biologickych vlastnosti odvoditelnych z obecnych vlastnosti
lipidového obalu. Napf. vSechny obalené viry jsou snadno dezintegrovatelné
éterem a jinymi rozpoustédly tukd a jsou méné stabilni vUci riznym fyzikalnim a
chemickym vliviim nez viry neobalené, prestavované pouze nukleokapsidou. Jsou
rovnéz inaktivovatelné kyselym pH, a proto bé&zné nepronikaji dale do traviciho
traktu. Nemoci, které zpUsobuji, se zpravidla prenaseji pfimym stykem nebo

kapénkovou infekci.
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Rostlinné viry jsou az na vyjimky tvofeny jednoduchym nukleoproteinem bez
vnéjsSiho obalu. Pouze zastupci rodl Reovirus, Fijivirus a Oryzavirus maiji
dvojvrstevnou proteinovou kapsidu. Typicky lipidovy obal maji pouze zastupci

Celedi Rhabdoviridae.

Jak jiz bylo uvedeno, neobalené (nahé) viry jsou obvykle tvofeny jen
nukleokapsidou. Nahé viriony jsou VvétSinou rezistentni k organickym

rozpoustédlim a relativné odolné k vlivim prostredi.

Obalené viry, tj. viry, které maji na povrchu lipoproteinovy obal, jsou citlivé vici
organickych rozpoustédlim, jsou citlivé vuci kyselému pH a jsou méné stabilni nez
nahé viry. VétSina obalenych vira dozrava (kompletuje se, upravuje a obaluje) na
cytoplazmatické membrané nebo na membranach endoplazmatického retikula.
Proces dozravani je spojen s modifikacemi cytoplazmatické membrany (vlozeni
transmembranovych protein( tvoficich vybézky) mnohdy jiz pfed obalenim virové
Castice. Tyto transmembranové virové proteiny slouzi ¢asto jako virové receptory

pro rozpoznani a vazbu na cilovou bunku.
3.3.3 Funkce a vyznam jednotlivych c¢asti virionu
Virova nukleova kyselina je nositelkou genetické informace a predstavuje genom

Viru.

Strukturni proteiny® — proteiny tvofici struktury virové &astice (proteiny kapsidy,

membranové proteiny, asociované funkéni proteiny, receptoroveé proteiny atd.).

e Asociované funkéni proteiny se podileji na zahajeni replikace viru. Tyto

enzymy a signalni proteiny nemohou byt nahrazeny bunéénymi proteiny.

e Strukturalni proteiny vytvarejici kapsidu a membranové proteiny na

povrchu virové ¢astice maji nasledujici funkce.

o Rozpoznavaci - kapsomery (eventualné strukturni jednotky)

rozpoznavaji svoji nukleovou kyselinu a obaluji ji.

6 Nestrukturni proteiny piedstavuji viechny virem koédované proteiny, které nejsou soulasti zralé virové
Castice (virionu). Jsou v8ak nezbytné pro replikaci virovych ¢astic a nejsou nahraditelné bunéénymi proteiny.
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o Interakce s hostitelem - kapsida se aktivné podili na zahajeni procesu
virové infekce, a to vazbou na receptory a zprostfedkovanim vstupu viru
do bunky u vSech virl s vyjimkou virl rostlin. U nich se primarni
interakce mezi virionem a hostitelskou burikou odehrava v cytoplazmé.
Vnéjsi lipidovy obal a prfedevSim integrované glykoproteiny se
podileji na interakci s hostitelskou bunkou a rozpoznani viru

specifickymi protilatkami.

o Mutace - zména genu koédujiciho strukturni jednotky se muze projevit ve
zmeéné struktury kapsidy nebo proteinl integrovanych do obalu a maze
zamezit rozpoznani viru protilatkami pfipravenymi v  prabéhu
predchazejici infekce nebo vakcinace jinym sérotypem viru. Mize také

dojit ke zméné interakci s hostitelskou burikou a hostitelem obecné.

3.3.4 Genom viru

Genom virQ je velice variabilni. Pfedstavuje ho deoxyribonukleova (DNA) nebo
ribonukleova kyselina (RNA), a to jednovlaknova (ssDNA, ssRNA) nebo
dvouvlaknova (dsDNA, dsRNA), linearni nebo cirkularni. Ddlezitou vlastnosti je
velikost genomu a pocCet segmentd. Genom dale charakterizuji terminalni
sekvence pfipojené na 5°- anebo 3’-konec. Velky vyznam pro klasifikaci a
diagnostiku vird ma nukleotidova sekvence genomu. Genom muize byt dale
charakterizovan kodujici kapacitou (po€et gen(, pocet otevienych &tecich ramct —
ORF). Vyznam maji i regulacni sekvence-signaly jako zesilovace transkripce,
promotory nebo terminatory. Nékteré taxony vird s délenym genomem vytvareji

vice druht morfologicky i geneticky odliSnych ¢astic.

Priklady virtl vytvarejicich morfologicky i geneticky odlisné typy ¢astic:

Alfalfa mosaic virus ssRNA 3 linearni segmenty ; 4 druhy Castic
Furovirus ssRNA 2 linearni segmenty; 2 druhy astic
Hordeivirus ssRNA 3 linearni segmenty ; 3 druhy ¢astic nesoucich

po jednom genomickém segmentu

Cucumovirus ssRNA 3 linearni segmenty; 3 druhy ¢astic nesoucich
obvykle 2 ze 3 genomickych segmentu
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Virus mozaiky vojtésky je typickym zastupcem vytvarejicim morfologicky (B, M, T,,
Tp) a geneticky rozdilné Castice. B Castice nesou nejvétsi genomicky segment, M
Castice menSi a T, Castice nejmensi segment. T, Castice nesou dvé molekuly
subgenomické RNA (mRNA kodujici plastovy protein). Pro infekci je nutna

pFitomnost tii vétSich segmentl i subgenomické mRNA.

3.4 Vztah viru a hostitelské buriky

Poznani interakce virus - hostitelska bunka je centrem snah a aktivit vétSiny
virologl. Pravé v tomto bodé je mozné objevovat obecné, ale i jedine¢né principy
zivotnich projevu vird. Ziskané poznatky maji svuj teoreticky vyznam nejen ve
virologii, ale umoznuji studovat nové a nové projevy hostitelskych bunék, organt a
organismul. Praktické aplikace potom nachazime v fadé technologii a postupd;
napf. rezistentni Slechténi, terapie virovych infekci, studium kancerogeneze,

biologicka ochrana, genova terapie.

Viry jako intracelularni parazité jsou zavislé na hostitelské burice, a to pfedevsim
na energii a syntetickému aparatu makromolekul. Navic virus vyuzZiva bunky jako
pracovni dilny pro replikaci svého genomu, syntézu funkcénich a strukturalnich ¢asti
viriond a skladani novych viriond. Pro tyto ucely virus vyuZiva obrovské mnozstvi
mechanismu k ovladnuti a vyuziti funkci hostitelské bunky. Zda se tedy, Ze jejich

vy

nejvétsi "nevyhodou" je prakticky stoprocentni zavislost vlastni reprodukce a vSech
zivotnich projevu na hostitelské bunce. Zatimco u vSech vySSich forem Zivota
zacina dcefina bunka svoji existenci s kompletni genetickou informaci, s enzymy
nezbytnymi pro jeji replikaci, transkripci a translaci, virus je vybaven pouze
nukleovou kyselinou nesouci jeden az nékolik desitek genu a nékdy také enzymy

schopnymi nastartovat proces reprodukce.
3.4.1 Zivotni cyklus viri (reprodukce virti)

Jak jiz bylo uvedeno, viry jsou obligatni intrabuné&cni parazité, jejichz reprodukce
probiha pouze v zZivych (metabolicky aktivnich) burnkach zivoc&ichd, rostlin, hub a
bakterii. Nejjednodussi viry maji virion sloZzeny pouze z malé nukleové kyseliny a
asociovaného proteinového plasté. Velké viry maji ve své nukleové kyseliné

zakodované az nékolik desitek genul, nesou nezbytné reprodukéni enzymy a jsou
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obaleny lipidovou membranou obsahujici virem kddované glykoproteiny. Kompletni
zivotni cyklus vétSiny virl od vstupu do bufky az po uvolnéni novych virovych
¢astic probéhne za 30 min az nékolik malo dni a v jedné infikované burce vznikne
pramérné 10° az 10° novych virion.

Koncepéné mizeme reprodukci viru rozdélit do Sesti fazi:

adsorpce na vnimavou burnku,

penetrace (prunik) virionu do buriky,

rozbaleni virionu (uvolnéni virové nukleoveé kyseliny),
replikace a exprese (transkripce, translace) virového genomu,

skladani a maturace (zrani) virion,

2

uvolnéni zralych viriond z buriky.

Infekce zacdina adsorpci virionu na povrch burky prostfednictvim kapsidy nebo
specifickych glykoproteint vnéjSiho obalu (envelope). VSechny viry maji na svém
povrchu proteiny vytvarejici receptor-vazebna mista (receptor-binding site), které
maji Casto strukturu "kapsy" nebo "vyCnélku", ktery rozpoznava odpovidajici
receptory na bunécném povrchu. V pfipadé rostlinnych vird dochazi ke geneticky
podminéné interakci az v cytoplazmé infikované buriky, kde viriony rozpoznavaji
cytoplazmatické receptory. Burika bez odpovidajiciho receptoru nemlze byt
napadena.

Jako receptory vyuzivaji viry rizné skupiny molekul a jejich komplexul, prfedevsim
proteinll, lipidd a oligosacharidid. Receptory jsou ¢Casto molekuly s jinymi
prirozenymi funkcemi (vazba ligandl, endocytéza, rozpoznavani bunék aj.).
Napfiklad receptorem pro poliovirus a lidsky rhinovirus je ICAM-1 protein, pro
HIV-1 CD4 protein, pro virus Epstein-Barrové CR2 protein patfici ke skupiné
imunoglobulind. Na druhé strané u receptoru pro mysi C retrovirus nebyla zjisténa
dosud zadna jina bunécna funkce, stejné jako u glykoproteini obsahujicich

kyselinu sialovou, ktera je soucasti receptort pro paramyxoviry a orthomyxoviry.

Prestoze adsorpce je podminéna geneticky, na jeji ucinnost ma vliv fada faktoru,

jako napft. fyziologicky stav bunék, pH prostfedi, pfitomnost a vhodna koncentrace

iontl v prostredi (Mgz+, Ca2+, Na+, K+) nebo kofaktorl (napf. L-tryptofan).
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Obr. 5 Zivotni cyklus virt
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Tento velice presny a specificky mechanismus vzajemného rozpoznavani

vysvétluje, pro¢ nékteré viry maji uzky okruh hostitell nebo maiji afinitu jen
k nékterym pletivim nebo tkanim a jiné viry mohou napadat Siroky okruh hostitelt
a infikovat je systémové. Velmi uzky okruh hostiteld ma napfiklad HIV-1 virus, ktery
rozpoznava a reaguje specificky pouze s receptory vybranych T-lymfocytd (CD4
protein), nemlze infikovat jiné bunky, a proto je jeho epidemiologicky vyskyt
omezen prakticky jen na Clovéka. Podobné virus détské obrny muize interagovat
pouze s bunkami primatd a nemlze infikovat jiné Zivocichy. Pfikladem viru
s Sirokym okruhem hostiteld maze byt virus chfipky A (Influenza virus A), jehoz
pfirozenymi hostiteli kromé lidi muze byt i kan, vepf, domaci i divoce Zijici ptaci a
néktefi mofsti savci. Podobné u rostlinnych virl mame druhy s Uzkym okruhem
hostitell (napf. virus svinutky listl bramboru — Potato leaf roll virus), ale i s Sirokym
okruhem hostitell (napf. virus mozaiky tabaku — Tobacco mosaic virus, virus
mozaiky huseniku — Arabis mosaic virus, virus mozaiky okurky — Cucumber mosaic
virus). Obecné plati, Ze ZivociSné viry jsou vice specializované na urcity typ bunék,
které mohou infikovat. Maji obvykle uzSi okruh hostitelt, ale i tkanovou d&i

organovou specifitu, nez rostlinné viry.
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Po adsorpci musi virion proniknou (penetrace) do burky a uvolnit sviij
geneticky material. Tento proces probiha rlznym zplsobem u bakterialnich,
zivocisnych a rostlinnych vird.

U bakteriofagu dochazi po adsorpci k penetraci nukleové kyseliny do
cytoplazmy, pfi¢emz kapsida zlstava az na vyjimky mimo buriku. Na injekci virové
nukleové Kkyseliny do bunky se podili fada dosud malo prostudovanych
mechanismu. Bakteriofagy mohou narusit buné€nou membranu v misté zachyceni
napfiklad pomoci enzymu lysozymu. U bakteriofagl s kontraktilnim bi¢ikem muze
k injekci virové nukleové Kkyseliny do buriky dojit smrsténim biCiku. Soucasné
vysledky vyzkumu naznacuji, Zze se na vstupu virové nukleové kyseliny podileji
také nékteré specifické proteiny bunééného nebo virového plavodu, které maji za

ukol transportovat nukleovou kyselinu pres bunécnou membranu.

U zivociSnych virGd je proces penetrace spojen s terminem receptorem
zprostiedkovana endocytéza (receptor-mediated endocytosis, viropexis). Jedna
se o stejny mechanismus, kterym buriky transportuji mezi sebou dulezité rlistové
faktory, peptidové hormony anebo jiné velké molekuly, pro které je plazmaticka
membrana neprostupna (nepermeabilni). Viriony se vazi na odpovidajici bunécné
receptory a posunuji se do prohlubenin bunééné membrany uzce spojenych s ¢asti
cytoskeletu buriky odpovidajiciho za proces endocytézy (clathrin-coated pits).
Vedle klatrinu se na ridznych mechanismech endocytézy mohou podilet dynamin,
laveolin nebo lipidovy draft. Vysledkem endocytdzy je vacek (endozém) obsahuijici
obaleny virion. Nasledné dochazi k propojeni virového obalu s membranou
endozému a uvolnéni virového nukleoproteinu do cytoplazmy. U neobalenych virQ
dochazi k pfimému uvolnéni virionu do cytoplazmy. DuleZitou roli v uvolnéni a
rozbaleni virové Castice obvykle hraje kyselé pH endozému, které se podili na
vzniku konformacnich zmén kapsidy. Timto zpUusoben dochazi napfiklad k praniku

a rozbaleni zastupcl orthomyxoviru, poliovirll nebo adenovird.

Druhou moznosti je pfima fuze virového obalu s bunénou membranou, proniknuti
virového nukleoproteinu do cytoplazmy a uvolnéni virové nukleové kyseliny do
buriky. Pro tyto viry je charakteristicky "fuzovaci protein" ve virovém

lipoproteinovém obalu s kratkym fetézcem hydrofébnich aminokyselin, ktery
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zprostfedkovava fuzi mezi lipoproteinovou membranou viru a bunécnou
membranou. Pfima fuze s vnéjsi plazmatickou membranou je strategii praniku a
rozbaleni virové Castice vyuzivanou paramyxoviry (spalni¢ky, pfiusnice), herpesviry

a napf. i virem HIV 1.

Nékteré neobalené viry mohou prochazet bunéénou membranou i pfimo. Tento

mechanismus je dosud velmi malo prostudovan.

Pfed rostlinnymi viry stoji pfekazka ve formé& kutikuly a bunécné stény, ktera
znemoziuje pfimou interakci viru s cytoplazmatickou membranou, jako je tomu
u bakteriofagl a zivociSnych virll. To je s nejvétsi pravdépodobnosti divodem,
pro¢ se tak rozSifil vektorovy prenos, pfi kterém je virus injikovan infekénim
vektorem pfimo do bunky. Rostlinné viry tedy pronikaji do hostitelské burky
pasivné a geneticky podminéné interakce s proteiny hostitelské bunky se

odehravaji az v cytoplazmé.

Po infekci buriky nasleduje az nékolik hodin dlouha perioda, béhem které se zda,
Ze se z pohledu infikovaného organismu nic nedéje. Prvni faze infekce buriky jsou
totiz spojeny s pochody rozbihajicimi se na molekularni urovni bez pfimého
poskozeni bunky (napf. rozbaleni virionu, transkripce €asnych virovych genu).
Béhem priniku virionu do burfiky nebo bezprostfedné poté dochazi kjeho
dezintegraci, ktera je spojena jak se ztratou jeho fyzické identity, tak vétSinou i se
ztratou infekCnosti béhem pocatku reprodukce. Tuto fazi nazyvame ekliptickou
fazi (eclipse phase). Eklipticka faze je ukoncena vznikem prvniho virionu v burice.
Nasleduje produktivni faze, béhem které jsou tvofeny nové virové Castice a ty

dale uvolfiovany z buriky.

Replikace a exprese virového geonomu se odehrava pouze Vv Zivych,
metabolicky aktivnich bunkach. V zivotnim cyklu vird pfedstavuje vedle iniciace
virové infekce (adsorpce, penetrace, rozbaleni) a uvolnéni (v€etné pfedchazejici
maturace virionu) nejvyznamnéjsi fazi jejich existence. Napfiklad kontrola exprese
rozhoduje o pribéhu virové infekce (akutni, chronicka, perzistentni, latentni).
Strategie replikace a exprese virového genomu je zaroven vyznamnym
taxonomickym kritériem. Jako prvni navrhnul rozdéleni virl podle strategie

replikace a exprese geonomu David Baltimore (1971).
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Vlastni reprodukce virionu je spojena se syntézou viru-specifickych makromolekul,
a to nukleovych kyselin a proteind. Syntéza virovych nukleovych kyselin je
katalyzovana jak virovymi enzymy, tak enzymy plavodem z hostitelské buriky.
Strategie replikace a transkripce virového genomu je typicka pro jednotlivé skupiny
vird (napf. viry s genomem (+)RNA nebo (-)RNA, DNA a RNA viry) a jejich studium
umoznuje pfesné& stanovovat evoluCni a pfibuzenské vztahy mezi jednotlivymi
virovymi taxony. Obvykle plati, ze DNA viry se replikuji v jadfe s vyjimkou zastupcl
Poxviridae, RNA viry se pak replikuji v cytoplazmé. Vyjimku tvofi napf. zastupci

Celedi Orthomyxoviridae.

Obr. 6 Baltimorova klasifikace vir( (skupiny | az VII)
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Replikacni strategie RNA a DNA virt:
. dsDNA
a. Replikace probiha vyhradné v jadfe a je znaCné zavisla na bunécnych
faktorech. Templatové (nekddujici) viakno DNA slouZi jako templat pro
syntézu mRNA (napf¥. Adenoviridae, Herpesviridae).
b. Replikace probiha v cytoplazmé (napf. Poxviridae). Viry fazené do této
skupiny maji komplexni viriony nesouci v8echny potfebné faktory pro

zahajeni transkripce a replikace. Jedna se o viry nejméné zavislé na
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bunce. Reprodukce téchto vird v8ak v zadném pripadé neni mozna bez
produktivni infekce burky. Nekodujici viakno DNA slouzi jako templat pro

syntézu mRNA.

II. ssDNA

Repikace genomu probihda v jadfe a zahrnuje tvorbu dvouvidknovych DNA

meziproduktl pfi syntéze ssDNA genom0; (—-)DNA vlakno slouzi jako templat

pro syntézu mRNA (napf. Parvoviridae).

lll. dsRNA

Tato skupina virl je charakteristicka segmentovanym genomem. Jednotlivé

segmenty se nezavisle semikonzervativné replikuji; (-)RNA vlakna se

prepisuji do jednotlivych monocistronickych’” mRNA (nap¥. Reoviridae).

IV. ss(+)RNA

a.

Viry, jejichZz genom tvofi RNA s funkci polycistronické mRNA, se replikuji
pres vice nebo méné stabilni dsRNA meziprodukt. Syntéza polyproteind
probiha pfimo translaci virové ss(+)RNA. Vznikly polyprotein je Stépen za
vzniku funkénich protein (napf. Potyvirus).

Viry s komplexni transkripci. Dva cykly translace (Togavirus) nebo
subgenomické RNAs (Tobamovirus) jsou potiebné pro syntézu
genomickych RNA a mRNA.

U vir(l ss(+)RNA (positive-strand RNA viruses, sense) je virova RNA pfimo vyuzita

jako mRNA a je prekladana bezprostfedné po pruniku do buriky do Fetézcl

aminokyselin (proteind) na bunécnych ribozomech. Primarnim translacnim

produktem je polyprotein, ktery se $tépi na jednotlivé funkéni a strukturni proteiny.

Stépeni polyproteinu je zahajeno jiz b&hem translace a je zprostiedkovano

autokatalytickou aktivitou proteazy kodované virem. Replikace zdrojového

(rodicovského) genomu pak probiha pfes dsRNA formu, ktera slouzi k syntéze

mnoha kopii virového genomu. Tento proces je zprostfedkovan po infekci buriky

syntetizovanou virovou RNA polymerazou (napf. Picornaviridae, Togaviridae,

Flaviviridae, Calciviridae, Coronaviridae, Potyviridae).

7 Monocistronickda mRNA koduje jeden funkéni protein. Polycistronickda mRNA koduje polyprotein, ktery se
posttransla¢né $tépi za vzniku vice funkénich proteinti.
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V. ss(-)RNA

a. Viry s nesegmentovanym genomem® se replikuji pfes monocistronické
MRNA, které se syntetizuji pomoci virové RNA-dependentni-RNA
polymerazy (RdARp)°. Tyto mRNA slouZi jak pro syntézu proteind, tak jako
templat pro syntézu ss(-)RNA kopii (napf. Bunyaviridae).

b. Viry se segmentovanym genomem, které se replikuji v jadfe pomoci virové
transkriptazy za vzniku monocistronickych mRNA, které slouzi jak pro
syntézu proteinl, tak jako templat pro syntézu ss(-)RNA kopii (napf.

Orthomyxoviridae).

U (-)RNA vird (negative-strand RNA viry, non-sense) virova RNA nemuze byt
pfimo prekladana do sekvence aminokyselin v proteinech. Nejdfive je virova
(-)RNA prepsana odpovidajici RNA polymerazou virového puavodu do jednotlivych
(+)RNA s funkci mRNA. Tato RNA polymeraza je integrovanou soucasti infekéniho
virionu. Replikace je zahajena prepisem virové (-)RNA do (+)RNA (pIné délky, full
lenght), ktera je templatem pro syntézu novych virovych (-)RNA. Pro tuto skupinu
virh je charakteristicka pfitomnost dsRNA meziproduktu, ktery slouzi i k syntéze
genomickych (-)RNA Ffetézcl pro skladani novych virovych ¢&astic (napf.
Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Filoviridae, Bunyaviridae,

Arenaviridae).

VI. ss(+)RNA s DNA meziproduktem
Timto zplsobem se replikuji a exprimuji genomy retrovird (+)RNA, které jsou
jedinecné tim, Ze jsou ‘diploidni’. Genom neslouZi jako templat pro syntézu
protein( pfimo. Prepisuje se dsDNA, ktera se integruje do genomu hostitelské
buriky a na nekddujicim vidkné se syntetizuji polycistronické mRNA a kopie

genomu (napf. Retroviridae).

¥ Nekteré z téchto virli maji "ambisense’ organizaci genomu tzn., Ze &ast molekuly genomické RNA je
predstavovana sense(+)RNA a ¢ast non-sense(-)RNA.
? Virova RNA polymeraza je sou¢asti virionu.
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Retroviry vyznacujici se komplexni translaéni a replika€ni strategii. Virova
RNA je pfepisovana pomoci virem nesené a kdédované reverzni transkriptazy do
ssDNA kopie, ktera se nachazi ve formé DNA-RNA hybridniho dvouvlakna.
Nasleduje odbourani RNA vlakna a jeho nahrazeni DNA viaknem za vzniku dsDNA
molekuly. Tato je integrovana do chromozdomu hostitelské burky jako tzv. provirus
(provirova DNA). Virové proteiny jsou syntetizovany na matrici virové mRNA, ktera
vznika prepisem z provirové DNA. Kompletni kopie virové RNA, vzniklé pfepisem
provirové DNA, jsou rovnéz pouzity jako kopie genomické RNA pro skladani

novych virionu.

VIl. dsDNA s RNA meziproduktem
| tato skupina vyuziva reverzni transkripci. Reverzni transkriptdza slouzi
k opravam pferusovaného (gapped) genomu. Virové mRNA jsou syntetizovany

na nekodujicim vlakné DNA (napf. Hepadnavirus).

Regulace exprese virovych genu na urovni transkripce jsou zakladnim
mechanismem, ktery fidi realizaci virového genomu vedouci k jeho reprodukci. Viry
disponuji celou fadou mechanismi kontrolujicich a efektivné fidicich genovou
expresi. MUzeme tvrdit, Ze exprese virovych gend je rozdélena do dvou
chronologickych fazi. BEhem €asné faze jsou syntetizovany enzymy a regulacni
proteiny, kdezto strukturni proteiny jsou pfipravovany pozdéji (pozdni faze infekce).
Znamena to, Ze nejdfive jsou prepisovany do mRNA geny pro syntézu Casnych
proteind a teprve pozdéji geny kodujici pozdni proteiny, pfevazné strukturalni
proteiny. Urover transkripce je velice pfesné kontrolovana a fizena. Je tak

zabezpecena Casova posloupnost syntézy jednotlivych proteind a jejich mnozstvi.

Vedle regulacnich proteinG uplatriujicich se na urovni virovych operonl se na
regulaci exprese virovych genl podili i rychlost transkripce rGznych gend.
Vyznamnou regulaéni roli hraje pak stabilita virovych mRNA a rozdilna translacni
uspésnost jednotlivych virovych mRNA. Vysledek transkripce je rovnéz ovlivnén
paralelnim vyuzitim kompletnich transkripénich templatl pro replikaci virového

genomu.

Virové proteiny jsou syntetizovany pomoci ribozému infikované bunky a je pfi

tom vyuzivan kompletni translacéni systém (ribozémy, tRNA, iniciacni faktory ap.).
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Za cCteni genetické informace viru pomoci tripletového kodu jsou zodpovédné
enzymy a faktory hostitelské buriky stejné jako ve zdravé bunce. Virové funkéni
proteiny jsou obvykle syntetizovany velice rychle (béhem nékolika minut) po infekci
buriky, strukturni proteiny jsou syntetizovany pozdéji. Nejedna se vSak o oddélené
pochody, ale ve vétSiné pfipadid se tyto pochody castecné prekryvaji nebo
dokonce splyvaiji. Virové mRNA jsou pfevazné monocistronické a jsou prekladany
do Ffetézce aminokyselin podobné jako bunééné mRNA. V nékterych pfipadech
(napf. zastupci rodu Potyvirus) jsou virové proteiny syntetizovany jako casti
velkého multiproteinu, ktery je post-translacné upraven $tépenim proteolytickymi
enzymy ve specifickych mistech. Vznikaji tak jednoduché "malé" funkcni virové
proteiny. Tento mechanismus pfekonava neschopnost eukaryotickych ribozomu
prekladat do proteinli polycistronické mRNA a zaroveri umoznuje v jedné virové
MRNA kédovat informaci pro vice proteint. Podobné jako bunécné proteiny jsou i
virové proteiny post-translacné modifikovany (glykosylace, fosforylace atd.) pomoci

bunéénych enzymu.

V pribéhu infekce hostitelské buriky je zvyhodfiovana virova geneticka informace
na ukor bunécné genetické informace. Obecné muzeme tvrdit, Ze virova informace
se vyznacuje vysSi afinitou viCi translanimu aparatu nez bunééné mRNA.
Translace bunéénych mRNA béhem virové infekce mize byt ovlivnéna:
e proteolytickou inaktivaci iniciacnich faktor( translace odpovédnych za
vyhradnost nebo preferenci bunénych mRNA,
e selektivni degradaci bunéénych mRNA,
e zmeénou intrabunécného prostfedi vedouciho k preferenci virovych
mRNA.

Typickym pfikladem ovlivnéni translace bunécnych mRNA je blokovani funkce
iniciacniho faktoru translace elF2 (eucaryotic initiation factor 2), ktery je nezbytny
pro zahajeni translace eukaryotni mRNA, jeho fosforylaci (napf. Poxviridae,

Reoviridae, Orthomyxoviridae, Adenoviridae, Picornaviridae).

Mimo zvyhodnéni translace virové genetické informace je po infekci zpomalena
nebo zastavena transkripce a replikace bunétné DNA. Zatimco zastaveni

transkripce je opét spojeno s inaktivaci specifickych transkripénich faktord, inhibice
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syntézy bunééné DNA je vysledkem Casné selektivni inhibice syntézy bunécnych

proteint odpovédnych za replikaci.

Mimo potfebné enzymy, transkripéni faktory, prekurzory proteini a nukleovych
kyselin vyuziva virus bunécné transportni drahy molekul a jejich komplexu, které
usnadniuji jak infekci bunky, tak skladani novych viriond. Kompletni infekéni viriony
ani funkéni a strukturni proteiny nebo jejich komplexy se v burice nepohybuiji
nahodné. Prfikladem je transport virového genomu podél vlaken cytoskeletu.
Genom, ktery je transportovan az do jadra hostitelské buriky, prochazi pfes pory

jaderné membrany a v jadfe se potom pohybuje podél viaken jaderného skeletu.

Utvareni nukleoproteinu a skladani viriont je v infikované bunce zahajeno ve
chvili, kdy bylo vytvofeno dostateéné (nadlimitni) mnozstvi kopii virovych genomu a
strukturnich proteini, a pokracuje tak dlouho, dokud je infikovana bunka
metabolicky aktivni. Dosud je velmi malo znamo o molekularnim mechanismu
kontrolujicim proces autoorganizace (samouspofadani) virovych ¢astic. Proteinovy
plast se vytvari vazbou virovych proteint (kapsomer) nebo jejich aglomerati na
nativni virovou nukleovou kyselinu, kterou obaluje. Dulezitou roli zde hraje tzv.
zabalovaci signal (specificka sekvence virového genomu), ktera slouzi
k rozpoznani virové nukleové kyseliny plastovymi proteiny. BEéhem skladani virové
Castice jsou do virionu integrovany dulezité proteiny (hemaglutinin, neuraminidaza
ap.). Ke vzniku virového nukleoproteinu dochazi v cytoplazmé, obvykle v blizkosti
cytoplazmatické membrany, nebo v jadife (vétSina ZzivocisSnych DNA virQ).
V pfipadé, Zze se jedna o kone¢nou formu virové €astice, mize dojit k integraci
virovych glykoprotein do povrchovych struktur a k uvolnéni virové ¢astice z buriky.
Nukleoproteiny obalenych vird jsou obvykle transportovany do mist zdrojl
lipoproteinové membrany. Zastupci Celedi Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae a
Rhabdoviridae se obaluji cytoplazmatickou membranou. Jiné viry se obaluji
mebranami vnitrobuné€ného membranového systému (napf. Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum nebo jadernd membrana). V misté obalovani jsou
v nadlimitni koncentraci pfipraveny virové glykoproteiny. Dochazi k interakci
virového nukleoproteinu s pfislushou membranou, a to prostfednictvim virovych
glykoproteind, a k jejich obaleni procesem analogickym exocytdze (puceni). Pfitom

dojde k uvolnéni buné&nych proteind z lipoproteinové membrany a jejich nahrazeni
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proteiny specifickymi pro viry. Nicméné proces obaleni neni vzdy zcela pfesny.
Béhem smésné infekce dvéma kmeny téhoz viru s délenym genomem muze dojit
k vymé&né& genomickych segmentli mezi kmeny (genetic reassortment)’® nebo

zaméné protomer nebo kapsomer (fenotypové miseni).

Proces zrani (maturace) nové poskladanych virovych castic je slozity malo
prostudovany proces. Pfedstavuje strukturni zmény v nezralé (neinfekéni) virové
¢astici, jejichz vysledkem je vznik zralého infek&niho virionu, ktery se mlze uvolnit
z buriky. Casto je zrani spojeno s funkci virovych proteolytickych enzyma, které
specificky Stépi kapsidové proteiny nebo vedou ke konformacnim zménam
strukturnich proteinu. Prikladem muaze byt Stépeni kosternich proteint kapsidy a
strukturnich polyproteini herpesvirid nebo $tépeni kapsidovych proteind HIV, kdy
zmény muzeme pozorovat pomoci elektronového mikroskopu. Slozitym procesem
zrani prochazeji i ‘'nahé’ (vegetativni) ¢astice poxvir. Pro virus chfipky je typicka
aktivace HA glykoproteinu (hemaglutininu) pomoci bunéénych proteaz. Vznik HA1

a HA2 peptidu je nezbytny pro navozeni fuze membran.

Uvolnéni viru z infikované bunky je nezbytné pro kolonizaci hostitele i pro dalSi
Sifeni viru. Lytické viry jsou schopné lyzovat hostitelskou bunku — narusit
cytoplazmatickou membranu, coz vede k uvolnéni novych virovych €astic a smrti
bunky. K zastupcum této skupiny vird patfi napf. lytické bakteriofagy nebo
Poliovirus. Lyzi buriky ¢asto navozuji neobalené viriony. Uvolfiovani vird z buriky je
spojeno se zménami ve struktufe cytoskeletu a propustnosti cytoplazmatické
membrany. Obalené viry se bézné uvolnuji z bunky po kompletizaci na bunééné
membrané (Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae). Tento zavérecny
krok uvolnéni do extracelularniho prostoru oznacujeme jako puéeni. Predchazi
tomu slozity proces exocytdézy, do kterého jsou zapojeny transportni vacky a

membranoveé struktury jako endoplazmatické retikulum nebo Golgiho aparat.

' preskupeni (genetic reassortment) je pieusporadani genomickych segmentd vzijemnou vyménou mezi
dvéma nebo vice antigenné odliSnymi viry pfi smésné infekci a je pri¢inou antigenniho zvratu (shift).
V piirodé tak dochazi napiiklad ke vzniku antigenné€ zcela novych chiipkovych virt.
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Rostlinné viry mohou pomoci transportnich proteinl prochazet pres
plasmodezmata spojujici bunky. Nékteré viry mohou prochazet pfes kanaly

(connecting pores) vzniklé fazujicimi membranami.

3.4.2 P¥iklady reprodukcénich cykla vybranych vira

Reprodukéni cyklus bakteriofaga T4

Prvnim stupném interakce faga s hostitelskou burnkou je adsorpce faga na vnéjsi
membranu vnimavé burfiky. Zprostfedkuji ji slabé nekovalentni vazby mezi
bilkovinnymi strukturami faga a tzv. bunécnymi receptory. Funkci receptord maji
proteiny bakterialni stény vcéetné urCitych polysacharidi a lipopolysacharidu.
Uginnost adsorpce je ovlivnéna fadou faktor(, mezi které patii predevsim
fyziologicky stav bunék, pfitomnost a vhodna koncentrace iontt Mg?*, Ca®*, Na* a
K*. T4 fag vyzaduje pro efektivni adsorpci navic kofaktor (L-tryptofan). Po adsorbci
dochazi k proniknuti fagové nukleové kyseliny do bunééného cytosolu, pficemz

proteinovy obal zlstava mimo bunku.

Genom T4 faga je tvofen dsDNA, ktera se replikuje mechanismem replikacni
vidlicky z RNA primeru. K replikaci dochazi po transkripci rannych fagovych gent a
nasledné syntéze jejich produktl, které zahajuji a zabezpecuji syntézu kopii
fagové DNA (napf. iniciacni replikacni proteiny, DNA polymeraza, helikaza, ligaza).
V procesu replikace vznikaji zfetézené jednoviaknové molekuly DNA, tzv.
kontamery. Typickou vlastnosti T4 DNA je pfitomnost 5-hydroxymetylcytozinu,
jehoz syntéza je kdédovana fagem. Modifikované baze pravdépodobné chrani
fagovou DNA pred hostitelskymi, ale i pfed vlastnimi nukleazami. Je mozné, ze
pIni i funkci transkrip&nich a replika¢nich signali nebo stimuluji prinik fagové DNA

do bunky a obaleni fagového genomu proteinovym plastém.

Transkripci fagovych genti do mRNA muzeme rozdélit na ¢asnou a pozdni fazi.
U komplexnich fagl, jako je T4 fag, bunééna RNA polymeraza pfepisuje pouze
C¢asné geny. Mechanismus, kterym fag preferuje transkripci vlastnich genu, je
zaloZzen na zaméné sigma (o) podjednotky bunééné RNA polymerazy za fagem
kédovanou sigma podjednotku. K zajimavostem genomu T4 faga patfi objev
autokatalytického procesu ,self-splicing“, kterym upravuji napfiklad pre-mRNA

kodujici tymidylatsyntetazu.
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Enzymy kédované fagem nasledné vyvolaji destrukci genetické vybavy hostitelské

bunky vedouci az k zastaveni bunéfného metabolismu. Nasleduje lyze buriky a

uvolnéni fagovych castic. Pfed lyzi buriky dochazi ke kompletizaci virionl, a to

v nasledujicich krocich:

e uspofadani proteinu kapsidu a finalni Uprava hlavicky,

e soucasné usporadani zbylych fagovych struktur (biCik + bazalni desticka,
bi¢ikova viakna),

e zabaleni fagové nukleové kyseliny do pfipravené hlavicky pomoci fagovych
zabalovacich proteind,

e kompletizace fagové Castice z jednotlivych pfedem sloZzenych Casti (biCik +

bazalni desticka + kompletni hlavicka + kompletni bi¢ikova viakna).

Reprodukéni cyklus bakteriofaga lambda (lyticky a lyzogenni cyklus)

Zivotni cyklus faga lambda se od T4 faga lidi v nékterych bodech. Dvouvlaknova
DNA faga je po vstupu do buriky upravena do kruhové formy spojenim koheznich
koncl pomoci ligazy. Pokud se Zivotni cyklus vyviji smérem k lyzi buriky, replikuje
se DNA mechanismem otacejiciho se kruhu, jehoz vysledkem je vliakno dsDNA

sloZené z nékolika molekul fagového genomu.

Pro pfesnou a prednostni transkripci pozdnich genl jsou vyuzivany proteiny
kédované fagem, které usmérnuji hostitelskou RNA polymerazu k pfednostnimu
rozpoznani fagovych promotorll a modifikuji RNA polymerazovy transkripéni

komplex.

Infekéni cyklus bakteriofaga lambda v8ak nemusi vést vzdy k zaniku hostitelské
bunky v pribéhu lytického Zivotniho cyklu. DNA faga ma schopnost integrovat se
po priniku do bunky mechanismem mistné-specifické rekombinace do
bakterialniho chromozému a stat se jeho nedilnou soucasti. Integrovana forma
fagové DNA se nazyva profag a z tohoto stavu odvozeny Zivotni cyklus faga
oznaCujeme jako lyzogenni. Obecné oznacCujeme fagy schopné reprodukce
v lyzogennim cyklu jako mirné (temperované); fagy schopné reprodukce v lytickém
cyklu jako virulentni. ZjednoduSsené muizeme navozeni a udrzovani lyzogenniho
stavu charakterizovat jako komplexni proces, ve kterém se zucastiuji produkty

fagovych, ale i bunéénych genl. Ne vSechny ¢astice mirného faga jsou pfi kultivaci
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s vnimavou bakterii schopné navodit stav lyzogenie, €¢ast bunék podiéha lyze
(probéhne Iyticky cyklus bakteriofaga). Lyzogenie vSak neni nezvratny stav. Vlivem
ur€itych faktord (napf. UV-zareni, teplotni Sok) dochazi k vystépeni profaga
z chromozému hostitelské bunky (lyzogenni konverze) a zméné Zivotniho cyklu
bakteriofaga na lyticky. K uvolnéni profaga dochazi pomoci fagem kédovaného
enzymu excisionazy. V nékterych pfipadech se mize fagova DNA vystépit i se
sousednimi bakterialnimi sekvencemi, pfipadné geny. Vznikaji tak fagy nesouci i
bakterialni geny, které mohou pfenést po nasledné infekci do novych hostitelskych

bunék. Tento pfenos nazyvame transdukce.

Jednostupriova rastova kfivka znazorfiuje zavislost poétu viriont (PFU™)
uvolnénych primérné zjedné buriky na dobé, ktera uplynula od jeji infekce.
Pocatec¢ni interval, béhem kterého pocet virionl neroste, je tzv. latentni faze.
Nasleduje obdobi, béhem kterého se zacinaji nové viriony z bunék uvolfiovat, coz
se projevuje prudkym vzestupem kfivky. Toto obdobi je oznaCovano jako faze
vzestupu. V urCitém okamziku dosahne pocet uvolnénych ¢astic maxima. Touto
hodnotou je vyjadfen fagovy vynos, ktery oznacuje maximalni pocet virionu

vytvofenych primérné v jedné bunce za danych experimentalnich podminek.

Jednostupriova rustova kfivka nepopisuje déje probihajici v infikované burice.
Vyznamnym parametrem intracelularniho ristu faga je ekliptické obdobi, které
stanovi dobu nezbytnou k vytvofeni jednoho virionu. Jakmile se v buice vytvofi
prvni virion, znamena to konec ekliptické faze a zaCatek obdobi zrani faga. B€hem
maturace se z morfologickych a strukturalnich slozek faga sestavuji viriony.
Maturace konci pfiblizné v okamziku, kdy burika zacne lyzovat. Tento okamZik je

z extracelularniho pohledu koncem latentni faze a poCatkem faze vzestupu.

PFi studiu reprodukéniho cyklu lytickych bakteriofagt (respektive lytickych vir()
sehrala mimofadnou ulohu plakova metoda umoznujici stanovit pocet virion
schopnych vytvarek plaky ve virové suspenzi napf. fagovém lyzatu'®

Naockujeme-li na bakterialni plotnu bakterialni suspenzi, ve které jsou i bakterie

"' PFU (plaque-forming unit); ve virologiii pfedstavuje oblast lyzovanych bunék v jednovrstevné bundné
kultufe, ktera je iniciovana infekci jednou virovou c¢astici. Jednotka PFU se pouziva pro vyjadieni poétu
virovych ¢astic stanovenych plakovou metodou (napt. PFU/ml).

2 Virova suspenze vznikla 1yzi infikovanych bakterialnich bunék Iytickym fagem.
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infikované virulentnim fagem, objevi se v souvislém porostu bakterii sterilni
kruhové zény (plaky, plaques). Pfi velkém fedéni faga je plak vysledkem lyze jedné

infikované bunky.

Obr. 7 Jednostupriova rustova kfivka bakteriofaga
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Doba v minutach od pocatku infekce

Reprodukéni cyklus viru pravych nestovic (Variola virus, Poxviridae)
Reprodukéni cyklus poxvirtd probiha v cytoplazmé. Tato nezavislost na jadre,
vyjimec€na pro zivocCisné DNA viry, méla za nasledek, Zze se u poxvirG vyvinul
rozsahly genom. Ten kéduje fadu enzym( nezbytnych pro replikaci a transkripci
virové genetické informace, které nahrazuji bunéné enzymy lokalizované v jadre.
Nékteré z nich jsou pfimo soucasti infekéni virové Castice.

Virus vstupuje do buriky po rozpoznani specifickych povrchovych bunécnych
receptorll a po vazbé na né, a to fuzi plazmatické membrany burnky a povrchové
virové membrany. Virus v§ak mize do buriky proniknout i endocytézou. Nasleduje
rychlé rozbaleni virového jadra. Béhem nékolika minut je zahajena transkripce
virové DNA pomoci enzym( nesenych virem a funk&nich proteind (virova

transkriptaza, transkripéni faktory, metylacni enzymy, polyadenyltransferaza).

42



Virové mRNA maji na 5°-konci CepiCku a na 3’-konci poly(A) sekvenci. Translaci
rannych mRNA vznikaji Casné proteiny, jako napf. DNA polymeraza nebo
tymidinkinaza. Zjistilo se, Ze asi polovina virového genomu se realizuje pfed
zahajenim replikace virové DNA. Béhem syntézy Casnych proteini se zastavi
syntéza bunécnych makromolekul. Nékteré virové proteiny jsou post-translaéné

modifikovany napf. proteolytickym Stépenim, fosforylaci nebo glykosylaci.

Replikace virové DNA probiha v oddélenych sektorech cytoplazmy a vede ke
vzniku cca 10 000 kopii genomu. Pfedpoklada se, Ze se replikace ucastni pouze
virové proteiny. Skladani virovych €astic je komplikované a zahrnuje tvorbu nahych
viriond, obsahujicich povrchovou membranu, lateraini téliska a komplex
nukleoproteinového jadra. Viriony potom ziskavaji vnéjsi lipoproteinovy obal
béhem exocytdzy, a to z membran Golgiho aparatu. Nahé virové ¢astice se mohou

uvolnit z buriky v disledku jeji lyze. Obalené i neobalené viriony jsou infekeni.

Reprodukéni cyklus Human herpesvirus 1 (HSV1, Herpesviridae)

K velmi dobfe prostudovanym reprodukénim cyklim patfi produktivni infekce
epitelovych bunék herpetickymi viry. Infekce za€ina adsorbci viru na buriku, kdy se
virus zachyti svymi vyb&zky na receptorové glykoproteiny umisténé na povrchu
cytoplazmatické membrany. Adsorpce herpetickych virG na povrch buriky je velice
variabilni a vyuziva se k tomu fada virovych i bunécnych glykoproteint. HSV1
muze infikovat dva typy bunék, a to epitelové bunky a neurony. Virus se dostava
do bunky fuzi, jejimz vysledkem je uvolnéni nukleokapsidu z vnéjSich virovych
oball a jeho prunik do cytoplazmy. Nukleokapsid potom putuje podél viaken
cytoskeletu k périm jadra. Po nasledujici ztraté proteinového obalu pronika virova
nukleova kyselina do jadra, kde cirkularizuje. BEhem postupného rozbalovani jsou
z virionu uvolfiovany dulezité regulacni proteiny, napf. VHS (virion host shut-off)
protein, ktery inhibuje syntézu bunéfnych makromolekul, nebo alfa-TIF protein,

ktery aktivuje transkripci virovych genu.
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Transkripce a replikace genomové DNA je zahdjena bezprostiedné po jeji
cirkularizaci v jadfe bunky. Postupné se realizuji ¢asné, pozdni a velmi-pozdni

geny. Pro strukturu genomu herpetickych virQ plati:

e jednotlivé geny jsou ulozeny na rlznych viaknech dsDNA a pouze zfidka se
prekryvaji,

e jednotlivé geny nebo jejich shluky maji své promotory,

e jednotlivé geny se transkribuji v riznych smérech,

e transkripci katalyzuje bunécna RNA polymeraza ll,

e sestfih se uplatriuje jen pfi Upravé malé ¢asti rGznych druhi mRNA,

e transkripce a replikace genomu probiha v jadre,

e mRNA jsou transportovany z jadra do cytoplazmy, kde jsou na ribozémech
syntetizovany jednotlivé proteiny,

e syntetizované proteiny jsou transportovany zpét do jadra, kde se ucastni na
regulaci transkripce a replikace genomu a na maturaci nukleokapsidu,

e regulace genové exprese (transkripce, translace) ma kaskadovy charakter;
zjednodusené se da Fici, ze Casné proteiny aktivuji expresi pozdnich genu a
pozdni proteiny expresi velmi pozdnich genda,

e proteiny jsou post-translatné upravovany napf. Stépenim protedzami,

fosforylaci, glykosylaci.

JiZz na konci ranné faze infekce bunky dochazi mimo inhibice syntézy bunécné
DNA, RNA a proteinu i k degradaci bunééného chromatinu a dezintegraci jadérek.
Ve stejném Case je zahajena replikace virové DNA za pomoci virovych enzymi
(DNA polymeraza, primaza, helikaza, proteiny stabilizujici ssDNA a dsDNA).
Detailni mechanismus syntézy neni znam, pfedpoklada se, Ze virova dsDNA se
pfevazné replikuje mechanismem otacejiciho se kruhu, pfitom vznikaji linearni
oligomery (kontamery) dsDNA, ze kterych specifickym Stépenim vznikaji molekuly

virového genomu jednotkové délky.

Syntéza pozdnich genl (pfevazné strukturnich genud) je aktivovana ranné-
pozdnimi proteiny a replikaci genomu. V jadfe bunky se z kapsidovych proteinu
skladaji nejdfive prazdné kapsidy, do kterych se potom uklada nukleoproteinové

jadro obsahujici molekulu virové DNA. Virova nukleokapsida ziskava pfi prachodu
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pfes jadernou membranu obal. Zajimavosti je, Ze virové glykoproteiny vnéjSiho
obalu jsou tvofeny v cytoplazmé a jsou integrovany do jaderné membrany do mist,
kterymi virova nukleokapsida pronika a kde se obaluje. Zralé viriony se hromadi
mezi vnitfni a vnéjSi lamelou jaderné membrany a v endoplazmatickém retikulu a
jsou transportovany pomoci méchyiki Golgiho aparatu pres cytoplazmu

k cytoplazmatické membrané a pfes ni ven.

Mimo produktivni infekci jsou herpetické viry schopné navodit neproduktivni
latentni infekci. Napfiklad pfi latentni infekci neuront virem HHV-1 (Human
herpesvirus 1) se infekéni virus nemnozi, virova DNA je cirkularizovana a zlstava
v jadfe buriky jako tzv. epizém'. Typicka exprese virovych gent pak neprobiha a
jsou syntetizovany pouze specifické RNA transkripty blokujici zahajeni transkripce
virovych genul. Latentni infekce se muze vlivem riznych faktor( (stres ap.) zménit

na produktivni.

Reprodukéni cyklus viru imunitni nedostate¢nosti (Human immunodeficiency

virus, Retroviridae)

Zastupci Celedi Retroviridae predstavuji skupinu vird vyznacujicich se zvlastnim
reprodukénim cyklem, ktery vyuziva obraceného prekladu genetické informace
z RNA do DNA a jeji za¢lenéni do genomu hostitelské buriky. Vyvolavaji celou
Skalu chorob od infekci bez zjevnych patogennich projevl, pres

neurodegenerativni a imunologické poruchy az po zhoubné nadorové nemoci.

Vyzkum reprodukce retroviri je spojen s objevem reverzni transkripce,
tj. pfenosu genetické informace z RNA do DNA. Tento pfenos neni typicky jen pro
zastupce Celedi Retroviridae, ale i pro rody Hepadnavirus, Caulimovirus a fadu

neinfekEnich genetickych elementu (napf. retrotranspozony).

Viriony retrovirl pronikaji do bunky na zakladé interakce jejich obalovych
glykoproteint se specifickymi bunéénymi receptory. Receptorem pro HIV je CD4
protein (molekula imunoglobulinového typu s jednou transmembranovou

doménou). Interakce ma za nasledek pranik viru do bunky, a to endocytézou.

Prvnim krokem reprodukce je pfepis genomové ssRNA do dsDNA virovou reverzni

1 Epizom — geneticky material existujici nezavisle na chromozémech.
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transkriptazou. Tento proces se sklada z celé fady krokl zahrnujicich tvorbu RNA
primerll, syntézu negativniho a pozitivniho vlakna DNA. Cely proces reverzni
transkripce se odehrava v cytoplazmé hostitelské buriky uvniti struktury odvozené

z virove kapsidy.

Dal$im nevyhnutelnym krokem v Zivotnim cyklu retrovirl je vznik proviru. Po
ukonceni reverzni transkripce nukleoproteinovy komplex vstoupi do jadra buriky a
virova dsDNA se zaclenuje do bunééné DNA na rGznych mistech vyznacujicich se
transkripCni aktivitou. Integrovany provirus je relativné stabilni, k jeho ztraté nebo
poskozeni mize dojit nahodnymi delecemi nebo rekombinacemi v ramci bunécné
DNA.

Virové mRNA jsou syntetizovany transkripci z provirové DNA pomoci bunééné
RNA polymerazy Il. Jsou upravovany podobné jako bunééné mRNA, a to metylaci
na 5°-konci a polyadenylaci na 3°-konci. Signaly iniciujici transkripci se nachazeji
v LTR™ sekvencich proviru a jsou podobné buné&snym regulaénim elementtim

(napf. TATA box, "enhancery").

Translace probiha na volnych polyribozomech a ribozémech asociovanych
s endoplazmatickym retikulem. VétSina primarnich translacnich produktld jsou
polyproteiny, které jsou Stépeny na funkéni produkty. Genomova RNA vznika
uplnym pfepisem provirové DNA. Tvorba novych viriond a jejich uvolfiovani z bufiky
probiha paralelné. Zahrnuje interakce virovych proteind s genomovou RNA a
cytoplazmatickou membranou. Zvlast exportovany a upravovany glykoprotein se
inkorporuje do virové obalové membrany. Nové viriony se uvolfiuji z burky

pucenim.
Reprodukéni cyklus viru chfipky A (Influenza virus A, Orthomyxoviridae)

Virus chfipky se prostfednictvim hemaglutininu (HA) pfipojuje na receptor vnimaveé
buriky, kterym je kyselina sialova vazana na membranovy glykoprotein nebo
glykolipid. Viriony pronikaji do buriky endocytézou. Nukleokapsida se vlivem kyselého
pH uvolfiuje z endozému do cytoplazmy a spolec¢né s transkriptazovym komplexem

je transportovan do jadra, kde probiha transkripce a replikace virové RNA.

' LTR — Long Terminal Repetitions (dlouhé koncové repetice).
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Transkripni  mechanismus vyZaduje kooperaci virovych a bunécnych
enzymatickych aktivit. Virovy transkripéni komplex neni schopen modifikovat
5°-konec virovych mRNA pfidanim cCepiCky nebo metylaci, ani syntetizovat
nezbytné primery pro zahdjeni transkripce virové RNA. Vysledkem transkripce je

8 virovych mRNA kédujicich v8echny virové proteiny.

Replikace virovych segmentt probiha pres komplementarni RNA viakna (cRNA),
které jsou kompletnimi vlakny pozitivni polarity, ss(+)RNA, bez cepicky
a poly(A) sekvence. Na rozdil od transkripce jsou syntetizovany bez pomoci
bunécnych enzyml. Tyto komplementarni RNA (cRNA) slouzi dale jako templaty
pro syntézu genomoveé RNA viru. Nukleoproteinovy komplex obsahuijici i virovou
transkriptazu je transportovan do cytoplazmy, kde probihaji zavéreCné faze
skladani virionu.

Jeden z vyznamnych povrchovych antigenl, hemaglutinin, je v Golgiho aparatu
glykosylovan a integruje se do cytoplazmatické membrany v misté puceni viru
spoleéné s druhym dulezitym virovym proteinem, neuraminidazou (NA). Ta
usnadnuje pfistup virionu k vnimavé bunce v respiraénim traktu obsahujicim
muciny a je na konci reprodukéniho cyklu viru chfipky nezbytna pro uvolnéni
virion z povrchu bunky. Tésné pfed pu€enim se virion kompletizuje a obaluje
cytoplazmatickou membranou s integrovanymi molekulami hemaglutininu a

neuraminidazy.
Reprodukéni cyklus viru Sarky svestky (Plum pox virus, Potyvirus)

Virus se dostava do burky nej¢astéji pomoci hmyzich vektor. Replikace potyvirl
probiha v cytoplazmé a vyuziva pfi tom i replikdzovy komplex vazany na
membrany. Progenové virové RNA jsou syntetizovany na pfechodnych (-)RNA

kopiich. Po urcitou dobu muzeme v burice detekovat replikativni formu dsRNA.

Genom potyvirll pfedstavuje ss(+)RNA o velikosti cca 9 600 nukleotidu. 95 % jeho
délky predstavuje jeden velky otevieny C&teci ramec kodujici 9 az 10 funkénich
proteind. Virem kbédovany Vpg protein je kovalentné vazan na 5°-konec
nukleotidového fetézce a poly(A) sekvence je pfitomna na 3’-konci. Cely cteci
ramec se nejdfive pfepisuje do jediného polyproteinu, ktery je proteolyticky Stépen

za vzniku funkénich virovych proteinl: P1 (proteaza), HC-Pro (proteaza, vektorovy
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prenos), P3, Cl (RNA helikaza), CP (strukturni protein kapsidu, vektorovy pfenos,
transportni protein), Nla-VPg (iniciace syntézy RNA), Nla-Pro (proteaza), NIb (RNA
dependentni RNA polymeraza), 6K1 a 6K2.

Reprodukéni cyklus viru mozaiky tabaku (Tobacco mosaic Vvirus,

Tobamovirus)

Virion nese linearni genomovou ss(+)RNA a kapsid helikalni symetrie slozeny
pfiblizné s 2 100 molekul obalového proteinu. lhned po vstupu do buriky se virova
genomova RNA zacina rozbalovat a sou€asné dochazi k vazbé& na ribozémy a
k translaci replikacnich proteint (metyltransferaza, helikaza, RNA polymeraza). Po
uplném rozbaleni virové RNA se muze vytvorit replikaéni komplex, ktery je schopny
syntetizovat ke genomické nukleové kyseliné komplementarni vlakna ss(-)RNA,
které slouzi jako matrice pro syntézu pozitivnich vldken genomické RNA, ale i
subgenomovych mRNA. Jedna z nich nema Cepicku na 3’-konci ani nekodujici
sekvenci na 5°-konci a napomaha pfi transportu genomové RNA na kratkou
vzdalenost, tj. do okolnich bunék pfes modifikovana plasmodezmata. Tento pfenos
nevyzaduje plastovy protein, oviem k Sifeni na velkou vzdalenost vodivymi pletivy
je pfitomnost proteinového plasté nutna. Metabolismus napadené bunky se

dlouho neméni i pfes hromadéni virovych komponent.

Prvnim krokem maturace novych virionu je vznik proteinovych diskd, pfi¢emz prvni
se uklada asi v 7 virové RNA od 3’-konce, a z tohoto iniciatniho mista se
postupné pfidavaji disky kapsidovych proteint, az je dokoneno obalovani celé
genomické virove RNA. lzolovana RNA a kapsidovy protein jsou schopné
reasociace in vitro. Virus se Sifi v rostliné plasmodesmaty a vodivymi pletivy.

K jeho aktivnimu uvolfiovani nedochazi, coz je typicka vlastnost rostlinnych vird.
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4 VIRY - PUVODCI CHOROB

Velky teoreticky i prakticky vyznam ma dikaz, ze dany virovy druh (kmen) je
pavodcem urcité choroby (pfipadné, Ze choroba je virového plvodu, tzn. virové
etiologie). Dikazem je napInéni Kochovych postulata’. Pro viry, které jsou in

vitro v Cisté kultufe nekultivovatelné, bylo nutné tato pravidla upravit:

1) virus vzdy provazi projevy dané choroby,

2) je nezbytné virus izolovat, purifikovat a stanovit jeho vlastnosti,

3) je nutné vyvolat identickou chorobu inokulaci'® zdravého hostitele,

4) je nutné potvrdit vyskyt identického viru a opakovana izolace z infikovaného

hostitele.

Virova choroba je vysledkem interakce mezi patogenem a hostitelem. Tento
patogenni vztah, primarné determinovany genetickymi vlastnostmi viru a
hostitele, muze byt vyrazné ovlivnén podminkami prostiedi. V humanni a
veterinarni mediciné se uplatfiuji pro stanoveni chorobného stavu organismu urcité
parametry - normy biologickych konstant (napf. normalni tepova frekvence, teplota,
glykémie, pH krve, sedimentace). Ve fytopatologii obdobné objektivni miry
normalnosti (zdravi) chybi. Za nemocnou se povazuje ta rostlina, ktera ma
pfiznaky choroby obvykle pozorovatelné vizualné. Neéktefi autofi povaZzuji za
nemocné vSechny infikované rostliny.

Interakce viru s hostitelskym organismem zac€ina napadenim bunky, které je
prvnim krokem infekéniho procesu. Tato interakce je podminéna geneticky, a to
specifickymi, navzajem se rozpoznavajicimi receptory kddovanymi virem a bunkou.
NejznaméjSim pfikladem je hemaglutinin (HA) viru chfipky, ktery rozpoznava
odpovidajici receptor v epitelovych burikach dychacich cest (kyselinu sialovou).
Adsorbce a penetrace probiha v ¢asovém sledu a je nasledovana expresi virového
genomu, k ¢emuZ je vyuzivan metabolismus hostitelské burky. Membranové

systémy bunky, vcetné vnéjSi lamely jaderné membrany, endoplazmatického

'> Mikroorganismus musi byt nalezen ve viech piipadech choroby; musi byt izolovatelny a kultivovatelny
v Cisté kultufe a nasledné musi byt determinovan; infekce stejného zdravého hostitele musi vyvolat stejnou
chorobu a stejny mikroorganismus musi byt izolovatelny z infikovaného experimentalniho hostitele.

'® Inokulaci rozumime pienos patogennich jednotek na hostitele bud’ ptirozenym, nebo umélym zpiisobem.
Zdrojem inokula mize byt kazdé misto (kazdy material), kde se virus rozmnozuje nebo pieziva.
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retikula a Golgiho apratu, se stavaji mistem, kudy jsou nové syntetizované virové
proteiny transportovany a kde se hromadi. Zmény na bunécéné, tkanové a
organové urovni mohou byt tak vyznamné, Ze vedou k jejich funkénim a
morfologickym zménam. Zmény odehravajici se na bunécné, pfipadné tkanové

urovni jsou oznacovany jako cytopaticky efekt.

4.1 Cytopaticky efekt (CPE)

Pojem cytopaticky efekt se pouzZiva pro oznaceni zmén, které vznikaji v burice
jako dusledek infekce virem a které zplsobuji nevratné naruSeni jejich
metabolickych procesu. Dochazi napfiklad k naruseni sodikové pumpy; draselné
ionty unikaji z bunky a v bufice se hromadi sodikové ionty a voda. Postupné se
méni permeabilita bunéné membrany, ktera se stava prostupnou i pro vétsi
molekuly. Dochazi k proliferaci membran hladkého endoplazmatického retikula a
Golgiho aparatu, ribozomy se uvoliuji z membran drsného endoplazmatického
retikula, a dochazi tak ke zvySeni relativni plochy hladkého endoplazmatického
retikula. ZvétSuje se vakuolizace napadenych bunék, stejné jako jejich dychani.
V jadfe a cytoplazmé se hromadi nové virové Castice nebo jejich komponenty;
vznikaji jaderné nebo cytoplazmatické inkluze. V disledku bunéénych zmén muze

dojit az k imunitni cytolyze, ktera vede ke smrti buniky.

U rostlinnych bunék se bézné setkavame s analogickym pojmem cytologicky
efekt, ktery rovnéz zahrnuje patologické efekty vyvolané virovou infekci buriky.
Jedna se predevSim o vyvoj abnormalnich membranovych systému
v mitochondriich, strukturalni a biochemickou degradaci chloroplastd, zmény
v bunééné sténé (abnormalni ztlusténiny, vznik vyénélkd, zména struktury
plasmodezmat, ukladani materialu mezi cytoplazmatickou membranu a bunécénou
sténu). Moznym zakonCenim infekéniho procesu je smrt burnky. V jadie i
cytoplazmé pak mUzeme pozorovat virové inkluze, které jsou tvoreny prebyteénymi
proteiny virového plvodu. NejCastéji zjisSténé fyziologické a biochemické zmény
v infikovanych bunkach jsou sniZzeni aktivity fotosyntézy (degradace
fotosyntetickych pigmentl a chloroplastovych ribozomu), zvyseni dychani, zvySeni
aktivity urCitych enzymud (napf. polyfenoloxidazy) a snizeni aktivity rustovych

regulatord.
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Cytopaticky efekt vyvolany na bunécné urovni se pak promita do histologickych
zmén rostlinnych pletiv i zivo€iSnych tkani. Pfikladem jsou nekrézy vyvolané
odumienim celych skupin bunék, hypoplazie (bufky se nediferencuji a nedéli)

nebo hyperplazie (hadmérné déleni piné diferenciovanych bunék).

Je nutné pfipomenout, Ze mnohé virové infekce nejsou doprovazeny snadno
pozorovatelnym (nebo méfitelnym) cytopatickym efektem. Rada degenerativnich
zmén bunky vyvolanych virovou infekci je nespecificka a mize byt vyvolana i jinymi
stresovymi faktory. Typickym pfikladem je reakce bunky na aplikaci herbicidd.
Stejné tak geneticky rdzné buriky mohou reagovat na infekci konkrétnim virem

rozdilné.

Prehled metabolickych zmén a poskozeni zivoc¢iSnych bunék béhem virové

infekce:

1. Inhibice syntézy bunéénych makromolekul
e inhibice syntézy bunéénych RNA
e zamezeni iniciace translace (asociace ribozomi s bunéénou mRNA)
e inhibice syntézy bunétné DNA
2. Uprednosténi syntézy makromolekul specifickych pro virus
e syntéza Casnych makromolekul specifickych pro virus (mRNA, Casné
proteiny)
e hromadéni strukturnich virovych proteinl toxickych pro bufku
e inkorporace proteini a glykoproteind specifickych pro virus do
membranového systému buriky (disledkem je imunitni cytolyza)
e syntéza virové genomické DNA nebo RNA
3. Aktivace bunéénych lyzozému
4. Zmény bunéénych mikrofibril a mikrotubult
5. Prestavba membran endoplazmatického retikula, jadra a bunééné
membrany
e zména permeability cytoplazmatické membrany pro ionty a vodu

e unik makromolekul z bunky
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6. Imunitni cytolyza'’

e rozruSeni antigenné zménéné cytoplazmatické membrany, lyze bunky

Nékteré viry (napf. paramyxoviry nebo herpesviry) kéduji specifické proteiny
(fusion proteins), které zprostfedkovavaiji prlichod viru pfes bunéénou membranu.
Stejné proteiny mohou vyvolat tvorbu mnohojadernych velkych bunék (syncytii).
VytvaFi se tak alternativni moznost Sifeni viru v pletivu, a to pfimym pfechodem
z bunky do bunky, na rozdil od uvolnéni infekénich viriond z bunky a opétnou

infekci okolnich bunék.

K typickym metabolickym zmé&nam a poskozenim rostlinnych bunék béhem virové
infekce patfi:

e sniZeni fotosyntézy,

e zvySeni dychani,

e opozdéna translokace Skrobu (Skrobové léze) z infikovanych pletiv,

e akumulace Skrobu a cukrl v infikovanych listech (kfehkost, lamavost listd),

e produkce virovych nukleoproteina,

e zrychleni starnuti, pfedCasné starnuti,

e snizeni koncentrace rustovych regulator(: axint a gibereling,

e zvySeni koncentrace kyseliny abscisové a ethylenu.

4.2 Jak virus vyvolava chorobu

Patogeneze virové infekce je proces vyjadrujici komplex interakci mezi virem

a hostitelem, jehoz vysledkem je nemoc'®.

Infekce hostitelského organismu virem (patogenem™) je sled pochodt od préniku
viriond do buriky az kvzajemnému se rozpoznani, které vyusti v navazani

parazitického vztahu virus — hostitel. Jednou z vyznamnych vlastnosti patogenu

' Rozrugeni antigenn& zménéné bun&éné membrany infikované buitky zprostiedkované protilatkami,
komplementem, nebo lymfocyty.

'8 Choroba (disease) je $kodlivou odchylkou od normalniho priibéhu fyziologickych procesd trvajici
dostatecné dlouhou dobu, aby se zivotné dulezité funkce narusily nebo zpomalily. Zdravi (healthy) se definuje
jako optimalni pribéh fyziologickych procest zivych systému, ktery umoziuje, s piihlédnutim ke stupni
optimalizace vné&jsich podminek, pln€ vyuzit neporuseny geneticky potencial.

' Patogen je bun&ny nebo nebun&ény organismus, ktery je schopen zptisobovat chorobu na jednom hostiteli
nebo okruhu hostitelt.
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je jejich infekénost®, tj. infek&nost je schopnost mikroorganismu zplisobovat
onemocnéni po vniknuti do téla hostitele. V rostlinné virologii tento termin vyjadfuje
i kvantitu urcitého viru v pletivech hostitele, schopnost mnozit se v ném, ale i

stabilitu viru in vitro v prostfedi mimo hostitele.

V pfedchozich kapitolach byl kladen dliraz na poznani struktury virionu a jejiho
vyznamu pfi infekci bunky a vyvolani onemocnéni. Ve vétSiné jiz popisovanych
prikladl probéhla po infekci buriky produktivni infekce, tj. doSlo k reprodukci viru,
kdy vznikly nové biologicky i morfologicky zralé viriony se stejnymi vlastnostmi jako
meél rodiCovsky virus. Produktivni infekce mize probéhnout pouze ve vnimavych
(permisivnich) bunkach. Pokud bufka neni vnimava (nepermisivni), nemize
k infekci bunky dojit. Tato vlastnost buriky je podminéna absenci nékterych
molekul, struktur nebo biochemickych drah, které umozfuji pribéh vSech fazi
reprodukéniho cyklu konkrétniho viru. Pokud napfiklad chybi receptory
v cytoplazmatické membrané, nemuze dojit k primarni interakci viru a hostitelské
buriky; virus se na povrchu buriky nezachyti a nepronikne dovnitf. Podobné i
absence nebo nedostatek bunécnych enzymu, které jsou pro virus nezbytné
(esencialni), ma za nasledek poruchy v expresi virem koédovanych proteind,

pfipadné zabrani kompletizaci novych virovych ¢astic.

4.3 Patogeneze virové infekce

Vztah viru a hostitelské organismu (makroorganismu) v pribéhu infekéniho
procesu je predmétem studia patogeneze virovych nakaz (infekci). Viry ovlivAuji
hostitele nejriznéjSimi zplsoby, napf. cytotoxicitou (Herpes simplex virus),
produkci toxinu (Rotavirus), pozménuji rust a déleni bunék (Human papilloma
virus, lidské herpesviry, fada rostlinnych virdl) nebo navozuji imunopatogenicitu®’
(Hepatitis B virus) a imunosupresi®® (Human immunodeficieny  virus,
Cytomegalovirus). Je dulezité ziskat také poznatky o tom, jak virus pronika do
hostitele, jak se v hostiteli pomnozuje a Sifi a jakymi mechanismy vyvolava

onemocnéni. Vyvoj a kone¢né dusledky tohoto procesu zavisi na patogenité nebo

2% Infek&nost - schopnost patogena vyvolat infekei.

! Infekce navozuje stav snizené imunity.

22 Stav, kdy je omezena schopnost organismu reagovat na antigenni podnét tvorbou protilatek nebo bun&énou
reakci: stav sniZzené imunity.
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virulenci® virového druhu (kmene) a G&innosti protivirové obrany hostitele. Mnohé
virové infekce nevyvolavaji pfiznaky. Vyvolana choroba maze mit rizny prabéh, od
mirného az po velmi silné projevy infekce koncCici smrti hostitele. Infekce muze
probihat jen kratkou dobu (akutni infekce, obvykle silnéjSi pfiznaky) nebo je
dlouhodoba (chronicka infekce, slabé nebo mirné pfiznaky), ktera pfetrvava po
cely zivot hostitele. U ZivoCichl mizeme pozorovat oba typy infekce, pro rostliny

jsou typické ‘chronické” infekce. Obvykle u nich nedochazi k aktivnimu ozdraveni.

Chronicka infekce muze byt spojena s neustalou reprodukci virovych ¢astic a jejich
uvolhovanim (perzistentni infekce) nebo replikace viru neprobiha a virus je
v neaktivni fazi (latentni neproduktivni infekce). V urcitych pfipadech i v pribéhu
latentni (bezpfiznakoveé) infekce muze dochazet k replikaci a uvolhovani vir(,
potom se jedna o latentni produktivni infekci. Béhem latence muze dochazet
periodicky (pfipadné i jednorazové) k reaktivaci infekce a zvratu k perzistentni

infekci.

Virové patogeneze je obvykle spojovana s reprodukci virovych €astic a s jejich
uvolhovanim, které je nezbytné pro dalSi Sifeni infekce a udrzeni virové genetické
informace. MGzeme se vSak setkat i s jinymi mechanismy patogeneze, jako je
napf. podil viru na indukci onkogeneze, potlaceni (suprese) funkci imunitniho
systému nebo jinych specifickych bunéénych funkci bez usmrceni infikované
buriky. Pomalé virové infekce se vyznacuji mnoho let trvajici asymptomatickou
latentni perzistenci viru v organismu. Aktivace infekce, spojena Casto
s imunosupresi, vede k projevim onemocnéni napadeného organismu c¢asto
s rychlym letalnim koncem. V nékterych pfipadech ma infekce za nasledek

transformaci buriky.

Jiny pohled na virové infekce je déli na lokalizované a systémové. V pfipadé
lokalizovanych infekci dochazi pouze k poSkozeni buné&k v misté infekce
(Rhinoviruses). Systémova infekce (napf. spalnicky — Measles virus,
Paramyxoviridae) je pak spojena s Sifenim viru po organismu a ma za nasledek jak

subklinické infekce (bez projeva), tak akutni (neperzistentni) infekce, perzistentni

¥ Virulence porovnava silu chorob vyvolanych riiznymi kmeny téhoz mikroorganismu.
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infekce (chronicka, latentni, pomald), transformace az infekce s fatalnim

vysledkem.
Interakce viru a bufiky mize mit mnoho forem.

e Cytocidni produktivni infekce (lyticka), pfi které probéhne kompletni
reprodukce virQ, bunka je vSak tak poSkozena, ze odumira.

e Produktivni infekce bez cytocidnich zmén, pfi které probéhne kompletni
reprodukce virt, avSak po jejich uvolnéni burika neodumira, ale obnovuje
svoji funkci.

e Perzistentni infekce, béhem které se virové Castice tvofi trvale, nedochazi
ale k poskozeni buriky. Pokud se jedna o délici se burky, virus muze
prechazet do dcefinych bunék (vétsina rostlinnych virQ).

e Neproduktivni infekce (latentni), pfi které virovy genom pfetrvava
v organismu, nové Castice se netvofi a exprese virovych genu je minimalni.

e |Interakce viru s bunkou vede k jeji transformaci, pfi které se meéni
vlastnosti bunky (morfologie, genom, karyotyp) a dochazi k porucham
bunééného déleni, diferenciace a rustu (onkoviry).

e Abortivni infekce, pfi které virus pronikne do buriky, ale vzhledem
k absenci nékterych enzymu nebo faktord v burice jsou syntetizovany jen
nékteré slozky reprodukéniho cyklu viru. Kompletni ¢astice se netvofi nebo

jsou defektni.

44 Patogenita a virulence

Pojmy patogenita a virulence se Casto zaménuji nebo pouzivaji ve stejném slova
smyslu. Stru¢né feceno: patogenita porovnava silu chorob vyvolanych rdznymi
mikroorganismy (napf. virus vztekliny je vice patogenni nez virus spalnicek).
Virulence porovnava silu chorob vyvolanych rdznymi kmeny téhoz
mikroorganismu (napf. dva kmeny herpes simplex viru (A, B) inokulované do kuze
mySi mohou vyvolat tvorbu vesikularnich lezi a zpUsobit smrt; v pfipadé kmene A
inokulacni davka méné nez 10 viriond muze jiz vyvolat smrt, v pfipadé kmene B
potfebujeme infekéni davku az 10 000 viriond. To znamena, Zze kmen A je cca

1000x virulentnéjSi nez kmen B).
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Proc¢ je jeden kmen viru virulentnéjsi nez druhy?

Vyuziti metod molekularni biologie a genetiky, jako je napf. sekvencovani, pomaha
odpovédeét na tuto komplikovanou otazku. Jeji vyfeSeni je nesmirné dilezité mimo
jiné pro pfipravu atenuovanych (oslabenych) kmen0 vird nezbytnych pro pfipravu
vakciny. P¥i€inou jsou s nejvétSi pravdépodobnosti malé mutacni zmény.
Napfiklad byly porovnany sekvence virulentniho “typu IllI” polioviru a odvozeného
atenuovaného kmene. Pouze 10 mutacnich bodi ze 7 430 bylo detekovano
v atenuovaném kmenu. Nasledné se zjistilo, Ze pouze tfi z nich mohou vést ke
zméné aminokyseliny, a dale, Ze pouze jedna zména aminokyseliny odpovida za
oslabeni virulence u atenuovaného kmene. Podobné zaména aminokyseliny u viru
chfipky B v blizkosti jeho receptor vazebného mista (receptro-binding site) na

vrcholku molekuly hemaglutininu snizuje jeho virulenci.

4.5 Zakladni znaky patogenetického procesu organismu jako

mnohobunééného systému — patogeneze zivocichu

Ackoliv jednotlivé kroky virové patogeneze se liSi v detailech odliSujicich konkrétni
virové druhy a hostitele, miZzeme nalézt fadu spole¢nych obecné platnych vztaht a
zakonitosti. Virus musi pfezivat v prostfedi, atakuje a vstupuje do vnimavého
hostitele, mnozi se (vytvafi inokulum?®*), $ifi se z mista primarni infekce (vstupu) do
vybranych pletiv a organu hostitele a vyvolava chorobu jako projev infekce.
Vzhledem k rozdilim v prabéhu patogeneze ZivociSnych a rostlinnych organismd,
které se liSi jak konkrétnimi procesy a mechanismy patogeneze, tak i historicky

zavedenou terminologii, budou tyto ¢asti popsany zvlast.

* Inokulum chapeme jako material obsahujici virové &astice (mikroorganismy), které mohou byt pieneseny
do hostitele.
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4.5.1 Vstupni brana infekce

Zivoéisné viry jsou schopné infikovat bufiky pies kuzi®® nebo sliznice®®. Zdrava
kGize, skladajici se z nékolika neposSkozenych vrstev, je dostate¢nou bariérou
virové infekci. K jejimu zahajeni je nezbytné poskozeni klize a oslabeni
obrannych mechanismu uplatriujicich se v kuzi. Nékteré viry mohou vstupovat do
organismu vice cestami. Napfiklad virus pravych nestovic (Varicella major) muze
infikovat organismus odérkami kize, ale také respiracnim traktem. Vyrazné
zraniteln&jSimi misty jsou sliznice dychaciho traktu (respiracni), zazivaciho traktu
(gastrointestinalni), urogenitalniho systému a spojivek. Na rozdil od kuze, infekce
bunék sliznic nevyZaduje jejich poruSeni, obvykle je postaCujici malé trauma
(oslabeni organismu a tedy i obrany sliznic), které umozni primarni infekci a

pomnozeni viru.

V mirném klimatu je béZnou vstupni branou respira€ni trakt. ldealnim nosi¢em
mikrob( vcetné virl je aerosol vznikajici pfi kychani nebo kaslani. Malé kapicky
(kapénkova infekce) se mohou Sifit vzduchem a k infekci pak dochazi jejich
vdechnutim, kdy dochazi nejCastéji k primarnim infekcim plicnich nebo
trachealnich sliznic. Infekce je Casto usnadnéna faktory poskozujicimi ochranou
hlenovou vrstvu, jako je koufeni nebo znecisténi ovzdusi. Obrané mechanismy
jsou spojeny se sekreci ochranného hlenu a s koordinovanym pohybem vilaken
obrvenych epitelidlnich bunék, které pomahaji zachytit cizorody material a odstranit
jej. Doplnujicimi obrannymi mechanismy jsou sekrece imunoglobulinu A (IgA) a
fagocytdza bunék alvolarnimi makrofagy. PfedevSim v podzimnim a zimnim obdobi
jsou pfeplnéné obchody, autobusy, ale i Skolni tfidy, idealnim prostfedim pro Sifeni

kapénkovych infekci.

Infekce pres gastrointestinalni trakt je obvykle spojena s nizkym standardem
hygieny. Tento zplsob infekce je znam jako fekal-oralni cesta, u nas znama pfi

Sifeni hepatitidy A, ktera je nazyvana jako ‘nemoc Spinavych rukou’. Virus je

2% Ptiklady vird infikujicich organismus pres poranéni kize: lidské papillomaviry, poxviry, Herpes simplex
virus 1; kontaminované injekéni jehly: Hepatitis B virus, Lentivirus (HIV); pomoci vektorii a pokousanim:
Arboviruses, Lyssavirus.

*6 piklady virti infikujicich organismus pies sliznice: sliznice respiraéni - Orthomyxovirus, Paramyxovirus,
Rhinovirus, Varicella-zoster virus; travici trakt - Poliovirus, Enterovirus, Rotavirus; spojivka - Enterovirus,
Adenovirus; urogenitalni sliznice - Hepatitis B virus, Herpes simplex virus 2, lidské papillomaviry.

57



vylu€ovan stolici a cestou Spinavych klik a nemytého ovoce je pfenasen do
gastrointestinalniho traktu zdravého jedince. Viry, které jsou schopné infikovat
hostitele pfes gastrointestinalni trakt, musi byt schopné pfezivat v kyselém
prostfedi Zaludku, nemohou byt inaktivovany proteolytickymi enzymy ani Zlu€ovymi
solemi. Pravé tyto podminky v gastrointestinalnim traktu jsou hlavnimi

nespecifickymi obranymi mechanismy inaktivujicimi viry.

Rada lidskych vird, véetné HIV (Human immunodeficiecy virus) nebo HSV 2
(Herpex simplex virus 2), je pohlavné prenosna. Malé ranky a odérky sliznic
pochvy, ale i uretry a kone¢niku béhem sexualni aktivity mohou vést k infekci.
K obranym mechanismim sliznic urogenitalniho systému patfi mukozni hleny,
kyselé pH sekretl, chemické slozeni povrchu a Cistici funkce sliznic uretry a

pritomnost sekre¢niho IgA.

Mistem primarni infekce viry mize byt i o€ni spojivka. NejCastéji se jedna o infekci
adenoviry nebo enteroviry vyvolavajicimi lokalni infekci (zanét o€ni spojivky). Jen

vzacné se infekce $ifi dale z o€i do nervového sytému.

Plod (fetus) muze byt infikovan z matky, a to transplacentarni cestou (zardénky -
Rubella virus, plané neStovice — Varicella-zoster virus, hepatitida B — Hepatitis B
virus, Human immunodeficiency virus), nebo v pribéhu porodu mulze dojit

k perinatalni nakaze (cytomegalovirus, Enterovirus, Human papillomavirus).

Jinou cestou Sifeni virl se staly transplantace a trasfuze, kdy predevsSim dva
herpesviry, a to cytomegalovirus (Human herpesvirus 5) a Epstein-Barr virus

(Human herpesvirus 4), jsou velice nebezpecné.

4.5.2 Zakladni faze procesu patogeneze

Viry jsou pfi€inou celé Ffady velmi zavaznych chorob, jejichZ vyvoj je zavisly jak na
viru v tom nejobecnéjSim slova smyslu, tak na hostiteli. Ve vSech pfipadech vSak
muzeme pozorovat stejnou posloupnost obecnych krokul infekce organismu, vyvoje

a prubéhu choroby.

K zakladnim fazim patogeneze patii:

Vstup viru do hostitele - primarni infekce hostitele je spojena s pfekonanim
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epitelové nebo kozni bariéry. Zdravou neporanénou kizi nemohou viry proniknout.
Sliznice jsou chranény obrannymi mechanismy, jako vrstva hlenu, pohyb fasinek,
pH, nespecifické inhibitory, IgA protilatky. Viry se setkavaji s makrofagy

retikuloendotelového systému.

Primarni pomnozeni - v misté inokulace ve vnimavych burikach dochazi
k zahajeni mnozZeni viru. Vyviji se zapalova reakce (zanét) a dochazi k poskozeni
bunék v misté infekce. Virus musi prekonat lokalni nespecifické obranné
mechanismy, jako jsou interakce s makrofagy (fagocytéza), nespecifické inhibitory
vird (napf. interferon), snizeni pH, lokalni prokrveni, lokalni zvySeni teploty. Pokud
nedojde v této fazi k potlaCeni virové infekce, nasleduje pomnozeni virl. Viriony
jsou lymfou dopraveny do mistnich lymfatickych uzlin, kde mohou byt fagocytovany

a virové antigeny jsou prezentovany imunokompetentnim burikam.

Sifeni v hostiteli; bunéény a tkanovy tropismus - viry pfekonaji cévni bariéry a
zacCinaji se Sifit lymfatickymi a krevnimi cévami po organismu, dojde k primarni
viremii. Nasledné viry mohou proniknout do nervovych zakonceni a Sifit se podél

nervovych vlaken. Sifi se k cilovym tkanim a organtim.

Imunitni odpovéd’ — paralelné se Sifenim viru po organismu je aktivovan imunitni
systém a virus je konfrontovan se specifickou protivirovou obranou, kterou
reprezentuji specifické protilatky a bunécna imunitni odpovéd. Pokud mnoZeni viru
pfekona obranné kapacity bunécné imunity, dojde k sekundarni viremii, ktera je

obvykle doprovazena zvySenim teploty.

Sekundarni pomnozeni — virus se usidluje a pomnoZuje v cilovych tkanich a
organech. V dusledku protilatkové obrany se tvofi imunokomplexy, které jsou
odbouravany specifickymi slozkami komplementu?” a makrofagy. Dochazi
k pfimému poskozeni hostitelskych bunék vlivem replikace viru, imunitni cytolyzy

nebo cytotoxickymi T lymfocyty.

7 Komplement tvori skupina krevnich bilkovin, které se podileji na n&kterych imunitnich a alergickych
reakcich (patii k nespecifické imunité). K aktivaci komplementu klasickou cestou vede zejména komplex
antigen-protilatka.
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4.5.3 Sifeni viru v hostiteli

V organismu hostitele se viry rozmnozuji a Sifi v burikach rdzného typu tvoficich

tkané a organy. Cely organismus je spojen lymfatickymi a krevnimi cévami a nervy.

Obr. 8 Schéma Sifeni virové infekce

Vstupni brana infekce
Primarni pomnozeni

Periferni nervy

Centralni
nervovy systém

Buriky
retikulo endotelového systému

Kosterni svaly

Vhitfni organy

Virus se v organismu zachyti v primarnim misté infekce. Po jeho pomnozZeni
zacina proces jeho Sifeni, ktery kon€i usidlenim viru v cilovém organu. Pojmem
cilovy organ oznacCujeme ten organ, jehoz poskozeni vyvolava klinické pfiznaky
nemoci. Projevim Klinickych pfiznakd pfedchazi bezpfiznakova inkubac¢ni doba a
stadium nespecifickych ‘prfedzvéstnych’ pfiznakd. Kdyz se cilovy organ shoduje
s mistem primarni infekce (plice - chfipka), je inkubacni doba kratka a predzvéstné
pfiznaky (teplota - horecka) se dostavuji rychle a plynule pfechazeji do rozvinutych
pfiznakd nemoci. U nemoci, kdy misto primarni infekce a cilovy organ jsou
vzdalené, anatomicky i fyziologicky chranéné (détska obrna — poliovirus (Human
enterovirus C), vzteklina - Rabies virus, infekéni Zloutenka — Hepatitis A virus), je

inkubacéni doba delsi.
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Pokud se viry vyvolavajici onemocnéni sliznic mnozi vyhradné v bunkach
slizniéniho epitelu (Rhinovirus), zlstava infekce lokalizovana v misté primarni

infekce.

PFfima inokulace viru do krevniho fecisté je pomérné vzacna. Mizeme se s ni
setkat u arbovirt®®, které jsou prenaseny vektory, nebo pfi inokulaci injekéni jehlou
béhem transfuze infekéni krve nebo krevnich derivatd, pfipadné pfi aplikaci drog
injek¢ni stfikackou opakované pouzivanou vice osobami. NejCastéjSi je proniknuti
viru do krevniho (lymfatického systému) z mista primarniho pomnoZeni viru
(infikovana tkan - sliznice, svaly, subkutanni pletiva ap., mistni lymfatické uzliny).
Virus je uvolfiovan do krevniho fegisté (primarni viremie®®) a krevnimi a
lymfatickymi cévami se Sifi organismem. Virus se maze S§ifit volné v plazmé nebo
asociovan s krevnimi burikami. Pfikladem volného Sifeni mohou byt zastupci
r. Togavirus, na strané druhé HIV se S8ifi v monocytech, makrofazich nebo
T bunkach, Virus Epstein-Barrové infikuje B lymfocyty. Krok, kterym viry infikuji
z krevniho feCisté vnimavé tkané, neni zcela detailné prostudovan. V nékterych
pfipadech virus napada epitelové bunky a Sifi se do hloubégji lokalizovanych bunék

Sifenim z bunky do bunky.

Viry spojované s infekci centralniho nervového systému, se ¢asto Sifi nervy nebo
podél nervovych vlaken Schwannovymi bunkami. Typickym pfikladem je virus
vztekliny, herpes simplex virus nebo Varicella zoster virus. Mnohé studie potvrzuiji,
Ze kapacita a efektivnost Sifeni viru drahami na velkou vzdalenost, ale i z buriky do
bunky, je ur€ena specifickymi virovymi proteiny.

Z krevniho fecCisté se viry Sifi dal do jater, sleziny, kostni dfené&, kde se virus dale
mnozi. Jeho opétovné masové uvolnéni do krevniho fecisté maze byt pficinou
sekundarni viremie.

Na zaveér virus napada cilové organy (tkané). Tento proces je zavisly na tkanovém

tropizmu, koncentraci viru, ale i stavu hostitelského organismu.

% Viry ptenagené ¢lenovei — Arthoropad-borne viruses.
* Viremie oznaduje stav, kdy viry vstupuji do krevniho fe¢isté hostitelského organismu a krvi jsou roznaseny
do dal$ich organt.
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Schopnost viru selektivné infikovat ur€itou populaci bunék (tkan) v organu je
oznacovana jako tropismus. Virovy tropismus je ovlivnén a ur€en fadou virovych a

hostitelskych faktorl. Vybrané z nich jsou uvedeny v nasledujicim textu.

e Virové receptory

Jak jiz bylo uvedeno, pfed zahajenim infekce se virus musi vazat na bunku. Vstup

viru do buriky tak mizeme chapat jako vysledek interakce viru se specifickymi

bunéCnymi receptory. Potom milzZe nasledovat receptory-zprostfedkovana

endocytéza nebo pfima fuze virového lipoproteinového obalu s cytoplazmatickou

membranou a vstup virového nukleoproteinu do buriky.

e Virové proteiny atakujici buriku

Interakce viru s buné€nymi povrchovymi recetory je zprostfedkovana jednim nebo

vice virovymi proteiny. U obalenych vird se jedna o glykoproteiny (napf. HA — virus

chfipky A, gp120 - HIV). Podobnou roli maji kapsidové proteiny neobalenych vira.

e Tkanoveé specifické promotory, zesilovace (enhancery) a transkrip€ni
aktivatory

Ackoliv je vazba na povrchové bunécné receptory nezbytnym krokem zahajeni

infekce buriky, existuji i jiné faktory ovlivhujici zahajeni reprodukéniho cyklu viru.

Viry mohou obsahovat rlizné genetické elementy, napf. promotory a zesilovace,

které mohou zesilit transkripci urcitych gena podilejicich se na bunécné, tkanové

nebo druhové specifité viru.

e Misto vstupu a drahy Sireni

Rovnéz misto vstupu virové infekce do organismu muze ovlivnit rozvoj infekce.

Typickym pfikladem jsou nékteré viry Sifené v organismu neurony. Jejich Sifeni je

ovlivnéno dostupnosti neuronovych drah v misté proniknuti viru do organismu.

e Hostitelské faktory

Je dulezité si uvédomit, Zze i vlastnosti hostitelského organismu mohou kriticky

ovlivnit vznik infekce a jeji patogenezi. Mezi takové faktory patfi: stafi, pohlavi,

genotyp, stav imunitniho systému (immune status) a stav vyzZivy. Vliv stafi a

pohlavi na rozvoj virové infekce muzeme pozorovat u planych nestovic, pfiusnic a

zardének, které vyvolavaji mirnéjsi pribéh u déti, na rozdil od rotavirovych infekci,

kde je situace obracena. Tento jev je vyvolan Fadou pficin, jako je vyvoj imunitniho

systému, mnozstvi a distribuce mitoticky aktivnich bunék nebo stav diferenciace
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bunék. Rozdily mezi infekci muzd a Zen muze byt vyvolana rozdilnym rizikem
vystaveni se mechanismu pfenosu. Napfiklad HIV infekce se vyskytuje Castéji
u muzu nez u zen. Ne vzdy vS8ak hraji tuto roli epidemiologické faktory. PFikladem
muze byt az 3x vy$Si vyskyt neurologickych komplikaci u pfiusnicemi infikovanych
chlapcll nez divek. Prokazalo se, Ze i experimentalné podavané hormony véetné
steroidnich, mohou ovlivnit urcité experimentalni infekce, napf. herpes simplex

viru.

4.5.4 Protivirova obrana

Obratlovci disponuji Ffadou nespecifickych a specifickych mechanismd,
kterymi se brani vzniku a rozvoji virové infekce. Pokud virus pfekona vSechny
bariéry a dojde ke vzniku nemoci, je bézné, Ze diky aktivaci imunitniho systému

dojde k ozdraveni organismu.
4.5.4.1 Nespecifické obrané mechanismy

e Mechanické, fyzikalni a chemické bariéry

Mistem pruniku viru do organismu jsou sliznice, pfipadné kize. Tyto organy jsou
prvni bariérou ucelné vybavenou k zamezeni priniku virové infekce. Patfi k nim
efektivni anatomické a funkcni vybaveni. Klasickym pfikladem je dychaci trakt, kde
utvareni hornich dychacich cest zajistuje ucinnou filtraci infek&niho aerosolu a jen
kapénky men$i nez 5 az 7 uym mohou proniknou k plicnimu parenchymu. Vrstva
mukézniho hlenu brani adsorpci virovych c&astic a pohyb Fasinek je pak
transportuje jak z nosni dutiny, tak z dolnich cest do nosohltanu, odkud je vétSina
infekéniho materidlu polykana a zne8kodnéna kyselym pH v Zaludku. Podobné
pracuji i nespecifické obranné mechanismy v zazivacim traktu. Vyznamnou ulohu
v protivirové obrané hraji i nespecifické inhibitory, které predstavuji molekuly
napodobujici bunécné receptory a vykytuji se v sekretech a v krvi. Vazba virionu
na nespecificky inhibitor ma za nasledek jeho neutralizaci. Nespecifickym faktorem
je i vnitini teplota organismu zpomalujici pomnozeni termosenzitivnich mutantd
virdQ.

Na strané druhé se virus brani svymi vlastnostmi. Mnozeni virulentnich kmenu vird

neni obvykle ovlivnéno zvySenou teplotou; neobalené viry jsou Casto rezistentni ke
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kyselému pH; neuraminidaza uvolfiuje vazbu virionu na nespecifické inhibitory a

zkapalfuje hleny.

e Mistni nespecifické obranné mechanismy

V misté primarni infekce se vyviji zapalova reakce (zanét). Lokalni obranné
mechanismy jsou aktivovany bezprostfedné po praniku viru do organismu.
Destrukeni ucinek virové infekce na tkan vede k produkci cytokint a aktivaci kinind.
ZvySuje se prutocnost cevnich systéml a permeabilita cév jak krevnich, tak
lymfatickych. Do postiZzeného mista pronikaji z krevniho obéhu leukocyty a v misté
infekce se hromadi makrofagy. Hlavni ucinek zanétu v prvni nespecifické fazi
protivirové obrany spociva v mistnim zvyseni teploty, snizeni pH, inaktivaci virQ
nespecifickymi inhibitory a likvidaci vird a zni¢enych c¢asti tkani fagocytézou.
Z nespecifickych obrannych mechanismud hraje dilezitou roli komplement. Jedna
se 0 soubor sérovych proteint (C1 - C9), které maji charakter proenzym( a které
jsou kaskadovité aktivovany po vazbé C1 na komplex antigen-protilatka.
Podminkou pro aktivaci komplementu je tedy rozpoznani virionu nebo virovych
produktd specifickymi  protilatkami. Kone¢nym vysledkem je neutralizace
mikroorganisma vc&etné virll, ale i lyze somatickych bunék nesoucich na svém
povrchu cizi antigeny jako dusledek virové infekce (imunitni cytolyza). Mnohé viry
mohou aktivovat komlement alternativni (nespecifickou) cestou bez vazby

protilatek na virion.

Dulezitou roli v nespecifické protivirové obrané hraji buriky se zvlastnim vybavenim
pro fagocytézu, a to mikrofagy, monocyty a makrofagy. Tyto bunky obvykle
nesou Fc-receptory pro vazbu specifickych protilatek, receptory pro C3 slozku
komplementu a vyznacuji se zvlast ufinnymi prostfedky pro ni¢eni pohlcenych
mikroorganismul a schopnosti reagovat na chemotaktické podnéty. Kli¢ovou ulohu
v protivirové obrané hraji makrofagy, které pohlcuji a degraduji viry a produkty
jejich rozkladu pfedavaiji jako antigeny imunokompetentnim lymfocytim. Pozdéiji,
za pfitomnosti specifickych protilatek, jsou makrofagy hlavnim nastrojem
odstranovani imunokomplexu, které na sebe vazi svymi Fc-receptory a pohlcuiji je.

Je-li makrofag vici viru vnimavy, po jeho pohlceni dochazi k rozbaleni virionu a
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zahajeni zivotniho cyklu. Pfikladem docasné permisivity (vnimavosti) makrofagu

vuci herpes simplex viru mohou byt letalni infekce novorozencu.

Interferony patfi k nejlépe prostudovanym cytokinim potlacujicich pomnozovani
vird v nejCasnéjsich fazich infekce. Mimo pfimého inhibi¢niho efektu na replikaci
virG interferony potlacuji i bunécnou proliferaci, moduluji produkci protilatek a
bunécnou imunitu. V pozdéjSich fazich protivirové obrany rovnéz omezuiji
imunopatologické dulsledky protivirové obrany. Interferony se tvofi a uplatfuji
v organismu dfive, nez dojde k produkci specifickych protilatek a nez se rozvine

specificka imunitni odpovéd.

4.5.4.2 Specificka protivirova obrana

Kli¢ovou ulohu specifické protivirové obrany hraji protilatky, které se podileji jak na
pfimé neutralizaci virionu, tak na zprostfedkovani informace vedouci k aktivaci

komplementu nebo fagocytoze.

. Imunitni systém, protilatkova-humoralni a bunééna obrana

Specifické protilatky jsou produkovany plazmatickymi burikami, které pfedstavuji
kone¢né stadium diferenciace stimulovanych B lymfocytd. Kazda jednotliva burika
je zakladem klonu produkujiciho protilatky stejné tfidy a stejné specifiCnosti (napf.
IgA, IgG, IgM rozeznavaji vzdy jednu formu antigenni determinanty). Plazmatické
B lymfocyty, které se diferencuji v ranném stadiu infekce, produkuiji protilatky tfidy
M (IgM), pozdéji se diferencuji plazmatické bunky produkujici protilatky tfidy IgA a
lgG. Pfitomnost IgM je v krevnim séru doCasna a svédci vzdy o zacinajici nebo
pravé probihaijici infekci. Az 70 % imunoglobulini v séru ma charakter specifickych

IgG, které pretrvavaji v séru dlouho po infekci, nékdy i trvale.

Sérové specifické protilatky se vyskytuji v krvi, lymfé, peritoneu a mozkomisnim
moku. Blokuji Sifeni viru krvi a lymfou. Jsou proto velmi dulezité u systémovych
nakaz, kdy jejich v€asna produkce mulze zamezit postizeni cilovych organu.

Sérové protilatky matky chrani do jisté miry dité v prvnich mésicich Zivota.

IgA jsou nejdulezitéjSimi protilatkami obsazenymi v sekretech sliznic, ve slinach,
kolostru a matefském mléce. Podileji se na neutralizaci infekénich virionu

pronikajicich k vnimavym epitelovym bunkam. Specifické IgA pfetrvavaji po
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pfekonané infekci v sekretech sliznic relativné kratkou dobu (nékolik tydnl az

meésicl), po této dobé je reinfekce opét mozna.

Specifické protilatky se v protivirové obrané uplatiuji riiznymi zptisoby:

o Jednim z nejddlezitéjSich uc€inkd je neutralizace viru, pfi které vazba
protilatek na virion brani napf. jeho adsorbci na vnimavou buriku, penetraci
nebo rozbaleni virionu.

o Vznik imunokomplexd usnadfiuje mechanické odstranéni virovych
produktl a jejich eliminaci fagocytézou.

o Komplement je aktivovan pritomnosti imunokomplexi tvofenych
specifickymi protilatkami IgA a 1gG a virovymi produkty. Vysledkem je
destrukce imunokomplexu i nékterych obalenych vird a lyze infikovanych
bunék oznacenych virovymi antigeny v cytoplazmatické membrané (imunitni

cytolyza).

Nezastupitelnou ulohu pfi eliminaci virové infekce z organismu hraji specialni
bunky, a to NK (natural killer cells) bufiky, monocyty a makrofagy, v pozdéjsich
fazich infekce také velmi efektivni T lymfocyty. Vyznam T lymfocytd v protivirové
obrané spociva v odstranovani infikovanych bunék, zpfistupnéni viru ukrytého
v infikované bunce protilatkam a produkci lymfokind, které jsou signalem pro

soustfedéni a aktivaci bunécné slozky obrany v misté infekce.

Obrana je ovlivnéna celou fadou dalSich faktor( jako vék, vyziva, hormonalni

rovnovaha, genetické faktory a druhova geneticky podminéna rezistence.

4.5.4.3 Nepriznivé dusledky protivirové obrany

Virova infekce organismu a rozvoj choroby je spojen s Ffadou nepfiznivych
priznak, které jsou mnohdy vyvolany obranou reakci organismu. Pfikladem muaze
byt horecka, bolesti ve svalech nebo nechutenstvi. Pokud jsou klinické pfiznaky
choroby vyvolané pfevazné imunologickymi mechanismy, oznaCujeme je jako

imunopatologické projevy.

Velmi nepfiznivé dusledky pro rozvoj imunitni obranné odpovédi maji virové
infekce monocytl a makrofagu bez cytopatického ucCinku, které mohou vést

k mnozeni a Sifeni viru v organismu. Pozdéji obvykle dochazi k porucham
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fagocytarni funkce a ke snizeni odolnosti organismu i vi¢i mozné bakterialni
infekci. Stavy pfechodné imunologické nedostate¢nosti provazeji fadu béznych
virovych nakaz a mohou byt spojeny se zvySenou vnimavosti vuci infekci.

Typickym piikladem trvalé imunologické nedostate¢nosti®® je HIV infekce.

Virové antigeny jsou Casto produkovany ve velkém nadbytku. VaZzou na sebe
velkou Cast neutralizaCnich protilatek a blokuji tak jejich neutralizani funkci. Kdyz
mnozstvi vzniklého imunokomplexu pfesahuje kapacitu fagocytarniho systému,
dochazi k wucpavani cév a usazovani imunokomplexu v rdznych mistech
s moznosti vzniku zanétu. V prubéhu akutnich infekci dochazi casto
k pfechodnému zvySeni hladiny cirkulujicich imunokomplext, coz se projevi

bolestmi ve svalech, kloubech, svédénim a nékdy i vyraznym exantémem®',

V prabéhu nékterych virovych nakaz vznikaji protilatky proti vlastnim tkanim. Mdze
to byt zplsobeno podobnosti nékterych antigennich determinant patogena
s membranovymi antigeny hostitele nebo imunitni odpovédi vuci vlastnim
antigennim determinantam se zaclenénymi virovymi doménami, pfipadné vUdi

vnitfnim slozkam bunék destruovanym virovou infekci.

4.5.5 Profylaxe a lécba virovych chorob

Virové vakciny

Specificka prevence virovych chorob zahrnuje opatfeni sméfujici ke vzniku
specifické imunity, a to pasivni a aktivni imunizaci.

Aktivni imunizace patii doposud k nejucinnéjSim a nejuspésnéjSim prostfedkiim
obrany proti virovym nakazam. Vyvolava vznik specifické imunitni odpovédi
(specifické imunity) aplikaci zivych nebo nezivych ockovacich latek. Virové vakciny
délime na Zivé a nezivé. V praxi nejucinnéjsi virové vakciny patfi mezi zivé, které
stimuluji vSechny obranné mechanismy hostitele. K nejuspé&sSnéjSim Zivym
vakcinam patfi virus vakcinie, pfirozené nepatogenni virus, ktery byl poprvé
pouzit k o€kovani proti pravym nestovicim Edwardem Jennerem jiz v roce 1796. Za

necelych 200 let umoznila existence této vakciny celosvétovou eradikaci pravych

*% Imunologické nedostate¢nost - nedosate¢na odolnost, mala obranyschopnost.
1 Vyrazka.
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nestovic. Ke klasickym Zivym atenuovanym vakcinam patfi také Sabinova
oCkovaci latka proti détské obrné (poliomyelitidé), vakcina proti spalnickam,
vakcina proti zardénkam a pfiudnicim. Mezi viry spalni€ek, zardének a pfiusnic
dochazi k interferenci a vakciny jsou proto €asto pouzivany v trojkombinaci. Pfi
pripravé zivych vakcin ma rozhodujici ulohu vybér vhodnych virovych kmend, tzv.

atenuovanych (oslabenych)®.

Nezivé o€kovaci latky se pfipravuji tak, Ze pomnozZeny virus se inaktivuje napfr.
UV zafenim nebo formalinem. Antigenni podnét je v8ak relativné maly a k
dosazeni spolehlivé imunity musi byt aplikovany v nékolika po sobé nasledujicich
davkach. K inaktivovanym celovirionovym vakcinam patfi nap¥. oCkovaci latka proti
vztekling, ktera se pouzivd u osob, které byly vystaveny nebezpeci nakazy
(postexpozi¢ni vakcinace), Salkova neziva vakcina proti poliomyelitidé nebo
protichfipkové vakciny. Je mozné rovnéz pouzit subjenotkové vakciny®®, kde
k nejznaméjSim patfi subjednotkova (HBs antigen) vakcina proti hepatitidé B.
V poslednich letech se aktivné pracuje na vyvoji vakcin zaloZzenych na geneticky

manipulovanych virech nebo in vitro pfipravovanych rekombinantnich proteinech.

PFi prevenci a terapii virovych nakaz se v nékterych odlvodnénych pfipadech
uplathuje také pasivni imunizace, tj. aplikace specifickych hyperimunnich
globulinl. K dispozici jsou napf. hyperimunni globuliny proti infekci virem varicella-
zoster, proti cytomegaloviru nebo viru hepatitidy B.

Terapie virovych infekci

Vyhlidky na SirSi uplatnéni specifické protivirové chemoterapie se zdaly dlouhou
dobu malo redlné, pfedevsSim vzhledem k naprosté zavislosti mnozeni viru na
bunééném metabolismu. AZ posledni doba pfinesla poznatky tykajici se Zivotni
strategie virl na molekularni uUrovni, které je mozné ve vybranych pfipadech
s efektem vyuzit pfi IéCeni virovych nakaz.

K principum, na kterych funquji sou¢asna virostatika, patri:

e inhibice adsorbce viru na vnimavou bunku,

32 Atenuované virové kmeny je mozné odvodit napf. z prirozené se vyskytujicich atenuovanych virii nebo
mutaci.

3 OCkovaci latka (virovy antigen) je produkovdna pomoci rekombinantnich DNA-technologii napf.
v Escherichia coli nebo Saccharomyces cerevisiae.
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e zabranéni uvolnéni virové nukleové kyseliny,

e interference s transkripci a translaci virovych gena,
e inhibitory DNA polymeraz,

¢ inhibitory RNA polymeraz,

e inhibitory reverzni transkriptazy,

e interferon alfa.

4.6 Zakladni znaky patogenetického procesu organismu jako

mnohobunééného systému — patogeneze rostlin

Podobné jako u ZzivociSnych virQ i rostlinné viry jsou obligatnimi parazity. Ve
vétsSiné pripadl jsou typickymi patogeny, coz dokazuje interakce virus — hostitel,
jejimz vysledkem je choroba (nemoc). Virové choroby (virbzy) se vyznacuji
poSkozenim jednotlivych funkci rostliny. U hospodarskych plodin je vysledkem
snizeni kvality a kvantity produktu, a tedy i ekonomické ztraty. Rozvoj choroby je
spojen s mnozenim viru, poSkozenim funkci burky (pletiv, organd) a naslednym

vyvojem symptoma.

Patogeneze rostlin zahrnuje fradu naslednych kroku:

e vstup viru do rostliny,
e rozvoj infekce a reakce hostitelské rostliny,
e prubéh choroby.

4.6.1 Vstup viru do rostliny

Podobné jak se liSi Zivotni projevy (fyziologie) a stavba téla (bunky, tkani/pletiv,
organu) rostlin a zivoCichl, odliSuji se i reprodukcni strategie jejich virG.
Fytopatogenni viry pronikaji do pletiv hostiteld pasivné na rozdil od aktivniho
pruniku bakterialnich a ZzivociSnych virl. Nedokazou totiz aktivné proniknout
kutikulou ani pevnou bunécnou sténou a vyzaduji vznik malych poranéni, které jim
umozni styk s Zivou cytoplazmou. Pokud by poranéni bylo pfilis velké, doslo by
k odumfeni bufky a virova infekce by se nemohla rozvinout. Vyjimku tvofi zastupci
Celedi Phycodnaviridae infikujici zelené fasy, ktefi pronikaji do bunék hostitele

podobné jako bakteriofagy.
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Pfirozena infekce rostlin je obvykle spojena s pfenosem infekénich viriond pomoci

vektord nebo vegetativné. Virus vstupuje do rostliny pasivné v misté poranéni

zpusobenych hmyzem a ostatnimi zivocCichy, v€etné Clovéka (napf. sani, pozerky,

okus nebo mechanické poskozeni).

Prenos rostlinnych virti mezi hostiteli a jejich rozsifovani:

Pfimy prenos reprodukénim rostlinnym materialem - vegetativni
prenos. Pienos reprodukénim a jinym rostlinnym materidlem se tyka
prakticky vSech rostlinnych vird. Jedna se o pfenos a Sifeni rouby a o€ky,
fizky, odkopky a sadbovym materialem® vétSinou spojeny s &innosti
Clovéka. | v pfirozenych spoleCenstvech rostlin se setkdvame s vegetativnim
Sifenim vird pomoci oddenkd, hliz, kofenovych vymladku, cibuli, pacibulek
apod. Vedle toho byly popsany pfipady pfenosu virll kofenovymi sristy mezi
drevinami. Analogickym pfikladem je Sifeni virG hub po fazi hyf.

Zvlastnim typem prenosu je Sifeni vird parazitickou kokotici (Cuscuta
campestris, C. europea ap.), ktera pomoci haustorii pronika do hostitelskych

rostlin a vytvafi mezi nimi pfirozeny most.

DalSim zpUsobem rozSifovani vird je pfenos semenem. Viry byvaji vazany
na embrya, endosperm nebo testu. Rostliny vyrlstajici z napadenych
semen maji velky epidemiologicky vyznam jako primarni zdroj infekce.
Obvykle je procento pfenosu semeny nizké kolem 0,1 %, ale mlze
dosahnout az jednotek, vyjimecné desitek procent. Dobfe je prostudovan
pfenos viru obecné mosaiky fazolu (Been common mosaic virus) semeny
fazolu nebo viru mozaiky salatu (Lettuce mosaic virus) semeny salatu, ktery
ve vybranych pfipadech mize dosahnou az nékolika desitek procent.
Uspésnost prenosu semeny zavisi jak na druhu viru (kmenu) a hostitele
(genotypu), tak na dobé infekce a na vnéjSich podminkach. V pfipadé viru
Sarky Svestky (Plum pox virus) bylo prokazano, ze muze infikovat embryo
myrobalanu, klicni rostliny jsou vSak zdravé. Tento jev se vysvétlil tim, Ze

infikovana semena nebyla Zivotaschopna a neprorustala.

** Priklady: virus Sarky $vestky (Plum pox virus), Y virus bramboru (Potato virus Y).
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e Virus mozaiky tabaku mize byt pfenasen na povrchu semen rajCat
(seedborne) a k infekci kli€nich rostlin dochazi v mistech poranéni pfi kliceni
a rlstu malych rostlinek. Povrchova dezinfekce je jednoduchym zplUsobem,
jak virové infekci v tomto pfipadé predejit.

e Viry mohou byt pfenaSeny i pylem. VétSi epidemiologicky vyznam byl
pozorovan u Prunus necrotic ringspot virus infikujici napf. tfeSné a visné a
Raspberry bushy dwarf virus napadajici napf. malinik.

e Pfenos pomoci vektoru (zoochorie). Clenovci (Arthropoda) jsou znami
jako typicti vektofi rostlinnych virl. Pfenos virl vektory nezahrnuje jenom
mechanicky pfenos, ale je velmi specifickou biologickou interakci mezi virem
a hostitelem. Béznym nejvyznamnéjSim hmyzim vektorem rostlinnych virQ
jsou msice (Aphis). Z epidemiologického hlediska jsou vyznamnymi
pfenadeci néktefi zastupci dalSich skupin hmyzu jako brouci, molice,
trasnénky a také zastupci pavoukovcd (Arachnida) - roztoéi. Skvori,
housenky motylU, ale i mery a kfisi, pfenaseji rostlinné viry jen sporadicky,
bez vétSiho epidemiologického vyznamu. Vektofi pFfenaseji viry bud
neperzistentn€ na svych stiletech nebo pomérné vysoce specificky
perzistentnim zpUusobem, kdy virus pretrvava ve vektoru po dlouhou dobu.
Pfikladem neperzistentniho pfenosu je pfenos viru mozaiky okurky
(Cucumber mosaic virus) nebo Y virus bramboru (Potato Y virus); prikladem

perzistentniho pfenosu virus svinutky bramboru (Potato leafroll virus).

V pfipadé neperzitentniho prenosu jsou viry pfenaseny mechanicky na
povrchu saciho nebo kousaciho ustroji vektora. | kdyz by se zdalo, Ze
takovy vztah virus — vektor neni pfili§ specificky, opak je pravdou. Napfiklad
u zastupcu r. Potyvirus bylo zjisténo, Ze jejich UspéSnych prenos je
podminén pFitomnosti DAG motivu®® na podatku genu kéduijiciho plastovy
protein. Kmeny viru, které tento motiv nenesou, nejsou pfenosné msicemi.
K nabyti (akvizici) viru staci kratka doba sani (sekundy az minuta). Vektor si

uchovava infek¢énost jen po kratkou dobu (minuty az nékolik hodin) a je

3% Motiv - specificka sekvence aminokyselin odpovédna za uréitou funkci proteinu (D — kyselina asparagova,
A —alanin, G — glycin).
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infekéni ihned po nabyvacim sani, ale infekénost ztraci pfi sani nasledném.
Specifita a efektivhost pfenosu neperzistentnich vird je velmi variabilni.
Napfiklad mSice broskvonova (Myzus persicae) prenasi vice nez 70 druhd
virh. Efektivnost pfenosu zavisi nejen na druhu viru nebo jeho kmeni, ale i
na vyvojovém stadiu vektora (okfidleni a neokfidleni jedinci), chovné rostliné
pro msice, druhu hostitelské rostliny jako zdroje inokula a faktorech vnéjsiho

prostredi.

Perzistentni prenos vyZaduje dlouhé akvizi¢ni sani (minuty az hodiny).
Virus projde celym zaZivacim ustrojim vektora a pfes hemolymfu do
slinnych Zlaz, odkud muze byt opét sacim (kousacim) ustrojim vyluCovan.
Doba, béhem niz virus prochazi télem vektora, se nazyva inkubacni; po tuto
dobu neni vektor infekéni (dny az mésic). Vektor zlUstava infekéni po
dlouhou dobu (tydny) az cely Zivot; neztraci svoji infekénost ani po sviékani.
Jestlize dochazi ve vektoru k mnozeni vir(, hovofime o propagativnim typu
pfenosu, pokud ne, nazyvame jej cirkulativhim typem perzistentniho
pfenosu. V pfipadé perzistentniho propagativniho pfenosu je vektor druhym

hostitelem viru.

Semiperzistentni prenos tvofi prfechod mezi neperzistentnim a
perzistentnim pfenosem. Vektor obvykle ziska virus po delSim sani, ale
pfenasi ho prakticky ihned, bez latentni periody. PFi svlékani ztraci pak

vektor svoji infekénost.
U mSic byl popsan také transovarialni prenos viru z matky na potomstvo.

Kromé& hmyzu mohou viry pfenaset i roztoéi (Acarina). Pfikladem jsou
zastupci malo prostudovaného r. Alexivirus, infikujici napf. cesnek,

prenaseni roztoCem Aceria tulipae.

Had'atka (Nematoda) mohou pfenaset viry bud neperzistentné povrchove,
nebo perzistentné v zazivacim traktu. Na Sifeni virl se pfevazné podileji
hadatka r. Xiphinema, Longidorus a Trichodorus. Typickym pfikladem

prenosu virll hadatky jsou zastupci r. Nepovirus. K zastupcim této skupiny



patfi napf.. virus mozaiky huseniku (Arabis mosaic virus) a virus Cerné
krouzZkovitosti rajCete (Tomato black ring virus).

o Neé&které viry vyuzivaji k pfenosu na zdravé hostitele a ke svému Sifeni
aktivniho pohybu zoospor hub (napf. Tobacco necrosis virus — Olpidium
brassicae, Beet necrotic yellow vein virus (puvodce rhizomanie fepy) —

Polymyxa bethae).

e Mechanicky prenos je nejbéznéjsi experimentalni metoda pfenosu vird na
testovaci nebo experimentalni rostliny. Mechanicky pfenos spoCiva ve
vpraveni infekéniho virionu, v nékterych pfipadech jen infekéni virové
nukleové kyseliny, do rostliny pfes porusenou kutikulu. Vznik a prubéh
nasledujici infekce zavisi na vlastnostech inokula® (zdroj viru, koncentrace
a stabilita viru, zpusob pfipravy, slozky inokula). K mechanickému pfenosu
muze dochazet i pfirozené, a to v pfipadé vysoce stabilnich vir(
vyskytujicich se v pletivech ve vysoké koncentraci (napf. virus mozaiky
tabaku — Tobacco mosaic virus, virus nekrézy tabaku — Tobacco necrosis
virus, X virus bramboru — Potato virus X). Tyto viry mohou byt pfenaseny
pfimo z rostliny na rostlinu rukou, na odévech nebo nastrojich. Byla rovnéz

zjiSténa kontaminace pudy, vody a vzdusnych aerosoll stabilnimi viry.

Priklady prenosu infekce rostlinnych viru:

Neperzistentni pfenos mSicemi: napf. Cucumovirus, Carlavirus, Potyvirus
Perzistentni pfenos mSicemi: napf. Luteovirus, Rhabdovirus
Bemisia tabaci (molice): Tomato leaf curl virus, Begomovirus
Frankliniella occidentalis (tfasnénka): Tomato spotted wilt virus
Coleoptera: néktefi zastupci Comovirus, Tymovirus a Bromovirus
Hadatka r. Xiphinema: Nepovirus

Hadatka r. Trichodorus: Tobravirus

Eriophyes tulipae (rozto€): Wheat streak mosaic virus

Semenem a pylem: vétSina zastupcu llarvirus a Hordeivirus
Zoospory Olphidium brassicae: Tobacco necrosis virus

Zoospory Polymyxa betae: Beet necrotic yellow vein virus

*® Tnokulum je ptipraveno homogenizaci nejlépe mladych listd vykazujicich symptomy v pufru obsahujicim
abrasivum (poskozeni bunééné stény) a ptidavky chranici virus (antioxidanty - aktivni uhli apod.).
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4.6.2 Rozvoj infekce a reakce hostitelské rostliny

JestliZze je infikovana burnika vnimava na virovou infekci, dochazi béhem nékolika
hodin ke zméné jejiho metabolismu a je nastartovan reprodukéni cyklus viru.
Infekce je zahajena v misté inokulace a po namnozeni se virus Sifi rostlinou.
V misté vstupu viru do rostliny se vyvijeji lokalni pfiznaky infekce (chlorotické
nebo nekrotické leze, mozaiky). Pokud dochazi k Sifeni viru v rostling, reaguiji
rostliny na virovou infekci i systémovymi pfiznaky (mozaiky, diskolorace,

zakrslost, svinovani a krabaceni list(i, prouzkovitost) .

4.6.2.1 Sifeni a distribuce viru v rostliné

V rostliné se virus Sifi od buriky k bunice plasmodezmaty. Timto zplsobem se Sifi
pfednostné celé virové Castice. Existuji vSak i dikazy, ze v parenchymu dochazi
k mezibun&&nému transportu infekéni virové nukleové kyseliny®’. Na vétsi

vzdalenosti je velice efektivni Sifeni viriond cévnimi svazky (floém, xylém).

DuleZitou roli hraji specifické transportni proteiny tzv. ‘movement proteins ™ (MP).
Jsou to specializované virem kédované proteiny, které modifikuji plasmodezmata
pripadné dalSi transportni drahy v bufce, a umozni tak transport virionl nebo
v nékterych pfipadech virového genoforu do sousedicich bunék. V fadé pripadu
bylo experimentalné zjisténo, Zze MP proteiny vir( riznych druh(, rodu i Celedi se
mohou zastupovat (komplementovat). Je-li potom tento protein exprimovan
v transgenni rostlingé, zpusobi vyrazné zvySeni prostupnosti plasmodezmat pro
viry. Na strané druhé, mutace v genu pro transportni MP protein muze znemoznit
efektivni Sifeni viru po rostling; replikacni schopnost viru vSak zlstane
neovlivnéna. Vedle typickych MP proteini se na transportu virionu a jejich casti
podileji i dalSi virové proteiny s transportni funkci. PFfi svém Sifeni v rostliné virus
nebo infekni RNA nepfechazi pfes cytoplazmatickou membranu, ale vSechny
drahy probihaji pouze pfes intercelularni spoje. Jedna se o vyznamnou adaptaci,

ktera odliSuje rostlinné viry od zZivocisnych.

37V piipadé rostlinnych virt ss(+)RNA miZe byt tato sama o sob& infekéni, viz virus mozaiky tabaku.
¥ Transportni proteiny véetné MP proteintl ovliviiuji propustnost plasmodezmat a podileji se na transportu
virovych nukleovych kyselin.
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Sifeni viru na vétsi vzdalenosti v rostlin& probiha pasivné spolu s obsahem
cévnich svazkll. Rozhodujici faze pro tento zpusob Sifeni je vstup a vystup virQ
z vodivych pletiv. Vyznamnou roli zde hraji napf. proteiny bilkovinného plasté
(napf. Potyvirus), specifické virem koédované proteiny nebo i virem kddované

replikacni proteiny (napf. Potyvirus, Cucumovirus, Tombusvirus).

Nékteré viry omezuji infekci jen na inokulovany list, jiné se Sifi celou rostlinou.
Jestlize se virus replikuje pouze v primarné infikované bufice a neSifi se do
okolnich bunék, je takova infekce prakticky nedetekovatelna. U fady virovych
infekci je Sifeni viru z mista vstupu omezeno, vysledkem jsou pak malé zdény

infikovanych bunék - lokalni chlorotické nebo nekrotické leze.

Pfedevsim u dfevin je distribuce viru v rostliné nerovhomérna. Koncentrace viru
je proménliva v zavislosti na klimatickych podminkach v pribéhu roku a je rizna i
v jednotlivych organech nebo ¢&astech stromu nebo kefe. Typicka je i
nerovnomeérna distribuce viru v mozaice listd. V chlorotickych sektorech mizeme
detekovat virus ve vysoké koncentraci, v tmavé zelenych se virus nevyskytuje
nebo jen sporadicky (napf. virus Sarky Svestky). Virus se Casto nevyskytuje
v apikalnich, pfipadné bo¢nich meristémech nebo jeho koncentrace je zde velmi

nizka, ¢ehoz se vyuziva pfi ozdravovani pomoci meristémovych kultur.

4.6.2.2 Pfiznaky viréz na rostlinach

Virova infekce muze probihat bez vnéjSich pfiznakl nebo muzeme na celé rostliné

nebo v jejich jednotlivych ¢astech pozorovat symptomy virdzy.

Vlivem virové infekce dochazi k barevnym zménam listli. Systémové infikované
listy jsou u fady virbz mozaikovité nebo difuzné chloroticky skvrnité. DalSimi
pfiznaky jsou Zloutnuti Zilek, okrajova nebo celkova chloréza listli, prouzkovitost
(u jednodéloznych), prosvétleni Zilek, lemovani zilek, antokyanizace a bronzovitost.
Na kvétnich obalech®® miizeme pozorovat napf. pestrobarevnost (tulipany). Také
plody mohou projevovat barevné, deformaéni a nekrotické zmény. Sifeni viru
v rostliné mize byt spojeno i s vyvojem celkovych nekréz, odumiranim cévnich

svazku, vrcholl nebo celych vyhonl a mize vést az k odumreni celé rostliny.

39 Okvéti nebo kalich a koruna.
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V misté primarni infekce bud dochazi k odumieni infikovanych bunék (tvofi se tzv.
lokalni nekrotické leze), nebo virus bunky jen poSkozuje (nej¢astéji chloroplasty) a
vyvolava vznik lokalnich chlorotickych lezi. V zavislosti na druhu nebo kmeni viru
se vytvareji lokalni nekrotické léze malé (1 mm), ale i velké az 5 mm v priiméru.
Mozny je také vznik nepravidelnych krouzkovitych skvrn a krouzkovych lezi
(ringspot), které se vyznacuji kruhem odumrelych bunék s nekrotickym centrem,

mezi kterymi je pas neporusenych bunék.

Pro nékteré virdzy je typicky vznik listovych malformaci jako svinutka listd,
uzkolistost nebo kadefavost a drsnost listd a vrasCitost kmene. Neékteré viry
vyvolavaji charakteristické pfiznaky virové infekce, pomoci kterych mizeme urcit
pavodce (virus vyrlstkové mozaiky hrachu — vyrlstky na spodni strané listu

hrachu, virus svinutky bramboru — svinovani a nezvykla tuhost listd bramboru).

Casto je systémova infekce rostliny doprovazena zpomalenim rastu rostliny, &imz

je oslabena jeji vitalita a vznika zakrslost.

Obdobné jako u zZivociSnych virl pfiznaky choroby mohou byt makroskopické
(vzhled rostliny, vizualni symptomy), histologické (zmény v pletivech) a
cytologické (zmény na urovni bunky). Vlivem virové infekce mohou bunky zvétsit
nebo zmensit svij objem, muzZe se snizit nebo zvySit pocet bunék, muize byt
zpomaleno jejich déleni nebo jejich proliferace se urychli. MGze doijit i k nekrotizaci
floému. Nékteré viry vyvolavaji v cytoplazmé nebo jadfe tvorbu amorfnich,
granularnich nebo krystalickych inkluzi. Tyto inkluze jsou tvofeny shluky virovych
¢astic anebo virovych proteinl. Pro urcité skupiny virQ je vznik inkluzi a jejich typ
vysoce charakteristicky a ma tedy vysokou diagnostickou hodnotu. Inkluze mohou
byt pozorovatelné po obarveni i ve svételném mikroskopu. Pfikladem specifickych

inkluzi jsou napfiklad véjifovité "pinwhells” inkluze v buiikach napadenych potyviry.

Smésné infekce dvéma nebo vice viry jsou u rostlin zcela bézné. Jejich
vysledkem muize byt zesileni efektu virové infekce (synergismus) nebo jeji
oslabeni (antagonismus). Ve vétsiné pfipadl se jedna o interkaci nepfimou,
zprostfedkovanou hostitelem. Pfikladem synergismu muze byt smésna infekce
rajcat virem mozaiky rajCete (Tomato mosaic virus) a X virem bramboru (Potato

virus X), kdy dochazi k vyvoji velmi silnych pfiznakl infekce, a tim i k vyraznému
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snizeni vynosu. Infekce jednotlivymi viry je potom velmi malo patogenni. Pfima
interakce®™ mezi viry je méné &astd a relativnd mén& prostudovana.
Pravdépodobné se podili na jevu kfizové ochrany*' (cross-protection). Rostlina
systémové infikovana jednim kmenem viru se stava odolnou k pozdéjSim infekcim

jinymi kmeny téhoz viru, v€etné vysoce virulentnich kmena.

Je nutné upozornit, Ze prehled projevl virové infekce je pouze ramcovy a obdobné
priznaky mohou byt vyvolany celou fadou biotickych i abiotickych faktor(i. Pfiznaky
podobné vir6zam muaze vyvolat infekce jednoduchymi intrabuné&nymi bakteriemi,
jako jsou fytoplazmy, spiroplazmy a rickettsie, ale i toxiny produkované nékterymi
¢lenovci. Rada zmén byva vyvolana v dusledku genetickych zmén, poruch vyZivy a

metabolismu, vysokou teplotou, herbicidy a jedovatymi emisemi.

Nékteré rostlinné viry oznaCujeme jako ,latentni“. Tyto obvykle nevyvolavaji
pFiznaky infekce, ale u nékterych hostiteld nebo ve smésnych infekcich mohou mit
ekonomicky vyznam. V poslednich letech byly popsany i tzv. kryptické viry, které

nezpusobuiji vizualni pfiznaky infekce.

Priklady symptomu virové infekce rostlin:

Diskolorace kvétu Tulip breaking virus (tulipany)
Zakrslost Barley yellow dwarf virus (jeCmen)
Chloroticka mozaika Tobacco mosaic virus (Nicotina tabacum)

Zucchini yellows mosaic virus (cukety, okurky)

Cervenani listl Carrot red leaf virus (mrkev, petrzel)

Lemovani Zilek Cauliflower mosaic virus (zeli)

Bronzovitost Tomato spotted wilt virus (rajCe)

Nekrozy, odumirani Ban common necrosis mosaic virus (fazol obecny)

Lokalni nekrotické leze ~ Bean common mosaic virus (fazol obecny)

*0 Heterologni enkapsidace (phenotyping mixing) — ¢aste¢na vyména kapsomer mezi kmeny viru nebo uzce
pribuznymi viry. Vysledkem mutize byt zamezeni pfenosu vektory.

1 Mechanismus k¥izové ochrany neni presné znam. Predpoklada se platnost vice modelti. Mezi vieobecnd
pfijimané teorie patii myslenka, ze plastovy protein ochranného kmene brani rozbaleni nukleoproteinu
nového pronikajiciho viru. Je rovnéz mozné, ze je to pravé interakce nukleovych kyselin ochranného a
virulentniho kmene.
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4.6.2.3 Prabéh choroby

Infekce rostliny je obvykle nejdfive spojena se zménami bunééného metabolismu.
Po iniciatni fazi infekce, kdy dochazi k postupnému vyvoji lokalnich pfiznaku
v misté inokulace, muze dojit k Sifeni viru do systému rostliny. Nasleduje akutni
faze, ktera je charakteristicka rychlou reprodukci viru a jeho Sifenim v rostling,
postupné vSak dochazi ke sniZeni koncentrace viru a jejimu ustaleni na nizsi
hladiné. V nékterych pfipadech, a to i vlivem vnéjSich podminek (napf. vysoké
teploty), mize dojit k vymizeni pfiznakl a snizeni koncentrace viru v pletivech az
na/pod mez detekovatelnosti. Tento stav neni obvykle trvaly, v urCitych intervalech
muze dohazet k rozvoji pfiznakl. Virézy s cyklickym prubéhem mohou vyvolat
zastupci r. Nepovirus nebo Tomato spotted wilt virus. Jinym pfikladem je vymizeni
priznakl a snizeni koncentrace viru v pletivech dfevin, zejména ovocnych stromd,
v horkych letnich mésicich nebo ve skleniku. Jen vyjime¢né byly popsany pfipady
uplného ozdraveni rostlin, napfiklad u viru mozaiky okurky (Cucumber mosaic

virus) nebo viru mozaiky vojtésky (Alfalfa mosaic virus).

Podle reakce rostliny na inokulaci virem rozliSujeme nasledujici interakce:

o Nehostitelsky vztah
Nehostitelsky vztah se zaklada na nepfitomnosti geneticky podminénych faktoru
interakce, které vedou kinfekci rostliny. V takovém pfipadé nikdy nebyla
pozorovana pfirozena infekce rostliny danym virem a neuspésné byly i
experimentalni inokulace. Hypoteticky rostlina nenese geny nezbytné pro navozeni
primarni interakce s danym virem, a tedy ani mutace a pfirozena hybridizace
nemuze tento stav zmeénit.
o Imunita*

Virus se vimunnich rostlinach nemnozi, nevznikaji pfiznaky virové infekce a
pfitomnost viru neni mozné dokazat Zadnou dosud znamou metodou. Hypoteticky
muze dojit k primarni interakci s napadenou burikou, ale reprodukéni cyklus viru
neni dokoncen a virus se v rostliné nesifi. Takova rostlina neni hostitelem viru.

PfestoZze mechanismus takovéto odolnosti neni pfesné prostudovan, predpoklada

2 Je-li rostlina opakované inokulovana spravnym zptisobem infekénim agens, bud’ dojde k infekci, nebo ne.
KdyzZ opakovana inokulace nevyvola infekci, oznacuje se hostitel jako imunni. Imunita je stav, ktery u rostlin
vyluéuje vznik infekce (nedochazi k reprodukci a $ifeni viru v rostling).
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se, ze imunita je navozena absenci ‘faktor( vnimavosti’, pfitomnosti "pozitivnich
inhibitord” reprodukce viru a v nékterych pfipadech se nevylu€uje bariéra virové
infekci zabranujici Sifeni mezi burfikami. Jinymi slovy mizeme fici, Ze v imunnich
rostlinach funguji faktory rezistence na 100 %.

o Rezistence®
Rezistentni rostlina je sice hostitelem viru, ale na rdznych urovnich se brani vstupu
virové infekce do rostliny, jeho rozmnozeni a Sifeni po rostliné. Rezistentni rostliny
nemohou byt zdrojem viru pro dalSi Sifeni. Obvykle se hovofi o rezistenci kultivard
spojenou s existenci genua resistence. Typickym pfikladem je rezistence hrachu
vuci viru mozaiky hrachu pfenosného semenem (Pea seed-borne mosaic virus),
ktera je podminéna recesivni alelou sbm1, kdy recesivni homozygot je rezistentni,
heterozygot a dominantni homozygot vnimavy.

o Tolerance
Tolerance neni formou rezistence. Tolerantni genotypy jsou vnimavé Kk virové
infekci, virus se v nich pomnoZuje podobné jako ve vnimavych rostlinach, ale
nevyvolava snizeni kvality produkce a vynosu. Péstovani tolerantnich odrid se
doporucuje v pfipadech, kdy nemame v zamofenych oblastech k dispozici kvalitni
rezistentni odrudy. Riziko péstovani tolerantnich odrid spociva ve skute¢nosti, Ze
jsou vyznamnym zdrojem pro dalsi Sifeni virQ.

o Vnimavost*
Virus se ve vnimavych rostlinach snadno a rychle mnozi, indukuje tvorbu
charakteristickych pfiznakd. Infikované kulturni rostliny maji obvykle silné
redukovanou uzitkovou hodnotu.

o Hypersenzitivita
Hypersenzitivita (pfecitlivélost) pfedstavuje extrémni vnimavost (citlivost) na infekci

danych virovym druhem nebo kmenem. Jedna se rychlou a prudkou reakci

 Pojmy rezistence a nachylnost charakterizuji neschopnost & schopnost hostitelské rostliny potlacit
reprodukci a Sifeni viru. Rezistence (odolnost) je schopnost hostitele potladit nebo oddalit aktivitu
patogenniho agens.

* Citlivost (senzitivita) je neschopnost infikovaného hostitele snaset ¢innost patogenniho agens bez vice nebo
méné silné reakce, coz vyusti ve vznik rizné silnych symptomt a poskozeni. Naproti tomu nachylnost je
neschopnost hostitele se branit invazi patogenniho agens, ptipadné neschopnost piekonat jeji nasledky.
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hostitele na infekci, ktera vyustuje v okamzité odumfieni infikovanych bunék a
v nékterych pfipadech i celé rostliny, ¢imz se zpravidla zabrani dalSimu Sifeni

patogena. Hypersenzitivita je podminéna geneticky .

Pribéh a vysledek interakce virus - hostitel zavisi primarné na genetickém
vybaveni hostitele a patogena. Dulezitym znakem, jimz se choroby rostlin odliSuji
od chorob zivo€ichl, je lokalizovana reakce na infekci. Na rozdil od Zzivocich(
nedisponuji  rostliny centralnim mechanismem rozpoznani a eliminovani
patogennich mikroorganism(. Odezva rostliny na patogena je ur€ovana reakcemi
nékolika bunék bezprostfedné po kontaktu obou organismud. Posledni vyzkumy
vSak nevyluCuji moznost pfedavat signal vyvolavajici ,odolnost rostliny na vétsi

vzdalenost (napf. System Acquired Resistance - SAR).
4.6.2.4 Protivirova obrana rostlin

Rostliny vyuzivaji ke své obrané pred virovou infekci nasledujici mechanismy:

e obranné reakce spojené s odpovédi na bioticky a bioticky stres,
e geneticky podminénou rezistenci,

e genové umlCovani, RNA interferenci.

Pro Sifeni viru je dllezita i geneticka vybava hostitele. Rostliny nemaiji imunitni
systém, podobny ZivociSnému, ale maji k dispozici mechanismy, kterymi rostlina
reaguje na nepfiznivé podminky — bioticky a bioticky stres, a tedy i infekci viry. Je
znama cela fada proteinl — enzym(, které se po infekci virem objevuji v burikach
nebo se zvySuje jejich aktivita. Jedna se napriklad o peroxidazy, polyfenoloxidazy
a ribonukleazy. Vedle hypersenzitivni reakce zabrafujici Sifeni virové infekce
z mista primarni inokulace, byly v poslednich letech objeveny mechanismy
rezistence nebo |épe FeCeno prevence reprodukce a Sifeni viru v rostling, které
jsou vyvolany virovou reakci (napf. SAR, ziskana systémova resistence). Ukazuje
se, Zze vyznamnou roli v nespecifické protivirové obrané rostlin hraje produkce a
odbouravani reaktivnich forem kysliku (H202, O,, OH’), kysli¢niku dusného (NO),
signalni drahy kyseliny salicyloveé, kyseliny jasmonové, etylénu a sperminu. Na
téchto procesech se podileji i PR proteiny (pathogenesis related proteins) jako
B-1,3-glukanaza a chitinaza, které byly objeveny pfi studiu hypersenzitivni reakce

rostlin na virovou infekci.
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V poslednich letech je velkd pozornost vénovana studiu "RNA-silencing’
mechanismum obrany rostlin vici virové infekci. Jak jiz bylo fe€eno vySe, rostliny
na rozdil od zivo€ichl nemaiji vyvinuty imunitni systém. SouCasné poznatky ale
potvrdily, Ze rostliny vyuzivaji kobrané va¢i virdm sekvenéné specificky
mechanismus degradace mRNA (RNA-silencing/umiIovani). Tento mechanismus
oznacovany jako posttranskripCni genové umicovani (PTGS, Post-Transcriptional
Gene Silencing) je burikou vyuzivan ke kontrole genové exprese u Siroké Skaly
organisml. Zaroven je RNA-umilCovani povazovano za jeden z nejucinngjSich
pfirozenych mechanismd obrany rostlin va¢i akumulaci virG. Proces je iniciovan
dvouvlaknovymi RNA molekulami, které jsou produkovany v pribéhu virové
replikace. Tyto dsRNA jsou rozeznany rostlinou jako ‘cizi” a nasledné jsou Stipany
rostlinou kédovanymi ‘Dicer-like” enzymy za vzniku siRNA** molekul o délce
21-25 nukleotidd. Vzniklé siRNA pak vyvolavaji sekvenéné specifickou RNA
degradaci pomoci siRNA-indukovaného umi¢ovaciho komplexu (RISC), ktery znici
nezadouci RNA. U fady rostlinnych virovych druht vSak byly popsany supresory

genoveého uml€ovani, které umoznuji produktivni infekci hostitele.
4.6.2.5 Ozdravovani rostlin

Viry vyvolavaji celou fadu hospodaisky vyznamnych chorob kulturnich plodin.
Omezeni jejich negativniho plsobeni je spojeno sfadou agrotechnickych a
epidemiologickych opatfeni. Vychozim bodem je ve vSech pfipadech bezvirézni
péstitelsky material, ktery se rozmnozuje podle schvalenych schémat vyroby
certifikované sadby. K mnozeni je idealni pouzit imunni nebo rezistentni odrady.
ProtoZe v8ak nejsou u fady plodin k dispozici, k namnoZeni sadbového materialu
se vyuzivaji bezvirdzni rostliny, které je mozné ziskat vybérem nebo ozdravenim.
Béznym postupem ozdraveni rostlin je kombinace termoterapie nebo chemoterapie

a meristémoveé kultury.

Béhem termoterapie jsou rostliny vystaveny zvy$ené teploté 35 — 40 °C po dobu
nékolika tydnu. V pfipadé ,termolabilnich® vird dochazi ke snizeni jejich
koncentrace v meristémech, které jsou bezprostfedné po ukonceni termoterapie

izolovany (0,1 az 0,5 mm) a jsou z nich v podminkach in vitro dopéstovany celé

* siRNA — short interfering RNA (kratké interferujici RNA).
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intaktni rostliny. Po ovéfeni jejich viru prostého stavu (virus free) pomoci
biologickych a laboratornich testl jsou ziskané bezvirdzni rostliny pouzity jako
mate¢né pro mnozeni a vyrobu sadbovych materialt. V urcitych pfipadech se
ukazuje jako ucCelné nahradit termoterapii chemoterapii, kdy jsou rostliny nebo

jejich €asti vystaveny plasobeni antivirovym latkam, napf. ribavirinu.
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5 EKOLOGIE VIRU

Viry zpusobuji Skody zemédélcim, vyznamné ovliviuji zdravotni stav lidské
populace, ale jsou i nedilnou soucasti ‘nedotknuté” pfirody. Studium virQ v pfirodé i
laboratofi vede k ziskani fady informaci o jejich vyskytu a interakcich s okolnim
prostfedi, tj. jejich ekologii. Ekosystém vir( v8ak neni reprezentovan pouze vyse
uvedenymi vztahy, ale zahrnuje i prostor a ¢as, ve kterych jednotlivé faktory plsobi

a méni se.

© 9

Termin “ekologie virl” nemizeme zuzit na pouhou interakci mezi virem a jeho
bezprostfednim Zivotnim prostfedim, tj. burfikou. Tuto interakci obvykle chapeme
na urovni vicebunéénych organismu a jejich populaci. Je zcela spravné pod tento
pojmem zahrnout vztahy virll, hostitelskych organisma, vektor( az na urovni jejich

populaci, které rozhoduji o Sifeni a cirkulaci vir( v ekosystémech.

Ekologie virti se zabyva vztahy mezi viry, hostitelem a okolnim prostredim.
Studium ekologie virl zahrnuje i sledovani vztaht hostitelskych organisma, protoze
maji velky vyznam pro dynamiku virové nakazy, jeji rozsifovani a cirkulaci®.
Pfikladem viru s jednoduchou cirkulaci je virus détské obrny, ktery se pfenasi
pfimo z infikované osoby na zdravou. Jeho hostitelem je pouze Clovék a k pfenosu
neni potfebny vektor. SlozitéjSi mize byt udrzovani virl v ekosystému
vyznadujicich se Sirokym spektrem rlznych hostiteld. U rostlinnych virGd se jedna
prfedevSim o udrzovani virové infekce ve vytrvalych rostlinach a rychlé Sifeni
v populaci jednoletych rostlin. Vyznamu zde nabyva zpusob pfenosu virll (napf.
msicemi, semeny, zoosporami hub). U zivoCiSnych vird se mize jednat o vztah
mezi dlouhovékymi hostiteli (napf. kopytnici) a kratkovékymi (napf. hlodavci).
Jednim z nejkomplikovanéjsich ekologickych vztahtl predstavuji arboviry*’.
Arboviry vyzaduji v pfirodé stfidavé rozmnoZovani v ¢Clenovcich sajicich krev
(komari, klistata), ktefi pIni i funkci vektor(, a v teplokrevnych obratlovcich (drobni

hlodavci).

% Cirkulace predstavuje uzavieny okruh prenosi.
7 Taxonomicky nesouroda skupina Zivo&ignych virti prendSenych ¢lenovci, ve kterych se i rozmnozuji
(ARthropod BOrne VIRUSes).
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5.1 Epidemiologie virovych infekci

V uzsSim slova smyslu je ekologie virl a virovych infekci chapana jako jejich
epidemiologie. Epidemiologe (virovych chorob) se zabyva pfi€inami, rozSifenim a
frekvenci vyskytu virovych chorob. Stru¢né feCeno, studuje interakci mezi virem
(virovou populaci) a populaci hostitele. V posledni dobé se fada autor pfiklani
k nazoru, Ze epidemiologie se zabyva kvantitativnimi faktory interakce virus —

hostitelska populace.

Obr. 9 Schematické znazornéni faktort ovliviujicich epidemiologii virovych nakaz

Prostredi

Pojem epidemiologie je odvozen zfetiny a znamena ’ovliviujici-trapici lidi".
Tento pojem je primarné spojen s humanni virologii. V sou€asnosti se pouziva i ve
veterinarni a rostlinné virologii. Analogickym terminem uzivanym pfi studiu

interakce viru a spole€enstev ZivoCichl je epizootologie.

Zakladem pro naplnéni cilu epidemiologie je ziskani poznatk( o ¢aso-prostorovych

zmeénach ve vyskytu virovych chorob a jejich pavodcu.

Epidemiologické studie se zaméruji na:

e cilené monitorovani konkrétni situace, diagnostika,
e predpovéd epidemiologické situace (vytvareni matematickych model),

e zavedeni novych, vylepSenych nebo modifikovanych kontrolnich opatfeni.
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Zpusob, kterym viry a ostatni paraziti ovliviiuji spoleCenstva hostitell, neustale
posouva rovnovahu mezi virem a hostitelem. BEéhem evoluce tento boj vedl ke
vzniku fady mechanismi ataku a obrany, které zabezpecuji preziti jak virQ, tak
hostiteld. Vysledkem je konkrétni projev interakce virus — hostitel na udrovni

populaci.

Prehled a charakteristika hlavnich epidemiologickych faktoru:

e Virus

Biologicka charakteristika viru, patogenita/virulence, zpusob pfenosu (Sifeni) a
hostitelska specifita hlavni mérou ovliviuji (ur€uji) charakter interakce virus —
hostitel, a tedy i uroven (hladinu) poskozeni populace hostiteld a navaznych
interakci v daném ekosystému. Velky vyznam pro piekonani genetickych a
fyziologickych bariér ma vysoka pfirozena variabilita virQ.

e Hostitel

Existence vnimavého hostitele je druhou urcujici podminkou existence virové
populace v ekosystému. Druhy vyznacujici se vysokou pfirozenou genetickou
variabilitou jsou schopné vytvofit v interakci s virem rovnovazny stav, ktery se
nevyznacuje fatalnim dopadem virové infekce na populaci hostitele. Posun od
genetické variability ke genetické homogenité hostitelskych populaci (kulturni
plodiny, plemena ZzivoCichll) a systémy péstovani ve velkoploSnych monokulturach
nebo velkochovy vyznamné sniZuji odolnost hostitelské populace vac&i virim.
Podobnou situaci mizeme pozorovat i v lidské populaci, kde se uplatiuji faktory
jako vékova a pohlavni struktura populace, genetické faktory a imunita populace,

pfislusnost k etnické skupiné, ale i vyZiva, zaméstnani a ekonomicka uroveri.

Velkou roli pro navozeni epidemiologické situace hraje infekénost. Jedna se je
stav infikovaného organismu, b&éhem kterého mohou byt ze zdroje infikovani dalSi
jedinci. Infekéni stav ovliviuje mnozstvi vylu€ovaného viru, délka obdobi, po které
se virus vylu€uje, stabilita viru vici podminkam prostiedi, cesta, kterou se virus
vylu€uje a vyskyt (klinickych) projeva choroby. Rostliny aktivné viry nevylu€uji na
rozdil od zivoCichu v€etné Clovéka. Lidské viry jsou vylu€ovany kuzi, sliznicemi,

hleny a mukdéznimi sekrety, krvi, slinami, stolici a moci.
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e Prenos/Sifeni viru

Pro efektivni Sifeni viru je nezbytna populace efektivhiho vektora. Prenos
usnadnuje struktura hostitelské populace (monokultury, velkochovy, dopravni
prostfedky). Vyznamnou roli hraje globalizace (internacionalizaci) ekonomiky
umoznujici pfemistovani infikovaného materialu, tj. zdroji infekce, na dlouhé
vzdalenosti mezi regiony nebo i kontinenty. Vyznamnym zdrojem infekce mohou
byt i genové sbirky a péstitelsky nebo chovatelsky material, ktery je ¢asto bez
kontroly pfevazen nebo zasilan na velké vzdalenosti. Podobné faktory pusobi i
pfimo v lidské populaci (napf. cestovani na velkou vzdalenost, nahromadéni lidi

v dopravnich prostfedcich nebo Skolach).

Dulezity je prenos viru z infikovaného hostitele na zdravého. U rostlin se viry
Sifi vegetativnimi ¢astmi rostlin, hmyzimy vektory, hadatky, pylem, semeny,
parazitickou rostlinou kokotici, zoosporami hub. U lidskych vird je vyznamny
pfenos pfimy kontaktem, aerosoly (kapénkové infekce), pokousanim, vektorem,
pohlavnim stykem, fekal-oralni cestou, kontaminovanou potravou, vodou,
alimentarné, transfuzi, transplantaci a z matky na plod.

e Faktory prostredi

Klimatické podminky (teplota, svétlo ap.) mohou ovlivnit predispozici hostitele
k virové infekci, pfedevSim pak moduluji pribéh choroby (napf. rychlost rozvoje
choroby, klinické pfiznaky, symptomy). NaSe klimatické podminky vyznamné
ovliviuji sezéonni vyskyt hostitell a vektorl. V lidské populaci ma vyznam
geograficka lokalizace, socio-ekonomicka uroven spolecnosti, hygiena, osidleni.

Jinak se bude virova infekce Sifit ve mésté a na vesnici.

Epidemiologicka pozorovani jsou nezbytna pro prognézu zdravotniho stavu
populace a uskute¢néni a vyhodnoceni regulaénich opatfeni. Pecliva klinicka
pozorovani vedouci k pfesnému popisu jednotlivych pfipadl umoznuji posoudit
epidemiologickou situaci. Terénni pozorovani jsou v souc€asnosti nahrazovany
laboratornimi testy. Pfikladem je sérologicky pruzkum lidské populace, ktery na
zakladé pfitomnosti specifickych protilatek v krevnim séru umozZnuje ziskat

predstavu o vyskytu virG v dané oblasti a umozriuje pfedpovidat odolnost populace
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vuci virové chorobé. Epidemiologické informace musi byt sbirany a porovnavany
na mistni, narodni i mezinarodni urovni.

Mimofadny vyznam ma tzv. molekularni epidemiologie, ktera studuje mutacni
zmeény, Casto vyznamné pro vznik epidemie. NejlepSim pfikladem je virus chfipky
A, ktery svoji proménlivosti obchazi pfirozenou imunitu populace a vyznamné

omezuje pouZiti jiz vyvinutych vakcin.

Epidemiologie vyuziva k popisu situace odborné terminy, z nichZ nejdulezitéjsi jsou

uvedeny nize.

e Prevalence je pocet pfipadl choroby zaznamenany k uréitému datu na 100
tisic obyvatel.

e Incidence je pocet pfipadl choroby zaznamenany v uréené populaci béhem
dané Casové periody, obvykle jeden rok vyjadieny na 100 tisic obyvatel.

e DMortalita je umrtnost za urcitou chorobu v urcité oblasti pfepoctena na 100
tisic obyvatel a rok.

e Letalita je smrtnost vyjadfena procentem zemfelych na urcitou chorobu
z celkového poctu nemocnych.

e Endemicky vyskyt — choroba se pfirozené a dlouhodobé vyskytuje na urcitém
misté, a to na prakazné urovni.

e Epidemie je neobvyklé zvySeni poétu pripadd ve spolednosti (komunité)*.
Hromadné rozsifeni nakazlivé nemoci.

e Pandemie je epidemie rozSifena na nékolik kontinentl v témze Case.

5.2 Prirodni ohniska nakaz

Prirodni ohnisko nakazy definujeme jako misto, kde plvodce choroby, jeho
specificky vektor a zvifata (rezervoary plvodce choroby) existuji neomezené
dlouhy ¢&as v pfirodnich podminkach nezavisle na ¢lovéku. Existence pfirodniho
ohniska nakazy zavisi na vzajemnych vztazich v ramci biocendzy, a to pfedevsim
na téch, které zabezpecuji nepretrzitou cirkulaci choroby v ohnisku. Nejdulezitéjsi

jsou trofické vztahy, které zabezpecuji neustaly pfenos viru.

* Zvyseni poétu vyskytu choroby je relativni; napiiklad 100 piipadii spalni¢ek v Praze neni epidemii, na
druhé stran€ 100 pripadt Lassa horecky je epidemii.
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Typickym pfikladem virQ, jejichz pfitomnost v pfirodé je spojena s existenci
pfirodnich ohnisek nakazy, jsou arboviry. Arboviry stfidaji specifické vektory a
specifické hostitele, ktefi se vyznaCuji vyhranénym (ur€itym) geografickym
rozSifenim. Dominantni Ulohu pro jejich Sifeni ma areal vyskytu vektoru.
Vysledkem je, Ze jednotlivé geografické oblasti maji své specifické arboviry. Pro
arbovirové infekce je dale typické mozaikovité rozSifeni. Takové malé uzemi
nazyvame pfirodni ohnisko. Clovék se potom miiZe nakazit nadhodné b&hem
pobytu v pfirodnim ohnisku; u nas napfiklad virem klistové encefalitidy pfi pfisati

infekéniho klistéte (Ixodes ricinus).

5.3 Ochranna opatreni

Realizace kontrolnich a ochrannych opatfeni proti Sifeni virové infekce se liSi
v pfipadé rostlinnych a lidskych (veterinarnich) viréz. Omezeni negativniho vlivu
virdz rostlin na zemeédélskou produkci je spojeno s péstovanim rezistentni kultivar(
a viruprostych material(. Pro zamezeni nebo snizeni pravdépodobnosti infekce je
doporu¢ovana mechanicka nebo prostorova izolace, likvidace zdrojl infekce

pfipadné i redukce vektor(.

Sifeni lidskych virG je mozné vyrazné omezit spravnymi hygienickymi navyky,
nerizikovym chovanim, karanténou. V dulezitych pfipadech je velice ucinné
zvySeni imunity populace ploSnou vakcinaci. Dulezitou roli hraje i dozor nad
nezavadnosti potravin, vody, krevnich produktl, ale i kontrola zdroju a vektoru

(dezinfekce, deratizace).
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6 PUVOD A EVOLUCE VIRU

Nazory na plvod a evoluci virl se nemohou opfit o vysledky paleontologickych
studii. Neexistuji zadné zkamenéliny vird nebo jejich otisky. Neexistuji dikazy o
pritomnost vird a jejich zménach v minulych geologickych dobach. Soucasné
nazory na plvod a evoluci virll se opiraji o molekularné genetické analyzy virového
genomu, informace o jeho struktufre a sekvenci nukleotidi a poznatky o

reprodukénich strategiich virQ.

Je zfejmé, Ze buriky jsou vyvojové starSi nez viry, které vznikly az na jejich
zakladé. SvédC¢i o tom skuteCnost, Ze 1) vSechny prokaryontni i eukaryontni
organismy maji své viry; 2) zname procesy, kterymi se bunika muze zbavit ¢asti své
genetické informace (napf. transpozony schopné vkladat nebo vyStépovat
informaci uloZzenou v chromozémech); 3) mnohé viry se mohou integrovat do DNA
hostitelské buriky (provirus). Existence virl je Uzce spojena s hostitelskou burikou,
protoZe viry vyuzivaji jeji biosynteticky aparat. Zadny virus nenese informaci pro
sestaveni vlastnich ribozémud ani negeneruje vlastni energii. Pfedchidci prvnich
vir( byly pravdépodobné malé segmenty nukleovych kyselin, které ¢asem ziskaly
schopnost mnozit se (replikovat) nezavisle na chromozémech hostitelské buriky a
postupné ziskaly genetickou vybavu pro syntézu vlastnich protein umoznujicich
jejich reprodukci.

V soudasnosti jsou nejvice diskutovany tfi teorie o ptvodu viru:

e Podle regresivhiho modelu je virus degenerovanou formou intrabunécného
parazita (mitochondrie, chloroplasty). Nahodnymi mutacemi v genech, které
koduji proteiny subcelularnich struktur, mohly vzniknout kapsidové proteiny.
Geneticky element mohl byt vybaven informaci pro zahajeni a pribéh replikace
a interakce s hostitelskou bufikou. Tento model nedovoluje v8ak vysvétlit vznik
RNA viru.

e Bunéény model vychazi z pfedpokladu, Ze viry vznikly z bunéné DNA nebo
RNA, a to uvolnénim segmentl nukleovych kyselin béhem replikace,
rekombinace, transpozice nebo transkripce. Model pfedpoklada, Zze DNA viry
vznikly na zakladé DNA plazmid(, RNA viry z retrotranspoz6n( nebo v procesu

sestfihu. Vzniklé genetické elementy musely dale ziskat pocatek replikace, gen
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pro plastovy protein nezbytny pro extracelularni existenci a v pfipadé RNA viru
i odpovidajici RNA polymerazy.

e Prebioticky RNA model predpoklada plvod vird v nezavislych auto-
replikujicich se molekulach, tzn. primitivniho prebiotického ‘RNA svéta’. Tento
model nejlépe vysvétluje plvod viroidi a nékterych typl satelitnich RNA, pro

samotné viry vSak neni vhodny.

Vztah mezi virem a jeho hostitelem predstavuje evoluéni konflikt, v pribéhu
kterého se virus i hostitel snazi ziskat reprodukéni vyhody. Zdrojem genetické
variability populaci RNA vir(l jsou bodové mutace (delece, inzerce) a u virll se
segmentovanym genomem preskupeni segmentlt (reassortment). P¥i€inou
vysoké frekvence bodovych mutaci je skute€nost, Ze RNA polymerazy nemaji
reparaéni aktivitu, vysledkem &ehoZ je vysoka frekvence chyb (107 az 10™).
Vysoka frekvence bodovych mutaci ma za nasledek vznik ‘quasi-species’, které
pfedstavuji molekularni varianty virové populace, které se mohou vyznacovat
riznym fitness. Typickym pfikladem evoluce RNA virl s délenym genomem je
evoluce viru chiipky A. Genom viru se sklada z osmi segmentd. Na rdznych
segmentech jsou kodovany dva vyznamné proteiny: hemaglutinin a
neuraminidaza. Zatimco bodové mutace jsou odpovédné za malé zmény
v antigennich vlastnostech viriond (antigenni posun, drift), pfeskupeni segment
vyvolava podstatné zmény antigennich vlastnosti (antigenni zvrat, shift), pficemz
nejvyznamnéjSi jsou zmény v kombinacich rdznych typd hemaglutininu a
neuraminidazy. Rekombinace je u RNA virh méné bézna. Frekvence
rekombinantl je obvykle u RNA virll nizka, protoze eukaryotické buriky nemaiji a
RNA viry nekéduji enzym katalyzujici a€¢innou RNA rekombinaci. Zdroje variability

DNA vird jsou mutace a rekombinace.
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Zjednodusené schéma evoluce viru chfipky A:

1874 --- (H3N8)
1890 --- (H2N2)
1902 --- (H3N2)
1918 = (HINT) oo, ‘Spanélska’ chfipka
1933 - (HIN1)
1947 - (HIN1)

1957 ——- (H2N2) .....oeeiiiiii "Asijska’ chfipka
1968 --- (H3N2) .......evviiiiiiiiiee "Hong Kong’ chfipka
1976 -—- (HINT) oo, ‘PrasecCi” chfipka
1977 --- (HIN1) [+ (H3N2)] ......... ‘Ruska’ chfipka

Soucasnost (H1N1) + (H3N2)
Ptaci chfipka (H5N1)
Praseci chiipka (H1N1)
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7 METODY VIROLOGIE - LABORATORNI DIAGNOSTIKA VIROVYCH
CHOROB

Metodologie virologie je velice Siroka a zahrnuje celé spektrum biologickych,
fyzikalnich, chemickych a v neposledni Fadé genetickych a molekularné
genetickych metod a pfistupl. Vzhledem k rozsahlosti a variabilit¢ metodickych
pristupd budeme sevtomto uCebnim textu pouze struéné zabyvat metodami
izolace viru a jeho udrzovani, detekci pfitomnosti virovych antigeni a detekci
virové DNA nebo RNA.

Mechanicky nebo vektorovy pfenos na experimentalni hostitele, ktery reaguje na
virovou infekci specifickymi pfiznaky, je zakladem izolace rostlinnych vird.
Smyslem izolace je ziskani ‘jednodruhového’ izolatu viru z potencialni smési virQ
vyskytujici se na zdrojové rostliné. Ktomuto uc€elu mizeme vyuzit rozdilnou
hostitelskou specifitu, jednolezové izolaty (lokalni chlorotické nebo nekrotické leze
na inokulovanych listech jsou €asto vyvolany jen bodovou infekci jednim druhem
viru), rozdilny teplotni bod inaktivace nebo kone¢ny bod fedéni.

U zivoéiSnych virll pro izolaci vyuzivame primarni inokulaci kufeciho zarodku,
mozku laboratorni mySi a rozdilné vnimavosti bunécnych kultur (napf. buriky
z ledvin Clovéka, kralika, opice, lidské fibroblasty, nadorové bunécéné linie). Vedle
vnimavosti bunék na virovou infekci pouzivame k rozliSeni virovych izolatl projevy
cytopatického efektu, hemoadsorpce, imunoflurescence, tvorbu plakd a cytocidnich

ucinkd na bunécnou kulturu.

Pro identifikaci izolovanych rostlinnych a ZzivoliSnych virl pomnoZenych na
experimentalnich hostitelich nebo hostitelskych systémech, stejné jako pro jejich
pfimou diagnostiku, vyuZivame laboratorni testy. K nejCastéji pouzivanym patfi
sérologické testy (hemaglutinin fixaéni test, komplement fixacni test),
imunochemické testy (ELISA — enzyme linked immunosorbent assay), Western
blotting, DNA nebo RNA hybridizace (Southern blotting, Northern blotting),
detekce virové DNA nebo RNA (PCR - polymerazova fetézova reakce). V
pripadé rostlinnych virl detekujeme pfitomnost virové d¢astice nebo jejich
komponent pfimo v pletivech rostlin nej¢astéji pomoci ELISA testu (proteinova

kapsida, virové proteiny) nebo PCR (virova RNA, DNA).
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Analogicky muzeme postupovat i v pfipadé lidskych virt, kdy detekujeme a
identifikujeme virus v bunécné kultufe, kufecim zarodku nebo v odebranych
vzorcich pfimo nebo po izolaci na bunécné kulturfe (likvor; nosohltanovy, vaginaini,
rektalni vytér; krev, stolice, mo¢, sputum; biopsie jater, lymfatickych uzlin atd.). U
obratlovcl v€etné Clovéka mizeme pro diagnostiku puvodce choroby vyuzit také
detekce specifickych protilatek vytvofenych v souvislosti s virovou infekci. Vedle
ELISA testu je mozné pouzit Western blotting a sérologické testy. Vyhodou
detekce protilatek v krevnim séru je pouziti univerzalniho vzorku, jednotny
metodicky postup (ELISA) a na zakladé analyzy skladby a koncentrace protilatek

(IgG, IgM, IgA) mazeme usoudit i na pribéh nemoci.

Virologicky vyzkum i diagnostika vyZaduje dlouhodobé udrZzovani a skladovani
izolatl vir(. Izolaty bakteriofagu skladujeme po del$i dobu ve formé fagového
lyzatu nebo purifikované virové suspenze, temperované fagy ve formé infikované
bakterialni suspenze, zamrazené na -20 °C a -80 °C. Viry rostlin skladujeme
nejCastéji jako vysusené infikované listy (lyofilizace, silikagel, CaCl,) pfi -20 °C
nebo -80 °C. Zivo&idné viry uchovavame ve formé infikované buné&né nebo

tkanové kultury nebo jako purifikovany virus zamrazené v -80 °C.
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8 VIRY A NADORY

Jiz vroce 1911 doSel P. Rouse k zavéru, Ze slepiCi zhoubny nador je vyvolan
prfenosnym agens mensim nez jsou bakterie. Jednoznacény experimentalni dikaz,
Ze viry mohou vyvolat nadorové bujeni podali v roce1963 M. Fogt a R. Dulbecco,
ktefi in vitro pomoci viru transformovali normalni bufiku na nadorovou. O ftfi roky
pozdé&ji byla formulovana hypotéza o existenci a plisobeni onkogenti*® a prvni
onkogen byl objeven vroce 1976 (D. Stehelin, H.E.Varmus, J.M.Bishop a P.K.
Vogt).

Jako nadorové oznaCujeme bunky, které se trvale a nekoordinované mnoZzi,
protoze se vymanily z kontrolnich mechanismu, jez reguluji jejich rist a
diferenciaci. Schopnost vyvolat nadorové bujeni neziskava bunka najednou, ale v
disledku postupnych genetickych zmén. Rovnéz viry se na vzniku zhoubnych
nadort nepodileji izolované, ale v soucinnosti s dalSimi genetickymi zménami
bunék, které maji jiny nez virovy puvod. Primarni faktory, které se podileji na
transformaci buriky oznacujeme jako kancerogeny (karcinogeny), které mohou byt

chemicke, fyzikalni nebo virové.

Na =zakladé pavodu a funkce rozliSujeme onkogeny DNA a RNA \virG.
OnkoDNAVviry nesou onkogeny virového pavodu. Jejich produkty jsou nezbytné
pro reprodukci viru, ktera obvykle vede ke smrti buriky. Ztoho vyplyva, Ze
transformovana muaze byt pouze burika, ve které se virus efektivné nereprodukuije.
K transformaci buriky neni potfebny cely virovy genom, ale pouze jeho ¢ast
kodujici  onkoprotein. Segment nesouci onkogen muze nebo nemusi byt
zabudovan do genomu hostitelské buriky. Pfikladem jsou nadory kuze a sliznic
vyvolané zastupci Papillomaviridae, karcinom nosohltanu (Epstein-Barr virus) nebo

nadory jater (Hepatitis B virus).

Onkogeny onkoRNAvird odpovédné za transformaci bunék byly odcizeny
hostitelskym organismim. Casto se jedna o modifikované bun&éné protonkogeny.

Produkty téchto onkogenu se nepodileji na mnozeni (reprodukci) viru a replikace

* Onkogeny jsou geny, které koduji proteiny regulujici bun&ény rast a diferenciaci buiiky, a jejich poruchy
vedou ke ztraté rustové kontroly a transformaci buniky normalni v buitku nadorovou.
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viru je obvykle kompatibilni s Zivotnosti buriky. K typickym charakteristikam
onkoRNAvirt patfi reverzni transkripce virové RNA a integrace virové cDNA do
hostitelského chromozdému, exprese integrované cDNA a pfipadné odcizeni a
pfenos bunécnych onkogenu (napf. transdukci). Virova cDNA integrovana do
genomu hostitelské buriky mize vyvolat tvorbu nadoru nejen vnesenim onkogenu,
ale i aktivaci exprese bunééného onkogenu svym promotorem nebo ‘enhancerem’.
PFikladem onkogennich RNA vir(l jsou retroviry (Rous sarcoma virus, leukemické

retroviry).
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9 VIROIDY

Viroidy byly objeveny v USA T.0. Dienerem a W.B Raymerem v roce 1967. Jedna
se 0 nejmensi patogeny rostlin pfedstavované pouze jednoviaknovou kruhovou
nebo linearni molekulou RNA. Velikost jejich genomu je 246 — 375 nukleotidd.
Castice viroidul jsou neobalené a jejich nukleova kyselina nekdduje Zadny protein.
Viroidy se replikuji v jadfe (Pospiviroidae) nebo v chloroplastech (Avsunviroidae).
K syntéze komplementarnich RNA vlaken vyuZivaji jaderné RNA polymerazy Il a
jadernym genomem kodované chloroplastové RNA polymerazy. Nékteré z viroidd
jsou patogenni, jiné se replikuji bez vyvolani pfiznakd. Viroidy se Sifi vegetativné,
vétsina je pfenosna mechanicky. Pfenaseji se i semenem nebo pylem. Vektory se
nepienasi. Na rozdil od satelitnich vir( a satelitnich nukleovych kyselin nepotfebuiji
pro svou reprodukci a rozSifovani pomocny virus.
Priklady viroidU:

Potato spindle tuber viroid (PSTVd)

Chrysanthemum stunt viroid (CSVd)

Hop stunt viroid (HSVd)

Hop latent viroid (HLVd)

Coconut cadang-cadang virod (CCCVd)

10  SATELITNI VIRY

Satelitni viry jsou malé jednovlaknové ikosohedrické RNA viry (o velikosti 500 —
2 000 nukleotidll), které se vyskytuji a jsou schopné Zzivotnich projevl pouze
v asociaci s pomocnymi viry (helper virus). Jejich genom se nepodoba genomu
pomocného viru. Kéduji pouze obalové proteiny a jejich replikace musi byt
s pomocnym virem patfi replikazy. Satelitni viry samy o sobé& nejsou infekéni.

VétSinou zeslabuiji pfiznaky infekce pomocnym virem.

Priklady satelitnich virtl a jejich pomocnych viru:

Tobacco necrosis satellite virus Tobacco necrosis virus

Chronic bee-paralysis satellite virus Chronic bee-paralysis virus
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11 SATELITNi NUKLEOVE KYSELINY

Satelitni nukleové kyseliny jsou subvirové castice, kterym chybi geny kédujici
proteiny. Satelitni nukleové kyseliny jsou malé jednovlaknové (linearni nebo
kruhové) nebo dvouviaknové RNA a jednovlaknové DNA o velikosti cca 500 - 2000
nukleotid(, které se vyskytuji a jsou schopné zZivotnich projevl pouze v asociaci
s pomocnymi viry a ke svému pfenosu vyuZzivaji kapsidu pomocného viru. Satelitni
nukleové kyseliny se vyznacuji nukleotidovymi sekvencemi zna¢né odliSnymi od

genomu hostitelské burnky i pomocného viru.

Priklady satelitnich DNA a RNA:

Tomato leaf curl virus satellite (ssDNA)

Saccharomyces cerevisiae M virus satellite (dsRNA)
Arabis mosaic virus large satellite RNA (linearni ssRNA)
Cucumber mosaic virus satellite RNA (linearni ssRNA)

Tobacco ringspot virus satellite RNA (kruhova ssRNA)
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12 PRIONY

Priony byly pdvodné oznacovany jako ‘nekonvenéni viry’. Tyto ¢astice se na rozdil
od vird ukazaly jako velice odolné teploté, proteazam, UV zafeni a béznym
dezinfekénim prostfedkim. Pres veSkeré snahy se dale v preparatech tzv.
‘nekonvenénich virll® nepodafilo prokazat nukleovou kyselinu. Prvni pfipady
spongiformnich encefalopatii vedoucich k demenci a smrti byly zaznamenany u
ovci v 17. stoleti. Jednalo se o infekéni smrtelnou chorobu nazvanou “scrapie’, pro
kterou byla charakteristickda 2 aZz 3 roky dlouha inkubacni doba, po které
nasledovala podrazdénost, ztrata koordinace a smrt. Prvni pfipady
neurodegenerativnich chorob u lidi zaznamenali na poc¢atku 20. let minulého stoleti
rakousky neurolog A.M. Jakob a Némec H.G. Creutzfeld. Podle nich byla nemoc
oznaCena jako Jakob-Creutzfeldova choroba. Po druhé svétové valce byla na
Nové Guineji objevena choroba ‘kuru’, pozdéji spojovana s ritualnim
kanibalismem. V 80. letech minulého stoleti byla v Anglii zaznamenana epidemie
spongiformni encefalopatie skotu. Intenzivni vyzkumy vedly k objevu priont —
infek&nich proteinovych &astic. Velkou roli pfi studiu priontd sehral syrsky kiecek,
ktery se vyznacuje inkubacni dobou pouhych 70 dnU ve srovnani s laboratorni
mySi, u které je inkubacni doba 1 rok. Patogenni prion vznika v infikovanych
bunkach z bunéného prionové proteinu, ktery se vyskytuje jako pfirozeny protein
v fadé bunék vcéetné neuronll. Funkce nativniho prionového proteinu neni zcela
objasnéna a predpoklada se, Ze se podili na ukladani informaci do paméti, a je

mozné, Ze se podili i na funkci tzv. biologickych hodin.

K vlastni infekci dochazi alimentarné kontaminovanou potravou. Patogenni prion
zustava infekéni v kontaminované potravé a pudé fadu let. V travicim traktu prion
odola nizkému pH i enzymim, ve stfevu je zachycen burikami sliznice a pronikne
do miznich uzlin a odtud pres folikularni dendritické buriky do nervovych zakon&eni
bloudivého nervu a nasledné se Sifi do michy a mozku. V infikované nervové
bunice pusobi patogenni prion jako matrice pro zménu konformace prionového
proteinu. Priony se mnozi ‘fetézovou reakci’. Patogenni protein je pro burku
toxicky a jeho molekuly se shlukuji za tvorby amyloidnich plakd. Vysledkem jsou

poruchy ve fungovani neuronu. K projevim prionovych chorob patfi tvorba
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amyloidnich plakld. Spongiformni degenerace nervové tkané s pojena s Ubytkem

neuron(, nasleduje vyCerpanost, demence, poruchy koordinace a smrt.

Jak jiz bylo uvedeno, patogenni prion je velice odolny protein, ktery neni v burnce
degradovan proteazomem. Je vysoce odolny teploté, je inaktivovan az po 10
minutach vystaveni 600 °C nebo po nejméné 20 minutach autoklavovani (134 °C,
3 bary). Neni inaktivovan béznymi dezinfekénimi €Cinidly (formaldehyd, lih, peroxid

vodiku, lyzol). MUze byt zni¢en pusobenim koncentrovaného louhu.

Testy na priony jsou zaloZzeny na detekci priond nedegradovanych proteazami
protilatkou proti prionovému proteinu, na histologickém vySetfeni mozku a na

biologickych testech.

V poslednich letech byly zaznamenany spongiformni encefalopatie, které nebyly

vyvolany infekci patogennim prionem, nybrz mutaci prionového proteinu.

Priklady prionovych chorob:

BSE prion - Bovine spongiform encephalopathy
Scrapie prion - scrapie
CJD prion - Creutzfeldt-Jakob disease

Kuru prion — kuru
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Big Picture Book of Viruses:
http://www.virology.net/big virology/BVHomePage.html

All the Virology in the WWW: http://www.virology.net/

100



