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Abstrakt

Gigantické viry jsou skupinou viri, jejichz genom je tvofen dvouvlaknovou molekulou DNA. Vyznacu;ji
se tvorbou obrovskych virovych ¢astic, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi 150—-1500 nm. Stejné tak
i jejich genomy jsou obrovské a dosahuji velikosti az 2,5 Mbp. Obrovské DNA viry se replikuji bud’
v cytoplazmé, nebo vyuzivaji obou bunéénych kompartmenti — jadra i cytoplazmy. Proto byly
pojmenovany jako jaderno-cytoplazmatické viry (nucleocytoplasmic large DNA viruses, NCLDVs).
V prubéhu replikacni cyklu indukuji tvorbu virovych tovaren, které zajistuji morfogenezi novych
viriont. Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o vybranych zastupcich gigantickych virt a
popsat jejich replikacni strategie. Dale budou diskutovany objevy uc¢inéné ve spojitosti s touto skupinou
virt. Diky objevu gigantickych virt byly také identifikovany mensi DNA viry, tzv. virofagy (viry virtl),
jez maji schopnost vyuzivat infekce améby gigantickymi viry pro realizaci své vlastni replikacni
strategie. U zastupcl Celedi Mimiviridae byla popsana pritomnost useku geni MIMIVIRE, ktery

zajistuje unikatni zplsob imunitni ochrany vird pfed infekci virofagem Zamilon.

Klicova slova: gigantické viry, Mimivirus, virofag, MIMIVIRE, améba

Abstract

Giant viruses are a group of viruses with genome composed of double-stranded DNA molecule. They
are characterized by the creation of giant viral particles, the size of which varies between 150—1500 nm.
Also, their genomes are huge reaching sizes of up to 2,5 Mbp. The viruses replicate either in the
cytoplasm or they exploit for their replication both nucleus and cytoplasm. Therefore, they are called,
nucleocytoplasmic large DNA viruses (NCLDVs). During their replication cycle, the giant viruses
induce the creation of viral factories, which provide morphogenesis of new virions. The aim of this
thesis is to summarise current knowledge of selected representatives of the giant viruses, and to describe
their replication strategies. Furthemore, this work aims to discuss discoveries made in relation to this
particular group if viruses. Thanks to the discovery of giant viruses, another group of small viruses was
identified — the so-called virophages (viruses of viruses). Virophages have the ability to take advantage
of the giant virus infecting an amoeba to realize their own replication strategy. In some members of the
Mimiviridae family there was described a presence of an genome element providing a unique way of

immunoprotection of giant viruses from being infected by the Zamilon virophage.
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1. Uvod

Viry jsou obligatnimi vnitrobunéénymi parazity vSech tii domén zivota a souCasné nejrozsirendjsi
biologickou entitou na Zemi. Pojem virus byl definovan roku 1957 Andre Lwoffem, jehoz definice
popisuje viry jako striktné intracelularni, potencialné patogenni agens, ktera vykazuji infekéni fazi.
Jejich genom je tvofeny pouze jednou nukleovou kyselinou, nejsou schopné binarniho déleni ¢i syntézy
ATP. Jedno zpfidatnych kritérii limituje maximalni velikost virové castice hodnotou 200 nm.
Na zéaklad¢ této definice byly do experimentalni praxe zatazeny filtry s pory o velikosti 200 nm, které
se pouzivaji dodnes k ziskani frakce obsahujici pouze virové ¢astice. Prave tyto filtry jsou divodem tak
pozdni identifikace gigantickych virt. K zasadnimu zlomu v chapani pojmu virus doslo v roce 2003
v souvislosti s objevem gigantické Castice, které neexprimovala 16S rRNA, jejiz pfitomnost indikuje
prislusnost k domén¢ Bakterie, coz bylo prvni indicii k tomu, ze by se mohlo jednat o virus. Tato
hypotéza byla potvrzena pozorovanim obrovské kapsidy, dosahujici velikosti 520 nm, ktera v sobé
schranovala dvouvlaknovou molekulu DNA a dalsi analyzou genomu a replikacniho cyklu. Tato virova
Castice byla pojmenovana Mimivirus a jeji objev odstartoval zavod v objevovani ji podobnych castic.
V soucasnosti zname fadu, tzv. gigantickych virQ, jejichz velikost virovych ¢astic a délka genomu
prekracuje limity definované Lwoffovou definici viru. Pfes rozdily v morfologii virovych castic,
skladbé genovych produktti ¢i prirozeném hostiteli gigantické viry sdili né€kolik vlastnosti. VétSina gen,
které gigantické viry koduji nema homology v soucasnych databazich, ¢imz se vyrazn€ odlisuji od
jinych vird. V souvislosti s timto poznatkem byla navrzena kontroverzni hypotéza ¢tvrté domény Zivota,
kterou by reprezentovaly gigantické viry spolu se svymi nejbliz§imi fylogenetickymi ptibuznymi,
zastupci skupiny jaderné-cytoplazmatickych DNA viri. Tato skupina, se vyznacuje formovani

obrovskych virovych tovaren v cytoplazmé hostitele, které slouzi k morfogenezi novych viriont.

Tato bakalatska prace si klade jako cil popsat vybrané zastupce gigantickych virt, replikujicich
se v amébach rodu Acanthamoeba a Vermamoeba a jejich replikacni strategii. Rovnéz bude pojednano
o unikatnich DNA virech, tzv. virofagach, které jsou schopny infikovat gigantické viry. Diskutovany

budou také navrhované scénate evoluce gigantickych virt.



2. Jaderné-cytoplazmatické viry

Jaderné-cytoplazmatické viry (NCLDV) je oznaceni pro skupinu vird, ktera je druhové velice rozmanita
a sdruzuje v sobé viry infikujici Sirokou paletu eukaryotickych organismi. Najdeme v ni viry, které
se odlisuji velikosti a morfologii virovych ¢astic, délkou genomil, replikacni strategii nebo se 1isi svymi
hostiteli ¢i prostiedim, ve kterém se vyskytuji. Jedno ovSem maji spolecné, a sice Ze genom vsech
zastupct NCLDV je tvofen dvouvldknovou molekulou DNA. Genom jednotlivych zastupct koduje
rizné proteiny, z nichz se celd fada uplatiiuje jako enzymy i€astnici se syntézy, oprav ¢i replikace DNA,
jiné jako strukturni proteiny. Nékteré geny koéduji enzymy a faktory transkripce, jiné soucasti
transla¢niho aparatu. Vznikla tak cela fada otazek na téma definice pojmu virus nebo také evoluce této
skupiny virt. Nazev téchto velkych DNA virl je odvozen od spole¢nych znakt replikacni strategie
vSech zahrnutych zastupci. Proces replikace DNA a nasledna morfogeneze novych viriond jsou
u nékterych vird ze skupiny NCLDV vazané vyhradné na prostfedi cytoplazmy virového hostitele.
U vybranych zastupcii se pocatecni faze virového cyklu odehrava v jadru hostitelské bunky a nasledné

je virovy cyklus dokonéen v cytoplazmé hostitele. (Iyer, Aravind, a Koonin 2001; Iyer et al. 2006)

Pivodné byly jaderné-cytoplazmatické viry tvofeny Ctyimi Celedémi vird, a to celedémi
Asfarviridae, Iridoviridae, Phycodnaviridae a Poxviridae (L. M. lyer, Aravind, a Koonin 2001).
V kontextu novych objevil se skupina NCLDV vyznamné rozsifila a dnes zahrnuje 7 uznanych celedi
— k predchozim ptibyly celedi Ascoviridae, Marseilleviridae a Mimiviridae, 2 dosud neuznané celedi
wPandoraviridae* a ,,Pithoviridae a rody Faustovirus a Mollivirus. Jednotlivi zastupci a jejich
vzajemné fylogenetické vztahy jsou vyobrazeny na obrazku ¢. 1. Zajimavé je, ze k témto virim nalezi
také Celed Poxviridae, jejiz zastupce, lidsky patogen variola (virus ¢ernych nestovic) byl znam
po tisicileti. Svou strukturou a replikacni strategii byly poxviry povazovany spiSe za vyjimku mezi viry.
Ve snaze o uspotradani nové objevovanych viri do vysSich taxonomickych celki, byl v roce 2012
navrhnut novy fad, nesouci nazev ,Megavirales“. Do tohoto tadu byly zatazeny viry jaderné-
cytoplazmatické viry, a to z diivodu, Ze jednotlivi zastupci této skupiny vykazuji nejriiznéjsi spole¢né
vlastnosti. (Colson et al. 2012; Colson, De Lamballerie, et al. 2013) Mezi tyto vlastnosti patii pfitomnost
tzv. zakladnich genti (z angl. ,,core genes®), coz jsou geny, které se vyskytuji napfi¢ genomy
jednotlivych zastupcii. Jejich vyskyt podporuje hypotézu, ze vSechny viry ze skupiny NCLDV
se vyvinuly ze spolecného predka (L. M. Iyer, Aravind, a Koonin 2001). Dal$imi kritérii jsou obdobna
replikacni strategie jednotlivych zastupcii, zejména s ohledem na vazbu replikace na prostredi
cytoplazmy hostitele a také morfologie virionti (Colson et al. 2012; Colson, De Lamballerie, et al. 2013).
Prave posledni zminéné kritérium vyclenuje z navrhovaného tadu Celedi Ascoviridae, Pandoraviridae,
Pithoviridae a Poxviridae, spolu srody Faustovirus a Mollivirus, jejichz viriony nevykazuji
ikosahedralni symetrii. Navrhovany tad ,Megavirales nebyl doposud Mezinarodni komisi pro

taxonomii viru schvalen.
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Obrazek ¢. 1 — Fylogeneticky strom, zpracovany na zadkladé sekvence DNA polymerdzy typu B, zobrazujici

rozmanitost skupiny NCLDV. Barevné jsou zobrazeny jednotlivé celedi ¢i skupiny virii. Cervené Sestiiihelniky
oznacuji virofagy infikujici dany virus. Velikosti genomii vybranych zdstupcii jsou uddavany v jednotce kilobdze —

kb. Prevzato a upraveno z (Fischer 2016).

3. Gigantické viry améb

Améby rodu Acanthamoeba jsou zastupci Zivo¢isné
Siroké uzemi, které se rozpina od oblasti tropického pasu az k arktickym oblastem. Nejéastéji

v

fiSe ze skupiny prvokt. Na Zemi osidluji velmi
se vyskytuji ve vodnim prostiedi, ale Ziji i v ptidé€ a ve vzduchu. Jejich rozsifeni a schopnost prezit v celé
fadé riznych prostiedi ma spojitost s jejich zptisobem Zivota. Zivotni cyklus rodu Acanthamoeba
je tvofen dvéma stadii. Prvni z nich, pasivni stadium cysty, slouzi amébé k preckani neptiznivych
podminek a tniku pted smrti. Aktivni stddium, tzv. trofozoit, zajist'uje piijem potravy a rozmnozovani.
Potrava je pfijimana fagocytézou a pinocytdézou. (Rodriguez-Zaragoza 1994) Pro spravny prubch
fagocytozy je nutné, aby fagocytované ¢astice mély velikost alespoit 500 nm (Weisman a Korn 1967).
Tuto podminku vétsina tzv. gigantickych virt splnuje. Velikost viriontt NCLDV se pohybuje v rozmezi

150-1500 nm a délka jejich genomt dosahuje hodnot v rozmezi piiblizn¢ 300-2500 kbp (Colson,



La Scola, a Raoult 2017). Velikosti vybranych zastupct jednotlivych ¢eledi a rodd demonstruje obrazek
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Obrazek ¢. 2 — Velikost virionut a délka genomu vybranych zastupcu gigantickych virii. Na ose X je vyobrazena
velikost virionii v nanometrech, na ose Y je velikost genomu v jednotkach kilobaze (kbp). Prevzato z (Colson,
La Scola, a Raoult 2017).

3.1. Celed® Mimiviridae
Celed Mimiviridae je unikétni Eeled vird, jeZ nese jména po hlavnim piedstaviteli této Geledi — mimiviru
Acanthamoba polyphaga, ktery byl popsan v roce 2003. (La Scola et al. 2003) Celed’ je vyjimeéna
nejenom tim, Ze se jedna o prvni popsanou celed gigantickych virt, jejiz identifikace zajistila veétsi
pozornost a zajem o studium do té doby atypické skupiny vird, ale i tim, Ze poznani téchto vird, jejich
genetického potencialu i zptisobli replikace vede k novym pohledim na virosféru, a méni dosavadni

pojeti virologie.

V soucasnosti je tato Celed stale, dle oficialnich zprav Mezinarodni komise pro taxonomii virQ
(ICTV), tvotfena pouze dvéma rody, coz neni v souladu s novymi poznatky, které byly o této Celedi
doposud shroméazdény. Obrazek €. 3 prezentuje rozmanitost této Celedi vird a zobrazuje jeji jednotlivé
zastupce. Dle navrzeného schéma je celed’ tvorena tfemi skupinami virti. Nejvetsi skupinou je skupina
I, do niz byly zatazeny viry nejvice ptfibuzné prvnimu objevenému mimiviru. Na zéklad¢ fylogenetické

analyzy DNA polymerdzy B byly uvnitf skupiny vyc¢lenény tfi linie vira — A, B a C.
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Obrazek ¢. 3 — Schéma fylogenetické pribuznosti jednotlivych zastupcii celedi Mimiviridae na zdklade analyzy
pribuznosti DNA polymerdzy B. Celed’ je tvorena tiemi skupinami — I, II a III. Skupina I obsahuje tFi linie rodu
Mimivirus — linii A, B a C, Klosneuviry a Tupanviry. Skupina II je zastoupena virem Cafeteria roebergensis a a
skupina Il predstavuje tzv. rozsirené (extended) Mimiviry. Prevzato a upraveno z (Abrahdo et al. 2018).

Skupinu A reprezentuje virus Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) a jeho nejblizsi
fylogeneticti ptibuzni. Tato linie vir je v mnoha smérech unikatni. Nejenomze bylo prokéazano,
ze nekteré zastupce této skupiny je mozno infikovat jinym virem, tzv. virofdgem Sputnik (La Scola
et al. 2008, viz kapitola 4.1.), ale zaroveinl byl objeven i unikatni systém virové imunitni ochrany pted
nakazou jinym ze zastupct virofagii (Levasseur, Bekliz, et al. 2016 viz kapitola 4.2.). Do linie B byly
zatazeny viry rodu Moumouvirus (Yoosuf et al. 2012) a linie C je zastoupena virem Megavirus chilensis
ajemu pfibuznymi viry (Arslan et al. 2011). VSechny viry ze skupiny I vyuZzivaji jako hlavniho hostitele
améby rodu Acanthamoeba ¢i rodu Veramoeba. Skupina Il je zastoupena fylogeneticky vzdalengjsim
pfibuznym mimivirt, virem Cafeteria roenbergensis, jehoz hlavnim hostitelem je motska fasa Cafeteria
roenbergensis (Colson, Gimenez, et al. 2011). Posledni, skupina III, se oznacuje jako rozsitené (z angl.
extended) mimiviry. Mezi jeji zastupce patii viry parazitujici na fasach zijicich v arktickych motich
a chladnych jezerech. Tyto viry byvaji v odborné literatufe oznacovany zkratkou OLPG, ktera odkazuje

na prvni pismena nazva dvou hlavnich zastupca této skupiny — Organic Lake virus a virus Phaeocystis

globusa. (Yutin et al. 2013)

3.1.1. Acanthamoeba polyphaga Mimivirus
Virus, jehoz hostitelem je améba Acanthamoeba polyphaga, APMV (Acanthamoeba polyphaga
Mimivirus), je prvni objeveny zastupce fady gigantickych virt. Virus byl objeven v dob¢, kdy
se ve Velke Britanie rozsifil zapal plic. 1zolovan byl ze vzorku vody z chladici véze v Bradfordu, ktera
byla povazovana za mozny zdroj ndkazy. Jeho objevitelé ho v souvislosti s jeho velikosti povazovali
za bakterii a pojmenovali jej Bradford coccus a byl zatazen mezi bakterie podobné Legionelam.

Az poté, co selhaly pokusy o amplifikaci ,,bakterialni* ribozomalni 16S rRNA, byly potizeny snimky



na elektronovém mikroskopu a bylo studovano slozeni castice. Vysledky byly ptfekvapenim.
Pozorovana castice vykazovala strukturni znaky podobné Iridovirim a obsahovala dvouvlaknovou
molekulu DNA uvnit kapsidy. Tento objeveny virus byl posléze popsan a nazvan Mimivirus. (La Scola
et al. 2003, Raoult 2005) Casto diskutovanou otdzkou v souvislosti s objevem mimiviru byvé jeho
spojitost s onemocnénim zapalem plic. V lidském téle, konkrétné ve vzorcich pacientil trpicich zapalem
plic byly nalezeny protilatky pro mimiviru spolecné s DNA, kterd je genomem mimiviru kédovana
(La Scola et al. 2005). Rovnéz se podatilo izolovat ¢astice viru LBA111, ktery je ptibuznym APMV,
ve vzorku lidskych bun¢k pacienta trpiciho zapalem plic. Tento objev podpofil hypotézu, ze zastupci
celedi Mimiviridae jsou pifimo ¢i nepfimo spojeni s onemocnénim zapalu plic. (Saadi et al. 2013)

Potvrzeni této hypotézy je predmétem dalsiho vyzkumu.

3.1.1.1.  Struktura virové ¢astice
Virové Castice APMV patii mezi jedny z nejvétSich dosud objevenych virovych castic s velikosti
dosahujici v priméru az 500 nm. Tato velikost je jeSt¢ vice umocnéna pfidatnymi povrchovymi
fibrilami, jejichz velikost se pohybuje okolo 125 nm. Virion se sklada z proteinové kapsidy, jez vykazuje

ikosahedralni symetrii, a obsahuje rovnéz lipidové membrany. (Xiao et al. 2005)

Hlavni kapsidovy protein je uspofddan ve dvaceti trojuhelnikovych platech tak, aby vzniklo
celkem dvanact vrcholl. Kazdy z téchto vrcholll je tvofen péti monomery motivu ,jelly-roll*. Tento

motiv je specialnim typem B-barelu. (Klose et al. 2010) Struktura ¢astice je vyobrazena na obrazku ¢. 4.

> T
i 200 nm

Obrazek ¢. 4 — Struktura virové castice viru Acanthamoeba polyphaga mimivirus. Na snimku z transmisniho
elektronového mikroskopu miizeme pozorovat virovou kapsidu s ikosahedralni symetrii. Kapsida je pokryta hustou
vrstvou filbril, jez dosahuji délky az 125 nm. Prevzato z (Abrahdo et al. 2014).

Povrch virionu je pokryt hustou vrstvou fibril. Jednotliva vlakna tvoii drobné snopce tii az ¢tyt
vlaken (Xiao et al. 2009), ktera jsou ukotveny do disku, ktery je lokalizovan ve vrstvé tésné nad kapsidou
(Klose et al. 2010). Hlavni strukturni molekula, ktera tvofi fibrily, nebyla prozatim identifikovana.

Prestoze genom APMYV koduje riizné typy kolagend (Raoult et al. 2004), byla jejich role, coby hlavni
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strukturni jednotky tvofici fibrily, vyvracena. Experimentalng byla zjisténa resistence fibril vii¢i enzymu
kolagenaze (Klose et al. 2010). Stejn¢ tak jejich piesnd biologicka funkce je predmétem dalSiho
zkoumani. Nicméné bylo pozorovano, ze virus vyuziva fibril béhem procesu adheze k povrchu améby.
Na povrchu améby mtizeme nalézt fadu sacharidd, jez maji roli adhezivnich molekul. Mezi takové patii
glukdza, manoza, N-acetylgalaktosamin a N-acetylglukosamin. (Elloway et al. 2004) Jednotlivé fibrily
s témito molekulami interaguji a umoziuji tak adhezi virionu k povrchu améby. Vysledky experimentu,
pti kterém byly améby spolu s viriony umistény do roztoku N-acetylglukosaminu a pii kterém byla
pozorovana klesajici tendence hodnoty viriont v titru, ukazaly, Ze hlavni molekulou, se kterou fibrily
APMV interaguji na povrchu améby je N-acetylglukosamin. Kromé jiného bylo experimentalné
prokdzano, ze APMV dokdze interagovat 1 spolymery N-acetylglukosaminu. Rodrigues
a spolupracovnici ukazali, z2 APMV je schopen se pres tyto interakce vazat na povrch bakterii, hub
i lenovcl. Autofi vyslovili hypotézu, Zeby hmyz mohl byt pienaseCem téchto virti, a spojeni mimiviru
s povrchem hub nebo bakteriii by mohlo zvysit rychlost jeho fagocytdzy, jelikoz améba se témto
mikroorganismy zivi. (Rodrigues et al. 2015) RovnéZ se uvazuje o tom, Ze by byl virus aktivné schopen
nalakat svého hostitele, pomoci pohybu fibril, které mohou mimikovat pohyb bakterii, jez jsou pro
améby potravou (Claverie et al. 2006). VSechny tyto hypotézy ovSem cekaji na dalsi experimentalni

ovéreni.

Struktura virionu je kromé ptitomnosti fibril specificka i jinym specialnim utvarem. Tento
vrcholovy utvar byl, vlivem své péti¢etné symetrie pfipominajici hvézdici, pojmenovan hvézdicovita
brana (,,stargate”). (Zauberman et al. 2008) Struktura ma pét ramen, kterd jsou tvorena odliSnym
proteinem, nez ktery tvori zbytek kapsidy. Stied hvézdicovité brany tvoii vydut, ktera spojuje povrch
kapsidy s vackem, ve kterém je umisténa genomova DNA. (Xiao et al. 2009) Tato brana slouzi
k uvolnéni virové DNA do cytosolu. Kdyz je virus fagocytovan do fagocytického vacku, kapsida viru
prochazi konformaénimi zménami, pti ktery se brana otevie a ve stfedu hvézdicovité brany se vytlaci
lipidovd membrana pod kapsidou, ktera fizuje s membranou fagozomu za tvorby kanalu, kterym je
mimivirovy genom uvolnén do cytoplazmy hostitelské bunky. (Zauberman et al. 2008) Struktura

hvézdicovité brany je vyobrazena na obrazku €. 5.

Obrazek ¢. 5 — Hvezdicovita brana virionu APMV. Vievo snimek porizeny na transmisnim elektronovém
mikroskopu, vpravo pro srovnani snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Prevzato z (Zauberman et al.
2008).



3.1.1.2.  Genom Acanthamoeba polyphaga Mimiviru
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Obrdazek ¢. 6 — Mapa genomu APMV. Sekvence kodujici proteiny byly porovnany s databazi klastrii ortolognich

genovych skupin (COG). Sekvence, u nichz byly ortologni geny nalezeny, jsou oznaceny barevné a jsou spojeny
s urcitou funkcni kategorii. E— metabolismus a transport aminokyselin, F — metabolismus a transport
nukleotidu, J — translace, K — transkripce, L — replikace, rekombinace a opravy DNA, M — syntéza bunécné steény
nebo membran, N — bunécny pohyb, O — posttranslacni modifikace, metabolismus proteinii a chaperony,

Q — biosyntéza, katabolismus a transport sekundarnich metabolitii, R — pouze predpoved obecnych funkci,

S — neznamd funkce. Sekvence bez nalezené shody v databazi COG jsou Sede. Malé cervené Sipky ukazuji umistént
a orientaci transferovych RNA Prevzato z (Raoult et al. 2004)

Genom APMV je tvofen linearni dvouvlaknovou molekulou DNA, ktera je dlouha ptiblizné 1,2 Mbp.
Mapu genomu zobrazuje obrazek €. 6. Jak je na prvni pohled zfejmé, vétSina sekvenci, které APMV
koéduje nema v databazich klastrti ortolognich genti pfimou shodu. Jedna se tedy o geny, jejichz obdoba
identifikace sekvenci kodujicich soucasti translacniho aparatu, presnéji ¢tyf aminoacyl-tRNA syntetazy
a transla¢nich faktort uplatiujicich se pfi iniciaci, elongaci a terminaci translace. Dal$i popsané geny
se uplatnuji zejména béhem syntézy a metabolismu biopolymert, pii posttranslacnich modifikacich,
opravach a replikaci DNA. Topologie DNA a jeji zmény béhem replikace je udrZzovana tfemi typy
enzymu tzv. topoizomeraz. Topoizomeraza IA, je homologem k topoizomeraze entomopoxviru. Rovnéz
je v genomu kodovana topoizomeraza IB bakteridlniho typu. Posledni z kédovanych topoizomeraz

je topoizomeraza IIA, jejiz homolog byl nalezen u zastupce tfidy Microsporidia, Encephalitozoon

cunituli, malého eukaryotického organismu. V genomu se nachazi také cela fada sekvenci, které koduji
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produkty velké casti transkripéniho aparatu. Jmenovité to jsou dvé nejvétsi a ctyfi mensi podjednotky
RNA polymerazy II, poly(A) polymeraza, enzym pro syntézu Cepicky na 5' konec mRNA a fada
transkripCnich faktort. Kromé sekvenci, které koduji soucasti translacniho aparétu, byly v genomu
APMYV nalezeny i dals$i, ve virosféfe unikatni, geny. (Raoult et al. 2004) Jejich vycet shrnuje tabulka

¢. L.

ORF no. Definition/putative function Comment

R663 Arginyl-tRNA synthetase Translation

L124 Tyrosyl-tRNA synthetase Translation

L1654 Cysteinyl-tRMA synthetase Translation

R639 Methyonyl tRNA synthetase Translation

R726 Peptide chain release factor eRF1 Translation

RG24 GTP-binding elongation factor eF-Tu Translation

R464 Translation initiation factor SUI1 Translation

L4596 Translation initiation factor 4E (mRNA cap binding) Translation

R405 tRMA (Uracil-5-)-methyltransferase tRMA modification

L359 DMNA mismatch repair ATPase MutS DMA repair

R693 Methylated-DMNA-protein-cysteine methyltransferase DMA repair

R406 Alkylated DNA repair DMA repair

LG687 Endonuclease for the repair of UV-irradiated DNA DMNA repair

L315 L720 Hydrolysis of DNA containing ring-opened N7-methylguanine DNA repair

R154 R480 L2271 Topoisomerase | pox-like, topoisomerase |l, topoisomerase | bacterial type DMA accessibility

L254 1393 Heat shock 70-kD Chaperonin

L&05 Peptidylprolyl isomerase Chaperonin

L251 Lon domain protease Chaperonin

R418 NDK synthesis of nucleoside triphosphates Metabolism

R475 Asparagine synthase (glutamine hydrolyzing) Metabiolism

R565 Glutamine synthetase (Glutamate-amonia ligase) Metabolism

L71e Glutamine amidotransferase domain Metabolism

RE89 N-acetylglucosamine-1-phosphate, uridyltransferase Polysaccharide synthesis
L136 Sugar transaminase, dTDP-4-amino-4,6-dideoxyglucose biosynthesis ExoPolysaccharide synthesis
L780 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase ExoPolysaccharide synthesis
La12 Mannose-6F isomerase Glycosylation

L230 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase Glycosylation, capsid structure
L543 ADP-ribosyltransferase (DraT) ?

L5306 Cholinesterase Host infection?

LBO8 Lanosteral 14-alpha-demethylase Host infection?

R80T T-dehydrocholesterol reductase Host infection?

R322 Intein insertion In DMA polymerase B

Tabulka ¢. 1 — Unikatni geny objevené v genomu APMV. V genomu APMV byly objeveny geny jejichz produkty se
uplatnuji behem translace, oprav DNA (DNA repair), sbalovani proteinit (chaperoniny), syntéze a metabolism
polysacharidu, posttranslacnich modifikacich (glykosylace) ¢i pri upravé lipidi. Prevzato z (Raoult et al. 2004)
3.1.1.3.  Replikacni strategie ¢eledi Mimiviridae

Sled kroki, které jsou uskutectiovany béhem replikacni strategie APMV, je obecné platny i pro ostatni
zastupce Celedi Mimiviridae. U jednotlivych zastupct se mize liSit pouze doba manifestace jednotlivych
dé&jt po infekci hostitele. Obecné platné schéma replikacni strategie znazornuje obrazek ¢. 8. Prvnim
krokem je vstup virovych Castic do hostitelské buiiky. Tento proces je zajisStovan pomoci fagocytozy
(Suzan-Monti et al. 2007). Tato hypotéza byla experimentalné podpotfena pouzitim cytochalasinu D,
jakozto specifického inhibitoru fagocytdozy a bafilomycinu, ktery je specifickym inhibitorem
fagosomalnich H+ ATPé4z. Pro uvolnéni viru z fagosomu je vyzadovano dosazeni urcité, dosud
nespecifikované, hodnoty pH. Je-li zabranéno spravné funkci H+ ATPaz vazbou bafilomycinu,
nedochazi k poklesu pH uvnitt fagosomu, ¢imZz je viru znemoznéno uniknout. Vlivem uziti
cytochalasinu D a bafilomycinu se pocet virovych ¢astic v titru snizil. (Andrade et al. 2017) Uvolnéni
virové DNA do cytoplazmy je zajistovano hvézdicovitou branou, jejiz otevieni indukuje expozici
anaslednou fizi vnitini virové a mebranou fagozoému, ¢imz se vytvofi tunel, kterym je DNA
dopravovana k povrchu virové castice a dale do cytoplazmy améby (Suzan-Monti et al. 2007,
Zauberman et al. 2008). Nasleduje eklipticka faze, kdy nejsou zadné viry pozorovany, jelikoz ptivodni

¢astice jiz zanikly a nové jesté nevznikly. Role jadra ve virové cyklu APMV nebyla doposud dostate¢né
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jedno kolo replikace virové DNA uvnitt jadra. (Suzan-Monti et al. 2007)

Ptiblizné 2 hodiny po infekci hostitele dochazi v cytoplazmé k formovani malych
membranovych vackl, které jsou odlou¢eny od jaderné membrany ¢i drsného endoplazmatického
retikula. Tyto jsou zakladem pro vznik membranovych labyrintd, tzv. virovych tovaren, uvniti kterych
probihaji procesy vedouci k morfogenezi novych virionll. Mezi tyto procesy patii syntéza kapsidy
s ikosahedralni symetrii a transport nukleové kyseliny do nové syntetizovanych virovych ¢astic. Tyto
vacky vsobé pravdépodobné nesou soucasti aparatu syntetizujiciho proteiny vcetné ribozomil.
Agregace téchto malych vackd vrcholi piiblizné 4-5 hodin po infekci hostitele vytvofenim
plnohodnotné virové tovarny (Suzan-Monti et al. 2007; Kuznetsov et al. 2013). Obrazek ¢. 7 ukazuje

virovou tovarnu v pribéhu replikac¢niho cyklu.

Obrazek ¢. 7 — Virova tovarna viru APMV. Na obrazku A je virova tovarna (virus factories, VF) 8 hodin po infekci
hostitele. Je mozné pozorovat prvni maturované viriony na periferii virové tovarny. Obrazek B zachycuje virovou
tovarnu 12 hodin po infekci bunky virem APMV. Bunka je prakticky zcela vyplnéna novymi viriony. Na obou
obrazcich je vyznaceno i jadro (Nu) hostitelské améby. Prevzato ze Suzan-Monti et al. 2007.

Ve virovych tovarnach dochazi nejdiive k syntéze kapsidy. Aby tento proces mohl byt zdarn€ dokoncen,
je nutné, aby na vné&jsi vrstvé virovych tovaren byly pfitomny prekurzory kapsidového proteinu spolu
s proteiny zodpovédnymi za vznik struktury hvézdicovité brany. Syntéza kapsidy je zahajena
vytvorenim pentamerického centra hvézdicovité brany. Poté, co je dokoncena syntéza kapsidy, dochazi
k syntéze vnéjsi vrstvy slozené patrné z proteind inkorporovanych v lipidické membrané a inkorporaci
virového genomu. (Kuznetsov et al. 2013) DNA je vpravovana do kapsid na periferii virovych tovaren
(Suzan-Monti et al. 2007) a je do kapsid vkladana ve vysoce kondenzované formé spolu s fadou
asociovanych proteind (Mutsafi et al. 2013). Proces vkladani DNA do kapsidy neni zavisly na stupni
maturace jednotlivych virionti. Na zabérech z TEM byly pozorovany dva typy ¢astic. Ty, jejichz povrch
byl pokryt fibrily uplné, i ty které byly pokryté jen fidce. Genom byl vkladan do obou zminénych ¢astic.

Povrchoveé fibrily jsou ke kapsidé ptipojovany na periferii virové tovarny, v oblasti nazyvané jako oblast
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ziskavani vlaken (z angl. fibrils acquisition area). (Andrade et al. 2017) Pro upfesnéni sloZeni virové

castice a jeji morfologie bude tfeba dalSiho vyzkumu.

Early viral factory
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Obrazek ¢. 8 — Schéma replikacni strategie viru celedi Mimiviridae. Replikacni cyklus zacina fagocytozou (1)
a naslednym otevienim hvezdicovité brany ,,stargate* (I1) a fuzi virové a endosomalni membrany (I1l). Poté, co je
DNA uvolnéna do cytoplazmy hostitele (IV), dochazi k vytvoreni virové tovarny (V). Replikacni strategie je ukoncena
morfogenezi novych castic z povrchu virové tovarny a lyzi hostitelské buniky (VI). Prevzato z (Abrahdo et al. 2014).

3.1.2. DalSi vyznamni zastupci ¢eledi Mimiviridae
Dal$im vyznamnym zastupcem linie A Celedi Mimiviridae je Acanthamoeba polyphaga mamavirus
(APMaV). Tento nejblizsi fylogeneticky pfibuzny mimiviru byl izolovan ze vzorku vody z chladici véze
v Patizi. Jedna se o prvniho zastupce gigantickych virti, v jehoz genomu bylo nalezeno vice nez 1 000
otevienych Ctecich ramcu. (Colson, Yutin, et al. 2011) DuleZitym objevem ve spojistost s APMaV byl
objev virofaga Sputnik. Virofag vyuziva aktivity replikacni cyklu gigantického viru pro to, aby byl sam
schopen dokoncit svoji vlastni replikaci v amébé (La Scola et al. 2008). Téma virofagl je podrobnéji

diskutovano v kapitole 4.

Megavirus chilensis je virus zastupujici linii C. S hodnotou 1,259 Mbp se jedna o virus s jednim
z nejdelSich popsanych genomt. V jeho genomu se nachdzi sedm genii pro aminoacyl tRNA syntetazy.
Vyjime¢na je i pfitomnost 11 transkripénich faktorti, proteinu funkéné podobného TATA-box
vazajicimu proteinu ¢i enzymu zajist'ujicich opravu DNA — DNA fotolyazu a uridin monosfat kinazu,
enzym doposud nenalezeny v genomu DNA virdl. Genom megaviru chilensis koduje i enzym
superoxiddismutaza, ktera je uplatiovana b&hem oxidativniho stresu, kdy katalyzuje preménu
superoxidového radikalu na molekularni kyslik a peroxid vodiku. (Arslan et al. 2011; Legendre et al.

2012)
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Poslednimi, v letoSnim roce objevenymi, zastupci zatazenymi do Celedi Mimiviridae jsou viry rodu
Tupanvirus. Jde o velmi specificky rod virli, at’ uz ve smyslu morfologie jeho viriond ¢i funkéni
komplexnosti jeho genovych produktii. Oba zastupci tohoto rodu virti byli izolovani z prostiedi, jehoz
podminky mizeme oznalit za extrémni. Prvni z nich, Tupanvirus Soda lake, byl izolovan z vody
brazilského jezera, ktera vykazuje extrémni salinitu i pH. Druhy Tupanvirus deep ocean byl objeven
ve vodach Atlantického oceanu v hloubce tfi kilometrii. Viriony téchto virl jsou tvofeny ze dvou Casti
— kapsidy a ,,océsku®. Kapsida mé ikosahedralni symetrii o velikosti pfiblizné¢ 450 nm, je pokryta
fibrilami a obsahuje i strukturu hvézdicovité brany. Virova castice je prodlouzena o dosud nejdelsi
ocasek nalezeny v celé virosfére, jehoz délka se pohybuje v rozmezi 450—550 nm. Morfologie virionu
tupanvirti je zobrazena na obrazku ¢. 9. Tupanviry v sob¢ ukryvaji dosud objeveny ctvrty nejdelsi virovy

genom, jehoz délka ¢ini 1,439 Mbp pro Tupanvirus Soda lake a 1,516 Mbp pro Tupanvirus deep ocean.

YRR Y 3 > L T

Obrazek ¢. 9 — Morfologie virionu Tupanviru Soda lake. Obrdzek (i) predstavuje zabér z TEM po negativnim
barveni. Na obrazku je mozné pozorovat kapsidu s ikosahedralni symetrii i dlouhy ocas Tupanviru. Cela castice
je pokryta fibrily, coz je lépe pozorovatelné na zaznamu z SEM, ktery predstavuje obrazek (j). Prevzato z (Abrahdo
etal 2018).

Mimo fascinujici morfologii viriond je tento virus unikatni i pfitomnosti prozatim nejvétsiho
mnozstvi komponent translacniho aparatu v celé virosféie. Tupanvirus deep ocean kdduje geny pro
20 aminoacyl tRNA syntetaz, 70 tRNA pro vSech 21 aminokyselin s vyjimkou selenocysteinu
a 11 translacnich faktort, které se uplatiuji pfi iniciaci, elongaci i terminaci translace. Rovnéz byly
objeveny faktory uplatiujici se pfi maturaci a stabilizaci tRNA, maturaci mRNA, alternativnim sestfihu
mRNA a faktory spojené s modifikaci ribozomalnich proteind. V pribéhu infekce byl popsan
pozoruhodny fenomén. Pfitomnost virové Castice tupanvirti indukuje snizeni poctu hostitelské rRNA.
Béhem infekce tupanviry dochazi uvnitt cytoplazmy hostitele k vyraznému snizeni pH, degradaci jadra
spolu s jadérkem a indukované tvorbé¢ malych vackd odloucenych z oblasti jaderné membrany. Tyto
vacky, obsahujici ribozomy, nasledné agreguji a formuji obrovské struktury obsahujici velky pocet

ribozomtl. Mechanismus a vyznam tohoto jevu je pfedmétem dal§iho vyzkumu. (Abrahdo et al. 2018)
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3.2. Marseilleviridae

Celed” Marseillviridae reprezentuje ¢eled NCLDV vird, jejichz velikost je ve srovnani s ostatnimi
gigantickymi  viry pomérné¢ niz8i. Velikost virovych cCastic se pohybuje v rozmezi
200-250 nm s délkou genomu v praméru 360 kbp. (Colson, Pagnier, et al. 2013; Colson, La Scola,
a Raoult 2017) Marseillevirus, prvni objeveny zastupce, po némz nese Celed’ své jméno, byl izolovan
ze vzorku vody z chladici nadrze v Pafizi. (Boyer et al. 2009) Specifikem této Celedi je diverzita mist
a vzorkl, ze kterych byly tyto viry izolovany. Nékteré viry byly izolovany ze vzorku lidské krve,
¢i stolice, ¢imz v dob¢ jejich objevu vyvstala otazka, zda zastupci ¢eledi Marseiileviridae ptedstavuji
zdravotni riziko pro clovéka. S pfibyvajicimi objevy doslo k vyznamnému rozsiteni Celedi, ktera
v soucastnosti obsahuje 5 linii vird (A—E) a dalsi dva nezafazené rody virt.. Vnitini klasifikaci ¢eledi
Marseilleviridae prezentuje tabulka ¢. 2 (Colson, La Scola, a Raoult 2017). Stejné jako v pripade ¢eledi
Mimiviridae, nebyla tato klasifikace prozatim schvalena ICTV. Prvnim objevenym zastupcem této
¢eledi je Marseillevirus. Jeho viriony jsou pokryté fibrily, které dosahuji délky ptiblizn€ 12 nm (Boyer
et al. 2009). Jeho relativné mensi velikost hraje vyznamnou roli jiz v prvni fazi virového cyklu, béhem
fagocytozy virové castice. Velikost fagocytovanych ¢astic by méla v priméru dosahovat alesponl
500 nm (Arantes et al. 2016 podle Weisman a Korn 1967), coZ je podminka, kterou virionu marseilleviru
nesplilyji. V kontextu této informace byly zkouméany metody vstupu viru do buriky. Marseillevirus
vstupuje do buiiky dvéma zplsoby. Prvni popsanou cestou vstupuji izolované Castice do cytoplazmy
pomoci endocytézy. Druhou moznosti je vstup viru ve formé€ membranového vacku naplnéného
virovymi Castice. Tento vacek je hostitelskou bunikou fagocytovan. Vacky jsou syntetizovany po
dokonceni maturace virionl v periferni oblasti virové tovarny a dosahuji velikosti az 500 nm. (Arantes

et al. 2016) Obrazek ¢. 10 zobrazuje strukturu membranovych vacki marseilleviru.

Obrazek ¢. 10 — Struktura membranového vacku. Zabeér z transmisniho elektronového mikroskopu zachycujict
vacek, jehoz syntéza probiha na periferii virové tovarny Marseilleviru. Vacek schranuje castice Marseilleviru
a umoznuje jejich vstup do hostitelské bunky pomoct fagocytozy. Prevzato z (Arantes et al. 2016).

13



Velikost . Velikost
. . . RN Morfologie
Linie Nazev viru viroveé castice . . genomu
(nm) virionu (kbp)
A Marseillevirus marseillevirus | 250 ikosahedralni 368
T19
Cannes 8 virus 250 ikosahedralni 374
Senegalvirus marsillevirus 250 ikosahedralni 373
Melbournevirus 250 ikosahedralni 369
B Lausannevirus 250 ikosahedralni 347
Port-Miou virus - ikosahedralni 349
C Tunis virus 250 ikosahedralni 380
Insectomime virus 225 ikosahedralni 386
Tokyovirus Al 200 ikosahedralni 373
D Brazilian marseillevirus 250 ikosahedralni 362
E Golden marseillevirus 200 ikosahedralni 361
nezaiazeno | Noumeavirus 200 ikosahedralni 376
nezarazeno | Kurlavirus BKC-1 - ikosahedralni 361

Tabulka ¢. 2 — Vnitini klasifikace celedi Marseilleviridae. Celed je slozena z linii A-E a obsahuje navic dalsi
2 rody viru, jejichz fylogeneticka pribuznost s ostatnimi liniemi nebyla prozatim zkoumdna. Prevzato a
upraveno z (Colson, La Scola, a Raoult 2017).
Po vstupu viru do bunky dochdzi k vytvofeni virovych tovaren. Virové tovarny Marseilleviru
zabiraji az polovinu cytoplazmy hostitele. V tovarnach dochéazi k morfogenezi novych viriont.
V bunkach jsou produkovany jednak samostatné viriony, jednak viriony sdruZzené¢ do membranovych

vacki. (Arantes et al. 2016)

Casto diskutovanym tématem byvé vliv pfitomnosti vir z éeledi Marseilleviridae v lidském
téle na zdravi infikovaného jedince. V lidském téle byly objeveny dva viry, které byly na zaklade
fylogenetické analyzy zatazeny do Celedi Marseilleviridae. V obou piipadech byly viry objeveny
ve vzorku od zdravého pacienta, ktery netrpél symptomy zadného onemocnéni. ,,Giant blood virus*
(GBV) byl objeven v krvi darct metodou pyrosekvenovani DNA z frakce obsahujici vysoké procento
virovych genomti (Popgeorgiev, Boyer, et al. 2013). ,,Senegalvirus® byl izolovan ze vzorku lidské
stolice (Colson, Fancello, et al. 2013). Na zaklad¢é stavajicich vysledkll lze fici, Ze ani jeden
z identifikovanych virii nepfedstavuje pro pacienta s funkénim imunitnim systémem Zadné zdravotni

riziko (Popgeorgiev, Colson, et al. 2013).

3.3. Faustoviry
Faustoviry jsou skupinou gigantickych vird infikujici améby rodu Vermamoeba vermiformis
a fylogeneticky jsou blizkymi pfibuznymi virti z ¢eledi Asfarviridae. (Reteno et al. 2015). Faustoviry
jsou jedine¢né tvorbou dvou morfologicky odlisSnych typd virovych ¢astic (Klose et al. 2016).
V souCasné dob¢ bylo popsano deveét riznych vird rodu Faustovirus. Jejich vycet a vzajemné

fylogenetické vztahy zobrazuje obrazek ¢. 11 (Benamar et al. 2016).
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Obrazek ¢. 11 — Fylogeneticky strom viri rodu Faustovirus. Na zaklade fylogenetické analyzy 207 genii
vyskytujicich se v genomech virii rodu Faustovirus, byli zastupci tohoto rodu rozdéleni do ctyr riiznych linii. Modre
Jje zaznacena linie M, hnéde linie L, zelené linie E9 a cervené linie D. Prevzato z (Benamar et al. 2016).

Virové Castice faustoviru maji ikosahedralni symetrii a jsou velké ptiblizné 200 nm. Jedine¢nost
jejich genomu spociva v organizaci genu pro hlavni kapsidovy protein, ktery ma 11 exont. Ty jsou
preruSovany sérii intronti. Vlivem alternativniho sestfihu mRNA dochazi k odlisnému uspotradani
nasledné syntetizovaného hlavniho kapsidového proteinu. Diky této odliSnosti jsou vytvareny dva typy
virovych ¢éstic — ostnaté a hladké. Ostnaté Castice jsou veétsi, maji velikost pfiblizn€ 260 nm, zatimco
castice hladké jsou velké 160—190 nm. Pozorovani virionl na transmisnim elektronovém mikroskopu
ukdzalo uvnitt ostnatych ¢astic ttvary podobné casticim hladkym. Nasledné bylo potvrzeno, Ze struktura
mensich hladkych ¢astic je shodna s vnittkem ¢astic ostnatych. Faustovirus je tak prvnim objevenym
virem s dvouvlaknovou DNA, ktery ma dvouvrstevnou kapsidu. Proteinovy motiv ,,double jelly-roll
fold“, typicky pro velkou ¢ast NCLDV, byl objeven pouze u vné&jsi proteinové schranky. Vnitini
proteinova schranka je pravdépodobné tvotena jednim nebo vice proteiny, které neni podobny béznym
kapsidovym proteinim. Povrch virovych €astic neni kryt celistvou vrstvou fibril. Specifickym mistem
vystupu fibril jsou péticetné vrcholy, odkud vystupuji téi drobné fibrily o velikosti 5 nm, takzvané ostny.

(Klose et al. 2016) Struktura virionu a fibrily faustoviru jsou zobrazeny na obrazku ¢. 12.

Obrazek ¢. 12 — Struktura ostnaté castice faustoviru. Snimek z TEM
demonstruje kapsidu s ikosahedralni symetrii. Virus neni pokryty hustou
vrstvou fibril, nybrz tvori drobné snopce fibril, tzv. ostny, v péticetnych
vrcholech kapsidy. Osten je zndazornén Sipkou. Prevzato z (Klose et al. 2016)
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3.3.1. Replika¢ni strategie faustoviri
Po fagocytéze viru hostitelskou buiikou je zahdjena flze vnitini virové lipidové membrany
s membranou fagozému, ¢imz dochézi k uvolnéni genomu viru skrze kandl do cytoplazmy hosteitele.
Genom Faustoviru EI2 je tvoten dvouvldknovou molekulou DNA o délce pfiblizné 466 kbp. Béhem
ekliptické faze dochazi ke zméné v aktivité i zmeén€ ve vnitini organizaci jadra. Jadro ztraci sviij sféricky
tvar. V dalsi fazi dochéazi ke vzniku virovych tovaren, které jiz 8 hodin po infekci produkuji prvni

maturované castice. Ptiblizné€ po 20 hodinach dochazi k lyzi hostitelské buniky. (Reteno et al. 2015)

3.4. Pandoraviry
Po objevu virt z ¢eledi Mimiviridae a zejména jejich nejvétsSiho zastupce, Megavirus chilensis,
rezonovaly ve védeckém svéte otazky, zda je tato velikost virionti kone€na, ¢i jak velky mtize giganticky
virus byt? Céste¢nou odpovéd’ na tyto otazky prinesl objev dvou &astic vejcovitého tvaru, které na délku
mefi 1 pm a Siroké jsou priblizn€ 500 nm. Tyto ¢astice byly objeveny na odlisnych mistech nasi planety
a odli$na byla i prostfedi jejich vyskytu. Pandoravirus salinus (PS) byl izolovan z vrstvy moiského
sedimentu na pobtezi Chile, zatimco Pandoravirus dulcis (PD) byl objeven ve vzorku bahna z mélkého
sladkovodniho jezirka v Australii. Morfologii virionu PS a PD demonstruje obrazek ¢.13. Velikost jejich
virionl ovSem nebyla jedinym piekvapenim, které na jejich objevitele ¢ekalo. Pii zkoumani jejich
genomu bylo zjisténo, Ze se jedna o viry s nejdel$im genomem z celé virosféry. Genom PS je velky
2,47 Mbp a obsahuje 2 556 gent kodujicich proteiny, zatimco PD ukryva uvniti své kapsidy DNA
o délce 1,9 Mbp, ve které bylo identifikovano 1 502 otevienych ctecich ramct. (Philippe et al. 2013)
V 1plné odlisném prostiedi se vyskytoval tfeti zastupce této skupiny virt. Byl izolovan jiz v roce 2008
ve vzorku lidskych bunék pacienta trpiciho zan€tem rohovky, ale vlivem nespravné identifikace, byl
Pandoravirus inopinatum znovuobjeven jako virus v Némecku az v roce 2016. Velikost jeho genomu
je 2,24 Mbp. (Scheid 2016) V 1ét¢ letosniho roku byly popsany 3 dalSi pandoraviry: Pandoravirus
quercus, objeveny ve Francii, Pandoravirus neocaledonia pochazejici z ostrova Nova Kaledonie
v Tichém oceanu a Pandoravirus macleodensis objeveny v Australii. VSechny 3 pandoraviry byly
popsany skupinou Jean-Michel Claverie objevitelem vird Pandoravirus dulcis a salinus (Legendre
et al. 2018). Ve stejné dobe byla publikovana prace (Aherfi et al. 2018), popisujici dal$i 3 pandorviry,
Pandoravirus pampulha, Pandoravirus braziliensis a Pandoravirus massiliensis nalezené v Brazilii.
Pandoravirus braziliensis ma genom jest¢ o 200 kbp delsi (2,69 Mbp) nez dosud nejdelSi genom

Pandoraviru salinus. (Aherfi et al. 2018)

Analyzou genomu Pandoraviru salinus bylo zjisténo, ze majoritni ¢ast (93 %) jeho protein
kddujicich sekvenci nema homology v souc¢asnych databazich a Ze s ostatnimi gigantickymi viry améb
sdili pouze 17 protein kodujicich sekvenci, z ¢ehoz vyplyva, ze pandoraviry tvofi samostatnou
vyvojovou vétev, ktera je fylogeneticky vzdalena od ostatnich gigantickych virt améb. Z analyzy

genomu rovnéz vyplyva, Ze pandoraviry nekoduji homolog zadného ze znamych hlavnich kapsidovych
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proteinti. (Philippe et al. 2013) Selhaly i pokusy o nalezeni sekvence, ktera by mohla pravdépodobné
kodovat jesté neznamy kapsidovy protein. Fylogeneticka analyza gend, které genom pandoravirt sdili
s ostatnimi zastupci NCLDV, odhalila fylogenetickou ptibuznost k Emiliania huxleyi viru, zastupci

celedi Phycodnaviridae (Yutin a Koonin 2013).

Obrazek ¢. 13 — Struktura virionu Pandoravirus salinus (Bl) a Pandoravirus dulcis. (B2). Zastupci rodu
Pandoravirus maji vejcovité viriony s vyraznou vrstvou 70 nm silného tegumentu. Viditelna je i struktura
apikalniho poru, ktery umoziuje fuzi vnitrni virové membrany s membranou fagosomu, cimz umoznuje uvolnent
virového genomu do cytoplazmy hostitele. Sipkami jsou oznaceny priblizné 50 nm velké titvary tvorené materidlem
s vysokou hodnotou elektronové hustoty. Prevzato z (Philippe et al. 2013).

3.4.1. Replikacni strategie rodu Pandoravirus
Stejné faze replika¢niho cyklu byly pozorovany u obou studovanych pandoravirt Pandoravirus salinus
i Pandoravirus dulcis. Oba viry dokoncuji svoji replikaéni strategii pfiblizn¢ 10—15 hodin po infekci
hostitele. Po tom, co je virova Castice fagocytovana, se uvoliiuje z fagosomu. To zajistuje unikatni
struktura apikalniho péru, jehoz otevienim dochazi k fizi vnitini lipidové membrany viru s fagosomalni,
¢imz dochazi k uvolnéni genomu viru do cytoplazmy hostitele. Nasleduje eklipticka faze, béhem niz
podobné jako ujinych gigantickych virt dochazi k vyrazné zméné ve struktuie jadra ijadérka.
Vzhledem ktomu, Ze v genomu pandoraviri nebyl nalezen gen pro RNA polymerazu,
je pravdépodobné, ze Casna transkripce genii se odehrava s ticasti enzymu z jadra hostitele. Dal$im
divodem podporujicim pozorovanou migraci virové DNA do oblasti jadra je pfitomnost intronovych
sekvenci v genomu pandoraviri. Vzhledem k tomu, Ze virus nedisponuje sestfihovym aparatem,
je ziejmé, ze pro tyto Ucely vyuziva sestfihovy aparat svého hostitele. (Philippe et al. 2013; Legendre
et al. 2014) Ztrata sférického tvaru jadra odstartuje kaskadu premén, béhem niz dojde k Gplné disperzi
jadérka a soucasné se zaCinaji objevovat vacky odloucené od jaderné membrany. Syntéza novych

viriond probiha v periferni oblasti jadra a na rozdil od jinych gigantickych vir améb probiha syntéza
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vnitini i vn&jsi ¢asti virionu soubézn€. Virovy cyklus konéi lyzi hostitelské bunky, ¢imz se najednou

uvolni okolo stovky novych viiont. (Philippe et al. 2013)

3.5. Mollivirus sibericum

Gigantickymi viry dob minulych bychom mohli nazvat skupinu virQ, jez byla objevena ve vzorku
permafrostu ze Sibife. Vzorek této trvale zmrzlé pudy byl dle dostupnych informaci 30 000 let stary
a obsahoval dva nové objevené zastupce ze skupiny gigantickych virti. Jeden z téchto vird tvofi viriony
kruhového tvaru, ohrani¢ené dvéma soustfednymi kruznicemi riizn€ dlouhych fibril. Tyto viriony, velké
500-600 nm v praméru, patti vira Mollivirus sibericum. Stejné jako u zastupcti rodu Pandoravirus ma
morfologie virionu jeden, na prvni pohled okamzité viditelny, znak a sice vrstvu tegumentu tvofenou
materidlem s vyrazné odlisnou hodnotou elektronové hustoty oproti svému okoli. Virion molliviru je na
obrazku ¢. 14B. Genomem o velikosti 651 kbp je kodovano 523 proteint a 3 tRNA. (Legendre et al.
2015)

3.5.1. Replikacni strategie Molliviru sibericum
Vstup viru do hostitelské bunky je zajistovan rovnéz pomoci fagocytdzy. Viriony obsahuji portal, ktery
tvofi ve virionu prohloubeni velké pfiblizn¢ 160-220 nm. Role tohoto portalu spociva v dopraveni
virové DNA do cytoplazmy, ¢ehoz je docileno pomoci indukce fize vnitini virové a endosomalni
membrany. Pomoci metody fluorescen¢niho znac¢eni bylo objeveno, ze virovda DNA nasledné migruje
do jadra hostitele, kde svoji pritomnosti vyvolava kaskadu zmén v morfologii jadra samotného.
V periferni oblasti jadra dochazi i k syntéze novych virionti. V mistech morfogeneze viriond se nachazi
mnozstvi vlaknitych struktur (obrazek ¢. 14A). Hotové viriony se ¢asto nachazeji ve vakuolach, z ¢ehoz

autofi studie usuzuji, Ze vétsina virionl je z bunky uvoliiovana exocytozou. (Legendre et al. 2015)

Obrazek ¢ 14 — A: Ukdzka mista morfogeneze virionii. Hlavicky Sipek ukazuji vidknité struktury. Sipka ukazuje
organizaci tegumentu virové castice. B: Virova castice Molliviru sibericum. Snimek z TEM zobrazuje sférickou
castici Molliviru, kterd je ohranicena silnou vrstvou tegumentu. Castici pokryvaji fibrily o riizné délce, coz kolem
virionu vytvari dvé soustiedné kruznice. Sipka oznacuje apex, ktery indukuje fiizi virové a fagosomalni membrdiny
béhem stadia pozdni morfogeneze virionu. Jedno z mnohych vidaken vypliujicich oblasti morfogeneze virionu byva
reprodukovatelné videt ve spojeni s apexem. Prevzato z (Legendre et al. 2015).
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3.6. Pithoviry

3.6.1. Pithovirus sibericum
Zivouci fosilie. Timto terminem miizeme oznadit hlavniho zastupce navrzené, dynamicky se zvétsujici
skupiny podobnych virtt — Pithovirus sibericum. Jeho stafi je datovano 30 000 let z doby pozdniho
Pleistocénu. Pithovirus sibericum, nejvétsi ze vSech popsanych vird, byl izolovan spolu s Mollivirem
sibericum ze vzorku permafrostu odebraného v Kolymské nizin€ na severozdpade Jakutska (Sibif,
Rusko). Jeho protadhnuté viriony, ovalného tvaru, dosahuji velikost pfiblizné 1,5 um na délku a jsou
Siroké v praméru 600-900 nm. Morfologie virovych ¢astic se vyznacuje ptitomnosti 60 nm silné obalky
a tubularnim utvarem, ktery se tdhne podél stfedové osy virionu az k samotnému apikalnimu poru.
Genom pithoviru je ptekvapivé vzhledem k velikosti virionu ,,maly*, pouhych 610 kbp a obsahuje 467
sekvenci kodujicich proteiny. (Legendre et al. 2014) Morfologii virové Castice Pithoviru sibericum
prezentuje obrazek ¢. 15. V souvislosti s objevem dalsich vird, které jsou fylogeneticky ptfibuzné
s Pithovirem, byla navrzena nova ¢eled’ Pithoviridae, zahrnujici viry rodu Pithovirus spolu s rodem

Cedratvirus (Andreani et al. 2016).

B

Obrazek ¢. 15 — Virova Ccastice Pithoviru sibericum. Snimek z TEM zobrazuje 1,5 um dlouhou virovou castici
30 000 let starého viru. Virion je kryty 60 nm silnou obadlkou. V apikadlni casti se nachazi ,,zatka ™, jez umoznuje
rozbaleni virové cdstice uvniti- hostitele. Sipka ukazuje na tubus, ktery se tahne podél stiedové osy virionu, jehoz
ulohou je dopravovat virovy genom do cytoplazmy hostitele. Prevzato z (Legendre et al. 2014).

3.6.1.1. Replika¢ni strategie Pithoviru sibericum
Stejné jako u jinych zastupci NCLDV je prvnim krokem jeho replika¢niho cyklu fagocytdza
virovych ¢astic hostitelem. Otevieni apikalniho péru umoznuje flzi vnitini virové membrany
s membranou fagosomu a vstup virové DNA do cytoplazmy hostitele. Postupné se objevujici vacky
davaji vzniknout virové tovarné, které na svém povrchu produkuji prvni maturované viriony asi

4—6 hodin po infekci. Na rozdil od jinych vir(, neni finalni morfologie virionu ustanovena okamzité.
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Nejprve dochazi k syntéze Castic, které maji tvar vzdalené pripominajici obdélniky. Teprve poté, kdy je
vnéjsi sténa dostatecné zesilena, dosahnou viry ovalné morfologii virionu. Obalka viru je syntetizovana
postupné v prube&hu procesu maturace jednotlivych virionti. Maturované viriony opousti hostitele dvéma

zpusoby — pomoci lyze buiiky ¢i exocytozou. (Legendre et al. 2014)

Pozdéji byl objeven dalsi pithovirus, vykazujici velmi vysoké mnozstvi (93,5 %) ortolognich
gent vuci Pithovirus sibericum. Pfitomnost tak vysokého procenta ortolognich virti naznacuje vysokou
evoluéni konzervovanost tohoto rodu virG. Nov€é objeveny virus byl pojmenovan Pithovirus

massiliensis. (Levasseur, Andreani, et al. 2016)

3.6.2. Cedratvirus
Nove objeveny rod unikatnich gigantickych virl, nesouci nazev Cedratvirus, zaujal védeckou komunitu
zejména strukturou jeho virovych castic. Jedna se o rod virt fylogeneticky piibuznych s pithoviry,
s nimiz sdili i hlavni morfologické znaky virionu. Zvlastnosti cedratviru je ptitomnost struktury ,,zatky*
na obou apexech virion. Vyznam ptitomnosti druhé ,,zatky* je prozatim predmétem dalSiho zkoumani.
Unikatni struktura virionu je ukdzana na obrazku ¢. 16. Cedratvirus A1l ma viriony o velikosti
1-1,2 um a jeho je genom 589 kbp dlouhy. (Andreani et al. 2016) Rod Cedratvirus ma v souc¢asné dobé
tti zastupce — Cedratvirus All, Cedratvirus lausannensis a Cedratvirus getuliensis (Andreani et al.

2016; Bertelli et al. 2017; Silva et al. 2018).
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Obrdazek ¢. 16 — Virova castice Cedrativiru. Snimek z TEM zobrazuje virovou castici Cedratviru. Na obrazku jsou
videt 2 apikalni struktury ,,zatky* a silna vrstva tegumentu ohranicujici virovou castici. Apikalni ,,zatka* hraje
vyznamnou roli behem uvolnovani virové DNA z virionu/fagosomu do cytoplazmy hostitele. Vyznam pridatného
apikalniho korku nebyl doposud objasnén. Prevzato z Andreani et al. 2016.

3.6.2.1. Replika¢ni strategie rodu Cedratvirus
Replika¢ni cyklus cedratviru za¢ina stejné jako u vétSiny ostatnich zastupci NCLDV fagocytozou
virové ¢astice. Pfitomnost dvou apikalnich zatkovych struktur nema, dle dosavadnich informaci, ptimy
vliv na prubéh uvoliiovani DNA do cytoplazmy hostitele. Indukci fuze virové a fagosomalni membrany

zajiStuje pouze jeden apex. (Andreani et al. 2016) Virové tovarny jsou rozdé€leny na dvé casti, pficemz
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kazda ma svoji definovanou funkci. V jedné z nich dochéazi k morfogenezi novych viriond, v druhé
k syntéze a prenosu povrchovych fibril. V pribéhu replika¢niho cyklu dochdzi uvniti hostitelské buiiky
k reorganizaci jeji struktury, coz se projevuje napiiklad shlukovanim mitochondrii kolem a uvnitf
virovych tovaren ¢i postupnou akumulaci struktur. Stejné jako v pfipad€ pithoviru jsou Castice
cedratviru skladany postupné. Nejprve jsou vidét castice pfiblizn€ 100 nm velké, které maji tvar
pulmesice. V dalSich krocich dochazi k protahovani castice, jejiz tvar tak postupné piipomina
kancelafskou sponku ¢i podkovu. V této fazi jiz mizeme viditeln€ rozlisit prvni zatkovou strukturu na
polu, ktery byl mistem pocatku syntézy. Finalni kroky syntézy tvofi naplnéni virionu genomem,
uzavieni kapsidy a syntéza druhého zatky. Poté ziskava virion povrchové fibrily a maturuje na periferii
virové tovarny. Replikacni cyklus je ukoncen lyzi hostitelské buniky. Exocytoza jako druhd moznost

odchodu viriont ven z hostitelské bunky byla rovnéz pozorovana. (Silva et al. 2018)

4. Virofagy gigantickych virti améb

Viry, infekéni a obligatné patogenni agens, napadaji zastupce vSech tii domén zivota (Lwoff 1957;
Xiang et al. 2005). Objev gigantickych viri améb ptinesl nejen novy pohled na to, co je to virus, ale
také poznani existence menSich vird, které dokazi své gigantické protéjsky uspésné infikovat.
Tato unikatni skupina virQ byla nazvana virofagy. (La Scola et al. 2008) Dosud znamé virofagy jsou
DNA viry, jejichz replikace probiha uvnitf virovych tovaren jiného viru. Je tedy nutné, aby byla
replikace obou virti realizovana soucasné v jednom hostiteli. Virofagy jsou, stejné jako jiné viry,
parazitickymi agens. Jejich infekce ma na hostitele patogenni ucinky, podobn¢ jako fada znamych virQ
na své bunécné hostitele. Vlivem jejich aktivity dochazi k znehodnoceni struktury virionu hostitelského

gigantického viru (La Scola et al. 2008), nebo je snizena produkce viriont hostitelského viru (Sun et al.

2010).

4.1. Virofagy rodu Sputnik
Prvnim popsanym virofagem je Sputnik 1, ktery byl objeven ve virovych tovarnach Acanthamoeba
polyphaga Mamaviru (APMaV), zastupce Celedi Mimiviridae (La Scola et al. 2008). Jedna se o maly
neobaleny virus o priméru 74 nm (Sun et al. 2010). Genom je tvofen kruhovou dvouvlaknovou
molekulou DNA dlouhou 18 343 bp. Ttinact, z celkovych 21, genomem kodovanych proteinti, nema
homology v soucasnych proteinovych databazich. V genomu byly nalezeny tii geny, které dle
fylogenetické analyzy maji nejbliz§i homology v APMV a APMaV. Pfitomnost téchto gent naznacuje,
ze je mozné, aby béhem infekce virofdgem dochézelo v ramci rekombinace 1 k vyméné jednotlivych
genl mezi virofagem a jeho gigantickym virem replikujicim se ve stejné buiice. (La Scola et al. 2008)
Replikacni strategie virofaga Sputnik je pfimo zavisla na gigantickém mamaviru. Do buiiky vstupuje
virofag fagocytozou, prichyceny na virovych ¢asticich APMaV. (Desnues a Raoult 2010) Na povrchu
kapsidy virofdga se nachazeji drobné fibrily, jejich pritomnost miize virofagu napomahat s pfichycenim

na castice APMaV (Sun et al. 2010). Genom virofaga je uvoliiovan z kapsidy patrné vlivem nizkého pH
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ve fagosomu, které zptisobuje konformacni zménu a odpadnuti jednoho z pentamert tvoticich kapsidu
(Zhang et al. 2012). Po ustanoveni virovych tovaren, jejichz tvorbu indukuje APMaV, dochézi k syntéze
viriont virofaga Sputnik, a to v odli§né ¢asti virovych tovaren, nez kde probihé syntéza virioni APMaV.
Maturace virovych castic virofaga Sputnik nastdva vyrazné dfive, nez je dokoncena syntéza virionil
mamaviru. Replikaéni cyklus konc¢i lyzi hostitelské buiiky. (Desnues a Raoult 2010) V pribéhu
virového cyklu byly pozorovany defektni castice APMaV. Tyto jsou pravdépodobné poskozeny
pfitomnosti virofaga Sputnik, jelikoZ v jeho nepfitomnosti nebyly tyto defektni ¢astice pozorovany.
Poskozeni virovych castic spoc¢iva v akumulaci kapsidovych vrstev na polu virionu APMaV, ¢imz

dochazi ke ztloustnuti dané oblasti az na Sestinasobek ptivodni sitky. (La Scola et al. 2008)

Dalsimi objevenymi virofdgy rodu Sputnik jsou Sputnik 2, ktery byl izolovan spolu se svym
hostitelskym virem, Lentillevirem — zastupcem linie A celedi Mimiviridae, izolovan zroztoku
kontaktnich ¢ocek pacienta trpiciho zdnétem rohovky (Deesnues et al. 2012) a Spunik 3, ktery byl
detekovan pomoci metody PCR ve vzorku pidy (Gaia et al. 2013).

4.2.Virofagy druhu Zamilon
Vyznamnym zastupcem virofagl je virus Zamilon. Jeho objev odkryl unikétni procesy, které nebyly
v kontextu virti nikdy pfedtim uvazovany. Tento virus, jehoZz ¢astice maji sféricky tvar a velikost
priblizné 60 nm, byl objeven ve virovych replika¢nich tovarnach viru Mont1, zastupce linie C celedi
Mimiviridae. Genom tohoto viru tvofi kruhova dvouvlaknova molekula DNA o velikosti 17 276 bp.
Produkty kodované timto virofagem vykazuji ne zcela vysokou fylogenetickou pribuznost vii¢i virofagu
Sputnik. Jeho replikaéni strategie nebyla prozatim dostatené popsana. Pozorovanim prubéhu
replika¢niho cyklu bylo zjisténo, ze virofag Zamilon replikujici se spolu s gigantickym virem
nezpusobuje produkci deformovanych castic, ani supresi replikacniho cyklu hostitelského viru.
To, co ¢ini tento virus vskutku unikatnim je jeho selektivni moznost replikace v ramci celedi
Mimiviridae. Exprimentaln¢ bylo zjisténo, ze virus Zamilon je schopen se replikovat ve virovych
tovarnach indukovanych pouze mimiviry z linie B a C této ¢eledi, ale nedokaze infikovat zastupce linia
systému, vzdalen¢ ptibuzného systému CRISPR-Cas, ktery je vyuZzivan bakteriemi jako zpisob
imunitni ochrany pfed virovou nakazou, tim ze rozeznava a ni¢i cizorodou DNA pomoci RNA
interference (Makarova et al. 2006). Analyzou genomu zastupct celedi Mimiviridae byl objeven usek
DNA dlouhy 28 nt, ktery je shodny se sekvenci lokalizovanou v oteviené Ctecim ramci 4 virofaga
Zamilon. Tato sekvence je soucasti genomu APMYV jako gen R349, jakoZzto i soucasti ortolognich gent
dalsich zastupct linie A celedi Mimiviridae. V ramci tohoto useku genli byla nalezena repetitivni
sekvence 15 nt, kterd je v tomto useku pfitomna ve ctyfech kopiich. Dale byly v genomu APMV
popsany geny R350 a R354, jez koduji enzymy s helikazovou a endonukleazovou aktivitou, svoji
strukturou a funkci vzdalené pfipominajici Cas3 protein. Oblast genomu APMYV zahrnujici geny R349,

R350 a R354 byla nazvana MIMIVIRE (mimivirus virophage resistence element; element genomu
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mimiviru zajistujici rezistenci vici infekei virofagem). Oblast genomu, ve které je pritomny element
MIMIVRE, zobrazuje obrazek €. 17. Biologicka role MIMIVIRE byla potvrzena experimentem, ve které
byly umléeny vysSe zminéné geny. UmlCenim gend ztratii APMV schopnost imunitni ochrany proti
infekci virofagem, v disledku ¢ehoz doslo ke zvyseni koncentrace virofaga v titru. (Levasseur, Bekliz,

et al. 2016)

Zamilon

genome

S TEATCAATE: TTTTGACTGTGEAC CTCGATETGA

AT GANGAAGTTTTTGT TGAT G TAATGATARTAATTCAGATAATATTGE TAATTCAAATAGTATTGAT

: Hypothetical pratein H Putative regulator of chromosome condensation E Putative DNA mismatch repair protein MutS-like protein
. Transcription factor S-1l-related pratein . Putative helicase i Thioredoxin domain-containing protein

u Putative poly(A) polymerase catalytic subunit . Putative phage-type endonuclease . Uncharacterized glycosyliransferase

H Probable ribonuclease 3 . Putative thicl protease . Putative ATP-dependent RNA helicase

: Uncharacterized WD repeat-containing protein H Putative DNA-directed RMNA palymerase Il subunit N m MIMIVIRE locus

Obrazek ¢. 17— MIMIVIRE. Zastupci linie A celedi Mimiviridae maji ve svych genomech ukryté 4 kopie repetitivnich
sekvenci (zobrazeny zelené v horni casti obrazku), jez sekvencné odpovidaji otevienému ctecimu ramci 4 virofaga
Zamilon. Tyto repetice jsou u APMV lokalizovany v genu R349. Tento gen spolu s geny R350 a R354 zajistuji
ochranu viru proti infekci virofagem Zamilon, funkcné zalozenou na mechanismu systéemu CRISPR-Cas, ktery
nachazime u bakterii. Prevzato z (Levasseur, Bekliz, et al. 2016).

5. Evoluce gigantickych vira améb

Viry byly definovany Andre Lwoffem jako malé infekcni a obligatn€ patogenni agens, jejichz ¢astice
dosahuji nanejvys velikosti 200 nm. Virus dale definuje syntéza kapsidového proteinu tvoticiho kapsidu,
proteinové schranky schrafujici genom, genom tvoteny jednim typem nukleové kyseliny a nemoznost
rozmnozovani pomoci bindrniho déleni. (Lwoff 1957) S objevem gigantickych virt améb, dogma
o velikosti virti padlo a objevily se snahy ménit definici virti. Didier Raoult a Patrick Forterre predstavili
v kontextu objevu APMV svétu svoji predstavu o uspofadani organismd, jejichz zakladem ma byt
zména samotného pojmu organismus. Na zikladé¢ komparativni analyzy genomu zastupct vSech tii
domén zivota s genomem Mimiviru, navrhli rozdéleni organismti na dvé skupiny. Prvni skupina,
nazvana ,,ribozomy kodujici organismy®, zahrnuje zastupce vSech téi domén zivota — archea, bakterie,
cukaryota. Viry infikujici tyto domény zivota byly sdruzeny do druhé skupiny, ktera byla nazvana
,.kapsidu kodujici organismy®. Zaroven bylo autory navrzeno, aby jedinym kritériem definujicim virus

byla schopnost tvorit kapsidu. (Raoult a Forterre 2008)
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Jednotna definice pojmu virus i pfesny scénai evoluce gigantickych virli jsou predmétem
dalsiho zkoumani virologhi a evolu¢nich biologl. PrestoZze neexistuje jednotny scénaf, ktery by
zodpovidal vSechny otdzky spojené s evoluci gigantickych virt, bylo navrzeno n€kolik hypotéz, kterymi
byly popsadny mozné zpiisoby, jakymi se gigantické viry vyvinuly a jaké jsou jejich vazby na tfi domény
Zivota.

5.1. Teorie genového obohaceni a genové ztraty
Existuji dva pfistupy, kterymi mizeme sledovat evoluci genomu gigantickych virti. Rozhodujicim
parametrem je komplexnost genomu piedka sledované skupiny virt. Budeme-li pfedpokladat, ze predek
soucasnych gigantickych virti byl vyrazn€ mensi a s ohledem na komplexitu genomu méné slozity virus,
budeme parafrazovat teorii genového obohaceni. Ta pfedpoklada, ze genom ptedka byl postupné
obohacovan o laterdln€¢ pifenesené geny. Tato teorie ovSem nevysvétluje, jakym zplsobem byly
v evoluci zvyhodiovany ty viry, které do svého genomu pienesly rizny pocet gent kodujici soucasti
transla¢niho aparatu, naptiklad aminoacyl tRNA syntetdzy. V kontrastu s teorii genového obohaceni je
teorie genové ztraty. Ta vychdzi z pfedpokladu, ze predkem gigantickych virlt byl patrné néjaky
mikroorganismus, z néhoz se vyvinul rovnéz giganticky virus, jehoz genom byl vyrazné komplexnéjsi
nez genomy soucasnych gigantickych virti. Tato teorie predpoklada, ze v prubéhu evoluce dochazelo
ke ztratam vybranych funkci, ¢imz se virovy predek postupné adaptoval na parazitickou strategii zivota.
V disledku genové ztraty nachdzime v souCasnych virech pouze izolované geny uplatiujici
se v translaci proteint, nikoliv cely translacni aparat, ktery byl pravdépodobné piredkem gigantickych

virt kddovan. (Claverie a Abergel 2013)

5.2. Ctvrta doména Zivota
Termin doména je nejvyssi uzivanou taxonomickou jednotkou uzivanou ke klasifikaci organismd.
V roce 1990 byly vytyCeny tfi domény Zivota — Archea, Bakterie a Eukarya. Kazda z téchto domén
exprimuje unikatni ribozomalni RNA, podle které jsou vSechny bunécné organismy piifazeny
do pfislusné domény. Doména Eukarya exprimuje 18S rRNA, domény Archea a Bakterie 16S rRNA.
(Woese, Kandler, a Wheelis 1990) Vétsina gentl, které obsahuji genomy gigantickych virti, postrada
v soucasnych databazich své homology. Proteiny témito geny kodované jen zfidka nachazeji homology
v jedné ze tii domén Zivota, soucasné jsou tyto proteiny nejcastéji fylogeneticky ptibuzné viici dalsim
celedim giganticky virt bez vyrazngj$i vazby na tfi domény zivota. VySe zminénad fakta vedla
k vysloveni vysoce kontroverzni hypotézy o existenci ctvrté domény Zzivota. Na zakladé fylogenetické
analyzy B podjednotky RNA polymerazy II, byl vytvoren dendrogram, jez zobrazuje zastupce NCLDV
jako samostatnou vyvojovou vétev vedle tfi domén Zivota. (Boyer et al. 2010) Tento dendrogram

zobrazuje obrazek €. 18.

Tento koncept je Castym tercem kritiky. Byly prezentovany zavery fylogenetickych analyz,

ze kterych vyplyva, ze NCLDV nejsou samostatnou doménou Zzivota, nybrz se vétvi z jiz stavajici
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domény Eukarya. Piedpokladem této hypotézy je pienos genii do genomu NCLDV pomoci
horizontalniho transportu gent z hostitelskych genomi. (Moreira a Lopez-Garcia 2009; Williams,

Embley, a Heinz 2011)

Eukarya

Bacteria 1 Mimiviridae

Marseillevirus

Ascodridoviridae

Phycodnaviridae

Archaea Asfarviridae

NCLDVs

Poxviridae

a1

Obrdazek ¢. 18 — Dendrogram zahrnujici navrhovanou ctvrtou doménu zivota. Fylogeneticka analyza ff podjednotky
RNA polymerazy Il poskytuje dendrogram, na kterém jsou vyclenény ctyri domény zZivota — Archea (zelené), Bakterie
(fialové), Eukarya (modre) a viry skupiny NCLDV (¢ervené). Prevzato z (Boyer et al. 2010).

V souvislosti feSeni problematiky ¢tvrté domény zivota bylo navrzeno, aby byl termin doména
pouzivan pouze ve spojitost s ribozomy kodujicimi organismy, tak aby bylo zajisténo vylu¢né spojeni

vyrazu doména s ribozomalni RNA (Forterre, Krupovic, a Prangishvili 2014).

5.3. Gigantické viry a Polintony
Dalsi popsany scénat evoluce gigantickych virti stavi do role hlavnich aktérti skupinu DNA transpozont
zvanych Polintony. Polintony jsou typicky dlouhé 15-20 kbp a nachazeji se v Sirokém spektru
eukaryotickych genomt. Koduji az 10 rGznych protein, mezi kterymi najdeme enzymy DNA
polymerdzu B, integrazu, proteazu a ATPazu. (Kapitonov a Jurka 2006) Mimo téchto proteint byly
v genomu nalezeny i sekvence kodujici kapsidové proteiny, jez maji stejny strukturni motiv jako
gigantické viry améb, tzv. ,,double jelly-roll fold“. Je tedy mozné, Ze za urcitych podminek dokézi
polintony tvofit virové ¢astice. Geny pro tvorbu kapsidy se nenachazi ve vSech znamych polintonech,
coz je pravdépodobné zpisobeno ztratou genti béhem evoluce. (Krupovic, Bamford, a Koonin 2014)
Polintony kodujici kapsidové proteiny byly nazvany Polintoviry (Koonin, Krupovic, a Yutin 2015).
Scénar evoluce gigantickych vird se podle autorti hypotézy zapocina na Gisvitu samotné eukaryogeneze,
kdy se vyvinuly polintony z pfedka bakterialnich vird podobnym ¢eledi Tectiviridae. Pravdépodobné
rekombinaci s eukaryotickym DNA transpozonem ziskaly polintony enzymy protedzu a integrazu.

Po vstupu do proto-eukaryotického hostitele se polintony ,,ukryly* do hostitelského jadra, kde doslo
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k zdsadnimu rozd€leni polintonit na dvé skupiny, urCené preferovanou replikacni strategii.
Jedna skupina zistala v jadie hostitele a dala tak vzniknout dne$nim polintontim, druh4 unikla z jadra
hostitele a ziskala geny pro enzymy ti€astnici se transkripce a gen pro enzym zajistujici syntézu cepicky
na 5' konci mRNA. Poslednim dtlezitym krokem byla vyména DNA polymerazy polintonu, za DNA
polymerdzu schopnou syntézy dle RNA primert spolu s primazou-helikazou podobné typu D5, ktera
zajist'uje syntézu primerd. Novou polymerazu ziskaly gigantické viry pravdépodobné od eukaryotického
organismu. Nasledné doslo k expanzi genomu a vznikali tak prvni pfedci dnes$nich gigantickych vird.

(Krupovic a Koonin 2015)
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6. Zavér

Objev giganticky virG mizeme zajisté popsat jako prevratny. Pfedevsim padlo dogma o velikosti virt.
Gigantické viry améb produkuji viriony o velikostech srovnatelnych s velikosti malych jednobunécnych
organismi. Genomova DNA gigantickych virti dosahuje u nékterych pandoravirt vétsich velikosti, nez
které nachiazime u genomt nékterych bakterii ale dokonce i genomti nejmenSich eukaryotickych
organismu. Objev gigantickych virti neznamenal jen identifikaci zastupct celé fady novych ¢eledi a rodit
vird, ale také zisk nové informace o existenci unikatni skupiny DNA vird, tzv. virofaga, které dokazi
parazitovat na replikacnich centrech svych gigantickych protéjski. V souvislosti s virofagy byl také
objeven virovy systém imunitni ochrany pted infekci gigantického viru virofagy. Sekvenovani a analyzy
genomu gigantickych virt pfineslo fadu pfekvapeni. Jednim z nich byla pfitomnost zna¢ného mnozstvi
gentl kodujicich slozky translaéniho aparatu i1 dalSich gent dosud ve virovych genomech
nenachazenych. Snad nejvétsim piekvapenim bylo, Ze naprosta vétSina genetické informace
gigantickych virlh je neznamd, bez homologie s dosud shromazdénymi sekvencemi v databazich.
U zbytku genti byla nalezena homologie jak s dalsimi DNA viry, tak i se zastupci vSech tfi domén —
archei, bakterii i eukaryot. Tato skute¢nost rozpoutala boutlivé diskuze o evoluci gigantickych virt.
Hypotézy popisujici evoluci gigantickych virG jsou prozatim v mnoha smérech nejednotné,
az protichiidné. Rozvoj novych metod metagenomiky a rychlého sekvenovani umoziujicich analyzy
vod, pad, slozeni riznych biotopti i viromi rtznych organismd pfinesl poznani, Ze sekvence
gigantickych virl jsou vSudypfitomné a viry obecné jsou nejpocetnéji zastoupené entity na Zemi.
Jsou obrovskym zdrojem genetické diverzity. Améby, které kromé gigantickych virtt fagocytuji riizné
bakterie i s jejich bakteriofagy a také malé eukaryotické mikroorganismy, umoznuji rozmanitou vyménu
genetické informace. Nova data a pfibyvajici informace o novych virech, organizaci a funkci jejich
genomt i replikacnich strategiich pfinesou jisté jest€ mnoha piekvapeni a dozajista pisp€ji k pochopeni

evoluce Zivota na Zemi.
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