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Abstrakt

Cilem prace je provedeni literarni reSerSe interakce proteint viru hepatitidy B s mechanismy
pfirozené imunity. Diiraz bude kladen na srovnéni role virovych proteind pfed a po exportu
Z infikované bunky. Vzhledem ke klicové roli cccDNA pro udrzeni HBV v lidském
organizmu, bude studovén vliv restrik¢nich faktorti na moznosti jeji destrukce a eradikace.

V praci bude zohlednén vliv virovych proteini béhem akutni, chronické a okultni infekce.

Kli¢ova slova
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kovalentn¢ uzaviena kruhovda DNA HBV (cccDNA); replikace a transkripce; akutni,
chronicka a okultni infekce HBV



Abstract

Specific aim of this bibliographic research is to elucidate interaction of hepatitis B virus
proteins with mechanisms of the innate immunity. The work will specially analyze the role of
viral proteins before and after their transport from the infected cell. Because of the central role
of cccDNA for virus persistence in human organism, the work will study the effects of
restriction factors on its possible destruction and eradication. The research will be focused on
the effect of viral proteins during acute, chronic and occult infection.
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closed circular HBV DNA (cccDNA); replication and transcription; acute, chronic and occult
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1 Uvod

Virus hepatitidy B (HBV) je maly obaleny DNA virus, ktery se fadi do celedi
Hepadnaviridae. HBV pro dokonceni své replikace vyzaduje reverzni transkripci probihajici
V pozdni fazi na zaklad¢ transkribované pregenomové RNA. Tento virus sam o sobé neni
nebo je jen mirn€ cytopaticky, ale u infikovanych jedincii zvysuje riziko vzniku cirhozy jater
nebo hepatocelularniho karcinomu (HCC). Za tato poskozeni je v8ak zodpovédna piedevsim
imunitni odpovéd’ hostitele a ne samotny virus. Piestoze byl tento virus objeven jiz v roce
na svété. Priblizné 250 miliona lidi ma chronickou Hepatitidu B a vice nez 780 tisic lidi
zemie kazdy rok kvili nemocem, které se poji s HBV, jako je jiz zminovana cirhdza jater
nebo hepatocelularni karcinom. V soucasné dobé 1é¢ba zahrnuje inhibici reverzni transkripce.

N¢ekteré ze zptsobu inhibice jsou popsany zde v praci.

Imunitni systém ma za kol branit télo proti napadeni patogeny. Musi umét rozeznavat staré,
poskozené nebo mutované buiiky a odstranit je, ale musi umét rozeznat i bunky, které jsou
zdravé a ty chranit. Imunitni systém ma dv¢ slozky a to imunitu adaptivni a pfirozenou, které
jsou spolu provazané a prestoze kazda slozka mé jiny mechanismus fungovani, dohromady
slouzi k ochrané organismu. Bez spravného fungovani mechanismu pfirozené imunity je pro
organismus téméf nemozné se branit vici cizimu agens, protoZze bez pfirozené imunity,

jakoZzto prvni obrané linie nemlzZe fungovat ani adaptivni imunita.

Vyznamnou slozkou pfirozené imunity jsou bunééné restrikéni faktory, které maji velkou roli
pfi boji proti virim. Cilem této prace je ukdzat, jak nckteré proteiny viru hepatitidy B

interaguji s restrikénimi faktory a jaky to ma vliv na replikaci samotného viru.

2 Struktura genomu a virové ¢astice viru hepatitidy B (HBV)

Dfiive, neZz byl objeven samotny virus HBV, byl koncem padesatych let v krvi australskych
domorodcti a nékterych pacienti trpicich hepatitidou nalezen Baruchem Blumbergem
a Harvey Alterem specificky protein, ktery byl pozdéji identifikovan jako povrchovy antigen
HBV, HBsAg (Patlak et al., 2000). AZ v roce 1966 byl objeven maly obaleny DNA virus
hepatitidy B, jenz fadime do rodiny Hepadnaviridae (rod Orthohepadnavirus) a ktery

spole¢né s hepatitidou C je nejcastéjsi pticinou onemocnéni jater u lidi (Choo et al., 1989).



Hepadnaviridae maji velmi malo hostitelskych druhti, které mohou infikovat (n¢které druhy
primatd, hlodavci a ptakd), ve kterych primarné napadaji hepatocyty (Wei and Tiollais,
1999). HBV zptsobuje akutni i chronickou infekci. Chronicka infekce miize byt provazena

cirhdzou a muze koncit hepatocelularnim karcinomem (HCC) (Zhang and Hu, 2015).

Genomova DNA HBV (cca 3,2 kbp) je relaxovand, kruhova a castecné dvouvlaknova, kde
minus fetézec je kompletni a na jeho 5'konci je kovalentné¢ navdzana virova reverzni
transkriptaza. Na 5 konci druhého nekompletniho fetézce je ptipojeny RNA oligomer, ktery je
odvozeny od 5’konce pre-genomové RNA (pgRNA) a slouzi jako primer pro syntézu plus
fetézce. Od ostatnich virt se lisi svoji replikacni strategii, kterd vyuziva reverzni transkripci,

aniz by dochazelo k integraci retrotranskribované DNA do hostitelského genomu (Obrazek 1).

pres) pres)
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Obrazek 1: Organizace genomu HBV. Cerny kruh uprostied zndzorituje kompletni negativni
retezec a nekompletni pozitivni fetezec. Take obsahuje ctyri promotory Fidici expresi genil
(polymerazu, S - obalovy, X - pro gen X a kapsidovy), které se prekryvaji, dale dveé oblasti
enhanceriy (Enhl, Enh2) a dvé piimé repetice (DRI, DR2). Ctyii ORF rdmce jsou naznaceny
barevnymi Sipkami, ten ktery je znacen cervene, je pritomen ve vSech ctyrech mRNA HBYV.
Béhem replikace viru je jeho genom preveden do kovalentné uzaviené cirkularni (ccc) DNA,

vvvvvv

transkripty. Prevzato z (Minor and Slagle, 2014).
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Cely virion s nukleovou reverzni transkriptazou obaluje ikosahedralni kapsidové core
a lipidové pouzdro, které obsahuje malé (S), stiedni (M) a velké (L) glykoproteiny
povrchového antigenu HBV (HBsAg) nutné pro rozpoznani a vstup do hostitelskych bunck
(Obrazek 2) (shrnuto v Kao and Chen, 2006).

Polymerase

Core Protein

S-HBsAg (HBcAg)
M-HBsAg
L-HBsAg
HBV-DNA

Obrazek 2: Struktura virové castice. Cdastecné dvouviaknovd virova DNA s polymerdzou je
obalena kapsidovym proteinem (HBcAg), ktery tvori ikosahedradlni strukturu kapsidy. Ta je
pak obalena hostitelskou membranou a virovymi malymi (S), strednimi (M) a velkymi (L)
HBsAg glykoproteiny, které vznikaji na endoplasmatickéem retikulu pomoci sub-genomove
RNA, ktera slouzi jako mRNA pro jejich syntézu (Lepore et al., 2015).

3 Replikaéni cyklus HBV

Infekce virem hepatitidy B mize, ale nemusi byt cytopatickd a také muize byt kombinaci
obojiho (Zhang and Hu, 2015). Samotné poSkozeni jater je zplsobeno piedev§im reakci
cytotoxickych T-lymfocytl. Zalezi na mnoZstvi naakumulovaného virového produktu, ktery
je casto spojovan s replikacni aktivitou viru HBV v jednotlivych infikovanych hepatocytech
pacienta. U¢innost replikace zavisi na kombinaci faktorti virovych a faktorti hostitelské
bunky, které mohou znemoznit viru se v ni replikovat tim, Ze zamezi pfistup k mechanismim

potiebnym k replikaci.

Virus rozpoznava cilové bunky interakei virionu S heparansulfatovymi proteoglykany, které

jsou na povrchu hepatocytti (obrazek 3). Poté se prichyti k hepatocytu diky N-koncové pre-S1



doméné L-proteinu (coz je velky povrchovy glykoprotein HBsAg) a také diky antigenni
smycce (AGL-antigenic loop) S-proteinu (coz je maly obalovy glykoprotein HBsAg) (Sureau
and Salisse, 2013). V dalsim kroku se navaze na polypeptid kotransportujici taurocholat
sodny (NTCP), ktery se jakozto membranovy protein vyskytuje pouze v hapatocelularni tkani
(Yan et al., 2012). Po vstupu do heapatocytu dochazi v cytoplasmé k rozbaleni lipidového
pouzdra a transportu nukleokapsidy do jadra, kde je relaxovana cirkularni DNA (rcDNA)
pfevedena pomoci hostitelskych reparacnich enzymii na kovalentné¢ uzavienou cirkularni
DNA (cccDNA). cccDNA je poté vyuzivana jako templat pro syntézu vSech RNA a replikaci,
coz zprostiedkovava hostitelska DNA dependentni RNA polymeraza II (DdRp II).
Transkripce se spousti diky ¢tyfem promotoriim, jejichz oblasti se prekryvaji a jsou znaceny
jako P pro polymerézu,S — surface/obalové, X — pro X gen a C — core/kapsidové (Lau and
Wright, 1993).

HBV particle %’ %

: HBsAg
release

%’Z}

HBV particles

HBx transcription activator

covalently closed circular viral DNA ﬁ :EiZE :‘9‘:::}

Obrazek 3: Replikacni cyklus viru hepatitidy B. Po vstupu do bunky je do cytosolu
uvolnéna nukleokapsida, ktera je transportovana do jadra. Poté je virova DNA prevedena do
kovalentné uzaviené kruhové DNA (cccDNA). cccDNA je poté pouzivana jako templat pro
transkripci virovych RNA. Pre-genomovda RNA (pgRNA) je spolecné s HBV polymerdzou
zabalena do nukleokapsidy. Ta je poté v endoplasmatickém retikulu obalena lipidickym
pouzdrem a ndsledné opousti burtku nebo se miize vrdtit do jadra, kde napomaha k produkci

dalsi cccDNA (Benhenda et al., 2009).



Z téchto proteini vznikda pre-genomova RNA (pgRNA), kterd je ptedlohou pro reverzni
transkripci a sub-genomové mRNA, které jsou zapotiebi k translaci obalovych proteint
a mRNA pro protein X. pgRNA je poté enkapsidovana do novych nukleokapsid, které jsou
tvofeny z HBcAg, kde je nasledné pomoci reverzni transkripce prfevedena do minus vlakna
DNA. Po dokonceni retrotranskripce minus vldkna pgRNA do 5’konce, je 17 az 18 bazi
5'konce pgRNA, CAP a ptima repetice (DR1) degradovano pomoci RNazy H. Zbyla ¢ast
pgRNA je vyuzivéana pro syntézu plus vlakna. Po cirkularizaci molekuly (plus vlakno dosahne
k 5’konci minus vldkna) dochdzi k translokaci a naslednému pokraCovani elongace plus
vlakna (obrazek 3). Pfi opousténi builkky virem nedochédzi k jejimu poskozeni (shrnuto

v Seeger and Mason, 2000).

4 Prirozena imunita

Pfirozena imunita nebo také nespecificka neklonédlni vrozena imunita se vyskytuje u vSech
mnohobunéénych organismii a je evoluéné starSi, nez imunita adaptivni (specifickd). Je
zalozena na fungovani imunitnich mechanismu v infikovanych bunkéch a specializovanych
bun¢k pfitomnych v organismu, které reaguji na strukturni nebo funkcni znaky patogent nebo
poskozené bunky, bez toho aniz by méli predchozi zkuSenost s danym agens a aniz by
dochazelo k jejich klonalni expanzi. Mechanismy pfirozené imunity jsou tvoteny jednak
mechanismy aktivnimi pfimo v patogenem infikované buiice, nezavislymi na tcasti ostatnich
bunék, jednak mechanismy spojenymi s aktivitou specializovanych imunnich bunék, jako jsou
makrofagy, dendritické buriky nebo NK bunky. Mechanismy lze rozdélit na dvé slozky, a to
bunéénou a humordlni. Mezi specializované bunééné slozky patfi fagocytujici
a endocytozujici bunky a bunky cytotoxické (natural killers) a mezi humoralni slozky patii
interferony, prozanétlivé cytokiny, chemokiny, komplementovy systém, lektiny a jiné sérové
proteiny, histaminy a lipidické zanétlivé mediatory. Odpovéd nespecifické imunity na

pfitomnost patogenu nebo poskozené bunky je velmi rychla, fddoveé v minutach.

Cizorod¢ agens je rozpozndvano pomoci fylogeneticky konzervovanych struktur dulezitych
pro pieziti mikroorganismi. Nazyvaji se molekularni znaky asociované s patogenem
(Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP)) a tadi se mezi n¢ lipoproteiny, flagelin,
polysacharidy, nukleové kyseliny, glykolipidy a dal$i (shrnuto v Turvey and Broid, 2010).
PAMPy jsou vzdy rozeznany nehled¢ na to, jestli jsou z mrtvého, ¢i zivého organismu nebo

z organismu, ktery se pravé replikuje ¢i nereplikuje. Bunky maji specifické receptory pro



ruzné PAMPy. Tyto receptory jsou oznacovany jako PRR (Pathogen Recognition Receptor)
aty jsou druhové specifické, konstitutivné exprimovany a zajist'uji specifickou reakci proti
danému PAMP. PRR jsou riznych typi: Toll-like receptory (TLR), receptory rozpoznavajici
lektiny typu C (CLR), receptory pro cytosolickou DNA, RIG-I-like receptory (RLR), ALRs —
absent from melanoma 2 (AlIM2)-like receptors nebo STING-mediated receptors a NOD-like
receptory (NLR) (shrnuto v Iwasaki and Medzhitov, 2015).

4.1 PRRs

Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze imunitni systém virus hepatitidy B v brzké fazi infekce
nedetekuje, protoze se HBV dokdze receptorim zneviditelnit. Toto bylo vysvétleno zpiisobem
virové replikace, pti které se genom viru replikuje v uzavienych nukleokapsidach a diky tomu
virova polyadenylovand mRNA s ¢epickou nezplsobi aktivaci interferonu pomoci RIG-I
(Wieland et al., 2004). Antigeny HBV jsou rozpoznany az po n¢kolika tydnech, kdy do jater
vstupuji CD8+ T-lymfocyty, které tento antigen rozpoznaji, zahaji cytotoxickou reakci proti
infikovanym builkdm a spusti necytopatickou interferonovou odpoveéd’ (Thimme et al., 2003).
Jak existence adaptivni cytotoxické reakce, tak interferonova odpovéd’ indikuji, ze nckteré
PRRs HBV aktivuje i v brzké fazi, infekce a to piimo v hepatocytech. Virové PAMPy
interaguji s PRR a tim aktivuji produkci prozanétlivych cytokini a interferont (shrnuto
v Kawai and Akira, 2006). V této kapitole uvadim interakce HBV s mechanismy piirozené
imunity, u nichZ dosud neni specifikovan virem HBV kodovany protein za interakci

zodpovédny.

4.1.1 Toll-like receptory

Toll-like receptory (TLR) hraji klicovou roli v pfirozené imunité, jsou evoluéné velmi staré
a rozeznavaji fadu chemickych struktur, které jsou charakteristické pro rizné patogeny. TLR
je nékolik (u clovéka TLR1-10) a kazdy z nich rozpoznava rizné PAMPs pomoci svych
ektodomén (Isogawa et al., 2005). TLR3 je specificky pro rozpoznani dsRNA, TLR7 pro
rozpoznani sSRNA a TLR9 rozpoznava CpG dinukleotidy v nemethylovanych virovych DNA
a dvoufetézcovou virovou DNA. TLR3, TLR7 a TLR9 spoustéji drahu, ktera vede k produkci
IFN-I a 1l (lambda (IFN-A)) (shrnuto v Kawai and Akira, 2006). Pii nekrotickém nebo
stresovém poSkozeni tkdné jsou uvoliiovany endogenni ligandy, které stimuluji TLR, podobné
jako PAMP. Nékteré TLR se nachdzeji na povrchu buiky a jiné (TLR3, 7, 8, 9)

v endosomech, kde jsou vhodné podminky pro interakci s ligandy, které byly uvolnény



Z pohlcenych mikroorganismii. K aktivaci téchto receptorti dochézi po expresi prozanétlivych

cytokinil a n¢kterych kostimulacnich a adhezivnich receptorti na povrchu APC.

Schopnost kontrolovat replikaci HBV byla zkoumana pro TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7
a TLR9. Do HBV transgenni mys$i byly nitroziln¢ vpraveny ligandy specifické pro tyto
receptory. Ukézalo se, ze vSechny ligandy, az na ligandy TLR2 inhibovaly béhem 24 hodin
necytopaticky replikaci HBV v jatrech v zavislosti na interferonu typu I (IFN-1, IFN-o/p).

Tato schopnost TLR ligandli by mohla byt vyuzita jako nova strategie v Iécbé chronické
infekce HBV (Isogawa et al., 2005).

4.1.2 RIG-I-like receptory

RIG-I-like receptory (RLRs) maji velky vyznam pii rozezndvani virové RNA, a také pfi
spousténi a upravovani imunitni odpovédi na infekci. RLR jsou 3 druhy: MDA5, RIG-I
a LGP2 (Loo and Gale, 2011). VSechny RLR obsahuji N-terminalni caspase-recruitment
doménu (CARDs) a DExD/H-box helicase doménu (Satoh et al., 2010). Tyto receptory
rozeznavaji ligandy virové RNA nebo samotnou RNA v cytoplasmé, aby mohly zaméfit
pfirozenou imunitu, zanét a spustit genovou expresi ke kontrole infekce. Velmi dilezité je, ze
RIG-I-like receptory spolupracuji s Toll-like receptory a ostatnimi signalnimi molekulami
zpusobem, ktery vede ke koordinované akci pfirozené a adaptivni imunity. Regulace imunity
RIG-I-like receptory mé nékolik stupnii a sahd od autoregulace po ligandy a interakci
spole¢nych faktoru a posttranslaéni modifikace (Loo and Gale, 2011). Jak bude uvedeno dale,
RIG-I inhibuje interakci s polymerazou HBV replikaci HBV a jeho aktivita je naopak

inhibovana proteinem HBx.

4.1.3 ALR receptory

ALRs — absent from melanoma 2 (AIM2)-like receptory patii do skupiny HIN-200 proteintl,
do kterych jsou zahrnuté také MNDA, IFI16 a IFIX, které se vyskytuji u clovéka. Tyto
proteiny indukuji interferon (ISG) s 200-aminokyselinou repetici na C-konci, které se tika
HIN doména. AIM2 byl nedavno v nékolika studiich identifikovan jako cytosolicky sensor,
ktery se dokédze véazat pomoci C-koncové HIN domény na dsDNA (Hornung, Ablasser,
Charrel-Dennis et al., 2009).

AIM2 rozpoznava v ledvinach cytoplasmatickou HBV DNA. Vazba mezi AIM2 a HBV DNA

mize vézt k aktivaci kaspazy-1 a nasledné maturaci a sekreci IL-1pB. Tyto procesy vedou ke
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vzniku zanétl, které mohou byt zodpovédné za poskozeni v ledvindch, jenz je vidét
U pacienti S virem hepatitidy B asociovanym s glomerulonefritidou (HBV-GN) (Du, Zhen,
Zheng, Ma and Chen, 2013). Ve studii Du, Zhen, Zheng, Ma a Chen (2013) bylo ukédzano, ze
exprese AIM2 je vysoka v pacientech s HBV-GN a také ma dulezitou funkci ve vyvoji
a pokroku zanétu. Skutecnost, Zze v in Vitro studovanych buné¢nych systémech unika HBV
DNA nachazejici se v nukleokapsidach nebo v jadfe detekci AIM2, vyvolava pochybnosti,
zdali AIM2 pti HBV-GN interaguje s virovou DNA (jak ptfedpoklada vySe uvedena studie)
nebo s hostitelskou DNA uvoliovanou z poskozenych bunék. Spatné rozeznani
cytoplasmatické DNA pomoci AIM2 piispiva ke vzniku dermatitid, artrozy, lupénky a dalSich

autoimunitnich zanétlivych onemocnéni (Man, Karki and Kanneganti, 2016).

4.1.4 NOD-like receptory

NOD-like receptory se nachéazeji v cytoplasmé a jejich nazev je odvozen od strukturni
domény, kterou obsahuji (NOD - nucleotide-binding oligomerization domain). Tyto receptory
se zfejm¢ nachdzeji u vSech mnohobunéénych organismi véetné rostlin. Jsou pfitomny ve
fagocytujicich buinikach a také v epitelidlnich bunikach. NOD receptory hraji velkou roli
pfi rozeznavani intracelularnich bakterii. Mezi nimi, NOD1 obsahuje NOD doménu, caspase-
recruitment doménu (CARD) a C-termindlni LRR doménu. Nedivné studie ukazaly, ze
prilisnd exprese NOD1 umoZzni bunkdm reagovat na produkci peptidoglykanu (PGN)
(Girardin et al., 2003). NOD2 vykazuje podobné strukturni vlastnosti jako molekula NOD1,
ale na rozdil od NOD1 obsahuje dvé CARD domény v N-terminalni oblasti (shrnuto v Takeda
and Akira, 2005). Studium NLR v patogeneze hepatitidy B je stale v pocatecnich fazich
(Chen et al., 2016).

4.2 Interferony

Interferony jsou rozpustné proteiny, které jsou velmi U¢inné a vyznamné pro obranu proti
virovym infekcim. Radi se mezi cytokiny a jsou velmi dileZitou slozkou pfirozené imunity
spole¢né s dal§imi proteiny, jako jsou TNF (tumor necrosis factor) a IL (interleuktiny)
(Scragg, 1999; cit. dle Gun et al., 2014). Interferony aktivuji imunitni systém a indukuji
produkci antivirovych restrikénich faktort, coz vede k expresi interferonem stimulovanych
gentl (ISG) (shrnuto v Tomasello et al., 2014). Tti zndmé typy interferonti rozdélujeme podle
receptori: IFN typu I (IFNo/f/; IFNa je 13 druhti, IFN je pouze jeden a IFNg je také jeden
druh a ten se nachazi pouze v Zenskych reprodukénich organech), IFN typu II (IFN-y) a IFN
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typu Il (IFN-A, ktery ma 4 druhy IFN-A,) (Obrazek 4). Interferony samy o sob¢é nemaji
antivirovy ucinek, ale jsou hlavnimi reguldtory antivirové odpovédi. U vsech typt IFN
existuji odliSnosti, které je definuji. IFN typu I maji silné antivirové schopnosti, stimuluji
aktivitu NK a dendritickych bunék, inhibuji virovou replikaci a zvySuji expresi MHC 1
molekul (shrnuto v Goodbourn, Didcock and Randall, 2000). IFN-a, spole¢né s IFN-A, také
potlacuje transkripci viru hepatitidy B tak, ze pomoci HBV ISRE segmentem (interferon-
sensitive response element) zprostiedkuje nasednuti STAT1 a STAT2 na cccDNA (shrnuto
vV Pei, Chen and Lu, 2014). IFN typu II je produkovan TH1 buiikami, NK bunkami nebo
cytotoxickymi T-lymfocyty a jeho produkce se spousti diky rozpoznani infikovanych nebo
atypickych bunék. IFN typu III je produkovan leukocyty a epitelidlnimi bunikami (stejn¢ jako
IFN typu I) okamzité po rozpoznani virové infekce a na rozdil do IFN typu I obsahuji introny
(shrnuto v Goodbourn, Didcock and Randall, 2000). IFN-I a III maji mnoho znakt
spole¢nych a jednim z nich je naptiklad schopnost spusténi stejné signalni kaskady, ktera
produkuje stejné efektorové geny, i kdyz jsou aktivovany odliSnymi receptory (shrnuto
v Durbin et al., 2013, obrazek 4). Odlisnost téchto typu IFN je také v jejich produkci
Vv zavislosti na konkrétnich bunéénych typech a v umisténi danych receptorii. Receptory pro
interferon typu I (IFNAR1 a IFNAR2) jsou na povrchu vsech jadernych bunék a jejich
exprese neni omezena na zadny konkrétni bunéény typ. Zatimco receptor pro interferonovou
odpovéd’ typu III (IFNLR) je na vSech epitelidlnich bunkéch a jejich exprese je omezena na
bilé krvinky, a to pfedevsim na dendritické bunky typu2, epitelialni bunky, T-lymfocyty a NK
buniky. Oba tyto interferony (typu I a III) diky svému vyskytu v tramcitém epitelu jater hraji
dilezitou roli v obrané proti viru hepatitidy B (shrnuto v Lin and Young, 2014 a v Durbin et
al., 2013; MacMuicking, 2012).

Efektory interferonové signalizace jsou interferonem stimulované geny (ISG, Obrazek 4).

Vétsina virovych restrik¢nich faktort patii mezi ISG.
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Obrazek 4: Interferony maji tii typy receptorii. Receptor pro IFN typu Il je tetramer sloZeny
ze dvou IFNy receptorovych dimerii (dvou retézeu IFNGRI a dvou retézcii IFNGR2
(receptory pro interferon vy)). Receptor pro IFN typu I je heterodimer, ktery je slozeny
Z IFNo/p receptoru 1 (IFNARI a IFNAR?2 (receptory pro interferon a/p/€)). Receptor pro IFN
typu 11 je komplex IL 10 receptoru 2 asociovany s receptorem pro IFNA (IFNLRI-receptor

pro interferon J). Prevzato a upraveno z (MacMicking, 2012).

5 Proteiny viru HBV a jejich interakce s prirozenou imunitou

Jak bylo jiz diive zminéno, pfirozena imunita zasahuje hned po infekci a omezuje tim $ifeni
patogenu a podporuje vyvoj odpovédi adaptivni imunity. Samotna antivirova odpovéd’ béhem
rané faze infekce je charakteristickd aktivaci dendritickych bunék, NK bunck a produkci
interferonu typu I (IFNo/B) a III a prozanétlivych cytokind. Pfi replikaci viru mize byt piimo
spusténa produkce IFNa/B a to diky bunéénym mechanismiim reprezentovanym signalizaci

PRR, které detekuji pfitomnost virové DNA nebo RNA (shrnuto v Bertoletti and Gehring,
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2006). Diky rozpoznani stres indukujicich molekul nebo modulaci mnozstvi MHC I molekul

na povrchu infikovanych bunék se aktivuji NK buiiky (Moretta et al., 2005).

Jadrem této prace je prvni bariéra, se kterou se nitrobunécny parazit setkava. Ta se nachazi az
pfimo v infikovanych bunikéch. Sama buiika rozdélenim svého bunécného prostoru vytvaii
mnoho bariér a piekdzek pro virus, které musi HBV piekonat, aby se mohl replikovat
V bunécném jadre. Toto je hlavni obranny mechanismus samotné¢ bunky (Randow et al.,
2013). Tento vnitini obranny mechanismus ma schopnost rozpoznat virové komponenty,
vyvolat apoptozu infikované burky, zablokovat replikaci a sestaveni virové Castice uvnitf
buniky a jeji uvolnéni ven. Stejn€ jako pro ostatni viry, hraji i v ptipad¢ antivirové odpovédi
proti HBV centralni ulohu PRR. Na konci signalizace PRR dochazi k tvorbé restrik¢énich
faktort, vlastnich efektorti imunitni odpovédi. Specifické restrikéni faktory jsou zamétené na
specifické skupiny virt a vyskytuji se v ur¢itych bunécnych typech (shrnuto v Yan and Chen,
2012). Restrikéni faktory efektivné a ptimo snizuji infekénost viru a diky jejich expresi jsou

Casto pevné spojeny s odpovedi piirozené imunity (Ballana and Esté, 2015).

5.1 HBX

Protein HBx je nestrukturnim proteinem viru hepatitidy B, ktery ma velmi dilezitou roli pfi
replikaci viru v HepG2 bunkach (u savct) a jaternich onemocnéni spojenych s HBV. Mnoho
aktivit se poji k expresi HBx, nicméné molekularni mechanismy téchto aktivit nejsou znamy
(McClain, Clippinger, Lizzano and Bouchard, 2007). HBx je multifunkéni protein, ktery
aktivuje bunécné signalni drahy (Bouchard, Puro, Wang and Schneider, 2003). Je dlouhy 154
aminokyselin a projevuje se nepiimou ¢i piimou interakci s hostitelskymi faktory, které
moduluji velké mnozstvi bunénych procest. Protein X zasahuje do signalni transdukce,
transkripce, apoptozy, proteinové degradace, chromozomalni stability a bunéfného cyklu
(Tang, Oishi, Kaneko and Murakami, 2006). Pfesnéji interaguje heterodimerni komplex
proteinu X scilovym bunénym proteinem HBXIP (HBx interacting protein) tak, ZzZe
dereguluje formaci mitotického vieténka a dynamiky centrosomu (Wen, Golubkov, Strongin,
Jiang and Reed, 2008). Dalsi interakce zahrnuje DDB1 (Damaged DNA Binding Proteinl)
a zde HBx pfesmérovava ubiquitin ligasovou aktivitu CUL4-DDB1 E3 komplexu, ktera se
vyskytuje pfi intracelularni regulaci replikace, transkripce, signalni transdukce a oprav DNA

(obrazek 5) (L1, Robert, Breugel, Strubin and Zheng, 2010).
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Obrdzek:5 Na obrazku je zndzornéna strategie, Kterou HBx miize interagovat se svym
substratem, pouze pokud je substrdtova ubiquitinace blokoviana a pokud je HBx navdzan na
DDBI. Kovalentni spojeni mezi DDB1 a HBx nuti tyto dva proteiny interagovat a tim predejit
interakci HBX s endogenni DDBI. Diale je na obrdzku zndzornen E3ubiquitin ligdzovy
komplex (CUL4,ROC,E2,U) a smc5/6. (prevzato a upraveno Z Decorsiere et al., 2016).

Velmi dulezitd je interakce HBx s komplexem Smcbh/6 (Structural maintenance of
chromosomes), coz je restrikéni faktor, ktery potlacuje transkripci viru hepatitidy B a je
pfibuzny kohezinu a kondenzinu a také ptispiva k opravam DNA (Lehmann, 2005). Smc5/6
vSak na rozdil od ostatnich restrikénich faktort neni ISG. Jeho antivirové schopnosti jsou
potlaceny virovym proteinem HBx (Decorsiére et al., 2016). VIiv interakce HBx se Smc5/6
a vyznam degradace Smc5/6 na patogenezi hepatitidy B byl dlouho neznam (Ju et al., 2013;
Jacome et al., 2015). Nedavno vSak Decorsiére et al., (2016) zjistili, Ze Smc5/6
V nepfitomnosti HBx ma schopnost inhibovat expresi extrachromosomalni DNA

a znemoziuje tak transkripci HBV.

HBXx zlistdva funkcéné aktivni v HBV DNA, kterd je béhem hepatoceluldrni karcinogeneze
integrovana do bunééné DNA. HBx protein podporuje bunéény cyklus, inaktivuje negativni
rustové regulace, vaze se a inhibuje expresi pS3 tumor supresorového genu a ostatnich tumor
supresorovych gentd (Kew, 2011). Vysledky studie, kterou provedli Waris, Huh and
Siddiqui (2001) ukazaly, ze HBx interaguje s voltage anion kanalem mitochondrii znamy jako
VDACS in vitro i in vivo.
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Dalsi vyznamnou funkci HBx je jeho vazba na adaptorovou molekulu IPS-1, ktera pienasi
signal z receptoru RIG-1 na indukci IFN-I/TII (Kumar et al., 2011; Han et al. 2011). HBx timto

mechanismem blokuje jednu ze signaliza¢nich drah vedoucich k tvorbé IFN-p.

Protein HBx ukazal zdokonalenou interakci s tetherinem v hepatocytech. Ve studii LV. et al.
(2015) bylo pozorovano, Ze tetherin zabraifiuje produkci HBV v intracelularnich MVB.
Zaroven ma ale HBV schopnost inaktivovat tetherin pomoci neobvyklého mechanismu, ktery
vyzaduje specifické hepatocytické prostiedi. Porozuméni jak tetherin vyvolava restrikci HBV

muze poskytnout novy smér pro 1écbu HBV.

5.2 HBV RNA-dependentni-DNA-polymeraza

DNA polymeraza HBV (HBp nebo HBV Pol/RT) ma nékolik dilezitych motivii a domén,
které¢ definuji jeji funkci a odhaluji moznosti, na které je mozné se zaméfit pii 1écbé HBV.
Konkrétné jsou to 4 domény (Obrézek 6), a to termindlni protein na amino konci (TP
doména), RT doména, spacer doména a RNasovd H doména na karboxylovém konci. Pro
inhibitory reverzni transkriptazy HBV, které byly vyvinuty jako analogy nukleos(t)idi
(nucleos(t)ide reverse transcriptase inhibitors, NRTI). To jsou inhibitory polymerazy
areverzni transkripce DNA i RNA dependentni DNA polymerazové aktivity (Clark and Hu,
2015). NRTI mize kvili virovym mutacim ztracet na efektivnosti. Virova polymeraza ma
velkou tendenci mutovat kviili nedostatku schopnosti kontrolovat chyby pfi ¢teni kodu béhem
replikaéniho cyklu. To zapfiGifiuje velmi Casté mutace s Setnosti priblizné 2 x 10° DNA bézi

(Nowak et al., 1996).

Tato polymeraza je jediny enzymaticky aktivni protein, ktery se ucastni mnoha procesi
béhem virové replikace. K vytvofeni infekce se cccDNA udrzuje v jadie infikované buiky.
Na zakladé cccDNA je transkribovana hostitelskymi faktory jak pgRNA, tak ostatni virové
MRNA (Hu and Anselmo, 2000). DNA genom viru hepatitidy B je replikovan pies reversni
transkripci pgRNA za pouziti DNA polymerazy (Jones, Boregowda, Spratt and Hu, 2012). Pti
replikaci se 5’oblast na pgRNA, ktera nese enkapsidacni signal & podili na signalizaci
a nasledné indukci IFN A. Zaroven tato 5’'koncova oblast pgRNA vaze HBV polymerézu,
ktera zahajuje reverzni transkripci genomu HBV do kone¢né DNA podoby (Obrazek 7).
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Obrazek 6: Na obrazku jsou znazornény ctyri domény (TP doména, kterd je diilezita pro DNA
syntézu, spacer doména, RT doména a RNAsova H doména, ktera je diileZita pro odstranéni
templdtové RNA, véetné tii RT poddomén. Negativni retézec DNA je pripojen na TP a RNA
nebo DNA prochazi skrz RT doménu, ktera syntetizuje DNA. V této doméné dochazi k nejvice

nukleotidovym interakcim. (prevzato a upraveno z Clark and Hu, 2015).

Interakce RIG-1 s eRNA zabrani interakci virové polymerazy s 5’koncovou oblasti pgRNA
atim zabrani probéhnuti reverzni transkripce pgRNA (Obrazek 7). Tato akce vSak neni
zavisla na zprostfedkované IFN A odpovédi (Sato et al., 2015). Je tfeba podotknout, ze RIG-I,
ktery je PRR, je v tomto piipadé restrikénim faktorem. K uniku pfed antivirovou odpovédi,
vyuziva HBV jednak pfimo virovou polymerazu k blokovani TLR3 a RIG-I receptorti (Yu et
al., 2010), jednak pteruseni signalizace RIG-I vazbou HBx na adaptorovou molekulu IPS-1

(Kumar et al., 2011; Han et al. 2011).
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Obrazek 7: Toto je schéma, kde je znazornéno rozpoznavani 5 koncové casti pgRNA v misté
S enkapsidacnim signalem (g) RIG-1 receptorem a tim spusténi interferonové odpovédi typu
I1l. Obrazek také znazornuje antivirovou aktivitu RIG-I receptoru, ktera pri vazbé s eRNA

brani nasednuti HBV polymerdzy a tim zablokuje reverzni transkripci pgRNA.

HBV DNA polymeraza vykonadva mnoho funkci, které jsou vyzadovany pii baleni RNA,
replikaci HBV, vazby virové RNA, vymény templatu, degradaci RNA a syntézy DNA. Ve
vysledku musi virova polymeraza k dosazeni funkce interagovat s hostitelskymi proteiny
RNA signal nachazejici se na pgRNA a oznacCovany jako ¢ (Hg), ktery je vyzadovan pro
specifické baleni pgRNA do virové nukleokapsidy a k iniciaci virové reversni transkripce

(Jones, Boregowda, Spratt and Hu, 2012).
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5.3 HBCAg

Kapsidovy antigen (HBcAg) viru hepatitidy B je hlavnim virovym faktorem pro vstup do
buiiky (Lin, Huang, Yang et al., 2010). Blokovani HBcAg piekdzi ve vyvoji antivirové
imunitni odpovédi a tim posiluje odolnost HBV. Tento kapsidovy protein HBV se sestavuje
do ikosahedralni kapsidy a b&éhem procesu baleni je HBV pgRNA spole¢né s virovou
polymerazou zaclenéna do virové Castice, kde utvori nukleokapsidu. Enkapsidovana pgRNA
je reversné transkribovana do DNA virovou polymerdzou a az poté dokonci syntézu virové
DNA. Kapsidovy protein slouzi nejen jako hlavni strukturni protein HBV, ale také se ucastni

virové replikace (Lin, Wu, Chen and Chen, 2012).

HBCcAg interaguje s restrik¢nim faktorem APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme
catalytic polypeptide), ktery vykazuje schopnost modifikovat nukleovou kyselinu a tim davat
za vznik novym nendhodnym mutacim (Burns et al., 2013). Rodina APOBEC patii mezi ISG.
Pii infekci HBV se nevytvaii, ale je indukovédna pfi interferonové terapii chronicky
infikovanych jedincii. Enzym APOBEC je v lidském genomu kdédovan 11 geny (AID,
APOBEC1 (Al), APOBEC2 (A2), APOBEC3A (A3A), APOBEC3B (A3B), APOBEC3C
(A3C), APOBEC3D (A3D), APOBEC3F (A3F), APOBEC3G (A3G), APOBEC3H (A3H),
APOBEC4 (A4)) (shrnuto v Holmes, Malim and Bishop, 2007). Sheehy et al. (2002) objevili,
ze APOBEC3G je zodpovédny za deaminaci cytidinu v DNA viru HIV-1, ktery vznika pfi
reversni transkripci viru, coZ je vyznamny objev pro studium antivirovych u¢inkit APOBEC.
Omezeny vliv A3G na editaci genomu viru hepatitidy a na inhibici reverzni transkripce
popsali poprvé Jost et al. (2012). Inhibi¢ni ucinek A3G na replikaci HBV se projevuje
zvySenim citlivosti pgRNA k nukledzdm. Citlivost pgRNA k A3G je pravdépodobné
zpusobena $patnou enkapsidaci pgRNA do nukleokapsidy. Toto se déje pfi interakci A3G
s kapsidovym proteinem (Rosler et al., 2005). IFNa a IFNy maji vliv na zvySeni produkce
APOBECS3 pfi infekci HBV, protoze pii 1é€bé infekce interferony dochdzi k nartistu mRNA
pro A3B, A3C, A3G a A3F (Bonvin et al., 2006). Hypotéza, podle které na inhibici replikace
HBYV nema deaminazova aktivita velky vliv nebyla zcela vyvracena. Toto podporuji vysledky
studie Noguchi et al. (2007), které¢ dokazuji, ze A3G je schopny inhibovat replikaci HBV
I kdyz byl zbaveny své deaminazové aktivity. Ve studii, kterou provedli Nguyen et al., (2007)
byly ziskany podobné vysledky, které se tykaly inhibice replikace HBV a vlivu A3G na ni.
V této studii autofi poukdzali na to, Ze nezavisle na deaminazové aktivit¢ A3G dokaze

inhibovat replikaci HBV uZz v brzkych fazich reverzni transkripce.
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Obrazek 8: Schéma interakce A3A, HBc a cccDNA. Na obrdzku je znazornéna signalizace
LTBR a IFN-o, ktera vede k degradaci HBV cccDNA. A34 a A3B primo interaguji s HBC
V infikovanych hepatocytech a poté jsou translokovany do jadra, kde interaguji s CCCONA.
A3A a A3B poté vyvolaji cytidinovou deaminaci, coz md za nasledek degradaci DNA.
Prevzato z (Lucifora et al., 2014).

Jini zastupci skupiny A3G maji naopak velmi velky vyznam pro inhibici replikace HBV, a to
konkrétné A3A, A3B a A3H (Henry et al., 2009) (Obrazek 8). A3A a A3B se mohou nachazet
uvnitt jader bunék a diky tomu pfimo interagovat s virovou ccCDNA. A3A interaguje se
sttedni casti kapsidového proteinu HBV a mé schopnost se vazat k cccDNA
minichromosomu. Stejné jako A3A, tak i A3B po vysokych davkach IFNo vykazuji nartst
exprese. Oba tyto enzymy interaguji s kapsidovym proteinem HBV, poté interaguji s virovym
minichromosomem, ktery se nachazi v jadre, a pak v cccDNA dochazi k deaminaci cytosinu
apyrimidinovych a apurinovych (AP) mist. Specifickd a necytopaticka likvidace cccDNA
v infikovanych buiikéach je poté zajisSténa tak, Ze chyby nejsou opraveny ale misto toho tam
jsou AP-endonukleazy, které rozpoznaji vystépena mista a cccDNA uplné rozstépi (Lucifora
et al., 2014) (Obrazek 8). Degradace cccDNA HBYV je pfitom povazovana za jedinou cestu,

jak hepatitidu B nejen Gspé$né 1€Cit, ale téz vylécit.
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Byla provedena studie na interakci HBcAg s PRMTS5 (protein arginine methyltransferase 5)
Zhang et al. (2017), kde zjistili, ze PRMTS efektivné zabranuje transkripci a replikaci HBV.
PRMTS5 zasahuje do symetrick¢é dimethylace argininu 3 na histonu 4 na cccDNA
minichromosomu, ktera vyzaduje interakci s HBCAgQ. A také inhibuje HBcAg DNA castice,

které se produkuji nezavisle na methyltransferazové aktivit¢ PRMTS.
5.4 HBsAg

Povrchovy antigen viru hepatitidy B (HBsAg) byl prvni objeveny protein u tohoto viru
(Blumberg, Alter and Visnich, 1965; cit. dle Jaroszewicz et al. 2010). Detekovani tohoto
proteinu je zasadni pro diagnostikovani infekce HBV (Nguyen et al., 2008). HBsAg je
subvirovou formou obalového proteinu viru hepatitidy B a obsahuje mnoho modifikaci z o-
glykosylaci a hostitelskych hepatocyti (Patient et al., 2007, Vanlandschoot et al., 2002).
Sklada se z malého (S), stfedniho (M) a velkého (L) proteinu. VSechny tyto proteiny jsou
kodovany stejnym ORF, ale translace je iniciovana ze tii rlznych start kodonli (shrnuto

v Seeger and Mason, 2000).

HBs interaguje s tetherinem, ktery se fadi mezi ISG a ktery je také znam pod nazvy CD317,
BST2 a HM1.24. Tetherin je maly transmembranovy protein, ktery fyzicky uvaze obaly vird
na jejich pucici stran¢ a tim zabranuje uvolnéni virionu z infikované buiky (shrnuto v Neil,
2013) (Obrazek 9). Tento protein byl znamy pomérné dlouhou dobu, avsak jeho antivirova
aktivita byla objevena az v roce 2008 (Neil et al., 2008). Antivirové spektrum tetherinu je
velmi Siroké. Zahrnuje naptiklad retroviry a mnoZstvi obalenych virt jako je Ebola, SIV,
Marburg (Jouvenet et al., 2009), virus hepatitidy C (HCV) (Amet et al., 2014.) a virus chiipky
(Yondola et al., 2011).

Tetherin se sklada ze Ctyt strukturnich domén a to z N-koncové transmembranové a-helikalni
kotvy, transmemembranové domény (TM), coiled-doil domény (struktura se dvéma a-helixy),
C-koncové casti s GPI (glykosilfosfatidilinositolovou) kotvou. Tetherin existuje ve formé
dimer na bunééném povrchu, kde se pomoci usporadani intermolekularnich disulfidickych
vazeb vaze mezi bunééné ektodomény a TM doména s GPI kotvou jsou zodpovédné za vazbu
viru k bunééné membrané (shrnuto v Swiecki, Omattage and Brett, 2013). Zkoumani bunék
infikovanych virem HIV-1 ukézalo, ze kromé& schopnosti pfimo blokovat uvoliovani viru

Z bunky ma tetherin rovnéz schopnost pisobit jako senzor virové infekce (Galao et al., 2012).
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Obrazek 9: Schéma antivirového mechanismu tetherinu. Tetherin zabranuje uvolnéni viru
Z bunky tak, Ze navaze jeden konec molekuly na membranu bunky a druhy konec k virovéemu
obalu. Nové vypucené viry mohou byt také pomoci tetherinu pripevnény jeden k druhému.

Prevzato a upraveno z (Yasuda, 2012).

Nedavné studie ukazaly, ze tetherin muze také zabranovat uvolnéni puéici HBV cCastice
Z buniky. Navic mechanismus, ktery je vyuzit pfi restrikci uvolnéni HBV z buiiky tetherinem
je podobny jako u zabranéni uvolnéni HIV aZ na ten rozdil, ze HBV ziskava sviij obal jiZ
VvV MVB (multivesikuldrni téliska) a ne na bunééné membrané€. Pii vyzkumu, inhibice puceni
novych virionli tetherinem jiz v. MVB vaécich byla pouzita linie buné¢k HepAD38
permisivnich pro replikaci HBV. Ve shod€ s poznatkem, Ze tetherin je jednim z ISG vedla
transdukce kteréhokoliv z IFNo, IFNy, IFNA ke zvySeni produkce tetherinu. V téchto
bunikach, ve kterych probihala replikace HBV zérovei s produkci tetherinu nedoslo ke zméné
urovné replikace DNA, ani produkce subgenomovych partikuli nebo formovani nukleokapsid.
Rozdil od kontrol spocival ve vyrazném snizeni mnozstvi vyprodukovanych viriont (Yan et
al., 2015). HBV vyvinul dvé rizné strategie, jak odporovat antivirové akci tetherinu. Jednou
je jiz zminéna inaktivace tetherinu pomoci HBx vyzadujici specifické hepatocytické prostiedi
(shrnuto v Han, Yu and Zhang, 2016). Dal$im mechanismem objevenym Miyakawa et al.,
(2015) je inhibi¢ni ucinek vazby SHBs a LHBs (maly a velky HBs protein) na

aktivitu tetherinu.
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6 Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem shrnula, jak interaguji proteiny viru hepatitidy B s riznymi
mechanismy pfirozené imunity. Vybrala jsem Ctyfi proteiny viru, u kterych jsem tyto
mechanismy popsala: HBx, ktery interaguje s Smc5/6 komplexem, s adaptorovou molekulou
IPS-1 a stetherinem; virova DNA polymeraza, ktera interaguje s RIG-I receptorem, HBc
ktery interaguje s APOBEC3A/B a stransmetylazou PRMT5 a HBs, ktery interaguje
s tetherinem. Kazda z téchto interakci ma jiné antivirové ucinky a probihd v riznych fazich
replikacniho cyklu. Tyto vysledky méni piivodni ndhled na HBV jako na pro imunitni systém
,heviditelny* virus. Ukazuji, Ze mechaniSmy pfirozené imunity jsou schopné HBV detekovat,
ale HBV vyvinul své vlastni €asto sofistikované mechanismy jak imunitni odpovéd’ ptekonat.
Studium téchto interakci umoZziuje ziskdvat cenné poznatky, které identifikuji nové

farmakologické terce pro vyzkum a vyvoj 1écby hepatitidy B.

V interakci s restrikénimi faktory hraje mimotadnou roli pleiotropné pusobici protein HBX
inhibujici tfi molekularné velmi odlisné restrikéni mechanismy: 1) Smc5/6 komplex inhibujici
expresi extrachromozomalni DNA, 2) signalizaci RIG-I vedouci k tvorbé IFN-I/IIT interakci
s jeho adaptorovou molekulou IPS-1, a 3) aktivitu tetherinu zabranujici uvoliiovani virovych

partikuli z buniky.

Virova DNA polymeraza je vazdna na 5'konec oblasti pgRNA a poméha zahajovat reverzni
transkripci genomu viru do konecné DNA podoby. Samotnd pgRNA ktera nese na 5’konci
enkapsidacni signal € se pii replikaci podili na signalizaci a nésledné indukci IFN A. Pfi
interakci RIG-1 receptoru s eRNA je vSak zabranéno virové polymeraze interagovat
s 5’koncovou ¢asti pgRNA a tim je zabranéno prob&hnuti reverzni transkripce. Tato akce vSak

neni zavisla na zprostiedkované IFN A odpovédi.

Protein HBc interagujici podobné jako HBx s nékolika restrikénimi mechanismy je dalSim
vyznamnym ter¢em farmakologického vyzkumu. HBc interaguje se skupinou APOBEC, ktery
je zodpoveédny za deaminaci cytidinu ve virové DNA, ktery vznikd pii reversni transkripci.
Pti stimulaci bunék interferony a a y dochdzi k zvySené expresi A3B, A3C, A3G a A3F.
Koncepéné nejvyznamnéjsi je interakce HBec s APOBEC3-A/B, které se oproti APOBEC-3G
exprimuji v bunééném jadfe. Interakce APOBEC-3A/B sHBc je jedinym znamym
restrikénim mechanismem vedoucim k destrukci HBV cccDNA. Pravé degradace cccDNA

HBYV je povazovana za Ustedni cil vyléceni se z infekce HBV. Dalsim bunécnym partnerem
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HBc je transmetylaiza PRMTS inhibujici replikaci HBV na urovni epigenetickych

mechanismau.

Interakce HBs s tetherinem sice nijak neovliviiuje replikaci viru, ale dokaze zabranit
roz$ifovani noveé vzniklych virionti do jesté neinfikovanych bunck. A dokéaze vazat jak nové

vznikl¢é viriony na povrch bunky, tak viriony k sob¢.
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