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Abstrakt

Virovéa interference se objevuje u homolognich i heterolognich viri a mize vyznamné
ovlivnit infekci. Takovym ovlivnénim mize byt i vylouceni superinfekce, které je jakymsi
obrannym mechanismem vyuzivanym napfic¢ celou skdlou virG. Vylouceni superinfekce mize
nastat v riznych krocich replikacniho cyklu viru. Ackoliv se jednd o pomérné bézné se
vyskytujici funkci viru, vét§ina mechanismti vylouceni superinfekce zatim neni zcela
objasnénd. Stejné tak i proteiny, které se na vylouceni superinfekce podileji, nejsou vétSinou
zndmé. Tato prace je shrnutim dosavadnich poznatkti z oblasti virové interference zivociSnych
vir, se zaméfenim piedev§im na homologni interferenci a mechanismy vylouceni
superinfekce. Vyzkum fenoménu vylouceni superinfekce ma velky potencial pro vyvoj nové

antivirové 1écby, diagnostiky virid a také pochopeni interakei mezi viry.
Klic¢ova slova:
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Abstract

Viral interference can be found in both homologous and heterologous viruses and may have
significant impact on the infection. One of such impacts is superinfection exclusion, which is
a defence mechanism used by a wide variety of viruses. The superinfection exclusion may
occur in different steps of viral life cycle. Despite being a common viral function, most of the
mechanisms of exclusion stay yet undefined, same as proteins, which are taking part in
superinfection exclusion. This work is a summary of knowledge in the field of interference
between animal viruses, with focus on homologous interference and mechanisms of
superinfection exclusion. Research of this phenomenon can bring important information for
the development of new antiviral treatment, virus diagnosis and understanding of interactions

between viruses.

Key words:

Viral infection, animal viruses, homologous interference, superinfection exclusion,

mechanisms of exclusion



Seznam pouzitych zkratek

zkratka anglicky nazev

AP Adaptor protein

BVDV Bovine viral diarrhea virus

C Capsid protein

CCR5 C-C chemokine receptor type 5
CD4 Cluster of differentiation 4

CD81 Cluster of differentiation 81

CEV Cell-associated enveloped virus
CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4
DHBV Duck hepatitis B virus

DNA Deoxyribunucleic acid

E Envelope protein

EEV Extracellular enveloped virus

env Envelope protein gene

F Fusion protein

gB Glycoprotein B

gC Glycoprotein C

gD Glycoprotein D

GFP Green fluorescent protein

gp160 Glycoprotein 160

HA Hemaglutinin

HBV Hepatitis B virus

HCV Hepatitis C virus

HHV-7 Human herpesvirus 7

HIV Human imunodeficiency virus

HN Hemaglutinin-neuraminidase
HPIV-1 Human Parainfluenza virus Type 1
HPIV-2 Human Parainfluenza virus Type 2
HPIV-3 Human Parainfluenza virus Type 3
HPIV-4 Human Parainfluenza virus Type 4

HSV-1 Herpes simplex virus 1

¢esky nazev

adaptorovy protein

bovinni virova diarea
kapsidovy protein

C-C chemokinovy receptor typu 5
diferencia¢ni skupina 4
diferencia¢ni skupina 81

s bunikou spojeny obaleny virus
C-X-C chemokinovy receptor typu 4
virus kachni hepatitidy B
deoxyribonukleova kyselina
obalovy protein

extracelularni obaleny virus
gen pro obalovy protein

fuzni protein

glykoprotein B

glykoprotein C

glykoprotein D

zeleny fluorescencni protein
glykoprotein 160

hemaglutinin

virus hepatitidy B

virus hepatitidy C

lidsky herpesvirus 7

virus lidské imunodeficience
hemaglutinin-neuraminidaza
lidsky virus parainfluenzy typ 1
lidsky virus parainfluenzy typ 2
lidsky virus parainfluenzy typ 3
lidsky virus parainfluenzy typ 4

Herpes simplex virus 1



HveC
IEV
IMV
IRES
kb
kbp

NA

NDV

Nef

NEP

NHUM

NP

NS

nsP2

p7

PA, PB1, PB2

PFU
prtM
PRV

RNA
RT
SFV
SIV
ssDNA
ssRNA
SR-BI
Vav
Vpu
WNV

Human herpesvirus entry mediator C
Intracellular enveloped virus
Intracellular mature virus
Internal ribosome entry site
Kilobases

Kilobase pairs

Matrix protein

Neuraminidase

Newcastle disease virus
Negative regulatory factor
Nuclear export protein
Nhumirim virus

Nucleoprotein

Nonstructural protein
Nonstructural protease P2
Protein p7

Polymerase acidic protein, Polymerase
basic protein 1, Polymerase basic
protein 2

Plaque forming units
Premembrane protein
Pseudorabies virus

Red fluorescent protein
Ribunucleic acid

Reverse transcription

Semliki forest virus

Simian imunodeficiency virus
Single strand deoxyribonucleic acid
Single strand ribonucleic acid
Scavenger receptor BI

Protein Vav

Viral protein U

West Nile virus

mediator C pro lidsky herpesvirus
intracelularni obaleny virus
intracelularni zraly virus

vnitini misto pro vstup ribozému
kilobaze

pary kilobazi

matrixovy protein
neuraminidaza

virus Newcastelské choroby
negativni regula¢ni faktor
protein zajist'ujici jaderny export
Nhumirim virus

nukleoprotein

nestrukturni protein

nestrukturni proteaza P2

protein p7

proteiny RNA polymerazového

komplexu

jednotky formujici plaky
pre-membranovy protein
Pseudorabies virus

cerveny fluorescencni protein
ribonukleova kyselina
reverzni transkripce

virus Semliki forest

virus opi¢i imunodeficience
jednovldknova DNA
jednovldknova RNA
scavenger receptor Bl
protein Vav

virovy protein U

virus Zapadonilské horecky



1 TIVOQ oo e 1
2. Prabeh VIrovVe INTEKCE ...cc..viiiiiiiiiiiiiiie it e 1
2.1. Doprava viru k mistu r€pliKaCE .........cccuviiiiiiiiiiieiiii e e 2
2.2. Replikace VIrOVENO GENOMU .......ccuviiiiiiiiieeeiiiee ettt et e et e e e eaaaeeeas 3
2.3. Slozeni a vypuSteéni NOVYCh VITIONTL .....couvviiiiiiiiiieeiiiiee et 3
3. VITOVA INEEITRICTICE .....eeiiiiiiie ettt ettt et sttt ettt e e e e 4
3L HISEOTIC .ottt ettt et et et e et e e st e et e ebee e 4
3.2. Homologni interference (Vylouceni superinfekce)..........ccuevvvveiiiieniiiieiiiiniiiieeeiieeene 5
3.3. Heterologni INteTTRIENCE ... ..eeeeiiiiieeeiiiie ettt et e e e e e e e e e 6

4. Mechanismy homologniho vylou€eni superinfekce ............ooeeviiiiieiiiieiiiiiiiieeiieeeeeen 7
4.1. Vylouceni na urovni vstupu virt do buiky ..........cocciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiec e 7
4.1.1. Ovlivnéni povrchoVYCh r€CePtOTT......cceeuiiiiiiiiiieeeiiie et e 7

A 1101 INHTUENZA A oo et 8
4.1.1.2. Parainfluenza tyP 3. ..c.ooeeioiiiieeiiie ettt et 10

AT L3 HIV et e ettt ettt ettt 11
4.1.2. Zablokovani vazebnych mist re€CePtOrtl........ccouvvirerruiiieeiiiiriieeeriiiee e 14

A1 2.1 HeIPESVITY ctiieeiiiiieeeiiieeeeeiite e e e e et te e e ettt e e e e beeeeeabebteeeesebaeeeeannaeeesenssaeeeeaennes 14

4.1.3. Zablokovani flze s MEMDbBIANOU. .........eeivuiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 16
4.1.3.1. VAKCINIC ..ottt et ettt et ettt e s e e e 16

4.2. Vylouceni na Urovni re€PliKaCE.........cceviiiiiiiiiiiieiiiiie ettt e 17
A.2.1. TOZAVITIAAC ...eeeuiviiieeiiie ettt ettt ettt e e et e e e e ettt eeeeabaeeeensaeeeenasnnaeaens 17
4.2.1.1. SINADIS VITUS..eeutitiiiitiiieeiiteeeiee ettt sttt ettt eit e st e e st e eniteesateena e 17
4.2.1.2. SemliKi fOTESt VIIUS ...covuiiiiiiiiiiiieiiieenie et et 18

4.2 1.3 RUDCIIA. .....eeiniieiie ettt ettt sttt e 19

B.2.2 FIAVIVITIAAE ..ottt e e e e e e e e et e e e e eeaaeeeeeee e eeenanaas 20



4.2.2. 1. Hepatitida € ...c..eviiieeiiiie ettt ettt ettt e e e e sitre e e e abee e e enbaaeeennnaes 20

4.2.2.2. WESE NILE VITUS.....eeiuiiiiriiiteriiie ettt ittt ettt ettt ettt e et e st eeseee e 22
4.2.2.3. Bovine Viral Diarrhea VIrus........cooccuiirieiiiiiiniiciiiieeieeceeee e 24

4.2.3. Hepatitida B....oooeiiieiiiieeee e 25
4.2.4. Virus vezikularni stomatitidy ..........cceeoouiireiriiiiiii e e 27

50 ZAVET et ettt h ettt ettt eent e et e e sat e et e e nnteenneenee 29

6. Seznam POUZILE IIEETALUTY .....oeiiiiiiiieiiiiee ettt ettt e e e e e et e e sinaeeeeennaeeens 31



1. Uvod

Viry jsou obligatni intracelularni parazité, ktefi k pfeziti nutné potiebuji bunécéné
komponenty. Pro své UispéSné mnoZeni a Sifeni vyuzivaji bunééné mechanismy, které za né
zpracovavaji jejich genetickou informaci, predev§im se jedna o translacni aparat. Tato silna
zavislost na bunkach viry v pribéhu evoluce neustéle nuti k vytvaieni novych mechanismd,
jak se do hostitelskych bunck dostat a vyuzivat je.

Prave i diky koevoluci s viry si ¢lovek jako hostitel vyvinul obranny imunitni systém.
Diky velkému mnozstvi virli a jejich rozmanitosti, navic také znacné schopnosti mutace, viry
imunitnimu systému Casto zcela unikaji, nebo minimaln¢ snizuji jeho G¢innost. Avsak prave
vysoka variabilita virt a jejich pocet, vede u virti k velké konkurenci mezi sebou. Proto ani
viry nezlstavaji pozadu a vytvareji si obranné mechanismy podporujici jejich schopnost
konkurence vici ostatnim virim. Jednim z takovych mechanismil je i virova interference
zpusobujici vylouceni superinfekce (superinfection exclusion).

Vylouceni superinfekce je virovy obranny mechanismus, pti kterém virus jiz déle ustaleny
v buiice zabranuje dal$i infekci stejného ¢i blizce ptibuzného viru v téze bunce. Takovéto
vylouceni superinfekce nazyvame homologni virové interference. Podobn¢ mize dojit
k vylou€eni infekce i antigenné vzdalengj$iho, neptibuzného viru, coZz oznacujeme jako
heterologni interferenci.

Vylouceni superinfekce jako virovy mechanismus bylo poprvé popsano u rostlinnych virg.
Dale bylo studovano vylouceni superinfekce u bakteriofagli, a nasledné¢ doslo k pozorovani
vylouceni u Siroké skaly zivociSnych virl, veetné patogent napadajicich ¢loveéka.

Cilem této bakalatské prace je shrnout zatim popsané poznatky o vylouceni superinfekce
u zivo¢iSnych virt. Nastinit mechanismy, jakymi k vylouceni sekundarniho viru dochdzi a
shrnout, zda a ptipadné pro¢ je koinfekce jedné buiky vice viry, anebo naopak vylouceni
superinfekce, pro viry vyhodné. Tato prace je zaméfena predevSim na patogeny ohrozujici
Clovéka, jelikoz pro tuto skupinu virh by mohlo byt dalsi studium vylouceni superinfekce
zajimavé nejen z hlediska pozorovani vzajemnych virovych interakci, ale i pro potencial jeho

vyuziti ve vyvoji novych antivirotik a vakcin.
2. Pribéh virové infekce

I kdyz se priibeh virové infekce 1i§i u riznych typi virQ, a to jak posloupnosti jednotlivych
krokt, tak dobou trvani replika¢niho cyklu, miZeme vysledovat spole¢né rysy infekci
zivo¢iSnymi viry (Obrazek 1). Kvylouceni superinfekce mize teoreticky dojit béhem
jakéhokoliv kroku v replika¢nim cyklu viru. Replikaéni cyklus viru miZeme pro tyto ucely
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rozdélit do tfech zakladnich kroki: zaprvé, je to doprava viru k mistu replikace, kam patii
také ptichyceni viru k bunéénému povrchu (,,attachment®) a vstup viru do bunék. Zadruhé¢, je

to replikace virového genomu a zatteti tvorba kapsidy a uvolnéni viru z buiky.

OBALENE VIRY NEOBALENE VIRY
) penetrace UVOLNENI VIRU DO OKOLI

fize s plasmatlckou L/ =

membranou ‘ endocytoza

uvolnéni Iyzoy
busiky ‘

7\

uvolnéni pucenim
‘ z membrany
TRANSLACE

uvolnéni genomu

REPLIKACE

TRANSKRIPCE
REPLIKACE SBALENI VIROVYCH
CASTIC
(INTEGRACE DO
HOSTITELSKEHO GENOMU)

Obriazek 1: Obecny priibéh virového replika¢niho cyklu

Infekce zaCind prichycenim na bunécny povrch. Virus vstupuje do bunky endocytézou, fuzi
s buné¢nou membranou, nebo vysila penetraci pouze sviij genom. V cytoplasme se uvoliuje virovy
genom, ktery je u RNA virli v cytoplasmé i replikovan. Genom DNA virt je dopraven do jadra.
Genom je transkribovan, replikovan a translatovan. Vzniklé virové proteiny vytvaii kapsidy, do
kterych je zabalen virovy genom. Virové partikule buitku opousti bud’ jeji lyzou nebo pucenim
z bunééné membrany, které buiku narozdil od destrukce jeji membrany béhem lytického cyklu

neposkodi.
2.1. Doprava viru k mistu replikace

Virové infekce zacina kontaktem virionu a buniky. Dochézi k ptichyceni viru (attachment)
na bunénou membranu. To se déje pomoci vazby bunécnych a virovych povrchovych
receptori. Viry nesou na svém povrchu povrchové proteiny, liSici se svou specifitou pro
vazbu na bunécné receptory. Vazebné molekuly pro virus na buné¢ném povrchu mohou byt

naptiklad proteiny, glykoproteiny ¢i lipidy, které buiice zajistuji bézné funkce (signalizace,



transport, udrzovani homeostazy). Viry se c¢asto vazi nejprve na nespecificky bunécny
receptor a az poté na specificky povrchovy protein, ktery slouzi jako sekundérni receptor.
Piimo dovnitt bunky se viry dostavaji n¢kolika zplisoby. Bakteriofadgy a rostlinné viry pro
vstup do buiiky vyuzivaji penetraci — po prichyceni na bunéény povrch dovnitt buiiky vypusti
pouze sviij genom. Ale u zivoc¢iSnych virt je typicky spiSe vstup celé virové partikule
receptorem zprostiedkovanou fizi nebo receptorem zprostfedkovanou endocytdézou. Obalené
zivoCisné viry vyuzivaji pfedev§im receptorem zprostiedkovanou fuzi virového lipidového
obalu s bunéénou membranou a do buiiky vysilaji virovou kapsidu (HIV, vakcinie). V buiice
musi poté dojit k rozbaleni kapsidy a uvolnéni virového genomu, ktery je ptipraven na dalsi
zpracovani. Neobalené, ale i n€které obalené viry (influenza, togaviry) vyuzivaji ke vstupu
bunécné transportni mechanismy, pfedev§im endocytdézu. Virus je zabalen do vacku
vytvotfeného plasmatickou membranou buiky a transportovan do cytoplasmy, kde je z vacku
uvolnén. Uvolnéni z vackti je provedeno bud rozloZzenim endozému prostiednictvim

viroporinil neobalenych virii, nebo fiizi obaleného viru a vacku.
2.2. Replikace virového genomu

Po vstupu viru do bunky, dojde k dopraveni jeho genetické informace do mista urcent,
kterym je bud’ pfimo cytoplasma, nebo bunééné jadro. To opét zalezi na druhu viru. Podle
ptislusnosti viru ke skupiné v klasickém Baltimorovée systému, mizeme urcit, k jakému kroku
replika¢niho cyklu dochézi nejdiive — zda transkripci (-ssSRNA viry a DNA viry) ¢i k integraci
virového genomu do hostitelského genomu (retroviry), nebo dokonceni reverzni transkripce
(hepadnaviry), nebo piimo k translaci (+ssRNA viry, napt. flaviviry). Prvnim virovym
produktem jsou Casné proteiny zajiStujici moznost replikace genomu, patii mezi né predevsim
ruzné enzymy, jako napiiklad polymerazy. Jakmile je v bunice dostate¢né mnozstvi kopii
virového genomu, dochdzi k expresi pozdnich virovych proteinii. Pozdni proteiny jsou
pfedevSim strukturni proteiny, které maji na starost sbaleni virového genomu a skladani
kapsid.

2.3. SloZeni a vypuSténi novych virioni

Po nasyntetizovani dostateéného mnozstvi virovych strukturnich proteini dochazi

ke skladani virovych ¢astic. Tim vznikne nova generace infekénich virovych partikuli, ktera

je ptipravena k infekci novych bunék c¢i hostiteli. Pocet nové vzniklych virionli se mize

pohybovat od nékolika desitek po nékolik tisic, podle prislusného viru a buiiky. Z buiiky jsou



uvolnény naptiklad jeji 1yzou, vétSinou u neobalenych virti, nebo v piipadé obalenych viril

pucenim z plasmatické membrany.
3. Virova interference
3.1. Historie

Urcita konkurence mezi infekénimi agens zpasobujicimi rGznd onemocnéni byla
pozorovana jest¢ davno pied vznikem moderni biologie. Dobie znamy je piiklad lékate
Edwarda Jennera, ktery si v§iml napadné¢ mensiho vyskytu pravych nestovic mezi dojic¢kami
krav. Vyvodil ztoho teorii, Ze prodélani infekce kravskych neStovic by mohlo zabranit
nakazeni se pravymi neStovicemi. Tuto svou hypotézu si ovétil, kdyz v roce 1796 nakazil
osmiletého chlapce Jamese Phippse virem kravskych neStovic. Poté, co chlapec nemoc
prodélal, se jej Jenner pokusil nakazit pravymi neStovicemi, ale nemoc se u Jamese
neprojevila. Ostatné to Jenner predpokladal. Své vysledky publikoval o 2 roky pozdéji. To, ze
Clovék nakazeny jednou nemoci, se stava jaksi odoIngj$im vii€i jinym nemocem, nebo
minimalné prodélani jedné infekce zmirfiuje pribch dalsi, publikoval ve své knize ,,An
Account of the Native Africans in the Neighborhood of Sierra Leone: To which is Added an
Account of the Present State of Medicine Among Them® také naptiklad Thomas M.
Winterbottom v roce 1803. Ten pozoroval u kmeni v oblasti Sierra Leone, ze tamni lidé 1€ci
chronické kozni onemocnéni aplikovanim materidlu z herpetické infekce do mista postizeni
(ptevzato zreview Lennette, 1950). V tomto pifipadé se vSak nejednalo o vylouceni infekce
mezi dvéma viry, ale o konkurencni boj mezi herpetickym virem a houbou zptsobujici
dermatofytézu.

Dnes jiz nejen vime, Ze existuje virova interference, ale od 20. let 20. stoleti ji také mnoho
védct popsalo. Konkrétné prvnimi publikacemi na téma virové interference a vylouceni
superinfekce byly ¢lanky o interferenci mezi rostlinnymi viry, dale se védci zacali zabyvat i
vyloucenim superinfekce u bakteriofagt, kde jsou dnes jiz konkrétni mechanismy vylouceni
dobte popsany. Nakonec piiSly na fadu i viry zivoc¢isné. Pravé dosud zndmymi poznatky o
interferenci mezi zivo¢iSnymi viry, predevsim riiznymi mechanismy vylouceni superinfekce

se zabyvam 1 v této praci.



3.2. Homologni interference (Vylouceni superinfekce)

Za homologni interferenci oznacujeme proces, pii kterém je stejna bunika infikovana
stejnym nebo blizce ptibuznym druhem viru, ale k pomnozeni viru ze sekundarni infekce
nedochazi diky vylouceni superinfekce. Primarni virus totiz blokuje jisté bunécné procesy a
sekundarnimu viru se nedaii vstoupit do buiiky, nebo se mu nedostavaji potfebné bunécné
imunitnim systémem, ktery se po primarni infekci stihl aktivizovat. AvSak k vylouceni
sekundarni infekce dochazi vétsinou jiz velmi brzy po infekci primarni, fadové se jedna o
nékolik hodin. Takto rychly nastup specifické imunitni reakce je prakticky nemozny. Roli
imunitniho systému vyloucilo nékolik studii i fakt, Ze k interferenci dochazi i u antigenné
vzdalenych (neptibuznych) vird.

Vylou€eni bylo popsano jak u RNA, tak i u DNA vird. Takto Siroky rozptyl vird, u
kterych dochazi k rezistenci vii€i superinfekci, naznacuje, Ze jednd o mechanismus dulezity
pro virovou replikaci, patogenezi a evoluci (Laliberte and Moss, 2014). Vyznamn¢ ovliviiuje
zdatnost primarniho viru a jeho dynamiku in vivo. Béhem sekundérni infekce, pokud se viru
podafi dostat az kreplika¢nimu kroku, se totiz snizuje rychlost replikace v porovnani
s primarnim virem, coz superinfikujici virus uvadi do nevyhodné pozice oproti viru
interferenci zptisobujicimu (Webster et al., 2013).

Vylouceni superinfekce mize byt u nékterych virti pouze docasné a pasaZzovanim se mize
ztracet (Lee et al., 2005). U virt zpisobujicich latentni a chronické infekce naopak schopnost
vylouceni superinfekce miize ptetrvat dlouhou dobu.

Vylouceni superinfekce je pro virus vyhodné, nebot’ chrani limitované bunécné zdroje a
umoziuje hladky prabéh replikace a Sifeni viru z primarni infekce. Navic je vylouceni
superinfekce pro primdrni virus vyhodné i ztoho didvodu, Ze jim produkované virové
potomstvo pravdépodobnéji vstoupi do zdravych bunék, které maji oproti infikovanym
bunkdm dostupnéjsi zdroje pro dalsi replikaci (Lee ef al., 2005). Z urc¢itého pohledu se jedna o
evolu¢né vyhodnou strategii pro zachovani rozmanitosti virti (Criddle et al., 2016). Na druhou
stranu vylouceni superinfekce virim pfindsi i negativa, a sice sniZzeni genetické plasticity
kviili omezeni mozZnosti vzniku novych rekombinantti (Schaller et al., 2007). Pokud by viry
mohly neomezené superinfikovat bunky, rapidné¢ by vzrostla rekombinace mezi nimi, coZ by

vedlo k zvySeni virové variability a tim pddem i k rezistenci viici 1éklim a vakcindm.



3.3. Heterologni interference

Heterologni interference mezi nepifibuznymi viry je oproti homologni interferenci
mnohem méné prostudovand, predevsim kvili sloZitému navrhu a vyhodnoceni takovych
studii a naro¢nosti nalézt takové dva viry, které spolu opravdu béhem infekce pozorovatelné
interaguji, aniz by se jednalo pouze o omezeni zplsobené hostitelskou imunitni odpovédi. 1
presto vSak existuji studie zabyvajici se interferenci mezi nepfibuznymi viry, zejména na
domacich zvitatech (Costa-Hurtado et al., 2014; Pantin-Jackwood et al, 2015). Z nich
vyplyva, ze koinfekce jedné bunky vice viry je sice pomérné béznd, ale zda se, Ze je pro oba
viry zpravidla nevyhodnd. Ve vétSin€ ptipadl jeden virus, zejména ten, ktery buiku infikoval
o néco difve, nebo ten s vyss$i multiplicitou infekce, prevlada nad druhym a vyuziva tak vice
bunécénych zdroji pro sebe. AvSak ani pro ptevladajici virus neni koinfekce vyhodna, nebot
mé oproti individudlni infekci kviili omezenym bunéénym zdrojim tfadové nizs§i pocty
virového potomstva. Podobnd omezeni byla pozorovana i u koinfekce HIV pozitivnich
pacienti HBV a HCV. HBV a HCV si vpfipad¢ koinfekce taktéz konkurovali, opét
pfedevsim o zdroje nutné k replikaci (Yang et al., 2011).

Oproti homologni interferenci neni vylouceni superinfekce u heterolognich virti tak
snadné, nebot’ nepiibuzné viry zpravidla nesdileji stejné bunécné receptory pro vstup do
buniky. Proto zpravidla nedochédzi k zamezeni vstupu heterologniho viru jejich zablokovanim,
¢i snizenim jejich exprese, jako je to u homolognich virG bézné (Geraghty et al, 2000;
Laliberte and Moss, 2014; Bartosch et al., 2003; Singh et al., 1997). Avsak i u heterolognich
virti byl mechanismus zablokovani bunéénych receptorti pozorovan. Konkrétné se jednalo o
interferenci mezi herpesvirem HHV-7 a retrovirem HIV. Oba tyto viry ke vstupu do buiky
vyuzivaji stejny receptor CD4 a zdé se, ze prvotni vystaveni bunék HHV-7 snizuje u¢innost
infekce HIV (Crowley et al., 1996). K heterologni virové interferenci vSak ve vétsSin€ ptipadi
dochazi az v dalSich krocich po vstupu viru, kdy uz se vzajemné omezeni vétSinou odviji od
konkurence o zdroje ¢i toho, ktery virus ma urcitou prevahu. At se jiz jedna o to, Ze infikoval
buiiku s vy$$i multiplicitou, nebo vstoupil do bunky diive a stihl si tak pro sebe ,zabrat*
bunécné zdroje.

Jednou ze studii koinfekce neptibuznymi viry je ta zkoumajici vliv koinfekce virem ptaci
chiipky a viru Newcastelské choroby (NDV) na pribéh infekce (Pantin-Jackwood et al.,
2015). Z této prace vyplyva, ze koinfekce dvéma viry u kachen nema sice vliv na klinické
ptiznaky nemoci, ale zato docasné ovlivitluje mnozstvi nové produkovanych virt Sifenych do

okoli. Oba viry jsou sice schopny projit celym svym replikacnim cyklem, ale kviili soupeieni



o bunécéné zdroje je jejich replikace docasné omezena. Na rozdil od vir, které se mnozi
v burice infikované jen jednim virem, maji viry z koinfikovanych bunc¢k nizsi vytézky
virového potomstva. Koinfekce virem NDV a ptaci chiipky také vedla k oddaleni ¢asu smrti,
v disledku omezeni replikace ptaci chiipky konkurenci o zdroje s NDV. AvSak bchem
nékolika mélo dni (2-3 dny od infekce) se replikace NDV snizila a produkce potomstva viru
ptaci chiipky vzrostla k hodnotam béznym pii individualni infekci. Podobnych vysledka
svéd¢icich o virové konkurenci o bunééné zdroje pro replikaci dosla i studie koinfekce H7N2
ptaci chiipky a NDV (Costa-Hurtado ef al., 2014).

Heterologni interference byla pozorovdna i mezi virem chiipky a dalSimi viry
zpusobujicimi respiracni onemocnéni, mezi nimi napiiklad parainfluenza a adenoviry.
Vysledky této studie naznacuji, ze Kk heterologni interferenci mezi influenzou a
parainflouenzou dochazi a pravdépodobné ma vliv na sezénni nacasovani a prubéh téchto

infekci (Zheng et al., 2017).
4. Mechanismy homologniho vylouceni superinfekce

Jak jiz bylo dfive zminéno, vylouceni superinfekce je prevazné studovano mezi stejnymi
viry, nebo alesponi viry blizce pfibuznymi. Proto i konkrétni mechanismy, jakymi vylouceni
probiha, jsou detailnéji charakterizovany zejména u homologni interference.

Bylo popsano nékolik mechanismti vylouceni superinfekce v riznych stadiich Zivotniho
cyklu virti. Jedna se naptiklad o zablokovéni pfipojeni viru na receptor, vstupu nukleokapsidy
do bunék, ¢i zablokovani po vstupu superinfikujiciho viru do bunkky omezenim, nebo tplnym
zastavenim replikace (Garcia and Miller, 1991; Aiken et al, 1994; Hrecka et al, 2005;
Michel et al., 2005; Wildum et al., 2006; Geraghty et al., 2000; Criddle et al., 2016; Horga et
al., 2000; Moscona and Peluso, 1992, 1991; Morrison and McGinnes, 1989; Huang et al.,
2008). Nekteré viry maji dokonce dva mechanismy vylouceni superinfekce — ¢asny a pozdni,

které superinfekci brani v riiznych krocich virového replika¢niho cyklu (Lee ef al., 2005).
4.1. Vyloué¢eni na urovni vstupu viru do burky
4.1.1. Ovlivnéni povrchovych receptori

Vylou€eni superinfekce prostfednictvim snizeni mnozstvi receptoru je pomérné bezny
mechanismus, ktery se vyskytuje u DNA i RNA virdi. Viry mohou vylouc¢it superinfekci bud’
prostfednictvim destrukce bunécnych receptorti a snizenim jejich exprese (Bratt and Rubin,

1968b; Morrison and McGinnes, 1989; Moscona and Peluso, 1992; Horga ef al., 2000; Huang



et al., 2008; Wildum ef al., 2006), nebo mohou bunécné receptory obsadit svymi produkty a
zablokovat tak vazebnd mista (Johnson and Spear, 1989; Geraghty et al., 2000).

4.1.1.1. Influenza A

Influenza A je obaleny virus s -ssRNA genomem z Celedi Orthomyxoviridae, ktery
zpusobuje celosvétové epidemie respiracniho onemocnéni, chiipky. Genom tvofi osm
segmentli RNA, které koduji deset proteini (PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M1, M2, NS1,
NEP). Obal je odvozeny od bunééné membrany a tvoii ho virem kddované glykoproteiny
hemaglutinin (HA) a neuraminidaza (NA) a protein M2 (Obrazek 2). RozliSujeme velké
mnozstvi subtypt chiipky diky variabilité¢ povrchovych glykoproteinti, kdy hemaglutinin tvofi

Sestnact variant a neuraminidaza devét.
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Obriazek 2: Schéma stavby virionu a replika¢niho cyklu influenza viru

Obal viru je tvofen hemaglutininem (HA), neuraminiddzou (NA) a matrixovym proteinem (M2),
uvnitf kapsidy je osm segmentil virového -ssRNA genomu, které koduji deset proteintl.

Virus do buiky vstupuje receptorem zprostiedkovanou endocytézou. Z endozému je virovy genom
uvolnén do cytoplasmy pomoci fliize s membranou vacku. Genom putuje do jadra, je transkribovan a
replikovan. V cytoplasmé probiha translace nové vytvorenych virovych proteinti. Skladaji se nové

virové partikule, které jsou uvoliiovany pucenim z bunééné membrany. Prevzato a upraveno podle:

Zhu et al., 2017.



Virus se pfichycuje na bunéénou membranu prostfednictvim vazby hemaglutininu na
kyselinu sialovou. Lidské typy influenzy preferuji kyselinu sialovou navazanou na galaktozu
a-2,6 vazbou. Do buiiky virus vstupuje endocytézou zprostiedkovanou receptorem (Obrazek
2). Po uvolnéni z kyselého prostfedi endozému je virovd RNA dopravena do jadra pomoci
jaderného lokaliza¢niho signalu nesené¢ho NP. V jadfe probiha transkripce a replikace. Virové
transkripty jsou poté opatieny methylguanosinovou cepickou, ale syntéza komplementarnich
+ssRNA pro replikaci je na cCepiCce nezavisld. Pomoci exportniho signdlu neseného
komplexem M1/NEP se virové komponenty dostanou z jadra a mohou se skladat do novych
virovych kapsid. Pfesny mechanismus baleni vSech osmi segmentii do jednoho virionu neni
zndmy. Virus poté puci z plasmatické membrany, na kterou je navazan hemaglutininem.
Vazbu mezi HA a kyselinou sialovou pfestiihuje NA, viry jsou uvolnény z bunky a §iii se dal.

V roce 2008 byla provedena studie zkoumajici, zda a jakym zpisobem se u influenzy
objevuje vylouceni superinfekce (Huang et al., 2008). Pozornost védci zamétili predevSim na
tfti vySe zminéné povrchové proteiny, aby ovéfili tii hypotetické mechanismy vylouceni
superinfekce. Role HA by méla spocivat v obsazeni bunécnych receptorti, NA by mohla svou
enzymatickou aktivitou odstépit kyselinu sialovou z bunécného povrchu, podobné jako bylo
popsano u hemaglutin-neuraminiddzového proteinu HPIV-3 (Horga et al., 2000). Oba tyto
zpusoby by zablokovaly superinfekci jiz v kroku vazby nové ptichozich virionii na
infikovanou buniku. Protein M2, ktery slouzi jako iontovy kandl by potencionidlné¢ mohl
rozrusit kompartment v endozomu zodpovédny za fizi membran, takze by superinfekci
blokoval az po vstupu viru do buiiky.

Zatimco u HA a M2 nebyl prokazdn zadny ucinek na superinfekci bunék, virova
neuraminid4za vylouceni superinfekce zprostiedkovala. V builkach, kde dochazelo k expresi
neuraminidazy, byly pozorovany vyrazné nizsi hladiny a-2,3 i a-2,6 vazané kyseliny sialové.
Neuraminidaza odstépuje virovy receptor, kyselinu sialovou, z bunééného povrchu. Inhibuje
hemaglutininem zprostfedkovanou vazbu vird snizenim exprese kyseliny sialové na
bunééném povrchu a tim zabraiiuje nové pfichozim virim se na jiz infikované buiiky navazat
(Huang et al., 2008).

Zabranéni superinfekci je pro virus chfipky vyhodné zpohledu nejvyhodnéjsich
aktualnich podminek pro pribeh infekce, kdy se builtka znovu neinfikuje potomky viru, ktery
se vni ustdlil jako prvni. Pokud by k zabranéni superinfekce nedoslo, mélo by virové
potomstvo omezené zdroje ke své vlastni replikaci. Zabranéni superinfekce je dulezité i

z evoluéniho hlediska pro udrzeni stability aktudlniho virového genomu. Pro vytvafeni



novych subtypti chiipky je totiz nutny vnik dvou viri do jedné buiiky. Cetnost, s jakou
k takové kombinaci v bunikach dojde je dana pravé i ¢innosti neuraminidazy omezujici
takovou koinfekci. Pro virus by totiz pfili§ Castd rekombinace rtiznych subtypli vedla

k nestabilité genomu (Huang et al., 2008).
4.1.1.2. Parainfluenza typ 3

Parainfluenza viry patii do <celedi Paramyxoviridae, coz jsou obalené viry
s nesegmentovanym -sSRNA genomem. V ramci Paramyxoviridae se rozlisuji 4 typy virt
patfici do dvou rodid — Respirovirus (Parainfluenza typu 1 a 3 - HPIV-1, HPIV-3) a
Rubulavirus (Parainfluenza typu 2 a 4 - HPIV-2, HPIV-4) (Afonso et al., 2016). Parainfluenza
typu 3 ma ze vSech 4 typl nejvysSi prevalenci v populaci. Parainfluenza je jednou
z nejcastéjSich pticin respira¢nich onemocnéni u déti, zptisobuje rizné respiracni problémy,
veetné bronchitidy a pneumonie.

Obal HPIV3 obsahuje 2 glykoproteiny — hemaglutinin-neuraminiddzovy (HN) a fuzni
protein (F), které zajist'uji ptipojeni a vstup viru do buriky. Infekce je iniciovana pfipojenim
viru k hostitelské butice interakci HN s povrchovym receptorem obsahujicim kyselinu
sialovou. (Moscona and Peluso, 1991). HN ma diky své neuraminiddzové aktivité potencial
nicit receptor, coz hraje roli pti dalSim Sifeni infekce (Horga et al., 2000).

Vylouceni superinfekce u HPIV-3 je zplsobeno enzymatickou aktivitou neuraminiddzy.
Neuraminiddzova aktivita HN proteinu je nutnd k zajiSténi vylouceni superinfekce, protoze
odstépuje kyselinu sialovou z virovych receptori vystavenych na povrchu buiky. Tim
znemoznuje nove prichozim viriim pfichyceni a ndslednou fizi s membranou. Zabranuje tedy
sekundarnimu viru do buiky vstoupit. Kontinudlni exprese HN proteinu s aktivni
neuraminidazovou enzymatickou aktivitou vede k vycerpani virovych receptort (Horga et al.,
2000). Roli neuraminiddzy potvrzuje i fakt, ze stupeit blokace superinfekce zavisi na hladiné¢
exprese HN na povrchu bunék. Bunky, produkujicinejvyssi hladiny HN a aktivni
neuraminidazy na bunééném povrchu, byly nejvice rezistentni vii¢i infekci HPIV3. Hypotézu
podporuje i zjisténi, ze pti vyuziti kloni produkujicich bézné hladiny HN proteinu, avsSak
s dvojitou bodovou mutaci, zajiStujici vymizeni neuraminidazové enzymatické funkce,
nedoslo k vylouceni superinfekce. Z toho vyplyva, ze vylou€eni superinfekce zajistuje prave
neuraminidazova aktivita, nikoliv vazebné funkce HN proteinu. Diky tomu lze fizi a vstupu
HPIV3 piedejit exogenni 1écbou bunék virovou neuraminiddzou HPIV3, ktera zpiisobi

destrukci receptort.
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Vylouceni superinfekce bylo pozorovano jak u akutni, tak i u persistentni infekce. Do
budoucna je jesté nutné objasnit, ve kterém misté dochazi k desializaci bunécnych receptort,
konkrétné zda se tak d¢je béhem jejich transportu na povrch a nebo az na bunééném povrchu
(Horga et al., 2000).

Vylouceni superinfekce bylo pozorovano i u dalSich zastupct celedi Paramyxoviridae,
mezi nimi napiiklad u Newcastle disease viru (NDV) (Bratt and Rubin, 1968) a viru Sendai
(Kimura et al., 1976; Baluda, 1957). U NDV byla dokonce specifickd homologni interference
popsana jako jedna z prvnich na zivociSnych virech a to ve tiech publikacich Bratta a Rubina
z Sedesatych let, které shrnuji projevy, mechanismy interference a jejich porovnani mezi
aktivnim a neaktivnim virem (Bratt and Rubin, 1967, 1968b, 1968a). I u NDV a Sendai viru
je vylouceni superinfekce piipisovano roli neuraminiddzy v odsStépovani virovych receptort

(Morrison and McGinnes, 1989; Moscona and Peluso, 1992).
4.1.1.3. HIV

Virus lidské imunodeficience (HIV) je obaleny virus zrodu Lentivirus celedi
Retroviridae, vyuzivajici ve svém replikaénim cyklu reverzni transkripci. V ikosahedralni
kapsidé¢ ma HIV tzv. pseudodiploidni genom tvofeny dvéma identickymi kopiemi +ssRNA.
Virus se vaze na bunécny receptor CD4 a chemokinové koreceptory. Do builky vstupuje
pomoci faze s plasmatickou membranou (Obrazek 3). V cytoplasmé dochédzi v kapsidé
k reverzni transkripci virového RNA genomu na provirovou DNA, ktera je uvolnéna do
cytoplasmy, nasledné dopravena do buné¢ného jadra a integrovana do hostitelského genomu
pomoci virové integrazy. Virovy cyklus pokracuje dale transkripci s vyuzitim hostitelské
DNA dependentni RNA polymerazy II.

U lidi rozliSujeme 2 kmeny HIV — HIV-1 a HIV-2. Pravé u HIV-1 bylo popsano

vylouceni superinfekce, ackoliv nékteré jeho mechanismy zatim ziistdvaji neobjasnéné.
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HIV flizuje s bunécnou membranou a
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Obriazek 3: Schéma replika¢niho cyklu HIV

Virus se vaze na bunécny receptor CD4 a koreceptory CXCR4 nebo CCRS5, obal fizuje s bunéénou
membranou a vypousti nukleokapsidu do cytoplasmy. Virovy genom se pfepisuje reverzni transkripci
na dsDNA, ktera je uvolnéna do cytoplasmy a putuje do bunéného jadra a integruje se do
hostitelského genomu. V buiice jsou nasledné produkovany virové proteiny. Strukturni proteiny
vytvati kapsidu, do které jsou nasoukany genom a nestrukturni proteiny. Nové viriony puci z bunécné

membrany a jsou uvolnény do okoli. Pfevzato a upraveno z Pau and George, 2014.

Vylouceni superinfekce probihd jiz ve fazi vazby nového viru na bunéény receptor

prostiednictvim sniZzeni produkce bunécného receptoru CD4 v translacni a posttranslacni fazi.
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Toto ovlivnéni produkce receptoru a vazby na néj, maji na starosti virové proteiny gp160,
Vpu a Nef. Membranovy glykoprotein gp160 kédovany genem env, zajistuje HIV vazbu na
bunéény receptor CD4 a koreceptor. Poté se podili spoleéné s proteinem Vpu na snizeni
produkce CD4 receptorii a jejich transportu na bunéény povrch. Protein Nef je regulacni
protein ovlivitujici buitku na mnoha Urovnich, naptiklad snizenim exprese povrchovych
proteinti ¢i piestavbou cytoskeletu.

Role gpl60 a Vpu proteinu spocivd v inhibici bunécného transportu novych CD4
receptortt na povrch v pozdéjsich krocich virové infekce (Chen and Gandhi, 1996). Protein
gp160 se vaze na CD4 receptory, se kterymi vytvaii intracelularni komplex, ktery 1ze rozeznat
znaCenim protilatkami. Komplex byl detekovan predev§im v endoplasmatickém retikulu.
Brani maturaci CD4 receptor a taktéz vazba gpl60 na CD4 blokuje transport virovych
receptorli na bunécny povrch (Jabbar and Nayak, 1990). Protein Vpu také sniZzuje expresi
novych CD4 na povrchu bungk, ale jeho G¢inek je pii normalnich hladinach exprese virovych
proteinli v porovnani s Nef a gp160 zanedbatelny a nastupuje az v pozdnéjsich hodinach po
infekci (71 hod pi). Pokud se vSak testovaly ucinky Vpu pfi vysoké expresi virovych gen,
byl efekt vylouceni superinfekce siln€jsi a také nastoupil jiz v diivejsi dobg. Zaroven je zde
vhodné podotknout, ze na rozdil od Nef proteinu vysoce konzervovaného napti¢ celym rodem
Lentivirus, Vpu se vyskytuje jen u HIV-1 a viru opi¢i imunodeficience (SIV) (Wildum et al.,
2006).

Nef protein je exprimovan ve vysokych davkach jiz v ¢asnych fazich infekce a ma na
snizeni exprese CD4 nejvétsi vliv, konkrétné az Ctyrikrat vétsi nez gp160 a Vpu (Wildum et
al., 2006). Produkce Nef je zdsadni pro uspéSnou virovou infekci a progresi onemocnéni
(Kestler ef al., 1991). Jeho podpora vstupu CD4 z povrchu dovnitf buitky pomoci endocytozy
v klatrinovych vaccich a néslednd degradace v lysozomech byla dikladné prozkoumana
v mnoha studiich jiz v devadesatych letech (Garcia and Miller, 1991; Aiken et al., 1994). Za
navadéci signal CD4 do klatrinovych vackt je zodpovédny dileucinovy motiv v C-terminalni
sekvenci Nef proteinu, ktery se specificky vaze na B-adaptinovou podjednotku klatrinovych
adaptorovych komplexti AP-1 a AP-2 (Greenberg ef al., 1998). Dalsi studie prokézaly, ze Nef
protein ma vliv i na regulaci koreceptort viru HIV, kterymi jsou CCRS5 a CXCR4 (Hrecka et
al., 2005; Michel et al., 2005). Pfi pouziti viri s mutovanym genem pro Nef s nefunkcni
schopnosti ovlivilovani CD4 a koreceptorii vSak stale dochdzelo k vylou€eni superinfekce, 1
kdyz je patrné, Ze stupenn vylouceni stale jesté se schopnosti snizeni CD4 koreloval. Zda se

tedy, Zze hlavni mechanismus vylouceni superinfekce, neni snizeni CD4 v infikovanych
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bunkach, ale jina, zatim nezndmd funkce Nef proteinu nezavisld na Gpravach exprese CD4
nebo jinych koreceptort pro vstup HIV (Wildum et al., 2006).

Takovym mechanismem by napiiklad mohly byt zmény ve slozeni bunééné membrany
indukované Nef, jako je zvySeni biosyntézy cholesterolu a jeho obsahu v bunééné membrané
(Zheng et al., 2003), které ptispivaji k vyssi infektivité virion HIV a virové replikaci (Swain
and Schindler, 2005). Dal§im zptisobem ovlivnéni vylouceni superinfekce by mohly byt i
zmény v cytoskeletu indukované interakci Nef s proteinem Vav (Fackler et al., 1999) nebo
schopnost Nef umoznit viru piekondni kortikalni aktinové bariéry, kterd v ur€itych mistech
membrany brani vstupu transportnich vackl a tim i vstupu viru do buniky (Campbell et al.,
2004). Tyto potencialni moZnosti je tieba prozkoumat v dalsich studiich, do té¢ doby pfesny
mechanismus rezistence k superinfekci u HIV-1 zistava z velké ¢asti neobjasnény.

U retroviril je nastoleni vylouceni superinfekce vyhodné, nebot” miize viru poskytovat
prevenci proti nasobnému vstupu provirti, které by omezovaly preziti bunck a trvalou
patogenezi. Vylouceni superinfekce pomoci snizeni povrchovych receptorii zabrafiuje vazbé a
vstupu sekundarné infikujiciho viru do buniky. Takto Casné vyloueni je pro virus zvlasté
vyhodné predevsim z diivodu, Ze se v bufice viilbec neobjevi nova virovda DNA, ktera by se
jevila jako poSkozend DNA a mohla by vést k aktivovani T lymfocytd a nasledné smrti
bunky. Konkrétné¢ u bunck superinfikovanych HIV-1 typem byla apoptdza zhruba tiikrat
Castéj$i nez u bunck vyluCujicich superinfekci. Virus se tedy pii vyuziti vylouceni

superinfekce mtze déle ucinné¢ mnozit (Wildum et al., 2006).
4.1.2. Zablokovani vazebnych mist receptorii
4.1.2.1. Herpesviry

Alphaherpesvirus je rod zceledi Herpesviridae, coz jsou obalené dsDNA viry. Mezi
Alphaherpesviry patii naptiklad Herpes simplex virus 1 (HSV1) a virus zpusobujici u zvitat
Aujeszkyho chorobu neboli pseudorabies virus (PRV). Uvadi se, ze lidskymi herpesviry je
nakazeno 80-100 % populace. Herpesviry vstupuji do hostitele ptes sliznice, odkud se
dostavaji do periferniho nervového systému, kde nasledné v senzorickych neuronech ustaluji
latentni infekci. V nékterych ptipadech mohou herpesviry zptisobit i onemocnéni centralniho
nervového systému.

Vazba virti je zprostfedkovana virovymi proteiny gC a gB vazicimi heparan sulfatové fetézce
proteoglykanti na bunééném povrchu. Po takovéto vazbé, nastupuje obalovy glykoprotein gD,
ktery je ptfitomny u vSech ¢lentt rodu Alfaherpesvirus, kromé varicella zoster viru.
Zprostiedkovava vstup nukleokapsidy do buiiky. Véaze se na bunécné povrchové receptory,
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mezi nimiz je napiiklad nectin-1 ¢i HveC, a zprostfedkovava fazi virového obalu s bunéénou
membranou (Geraghty et al., 2000).

U alfaherpesviri je bézna koinfekce i vylouceni superinfekce a jedno ¢i druhé je
upiednostnéno v zavislosti na ¢asovém rozestupu jednotlivych infekci. Pokud jsou bunky
infikovany dvéma viry v kratkém Casovém obdobi (kolem 4 hodin), pak dochazi téméf ve
vsech ptipadech ke koinfekci a replikaci obou viri soucasné. Zatimco pokud dojde k infekci
po delSim rozestupu, dochdzi v 99 % ptipadl k vylouceni superinfikujiciho viru (Jarosinski,
2012).

Pro ustaleni vylouceni superinfekce je nutnd produkce novych virovych proteind. U
alfaherpesvird (HSV1 a PRV) vylou€eni superinfekce zajiStuje pravé membranové vazany
glykoprotein gD (Johnson and Spear, 1989), ktery je produkovan mezi casnymi az pozdnimi
proteiny béhem infekce. Protein gD, ktery je noveé syntetizovan béhem replikacniho cyklu
primarniho viru v bunikdch, vyuziva stejné vazby na bunécné receptory, jako kdyz buiiku
infikoval, ale tentokrat, aby buné¢né receptory zablokoval (Criddle et al., 2016). Interferenci
protein gD zprostfedkovava blokovanim pfistupu ligandl k vazebnym mistim na receptorech
pro protein gD (Geraghty et al., 2000). Protein gD také indukuje endocytézu a tim snizeni
hladiny bunééného povrchového receptoru nectinu-1, ¢imz také znemoziuje sekundarnimu
viru vazbu na bunku (Stiles et al., 2008).

Vylou€eni infekce ihned v kroku vstupu viru do infikované buiiky chrani limitované
bunécné zdroje a podporuje tak replikaci a Siteni ptivodniho viru. Objevuje se jiz 4-8 hodin po
primarni infekci. Ale jiz ve 2 hodinach po infekci se projevuje gD independentni blok
superinfekce, kdy jsou viriony zablokovany az v nékterém z krokli po vstupu do buiiky.
K tomuto vylouceni postacuje exprese Casnych virovych produktti. Pravdépodobné jsou za
toto vylouceni zodpovédné geny ICPO, ICP4, ICP22 a ICP27. Pfesny mechanismus vSak
nebyl dosud popsan (Criddle et al., 2016).

U HSV1 byla pozorovéna 1 interference, pti které gD protein produkovany HSV1 branil
vstupu dalSich alfaherpesvirt — naptiklad PRV, bovinniho herpesviru a koniského herpesviru
(Geraghty et al., 2000). Takovyto blok je umoznén diky vazbé gD na bunécény receptor HveC,
ktery je spole¢ny vice zdstupcim herpesvirl, proto produkce gD proteinu jednim clenem

rodu, zablokuje vstupni receptory i ptibuznym virGm.
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4.1.3. Zablokovani fize s membranou
4.1.3.1. Vakcinie

Virus vakcinie je velky obaleny virus patfici do celedi Poxviridae, rod Orthopoxvirus.
Genom tvoii dsDNA dlouhd 190 kbp (Goebel et al, 1990). Replikuje se v cytoplazmé.
S ostatnimi ¢leny rodu Orthopoxvirus, kterymi jsou napiiklad Variola virus, Ectromelia virus
a Cowpox virus, si je virus vakcinie morfologicky a antigenné velmi podobny. Tato
podobnost zpiisobuje po infekci jednim orthopoxvirem urcitou ochranu vici dal§im ¢lenim
rodu, proto mé také virus vakcinie velké vyuziti v sestavovani vakcin.

Na viru vakcinie je zajimavé, ze tvoii vice typt viriont, bud’ s jednoduchym obalem, nebo
dvojitym obalem. V pribéhu zZivotniho cyklu vakcinie rozeznavame celkové cCtyfi typy
virionti — infek¢ni ,,intracellular mature virus® (IMV), ,intracellular enveloped virus* (IEV),
,cell-associated enveloped virus“ (CEV) a ,extracellular enveloped virus“ (EEV) (shrnuto
v review Smith et al., 2002). CEV a EEV maji dvojity obal a IEV a IMV jednoduchy (Doceul
etal., 2010) .

Pro vylouceni superinfekce u viru vakcinie byly zkoumany dva mechanismy, z nichZ jeden
probihd jiz na Grovni fuze virové a buné¢né membrany a druhy az po vstupu novych virionli
do bunky (Laliberte and Moss, 2014).

Bylo zjisténo, Ze pro vylouceni superinfekce je dostate¢nd exprese Casnych virovych
proteind. Indukce resistence proti superinfekci zavisi na virové RNA a syntéze proteinli
primarnim virem, nevyzaduje vSak replikaci DNA. Zavedeni vylouceni nastava do 3 hodin po
infekci, coz je relativné kratka doba. Po 4 hodinich od infekce je vylouceni 90% a po 6
hodinach je uc¢innost blokace sekundarnich vird dokonce 99% (Christen et al., 1990). Pro
virus je vyhodné zavést vylouceni superinfekce tak brzy, protoze si tim pojisti bunécné zdroje
a uplatni tak jakousi strategii ,,prvni bere v§e. Dalsi vyhodou ¢asného zavedeni resistence na
superinfekcei je selekce virionli schopnych rychlé infekce od defektnich ¢astic.

Bylo vylouceno, Zze by za blokovani superinfekce mohly transmembranové proteiny
indukované bunéénym interferonem, které brani fuzi s membranou u jinych vira (Laliberte
and Moss, 2014). Superinfekci na Grovni vstupu tedy pravdépodobné brani proteiny A56 a
K2, které tvofi na bunééné membrané heterodimer a interaguji s komplexem odpovédnym za
fuzi virové membrany s membranou buné¢nou a nasledny vstup do bunky.

U viru vakcinie byly také v souvislosti s vylouenim superinfekce pozorovany virem
indukované zmény v bunééném cytoskeletu, které korelovaly s mirou vylou€eni. Konkrétné se

jednalo o zakulaceni bun¢k a ztratu aktinovych napétovych vldken. Cytoskeletdlni zmény
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vsak vylouceni superinfekce pouze doprovazi, ale nejsou pro jeji zavedeni vyhradné nutné
(Laliberte and Moss, 2014).

Doceul et al., (2010) popsali jesté dalSi mechanismus vylouceni superinfekce, pii které
dochazi k blokaci dvojité obaleného EEV, pravdépodobné uc¢inkem virovych proteinit A33 a
A36 (Doceul et al., 2010). Z toho vyplyva, Ze u poxvirti bude pravdépodobné n¢kolik riznych
drah blokujicich superinfekci, ale jejich pfesny mechanismus musi byt jesté objasnén.

Virus vakcinie je také schopny interference i s dalSimi ¢leny celedi Poxviridae, vylouceni

vsak neplati obecné v ramci celé Celedi, ale je spiSe typické pro rod Orthopoxvirus.
4.2. Vylouceni na urovni replikace
4.2.1. Togaviridae

Viry z ¢eledi Togaviridae jsou obalené viry s pozitivn¢ orientovanym ssRNA genomem.
V této celedi rozliSujeme rody Alphavirus a Rubivirus. Do rodu Alphavirus patii naptiklad
Semliki forest virus (SFV) nebo Sindbis virus. Jedinym ¢lenem rodu Rubivirus je Rubella,
zpusobujici ptrevazné détské onemocnéni, zardénky. V této celedi bylo vylouceni superinfekce
popsano u nékolika vird, véetné Sindbis viru, Toga viru, Semliki forest viru a viru zardének.
U vSech téchto virli je nastup bloku superinfekce velmi rychly, do 15 minut po infekci.
Vylouceni superinfekce u Sindbis a Toga viru probiha na urovni RNA replikace, zatimco u

SFV béhem rozbalovani nukleokapsid (Singh et al., 1997).
4.2.1.1. Sindbis virus

U viru Sindbis vylouceni superinfekce probiha az po vstupu viru do cytoplasmy
infikované buniky. Prvni blok v superinfekci nastava jiz v intervalu 15 minut mezi infekci
primarnim virem a pfidanim sekundarniho viru do bunécné kultury (Adams and Brown,
1985). Pro ustaleni homologni interference je nutnd translace nestrukturnich proteint
primarniho viru. Schopnost u¢inné interferovat se superinfikujicicm virem nastava zhruba
hodinu po infekci bunééné kultury primarnim virem (Johnston et al, 1974). Johnstonova
studie také prokéazala, Ze pro navozeni schopnosti vyloucit superinfekci staci, kdyz je buiika
infikovana 1 PFU interferujiciho viru (Johnston et al., 1974). Jeden z produkovanych proteinti
se krom¢ syntézy RNA podili i na vylouceni superinfekce. Blok v replika¢nim cyklu
sekundarniho viru nastdvd po translaci virového genomu, ale pied expresi strukturnich
proteini a replikaci genomu. Uvnitf cytoplazmy nastava rozdil mezi translaci 42S RNA
interferujictho viru a viru superinfekéniho, kdy ptvodni virus pravdépodobné vycerpal

limitované bunééné zdroje, jakym je napiiklad polymerdza ve sviij prospéch a proto
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superinfekéni virus nemd dostatecné prostiedky pro svou replikaci. Priméarni virus po translaci
svého genomu vytvaii komplex se svymi proteiny, ktery se vaze na omezené hostitelské
faktory zajiSt'ujicimi replikaci (Adams and Brown, 1985).

U bunécénych kultur komara Aedes albopictus persistentné infikovanych Sindbis virem
bylo pozorovéno nejen vylouceni superinfikujicitho Sindbis viru, ale také dalSich ¢lent rodu
Alphavirus. To bylo potvrzeno testovanim vylouceni superinfekce na nejvzdalenéji
ptibuznych zéastupcich tohoto rodu — Semliki forest viru, Ross River viru a Aura viru (Karpf
et al., 1997). V liniich persistentn¢ infikovanych virem Sindbis byla produkce virovych
partikuli superinfikujiciho Sindbis viru o 5 fadl niz8i nez u infikovani zdravych bunéénych
linii stejnou virovou davkou. U testovani vylouceni superinfekce na ostatnich ¢lenech rodu
byla produkce superinfekénich virti také snizena, tentokrat byly vytézky nizsi o 2 az 5 tadu,
coz znali témét stejnou miru vylouceni jako u superinfekce Sindbis virem. Co se tyce
mechanismu vylouceni superinfekce, studie provedena Karpfem et al. (1997) potvrzuje
vysledky predchozich praci. A sice, Zze vylouceni superinfekce probihd pomoci omezeni
v replikaénim kroku superinfekce.

Pravdépodobné se toto vylouceni déje pomoci nestrukturni virové protedzy nsP2, kterd
Stépi nestrukturni prekurzor P123 nutny pro replikaci -ssRNA, ktera slouzi jako templat
pottebny pro dalSi replikaci virovych genomil. Po ustdleni primarni infekce, kdy je
nasyntetizovana -ssRNA, dochdzi k produkci protedzy nsP2 $tépici prekurzor P123. Tato
proteaza tedy jakoukoliv dalS$i syntézu minus fetézcl primarnim virem, ale i virem
superinfikujicim, v bufice znemoziuje. Mimo zabranéni replikaci je tento Stépici
mechanismus pravdépodobné zodpovédny i za snizeni mnozstvi produkovanych virovych
partikuli primdrniho viru po ustaleni superinfekce. Pro¢ k vylouceni superinfekce u bunck
infikovanych Sindbis virem dochazi napti¢ celym rodem Alphavirus se da vysvétlit velkou
shodou aminokyselinovych sekvenci v nestrukturnich proteinech vSech zastupct, konkrétné
Sindbis a Aura virus maji 73% shodu v aminokyselinové sekvenci nestrukturnich proteinii a

mezi Sindbis virem a Semliki forest virem je tato shoda 63% (Karpf et al., 1997).
4.2.1.2. Semliki forest virus

U Semliki forest viru (SFV) bylo popsdno vice zpusobl vylouceni superinfekce (Lee et
al., 2005). U SFV se jedna také o ¢asny mechanismus vylouceni superinfekce, ktery nastupuje
jiz 15 minut po infekci jako napiiklad u viru Sindbis (Adams and Brown, 1985; Johnston et
al., 1974). Navic se objevuji i pozdni mechanismy ustalujici se po 3 a 6 hodinach od primarni

infekce. Prvné se objevujici blok v superinfekci je na urovni zabranéni replikace
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superinfikujictho viru a mlze byt piekonan, pokud je pfidan sekundarni virus s vysokou
multiplicitou infekce.

S postupnou progresi primarni infekce se objevuji i dals$i mechanismy, které brani
superinfekci. Tentokrat uz bez moznosti superinfikujictho viru je pfekonat jeho vysokymi
davkami. Jednd se o zablokovani superinfekce v kroku vazby viru na bunku (3 hodiny po
infekci), penetrace nukleokapsid do cytoplasmy a také rozbalovani nukleokapsid (6 hodin po
infekci) (Singh et al., 1997).

Snizend schopnost vazby superinfikujicitho viru na bunééné receptory je dana jejich
obsazovanim nov€ produkovanymi povrchovymi glykoproteiny primarniho viru. Ale
podobného poklesu vazby superinfikujiciho viru na receptory bylo dosaZzeno i ptidanim
povrchovych proteinil viru vezikularni stomatitidy, coz naznacuje, ze tento mechanismus neni
specificky pouze pro proteiny SFV (Singh et al., 1997).

Dalsi blokovani superinfek¢nitho viru bylo popsano v kroku penetrace virovych
nukleokapsid z endozoému do cytoplasmy. SFV mulze fuzovat pouze s membranou ¢asného
endozému a zda se, ze nukleokapsidy nemohly byt z vacku uvolnény prave kvili jeho
vy$§imu pH, nez je v cCasnych endozémech zdravych bunék. Pro konformacni zmény
povrchovych glykoproteint SFV umoziujici fizi membran je totiz nutné pH niz$i nez 6,2.
Nakonec bylo pozorovéano i selhani rozbaleni virovych kapsid superinfikujiciho viru, které

vsak nebylo doposud vysvétleno (Singh et al., 1997).
4.2.1.3.Rubella

U viru zardének bylo vylouceni superinfekce také pozorovano, avSak zatim nejsou jasné
jeho mechanismy. K dneSnimu dni existuji jen teorie, jak by potencionalné k vylou¢eni mohlo
dochazet. Pfesny mechanismus je tieba prozkoumat.

Bylo popsano, ze k vylou¢eni dochdzi az po vstupu superinfikujicitho viru do bunky a je
pro n¢j nutna replikace genomu primarniho viru. Vylou€eni superinfekce je zprosttedkovano
pravdépodobné nestrukturnimi proteiny. V infikované buiice jest¢ dochdzi k translaci genomu
superinfekéniho viru, ale k expresi strukturnich proteind jiz nedojde stejné jako u viru Sindbis
(Adams and Brown, 1985). Pro vylouceni superinfekce u viru zardének je stejné jako pro
Sindbis virus mozna hypotéza, ze k bloku vylouceni dochdzi piisobenim nestrukturniho
proteinu PS2 protedzy ustdleného viru, kterd S$tépi prekurzory nestrukturnich proteini
superinfikujictho viru. Neprobéhne tedy syntéza komplementarniho -ssRNA fetézce
superinfikujicitho viru (Karpf et al, 1997). Hypotézu se vSak doposud nepodafilo overit
(Claus et al., 2007).
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4.2.2. Flaviviridae

Viry z ¢eledi Flaviviridae jsou obalené viry s +ssRNA genomem. Délime je do ¢ty rodi.
Rod Flavivirus zahrnuje napiiklad virus zluté zimnice, West Nile virus a virus horecky
Dengue, obecné se jednd o viry zptusobujici fadu lidskych onemocnéni. Do rodu Hepacivirus
fadime dals$i lidsky patogen, virus hepatitidy C. Rody Pestivirus a Pegivirus napadaji
pfedevS§im zvifata, pficemz rod Pegivirus zatim nebyl spojen s zadnym onemocnénim

(Simmonds et al., 2017).
4.2.2.1. Hepatitida C

Virus hepatitidy C (HCV) je obaleny virus s nesegmentovanym pozitivné¢ orientovanym
ssSRNA genomem, patiici mezi rod Hepacivirus z ¢eledi Flaviviridae (Simmonds et al., 2017).
HCV je lidsky patogen, ktery vyvoldva persistentni infekce a zplsobuje chronické
onemocnéni jater, nasledné miize vyustit az v hepatoceluldrni karcinom. RozliSujeme 6
ptirozené se vyskytujicich genotypti HCV. Velikost genomu je 8,6 kb, jeho translace je
iniciovana v IRES na 5’konci genomu (Wang et al., 2003) a vede k produkci zhruba 3000
aminokyselin dlouhého polyproteinu, ktery je ndsledné virovymi a hostitelskymi protedzami
rozstfthAn na jednotlivé strukturni a nestrukturni proteiny (Obrazek 4). Mezi strukturni
proteiny patii C, E1 a E2 protein. Nestrukturni proteiny jsou p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-
NS5A-NS5B (Grakoui et al., 1993).

5'yTR Struktumi proteiny Nestruktumi proteiny T UTR
| I | T 1
¥ _
virovy +ssRNA genom vaniabilni
region
| Poly(U/UC)
v TRANSLACE
X-Tail

C E1 E2 P7 NS2 NS3 |NS4A NS4B  NS5A | NS5B

Obrizek 4: Schéma polyproteinu viru hepatitidy C
Genom HCV je tvotfen 3 strukturnimi proteiny (C,E1 a E2) a sedmi nestrukturnimi (p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B. Prevzato a upraveno podle Banerjee et al., 2010.

Pro umoznéni superinfekce v bunéénych kulturdch infikovanych HCV jsou dulezité
mutace v E1, p7, NS5A a polyU 3konci netranslatované RNA, které nejen ze umoziuji HCV

ptekonat vylouceni superinfekce, ale zdrovenl 1 vyrazné zvySuji infekénost viru pii primarni
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infekci (Schaller et al., 2007). Virus vstupuje do bunky diky interakci E2 proteinu
s bunéénym povrchovym receptorem CD81 (Pileri ef al.,, 1998) a se scavenger receptorem BI
(Bartosch et al., 2003). Diky tomu, ze je virovy genom v podob¢ + ssRNA, miize rovnou po
vstupu do buiiky zacit translace genomu a exprese virovych proteinti.

U viru hepatitity C byla pozorovana schopnost vylouceni superinfekce napti¢ riznymi
genotypy tohoto viru — u akutni infekce fetézci J6/JFH odvozenymi od HCV genotypu 2a, i
v buiikach obsahujicich celogenomové a subgenomické replikony odvozené od la,lb a 2a
genomu (Tscherne et al., 2007). Pro snadné rozliSeni virG pochazejicich z primarni a
sekundarni infekce se do kédujici sekvence proteinu NS5A viru vkladaji sekvence kodujici
fluorescencni proteiny, naptiklad GFP nebo RFP (Tscherne et al. 2007; Webster et al. 2013).

V bunikach koinfikovanych dvéma rizn€ oznaCenymi viry hepatitidy C soucasné, je sice
mozné sledovat replikaci obou virti u zhruba 18 % vSech bunék, ale i tak vétSinou v burtice
ptevladaji produkty jednoho viru nad druhym. AvSak kdyz jsou infekce danymi typy viru
provadény po 24 hodinach, je sekundéarni infekce siln€¢ oslabena, takze k vyskytu dvou virt
v jedné burce prakticky nedochazi, pozitivni jsou pouze 2 % bunéck (Schaller et al., 2007). To
naznacuje, ze k procesiim zajiStujicim vylouceni superinfekce dochdzi jiz do 24 hodin po
primarni infekci. Pravdépodobné vSak tato schopnost nastava jesté diive — kolem 4 hodin po
infekci. Z velmi nizkého zastoupeni dvojit¢ infikovanych bunck Ize také vyvodit, Ze
vylouceni superinfekce je velmi silny mechanismus, ale blokace neni absolutni (Schaller et
al., 2007). Vylouceni superinfekce u HCV by teoreticky bylo mozné na nékolika urovnich, a
to jak na trovni vstupu viru do bunky, translace a replikace RNA, tak i ve fazi skladani
novych virovych partikuli. Proto se pfi experimentech zamétenych na popsani mechanismi
vylouceni superinfekce musi prozkoumavat a ptipadné vyloucit kazda z téchto cest.

CDS81 a SR-BI jsou bunécné povrchové molekuly, které prokazatelné hraji roli pfi vstupu
HCV do bunék (Koutsoudakis et al., 2007). Vstup sekundarniho viru do bunky je primarni
infekci neovlivnén, nebot’ nebyl pozorovan signifikantni pokles exprese CD81, ani scavenger
receptoru SR-BI na povrchu HCV infikovanych buné€k, ani jejich zablokovani virovymi
produkty. Po infekci bunék HCV nebyly pozorovany zadné zmény v povrchové hustoté téchto
molekul, coz vylucuje vylouceni superinfekce na tirovni vstupu, alespont po dobu 120 h po
infekci (Schaller ef al, 2007). Pokud se déje vylouceni superinfekce pozdéji nez po 120
hodinach, déje se tak nejspiSe kvuli postupné selekci bun€k odolavajicich cytopatickému

efektu HCV. Ani role koreceptort v dalSich krocich vstupu viru do buiiky nebyla prokazana.
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K vylouceni superinfekce u HCV tedy dochdzi az za trovni vstupu do buiiky a uvolnéni
genomu z kapsidy. Pro studium interference na urovni translace a replikace se pouzily
luciferdzou znacené buriky, na kterych bylo mozné sledovat RNA replikaci a expresi proteintl.
U infikovanych bunék byla po 24 hodinach pozorovéana desetkrat slabsi luciferazova aktivita
nez u bunck kontrolnich. Z toho se usuzuje, ze primarni krok blokace superinfekéniho viru
nastava na Urovni translace, a to diky interferenci primdrnich virG s pfichdzejici RNA viru
sekundarniho. Primarni replikon mé oproti nové pfichozimu vyhodu v kompetenci o
limitované bunétné zdroje umoziujici replikaci. Vylouceni superinfekce probihd tedy
Castecné jiz na trovni RNA translace, ale predpoklada se, ze dal$i roli hraje i vylouceni
superinfekce béhem replikace. Podobné¢ i bovinni virova diarea (BVDV) ma blok
superinfekce popsany na trovni replikace (Lee et al., 2005). Jisté vsak jiz je, Zze k vylouceni
superinfekce jsou dulezité oblasti genomu kddujici protein NS5A. Schopnost vylouceni
superinfekce v buiikach infikovanych HCV vymizela, pokud byla provedena bodova mutace
C2274R v NS5A a delece v poly (U/UC) misté netranslatované oblasti (3'UTR) (Webster et
al., 2013). Z doposud publikovanych praci vyplyva, ze vylouceni superinfekce sekundarnim
virem je pravdépodobné zplisobené omezenymi bunéénymi zdroji potiebnymi k replikaci a
virovou kompetenci o né. Ackoliv pifesny mechanismus plisobeni vylouceni superinfekce
nebyl dostatecné detailn€¢ prostudovan, uz jen znalost, ze k blokaci sekundarni infekce
dochazi n€kde na urovni translace a replikace je zcela zdsadni. Objeveni a popsani
limitujiciho bunécného faktoru podilejiciho se na vylouceni superinfekce, by mohlo vést
k pochopeni regulacnich mechanismi replikace HCV, nasledné moznosti sniZzeni replikacni
rychlosti v zivotnim cyklu HCV (Webster et al.,, 2013) a mohlo by byt vyuzito jako vhodny
cil v terapiit HCV (Schaller ef al., 2007).

4.2.2.2. West Nile virus

West Nile virus (WNV) je c¢lenem rodu Flavivirus, z Celedi Flaviviridae. Virus je
pfenasen moskyty a hostitelem jsou ptaci, ale miize se pfenaset i na lidi. Pfenos na ¢lovéka
byl zaznamenan ptedev§im u komar rodu Culex. Ackoliv je prubéh infekce WNV v 80%
ptipadli asymptomaticky, mize dojit i k symptomatickému onemocnéni tzv. Zapadonilské
horecce a zhruba u jednoho ze 150 infikovanych virus pfechdzi do nervového systému. Od
svého prvniho objeveni v Ugandé roku 1936 zpusobil nc¢kolik epidemii v Evropé, Asii a
Australii. 'V roce 1999 se dostal poprvé do Severni Ameriky, kde vyvolal epidemii v New
Yorku. Od té doby zptsobil ve Spojenych statech Americkych 3 nejvétsi epidemie
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neuroinvazivnich onemocnéni a stal se nejcastéjSim ptivodcem meningoencefalitidy v Severni
Americe (shrnuto v review Petersen et al., 2013).

Virus do bunék vstupuje endocytézou zprostredkovanou receptorem. Z endozému se virus
dostane diky pH indukovanym zméndm E proteinu a fizi s membranou vacku. Do cytoplasmy
se uvolni genomova RNA. Ta slouzi jako mRNA pro translaci a templat pro transkripci
komplementarniho minus RNA fetézce pro syntézu novych virovych genomi. K replikaci
dochazi v cytoplasm¢. Virovd RNA je translatovdna do jednoho polyproteinu, ktery je
nasledné rozstiithan hostitelskymi protedzami na deset proteinii (Obrdzek 5). Jedna se o tfi
strukturni (C, prM, E) a sedm nestrukturnich (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b a NS5)
(shrnuto v review Colpitts et al., 2012).

STRUKTURNI PROTEINY NESTRUKTURNI PROTEINY (NS) UTR

CiM E 1 |2A|2B| 3 |4A|4B 5
Kapsidovy ‘ Obalovy \ f T
Membranovy Setin proteaza RNA polymerdza
= NTPaza
FINA helikaza

Obrazek 5: Schéma polyproteinu West Nile Viru
Polyprotein je tvofen tfemi strukturnimi proteiny (C, M a E) a sedmi nestrukturnimi (NS1, NS2a,

NS2b, NS3, NS4a, NS4b a NS5). Pfevzato a upraveno podle Filette et al., 2012.

Nestrukturni proteiny maji mnoho riznych funkci a jednou znich by mohlo byt i
vylouceni superinfekce. Jelikoz pro WNV zatim existuje jen symptomaticka 1écba, je dilezité
pochopit konkrétni drahy v pribéhu infekce a zda mechanismy vylouceni superinfekce mohou
byt potencidlnim cilem antivirotik.

Pro West Nile virus, stejné jako HCV, byl vyloucen jakykoliv mechanismus nastoleni
rezistence k superinfekci v kroku vstupu viru do buiiky. K vylouceni superinfekce dochéazi az
v kroku syntézy RNA a to pravdépodobné z divodu virové kompetence o bunétné zdroje,
podobné jako u HCV (Webster et al., 2013). Pro vylouceni superinfekce u WNV je dilezita
produkce nékolika proteinil. Jedna se jak o strukturni (E a prM), tak i o nestrukturni (NS4 a
2K) proteiny. Mutace v genech kddujicich tyto proteiny vedly ke ztraté schopnosti vylu¢ovat
superinfekci. Konkrétné se jednalo o substituci z E na K na aminokyselinové pozici 138 E

proteinu, zménu v oblasti SOOR prM proteinu, dale mutaci K124R v NS4 a mutaci VOM 2K
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peptidu (Zou et al., 2009). Vylouceni superinfekce lze u WNV zvratit pouzitim replikonil
s antivirovou slozkou, coz také znovu potvrzuje, ze se opravdu jedna o virovy mechanismus
vylouceni superinfekce, nikoliv o bunéénou reakci (Zou et al., 2009). Pro WNV byla také
navrzena dal§i moznost vylu€ovani superinfekce, ke které by dochazelo az v kroku skladani
novych virovych partikuli, av§ak zatim nebyla dostate¢né prostudovana.

Pii infekci WNV dochazi k vylouceni superinfekce, nejen tim samym virem, ale také
superinfekce zplsobené ostatnimi ¢leny Celedi Flaviviridae. Vylouceni je nejvyraznéjsi u
blizce ptibuznych ¢lenti rodu Flavivirus, jako naptiklad u viru St. Louis encephalitidy. U viru
horecky Dengue a viru zluté zimnice, které jsou vzdalenéji ptibuzné, je vylou€eni také patrné,
nicméné je o néco slabsi nez u viru St. Louis encefalitidy (Zou et al., 2009).

Vylouceni superinfekce by mohlo byt potencidlni nepiimou ochranou proti infekci ¢leny
rodu Flavivirus zpisobujicimi onemocnéni u ¢lovéka, véetné vyse zminovaného WNV. Tato
ochrana by probihala ptes virovy vektor, kterym jsou koméii rodu Culex. Bylo totiz zjisténo,
ze u komart Culex quinquefasciatus a Culex pipens infikovanych Nhumirim virem (NHUM),
coz je vyhradné virus bezobratlych zivocichil, je zhruba desetitisickrat snizend Sance nasledné
infekce WNV. V 9 dnech po infekci byla u virG z bun€k koinfikovanych NHUM a WNV
navic pozorovana 40% redukce schopnosti piendSet nové viriony na dalsi buniky (Goenaga et
al., 2015). Takové vylouceni superinfekce pomoci infekce komard vyhradné hmyzimi
ptislusniky rodu Flavivirus je nyni Siroce studovano a do budoucna ptinasi velky potencial

prevence prenosu WNV, ale i jinych virti napadajicich ¢loveka.
4.2.2.3. Bovine Viral Diarrhea Virus

Virus bovinni diarey (BVDV) patii do celedi Flaviviridae, stejné jako WNV a HCV.
Konkrétné¢ tfadime BVDV do rodu Pestivirus, u kterého byl popsan dvoji mechanismus
vylouceni superinfekce (Lee et al., 2005). Jeden mechanismus vylouceni je na trovni vstupu
viru do buiiky, respektive v n¢jakém z krokt predchézejici translaci, a druhy béhem replikace
virového genomu.

Vylouceni superinfekce nastavd u BVDV béhem 30 az 60 minut po infekci primarnim
virem, ale postupnym pasidzovanim persistentn¢ infikovanych bunék ma tendenci se ztracet,
pravdépodobné vlivem adaptace bunék na infekci. K Gplné ztrat€ schopnosti vylouceni
superinfekce vSak nedochazi, jeho zbytky se objevuji i ve 20 pasazi, ale mnohondsobné slabsi
nez na pocatku.

Superinfikujici virus selhdavad v béznych podminkich ihned ve fazi dopraveni svého

genomu do infikované buiiky, tedy béhem vstupu viru, nez dojde k translaci jeho genomu. Za
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vylouceni ihned vurovni vstupu viru do buiky je zodpovédny obalovy strukturni
glykoprotein E2. AvSak ani kdyZ byl glykoprotein E2 vyfazen, nedochdzelo k amplifikaci
genomu superinfikujiciho viru. Kdyz byl blok v E2 uméle ptekrocen transfekci virovou RNA
do infikovanych buné€k, byl objeven i dalsi mechanismus vylouceni superinfekce na urovni
replikace genomu superinfikujiciho viru. Pfi tomto zablokovani superinfekce bylo zjiSténo, ze
¢im vice RNA primérniho viru bylo replikovano, tim mensi byla replikace sekundarniho viru

(Lee et al., 2005).
4.2.3. Hepatitida B

Virus hepatitidy B patii mezi Hepadnaviridae, coz je Celed obalenych virG s dsDNA
genomem uchovanym v ikosahedralni kapsidé. Tento virus vyuzivd pro svou replikaci
reverzni transkripci. Viry z této ¢eledi napadaji hostitele jak z fad savci, tak také ptakt. Virus
hepatitidy B je u ¢loveka nejcastéjS§im ptivodcem virové zloutenky. Podobné jako u HCV i
zde mize dochazet pii chronickém onemocnéni k cirhdze jater a rozvoji hepatoceluldrniho
karcinomu.

Infekce zac¢ina prichycenim viru k receptoru na bunééném povrchu. Receptorem pro vstup
viru do bunky je karboxypeptiddza D (Tong et al, 1999). Virus do bunky vstupuje
prostiednictvim endocytdzy. Poté dochazi k uvolnéni nukleokapsid, které jsou transportovany
do blizkosti jaderné membrany. Transport je zprostfedkovan jadernym lokalizacnim signalem
pfitomnym na kapsidovém proteinu (Eckhardt e al., 1991). Do bunééného jadra je déle
uvolnéna virova DNA, ktera je transkribovana hostitelskou polymerazou. Transkripty jsou
transportovany do cytoplasmy, kde dochézi k translaci virovych proteinii. Zaroven je virova
DNA transkribovana do podoby pregenomové RNA, kterd slouzi jako templat pro reverzni
transkripci. Pregenomova RNA je spolu s virovou polymerazou zabalena do novych virovych
kapsid, kde dochazi k reverzni transkripci (shrnuto vreview Seeger and Mason, 2000)

(Obrazek 6).
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Obriazek 6: Replika¢ni cyklus HBV

Virus vstupuje do buiiky receptorem zprostiedkovanou endocytézou. Virovy rcDNA genom vstupuje
do jadra, kde je opraven na cccDNA formu, ktera slouzi jako templat pro transkripci virové mRNA.
mRNA je dale translatovana a v cytoplasmé se vytvaii nové virové kapsidy. V nich je reverzni
transkripci genom piepsan na dsDNA. Obalené kapsidy jsou uvolnény z burnky. Pfevzato a upraveno

podle Kim et al., 2016.

Ke studiu vylouceni superinfekce je vyuzivan blizce piibuzny kachni virus DHBV.
K vylouceni superinfikujiciho viru nedochdzi u DHBV ihned po inokulaci, ale az po delsi
dobé& od piidani virového inokula k bunéénym kulturam. Radové se jedna o dny (5 dni). Pti
infekci dvéma typy viru totiz dochazelo ke koinfekci. Pomaly nastup obranného mechanismu
nasveédCuje, Ze virus neni schopen vyvolat v buiice rychlé zmény ihned po vstupu, ale pro
vylou€eni vyzaduje urcitou hladinu exprese virovych gent, soud¢ dle ¢asu nastupu bloku
v superinfekci, pfedevsim pozdnich proteini (Walters et al., 2004).

Vylouceni superinfekce je tedy zavislé na genové expresi virovych proteinti. K tomuto

zjiSténi prispiva to, ze pii pouziti UV ozéafeného viru nedosSlo k vylouceni superinfekce
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sekundarnim virem. Vystaveni viru UV zéfeni, vede totiz ke ,,cross-linking* DNA, ktery brani
translaci (Walters et al., 2004).

Konkrétné¢ bylo vylouceni superinfekce ptfipsano velkému povrchovému antigenu (L
antigen), ktery je exprimovan pravé v dobé jejiho nastupu. Tento protein miiZze sniZovat
koncentraci virového receptoru karboxypeptiddzy D na bunééném povrchu, proto se jako
mozny mechanismus vylouceni nejprve jevilo snizeni hladiny receptoru nutného pro vazbu
viru na buiitku (Breiner et al., 2001). Avsak pii pouziti viru s mutaci v sekvenci L antigenu,
ktery nereguloval hladinu karboxypeptidazy D, stdle dochazelo k vylouceni superinfekce.
Z toho se usuzuje, ze snizeni hladiny karboxypeptiddzy D neni nutné pro vylouceni
superinfekce. Navic pro mechanismus vylu€ujici superinfekci jiz v kroku vazby viru na
receptor nenasvédcuje ani fakt, ze vylouceni superinfekce nekoreluje s hladinou
karboxypeptidazy D. Pravdépodobné tedy k vylouceni superinfekce dochazi az po vazbé a
vstupu sekundarniho viru do buiiky, coz bylo podpoieno i vysledky studie provadéné
Waltersem et al. (2004). Z jejich experimentil pouzivajicich lamivudin pro inhibici virové
replikace vyplyva, Ze pro vylouceni neni replikace nutnd, staci pouze genova exprese ze zasob
jaderné cccDNA. V casnych fazich po vstupu viru do buiiky se totiz uvolije z nukleokapsid
virova cccDNA, ktera slouzi jako zasobarna (,,pool*) pro amplifikaci L antigenu, kterym jsou
zasoby cccDNA negativné regulovany. KdyZ je hladina L antigenu dostate¢né vysoka, dojde
ke sbalovani novych infekénich partikuli a zaroven hladina L antigenu brani ve vytvofeni
cccDNA zéasobarny sekundéarniho viru.

Vylouceni superinfekce u HBV ma dopady na vyuziti HBV jako vektoru pro antivirovou
terapii, kdy rekombinantni virus nemusi byt schopen uspésné exprimovat terapeuticky gen

v dtsledku vyse zminéného mechanismu vylouceni (Walters et al., 2004).
4.2.4. Virus vezikularni stomatitidy

Virus vezikularni stomatitidy (VSV) je obaleny -ssRNA virus z ¢eledi Rhabdoviridae, rod
Vesiculovirus. Jedna se o virus zplsobujici zoondzy. Je prenosny na ¢lovéka, u kterého se
projevuje priznaky lehkého nachlazeni. I u tohoto viru bylo pozorovano vylouceni
superinfekce, avsak jeho pfesny mechanismus ziistdva neobjasnén.

Bylo ukdzano, Ze vylouceni superinfekce u VSV probihd po vstupu superinfikujiciho viru
do bunky. Konkrétné primarni ustalena virova infekce zabranuje replikaci sekundarniho viru.
Byla navrzena hypotéza, ze k replikaci genomu sekundarniho viru nedochazi diky tomu, Ze
bunéény aparat upiednostiiuje krat§i virové RNA, které jsou obsazeny v defektnich

partikulich primarniho viru vznikajicimi jako vedlejsi produkt probihajici infekce (Prevec and
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Kang, 1970). Vylouceni by se tedy délo diky konkurenci virovych genomil o bunééné zdroje
nutné k replikaci, pfi¢emz primarni, jiz ustaleny virus by mél nad superinfikujicim vyhodu.
Diky produkovani krat§ich neinfekénich genomovych RNA primarniho viru, by dochazelo
k vyCerpani bunéénych zdroji pro replikaci (pfevzato z Johnston et al, 1974). Zda je
vylouceni superinfekce u VSV vazné zpusobeno konkurenci o bunécné zdroje k replikaci,

vsak musi byt jesté dale objasnéno.
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5. Zavér

Z siroké Skaly virti, na kterych bylo vylouceni superinfekce doposud popséano, je patrné,
ze se jedna o dulezity virovy mechanismus, ktery zajiStuje virim vhodné podminky pro
replikaci a co nejvétsi pocet virového potomstva. Zaroven vylouceni superinfekce poskytuje
viriim ochranu stability jejich genomu a zabraiiuje pfili§ Casté rekombinaci mezi viry.

Castym zptsobem vyloudeni superinfekce je regulace syntézy a dopravovani bunéénych
povrchovych receptort (Garcia and Miller, 1991; Aiken et al., 1994; Hrecka et al., 2005;
Michel et al., 2005; Wildum et al., 2006). Dale viry zabranuji pfichyceni svych konkurentti na
buiiku obsazenim vazebnych mist na bunécnych receptorech (Criddle et al., 2016; Geraghty et
al., 2000), nebo jejich degradaci (Horga et al., 2000; Morrison and McGinnes, 1989; Moscona
and Peluso, 1991; Huang et al., 2008). Po vstupu superinfekéniho viru do buiky existuji
zabrany na mnoha dalSich urovnich. At jiz se jednd o znemoznéni fize viru s membranou
endozomil, zablokovani rozbalovani nukleokapsid, blok v translaci (Walters et al.,, 2004) ¢i
replikaci (Lee et al., 2005; Schaller et al., 2007; Zou et al., 2009; Webster et al., 2013).
Ptehled mechanismi vylouceni superinfekce a virt, u kterych byl popsan je uveden v tabulce
Cislo 1.

Zkratka teceno, mechanismu, kterymi dochéazi k vylouceni superinfekce, je cela Skéla a
pravdépodobné existuji i dalsi, které nebyly dodnes objeveny a popsany. Dukladnéjsi studium
by bylo vhodné zejména u heterologni interference, kde jsou zatim poznatky znatelné slabsi, 1
kdyz by mohly pomoci v fadé odvétvi. At jiz se jedna o pfedpovidani virovych epidemii, diky
korelacim mezi sezonnimi epidemiemi respiracnich onemocnéni, nebo napiiklad diagnostiku.
Dnes se naptiklad vylouceni superinfekce bézné€ vyuziva pii diagnostice viru zardének.

Dalsi zkoumani fenoménu virovych interferenci a vylouceni superinfekce se jevi jako
zajimavé, nejen z divodu objasnéni, jak funguji dodnes malo prozkoumané interakce mezi
viry, ale také pro sviij potencidl vyuziti poznatkli o konkrétnich mechanismech vylouceni
superinfekce a ucasti jednotlivych virovych proteinti na nich k vyvoji novych antivirotik.
Vylouceni superinfekce se tedy jevi jako vhodna oblast budouciho studia, nejen pro virology,

ale také epidemiology, diagnostiky a farmakology.
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Tabulka 1: Shrnuti mechanismii vylouceni superinfekce u jednotlivych viri

NDYV - virus Newcastleské choroby, HSV-1 — herpes simplex virus 1, PRV — pseudorabies virus,

SFV — Semliki forest virus, BVDV — virus bovinni diarey, VSV — virus vezikularni stomatitidy.

krok
genom Celed’ virus mechanismus protein
zablokovani
Parainfluenza
. typ 3 Destrukce
Paramyxoviridae . NA
-ssRNA Sendai receptoru
NDV
Orthomyxoviridae Influenza A HN
Vazba na ssRNA snizeni gpl60
Virus lidské
receptor s reverzni Retroviridae . ) exprese Nef
) imunodeficience
transkripci receptoru Vpu
HSV-1
dsDNA Herpesviridae . zablokovani gD
Pseudorabies
vazebnych
Semliki forest ) povrchové
+ssRNA Togaviridae ) mist receptoru )
virus glykoproteiny
A33
Fuze zablokovani
A36
s bunécnou dsDNA Poxviridae Vakcinie fazniho AS6
membranou komplexu
K2
Aura virus
- obsazeni
Ross River
. veétSiny nsP2
virus
Togaviridae S bunéénych
Sindbis virus ]
zdrojt pro
SFV o
replikaci
Rubella virus PS2?
) +ssRNA
Replikace Hepatitida C gen NS5A
E
Virus .
) kompetice o prM
Flaviviridae Zapadonilské )
bunééné zdroje NS4
horecky
2K
BVDV E2
-ssRNA Rhabdoviridae VSv
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