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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva mechanismem pisobeni hostitelského imunitniho systému
proti viru a také strategii unikti vir pred imunitnim systémem, vstupem virti do hostitelské
builkky a modulaci virovych imunomodulétord, které jsou z dostupnych informaci strucné
shrnuty. V praci je také vénovana pozornost b&zné, ale i vyzkumné piimé a nepiimé

diagnostice virovych infekei.
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TITLE

Viral infections with focus on mechanism of viral immune modulators

ANNOTATION

This bachelor’s thesis deals with the mechanism of influencing host immune system against
the virus and also with strategy of viruses to escape before an immune system, entering
viruses into the host cell and modulation of viral immune modulators, which are summed up
from available informations. There is a dedicated attention for common, but also to research

direct and indirect diagnostic of viral infections.
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Uvod

Imunitni systém se brani proti virovym infekcim rlznymi mechanismy. Je ¢lenén
na nespecifickou imunitu, ve které je prvni obranou pfed virem slizni¢ni imunitni systém.
Dalsi obranou jsou nespecifické prostiedky s riznym elimina¢nim u¢inkem infekce, kam patii
napiiklad interferony, fagocytdza nebo NK-buiky. Imunoglobuliny se fadi mezi specifickou
imunitu. Tvoii se po nékolika dnech ¢i tydnech béhem virové infekce. DuleZitou roli hraji
také B a T-lymfocyty.

Viry disponuji fadou mechanismt k priniku do hostitelské bunky. Po priniku do buiky je
zahajena replikace virt, pficemz ma kazdy vir odliSné pomocné proteiny — viroporiny, které
napomahaji v Sifeni infekce. Ukonc€ena replikace davd vznik novym virionim. Viry také
vyvinuly fadu strategii, jak obejit imunitni systém hostitele. Témito strategiemi jsou napiiklad
snizena exprese molekul MHC II, naruseni bunééné signalizace, inhibice apoptdzy nebo
naruSeni komplementového systému. Velkou skupinou jsou virové imunomodulatory, které
chrani virus pfed napadenim slozkami imunitniho systému hostitele. Jsou exprimovany jako
sekretované proteiny s anti-imunitnimi vlastnostmi a ¢leni se do hlavnich tfid, kterymi jsou
inhibitory cytokinti, mimikry cytokintl, inhibitory komplementu a inhibitory proteaz.

V posledni dobé zaznamenala diagnostika virovych infekci velky pokrok. Staré a nové
metody byly kombinovany a mnoho testi bylo automatizovano. Nejbéznéji vyuzivanymi
metodami v pfimé diagnostice jsou polymerdzova fetézova reakce, imunochromatograficky
test a stale 1 kultivace virG. V nepifimé diagnostice jsou nejbéznéji vyuzivanymi metodami
nepiimd ELISA, nepfimd imunofluorescence nebo komplement fixacni test. Vyzkumné
laboratorni metody, jako jsou pritokovd cytometrie, hmotnostni spektrometrie nebo
elektronova mikroskopie, studuji naptiklad rizné faze Zivotniho cyklu viru, ultrastruktury

infikované buiiky nebo detekuji virové kapsidy.
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1 Obrana hostitele proti virové infekci

Kazdy lidsky organismus ma vlastni imunitni systém, ktery ma za Ulohu brénit se
proti virim. Imunitni systém disponuje fadou mechanismu, kterymi rozpozndva antigeny,
na které reaguje. Imunitni mechanismy jsou déleny na nespecifické (pfirozené, vrozené) nebo
specifické (adaptivni, ziskané) a podle efektorti na buné¢né nebo humoralni. [1]

Imunitni odpovéd’ je také podminéna genetickymi faktory. Genetickd rezistence a
geneticka vnimavost zavisi na pasobeni MHC systému. [2]

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny jednotlivé imunologické mechanismy, které

se uplatniuji proti virovym infekcim.

1.1 Nespecificka imunita

Rada mechanismi nespecifickjch obrannych mechanismd brani priniku  virti
do organismu a spuSténi infekéniho procesu. Do obrannych prostiedkli prvni linie patfi
slizni€ni imunitni systém, ktery se cleni napf. na stfevni lymfatickou tkan, lymfoidni tkan
spojenou s pruduskami. Mezi jeden z mechanismu uplatiiujicich se ve slizni¢nim imunitnim
systému je anatomickd struktura dychaciho traktu, kterd zabezpecuje filtraci infekéniho
aerosolu. Hlen, ktery kryje sliznici, je dualezity pro zamezeni adheze virt a jejich naslednou
prepravu pomoci fasinek do nosohltanu z hornich i dolnich dychacich cest. Dale kyselé pH
zaludku a peristaltika, ktera omezuje pfilnuti vird ke sliznici stfeva a zaludku. Epitel, ktery
se rychle obménuje.

Dalsi obranou proti viru jsou nespecifické inhibitory nachazejici se v krvi a sekretech.
Jednd se o mukopolysacharidy s podobnym slozenim jako bunécné receptory. Dochazi
k neutralizaci, usnadnéni seskupeni a mechanické likvidaci ve vazb¢ na virion.

Teplotni faktor — pfi obrannych mechanismech organismu hraje vyznamnou roli teplota.
Pti zvySené teploté organismu dochazi ke snizeni virulence viru a tim tak ke zpomaleni
replikace termosenzitivnich mutant patogennich virt.

Pokud obranné mechanismy prvni linie nestaci, zapoji se do protivirové obrany
nespecifické prostiedky imunitniho systému. Ty jsou zodpovédné za likvidujici ucinek
infekce, vyvolani a fizeni specifické imunitni odpovédi a také posiluji mechanismus ziskané

obrany. [2, 3]

1.1.1 Interferony
Interferony (IFN) patii k humordlni slozce nespecifické imunity. Jsou to cytokiny
s protivirovym u¢inkem. Jejich ptisobenim dochazi K inhibici replikace virti. Dalsi a¢inek IFN
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je aktivace makrofagh a pfirozenych zabijeci (NK-bunky), zvySuji expresi MHC gent,
stimuluji nebo inhibuji bunécnou imunitu a tvorbu protilatek a dalsi. [1, 2, 3, 4]

IFN se rozd€luje do dvou skupin. Prvni skupinou jsou ,,virem vyvolané interferony*.
Mezi n¢ patii IFN-0, ktery je tvofen lymfocyty, monocyty a makrofagy. Maji schopnost
inhibovat mnozeni viru. Dal§im interferonem je IFN-B, produkovan fibroblasty, a IFN-o.
IFN-o 1 IFN-B zvySuji expresi MHC L.

Druhou skupinou jsou ,,imunni interferony*, kam se zafazuje IFN-y. Zdrojem IFN-y jsou
CD8 cytotoxické T-lymfocyty (Tc-lymfocyty), CD4 pomocné lymfocyty (Th;-lymfocyty) a
NK-buniky. Tvorba je navozena virovou infekci. IFN-y je ucinnym induktorem
MHC Il molekul. [1, 2, 3, 5]

Béhem pocatecnich stadii virové infekce existuje rovnovaha mezi virovou propagaci a
mechanismem virové inhibice. Interferonova odpovéd’ je sit’ signalnich drah, které pomahaji
hostitelské burice bojovat proti viru. D¢li se na dvé faze. Prvni je intracelularni faze, ve které
infikovana bunika produkuje IFN. Druhou fazi je intercelularni faze, kde infekci indukované
interferony jsou sekretovany do extracelularniho prostiedi. Sekretované IFN se vazou
na receptory pro interferon v okolnich bunkach. To vede k syntéze antivirovych proteini a
vétsiho poctu IFN. [6]

Mezi interferon-indukované proteiny ucastnici se antivirové obrany ve virem infikovanych
bunikach patii proteinkinaza R, 2’,5-oligoadenylat syntetaza, RNaza L, RNA specificka
adenosin deamindza a Mx protein GTPaza.

Proteinkinaza R je aktivovana autofosforylaci. Po aktivaci katalyzuje intermolekularni
translace poskozenim elf-2B, jenZ je katalyzovany quanin nukleotidovou vyménou. Virova
infekce zpisobi, ze fosforylacni stav elF-2a se zvy$i a mRNA translace se snizi. Aktivace
proteinkinazy R a nasledna fosforylace elF-2a zméni translac¢ni vzor hostitelské bunky.

Interferonem navozend odpoved 2',5'-oligoadenylatu vedouci k degradaci RNA vyzaduje
enzymy 2’°,5'-oligoadenylat syntetazu a RNazu L. 2°,5-oligoadenylat syntetaza katalyzuje
syntézu  2'5-oligoadenylatu. RNaza L se aktivuje vazbou 2'5-oligoadenylatu
oligonukleotidii. Aktivovana RNaza L katalyzuje degradaci virové a bunééné RNA, vcetné
rRNA.

Jednim z dilezitych enzymu v editaci RNA je RNA specificka adenosin deaminaza. IFN-a
a IFN-y navozuji RNA specifickou adenosin deaminazu Kk vyvolani transkripce.

Posttranskripéni uprava v dsRNA, deaminace adenosinu a vymeéna za inosin, poskytuje
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dilezity mechanismus, kterym funkéni aktivita virové a bunééné RNA muize byt zmeénéna.
Tim dochazi k ovlivnéni biologického procesu.

MxA a MxB proteiny patii mezi Mx proteiny GTPazy. Vnitini GTP4azova aktivita je nutna
pro antivirovou aktivitu. Mx proteiny jsou navozeny IFN-a a IFN-B. Jejich tkolem je inhibice
replikace viru. [5]

Mezi dal$i cytokiny s protivirovym u¢inkem patii interleukin (IL) 28A, IL-28B a IL-29
(souhrnné IFN-LA). Zdrojem jsou virem infikované buiiky (napt. dendritické bunky, makrofagy
a rizné nadorové bunééné linie). [1, 7] Jejich funkce se nejvice uplatituje v epitelidlnich
buiikach, kde se podili na specializovanych imunitnich mechanismech, které chrani epitelialni
povrchy podléhajici pusobeni virt. [8] IFN-A se vazou a signalizuji prostiednictvim
receptorového komplexu sloZzeného z IFN-AR1 fetézce a sdileného IL-10R2 fetézce. Nejdiive
se navazou na IFN-ARI fetézec. Tento bindrni komplex zptsobuje rychlou konformacni
zménu, kterd usnadiiuje navazani receptoru druhého fetézce do komplexu. Nasledné
Janus kindza 1 (JAK) a tyrosinkindza 2 zprostfedkuji transfosforylaci fetézcu.
To vede k tvorbé fosfotyrozinu obsahujici peptidové motivy na intracelularni doméné fetézce
IFN-AR1, které poskytuji pfechodnd dokodovaci mista pro latentni pfedem vytvofené
cytosolové proteiny z rodiny signalnich pfenasecu a aktivatoru transkripce (STAT) zahrnujici
STAT1 a STAT2. Signalizace prostfednictvim IFN-a, IFN-B nebo IFN-A receptorového
komplexu vede K tvorbé transkripéniho komplexu interferonem stimulovaného genového
faktoru 3, ktery se sklada ze STATI1, STAT2 a interferon-regulatorového faktoru 9.
Interferonem stimulovany genovy faktor 3 se premisti do jadra, kde se vaze na regulacni
sekvenci ISRE (IFN-stimulated response elements). Dochazi tak k indukci protivirové

aktivity a zvySeni exprese MHC I molekul. [9]

1.1.2 Komplement

Komplement se ftadi k dilezit¢é humoralni slozce pfirozené obrany. Sklada se
ze sérovych protein (C1 — C9), které se méni zneaktivni formy na aktivni — enzymy.
Pfeména neaktivni formy na aktivni probihd kaskadovitou reakci vazby Cl na komplex
antigen-protilatka. Vysledkem je lyza infikované bunky. Pfi navazani komplementu na virion
dochazi k jeho neutralizaci, opsonizaci, usnadnéné fagocytoze a naslednému zniceni virionu.

[2, 3] Komplement také posiluje zanétlivou reakci.

1.1.3 Fagocytoza
K bunécné slozce vrozené imunity Se prifazuje fagocytdza. Fagocyt6za je schopnost
bun¢k pohlcovat castice. Schopnost fagocytovat maji makrofagy, monocyty, bunky
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mononuklearniho fagocytarniho systému, polymorfonuklearni leukocyty nebo buiky
mezenchymalniho piivodu, pfedevsim mikroglie, endotel ¢i retikularni bunky. Takové bunky
maji na svém povrchu receptory pro C3 slozku komplementu a Fc-receptory. Jsou schopné
reagovat na podnéty, které zptisobuji chemotaxi.

Viry neplisobi na mikrofdgy chemotakticky a nejsou tak likvidovany leukocyty. Proto maji
mikrofagy v protivirové obran¢ minimalni vyznam. Naopak dulezity vyznam v nespecifické
obran¢ proti virim maji makrofagy, které jak jiz bylo zminéno, pohlcuji a degraduji viry.
Produkty jejich destrukce nasledné¢ predkladaji jako antigeny imunokompetentnim
lymfocytim a v pfitomnosti specifickych protilatek vznikaji imunokomplexy, které
makrofagy navazi na své Fc-receptory a pohlti je. Makrofagy jsou aktivovany lymfokiny,
které zesiluji virocidni Gc¢inek a fagocytozu. Mimo jiné produkuji monokiny. Jeden
z nejvyznamngéjsich je IL-1. Pokud maji makrofagy vazané protilatky na Fc-receptor, pasobi
cytotoxicky na infikované bunky. Jedna se o cytolyzu, ktera je zavisla na protilatkéach.

Permisivni butika k virové infekcei je buiika, kterd je metabolicky vybavena k uskute¢néni
replikace a muze tak dojit k mnozeni viru, tedy pohlceni virionu, obnaZeni genomu a

naslednému startu replikace. [2, 3]

1.1.4 NK-buiky

Mezi dalsi bunéénou slozku nespecifické imunity patii NK-buiky. Radi se
mezi cytotoxické bunky lymfocytl s povrchovym znakem CD3-, CD16+ a CD56+. Jejich
ulohou je likvidace nadorovych a infikovanych bunék virem. NK-bunky maji 2 typy receptort
(stimulaéni a inhibi¢ni). Inhibi¢ni receptory rozpoznavaji MHC 1 (pfitomen
na téméf vSech neinfikovanych bunkach). V ptipadé ztraty MHC 1 z bun¢k v dasledku infekce
nebo transformace vede k aktivaci NK-bun¢k. Po aktivaci NK-bunék dochazi k lyze cilovych
bunék a sekreci nékterych cytokini, zejména tumor nekrotizujiciho faktoru (TNFa) a IFN-y.
Dochazi tak ke vcasné inhibici replikace viru. Jsou stimulovany spolecné pusobicim
IL-2 s IFN a nékterymi glykoproteiny viru. Po zahajeni infekce se vétSinou ucinek NK-bunék

uplatni po 1-2 dnech. [2, 3, 10]

1.1.5 Zanét

Zanét je komplex obrannych reakci, ktery reaguje na poskozeni tkani a bun€k v organismu.
[1]

Viry vyvolavaji zanét tim, Ze vniknou a zni¢i buiiky téla. Projevem zanétu je zarudnuti,
teplo, otok, bolest a porucha funkce. Zarudnuti je zpiisobeno dilataci malych krevnich cév
v oblasti zanétlivého loziska. Teplo je dasledkem zvySené¢ho prutoku krve loziskem a je
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zaznamenavano pouze v perifernich ¢astech téla, jako je kiize. Otok je zplisoben piedevsim
hromadénim tekutiny mimo cévy. Bolest je spojend s narusenim tkané zptisobené otokem
a také je vyvolana uréitymi chemickymi mediatory zanétu, jako je bradykinin, serotonin a
prostaglandiny. Ztrata funkce je zplsobena poskozenim tkan¢ nebo vyplyva z bolesti
¢i tézkého otoku, kterd brani pohybu.

V prvni fazi zanétu dochazi k vazokonstrikci poranéné tkan¢ a nasledné vazodilataci.
Zvysuje se pritok krve. Cévni sténa je vice propustnd. Exsudat bohaty na bilkoviny
se dostava do tkani a koagulacni faktory v exsudatu pomahaji pfedchazet Sifeni vira v téle.
Jiné proteiny zahrnuji protilatky, které pomdhaji nicit vpadnuté viry. Leukocyty migruji
ke sténé cévy.

Druhou fazi je bunéna zména. Bilé krvinky se akumuluji v misté poranéni. VétSina
z téchto bunék jsou fagocyty, které fagocytuji viry nebo zbytky zni¢enych bunék, a neutrofily,
které ni¢i enzymy a proteiny.

Ve tieti fazi se zapojuji chemické mediatory zanétu uvolnéné z Krevni plazmy, bilych
krvinek (bazofily, neutrofily, monocyty, makrofagy), krevnich desti¢ek, Zirnych bunék,
endotelovych bun¢k a poskozenych bun¢k z tkdn€. Mezi jeden z nejzndméjSich mediatora je
histamin, ktery vyvolava vazodilataci a zvySuje vaskuldrni permeabilitu. Mezi dalsi latky
podilejici se na zvySeni permeability jsou lysozomalni slouc¢eniny uvoliiované z neutrofild.
Mnoho cytokinli ma vazoaktivni a chemotaktické vlastnosti (chemokiny — viz. kapitola 2.3.3).
Prostaglandiny zvySuji u€inek jinych latek, které podporuji cévni propustnost. Leukotrieny
jsou syntetizovany z kyseliny arachidonové a fadi se mezi dal$i chemické mediatory
s vazoaktivni funkci. Dal$imi mediatory zanétu jsou kininy, komplement, koagulacni faktory
a fibrinolyticky systém. Aktivované proteiny komplementu slouzi jako chemotaktické faktory
neutrofilii, zvySuji vaskularni permeabilitu a stimuluji uvolfiovani histaminu ze zirnych
bunck. Kininovy systém aktivovany koagulacnim faktorem XII produkuje latky, které také
zvySuji vaskuldrni permeabilitu. Koagulaéni systém meéni fibrinogen na fibrin, ktery je hlavni
slozkou tekutiny exsudatu. Fibrinolyticky systém pfispiva k zadnétu prostfednictvim tvorby
plazminu §tépici fibrin na produkty, které maji vliv na cévni propustnost.

Posledni ¢tvrtou fazi je faze hojeni a regenerace. Poskozené buiiky proliferuji a regeneruji.
[11]

Dusledkem zanétu mize byt exsudat, zjizveni tkdn€ nebo vznik nadort.
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1.2 Specificka imunita

Specificka imunita se aktivuje po setkani s danym antigenem z velké €asti v sekundarnich
lymfatickych organech. Dojde k aktivaci slozek s antigenné specifickymi receptory pro dany
antigen.  Specifickd imunitni reakce se uplathuje az po nékolika dnech

¢i tydnech. Na rozdil od nespecifické imunity ma imunologickou pamét’. [12]

1.2.1 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny nebo téz protilatky a patii k humoralni slozce imunity.
Produkuji je plazmatické buniky a B-lymfocyty. Specificky se vazou na antigen. Protilatky
se nachazeji rozpusténé v télnich tekutinach, zejména v krevnim séru. Rozdéluji se do 5 tfid,
»izotopu®. [2]

IgG se vyskytuje jako monomer a je procentudlné nejvice zastoupen v krvi. Uplatiiuje se
pfi neutralizaci virl. Dalsi ucinek IgG je opsonizace a je typicky pro sekundarni odpovéd.
Ptitomny v krvi mtize byt 1 nékolik let po infekci. Pro jeho malou molekulovou hmotnost
muze prochézet z krevnich cév do dal$ich télesnych tekutin.

IgM je pentamerem. Objevuje se Vv primarni odpovédi a nasledné je nahrazen I1gG.
Pfitomnost IgM v séru znaci probihajici infekci. Vyznacuje se také opsonizaci. Ze vSech
imunoglobulin ma IgM nejvétsi molekulovou hmotnost.

IgD spole¢né s IgE maji nejnizsi sérovou koncentraci. Na B-lymfocytech tvoii IgD
receptory pro antigen. [2, 13]

IgA se vyskytuje jako dimer. Je obsazen v sekretech slin, sliznic a matefském mléce.
Viéze se na mikroorganismy a brani jejich adherenci na epitel. Miize neutralizovat virus a je
procentualné druhym nejvice obsazenym imunoglobulinem v Krvi. Pokud je IgA v krvi, mize
to znamenat chronickou virovou infekci. [2, 3, 13]

Imunoglubuliny IgA, IgM a IgG se nejvice prosazuji v obrané proti virim. [2]

1.2.2 Mechanismus pusobeni protilatek

Protilatky jsou pii protivirové obrané¢ velmi dilezité. Neutralizace viru je jeden
znejvyznamngjSich  ucinkd.  Protildtka musi mit urCitou, vysokou  afinitu,
aby se navazala na epitop virionu. Dojde k blokaci virovych povrchovych receptorti a také
vznika imunokomplex antigen-protilatka, ktery ma stimulujici ucinek pro fagocytozu. Tim
se zabrani pfilnuti viru na hostitelskou buiiku. [2, 3, 14]

Dalsim ucinkem protilatek je aktivace komplementu. Dochazi ke zniCeni obalenych viri

nebo lyze bunck, které jsou infikované. Na lyze infikovanych bunék se také podili
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na protilatkach cytotoxicka aktivita lymfocytl, neutrofili a makrofagi. Obsahuji
Fc-receptor, kterym se vazi s protilitkou na povrchovy antigen obaleného viru nebo
infikované bunky. [2, 3]

Capping je dalsim ucinkem protilatek. Virové antigeny se shlukuji v buné¢né membrané a
nasledné tyto shluky jsou odtrhnuty buiikou.

Dal§im obrannym mechanismem protilditek je modulace exprese virovych antigend.
Spoleéné s capping vedou K inhibici replikace vird. Naopak za vhodnych podminek, snizeni

hladiny protilatek, mohou napomahat perzistenci viru. [3]

1.2.3 B-lymfocyty

B-lymfocyty patii do bunécéné slozky specifické imunity. Nejvice B-lymfocyt se nachdzi
Vv lymfoidnich organech. [3] Produkuji protilatky po aktivaci s antigenem. Vytvofi se komplex
antigen-protilatka, ktery je nasledné pohlcen fagocyty. Neékteré B-lymfocyty

se méni na bunky pamétové. [15]

1.2.4 T-lymfocyty

T-lymfocyty, stejn¢ jako B-lymfocyty, jsou soucasti specifické bunéné obrany. Prevazné
se nachazi v lymfatickém obéhu a krvi. V pfitomnosti antigenu dojde k proliferaci a
diferenciaci T-lymfocyti na efektorovou buiiku. Obsahuji specifické T-bunééné receptory,
které reaguji jen s antigeny svazanymi s glykoproteiny vlastntho MHC.

Rozeznavaji se 2 zakladni typy T-lymfocyti. Prvnimi jsou Th-lymfocyty s membranovym
znakem CD4, které se diferencuji na efektorové bunky po jejich aktivaci. Dalsi funkci je
aktivace makrofagli, produkce lymfokinl a vznik imunopatologickych reakci.

Druhym typem jsou supresorové T-lymfocyty (Ts-lymfocyty) a Tc-lymfocyty
s membranovym znakem CDS, které se zapojuji zejména v protivirové obrang. [3]

Existuji 1 dalsi druhy T-lymfocytd, a to pamétové, regulujici, yd T-lymfocyty.

1.2.5 Mechanismus pusobeni buné¢né imunity

Th-lymfocyty rozpoznavaji peptidy virt pomoci antigen prezentujicich bunék, které jsou
ve spojeni s MHC II. Po setkani s antigenem dojde k aktivaci Th-lymfocytt a transformaci
na Thy bunky, které produkuji cytokiny TNF-B, IFN-y a IL-2. IL-2 stimuluje
Tc-lymfocyty k ¢innosti.

Dale Tc-lymfocyty rozpoznavaji a eliminuji infikované buiiky tim, Ze rozeznavaji peptidy
virQh zastoupené na membrané ve spojeni s MHC 1. Ke zniceni infikované buiiky je nutna

piima interakce Tc-lymfocytd s virem napadenou bunkou. [2, 14]
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1.3 Dynamika obrannych mechanismi imunitniho systému

Obrazek 1 ukazuje, ze Vv pocatecni fazi infekce, béhem né&kolika hodin, se jako prvni
uplatiiuji IFN-a, IFN-B a dalsi cytokiny s prozanétlivym tc¢inkem, napt. TNF-a, IL-1, IL-6.
V pozdni fazi se zapojuji IFN-y, IL-2, IL-12. Béhem 2-4 dnl se zapojuji NK-builky a
ve stejnou dobu vrcholi viremie s klinickymi pfiznaky. Nasledn¢ se uplatiiuje specificka
imunita, pfedev§im Th-lymfocyty, které produkuji dalsi cytokiny, a Tc-lymfocyty. Jako
posledni se zapojuji protilatky. Uplatiiuji se vétSinou po ustupujicich klinickych piiznacich,
a to 14-21 dni po infekci. [14]

U vakcinovanych jedincti nebo reinfekci se uplatituji pametové bunky a imunitni odpovéd’

je tak rychlejsi.
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Obrazek 1: Dynamika obrannych imunitnich mechanismi v primérni infekci, pfevzato z [14].
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2 Mechanismy vira proti hostiteli

Viry ve snaze invaze do hostitelské bunky vyuzivaji rizné zpusoby vniknuti a obchazeni

imunitni hostitelské odpoveédi.

Cilem této kapitoly je shrnuti mechanismu virovych tnikt pfed hostitelem, virovych

imunomodulatora a také zivotniho cyklu a vstupu viru do bunky hostitele.

V soucasné dobé je popsano velké mnozstvi virt. Pro piehlednost je zde uveden vycet

1ékatsky vyznamnych virl a jejich zatazeni do Celedi a rodd podle typu nukleové kyseliny,

genomu (polarita) a strategie replikace (tabulka 1 a 2). [2]

Tabulka 1: Prehled RNA virti. Pfevzato a upraveno z [16].

Charakteristika

Celed’

Rod

Nejvyznamnéjsi druhy

Neobalené viry s kubickou
symetrii; jednovlaknova
RNA
(+ polarity)

Picornaviridae

Enterovirus

poliovirus I, I1, HI; viry
Coxsackie; ECHO viry

Rhinovirus

lidské rhinoviry

Hepatovirus

virus hepatitidy A (HAV)

Aphtovirus virus slintavky a kulhavky
Cardiovirus viry encefalomyokarditidy
o Norovirus virus Norwalk
Caliciviridae i i
Sapovirus virus Sapporo

Astroviridae

Mamastrovirus

lidské astroviry

Calicivirus-like

neuréena virus hepatitidy E (HEV)
Orthoreovirus | lidské reoviry
Neobalené viry s kubickou Rotavirus lidské rotaviry
symetrii; dvouvlaknova Reoviridae Orbivirus skupina vira Kamerovo
segmentovana RNA . virus coloradskeé klistové
Coltivirus
horecky
i virus Sindbis; virus
o Alphavirus .
Togaviridae chickungunya
] Rubivirus virus zardének
Obalené viry s kubickou
o virus zluté zimnice; virus
symetrii; jednovlaknova .
dengue I-1V (DENV); virus
RNA o
. . Flavivirus klistoveé encefalitidy; virus
(+ polarity) Flaviviradae

zapadonilské encefalitidy; virus
Zika

Hepacivirus

virus hepatitidy C (HCV)




Obalené viry s helikalni
symetrii; jednovlaknova

RNA (+ polarity)

Coronaviridae

Coronavirus

lidské koronaviry; ptiivodce
SARS

Obalené viry s helikalni
symetrii; jednovldknova

RNA (- polarity)

Paramyxoviridae

Respirovirus

viry parainfluenzy 1 a 3;

virus Sendai

viry parainfluenzy 2 a 4;

Rubulavirus ) -
virus parotitidy
Avulavirus virus newcastleské choroby
o virus spalni¢ek; virus dobytciho
Morbilivirus
moru
Henipavirus viry Nipah a Hendra

Pneumovirus

respiracni syncycialni virus

(RSV)

Metapneumovirus

lidsky metapneumovirus

Filoviridae

Ebolavirus

virus horec¢ky Ebola (EboV)

Marburgvirus

virus horecky Marburg

Rhabdoviridae

Lyssavirus

virus vztekliny

Vesiculovirus

virus vesikularni stomatitidy

Orthomyxoviridae

Influenzavirus

viry chiipky A, B, C

Orthobunyavirus

skupina kalifornskych virt;

skupina Bunyamwera

virus horecky papataci; virus

Obalené viry s helikalni . Phlebovirus .
Bunyaviridae horecky udoli Rift
symetrii; jednovldknova i
o virus krymsko-konzské
segmentovana RNA Nairovirus )
. hemorhagické horecky
(- polarity) | |
Hantavirus virus Hantaan
o . virus horecky Lassa; virus
Arenaviridae Arenavirus
lymfocytarni choriomeningitidy
neurcena Deltovirus virus hepatitidy D (HDV)
Obalené viry s kubickou o virus lidského imunodeficitu 1 a
Lentivirus

symetrii; obsahuji dvé
jednovlaknova RNA
(+ polarity) a reverzni

transkriptazu

Retroviridae

2 (HIV)

Deltaretrovirus

lidsky T-lymfotropni virus 1
(HTLV)

Spumavirus

lidsky vakuolizujici virus

24




Tabulka 2: Ptehled DNA viri. Pfevzato a upraveno z [16].

Charakteristika

Celed’

Rod

Nejvyznamnéjsi druhy

Neobalené viry; o Erythrovirus parvovirus B19
Parvoviridae i
jednovlaknova DNA Dependovirus adenoasociované viry (AAV)
Neobalené viry; o ] viry JC a BK; opi¢i virus
Polyomaviridae Polyomavirus
dvouvlaknova DNA SV40

Neobalené viry;

Papillomaviridae

Papillomavirus

viry bradavic

dvouvlaknova DNA
Neobalené viry; o ) ) )
Adenoviridae Mastadenovirus | lidské adenoviry
dvouvldknova DNA
) ] virus herpes simplex (HSV 1 a
Simplexvirus
2)
Varicellovirus Varicella zoster virus (VZV)
] virus Epsteina a Barrové
Lymphocryptovirus
(EBV)
Obalené viry; o ) lidsky cytomegalovirus
Herpesviridae Cytomegalovirus
dvouvlaknova DNA (CMV)

Roseolovirus

lidsky herpeticky virus 6
(HHV®6); lidsky herpeticky
virus 7 (HHV 7)

Radinovirus

lidsky herpeticky virus 8
(HHVS8)

Obalené viry;

dvouvlaknova DNA

Hepadnaviridae

Orthohepadnavirus

virus hepatitidy B (HBV)

Obalené viry;
dvouvlaknova DNA,

komplexni stavba

Poxviridae

Orthopoxvirus

virus varioly; virus vakcinie;

viry zvifecich nestovic

Parapoxvirus

virus paravakcinie; virus Orf

Yatapoxvirus

virus Yaba; virus Tana

Moluscipoxvirus

virus molluscum contagiosum

2.1 Zivotni cyklus viru a vstup viru do buiiky

Z biologického hlediska jsou viry infekéni agens, ktera se replikuji pouze uvnitt zivého

organismu. Virové genomy koduji strukturdlni proteiny pro tvorbu viriond. Koéduji takeé

enzymatické a pomocné proteiny, které napomahaji infekci a replikaci. Mezi jeden

Z pomocnych proteinit je viroporin. Viroporiny jsou malé, hydrofobni transmembrénove
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virové proteiny, které oligomerizaci tvofi hydrofilni poéry v hostitelskych bunéénych
membrandch. Pomahaji v nekterych stadiich virového Zivotniho cyklu (od pocatku replikace
genomu az po uvolnéni viru). Kazdy vir ma odlisné viroporiny s riznou funkci v zavislosti
na bunééném misté¢ v priabéhu zivotniho cyklu, napf. viroporin M2 chiipkového viru A
s funkci obnaZeni genomu nebo Vpu viroporin HIV-1 s funkci degradace CD4. [17]

Zivotni cyklus je schematicky zndzornén na obrazku 2. Za¢ind navazanim viru
na cilovou bunku, penetraci virionu do bunky, dekapsidaci, replikaci virového genomu,
transkripci, translaci, maturaci viriond a kon¢i uvolnénim novych viriont z buiky.

Cilem virové Castice je transport genomu v replikacné-kompetentni bunice. [18]

o

-

Obréazek 2: Schéma zivotniho cyklu viru. Upraveno a pievzato z [19].

2.1.1 Adsorpce virionu na povrch buiiky

Pocatecni setkani a adsorpce viru k hostitelské buiice je zprosttedkovano pomoci virovych
povrchovych slozek — ligandli a receptorii nachazejicich se na plazmatické membrané
cilovych bunék. Tyto prvni interakce jsou nespecifické a zpisobené elektrostatickymi silami.

Nésledné interakce jsou jiz specifické, zapojuje se vice receptorli. Receptory jsou bunécné
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povrchové molekuly (bilkoviny, sacharidy nebo lipidy), které poskytuji funkce nezbytné
pro infekéni proces. [2, 20, 21] Kazdy vir se vaze na rizné receptory. To zvySuje aviditu, ale
také tvorbu mikrodoménovych membran bohatych na receptory, které mohou vyvolat
endocytézu. Po navazani viru na povrch builky a pted internalizaci se pohybuje vir bocné

podél povrchu buiiky. Pohyb mize byt zptsoben difuzi. [18]

2.1.2 Prinik viru do buiky

Penetrace zahrnuje pfenos genomu a pomocnych proteinli do cytosolu. VétSina vir
vyuziva ke vstupu do hostitelské bunky procesu endocytézy. Pro vstup viru existuje nékolik
mist, a to cytoplazmaticka membrana, ¢asny endozom, zraly endozom, makropinozom a
endoplazmatické retikulum. [18]

Po penetraci viry a virové kapsidy vyuzivaji cytoplazmatickych transportnich systému
bunky k pfesunu na misto replikace v cytosolu (RNA viry) nebo jadie (DNA viry).

Jakmile jsou membrany v tésné blizkosti, dochdzi k priiniku obalenych virih membranovou
fuzi, ktera je zprostiedkovavana specifickymi membranovymi glykoproteiny. [21] Béhem
fuze dochazi ke splynuti vird s buiikou. Vysledkem je pak uvolnéni virové kapsidy
do cytosolu. [18]

Mechanismy priniku neobalenych virti jsou méné dobie charakterizovany. Adenoviry
zpusobuji Iyzu endozoml umoznujici unik do cytosolu. Piconaviry podléhaji konformacnim
zménam, které umoznuji Casticim vytvaret pory. Pres tyto pory je virova RNA uvolnéna
do cytosolu. Polyomaviry prochazeji endoplazmatickym retikulem a vyuzivaji vyhod drahy
degradace spojené s endoplazmatickym retikulem ke vstupu do cytosolu.

V cytosolu viry a virové kapsidy musi najit cestu k replikaci v jadfe nebo specifickych
mistech v cytoplazm¢. Mnoho proteint pracujicich jako molekuldrni motory (napf. dynein,
dynactin) umoziiuji pohyb podél mikrotubuli smérem k jadru. Pro transport do jadra se vazou
jaderné importni receptory pomoci virovych kapsidi nebo genomu k jadernému pérovému
komplexu.

Viry s velkymi kapsidami (napt. herpesviry, adenoviry) jsou pfili§ velké k priniku do jadra
skrz jaderny porovy komplex. Vyvinuly proto mechanismus k uvolnéni genomu a jeho prinik
pies jaderny porovy komplex.

Viry s mensimi kapsidami (HBV, polyomaviry) mohou projit pies péry v neporuSeném
nebo upraveném tvaru. Virus chiipky vyfesSil problém nadmérné velikosti genomu jeho

rozdélenim do osmi separovanych RNA segmentli, které jsou individudlné zabaleny
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do virovych ribonukleoproteind. Tyto virové ribonukleoproteiny jsou dostate¢né malé

pro vstup pies pory a kazdy obsahuje lokaliza¢ni signal nezbytny pro import do jadra. [18]

2.1.3 ObnaZeni genomu

Dalsim krokem procesu vstupu viru do buiiky je dekapsidace. Obnazeni genomu z pravidla
nastane, jakmile virovy kapsid dosahl konecného umisténi. Nicméné obnazeni genomu
nastava u vira s velkymi kapsidy v riznych fazich penetrace. Mechanismus obnazeni genomu
je ruzny. Nekteré viry se spoléhaji na hostitelské bunééné faktory k destrukci virovych obalil
(ribozomy, proteazomy, molekularni motory), zatimco jini zapojuji své vlastni strukturalni
slozky (proteolytické enzymy). Adenoviry vyuzivaji dynein, kinetin a nukleoporiny k otevieni

virovych kapsidd, které jsou ptipojeny k jadernému pérovému komplexu. [18]

2.1.4 Replikace a exprese virového genomu

V replikaci virového genomu dochazi jednak k replikaci, dale pak transkripci mRNA a
translaci.

Béhem replikace DNA virG nejdiive bunécné DNA polymerazy piepisuji vlakna DNA
do komplementarnich vldken. Dochazi k transkripci mRNA, ktera se uskuteciiuje zejména
Vv jadre.

Pii genové expresi je mRNA piekladana na ribozomech do polypeptidi. Podle usporadani
virového genomu probiha transkripce a translace nékolika zptisoby (obrazek 3).

RNA viry vyuzivaji své vlastni enzymy k syntéze mRNA, ktera se déje oproti DNA virtim
V cytoplazmé (mimo retroviry, viry influenzy). Dalsi odliSnosti je vyuziti enzymu RNA
dependentni RNA polymerazy k replikaci a transkripci. Také u RNA virG dochazi k riznym
zpusobum transkripce vlivem odliSnych genomu.

Polarita virové RNA je dulezitym faktorem transkripce. V ptipadé jednovlaknovych virt
S pozitivni polaritou genomu nahradi RNA svou podobou mRNA. V ribozomech tak dojde
k ptekladu na proteiny. Samotna replikace je zahdjena vznikem RNA polymerazy.

U jednovléknovych nebo dvouvlaknovych RNA virti s negativni polaritou genomu je RNA
funkéni RNA polymerazu v nukleokapsidé.

Viry sreverzni transkripci vyuzivaji reverzni transkriptazu k ptepisu (+)ssRNA
do dvouvlaknové DNA. Tim vznika tzv. provirus, ktery je pfenesen pomoci enzymu integrazy
do chromozomu hostitelské buinky. Nasledné dochdzi k piepisu a piekladu proviru

do virovych proteint. [2, 3]
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Obrazek 3: Genova exprese riznych vird v zavislosti na typu nukleové kyseliny. Pfevzato z [22].

2.1.5 Maturace a uvolnéni virovych partikuli z hostitelské bunky

V misté replikace genomu se shlukuji strukturdlni proteiny neobalenych virti a vytvateji
kapsidy, kde se nachéazi i nukleova kyselina. Vé&tSina neobalenych virG je uvolnéna lyzou
buiiky. Naopak u obalenych viri dochazi k puceni.

Nové vzniklé neobalené viry vyuZivaji obracenou pinocytézu K opusténi bunky nebo
dochazi k 1yze bunky a naslednému uvolnéni.

Mezi dal§i zplsoby uvolnéni virionli patfi prostup mezibunéénymi kandlky a prestup

do sousednich bunék po fizi cytoplazmatické membrany. [2]

2.2 Strategie uniki virt pred imunitni odpovédi hostitele

Hostitel si vyvinul imunitni systém schopny napadnout viry a infikované buiiky, ale také
viry vytvorily fadu mechanismd uniki pfed imunitnim systémem hostitele. Cim v&tsi je
virovy genom, tim rozmanitéj$i mechanismy jsou pouzity k prodlouzeni ¢asového okna
pro virovou replikaci a Sifeni virovych Céstic. Strategie Uniku pied imunitni odpovédi se déli
na tfi zékladni Casti imunitniho systému, a to humordlni imunitni reakce, kdy strategie
umoziiuji neobjeveni viru pied humoralni imunitni odpovédi, napf. zménou
imunodominantnich epitopti. Dalsi ¢asti je bunéénad imunitni odpovéd’, kdy strategie narusuji

fungovani buné¢né imunitni odpovédi tim, ze poSkozuji funkci NK-bun¢k. Posledni ¢asti je
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imunitni efektorovad funkce, kdy strategie narusuji imunitni efektory, napt. expresi cytokinti
nebo zablokovanim apoptozy. Clenové rodiny Herpesviridae jsou schopni zasahovat
do imunitniho systému hostitele téméf na kazdé tUrovni imunitniho plisobeni.
Napft. protilatkami rozpoznany virovy epitop, prezentace virovych peptidai MHC | a I,

aktivace komplementu a aktivace apoptdzy. To vSechno mtize byt naruseno herpesviry. [23]

2.2.1 Oslabeni humoralni imunitni odpovédi

Virus chiipky je typickym ptikladem viru, ktery G¢inn€ a efektivné plisobi na antivirovou
imunitu bunék. Virus chiipky typu A vede K rozsahlym epidemiim po celém svété. Byly
zpusobeny jedinym podtypem viru. Lidské télo muze rychle eliminovat virus tim, Ze vytvoii
ochrannou imunitu proti viru, pfedev§im sméfovanim neutraliza¢nich protilatek
proti hlavnimu povrchovému proteinu hemaglutininu chiipkového viru. Nicméné chiipkovy
virus A vyvinul dvé formy antigennich zmén, aby nebyl eliminovan. Jednou z forem je
antigenni drift, ktery je zplsoben bodovymi mutacemi geni kodujicimi hemaglutinin a
neuraminidazu. To muze vést k tniku virovych variant pfed neutralizujicimi protilatkami
oslabenim vazby protilatek k epitoptim. Druhou formou je antigenni shift. RNA segmenty
se vyméni mezi virovymi kmeny v sekundarnim hostiteli, coz mlize vést k vyznamnym
zménam proteinu hemaglutininu na virovém povrchu. V takovém piipadé protilatky

produkované v reakci na piedchozi infekce nemohou rozpoznat virus. [23]

2.2.2 Oslabeni bunécéné imunitni odpovédi

Bunééné zprostiedkovavana imunitni odpovéd’, zejména CD8+ a Tc-lymfocyty, hraji
dilezitou roli pfi eliminaci virové infekce. Proto viry Casto interferuji s aktivaci CD8+ a
CD4+ blokovanim prezentace antigenu v kontextu s MHC I a II. Kazdy krok v ramci MHC 1
a Il biogeneze a transportni cesty je ,,pozvankou’ pro manipulaci virti.

NarusSeni proteazomalni degradace. Peptidy, které jsou prezentovany v kontextu
s MHC I jsou vysledkem degradace virovych proteint proteazomil v cytosolu. Proteazomalni
degradace je zavisld na proteolytickém Stépeni specifickych sekvenci uvnitf proteinu.
Upravou ¢&asti genomu, a tim i Gprava virového proteinu, virus maZe uniknout zpracovanim
proteini  do  peptidi. Kodovany nuklearni antigen EBNA-1 EBV  unika
Tc-lymfocytim a koduje mechanismus k inhibici tvorby epitopi. Exprese matrice proteinu
pp65 (UL83) CMV vede k fosforylaci nékolika proteint. Fosforylace zbytku threoninu uvniti
okamzitych-Casnych proteinit mize omezit pfistup proteinu k proteazomalni degradaci nebo

presmérovat protein na jinou cestu degradace.
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NaruSeni peptidovych transportéri spojenych se zpracovanim antigeni. Peptidy
projdou membrénou endoplazmatického retikula prostiednictvim translokace transportéri
spojenych se zpracovanim antigenli, kde jsou peptidy zkraceny a nasledné¢ navazany
do MHC I. HSV 1 a 2 koduje cytoplazmaticky protein ICP47, ktery blokuje prezentaci
virovych peptidd MHC I blokovanim peptidové vazby transportérl spojenych se zpracovanim
antigent prostfednictvim soutézivych peptidi. Protein E3-19k adenoviru je syntetizovan
na membrané vazanych ribozomul v hostitelské¢ buiice a nésledné translokovan pies drsné
endoplazmatické retikulum a glykosylovan. V endoplazmatickém retikulu proteiny vazané
na MHC 1 tézkych fetézci s vysokou afinitou inhibuji termindlni glykosylaci antigeni
MHC I. Tim zabranuji translokaci na povrch bunék. Cytoplazmaticky HIV-1 Nef polypeptid
je zodpovédny za snizeni exprese MHC I molekul. Nef je exprimovan v prvnich fazich virové
infekce a je navrzen k napojeni MHC I molekul ke klathrinem obalené jamce za ucasti
endocytozy plazmatické membrany a Golgiho aparatu. Také Nef snizuje expresi CD4 stejnym
mechanismem. Krom¢ mechanismil, které interferuji s MHC I na povrchu bunék, vyuziva
CMV radikalnéjsi piistup. Exprese proteini US2 a US11 vede k degradaci MHC I. MHC |
molekuly jsou transportovany z endoplazmatického retikula zpét do cytosolu, kde jsou
degradovany proteazomem. Protein Vpu HIV-1 je maly integralni membranovy fosfoprotein
s ttemi funkcemi. Jednd se o sniZzeni exprese MHC I molekul, zvétSeni virové Castice
z plazmatické membrany infikovanych bunék a degradace virového koreceptoru CD4. HHV-7
koduje protein U21, ktery se vaze a odkloniuje MHC I molekuly z endoplazmatického retikula
do lysozomu. HHV-8 koduje K3 a K5 protein, ktery odstrafiuje molekuly MHC I z bunééného
povrchu. Proteiny tak rychle vyvolaji endocytdézu molekul.

Indukce funkéni paralyzy dendritickych bunék. Dendritické buiiky (DC) maji za ulohu
zpracovavat a prezentovat antigeny. Nezralé DC v periferni tkani piebiraji a zpracovavaji
antigeny, které nejsou télu vlastni. Po kontaktu s takovym antigenem zacinaji dozravat. Zralé
DC maji snizenou kapacitu zpracovani antigenu a zvysuji bunééné povrchové exprese MHC a
kostimulaci molekul. CMV muze infikovat nezralé DC a indukuje tak funkéni paralyzu.
Je snizena exprese MHC molekul a kostimulace molekul. Molekuly se stanou nereagujici a
nedozravaji. Ztraci schopnost vylucovat IL-2, IL-12 a vyvolat uc¢innou odpoveéd
T-lymfocyti. Pozdné infikované buitky CMV mohou vylucovat rozpustné faktory, jako je
transformujici rastovy faktor B1, ktery interferuje s dozravanim DC. Vysledkem je kiiZzova
prezentace proteinu pp65 a odpovéd’ CD8+ T-lymfocytl je blokovana. [23]

SniZena exprese MHC II molekul. CMV je schopna zasahovat do CD4+ T-bunééného

rozpoznavani infikované bunky inhibici MHC II endotelialnich a epitelidlnich bun¢k. VZV
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inhibuje expresi STATla a JAK2 a tim inhibuje transkripci IFN regula¢niho faktoru 1 a
MHC II transaktivatoru. Exprese proteinu US2 CMV zptsobuje degradaci dvou zékladnich
proteini MHC 11, a to HLA-DM-a a HLA-DR-a. Exprese US2 snizi nebo zrusi schopnost
prezentovat antigeny CD4+ T-lymfocytim. Také zpusobuje ,,neviditelnost” infikovanych
makrofagl pro CD4+ T-lymfocyty. Tato vlastnost je dllezita pro reaktivaci viru.

Vyhnuti se likvidaci NK-buiikami. CMV se vyhyba zabijeni NK-buiikami expresi
MHC homologt, které zapojuji inhibi¢ni receptory NK-bunék a putisobi jako ochrana
pred cytotoxicitou NK-buné¢k. CMV koduje glykoprotein (gp) UL18 homolog, ktery vaze
endogenni peptidy. CMV exprimuje také ULI16, ktery vaze ¢leny MHC | (UL-16 vazajici
protein a polypeptidova sekvence B piibuzna s MHC I). Jsou to ligandy pro receptor
aktivujici NK-buiiky, NKG2D / DAP10 a tato interakce je blokovana rozpustnym UL16.

Antigenni varianty T-buné¢nych epitopii. Antigenni varianty maji vliv na bunécnou
imunitni odpovéd’. Uginnost zpracovani a prezentace epitopti Tc-lymfocytd je urdeno
sekvenci epitopd, ale také zbylych ¢asti obklopujici protein. Proto varianty v relativné Siroké
oblasti mizou vést k pozménéni peptidi vazajicich MHC nebo sniZzeni afinity interakce
peptid-MHC, coz vede k nestabilnim peptid-MHC komplextim. Nap#. u HIV infikovanych
jedincii se vyvijeji varianty, ve kterych jsou epitopy peptidit mutovany. Tyto epitopy funguji
jako antagonisté a aktivné umlcuji T-lymfocyty specifické pro HIV. [23]

2.2.3 Virové oslabeni imunitni efektorovou funkci

Cytokiny jsou dilezitymi modulatory imunitni odpovédi. CMV  homolog
imunomodulatoru  IL-10 m&  imunosupresivni  vlastnost, inhibuje  proliferaci
mitogen-stimulované periferni mononuklearni bunky. EBV exprimuje protein BCRF1, ktery
je biologicky aktivnim homologem IL-10. HIV proteiny Tat a gp120 indukuji produkeci IL-10
prostfednictvim aktivace hostitelskych transkripénich faktorti zahrnujici NK-kB. HBV
inhibuje produkci IFN-a a snizuje také reakci infikované buniky na IFN. Adenoviry koduji
alespon tf1 geny, které maji antagonizujici tc¢inek k TNF.

Receptory sprazené s G-proteinem (GCRS). Spojuji vazbu extracelularniho ligandu
(hormon, neurotransmiter, chemoatraktivni chemokiny) Kk procesim uvnitf bunky jejich
aktivaci asociovanych G-proteinti. Vazba ligandu na jeho receptor spousti signalni drahu
molekul vedouci ke zvySeni hladiny intracelularniho Ca®. Vysledkem je zesileni pocate¢niho
signalu prevadéjici ligandem-GCR interakci do bunécnych komplexnich procest, jako je

chemotaxe. Virové GCR jsou vSudypfitomné a sugesce tykajicich se funkci ve virové
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patogenité zahrnuje imunitni unik sekvestrovanymi chemokiny, S$ifeni vird, reaktivaci
latentniho viru, modulaci buné¢ného preprogramovani a Sifeni.

NaruSeni bunééné signalizace. Virova replikace a Sifeni v hostiteli zavisi na vysoce
specifickych interakcich virovych proteini s infikovanou bunikou. Napf. virové proteiny
zpiisobuji zménu bunécného cyklu infikované burniky, aby se vytvofilo pfiznivé prostiedi
bunky pro replikaci viru. Stejny vyznam pro UspéSné Sifeni virll je Gtlum imunitni odpovédi
hostitele. CMV inhibuje interferonem stimulovanou antivirovou odpovéd’ a imunoregulacni
odpovéd” blokovanim vice 1rovni interferonového signalu transdukce. Obalovy
glykoprotein B je mediator vstupu CMV. Interakce obalového glykoproteinu B s bunéénymi
receptory je principem mechanismu, kterym CMV pozménuje expresi bunéénych gent béhem
infekce nezavisle na virové replikaci. Mnoho signalnich cest, které ovladaji chovani bun¢k,
jsou regulovany tyrosinkinazou (zvlasté ty z rodiny Src). EBV exprimuje protein LMP2A
béhem latentni infekce. Tyrosinkindzova signdlni kaskdda neni spusténa, pravdépodobné
kvili vazbé tyrosinfosforylovaného LMP2A k doméné Src rodiny kindzy. Spusténi kaskady
v bunkach, které neexprimuji LMP2A, vede k reaktivaci EBV a lytické fazi infekce. [23]

Inhibice apoptézy. Apoptdza je proces programované bunééné smrti. Je indukovéana
aktivaci ,,receptort smrti* patiici do rodiny TNF (TNFR). Mezi TNFR patii napt. Fas (CD95)
nebo TNFR-1. Po aktivaci receptori jsou signaly vedeny pres doménu smrti
na cytoplazmatické membrané. Po aktivaci receptoru domény smrti interaguji S proteinem
asociovanym s Fas doménou smrti nebo proteinem asociovanym s TNFR1 s doménou smrti.
Aktivaci kaspazy 8 dochazi ke spusténi apoptodzy. [23] Hostitelské buniky reaguji na mnoho
virovych infekei indukei a aktivaci proapoptického antionkoproteinu p53. Také aktivuji
transkripci proapoptickych geni Bax, Fas, TRAIL receptor 2 a potlacuji transkripci
antiapoptik genu Bcl-2. [24] Aby viry zabranily pfedCasné apoptoze a zniCeni infikované
buiiky, koduji proteiny, které se vazou a inaktivuji p53 riznymi mechanismy. Vyvinuly
inhibitory kaspaz, Bcl-2 homology nebo protein inhibujici funkci kaspazy 8. Virovy protéjsek
proteinu inhibujici funkci kaspazy 8 je kodovan napt. HHV-8 nebo HSV (kindzovy
protein US3). Blokuji apoptézu v raznych reakénich bunécnych typech a usnadiiuji tak Sifeni
vird. [23] Protein US37 CMV je lokalizovanym virovym mitochondridlnim inhibitorem
apoptozy. Je lokalizovan v membrané mitochondrii jako Bcl-2, ale nema sni sekvencni
podobnost. Inhibuje Fas-zprostiedkovanou apoptézu. Protein UL36 a virovy ICA CMV
se spojuje s prokaspazou 8 a blokuje jeji aktivaci. VSechny genotypy koduji virovy IAP, ktery
ma inhibi¢ni funkci apoptozy. [23, 24]
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NaruSeni komplementového systému. Dulezity efektorovy mechanismus imunitniho
systtmu je komplementovy systém, ktery eliminuje infikované bunky aktivaci
komplementové kaskady. Hostitelské bunky jsou chranény proti piisobeni komplementového
systému expresi regulatorti aktivace komplementu na jejich membranach. Virové naruSeni
komplementového systému muze byt rGzné. Neékteré viry exprimuji proteiny s podobnou
funkci bunécnych regulatorti aktivace komplementu. Né&které viry zacleniuji hostitelské
regulatory aktivace komplementu do kapsidu nebo vyluéuji rozpustny protein, ktery blokuje
aktivaci komplementu. Variola virus koduje homologni kontrolni protein komplementu,
kterym je inhibitor enzymi komplementu nestovic. [23]

Mezi dalsi strategie Gnika virti je Gnik virti pfed neutralizujicimi protilatkami. Ebola virus
exprimuje transmembranovy povrchovy glykoprotein, ktery tvofi trimerni hroty sloZené
z glykoproteinu 1 a 2. Jeden z glykoproteind je rozpustny a je sekretovan ve velkém mnozstvi
z infikovanych bun€k. Vaze antivirové specifické protilatky. Tim dochdzi k obrané viru

pted neutralizaci. [2, 25]

2.3 Virové imunomodulitory

Mnoho virti se naucilo vyhnout nebo rozvratit protivirovou imunitni odpoveéd’ hostitele
pomoci kdédovani a expresi imunomodulaénich proteint, které chrani virus pfed napadenim
slozek vrozeného nebo ziskaného imunitniho systému. Viry sekretuji a exprimuji
imunomodulatory, které se casto vyskytuji pfechodné Vv extrémné nizkych davkach
(fentomolarné az nanomolarné) ve vybraném mikroprostiedi infikovanych tkani a bunék. Jen
ziidka viry globalné potlacuji imunitni odpovédi hostitele a obecné se jedna pouze o viry,
které se replikuji na velmi vysoké titry v krvi nebo lymfatickém systému. Nékteré z téchto
virovych anti-imunitnich regulator jsou exprimovany jako sekretované proteiny. Zachycuji
specifické hostitelské imunitni cile v extraceluldrnim prostiedi, kde vykazuji silné
anti-imunitni vlastnosti. Mnoho viri,, které uspésné napadaji imunokompetentni hostitele,
ziskava vlastni ochranné strategie, aby se vyhnuly nebo rozvratily konsolidované sily vrozené
a ziskané imunitni odpovédi. Obecné, viry jako celek mohou exprimovat efektorové
molekuly, které se zamétuji na celou fadu imunitnich drah hostiteld.

Virové proteiny, které jsou Vvtéto casti dale popsany, jsou pouze podskupinou
imunomodulacnich systémt. Mezi hlavni tfidy imunomodulator patii inhibitory cytokind,
mimikry cytokintl, inhibitory komplementu a inhibitory proteaz (obrazek 4). [26]

Proteiny, které jsou vyluCovany z infikovanych bunék, sméiuji k vazani a naruSovani

funkeci komplementu, IFN, cytokinli a chemokinl. Naopak intracelularni imunomodulatory
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moduluji apoptézu, antivirové ucinky IFN, vrozenou imunitni signalizaci a genovou

transkripci hostitele. [27]

TNF, IL-1B, IL-18,
Inhibitory IFN-0/p, IFN-y, GM-CSF,
cytokini IL-2, CSF-1, CD30L,

Chemokiny

vIL-10, vIL-6, vIL-17,
Mimikry vChemokiny, VVEGF,
cytokinu vEGF, vSemaforiny,

Sekrece vPDGF, vVFGF

-~

=
-~

=
- O@W Inhibitory vFc receptory mimikrg,
= = komplementu vKomplementové regulatory
A | TInhibitory

§ proteaz

Obrazek 4: Hlavni ttidy sekretovanych virovych imunomodulatori. Upraveno a pievzato z [26].

vSerpiny

2.3.1 Modulatory na povrchu virionu

Jeden z prvnich zpusobi, jak virus zasahuje do imunitniho systému pted infikaci citlivych
bunék, je pfes molekuly na vnéjSim povrchu virionu. Povrchy virovych castic jsou pokryty
potenciondlnimi virovymi proteiny, ale také mohou vykazovat Sirokou rozmanitost
odvozenych hostitelskych proteini (obalené viry). Tyto hostitelské proteiny zaclenéné
do virionu mohou byt imunoreguldtory, receptory CD rodiny, inhibitory komplementu,
signaliza¢ni ligandy nebo adhezivni molekuly, z nichz kazdd miiZze pfeménit extracelularni
virovou castici do ,,makro-ligandu®, kterd muze stimulovat imunomodulacni odpovéd
I V nepermisivnich buiikach hostitele. Nejvice studovanym imunomodulatorem je gp120 HIV,
ktery se zapojuje do faze adsorpce a penetrace. Je jedinym proteinem, ktery vycniva
pfes virionovou membranu. Tvofi charakteristické virionové hroty a hraje vyznamnou roli

Vv zabijeni neinfikovanych T-lymfocyti béhem pozdni faze AIDS. [24]
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2.3.2 Mimikry cytokinu — virokiny a viroreceptory

Virové kodované proteiny byly identifikovany z celé fady virovych rodin, ale zdaleka
nejvetsi pocet pochazi z DNA virl s velkymi genomy, které mohou exprimovat vice gent.

Imunomodulatory mohou fungovat v riznych bunécénych a tkanovych mistech. Mohou byt
exprimovany intraceluldrné v infikovanych buiikach, funguji na povrchu infikovanych bunék
nebo virionu nebo mohou byt také vyluCovany do extracelularniho prostfedi. Takto
sekretované imunomodulatory byly pojmenovany jako viroreceptory a virokiny. [26]
Viroreceptory jsou podobné receptorim pro cytokiny. Virokiny jsou podobné cytokinim.
Vykazuji podobnost s molekulami, které se zapojuji negativné do imunitni odpovédi. [14]

Prikladem muize byt virovy IL-10 (vIL-10) EBV, ktery vykazuje signifikantni sekvencni
homologii scDNA lidského IL-10. Ma imunitni inhibi¢ni vlastnost, potlacuje
Thi-polarizované odpovédi a inhibuje monocyty. Lidska IL-10 tak ztraci imunostimulacni
schopnost (aktivaci DC, NK-bun¢k a nékterych T-lymfocyt). Souvisejici vIL-10 byl také
zaznamenan i u Orf viru nebo CMV, u kterého ma vIL-10 imunosupresivni fukci. [14, 26, 28]

Prvni rastovy faktor identifikovany ve viru je homolog epidermalniho riistového faktoru
(VEGF), ktery je kodovan virem vakcinie a dalSimi poxviry. Je to faktor virulence, ktery
zvysuje proliferaci bunék.

Cytokiny IL-6 a IL-17 maji imunomodula¢ni aktivitu, ale také funkci rustového faktoru.
Jejich virové homology mohou zvysit proliferaci imunitnich bunék, které jsou cilem virové
replikace. Také virové cytokinové homology by mohly byt zodpovédné za nékteré patologie,
které jsou zplisobeny virovou infekci.

Virovy vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VWEGF) Orf viru kddovaného homologu ma
angiogenni vlastnost. Indukuje vaskuldrni propustnost a angiogenezi. Zplsobuje pustularni
dermalni 1éze spojené s proliferaci vaskularniho endotelu. Tento virovy protein podporuje
pifenos viru.

Homologni virové semaforiny (VSEMA) poxvir a herpesviri maji chemoatraktivni a
chemorepelentni vlastnosti. Podileji se tak na procesech v nervovém systému. Mezi vSEMA
se fadi CD100. vSEMA se vazou na virem kodované semaforinové proteinové receptory

v makrofazich a indukuji expresi cytokint a adheznich molekul. [28]

2.3.3 Chemokinové homology
Hostitelské chemokiny jsou chemoatraktivni cytokiny, které reguluji opera¢ni a efektorové

funkce leukocytii. Maji tak diilezitou roli pfi zanétu a imunitni ¢innosti.
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Obsahuji malé proteiny, které se rozd€luji do ctyt tiid — CC-, CXC-, C- a
CX3C-chemokiny. Interaguji s chemokinovymi receptory a  glykosaminoglykany
prostiednictvim odliSnych vazebnych siti. Pievadi signaly pies vazbu receptoru, zatimco
vazba na glykosaminoglykany je dulezitd pro tvorbu chemotaktického chemokinového
gradientu, podél kterého prochazeji buiiky ptes endotel do tkani. PferuSeni chemokinového
receptoru nebo tvorba komplexu chemokin-glykosaminoglykan by mohlo zpisobit inhibujici
biologickou aktivitu chemokinti. Neékteré viry tak moduluji chemokinovou sit’ tim,
ze produkuji vlastni verze chemokinid, chemokinovych receptorti nebo vylucuji chemokiny
vazajici proteiny, které nejsou nalezeny V hostiteli. Viry mohou také vyuzit chemokinové
receptory K infekci cilovych bunék. Napi. HIV vyuziva chemokinové receptory k ziskani
vhodného piistupu do cilovych bunék. [28]

Mezi virové chemokiny se fadi i virové chemokinové homology, které ptsobi jako
antagonisté nebo agonisté a usnadnuji tak spiSe Sifeni viru a rdst nez vyhybani se imunitnim
odpovédim. Priklad homologu je virovy makrofagovy zanétlivy protein 2 HHV-8, ktery je
Sirokospektralnim chemokinovym antagonistou. Blokuje Th;-polarizované T-lymfocyty
a stimuluje odpovédi Thp-lymfocytl, kterymi negativné ovliviiuje bunééné zprostiedkovavané
imunitni odpovédi. Také virovy makrofagovy zéanétlivy protein 1 a 3 stejného viru jsou
chemoatraktivni pro Thy-polarizované T-lymfocyty. Mohou ovlivnit typ imunitni odpovédi,
ktery je zahajen po infekci. Virus molluscum contagiosum protein MC148 inhibuje aktivitu
CC- a CXC-chemokind, interferuje s funkci monocyti a vaze lidsky CCRS.
Protein U83 HHV6 a Tat protein HIV indukuji migraci monocyti. Podobné virovy CXCl1
kédovany CMV indukuje chemotaxi neutrofili vazbou na CXCR2 receptor, coz mize
vysvétlit spojeni neutrofili s infekci CMV. [26, 28]

Mezi virové chemokin-receptorové homology patii protein ORF74 HHV-8, ktery je
konstitutivné aktivovan a indukuje proliferaci bun¢k. Mlize tak napomahat replikaci viru.
Protein U51 HHV-6 snizuje extracelularni akumulaci CC-chemokinu CCLS sekvestraci
chemokinll a snizenim exprese CCLS5 transkripce. Proteiny US28 a US27 CMV mohou byt

zaclenény do viriont, kde napomahaji poc¢ateénim kroktim replikace vird. [28]

2.3.4 Inhibitory cytokinii

Inhibitory cytokinti kédované virem obecné funguji jako rozpustné napodobujici receptory
nebo jako sekretované proteiny vazajici cytokiny, aby zachytily cilovy ligand pry¢
od hostitelskych receptorit na povrchu imunitnich bun€k. [26] Mezi takové virové rozpustné

receptory patfi virovy membranovy TNFR homolog CMV. Ovliviiuje schopnost bun¢k
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infikovanych CMV reagovat na signdly indukované¢ TNF. Mezi dalsi patii vIL-1p receptor,
VIFN-y receptor a také homolog CD30 koédovany poxvirem. vCD30 je vylucovan
Z infikovanych bun¢k, vaze se na ligand CD30 a blokuje zanétlivé odpovédi zprosttedkované
IFN-y a IL-12, které podporuji antivirové odpovédi poskytnuté NK-bunkami a Tc-lymfocyty.
[28]

Virové geny koduji proteiny s podobnou sekvenci do extraceluldrni domény hostitelskych
cytokinovych receptorti. Vazou cytokiny s vysokou afinitou a neutralizuji jejich ¢innost. Tato
strategie viri napodobuje rozpustné cytokinové receptory a moduluje tak cytokinovou
aktivitu. Ne¢které virové proteiny maji vazebna specifika, ktera jsou rozdilna Kk tém
v buné¢nych receptorech. (napf. virus vakcinie koduje IL-1 receptor specificky k IL-1p).

Mezi rozpustné cytokiny patii i cytokiny vazajici proteiny (CKBP), které maji omezené
nebo zadné sekvenéni podobnosti s bunécnymi protéjsSky. Mezi takové cytokiny patii
VIFN-0/GBP viru vakcinie. Patfi tak i mezi faktor virulence. DalSimi cytokiny jsou vIL-18BP
viru vakcinie a variola viru, ktery vaze a blokuje aktivitu IL-18. vIL-18BP nemaji sekvencni
podobnost s lidskymi receptory IL-18. Dalsimi piiklady této skupiny jsou granulocytarni
a makrofagy stimulujici faktor GM-CSF/IL-2 Orf viru, VCSF1BP EBV modulujici reakci
makrofag s omezenou sekvencni podobnosti s bunénym protéjsSkem. Také cytokin
viru vakcinie VIFN-a/GBP, ktery byl pfizptisoben tak, aby byl vyluCovan a pienesen
z infikovanych bunék na povrch sousednich neinfikovanych bunék. [28]

V piipad¢ virovych chemokini vazajici proteiny byly objeveny na zakladé¢ testa fyzikalni
chemokinové vazby a inhibice ¢tyfi odlisné téidy proteint (typ I — V).

Typ I je prezentovan M-T7 zmyxoma viru. Vaze se snizkou afinitou k doméné
glykosaminoglykanu Sirokych spekter chemokinii C/CC/CXC a inhibuje leukocytarni taxi
v tkanich infikovanych virem. [26]

VCKBP typu II, téz virovy CC chemokin inhibitor, byl izolovan z nékolika poxvirt.
Specificky se vazou s vysokou afinitou a inhibuji Siroké spektrum CC chemokind. [26]
Prikladem je virovy CKBP2 chemokinovy inhibitor. Vazba na CC pies receptor vazajici
doménu brani vazani chemokinti na bunééné receptory a biologickou aktivitu. [28]

vCKBP typu III je prezentovan proteinem M3 herpesviru, ktery vdze a inhibuje Cleny
vSech znamych tfid chemokinlii a blokuje chemokinové interakce jak s jejich receptory,
tak s GAG elementy odpovédnymi za chemokinové gradienty.

Typ IV vCKBP byl objeven jen v nékolika a-herpesvirech. Specifické izoformy gpG maji
schopnost vazat a inhibovat $iroké spektrum chemokint C/CC/CXC. [26]
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2.3.5 Virové regulatory komplementu

Regulace aktivace komplementu v mistech zanétu je pod ptisnou kontrolou a nékteré viry
specificky zachycuji hostitelské regulacni slozky urené k omezeni infekce napadané buiky
virem. Konkrétn¢ poxviry a herpesviry ziskaly a pfizpusobily fadu hostitelskych inhibitora
kaskady komplementu, aby zablokovaly pocatecni stavy komplementu zprostiedkovanych
odpovédi v infikovanych tkanich. 35-kDa sekretovany inhibitor komplementu exprimovany
nékterymi kmeny viru vakcinie byl prvnim objevenym regulatorem virového komplementu.
Kontrolni protein komplementu viru vakeinie se strukturdlné podoba hostitelskému C3b nebo
C4b. Blokuje aktivaci komplementu a lyzu endotelidlnich bunék zprostiedkovanou
NK-bunkami. Purifikovany kontrolni protein komplementu viru vakcinie blokuje aktivaci

komplementu v nékolika stadiich. [26]

2.3.6 Virové inhibitory proteaz — serpiny

Serpiny patii do Siroké skupiny regulac¢nich proteind, které se uplatiuji v regulacnich
procesech jako koagulace krve, fibrinolyza, aktivace komplementu, humoralni odpovédi,
embryonalni vyvoj, apoptdéza a zanét. Piedstavuji 3 — 10% cirkulujicich plazmatickych
proteind, které hraji roli v regulaci vrozenych zanétlivych reakci na viry a tkédnova traumata.
[26] Vétsina serpint inhibuje serinové proteazy, ale také kaspazy nebo papain-like cysteinové
proteazy. [29]

Mezi jeden charakteristicky znak serpinii patii reaktivni stfedova smycka, protein
S motivem Stépné vazby mezi Castmi P1 a P1’, které jsou St€peny proteazou. Protedza
se navaze na reaktivni stfedovou smycku a je tazena K protilehlému konci serpinu. Stane se
tak neaktivni. Virové serpiny poskytuji vysoce ucinna inhibi¢ni c¢inidla, kterd blokuji
hostitelskou obranu proti virové proliferaci, Sifeni a invazi v infikovanych bunkach hostitele.
[30]

Poxviry jsou doposud jedinymi viry, o kterych je znamo, ze kdéduji biologicky aktivni
serpiny. Virové serpiny mohou byt detekovany v intracelularnim nebo extracelularnim
prostiedi. [26]

Piikladem sekretovaného virového serpinu je Serp-1, ktery je kodovan myxomavirem. Je
exprimovan jako 55-kDa sekretovany glykoprotein, ktery vaze a inhibuje nékolik lidskych
hostitelskych serinovych proteindz, jako jsou aktivatory plazminogenu urokinazového typu,
tkanového typu a plazmin. [26] Chrani tkané infikované virem pied hostitelskou zanétlivou

odpovédi. [31]
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3 Primé diagnostické metody virovych infekei

Piima diagnostika se vyuziva K prikazu pfitomnosti virové nukleové kyseliny, infekéniho
viru nebo virovych antigend. [2]

Metody detekce antigenu jsou obzvlast’ uzitecné pro viry, které rostou pomalu nebo jsou
labilni. Takovymi viry jsou napf. RSV, virus chiipky, virus parainfluenza, adenovirus
v dychacich vzorcich; HSV, VZV v koznich vzorcich; lidsky rotavirus ve vzorcich stolice;
CMV a HBV v krevnich vzorcich. [32]

V posledni dob¢ ptinesly nové technologie velké pokroky v diagnostice infek¢nich nemoci
kombinacemi starych a novych metod. Pokroky v diagnostice byly zaznamenany
v imunologii, molekularni biologii a amplifikaci nukleovych kyselin, dalsich amplifika¢nich
testech nukleovych kyselin. Vice testli bylo automatizovano.

Vyuziti molekularni diagnostiky pro kvantifikaci HIV-1, HBV a HCV je revoluci
pro vyvoj antivirotik, které by mohly byt vyuzity pro fizeni a 1é¢eni virovych infekei. [33]

V dalsi Casti prace jsou uvedeny nejbéznéjsi diagnostické metody a metody nové, vysoce
citlivé, kterymi lze studovat napt. Zivotni cyklus virh, jejich interakce s eukaryotnimi
buitkami apod. Ty slouzi spise k vyzkumnym ucelim.

Mezi béZné metody pouzZivané v laboratofi se fadi kultivace, ptima diagnostickd metoda
ELISA, polymerazova ftetézova reakce, imunochromatograficky test, piimy
imunofluorescencni test a DNA hybridizace.

Naopak mezi vyzkumné metody patii prutokova cytometrie, elektronova mikroskopie
a hmotnostni spektrometrie. Pomoci vyzkumnych metod se mohou vyvijet nové laboratorni

metody, které budou spliiovat nezbytna kritéria a mohou tak nahradit standardni metody.

3.1 Kultivace vira

Kultivace je vysoce specificka metoda. Neékteré aspekty vsak omezuji jeji vyuziti.
Technika je zdlouhava s dlouhou inkuba¢ni dobou (7-12 dni). Nizka hladina titru viru v séru
nebo vkrvi neni vhodna pro virovou kulturu. [34] Také nékteré viry jsou obtizné
kultivovatelné (koronaviry, HCV) nebo jsou nebezpecné (virus varioly). [33] Z téchto divodi
kultivace neni moc praktickd v rutinnich diagnostickych laboratotich, i kdyz je zafazovana
mezi ,,zlaty standard*. [34]

Mezi bézn¢ kultivované viry patii napt. ¢eled’ Herpesviridae (HSV1, HSV 2, VZV, CMV),

Orthomyxoviridae  (virus  chiipky A, B), Adenoviridae,  Paramyxoviridae
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(virus parotitidy, RSV, parainfluenza 1, 2, 3, 4), Picornaviridae (viry Coxsackie, poliovirus),

Caliciviry (Noroviry), Reoviridae (lidské rotaviry), Caliciviridae (Norovirus). [35]

3.1.1 lzolace viru

Virova izolace je stale nezbytnou soucasti diagnostickych metod, protoze se jedna
o jedinou techniku schopnou poskytovat zivotaschopné izolaty, které mohou byt pouzity
pro dalsi charakterizaci, napf. fenotypové testovani protivirové citlivosti. [32]

Klinické materidly odebrané z urCitych mist organismu mohou byt kontaminovany
mikrobidlni flérou, proto se piepravuji v transportnim médiu s antibiotiky, pufrovacim
solnym roztokem, proteinovou latkou a indikatorem pH. [36]

Nasledné muze byt materidl naockovan do kultivacniho média nebo miize byt adsorbovan
na monovrstvy po odstranéni média. Adsorpce umoznuje piimy kontakt virovych c&astic
s bunikami, ¢imz se zvysi infek¢nost viru a pocet izolatd. [37]

Pro izolaci se pouzivaji pokusné zvitata (bila mys, sajici mySata, morcata), kufeci embrya

nebo bunééné kultury, napt. lidské fibroblasty, nadorové bunééné linie. [38, 39]

3.1.2 Bunééné Kultury pro pasazovani viru

Mezi jedny z nejcastéji vyuzivanych bunécnych kultur se fadi primokultury. Tyto primarni
bunécné kultury se piipravuji izolaci bunék z organti nebo tkani darcii, na které kratkodobé
plsobi trypsin. Zachovavaji si tak fenotypovou i1 genotypovou vlastnost s pivodnimi
buiikami. Ptikladem jsou embryonalni kufeci fibroblasty nebo buiiky embryonalnich lidskych
ledvin.

Dalsi bunécnou kulturou je kontinudlni bunécné linie, kterou lze ziskat ze zdravych tkani
nebo zhoubnych nadora. Pfikladem mohou byt HelLa buinky z karcinomu délozniho ¢ipku
nebo VERO buiiky. [2]

Posledni nejvyuzivanéjsi bunécnou kulturou jsou diploidni buné¢né linie se zachovanym
poctem chromozomi. Tvoii je bunky, které maji schopnost az padesatinasobné subkultivace.
Spole¢né s kontinualni bunécnou linii je lze zmrazit na -196 °C tekutym dusikem a tak je
uchovavat. [2] Jsou to napt. bunky z embryonalnich lidskych plic nebo nové ziskana diploidni
bunécna linie walwax-2. Walwax-2 byl odvozen z lidské plicni tkané 3. mési¢niho plodu.
Mezi Gspésné kultivované viry na walwax-2 byly varicela virus, HAV a virus vztekliny.
Vysledky provadénych testi ukazuji, ze by walwax-2 mohl byt vyuzit jako substrat
pro vakciny. [40]

Nicméné kazda virologickda laboratofr by méla mit standardni bunécné kultury,
napf. primarni opici ledvinnou buné¢nou linii, kterd se pouziva pro izolaci respiracnich virti a
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enterovird. Dale lidské fibroblastové linie k izolaci CMV, VZV a rhinoviru. Kontinualni
lidské epitelialni bunééné linie HEp-2 jsou potieba k izolaci RSV a dalsi.

Dalsi buné¢nou kulturou jsou geneticky modifikované bunécéné linie. Geny se transferuji
do indikatorovych bunéénych linii k pfimému vlozeni virovych receptorii na povrchu bunky
a/nebo k piimé expresi promotort, které reaguji se specifickymi virovymi proteiny
pfitomnymi ve vzorku. Aktivaci promotorii spousti reportérovy enzym, napft. 3-galaktosidaza.

Toho se nejvice vyuziva pro HSV nebo HIV. [32]

3.1.3 Detekce cytopatického efektu viru

Cytopaticky efekt (CPE) je zména v morfologii bun€k pozorovana v disledku replikace
viru, kterd je viditelnd pomoci svételného mikroskopu. Pfi vyhodnocovani detaild je nutné
histochemické barveni. [2] U vétSiny virt je CPE viditelny po 5 az 10 dnech inkubace.
U CMV je CPE vidét v pruméru po 10 az 30 dnech inkubace, naopak u HSV je CPE viditelny
uz v prvnich 24 hodinach. [36] Ptiklady CPE v buiikach je mozno vidét na obrazku 5.
Spektrum zmén v morfologii je Siroky. Napt. u viru Coxsackie B3 byly infikované astrocyty
zakulacené, vzhledové se podobaly granulim. Pfi naruSeni cytoskeletu byla pozorovana tvorba
puchyikti a stim souvisejici nasledna lyza bunky. [41] Takové zmény bunék se fadi
mezi hlavni projevy cytopatického efektu. Mezi dalsi projevy patii agregace bunék do hroznt,
tvorba syncytii (tj. soubuni) nebo tvorba inkluznich télisek. U genitalnich HSV je ptitomno

soubuni, ale i intranuklearni inkluze. Muze se objevit i fokalni nekrdza bungk. [2, 42]
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Obrazek 5: Cytopaticky efekt v bunikach: A — neinfikované bunky A549, B — HSV-2
infikované A549 buiiky, C — adenovirus v bufikach A549, D — neinfikované MRC-5
fibroblasty, E — CMV v MRC-5 fibroblastech, F — MRC-5 fibroblasty infikované rhinovirem,
G — neinfikované RhMK buiiky, H — enterovirus v RhMK burtikach, I — RhMK buitiky
infikované virem chiipky A, J — neinfikované HEp-2 buiiky, K — RSV v HEp-2 bufikéch,

L — RhMK buriky infikované opi¢im virem. ZvétSeni 85x. Prevzato z [36].

3.2 Prima imunofluorescence

Imunofluorescenéni metoda je jedna z nejefektivnéjsich a rychlych diagnostickych metod.
[43] Je vyuzivana K zobrazeni lokalizace cilovych virovych proteini (napf. bunénych a
nebunécnych, intracelularnich a membranovych, endogennich a exogennich proteint) u celedi
virt napi. Herpesviridae (CMV, HSV 1 a 2, VZV), Paramyxoviridae (RSV), Adenoviridae,
Paramyxoviridae (virus parainfluenzy 1, 2, 3, 4). [35, 44]
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K piimé detekci RSV se pouziva kvalitativni imunofluorescenéni test IMAGEN™.
Principem metody je vyuziti monoklonalnich protilatek konjugovanych s fluorescenénimi
barvivy tzv. fluorochromy (napi. fluorescein-5-isothiokyanat). Konjugat se specificky vaze
na virové antigeny RSV. Obarveny klinicky vzorek je fixovan a pozorovan fluorescen¢nim
mikroskopem. V infikovanych bunikach s ptitomnosti RSV antigenu jsou patrné svétle zelené
fluorescen¢ni granulaty s kontrastnim ¢ervenym pozadim neinfikovanych bunék. [45]

Pro detekci se vyuzivaji buiiky nebo mikroby, ktefi jsou fixovani na sklicka ¢i adherentni
bunky, které jsou péstovany piimo na krycich sklickach. Tato metoda zachovava ptirozenou
morfologii bun€k a ukazuje znaceny cilovy protein jasnéji a presnéji. [44]

Piima imunofluorescence je pomérné jednoducha metoda a citliva pro urceni virt.
Kompletni postup vcetné pfipravy sekci, jejich barveni a pozorovani miize byt provadén
v jedné az tfech hodinach. Naopak nevyhodou je nutnost vysoce kvalitniho vzorku, finan¢ni

naro¢nost a také poskytuje nizsi signal. [43, 44, 46]

3.3 Imunochromatograficka metoda

Imunochromatograficka metoda pro piimy prikaz viru je jedna z rychlych a uéinnych
technik v detekci vird a K prikazu jejich antigenti ve vzorku. [47]

Tato metoda je aplikovana napf. pro viry z ¢eledi Filoviridae (virus Ebola), Adenoviridae,
Reoviridae (rotavirus), Caliciviridae (rod Norovirus), Flaviviradae (virus dengue),
Orthomyxoviridae (viry chiipky A, B), Paramyxoviridae (RSV), Astroviridae. [35]

Test vyuziva formatu prouzku nebo kazety, které se skladaji ze startovaciho pole
pro vzorek, konjugani vrstvy, nitrocelulézové membrany a absorpéni vrstvy.
Nitrocelulézova vrstva se dale déli na testovaci a kontrolni prouzek (obrazek 6). Predem

imobilizované reagencie se v riiznych castech prouzku aktivuji pii pritoku kapalného vzorku.

Startovaci pole Konjugaéni vrstva Testovaci Kontrolni Absorpéni vrstva
prouiek  prouniek
i
]
||'|l ,l'll’ I|II |II
I === B '
\
Tok Membrana  py. ticka podlozka

Obrazek 6: Schéma imunochromatografického testu. Pfevzato a upraveno z [48].
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Vyhodami této metody jsou nizké naklady, rychlost, jednoduché ovladani. Nevyhodou
muze byt predbézna Gprava vzorku nebo nedokonalé vzlinani. [49]

Pro rychlou detekci viru Ebola byl vyvinut prouzkovy imunochromatograficky test
ReEBOV™ Antigen Rapid Test, ktery poskytuje vysledky béhem 15-25 minut. Je zaloZen
na kvalitativni detekci EboV VP40 antigenu v séru, plazmé nebo krvi z prstu. [50] Konkrétné
je test ur¢en pro Ebola-Zaire.

Vzorek krve se nanese na startovaci konec testovaciho prouzku. Specifické protilatky
proti VP40 antigenu (anti-EboV VP40) konjugované s nanoc¢asticemi zlata jsou
imobilizovany na nitrocelulézu testovaciho prouzku. EboV VP40 antigen ze vzorku vytvori
imunokomplex santi-EboV VP40 a nanocasticemi zlata. Imunokomplex se pohybuje
pies testovaci zonu. V piipad¢ pozitivity VP40 antigenu se objevi dveé rizovo-Cervené Carky.
[51]

Vyhodou je rychlost a finan¢ni nenaro¢nost. Naopak nevyhodou je nizka specifita (85 %),
citlivost (92 %) a mozna faleSna pozitivita oproti tradicnim metodam. Nicméné test je
vyuzivan k rychlé diagnostice EboV ve venkovskych oblastech zdravotni ambulance a

K rychlému screeningu pacientii s pokroc¢ilym stadiem nemoci. [50, 52]

3.4 Imunoanalytické testy

Imunoanalytické metody jsou Casto pouzivany pro detekci a kvantifikaci specifickych
antigent nebo protilatek virti v daném vzorku pro vysokou specifi¢nost a senzibilitu. [53]

Pro detekci virovych antigenti nebo protilatek se vyuziva ruznych detekcnich znacek.
Nejcastéji vyuzivanou znackou jsou enzymy, zejména alkalicka fosfatdza nebo kienova
peroxidaza. Mezi metody vyuzivajici enzymové znacky patii enzymovy imunoanalyticky test
(EIA) nebo ELISA. Dalsi metody, které pouzivaji detekéni znacky, jsou radioimunoanalyza
se znackou radioizotop nebo chemiluminiscenéni imunoanalyza se znackou chemiluminofor.
[2, 53]

Ptima detekce virh metodou ELISA se vyuzivda kprikazu virth zceledi
napi. Hepadnaviridae (HBV), Retroviridae (HIV 1 a 2), Reoviridae (rotaviry), Adenoviridae
(adenoviry), Caliciviridae (Norovirus), Flaviviradae (HCV). [35]

ELISA vyuzivd heterogenniho uspofadani. Antigen nebo protilatka je vazana
na pevnou fazi, nej¢astéji stény jamek mikrotitracni desticky. Je nutnd myci faze pro separaci
volné a vazané frakce. [4, 54]

Piimou diagnostiku vird Ize provadét v kompetitivnim — ,soutézivém* usporadani

(obrazek 7). Principem je adsorpce specifickych protilatky na stény jamek mikrotitracni
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desticky. Na tyto specifické protilatky se vazou a soutézi o vazebna mista antigeny ze vzorku
se znaCenym ekvimolarnim mnozstvim antigenu. Vzniklé mnozstvi barevného
imunokomplexu se nésledné¢ hodnoti spektrofotometricky zméfenim absorbance pii urcité
vlnové délce. [2, 55]

substrat
< 2% reakini

s produkt

madeny
antigen stanovovany

antigen

tuha faze

Obrazek 7: Schéma piimé kompetitivni
ELISA. Pfevzato a upraveno z [56].

3.5 Amplifikace virovych nukleovych kyselin

Metody amplifikace nukleovych kyselin se vyuzivaji pro detekci a také casto
pro kvantifikaci stale rostouciho poctu virti, napi. HIV, HBV, HCV nebo CMV. [35]

Amplifikacni metody jsou celkové rychlejsi a citlivéjSi oproti kultivaci, kterda je také
finan¢né narocna. Citlivost nejznaméjsi amplifikaéni metody polymerazové fetézové reakce
(PCR) se blizi k 1 viru/ul.

Pro testovani na pfitomnost virovych nukleovych kyselin v klinickych vzorcich je tfeba
extrahovat nukleovou kyselinu z vird, amplifikovat ji a detekovat amplifikovanou sekvenci.
Tradi¢ni naro¢na izolace nukleové kyseliny a jeji purifikace od nezadoucich latek pritomnych
v bunikdch je v laboratorni praxi velmi naro¢nou technikou. Proto tyto postupy byly
automatizovany platformami nebo jsou zafazeny piimo do jednokrokového kazetového
zafizeni.

Nové amplifikacni metody nukleovych kyselin se vyvinuly z bézné pouzivanych metod a
real-time PCR na metody moderngjsi, napt. amplifikace sekvenénich nukleovych kyselin
(NASBA), amplifikace zprostfedkovand smyckou (LAMP), transkripci zprostfedkovana
amplifikace nebo amplifikace vytésnénim vlakna (SDA). [33]

Principem PCR je zmnozeni specifickych virovych usekid nukleové kyseliny pomoci
polymerazy s naslednou vizualizaci zmnozeného useku. Pro prikkaz RNA viri se vyuziva
modifikovana reverzné transkriptazova PCR (RT — PCR). Virova RNA je nejdiive piepsana

reverzni transkriptazou na DNA s naslednou amplifikaci. [2]
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Podle Svétové zdravotnické organizace V roce 2006 bylo potvrzeno 249 ptipadi nakazy
¢lovéka virem ptaci chiipky H5N1. [57]

Pro rychlou detekci chiipkového viru HS5 v klinickych vzorcich bylo pouzito
v diagnostickych laboratofich RT — PCR s podtypem HS5 specifickym primerem. [57]
Nicméné metoda je ¢asové ndrond a hrozi zde riziko kontaminace prostfedi vzniklymi
amplikony. Proto se vyvinul novy zpusob detekce virové DNA nebo RNA, a to reverzni
transkriptaza izotermalni amplifikace zprostiedkovana smyckou (RT — LAMP). Principem
LAMP je izotermalni amplifikace virové nukleové kyseliny pti 60-65°C v ptitomnosti cilové
specifickych primerti a polymerazy. [57, 58] Cely proces trva 30-60 minut. Piednosti je
10-100 nasobna citlivost oproti bézné, jednokrokové RT — PCR, rychlost a finanéni
nendrocnost. Proto se dnes vyuZziva v laboratofich, které nemaji dostatek financi na drazsi
metody. [57]

PCR metodou se mohou dale detekovat viry ¢eledi napt. Herpesviridae (EBV, HSV 1 a 2,
HHV6, VZV), Flaviviradae (virus Zika), Parvoviridae (parvovirus B19), Orthomyxoviridae
(virus chiipky A). [35]

3.6 Hybridizace nukleovych kyselin viru

Hybridiza¢ni metody jsou schopné rozpoznat velky pocet rizn€é podobnych nukleovych
kyselin virG. Principem je specifické spojeni — hybridizace detekéni sondy znacené
radioaktivnim izotopem nebo enzymem s jednovlaknovou nukleovou kyselinou.

Metoda se vyuziva napfi. pro detekci vird ¢eledi Papillomaviridae, Flaviviradae. [35]

Mezi  modifikovanou a  zdkladni metodu molekulové cytogenetiky  patii
fluorescencni in situ hybridizace (FISH). [59]

FISH je zaloZena na detekci cilové virové DNA ¢i RNA v buiikach a tkanich za pouziti
sondy znacené fluorochromem, kterd je komplementarni k danému tseku virové nukleové
kyseliny.

Sonda je po hybridizaci vizualizovana fluorescenénim mikroskopem. Jedna z vyhod FISH,
spolu s piesnosti a piizptisobivosti, je moznost kombinovat nékolik oligonukleotidovych
sond. FISH je proto idedlni, kdyZ je nutné zjistit vice cilovych virt ve stejnych vzorcich.
Kromé toho miize byt kombinovana se standardnimi detekénimi metodami, napt. nepfimou
imunofluorescenci protilatek, ¢imz poskytuje lepsi detekci cilt. V piipadé, Ze nejsou
Kk dispozici ¢inné protilatky pro dany organismus, FISH mtze byt uzite¢nou alternativou.

Pro detekci dengue viru sérotyp I — IV byla pouzita pravé FISH metoda s DENV sondou

oznacenou na 5" konci fetézce barvivem. Byly vyuZity 3 sondy, které zesiluji hybridiza¢ni
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signal. Fluoreskujici body, které piislusi sondé s DENV RNA byly pozorovany v cytoplazmé
infikovanych bunék. Aby bylo mozné posoudit specificnost sondy k DENV, byl detekovan
virus zluté zimnice a WestNile virus, které patii spole¢né s dengue virem do rodu Flavivirus.
Opét bylo pouzito stejnych sond. Jak se dalo oc¢ekavat z in silico analyz, fluorescence nebyla

detekovana. [60]

3.7 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie (EM) je jedna z metod, kterd se vyuziva pro vyzkumné ucely.
Vzhledem k malé velikosti virovych ¢astic je nepostradatelna k vizualizaci a identifikaci virt.
S vyvojem modernich technik, jako je imunofluorescence, EIA nebo PCR, doslo v oblasti
virologie k poklesu vyuziti EM. Vyhodou pouziti EM je, Ze nevyzaduje reagencie specifické
pro rozpoznani vird. [61] V soucasné dob¢ je hlavnim vyuzitim EM vizualizace rtiznych fazi
zivotniho cyklu viru (adsorpce, prinik, replikace, transkripce a translace, uvolnéni) a studium
ultrastruktury infikované burky. [62]

Mezi zékladni EM patii transmisni elektronovy (TEM) a rastrovaci elektronovy (SEM)
mikroskop.

V TEM jsou viry identifikovany na zaklad¢ jejich charakteristickych morfologickych ryst
(obrazek 8). [63] Elektronovy paprsek prochazi skrze vzorek tak, Ze minimalné polovina
svazku elektront je absorbovana a zpracovana systémem ¢oc¢ek. Druha polovina je odrazena a

rozptylena. [64, 65]

Obrazek 8: Monkeypox virus negativné barveny (vlevo) a negativné barveny herpesvirus (vpravo).
Pievzato z [63].

Pro detekci malych ¢astic, jako jsou viry, musi byt pfitomno ve vzorku nejméné
10°-10° virovych ¢astic/ml. OvSem nékteré z malych virG postrddaji morfologické znaky,

a proto je obtizné je rozliSit. S vyuzitim imunitniho shlukovéani se smich4 suspenze vzorku
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s virovou specifickou detekéni protilatkou. V pfitomnosti cilového viru je protilatka
agregovana do shluki, které¢ se sndz detekuji. Touto metodou byl zjisttn HBV a
parvovirus B19. [63]

SEM zobrazuje cenné informace o zevnéjsku infikované bunky. [61] Svazek primarnich
elektrontl je zaméfen na vzorek a skenuje povrch vzorku rovnomérnymi ¢arami. Z mista, kam
dopadly primdrni elektrony, se uvolni zpétné sekunddrni elektrony a charakteristické
rentgenové zareni. Elektrony jsou zachyceny detektorem a pfeménény na signal. Takto
generované signaly jsou shromazd’ovany za ucelem vytvofeni obrazu nebo pro analyzu
povrchu vzorku. [66] Jako piiklad vyuziti SEM lze uvést detekci viru SARS, ktery ma
v trojrozmérném vzhledu trimerni strukturu povrchu ve tvaru hrott. [61]

Mezi dalsi EM se zafazuje imunochemickd elektronovd mikroskopie, kterd zvySuje
citlivost detekce vir. Vyuziva specifickou protilatku, kterd se vaze na virovy antigen. Tato
mikroskopie je ¢asto vyuzivana pro detekci virti zpasobujicich hepatitidy a gastroenteritidy.

V roce 2003 ukazala EM svou hodnotu v identifikaci respiracnich vzorkii od pacientl
s t&zkymi akutnimi respiraénimi piiznaky (Hong Kong, jizni Cina). Laboratorni vyseteni
vcetné EM vedly k objevu SARS viru, ktery vykazoval charakteristické ultrastrukturalni rysy
koronaviru.

Vyuziti EM ve vySetfeni ,.exotickych® infekci, jako je Dengue, Ebola, Lassa nebo
Marburg virus, probiha pouze ve specializovanych laboratofich s nejvyssi urovni biologické

bezpecnosti (BSL-4). [63]

3.8 Pritokova cytometrie

Po EM je ve vyzkumnych laboratofich vyuzivana také pritokova cytometrie. V souc¢asné
dobé je schopna citlivé detekovat jakoukoliv suspenzi ¢astic, napf. viry, fragmenty DNA nebo
povrchové znaky virt. [14, 67]

Je pouzivana k imunofenotypizaci leukocytl, které se zvySuji nebo snizuji v ptitomnosti
riznych vir. Snizeni CD4+ Th-lymfocyti je zaznamenano u virt EBV, CMV a HIV. Naopak
ke zvySeni CD8+ Tc-lymfocyti dochazi pii virové infekci EBV, CMV, HHV 6 a HIV. [35]

Principem je ozafeni c¢astic monochromatickym zafenim a nasledna fluorescence.
[14, 67]

Pratokovy cytometr se skldd4d z nékolika casti (fluidika, optika, elektronika), které jsou
vzajemné propojeny. Ve fluidnim systému dochéazi v kyveté k pratoku castic v jedné fadé
za sebou. V optickém systému jsou paprskem monochromatického zafeni zachycovany

analyzované castice znacené fluorochromem. Fluorochromy jsou konjugovany nejcastéji
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s monoklondlnimi protildtkami, které jsou specifické k dané struktufe na povrchu vird.
Elektronicky systém pievadi optické signaly na elektrické impulzy, které jsou zpracovany
pocitaCovym softwarem.

Vyhodou priutokové cytometrie je vysoké frekvence analyzy jednotlivych ¢astic a rychlost.

Naopak nevyhodou je finan¢ni naro¢nost. [67]

3.9 Hmotnostni spektrometrie

Posledni zminovanou vyzkumnou metodou je hmotnostni spektrometrie. V dnesni dobé
slouzi hmotnostni spektrometrie jako metoda pro potvrzeni pfitomnosti mikrobidlnich
proteini v biologickych vzorcich. Piikladem detekce muze byt poliovirus, HBV, HIV,
influenza virus nebo kvantifikace hemaglutininu viru chiipky. [68, 69]

Principem hmotnostni spektrometrie je separace nabitych Ccastic v elektrickém nebo
magnetickém poli na zdklad¢ jejich poméru hmotnosti ku naboji (tj. m/z). Hmotnostni
spektrometr se sklada z iontového zdroje, analyzatoru a detektoru.

V iontovém zdroji dochazi ke vzniku kladnych nebo zaporné nabitych iontl a prevodu
vzorku do plynné faze. Ioniza¢ni zdroje se podle daného mnozstvi ioniza¢ni energie déli
na ,,m¢kké“ (laserova desorpce/ionizace za pritomnosti matrice (MALDI), elektrosprej) a
»tvrdé® (elektronova ionizace). Vyslednym zaznamem detektoru je hmotnostni spektrum. [68]

Pro identifikaci lidského polioviru a pro identifikaci specifickych virovych proteinovych
biomarkera v infikovanych buiikich byla hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci/ionizaci za ucasti matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) testovana
jako inovacni technologie. [69] Princip metody je stejny jako vyse, ale cely proces probiha
ve vakuu.

Metoda je vysoce citliva a rychlejsi oproti klasickym metodam. Je schopna rozlisit viry
na rodové, druhové a i kmenové urovni. [70]

Vysledky vyzkumu ukazaly, ze MALDI-TOF MS je G¢inny nastroj pro identifikaci
sérotypt polioviru.

Sérotypy I, II a III polioviru maji mirné odlisné kapsidové proteiny, které udéluji specifitu
bunécného receptoru a virovou antigenicitu.

Pro identifikaci sérotypi polioviru byly pouzity rizné klinické vzorky (mozkomisni mok,
vytér z hrdla a stolice) a neinfikované konfluentni kultury opici ledvinové epitelidlni bunécné
linie (LLC-MK2). Osa x znazorfiuje hmotnost ionti (m/z) a osa Yy intenzitu signald

(obrazek 9). Sérotypy byly rozliSeny v rozmezi 2-20 kDa. Nasledna identifikace spociva
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ve srovndni ziskaného spektra s databazi. Nejvyssi body pika ukazuji protein VP4. Obdélniky

vyznacuji shodu referen¢niho proteinu VP4 v klinickych izolatech. [69]
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Obrazek 9: Nizka molekulova hmotnost LLC-MK2 bunék infikovanych poliovirem izolovanych z riznych
klinickych vzorki a neinfikované buiiky (a — d). Zaznamenano metodou MALDI-TOF. Hmotnostni spektra
izolath polioviru (e — g), kde referen¢nimu polioviru 1, 2, 3 odpovida zelena, modra, zluta barva v tomto
pofadi ve srovnani s poliovirem izolovanym z Klinickych vzorku (fialové) a neinfikované LLC-MK2 buiky
(Gervend). Pfevzato a upraveno z [69].
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4 Neprimé diagnostické metody virovych infekci

Nepiimou diagnostikou je detekovdna antivirova protildtka. Jde tedy o anamnestickou
imunitni reakci organismu, nikoli o prikaz onemocnéni. Nevyhodou je opozdéna tvorba
protilatek proti viru béhem zacatku infekce.

Vzhledem k rychlosti provedeni se vyuziva ¢astéji oproti piimé diagnostice. [39]

Mezi bézn¢ vyuzivané metody v laboratofich jsou komplement fixaéni test,
virus neutralizacni test, hemaglutina¢né inhibi¢ni test, imunoblot, nepiima imunofluorescence

a zejména nepiima ELISA.

4.1 Komplement fixacni test

Komplement fixacnim testem se prokazuji antivirové protilatky v pacientové séru.
Principem této metody je reakce imunokomplexu antigen-protilatka s komplementem, ktery
spusti kaskadovitou reakci. Komplement je ziskan nejcastéji z morceciho séra. Pfitomnost
protilatek v séru je detekovdna ovéimi erytrocyty, které¢ jsou senzibilizované specifickymi
protilatkami proti erytrocytim. V pfipadé nepfitomnosti protilatek, tj. negativni vysledek,
dojde k hemolyze erytrocyti v disledku aktivity komplementu. Naopak u pozitivni reakce,
tj. vyvazani komplementu imunokomplexem, nepodléhaji senzibilizované erytrocyty lyze.

U komplement fixac¢niho testu je kladen ddraz na ekvimolarni pomér jednotlivych slozek,
protoze piebytek ¢i nedostatek miize zplsobit faleSnou negativitu nebo naopak pozitivitu.
Mezi dalsi nevyhody komplementu je mozna reakce s antikomplementarnimi latkami nebo
jeho senzitivita na zvySenou teplotu a nasledna inaktivace. [14]

V soucasné dobé se tato metoda pouZiva napt. k retrospektivni diagndze atypické chiipky a
pro detekci virt z Celedi napf. Herpesviridae (CMV, HSV, VZV), Orthomyxoviridae
(virus chiipky A, B), Paramyxoviridae (RSV, virus parotitidy), Adenoviridae, Arenaviridae
(virus lymfocytarni  choriomeningitidy), Picornaviridae (poliovirus, ECHO viry,
viry Coxsackie), Flaviviradae (virus klistové encefalitidy). [35, 43]

U pacientl s virovym onemocnénim nervového systému lze prokazat protilatky proti viru
VvV mozkomi$nim moku, které jsou nasledné¢ porovnany se sérem potvrzujici tvorbu

intratekalnich protilatek. [43]

4.2 Virus neutralizaéni test

Virus neutralizacni test stanovuje protilatky, které neutralizuji infek¢nost viru

ve vySetfovaném séru. [2]
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Ke snizeni virové infekénosti dochdzi vazbou protilatek na povrch virionu, ¢imz dojde
k blokaci v cyklu replikace viru a zabranéni CPE. [14, 71] VyuZivad se bunéénych kultur
ve zkumavkach nebo mikrotitra¢nich destickach popf. 1ze vyuzit laboratorni zvitata.

Jeho provedeni mize mit dvé varianty. Prvni varianta vyuzivd konstantniho séra a
fedéného viru. Po inkubaci dochazi ke snizeni titru viru, ktery je porovnan s kontrolou.
Kontrolu tvofi negativni sérum inkubované se stejné fedénym virem. Vysledek je vyjadien
neutralizacnim indexem. Ten vyjadifuje pocet IDsy daného viru, ktery je neutralizovan
vySetfovanym sérem.

Druhou variantou je konstantni virus a fedéné sérum. Po inkubaci sériové fedéného
vySetfovaného séra a konstantniho fedéného viru je vysledek vyjadien jako fedéni séra, které
neutralizuje 50 % davky viru. Je vyjadien jako poloviéni neutralizaéni davka. [2]

Virus neutralizaéni test je vysoce specificky, protoze lze typizovat virovy kmen a lze jej
aplikovat pro viry ¢eledi napt. Picornaviridae (viry Coxsackie B 1-6, poliovirus, ECHO viry).
[2, 35]

Mezi modifikaci virus neutraliza¢niho testu patii plak redukéni neutralizacni test (PRNT).
Je povazovan za ,,zlaty standart™ a nejspecifictéjsi sérologicky test pro diagnostiku flavivird.
[72]

Princip metody je stejny jako u virus neutraliza¢niho testu.

V ptipad¢€ vyuziti zivych virl se smisi sériové fedéné sérologické vzorky s urcitym poctem
zivych vird. V piipadé€, Ze vzorek obsahuje neutralizacni protilatky, které inhibuji virovou
infekci, navazou se na virus a vytvoii komplex protilatka-virus. Smés se nanese
na monovrstvy bun¢k pro zméfeni hodnoty non-neutralizujiciho titru viru. Nasledné
se vypocita procento redukce v poctu plaki vtestovaném vzorku ve srovnani
s non-neutraliza¢ni kontrolou, ve které virus neni smichan s protilatkami proti viru. Obecné
plati, ze by mél byt jako PRNT titr pouzit faktor fedéni s 50-90% redukci plaku.

Nicméné metoda je finanéné narocné a vyzaduje vysoce kvalifikované pracovniky. Je také
potieba zajistit laboratot s BSL-3 a BSL-4. [72]

K feSeni problému pozadavku na BSL3 a BSL4 laboratof byl vyvinut opét modifikovany
PRNT s vyuzitim geneticky modifikovanych rekombinacnich flavivirt.

Test PRNT je mozno vyuzit i pro detekci dengue viru, viru Zika atd.
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4.3 Hemaglutina¢né inhibicni test

Test je zaloZen na schopnosti pfitomnych protilatek ve vySetfovaném vzorku zabranit
aglutinaci erytrocytd pfidanym virovym hemaglutininem. [73]

Této metody se vyuziva k identifikaci viru nebo konkrétnéji napf. pro stanoveni imunitni
odpovédi na ockovani proti viru chiipky HINT.

Kazdé sérum musi byt pfed testovanim oSetfeno tak, aby doslo k inaktivaci nespecifickych
inhibitorti aglutinace. Takto oSetfené sérum bylo nafedéno 1:10. Séra byla fedéna dvojkovou
fadou do V-mikrotitraénich desti¢ek. Virus byl upraven na 4 HA jednotky/25ul a ptidan
do kazdé z 96 jamek mikrotitraéni desticky. Po inkubaci byly ptidany cerstvé pfipravené
0,5% krati erytrocyty. Mikrotitracni desticka byla kratce protfepana a nasledné opét
inkubovéana. Pozitivnim vysledkem byla jamka mikrotitraéni desticky s uplnou inhibici
aglutinace. Jako titr byla stanovena obracena hodnota posledniho fedéni séra, a to 5120. [74]

Hemaglutinaéné inhibi¢ni test muze byt pouzit i pro celed napi. Orthomyxoviridae
(virus chiipky A, B). [35]

4.4 Imunoblot

Imunoblot (Western blot) je imunoblotova technika, ktera je ¢asto vyuzivana v bunécné a
molekularni biologii. Pomoci této metody je mozno identifikovat specifické virové proteiny
ze smgsi proteinti extrahovanych z bunéénych lyzath. [75] Metoda je kombinaci elektroforézy
a vizualiza¢ni metody, napi. EIA. Prokazuje se nejéastéji virova DNA, RNA, glykoproteiny
nebo proteiny. [4]

Extrakce proteini by méla byt provedena za nizké teploty S inhibitory proteazy, aby
se zabranilo denaturaci. Smés proteini je rozdélena pomoci elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu na zakladé -elektroforetické pohyblivosti, kterd zavisi
na molekulové hmotnosti. Separované proteiny jsou nasledné pieneseny tzv. blotovany
pomoci elektrického pole z gelu na membranu, ktera je z nitrocelulésy nebo z polyvinyliden
difluoridu. Dulezitym krokem je blokace nespecifické vazby protilaitek na membranu.
Kblokaci se vyuziva 5% roztok hovéziho sérového albuminu nebo netuéné suché mléko
v tris-pufrovaném fyziologickém roztoku a Tween-20. Jednotlivé proteiny na membrané
se detekuji primarni protilatkou. V dalSim kroku je primarni protilatka detekovana sekundarni
protilatkou znaCenou nejcastéji enzymem, napt. kienovou peroxiddzou. Vysledek je
vyhodnocen pomoci vizualiza¢ni metody.

| pfes jednoduché provedeni se mohou vyskytnout neocekavané pasy zpusobené piilis

velkym napétim nebo Spatné zvolenou protiladtkou. Naopak pfi pouziti nespravné koncentrace
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protilatky muze dojit k absenci past nebo k velkému kontrastu pozadi. Skvrnitost nebo
nerovnost na blotu je zpasobena nespravnym pievodem. [75]

Imunoblot miZe byt pouzit pro detekci wurCitych infekci, napf. lidsky
T-lymfotropni virus nebo HCV, HEV, virus chiipky A, B. [35, 43]

Modifikovanou metodou je tzv. dotblotting. Pfi této technice jsou vyuzity rekombinantni
antigeny, které jsou uméle syntetizovany a nachdzeji se v tekuté fazi s ndslednou imobilizaci
na membranu. Také mohou byt vyuzity siln¢ vycCisténé nativni antigeny. Imobilizovany
mohou byt i protilatky, pomoci niz mizeme stanovit antigen. Oproti klasickému western blotu

je dotblotting nakladnéjsi, ale jednodussi na vyhodnoceni. [4]

4.5 Neprima imunofluorescence

Nepfiméd imunofluorescence muze byt vyuzivana pro zobrazeni virové specifickych
protilatek nebo virovych gent a ur¢eni umisténi virovych antigent (proteint). [44]

Je zaloZena na principu reakce virového antigenu s primdrni antivirovou protilatkou.
Na primarni protilatku se nésledné navaze znaCend sekundarni anti-imunoglobulinova
protilatka. [2, 46] Jako sekundarni protilatky se pouZivaji zviteci protilatky (kozi, mysi,
krali¢i), které jsou namifeny proti Fc-¢asti lidské imunoglobulinové molekuly. [4]. Citlivost
nepiimé imunofluorescence je pét az desetkrat vyssi oproti pfimé imunofluorescenci,
proto se vyuziva Castéji. [43, 46]

Vyhodou je moZnost zesileni signalu pii pouziti vice sekundarnich protilatek, které jsou
relativné levné a dostupné. Naopak nevyhodou muze byt zkiiZzena reaktivita. [43, 46]

Pro lepsi zobrazeni exprimovaného pp65, UL44 proteinu a ¢asného proteinu 1 (IE1) CMV
bylo pouzito barveni.

Barveni imunofluorescen¢niho testu zahrnuje blokovani, inkubaci protilatek a myci fazi.
To je ¢asove naro¢né, a proto byla vyvinuta rychlejsi a efektivnéj$i metoda na bazi nepfimé
imunofluorescence. Rozdily oproti klasické metodé spocivaji ve vyuziti krycich sklicek, které
byly poloZeny licem dolt do inkubaéniho roztoku smérem k membrané parafilmu. To vyrazné
zvysilo ucCinnost fetalniho bovinného séra, blokovani a reakci protilatek. Doba barveni a
mnozstvi protilatek se vyrazné snizila.

Pro srovnani vyhodnoceni kvality obrazi efektivnéjsi metodou a klasickou metodou byly
pozorovany HEL bunky fluorescenénim mikroskopem (obrazek 10). Vzorky byly obarveny
Hoechstovym barvivem, anti-UL44 a anti-1E1 protilatkami. Je ziejmé, Ze efektivnéjsi metoda

poskytuje s 10 minutovou inkubaci protilatek dostate¢né silny signal a je tak zfetelné vidét.
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Specificky signal bézné metody byl trochu silngjsi, ale vzhledem k inkubaci proces trval

1 hodinu. [44]
IE1

Obrazek 10: Vyhodnoceni kvality barveni vzorkt efektivnéjsi a klasickou nepfimou
imunofluorescenéni metodou. Pfevzato a upraveno z [44].

uUL44

Hoechst

Efektivnéjsi metoda

10 min imunofluorescence

Tradicni metoda

1h imunofluorescence

Vysledky ukazuji, ze efektivnéj$i metoda je rychlejsi, ndkladoveé efektivnéjsi (pouziti méné
protilatek), ma vyssi citlivost a specificnost. Metoda je tak vhodna pro vcasnou, rychlou a
piesnou diagnozu infekce virem, zejména CMV. [44]

Nepfima imunofluorescence je vyuzivana k detekci virG napt. CMV, HSV, VZV, EBV,
HHV6 a 8. [35]

4.6 Neprima ELISA

Uzce souvisi s piimou diagnostickou metodou ELISA, ale rozdilem je vyuziti sekundarng
znacené protilatky. [55]

Oproti piimé se nepiima diagnostika virt metodou ELISA vyuziva mnohem castéji. Byla
prvnim testem pro detekci HIV, pravé kvili jeji vysoké citlivosti. [76] Citlivost je zvySena
primarni protilatkou, kterd obsahuje nékolik epitopl, které vazou znacenou sekundarni
protilatku. Tim je signal zesilen. [56]

Mezi dalsi viry, které mohou byt detekovanany jsou napt. ¢eledi Picornaviridae (HAV),
Hepadnaviridae (HBV), Flaviviradae (HCV, virus klistové encefalitidy), Herpesviridae
(HSV 1 a 2, VzV, RBV, CMV), Parvoviridae (parvovirus B19), Paramyxoviridae
(virus parotitidy, virus spalnicek), Togaviridae (virus zardének), Adenoviridae,
Paramyxoviridae (RSV, parainfluenza 1, 2, 3, 4). [35]

Mezi nepiimou metodu se fadi tzv. ,,JgM capture ELISA* (obrazek 11).
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Na bazi tohoto typu ELISA byl vyvinut enzymaticky imunotest Zika MAC-ELISA
pro detekci viru Zika specifickych IgM protilatek z lidského séra nebo mozkomi$niho moku
béhem epidemie vroce 2015. Vzorek od pacienta se pfidd do mikrotitracni desticky
S potazenymi protilatkami k zachyceni lidského IgM. Nasledné se ptidd specificky antigen
viru a promyje se. Nakonec se pfida sekundarni protilatka znaena enzymem
(kfenova peroxiddza) a pro kvantifikaci chromogenni substrat. Infikovany vzorek vyvola
opticky  zméfitelnou  hodnotu. [77] Svyuzitim MAC-ELISA bylo zjisténo,
ze protilatky IgM se objevily 3 dny po nastupu pfiznakd nemoci. [78]

MAC-ELISA
Absorbance

LogIo koncentrace viru Zika

Obrazek 11: Schéma pro diagnostiku a kvantifikace viru ZIKA. Pfevzato a upraveno z [77].
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5 7.Aavér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout dostupné informace o virovych
imunomodulatorech, které napomadhaji Sifeni viru v hostitelskych bunkach. Tyto
imunomodulatory sekretované jako proteiny se vyskytuji ve velice nizkych hodnotach
v infikovanych tkanich a bunikach, kde vykazuji silné anti-imunitni vlastnosti. Zamétuji se tak
na celou fadu imunitnich drah hostitele a rozvraceji konsolidované sily vrozené a ziskané
imunitni odpovédi. Ackoliv se neustdle objevuji nové viry ¢i jejich mutace, mnoho virovych
imunomodulatort jiz bylo popsano, ale také se jich mnoho teprve zkouma nebo nebyly jesté
objeveny. Nejvice studovanym imunomodulatorem je gpl120 viru lidského imunodeficitu,
ktery se podili na zabijeni neinfikovanych T-lymfocytli. Mimo rozvraceni hostitelského
imunitniho systému viry vyvinuly i rizné mechanismy, kterymi mohou obejit imunitni
systém. Témito mechanismy mohou viry prodlouzit své ¢asové okno pro replikaci a Sifeni
virovych castic. Konkrétné virus chiipky A vyvinul antigenni zmény, kterymi zplisobuje
genové mutace a tlumi tak funkci imunitniho systému.

Naopak imunitni systém se brani proti virové infekci riznymi mechanismy, pfi¢emz
antivirové vlastnosti maji zejména IFN-a, fagocytéza, NK-bunky, T i B-lymfocyty a ucinné
IgM, 1gG, IgA, jejichz funkci je i neutralizace vird.

Aby vir pronikl do bunky, uziva fady zpusobl. Vé&tSina virG vSak vyuziva procesu
endocytozy k priniku do bunky. Replikaci napomahaji kodované enzymatické a pomocné
proteiny — viroporiny, které tvoii pory v bunéénych membranach hostitele. Piikladem je
Vpu viroporin HIV-1 s funkci degradace CD4. Po skonceni replikace jsou nové viriony
uvolnény nejcastéji 1yzou nebo pucenim buiiky.

I pfes obrovsky pokrok v diagnostice virovych infekci je mezi bézné metody v identifikaci
viri zafazovana kultivace — izolace, ktera je jedinou technikou schopnou poskytovat
zivotaschopné izolaty. DalSimi metodami vyuzivanymi v praxi jsou zejména PCR, nepiima
ELISA, komplement fixaéni test, imunochromatograficky test nebo nepfima
imunofluorescence pro jejich dobrou citlivost. Pomoci vyzkumnych metod se mohou vyvijet
nové laboratorni metody, které budou spliiovat nezbytnd kritéria a mohou tak nahradit

standardni metody.
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