Jsou viry skodlivé nebo uzitecné
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Co jsou to viry?

Viry predstavuji nezavislé genetické jednotky schopné
se reprodukovat (replikovat) pomoci reprodukcniho
aparatu hostitelské bunky s vyuzitim jeji energie.

Jak se virova nakaza siri bunkou
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Jsou viry zivé nebo nezivé?

Viry - vlastnosti zivé hmoty Viry - vlastnosti nezivé hmoty
Obsahuji genetickou informaci Virové funkce nejsou aktivovany mimo
kédovanou v nukleové kyseliné — bunku
genom
Vykazuji dédicnost, proménlivost Negeneruji ani neukladaji energii
(mutabilitu)
Jsou schopné adaptace Nemaji translacni aparat
Reprodukuji, replikuji se Nemaji respiraci (nedychaji)
Vykazuji kontinualni posloupnost Nerostou ani se nedéli
generaci, maji individualni evolucni
historii

Nevykazuji drazdivost
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Odkud viry pochazeji?

Regresivni hypotéza predpoklada, ze viry jsou degenerovanou
formou intrabunécného parazita (archea, bakterie, rikettsie,
chlamydie, ale i mitochondrie a chloroplasty).

Bunécna hypotéza predpoklada, ze viry mohly vzniknout z
bunéénych segmentu DNA nebo RNA (replikace, rekombinace,
transpozice, retrotranspozice, transkripce, sestrih).

Koevoluéni hypotéza predpoklada, ze se viry vyvinuly z
komplext molekul protein a nukleovych kyselin, které
existovaly na Zemi v dobé vzniku bunky a byly nezavislé na
bunécnych formach zivota.
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Deset nejzavaznéjsich viru a rostlin

Tobacco mosaic tobamovirus

Tomato spotted wilt tospovirus
Tomato yellow leaf curl begomovirus
Cucumber mosaic cucumovirus
Potato virus Y

Cauliflower mosaic virus

African cassava mosaic begomovirus
Plum pox potyvirus

. Brome mosaic bromovirus

10. Potato virus X
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MOLECULAR PLANT PATHOLOGY (2011) 12(9), 938-954




Virus sarky svestky- Plum pox virus

1. Eradikacni program v zemich
EU v letech 1980 - 2006
= 39 mil Euro

1. Ztrata na produkci svestek
1 500 000 t/rok
180 000 000 Euro/rok

Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 36, 202—-204
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Deset nejzavazneéjsich viru clovéka

Sudan ebolavirus, ..... (Filoviridae) 10 ?nelécitelnych? chorob

Marburg virus (Filoviridae)

Hantavirus (Bunyaviridae) 1. Ebolavirus (Filoviridae)

Lassa virus (Mammarenavirus) 2. Poliovirus (Picornavioridae)

Rabies virus (Lyssavirus)

Variola virus (Poxviridae) 4. Influenza virus A (Orthomyxoviridae)

Dengue virus (Flaviviridae)
Influenza virus A (Orthomyxoviridae)
7. HIV/AIDS

10. Bézné nachlazeni (Influenza virus, Rhinovirus ...)



Epidemické a pandemické choroby

WHO

1. Vzduchem prenosné choroby

Influenza -chfipka (sezdnni, pandemicka, ptaci)

SARS (severe acute respiratory syndrome, Severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus)

MERS-Cov (Middle East respiratory syndrome, Middle East respiratory
syndrome coronavirus)

2. Vektory prenosné choroby

Yellow fever - Zluta zimnice (Yeellow fever virus)

Chikungunya (Chikungunya virus)

Zika fever (Zika virus, Flaviviridae, komafri r. Aedes)

West Nile fever — zapadonilska horecka (West Nile virus, Flaviviridae, komafri
r. Culex)



Epidemické a pandemické choroby

WHO

3. Choroby prenosné hlodavci
* Ebola virus disease
e Marburg virus disease
 Crimean-Congo haemorrhagic fever
e Rift Valley fever

4. Smallpox, monkeypox

5. Jiné zoondzy
* Nipah virus infection
* Hendra virus infection
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Krvaciva horecka Marburg

Geographic distribution of Marburg haemorrhagic fever outbreaks and fruit bats of Pteropodidae Family
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Krvaciva horecka Ebola

I Ebola outbreaks
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Krvaciva horecka Ebola

Geographic distribution of Ebola virus disease outbreaks in humans and animals
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Viry a prostredi
Viry jsou vyznamni mikrobialni “predatori’.

Viry se reprodukuji (replikuji) poté, co atakuji hostitelskou bunku a
prenesou do ni svoji genetickou informaci. Vyuzivaji metabolicky

aparat bunky pro sviji reprodukci, potlaci obranné mechanizmy
buriky/organizmu.
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Viry a prostredi

Viry se nachazeji ve vsSech ekosystémech od sladkych vod po
pousté. U vsSech znamych skupin bunécnych organizm( byly
nalezeny viry.

Metagenomické analyzy
— 1 kg morského sedimentu obsahuje 10° virovych typu
— 200 | morské vody ........... 5 x 103 virovych typu

Odhaduje se, Ze na Zemi se nachazi 103! virovych c¢astic.
Priimérny polocas-zivota volné virové ¢astice se odhaduje na ~48 h.
Kazdou minutu vznikd 1027 novych virovych c¢astic.

Kazdou minutu viry zpUsobi odumireni 102> mikroorganizmu:
tj. 100 000 000 t biomasy.

Environmental Mikrobiology (2009), 11: 2771-2774



Viry a prostredi

Viry se podileji na globalnim kolobéhu latek na Zemi.

Viry ovliviuji diverzitu mikrobidlnich spolecenstev a jejich
strukturu.

Viry se podileji na horizontalnim predavani genetické informace
mezi organizmy.

Jak ovlivnily viry evoluci?

Environmental Mikrobiology (2009), 11: 2771-2774



Viry a organizmy

Symbidza: uzké souziti dvou a vice organismu
< -

antagonisticky vztah mutualismus

Mutualismus: vztah mezi zivymi organizmy, ze kterého vsichni
clenové profituiji.

Symbiogeneze: fuze dvou entit vytvari novou.



Viry a genetické zmény

Predpoklada se, ze fagy sehraly vyznamnou roli v evoluci prokaryot,
u nékterych bakterii tvori DNA integrovanych fagid 10 az 20 %
bakteridlniho genomu.
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Viry a genetické zmény bakterii

Horizontalni prenos genetické informace

Transdukce u baktérii - prenos genl odpovédnych za virulenci a
rezistenci k antibiotikim; genomické prestavby.

Lyzogenni konverze — vneseni virového genu odpovedného za

virulenci:
Corynebacterium diphtheriae (zaskrt) .... diftericky toxin

Streptococcus pyogenes (spala) ............... spalovy toxin
Vibrio cholerae (cholera) .......ccccceveennnneene. cholera toxin
Clostridium botulinum ..............cccoceuvvuveeennn. neurotoxin

Staphylococcus aureus .............uueeeeeeennne.. toxin A



Viry a genetické zmény bakterii

Sinice r. Prochlorococcus, Synechococcus
...... psbA gen - dulezity fotosynteticky gen
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Horizontalni prenos Gl do eukaryot

8% lidského genomu tvori endogenni retroviry.

Integrované geny retroviru hraji vyznamnou roli v reprodukci
savcl:
savCi gen koédujici syncitin, esencialni pro vznik placenty ma plvod v
env genu retroviry

V eukaryotnich genomech byly nalezeny i ne-retrovirové viry.
Virové geny parazitoidl (napft. nudiviry).

Gen regulujici auxin (IAA) u Arabidopsis thaliana je odvozen od
genu partiviru.



Horizontalni prenos Gl do eukaryot

Preborniky v ziskavani cizi genetické informace
jsou zelvusky — cca 17,5% genomu je tvoreno
cizi DNA (viry, bakterie, rostliny, jini
zivocichové) coz odpovida cca 6 000 gend.

Zelvugky (kmen: Tardigrada, nebo také ,vodni médové“ & ,,mechova prasatka”) jsou

malinkati ZivoCichové s osmi nozickami (opatfenymi drapky), ktefi dorlstaji velikosti

kolem 1 mm.

Snaseji extrémni podminky: prezZivaji teploty -272 °C az +100 (149 °C), vydrizi
Sestinasobny tlak, nez je v Marianském pfikopu, bez potravy a piti vydrzi az 10 let,
prezivaji dehydrataci na 3 %, snaseji 100x vyssi davku ionizujiciho zareni ne Clovéek a
také pobyt ve vakuu.



Viry a zivocCichové

HIV positivni pacienti infikovani GBV-C (G virus hepatitidy)
vykazuji slabsi progresi choroby AIDS.

SavCi viry mohou navodit vyssi imunitu k bakterialnim
patogenum:

- napl. herpesvirus zvySuje rezistenci mysi vUCi Listeria
monocytogenes a Yersinia pestis,

- latentni herpesviry také ovliviuji pfirozené zabijece (Natural
killer cells), vyznamné bunky stojici v prvni linii obrany, které
usmrcuji bunky infikované viry a nadoroveé bunky.



Viry a hmyz

Helicoverpa armigera densovirus-1 urychluje vyvoje larev i kukel
Helicoverpa armigera, prodluzuje jejich prezivani a zvysuje
plodnost samicek.

Kontrola: biopesticidy (Bacillus thuringiensis) a polyDNA viry

UGA1432028



Parazitoidi — lumkoviti, lumcikoviti

Prekonani imunitni reakce hostitele Lumek velky

— potlaceni imunitni reakce virovymi
casticemi parazitoida: VLP = virus like
particles, PDV = poly-DNA viry.

Pfekonani imunitni reakce hostitele
! — puvodné zfejmé odvozeny (obal)
z hmy2|ch askovira, nud|V|ru/bakuIOV|ru a poxvirl (zbytky virové DNA v genomu

parazitoidd),

— dlouha samostatnd evoluce v parazitoidech (100 milion( let),

— zabranuji enkapsulaci vajicka, likviduji hemocyty, blokuji apoptézu, méni chovani
hostitele (napf. zvySeny pfijem potravy).
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Viry — Baculoviridae - a hmyz

Granulovirus Nucleopolyhedrovirus
Cydia pomonella granulovirus Autographa californica
nucleopolyhedrovirus
Culex nigripalpus baculovirus



Viry — insekticidy
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Viry — insekticidy

INFEKCE HOSTITELE

- ne-okludované viry vertikalnim pienosem
- okludovane viry kontaminovanou potravou

Ve stievu se matrix okluze rozpusti vlivem pH a uvolni se
infekéni viriony, které infikuji epitelove bunky stifevniho traktu.

Nové viriony pronikaji do dutin téla a roznaseji se po hmyzim
organismu a infikuji dalSi tkan¢ a organy.



Viry — insekticidy

PRIZNAKY INFEKCE

e ztrata zravosti, pomalé krmeni

* infikovany hostitel zaujima vrchni
pozice v prostoru, cozZ usnadiuje
horizontalni pienos

* hostitel umira 5 — 21 dnu po infekci,
virove inkluze se uvolnuji pies
popraskanou vn¢jsi kostru
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Viry a rostliny

Nékolik malo rostlinnych druht roste v geotermalnich pudach
Yellowstonského narodniho parku pri teploté pres 50 °C.

Dichanthelium lanuginosum - infikované endofytickou houbou napadenou

Colonized

virem.

MNon-colonized

Dichanthelium
lanuginosum

'Curvularia
protuberata

Mature Reviews | Microbiology


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiWmPf8uobMAhUJQZoKHW3YAUQQjRwIBw&url=http://www.nature.com/nrmicro/journal/v9/n2/fig_tab/nrmicro2491_F3.html&psig=AFQjCNHBWt_sZW2W1eDtPwf-gsM9UrJRFg&ust=1460459830388216

Dichanthelium lanuginosum
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Viry a rostliny

Jetel bily - White clover mosaic virus -
rostliny jsou méné atraktivni pro herbivorni
larvy  nékterych  dvoukfidlych  (napf.
Mycetophilidae Sciaridae).
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Viry a rostliny

Plané rostouci tykve - Zucchini
yellow mosaic virus - snizeni
produkce atraktantl pro brouky,
kteri prenaseji bakterie.




Viry a rostliny

Svestka domaci — Virus sarky Svestky — svétle zelena ai zluta
barva a zménény obsah aminokyselin je atraktivni pro msice
prenasece viru.




Viry a rostliny

Badnavirus - Banana streak virus - epizomalné nebo
pararetrovirus integrovany do genomu bananovniku. K jeho
uvolnéni muze dojit vlivem stresu, rekombinace.

v
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Tulip breaking virus

1620 — cca 1 000 guldenu

1/1637 — tulipmanie
1 cibulka 5 500 guldenti

1-V/1637 - pad

= 8 prasat
= 4 krav
=12 ovci
= 2t masla
= 4t piva
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ipany

Rembrandtovy tul
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Abutilon mosaic virus




Camelia mottle virus

‘Yuki-komachi’
‘Elegance’
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Honeysuckle yellow ve




Plantago asiatica mosaic virus

(Nandina domestica ‘Nana Purpurea’)




Canna yellow mottle virus
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Bakteriofagy — fagova terapie

Fagova terapie predstavuje terapeutické vyuziti lytickych fagua k
oSetreni bakterialni infekce.

V konkrétnich pripadech mize predstavovat alternativu k pouziti
antibiotik:

Vysoce specificka jen proti cilovému druhu bakterii.

K replikaci viru dochazi jen v misté vyskytu cilové bakterie.

Nebyly popsany vazné bocni efekty.

K fagum rezistentni bakterie zlstavaji vnimavé vuci fagiim s
podobnym okruhem hostiteld.

Vybér novych fagu je relativné rychly proces.
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Bakteriofagy — fagova terapie

Enterococci: véetné Enterococci faecalis

Esherichia coli: véetné E.Coli 011, 018, 020, 025, 026, 044, 055, 0113, 0125, 0128 atd.
Proteus: vCetné P. vulgaris, P. mirabilis

Pseudomonas: Pseudomonas aeruginosa

Salmonella: véetné S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. typhimurium, S. enteritidis,
Cholerae suis atd.

Shigella: S. flexneri ( serovars 1,2,3,4), S. sonnei ( 6)
Staphylococcus: vietné S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus

Streptococci: vCetné Streptococcus pyogenes, S. sanguis, S. salivarius



Bakteriofagy — enzybiotika

Termin enzybiotika “enzybiotic” byl poprvé pouzit Nelsonem a
spolupracovniky v roce 2001:
lytické enzymy, peptidoglykanové hydrolazy

antibakteriadlni ucinky
usmrcuji k antibiotiklim rezistentni bakterie
mala pravdépodobnost vzniku rezistence
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Phage

| dwva Elilava Phage Therapy Center

Prices for different types of treatment:

Initial bacteriological analysis and phage sensitivity testing:

* The initial sample tested at the Eliava laboratory is $85 USD; It determines if vour bacteria is sensitive to the standard phage
preparations or if a custom (autophage) or enhanced phage should be prepared for you.

= There are over 600 bacteriophages in our collection, sensitivity testing allows identification of the appropriate phage for your
particular bacterial strain. It is possible to improve the efficacy of a particular phage against your bacterial strain, or to
develop a new custom preparation for bacteria which is resistant to the standard phage preparations

Local treatment (clinic) {most effective)

» 7-14 days — 33900, for difficult cases — over 14 Days — $3900 + 5300 per day

* includes all medical exams, labs, applications and phages. All additional charges will be explained and agreed upon before they
are incurred.

= Exira cost for custom prepared “autophage” made on an individual basis (+$1000) or enhanced phage (+%300) if needed.

= Surgery is assessed on a case by case basis and approximate pricing is provided after review of records and bacteriological
analysis and phage sensitivity testing.
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Phage
Tharapy

Eiava Phage Therapy Center

Distant

51900 includes online consultation with doctor
» Repeat bacteriological analyses and phage sensitivity testing
= Extra cost for custom prepared “autophage” made on an individual basis (+51000) or enhanced phage (+5300) if needed.)

= Treatment in the USA, where treatment with our phage medication is performed under the supervision of your doctor. As the
medical use of phages is not yet FDA approved, the treatment can be performed only with a written consent of you and your
doctor. (FDA Regulatory Procedures Manual; Chapter 5: Import Operations And Actions).

» You can download the doctor and patient consent form HERE.

Fill out and send the signed originals together with your clinical sample and a medical report (describing your disease and current condition). Our medical
team will prepare a treatment plan which will include what form, dose and amount of the medicine you need for treatment. This plan will be sent
together with the appropriate bacteriophage preparations, which will be standard phages, enhanced preparations, or individual “autophage”
preparations, based on the sensitivity testing results.

Approximate prices for travelling to Thilisi, Georgia.
Citizens from most western countries, do not require a visa to enter Georgia. https://www.geoconsul.gov.ge/en,/nonvisa_en.html for more information.
Roundtrip from: New York- $1100-$1500; Paris, London, Munich, Rome, Vienna -5400-$600;

Istanbul, Moscow- $80-200: Prices depend on season and carrier,

Hotel in Thilisi: — 5 40 to 5340/ day or
1-2 hedroom furnished apartment: — 5500 per two weeks

Meals: — % 20 to $30/day ( Georgian Cuisine is delicious!!)
English speaking Driver with a ear: — $80/day or $8o0 per two weeks;

Translator for English, French, German, Russian, Turkish, Chinese- approximately 5200 dollars/week



Viry a genova terapie

Virové vektory
bezpecnost
nizka toxicita
stabilita
bunécna specifita
identifikace/detekce

Dne 16. fijna 2003, Shenzhen SiBiono Genetech (Shenzhen, Cina), ziskala licenci
China Food and Drug Administration Ciny pro genovou terapii Ad-p53 karcinomu
k(iZze hlavy a krku (HNSCC). Preparat se bude prodavat pod znackou Gendicine,
jedna se o prvni povolenou komercéni genovou terapii na svété.



Viry a genova terapie

Porucha adenosin deaminazy (ADA) je
pricinou primarni imunodeficience, patfici
do skupiny tézkych kombinovanych
defektl imunity (SCID).

Pomoci retrovirového vektoru byl do
izolované bunky vnesen funkcni ADA gen
a bunka byla vracena do pacienta. U
vétSiny pacientl se immunitni funkce
zlepsSily do té miry, Ze jiz nebylo potreba
poddvat ADA injekéné. Dulezité je, Ze u
zddného z pacientll se nevyvinula
leukémie.

Immune Deficiency Gene Therapy

Stem cells
are removed

from the ‘m A working copy

patient. 4 of the gene is

inserted into a

' virus. a
— ol : it

. The stem cells, now
with the working

gene, are returned

to the patient.

The virus
oL delivers the
working gene to

the patient’s
extracted stem
cells.



Viry a genova terapie

Hemofilie je geneticky podminéné
onemocnéni projevujici se poruchou
srazlivosti krve.

Hemofilie B = absence nebo nedostatek
Faktoru srazlivosti IX.

Uspéiné byl pouZit adeno-asociovany
virovy vektor nesouci gen pro faktor IX, tj.
chybéjici koagulacni protein. Po vneseni
konstruktu do jaternich bunék byla
pozorovana zvysena prosukce faktoru IX, a
pacienti méné krvaceli.




Viry a genova terapie

Talasemie — dédiéné krevni onemocnéni,
pri némz je naruSena tvorba bilkovinnych
soucasti krevniho barviva hemoglobinu.
Pacienti s beta-thalassemie maji defekt v
genu pro beta-globin, ktery prenasi kyslik
v Cervenych krvinkdch. Z ddvodu vadného
genu nedochazi u pacient( k
dostatecnému zasobeni vSech tkani a
organt kyslikem. TéZci pacienti jsou
potom zavisli na opakovanych krevnich
transfuzich.

V roce 2007 byly modifikovany kmenové
bunky pacienta pomoci retrovirového
vektoru nesouciho funkéni gen pro beta-
globin. Modifikované kmenové bunky byly
vraceny do téla pacienta. | sedm let po
zakroku pacient nepotreboval krevni
transfuze.

Normal Hemoglobin protein
(without beta-Thalassemia mutation)

Hemoglobin protein in patient
(with beta-Thalassemia mutation)



Viry a genova terapie

V roce 2012 se stala Glybera prvnim schvalenym preparatem pro genovou terapii v
Evropé. Lécba pouziva adeno-asociovany vektor pro vneseni t funkcni kopie genu LPL
(lipoproteinova lipasa) do svalovych bunék. LPL gen koéduje protein, ktery pomaha
rozkladat tuky v krvi, brani tak narlstu koncentrace tukd na toxické koncentrace.

53.000 eur za lahvicku x 21 aplikaci = ???? (1,1 mil EUR)
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Viry a genova terapie

Ukazuje se, ze upraveny herpes simplex

virus 1 (ktery obvykle zplUsobuje opary), je

ucinny proti melanomu (a rakoviny klze).

Lécba, s nazvem T-VEC, pouziva virus,

ktery byl modifikovan tak, aby

(1) nezpusoboval opary;

(2) usmrtil pouze rakovinné burky;

(3) aktivoval bunéénou imunitu pacienta
v boji proti rakovinnym burkam.

T-VEC Treatment for Melanoma
genetically-modified virus features

Herpes virus
altered so it

doesn’t cause
cold sores

Virus targets only
' cancer cells,
~ killing them and
not healthy cells

Virus attracts
immune cells

to help fight
the cancer




Viry a genova terapie

Pacienti s Parkinsonovou chorobou
postupné ztraceji buiky v mozku, které
produkuji signalni molekuly dopaminu.
Nasledkem toho pacienti ztraceji
schopnost ovladat své pohyby.

Malé skupiné pacientl s pokrocilou
Parkinsonovou chorobou byly vneseny
tfi geny pomoci retrovirového vektoru
do bunék v mozku. Byla tak obnovena
produkce dopaminu a pacientim se
zlepsila svalova kontrola.




Viry a produkce vakcin

DNA vakcina

pouzivajici upravené DNA infekéniho mikroorganismu (bakterie,
viru). K prislusné DNA jsou napojeny promotorové sekvence, které
umozni transkripci DNA v lidském organismu (bunkach) s
naslednou tvorbou pfislusnych mikrobidlnich proteint, proti nimz
nasledné vznika imunitni reakce.

DNA -> RNA - protein - vakcinace in-vivo

DNA se aplikuje jako virovy, plasmidovy vektor.

V klinickém zkousSeni a vyvoji jsou napf. ebola, antrax, chripka, malarie, HIV, hepatitidy



DNA vakciny

Gen pro syntézu
antigenu

VIRUS - patogen
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Viry a molekularni biologie

Viry klonovaci a expresni vektory

Virové reverzni transkriptazy (AMV, MMULV)
Virové RNA polymerazy (T3, T7, SP6)
Virova ligaza
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