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Organizace genomu viru

Genom viru musi byt kompatibilni s hostitelskou bunkou (mechanismy
translace a transkripce)

Geny jsou Cteny v ramci ORF
Vétsinou monocistronické mRNA — kazda s vlastnim promotorem
uspora prostoru pro genetickou informaci

Prekryvani ORF
Ribozomalni frameshifting (zména ¢teni ORF)
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Kodovani geneticke informace viry
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mMRNA1

CDS3 CDS 6
CDS4 Vit Peptide 1
CDS5 Misc Feature 1
Repeat Region 1 CDS1 CDS2 Sig Pept 1 Repeat Region 2

OLVSAOMVCG

9256 bp
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Emalli491]

Kzl (1489)
Awvzli1489)

EcoRI [1422]5_'“'--...‘_
CDS 5

ABO/Z2E01

1768 bp
CDS 3

\EDS 2

CDS 1

CDS 4

Neal(B69)

Clallr44)
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Regulace exprese eukaryoticke
bunky

» Nékolika uroviova kontrola
» Zakladni poznatky ziskany studiem viru

Kontrola na urovni jadra a organizace DNA

Hypometylace transkribované DNA
Interakce chromatinu s nuklearni matrix
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Kontrola transkripce

Promotory, rizna ,sila” promotoru

TranskripCni faktory (reguluji miru transkripce) virove,
bunecné
Enhancery transkripce (funguiji i na vzdalenost tisicu bp)
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zesilova¢ promotor
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Struktura mRNA

PoloCas rozpadu mRNA

Polyadenylace, methylace, capping

Diferencialni sestfih (splicing — odstranéni intronu)
Export mMRNA z jadra

Kontrola translace

ROzné& efektivni translace
Enhancery translace
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dsDNA viry

Herpesviridae, Adenoviridae, Papillomaviry se
replikuji v jadre

Hodne vyuzivaji enzymy bunécneho jadra
Geny spousteny sekvencne
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Kontrola exprese herpesviru

o — TIF spousti o - TIF
expresi o - gentll
+ .
Strukturalni proteiny
+
+

+
a - geny  — B geny

- N\

Y - geny
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Ol proteiny herpesviru

a- TlF (UL48) — iniciacni transkripcCni faktor — protein
tegumentu - indukuje transkripci ranych proteinu
vazbou na motiv TAATGARAT jejich promotoru

vhs (UL41) —"viral host shutoff” degraduje bunecne
MRNA (endoribonukleazova aktivita)
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Ranné transaktivacni a regulacni proteiny
herpesviru

Protein | Gen Funkce

ICP 27 |UL54 |Vyznam v pozdni expresi,
inhibuje RNA sestrih a transport

virovych mRNA do cytoplasmy

ICP O RLZ NespeC|f_|cI’(y MRNA
transaktivator, kofaktor pro ICP

4 B-transkripci

Zvysuje transkripci B a en(
ICP 4 RS vysuje tr ripci B a y genu
ICP 22 |US1]1 |Kofaktor pro expresiy geni

ICP 47 |US Inhibuje transport peptidt a
12 jejich prezentaci MHC I antigeny
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dsDNA

Poxviridae, Asfarviridae, Iridoviridae

Replikace v cytoplazme
Velmi komplexni, mnoho enzymu, €asto pfibaleny do virionu

Dosti nezavisleé na celularnich mechanismech (vyjma
ribozomu)

Exprese ¢asnych genu (50% virového genomu) nastava
pred replikaci genomu

Exprese pozdnich genu nastava po replikaci genomu

Financovano {... Nsrodni
Evropskou unii > -+ plan

NextGenerationEU MINISTERSTVO SKOLSTVI obnovy




(+) ssSRNA

Genom viru predstavuje mRNA (je infekCni)

Exprese genu je dvoji

1. Produkce polyproteinu z celého virového genomu,
nasledne stépeného virovou proteazou

2. Produkce subgenomovych mRNA ustici ve dve kola
translace a tim separuji Casnou (produkce viroveé
replikazy) a pozdni fazi replikace (strukturalni proteiny).
V mezifazi je replikovana virova RNA
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(+) ssRNA

Kapsida | RNA syntéza, Stépeni i

VPg—| 1A | 1B | 1C | 1DlPro VPg | Pro Pol __ Poly A
Polyprotein
< >
P1 P2 P3
VP4, VP2, \ml VPg protein, Proteinaza, Polymeraza
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(-) ssRNA

Ribonukleoproteinovy komplex (RNA, nukleoprotein,
polymeraza a fosfoprotein)

Transkripci vznikaji monocistronické transkripty genu
ohrani¢ené umisténim start a stop signalu

Cetnost transkriptut je pro jednotlivé geny rizna a zavisi na
jejich poloze v genomu viru

Replikaci vznika kopie celého genomu ale jsou ignorovany
start a stop transkripcni signaly 11932 bp
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Regulace transkripce lentiviru

VPR REV REV
i I
] i ]
_ GAG VIF TAT VPU TAT NEF
1
LTR POL ENV LTR

HIV-1 GENOME 9749 NUCLEOTIDES
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LTR viru HIV-1

= =
m ml
> > D o
T T NFAT-1 Sp-1
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Tat protein lentiviru

Protein o0 86 AA, 2 exony
N’ terminalni aktivacni doména

C’ terminalni RNA vazebna doména

(arginin bohata — nuclear localisation signal)

Vazba na TAR (transaktivation response element)
TAR — vlasenkovita struktura na 5" konci mRNA

Pro vazbu je rozhodujici prostorova struktura

Financovano Narodm
Evropskou unii >- plan

NextGenerationEU MINISTERSTVO SKOLSTVI obnovy




Exprese genomu viru HIV-1

=
F

~3 kb

~4 kb
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Rev protein viru HIV-1

Export nesestrinanych mRNA z jadra

» multimerization

I
NLS
&
RRE activation
1 |  binding domain/NES 116
VR, W
— T & .
*TROARRNRRARWRERGR i"i_F"ll"ll.éFlL'l'],

]
DL (M)
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Genova terapie

1. Strategie interferujici s virovou replikaci

Proteiny
Nukleové kyseliny

2. Strategie eliminujici infikované bunky
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Transdominantni negativni proteiny

Nefunkcni mutanti virovych strukturalnich (gp41,
gp120) nebo regulaénich proteinu (Tat, Rev)
Inhibuji funkci virovych proteinu kompetici se:
Substratem

Kofaktory
NefunkCni multimery

Nevyhoda — mozna tvorba protilatek
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Anti-infekcni celularni proteiny

Derivovany z normalnich bunéénych proteinu se
specifickou antivirovou funkci

Inhibuiji:
Vazbu viru na bunku
Vazba na funkcni viroveé proteiny (rozpustny CD4 receptor)
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Intracelularni protilatky

Intracelularne exprimovana vazebna mista
protilatek

Exprese ve vybranych kompartementech bunky
(jadro, ER)

Kompetice s maturaci viru (gp41) nebo inhibice
funkénich proteinu (Tat, Rev)
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Schéema IgG a scFv molekuly

scFv

4
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Intracelularni imunizace
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Sebevrazedné geny

Exprimuji toxicke proteiny (diftericky toxin,
herpesvirovou tymidin kinazu) pod kontrolou
viroveho promotoru

Selektivheé usmrti inflkovanou bunku po infekci
virem
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Antisense RNA

Antisens oligonukleotidy k ruznym transkriptum
(mMRNA) virového genomu

Funkce:

Vazba na komplementarni oblasti

RNA duplexy jsou degradovany RNasami
Blokovani translace

Nutna intracelularni exprese
Vyhoda — nejsou imunogenni
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Therapeutic delivery of

dsEMNA trigger experimental siENA
produced eg. as a Cleavage /
result of EMA virus catalyzed o 21-72 nt
replication by Dicer — _ — siRNA
T = = duplexes
4
Amplification via Target RNA RISC complesx-
production of more (e.g.viral mENA) assisted annealing to a
dsRMNA in 8 siRNA- \ homaologous sequence
primed reaction by an } f,f’f
RNA-gependent RNA- T
pofymerase jonly in
some species)
Y
Destruction
of target RMA

TRENGS in Microbiaiogy
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M-C Saleh et al /Tirus Research 102 (2004) 11-17
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Ribozymy

Antisens RNA molekuly s katalytickym ucCinkem

Funkce:

Vazba na mRNA
Katalytické stepeni - fosfodiesterové vazby

Jedna molekula inaktivuje mnoho mRNA molekul

Vysoce specificke (rozpoznavaci i stepenou
sekvenci)

Jsou snadno degradovany RNazami
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RNA navnady

Kratké RNA molekuly imitujici funkCni domeény
virovych regulacnich proteinu (napf. RRE viru
HIV-1)

Vyhody — nemohou byt ovlivneny variabilitou
transkripénich faktort (ovlivnéna by byla i vazba
na originalni transaktivacni sekvence)
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DNA vakciny
TN

Konstrukce vakciny
Gen kddujici imunogen plazmid + gen imunogenu

v

AA/S SIS A 7

Transformace bakterii, pomnozeni _ _
Purifikace plazmidové DNA Vakcinace plazmidovou DNA
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Vyhody DNA vakcin

Dlouhodoba stimulace imunitniho systému (tydny az mésice)
Preferencni stimulace CTL

Pritomnost plazmidové kostry (CpG motivy) ma imunostimulaéni
ucinky
levna, snadna a rychla priprava, extremni stabilita

Moznost genetickych manipulaci (peptidové knihovny), koexprese
cytokinu

Zatim nebyly pozorovany vedlejsi ucinky a autoimunita
Imunizace i proti slabym (kryptickym) imunogenim
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Stimulovane T lymfocyty

CTL odpovéd muze byt rozhoduijici v anti-HIV-1
odpovedi

Stimulace CTL ex-vivo
Neprimo - stimulace dendritickych bunek
Adoptivni imunni transfer cytotoxickych lymfocytlu

Financovano
* nr
~ | Evropskou unii




Anti-Env intrabodies

Transdominant Gag

HIY

Structural

B and accessory Gag and Env )
cubi= protein mRMAs proteins Transdorninant
cD4 A Rew

A ~ ?
Genomic RMNA
o )
Ribozyme Regulatory
- e

mREMNAs,
Tat, Rew

Genomic RMA

Chromosome

Ribozymes,
antisense
RMA& decoys

Anti-RT
intrabodies

LInintegrated -
genomic CMNA -
Muclear
pore

Mucleus

Maokecular Medene (oday
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Prakticke aplikace

Exprese ,mechanismu” v autologni kmenove
bunce

Depopulace kmenové drene pacienta (ozareni,
chemoterapeutika)

Transplantace techto transgennich kmenovych
bunek
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