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Poznani replikace HCV podmirioval vyvoj systému
umoznujicich mnozeni viru v bunécné kulture

e konstrukce subgenomového replikonu, ktery se sam amplifikuje v kulture
lidskych hepatomovych bunék, zjisténi jak se replikuje HCV RNA

(R. Bartenschlager, Heidelberg)

* studovat cely replikacni cyklus HCV umoznila konstrukce molekularniho
klonu JFH-1 (Japanese Fulminant Hepatitis), ktery po transfekci se do
bunék Huh 7.5 se silné replikuje a vede k produkci infekénich virovych
Castic (Wakita T., Tokyo)

* replikace klonu HCV i vimunosuprimovanych chimerickych mysich s jatry
s lidskymi hepatocyty
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HCV- EM virovych castic
v Simpanzim hepatocytu (B),
viru z bunécnych kultur
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Imunoelektronmikroskopicky priukaz obalového protienu E2

a apolipoproteinu E (D)
Gastaminza, at al.: J Virol. 2010 November; 84(21):10999-11009




Vlastnosti virovych castic
in-vivo: infekcni i neinfekEni castice
(v poméru =1:100)

densita HCV castic v krvi pacientu
heterogenni (mezi 1,1 - 1,3 g/ml),

cim mensi hustota tim vyssi infekCnost
velikost ¢astic in vivo cca 45 - 80nm,

tvar sféricky, pleomorfni, infekcni
castice s membranovym obalem :
. vt eyt L Mt lipids 7%
integralni soucasti infekcnich castic

jsou, triglyceridy, apo E a apoB, tzn.

utvareni infekCnich castic je svazano s

nucleocapsid (core)
membrane

mechanismy biosyntézy lipidu s velmi
nizkou hustotou (VLDL)



* nukleokapsidovy protein core

Struktura viru a * obalové proteiny E1, E2
* lipidova kapkénka s apolipoproteiny

vazba na hepatocyt

LDL receptor
GAG glykosoaminoglykany

SR-Bl scavenger
receptor Bl
CD81 tetraspanin
CLDN-1 Claudin
OCLN Occludin

Clatrinovy typ
endocytozy




Vniknuti viru do hepatocytu

Endocytoza
clatrinového typu

Fuze membrany viru
Post-binding interaction a endosomu

with SR-8B1 and CD81

Uvolnéni HCV RNA
do cytoplasmy

Binds GAGs,
maybe also
LDLR?

HCV RNA

@ .

fusion in an early
endosome



Replikace HCV

Endoplasmic
reticulum

°° o Membranous
° ° ° web
o

D. Moradpour, F. Penin & Ch.M. Rice
Nature Reviews Microbiology 5, 453-463 (June 2007) Nature Reviews | Microbiology



Replikace HCV RNA

virionova HCV RNA (+)
primo umoznuje syntézu virovych protein(
na ribosomu
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virova RNA polymeraza
syntetizuje (-) retézec
replikacni forma (RF) ds
podle (-) retézce
syntetizuje RNA
polymerdza (+)
retézce slouzici k:
-syntéze proteini HCV
-replikaci RNA
-vytvareni novych
virovych castic
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Navrhovany model of propojeni replikace/translace HCV RNA.
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Liu HM, Aizaki H, Machida K, Ou J-HJ, et al. (2012) Hepatitis C Virus Translation Preferentially Depends on Active RNA Replication.

PLoS ONE 7(8): e43600. doi:10.1371/journal.pone.0043600
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Syntéza virovych proteint a jejich lokalizace v membrané ER
IRES, polyprotein, Stépeni na funkCni proteiny, strukturni, nestrukturni proteiny,
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Syntéza HCV RNA v replikacnich vesikulech (RV) membranového

,webu“ role cytosolovych tukovych kapének (LD)
Nature Reviews Microbiology 5, 453-463 (June 2007)




Iniciace utvareni virionu - vznik virové kapsidy
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Obalovani kapsidy membranou

Utvareni virové castice s obalovymiproteiny E1 a E2

pri puceni do luminalni
e lipidové kapénky
nuclescapsid " E(ze Eastice s VDL
Vznik lipidické virové
casticelVP (s apoE a apoB)

E1E2

Pri replikaci v bunécnych
kulturach se vytvari castice
HCVcc nefuzované s VLDL1

Densita HCV castic v krvi
heterogenni (mezi 1,08 —
1,29 g/ml), ¢im mensi
hustota tim vyssi infekénost

apoE integralni soucasti castic,
castice s apoB maji vyssi
infeCnost

velikost LVP cca 100nm

Exocytdza HCV
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Mozné cile pro terapeutické zasahy

Entry inhibitors RNA interference
Neutralizing antibodies Antisense oligos

Ribozymes GFIES inhibitora
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a-glucosidase
inhibitors

: : " Polymerase inhibitors
Interfering peplides Helicase inhibitors
and proteins

Source: Ther Adv Gastroenterol @ 2011 SAGE Publications Ltd




HCV protein NS3/NS4A potlacuje pfirozenou imunitu
proti HCV infekci

(J.G. Bode et al., Archives of Biochemistry and Biophysics 462 (2007) 254-265)

/ mm \\ dsRNA dvouretézcova

RNA

NS4 A1\O)D) TLR toll-like receptor
TIR toll/interleukin
i/ 7' —J receptor

RIG1 retinoic acid
inducible gene

CARD caspase
recruitmen domain
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Dékuji za pozornost



