Reprodukce RNA viri

Hostitelskd bunka neméa enzymy pro syntézu polynukleotidového retézce na matrici RNA. Proto RNA viry musi
obsahovat informaci pro syntézu zvlastni polymerazy, bud RNA-dependentni RNA-polymerazy nebo RNA-
dependentni DNA-polymerazy. Virion nékdy musi byt vybaven jiz hotovou takovouto polymerdzou.

Genova exprese virové RNA ma rliznou strategii, podle které Ize viry rozdélit do nékolika trid:

Trida 2 (-) RNA (+) RNA

Rhabdoviry

Trida 3
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Retroviry

Prvni tfida RNA viru

Do prvni t¥idy RNA virl patfi picornaviry (pico = maly), v¢etné polioviru, plivodce détské prenosné obrny, a
arboviry (arthropode bone = prenéseny ¢lenovci) véetné plvodce klistové encefalitidy. Virion této trfidy obsahuje
(+)ssRNA. Nejdrive se na hostitelskych ribosomech podél této mRNA syntezuje obrovsky proteinovy prekurzor
(Fetézec asi 0 2000 aminokyselinovych zbytcich), ktery se pak rozstépi na 7 protein(i. Nékteré z nich jsou kapsidové
bilkoviny a jeden Stép je RNA-dependentni RNA-polymerdza (RNA replikaza). Tento enzym na templatu
virionové (+)RNA katalyzuje syntézu retézce (-)RNA a ten pouZije jako templat k pomnozeni (+)RNA, tedy genomd,
jez se vestavi do novych virovych ¢astic.

Na rozdil od bakterii eukaryotickd hostitelska burika je schopna prekladat
mMRNA (i polygenovou!) pouze do jediného polypeptidového retézce.
Proto virus vyuziva k tvorbé svych jednotlivych proteint eukaryotickou
posttranslac¢ni proteolyzu. S podobnym mechanismem se setkdvdme napfr.
pfi biosyntéze nékterych peptidovych hormond (ACTH, endorfiny).

Druha trida RNA vird

Lasni Filre exprese

poedni Mee exprese

Druha trida zahrnuje viry, obsahujici v ¢astici (-)ssRNA. Patfi sem
rhabdoviry (rhabdos = hil, tycka), jako je plvodce vztekliny, chripkové
viry, virus priusnic a virus spalni¢ek. Tentokrat je pfi expresi viru resena
skutecnost, Ze genomova RNA je fetézec (-), nepouzitelny jako mRNA, a Ze
hostitelska burika nema enzym replikujici (-)RNA. Virion vSak obsahuje
RNA-dependentni RNA-polymerazu (replikdzu), kterd nejdrive na
virové genomové matrici syntetizuje pét kratkych mRNA. Ty pak na A
ribosomech fidi syntézu 5 protein( (véetné kapsidového, plastového a S s /
vCetné nové replikdzy, kterd katalyzuje vznik nové Uplné (dlouhé) virové '
(+)RNA a virionové (+)RNA). Tak je vSe pripraveno k sestavovani viriond. e =]
U této druhé tridy RNA vird je problém, jak ziskat z polygenové informace -
jednotlivé peptidy, FeSen na Urovni transkripce. Syntetizuji se kratké
mRNA, nevznikd proteinovy prekurzor, ktery by bylo nutno posttransla¢né
upravovat jako pfi reprodukci virQ 1. tridy.

Treti trida RNA viru

Schéma exprese virovych genomd
Pircornavir(l (détska obrna) a Arbovir(
(klistova encefalitis)

Treti tFidu tvori reovirus. Byl nalezen v lidském respiraénim a zaZivacim traktu, i kdyz nezplsoboval zjevné
onemocnéni (respiration and enteric orphans). V jeho virionu se nachazi deset (£)dsRNA a RNA-dependentni
RNA-polymeraza, kterd v hostitelské burice pouzije (-) fetézce virové RNA jako matrici k syntéze deseti mRNA.
Jejich translaci vznika 10 virovych proteinl véetné nové replikdzy. Replikaci se posléze rozmnoZzi a vytvori téz
genomové (+)dsRNA. Jednotlivé sloZky se sestavuji v nové viriony. Genom reoviru tedy obsahuje 10 monogenovych
MRNA.

Ctvrta trida RNA virt

Do étvrté tridy se radi retroviry (napf. virus Rousova sarkomu - plvodce ptac¢iho sarkomu nebo virus HIV -
plvodce AIDS). Nazev vyjadruje zvlastni strategii replikace téchto vird, t.j. reverzniho prevodu informace z RNA do
DNA. Virion viru Rousova sarkomu (RSV) obsahuje 2 molekuly (+)ssRNA, RNA-dependentni DNA-polymerazu
(reverzni transkriptézu) a tRNAT'P. Tyto slozky jsou obaleny kapsidovymi proteiny a lipidovou membrénou
obsahuijici virovy glykoprotein.
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Po vniknuti viru do buriky RNA-dependentni DNA-polymeraza v cytosolu prepiSe virovy genom do retézce (-)DNA a
hned ho doplni na (+)dsDNA zvanou provirus. Jako primer pfi syntéze DNA slouZi virionové tRNAT'P, kterd byla v
predesSlém cyklu prevzata od hostitelské bunky a asociovala se na kratky komplementarni Gsek virové RNA.

Templatova (virionova) RNA je béhem syntézy proviru rozlozena.

Retrovirova DNA je transkribovéna jediné tehdy, je-li za¢lenena (integrovdna) do hostitelského genomu. K tomu
slouzi dlouhé koncové repetice (LTR, long terminal repeats) na obou koncich provirové DNA. Zahrnuji isek U3, R a
U5. U5 a U3 jsou rozdilné sekvence, R je repetice. V LTR jsou signdlni sekvence pro integraci a transkripci

(enhancery, promotory).

(+)dsDNA RSV se nejdrive cyklizuje a pak se premisti z cytosolu do jadra. Zacleni se (integruje) na zcela urcité
misto ptac¢iho genomu (je schopna se integrovat i do sav¢iho genomu, a to na réizné mista).

Genom RSV obsahuje ¢tyri geny. Gen gag kdéduje velky proteinovy prekurzor (polyprotein), ze kterého se pak
proteolyticky oddéli nékolik virovych prolein. Gen pol nese informace pro syntézu reverzni transkriptdzy a gen
env pro vznik virového obalového glykoproteinu. Z Iékarského hlediska je zajimavy gen src, ktery neni pro
reprodukci viru nutny, avsak jeho produkt vyvolava malignizaci buriky (fibroblast méni v sarkomovou bunku). Proto
je fazen do skupiny tzv. onkogena. Kéduje proteinkindzu, kterd katalyzuje fosforylaci tyrosinového zbytku jinych

proteind. Mechanismus, jakym tento enzym vyvold maligni zvrat, neni
zcela objasnén.

Pri expresi genomu RSV se alternativnim sestrfihem syntetizuji tfi rézné
MRNA. Nesestfizena mRNA se stane genomovou, je asociovana s virovymi
proteiny a tRNA. Hotovy virion ,,vypuci“ z cytoplazmatické membrany
hostitelské bunky, pricemz si odejme ¢ast této membrany, aniz by buriku
lyzoval. Tim se retroviry lisi od DNA virQ. Retrovirova DNA se replikuje s
hostitelskym genomem, takze virus se prenese do dcefrinych bunék.

Na chromosomech zdravého kurete byl nalezen gen, lisici se strukturou
jen nepatrné od virového src. Ukdzalo se, Ze je to normaini bunécny gen
odpovédny za diferenciaci bunky. Obecné se nazyvé protoonkogen a je
oznacovan jako c¢-src na rozdil od virového onkogenu v-src. Byly jiz
objeveny desitky takovychto protoonkogent. Podle nazoru védcd byl
onkogen prenesen do virového genomu sekunddrné a je jim prenasen z
bunky na burnku (transdukce). Jeho exprese je pak fizena virovym
promotorem, ktery nepodléhd normalnim regulacim, takze neni zarucena
fyziologickd hladina jeho produktu. Nékteré virové promotory jsou velice
vykonné. Virové onkogeny nemaiji introny, na rozdil od bunécnych
protoonkogen(.

Retrovirové onkogeny
Retrovirové onkogeny lze podle jejich produktd rozdélit do péti skupin:

1. Onkogeny, které kéduji tyrosinovou proteinkinazu (napf. src).
2. Onkogeny kdédujici bilkovinu s funkci ristového faktoru (napfr.
onkogen sis kéduje protein témér identicky s rlistovym faktorem
PDGF).

3. Onkogeny s informaci pro syntézu receptorl rlstovych faktorQ
(napf. onkogen erb-B).

4. Onkogeny fidici vznik protein( véazajicich guanylnukleotidy, tj. G-
proteiny (napr. onkogen Ha-ras). Takové produkty pak nejsou
schopny Stépit GTP, coz porusi regulac¢ni vlastnosti G-proteinu a
zpUsobi malignizaci bunék.

5. Onkogeny kdédujici jaderné regulacni proteiny (napr. onkogen
myb).

Z rozmanitosti produktl onkogend vyplyva, ze mechanismy onkogeneze
jsou rdizné, nebot tyto proteiny zasahuji do rlznych stupnl regulace
bunécné diferenciace a proliferace. Onkogen Erb-B napr. produkuje pouze
tyrosinkindzovou ¢ast membranového receptoru pro epidermalni riistovy
faktor EGF. Na normalnim rcceptoru je tyrosinkindza aktivni pouze po
navazani EGF na receptor. Produkt onkogenu Erb-B vsak tuto vazebnou
¢ast postrada a kindzova aktivita je konstitutivné odblokovana.

Virus Rousova sarkomu byl prikladem tzv. akutné transformujiciho
viru. Patri sem téz akutni leukemické viry. /n vitro jsou takovymi viry
bunky transformovany béhem 2-3 tydn{. Onkogen je v tomto pfipadé
vlozen do virového genomu a jeho transkripce je fizena virovym
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promotorem. Existuje jesté skupina pomalu transformujicich vird (napr. chronické leukemické viry), které
transformaci bunék navodi az po 4-12 mésicich. Genomy téchto virll neobsahuji onkogen. Buriku malignizuji az
tehdy, jsou-li integrovany v sousedstvi normélniho bunécného protoonkogenu, ktery je pak fizen vykonnym

provirovym promotorem.
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Nékteré retroviry jsou nebezpecné, aniz by navozovaly maligni zvrat. Virus lidské imunodeficience (HIV, human
imunodeficiency virus) vyvolava syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti (AIDS, acquired immune deficiency
syndrome). Virus je pribuzny lymfotropnimu viru, ktery u ¢lovéka vyvolava vzacné leukémii (HTLV-I). Virus HIV
infikuje lymfocyty T4 a lyzuje je. Tim organismus ztraci dllezitou slozku imunitni obrany. Lymfocyty T4 jsou totiz
potrebné k uchovani paméti pro sekundarni imunitni odpovéd, maji vyznam pfi zrani B-bunék v plazmatické bunky,
produkujici protilatky a pro zrani lymfocyt(l T8, potfebnych k odstrafiovani infikovanych bunék. Clovék umira na

béZnou infekci nebo na maligni nador.

Intenzivni studie tohoto viru zatim nepfinesly vysledky, umoznujici
ucinnou terapii. Thymidinazid je reverzni transkriptdzou zarazen do
provirové DNA a ukoncuje prodluzovéni retézce, ktery postrada volnou 3'-
OH skupinu. Lék zpomaluje onemocnéni.
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Dalsi kapitoly z knihy STIPEK, S.: Strucna biochemie uchovani a
exprese genetické informace:

Struktura nukleovych kyselin: Zakladni slozky nukleovych kyselin *
Primarni struktura nukleovych kyselin « Retézec nukleové kyseliny Ize
Stépit neenzymovou nebo enzymovou hydrolyzou ¢ Metody
sekvencovani « Sekundarni a vyssi struktura nukleovych kyselin:
Sekundarni struktura DNA « Denaturace a reasociace retézcl nukleovych
kyselin, molekularni hybridizace ¢« Sekundarni struktura RNA ¢ Topologie
DNA; ¢ Interakce DNA s proteiny, struktura chromosomu ¢ Bakteridln{
chromosom ¢ Eukaryotické chromosomy ¢ DNA mitochondrii

Biosyntéza nukleovych kyselin: Replikace DNA ¢ Transkripce

Biosyntéza polypeptidového retézce - translace: Transferové RNA
(tRNA) « Aktivace aminokyselin, syntéza aminoacyl-tRNA ¢ Funkce
ribozoma v translaci ¢ Translace u prokaryotd « Struktura ribozomg o
Iniciace translace ¢ Elongace peptidd * Terminace translace ¢ Inhibitory
bakterialni translace ¢ Translace u eukaryotd ¢ Struktura ribozéma
Iniciace eukaryotické translace  Elongace eukaryotické translace °
Terminace eukaryotické translace ¢ Inhibitory eukaryotické translace

Geneticky kéd

Biosyntéza nukleovych kyselin a proteosyntéza v mitochondriich:
Replikace mitochondridlni DNA ¢ Mitochondridini transkripce ¢
Mitochondridlni translace

Rizeni genové exprese a proteosyntézy: Rizeni genové exprese a
proteosyntézy u prokaryot ¢ Regulace na Urovni transkripce ¢ Regulace
sigma-faktory « Jacoblv-Monoddv operonovy model ¢ Regula¢ni vyznam
CAMP u bakterii ¢ Variace operonového rizeni genl * Tryptofanovy a
arabinosovy operon « Rizeni terminace transkripce * Regulace
bakterialIni proteosyntézy na Grovni translace * Rizeni genové exprese a
proteosyntézy u eukaryot ¢ Regulace na GUrovni usporadani gend
Regulace na urovni transkripce ¢ Regulace posttranskrip¢nich Uprav pre-
mRNA « Regulace na Grovni translace * Rizeni rychlosti degradace mRNA
* Regulace funkce proteinu kotranslacnimi a posttranslacnimi Gpravami

Posttranslaéni upravy a targeting proteint: Signaini sekvence
polypeptidu, volné a vazané ribozémy ¢ Posttransla¢ni glykosylace
proteind * Targeting nezavisly na glykosylaci proteinl ¢ Targeting
mitochondridlnich proteind « Targeting jadernych proteind
Rozhodovaci mechanismus k destrukci nefunkénich proteind
Receptorem zprostrfedkovana endocytéza

Biochemie viru: Reprodukce DNA vir(l « Reprodukce RNA vird ¢
Interferony

Biochemie genového inzenyrstvi: Stépeni DNA na definovaném misté
fetézce « U¢inné déleni fragmentl DNA elektroforézou ¢ Identifikace
restrik¢nich fragmentt » Syntéza umélé DNA « Pomnozeni a exprese
izolovaného nebo umélého genu v hostitelské bunce
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Reprodukce retroviru
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