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) , 8.1
ZAKLADNI INFORMACE O VIRECH

DFive nez zacneme s popisem replikace virového genomu a jeho exprese
v bakteridini buice, je nuiné ivodem ucinit nékolik obecnych pozndmek ve
smyslu zdkladnich informaci o viastnostech, které viry charakterizuji obecné.

Viry jsou Castice velmi nepatrnych rozmérii (25 aZ 400 nm), které se
vyznacuji schopnosti infikovat bufiky a reprodukovat se v nich. Jsou intracelu-
larnimi parazity, nebot svou reprodukci jsou na hostitelské busice zcela zavislé
a touto reprodukct hostitelské buriky poskozuji.

Kazdd virovd édstice sestavd z jedné nebo vice molekul nukleové kyseliny
téhoz druhu (bud’ DNA, nebo RNA) a proteind, které kolem nukleové kyseliny
rvoFi obal (kapsid). Tento ribonukleoproteinovy komplex se oznacuje 16z jako
nukleokapsid. Kolem nukleokapsidu mitZe byt jesté dalsi obal, tvoreny lipopro-
teiny, které virus ziskdvad z plazmatické membrdny béhem uvolfiovant z buriky
(to se tykda vétSinou Zivolisnych virty). Takové viry se oznacuji jako viry
obalené, Jednotliva virova Cdstice, schopnd infikovat hostitelskou buriku a
mnozil se v ni, se oznacuje jako virion. Jeji nukleokapsid mige mit tvar pravi-
delného dvacetisténu neboli ikozaedru nebo miZe byt tvaru vidknitého, kulo-
vitého, ovdlného atd,

Nukleova kyselina obsazend ve virionu md _funkci genoforu (nosice gent,
vizstr. 149 a 150 - 152), nebot se vyznacuje témito viasinostmi:

¢ Jsou na ni lokalizovany strukturni geny kddujici proteiny kapsidu nebo
proteiny, které majiviastnosti (ne viak u vSech viriy) enzymil, napi. DNA- nebo
RNA-polymerd:z,

¢ Mad viasinosti replikonu.

U valné vétsiny virii genofor predstavuje cely genom viru. Proto u viri
miiZeme vét§inou kldast rovnitko mezi genomem a genoforem. V dal§im textu
budeme proto pouZivat termin "genom"; termin "genofor" pouiijeme jen v pri-
padech, kdy je tFeba vzhledem k popisovanému jevu tyto terminy piresné rozlisit
(a to se zrovna tykd ndsledujici véty).

Nékteré viry (napr. retroviry) obsahuji dvé kopie stejného genoforu nebo
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nékolik nehomologickych genoford: (nap#. virus chfz"pk)’/), které do/zromady l‘\zmjz
genon viru. Genom viru sloZeny z vice nehomologickych genoforir se oznacuje
Jako genom segmentovany. ’

V genomu viru nejsou geny pro rRNA a tRNA a’také ne strt.tktu{‘m
geny kddujici ribozomové proteiny! Je tedy ziejmé, z“e. syntéza 11'01‘)ycrh virovych
proteind, k niz dochdzi po infekei hostitelské buriky, je zcela zav’zslc’z na trans.-
lacnim systému buiiky. V tom je molekuldrni podstata z'ntmcelularmh? parqz"z-’
tizmu, lctyer)ﬁm Je virus charakteristicky. Z této skuteénosti vyplyvd ndsledujici
definice pojmu "virus":

Virus je nukleoproteinovd Cistice vyznalujici se schopnosti infikovat
hostitelskou buriku a v ni se reprodukovat v zdvislosti na jejim transladnim
systérmu,

Viry mohou infikovat jen ty buriky, které ve svém povrchu majt receprory
k nékrerému proteinu virového kapsidu. Virus se svymi proteiny vdzZe (adsorbu-
Je) na receptor v povrchu buriky, ktery je pro dany druh (kmen) viru nebo
Pribuzné druhy (kmeny) specificky. Nemd-li burika receptor pro prislusny druh
viru, neni timto virem prirozené infikovina, Burika se specifickym receptorem
pro prislusny druh viru je vzhledem k tomuto viry busikon hostitelskou. Podle
hostitelskych bunék pak Ize viechny viry rozdélit do dvou hlavnich Skupin:

®  Bakteridlni viry, které infikuji bakteridini buriky a v nich se mno3i Ozna-
Cuji se téz jako bakteriofigy, DFipadné zkrdcené figy.

¢ Eukarydlni viry, které infikuji a mnozi se v eukarydlnich busikdch. Déli
se podle typu hostitele, ve kterém se reprodukuji, na viry hub (tzv. mykofigy),
viry rostlinné a viry fivolisné. Viry Zivodisné mizeme Jesté ddle delit na viry
obratlovcil, bezobratlych, viry &lovéka atd,

Nukleovd kyselina, kterd tvori genom viry, je bud’ DNA, nebo RNA (nikdy
ne obé soucasné). Podle toho rozliSujeme viry na DNA-viry a RNA-viry. Strate-
gie reprodukce obou téchto zdkladnich skupin virii se Iist v téchto smerech,

1. Viasmi infekce DNA-virionem Spocivd v tom, Ze se virion navdse na
receptor buriky a do busiky vnikne Jen jeho DNA, pricems kapsid ziistane vné
buiiky. Tento zpisob infekce je typicky pro bakieridini viry. Je mozny i ten
zpusob (napf. Zivocisnych virg), e do buriky vnikne cely virion, ale brzy se
zbavi kapsidu. V oboy Pripadech viak reprodukce viry v burice zacind volnoy
DNA, kterd se replikuje v hostitelské busice g Jeji negativni Fetézce pak slouzi
Jako matrice pro syntézu molekyl medidtorové RNA Preklddané na ribozomech
hostitelské buitky do virovyeh stavebnicl ¢ Strukturnich (kapsidovych) protei-
nit nebo nestavebnich i hestrukturnich proteinig (s enzymovou nebo Jinou
nestruktvrni funkci). Stavebnimi proteiny se obaluji zreplikované molekuly
DNA, ¢imsz se vyrvory viriony, které svymi viastnostmi jsou stejné jako virion,
ktervmn byla burika infikovdna,

2. Zacdtek infekce buitky RNA-virionem Je stejny jako u infekce buriky
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DNA-virionem. RNA se v burice replikuje a jeji pozitivai Fetézce se prekladaji
do virovych proteinii stavebnich (kapsidovych), pripadné nestavebnich (napr.
enzymiy). Stavebnimi proteiny se oball zreplikované molekuly RNA za tvorby
virionit. Nestavebni proteiny maji podobnou funkci jako u DNA-viri. Je nutno
v§ak prresné rozlisovat pozitivai (+) a negativni (-) genomovou RNA.

Za pozitivni genomovou RNA (+tRNA) viru se povaZuje genomovi
RNA, kterd jednak md piimo funkci mRNA a jednak se pres negativai RNA
replikuje do pozitivni RNA s funkci genomu, pricemz molekul pozitivni RNA
vzniklych touto replikaci se 182 vyuZiva ve funkci mRNA. Negativni RNA md
vzhledem k pozitivni genomové RNA opacny smér fosfodiesterovych vazeb (obr.
382).

Za negativni genomovou RNA (-RNA) viru se povazuje, pokud tato
RNA neni dvojsmysindg (viz ddle), genomovda RNA, kterd se prepisuje do RNA
s funkci mRNA a replikuje do RNA s funkci antigenomu, obé RNA maji vzhle-
dem k negativni genomové RNA opacnou orientaci fosfodiesterovych vazeb.
Jako antigenom se pak oznacuje pozitivni RNA, kterd slouZi jako matrice pro
replikaci do negativni RNA s funket genomu, piicemz pozitivnich RNA pFi téro
replikaci se té2 vyuziva ve funkci mRNA (obr. 382).

Rozdily mezi negativai a pozitivni RNA zde byly uvedeny v izv. prvnim
priblizeni. Budou postupné jesté objasiiovdny na konkrétnich prikladech v dal-
§im textu.

Nékteré rody viri, jejichz genom je segmentovany, maji genom sloZeny
z negativai dvojsmysiné RNA. Jako negativni dvojsmysind genomovi RNA
neboli ~-RNA dvojiho smyslu se oznacuje genomova negativai RNA, kierd obsa-
huje genetickou informaci prekladanou ze dvou z ni odvozenych moleku mRNA
navzdjem opacného smyslu, {j. z pozitivai a negativni mRNA. Pozitivni mRNA
vznikd prFimou transkripei negativni genomové RNA, zatimco negativni mRNA
se vyvori transkripci antigenomu vzniklého replikaci genomové negativni RNA
(obr. 383).

Konkréti priklad dvojsmysiné RNA je uveden na obr. 440 a 441.

Zdkladnim kritériem, podle kterého se viry rozdéluji do hlavnich taxono-
mickych skupin, je typ nukleovych kyselin tvoricich jejich genom. Jsou to iyto
typy nukleovych kyselin:

¢ dsDNA linedrni nebo kruznicovd,

ssDNA linedrni nebo kruznicova;

dsRNA segmentovand;

pozitivni ssRNA linedrni nesegmentovand,

negativni ssRNA linedrni nesegmentovand;

® & ¢ & ¢

dvojsmysind negativni ssRNA segmentovand;
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5 pozitivni RNA 3
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antigenom mRNA
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replika genomu

antigenom

Dalsi repliky genomu.

Obr. 382
Produkty pozitivni a negativni RNA

RNA zpétné prepisovand do DNA;
DNA prepisovand do RNA a tato zpétné do DNA.

Viry s pFislusnym typem genomu budeme oznacovat podle tab. 35.

Viimneme si ddle, jaky je obecné charakier infekce hostitelské buriky
virem. Je v podstaté dvoji.

1. Jestlize se burika pod viivem reprodukce a syntézy novych virioni
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Tab. 35
Nazvy hlavnich skupin viri podle typu jejich genomu
Oznadeni skupiny

Typ virového genomu vird s pFisluSnym
genomenm
dsDNA linedrni nebo kruZznicové dsDNA-viry
ssDNA linearn{ nebo kruZnicové ssDNA-viry
dsRNA dsRNA-viry
pozitivni ssRNA +ssRNA-viry
negativn{ ssSRNA -sSRNA-viry
RNA urtena ke zp&tné transkripci v hostitelské buiice do RNA-viry se
DNA, jejiz kopie po replikaci slouZi jako matrice pro zpétnou
syntézu virového RNA-genomu transkriptdzou
DNA uréen4 k transkripci v hostitelské butice do RNA DNA-viry se
jako matrice pro zpé&tnou transkripci do DNA zpétnou
opét s funkef virového genomu transkriptizou
Vysvétlivky

dsDNA = dvouretézcovd DNA,

ssDNA = jednofetézcovi DNA,

AdsRINA = dvoufetézcovid RNA,

ssRNA = jednofetézcovd RNA.

Zkratky (symboly) pro ndzvy virti s piislu§nym genomem uvedené ve druhém
sloupci tabulky se ctou timto zpiisobem:

dsDNA-viry = viry s dvoufetézcovou DNA,

ssDNA-viry = viry s jednofetézcovou DNA,

dsRNA-viry = viry s dvoufetézcovou RNA,

+ssRNA-viry = viry s pozitiviil RNA,

-sSRINA-viry = viry s negativnl RNA.

Nézvy poslednich dvou skupin virii se ctou tak, jak je uvedno ve druhém sloup-
ci, tedy:

RNA-viry se zpétnou transkriptizon,

DNA-viry se zpétnou transkriptizou.

Sdstecné nebo dplné rozpadne nebo se rozpustt ¢i zlyzuje, hovori se o Iytické
infekei. Vhodny je 167 termin produktivai infekce, kiery vyjadiuje, Ze hosti-
telska burka zcela podlehla realizaci programu kédovaného virovym genomenm
a preorganizovala svijj program na produkci virioni.

2. Jiny zpisob infekce spociva v tom, Ze se v bufice po infekci virem, je-
hoz genom je tvoten DNA, netvoFi nové viriony, ale nukleovd kyselina viru se
replikuje volné, aniZ se buitka poskodi (tedy infekci preZije) nebo se virovd
nukleovd kyselina (DNA) zadleni do nékterého chromozomu hostitelské buriky,
v niz se pak replikuje jako souddst tohoto chromozomu. DNA (nikoli RNA!) viru
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segment negativni RNA dvojiho smysiu
genom
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|
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pozitivni RNA ‘

transkripce
replikace l

mMRNA 5
negativni RNA

AAAUAA 2

4

replika genomu
W RS M UUAUU UAAAUAA
negativni RNA

Obr. 383
Produkty RNA dvojiho smyslu

zaclenénd do chromozomu hostitelsks buriky se oznacuje jako provirus. Presné-
Ji FeCeno, provirus je genom DNA-viry, ktery se zaclenil do nékterého chromo-
zoinu hostitelské buriky a po tomio zadlenéni se v Jejim potomstvu koordinované
8 timto chromozomem replikuje a déds Jako jeho souddst.

V obou pripadech se zreplikovand nukleovd kyselina viry, at' u# je volnd
nebo integrovand ve stavu proviru do genonu hostitelské buriky, prendasi do
bunék dcerinyich. Takovy zpiisob infekce se oznacuje jako latentni infekce.
Geny ve stavu proviru se nevyjadruji nebo jen velmi omezens, iakse nedochczi
k poskozent buiiky.

Z lateniniho stavu mize byt viak virus reaktivovan, co# vede bud’ k ¢&ds-
tecné, nebo iplné expresi virovych genit a k poskozeni busiky. Casto pravé
provirus se miize reaktivoval, co# se projevi jeho uvolnénim z chromozomu,
takZe se pak mise volné replikovat a produkovat masivné viriony poSkozujici
buriku jako pri produktivni infekci.
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8.2
ZAKLADNI INFORMACE
O BAKTERIALNICH VIRECH

Bakteridlni viry (bakteriofdgy, figy) rozliSujeme podle zpiisobu infekce
na virulentni, které zpiisobuji lyzi buwiky, zatimco mirné zpiisobuji bud' lyzi,
nebo se jejich DNA zacleni do chromozomu buriky, coZ mad za ndsledek, Ze
burika nelyzuje a infekci prezije. Je-li tedy burika infikovdna mivnym figem, je
pFed dvéma alternativami. Za danych okolnosti se uskutecni toliko jedna z nich:

& fagovy genom se v ni replikuje, a proto burika zlyzuje, jako kdyby byla
infikovdana virulentnim fagem,
¢ . fdgovy genom prFejde do stavu profiga a buiika infekci fagem preZije.

Profiagem se rozumi provirus ve formé fagového genomu.

Bakteridlni burnika obsahujici profdga se oznacuje jako lyzogenni. Lyzo-
genil pak oznacujeme stav bakteridini buriky, v némz obsahuje profiga. Souhrn
pochodii, rozvijejicich se po infekci bakteridinich bunék mirnym fagem a smé-
Fujicich k jejich pFeméné na busiky lyzogenni, se nazyvd lyzogenizaci.

Lyzogenni buriky se lisf od nelyzogennich ve viastnostech, které jsou pod-
minény pFitomnosti profdga. Jsou to:

1. Schopnost syntetizovat viriony fdga stejného typu jako je ten, kierym
byly lyzogenizovdny buriky, z nichz dany lyzogenni kmen pochdzi. Tato schop-
nost se projevuje tim, Ze se profig mize z chromozomu bakterie uvolnit a prejit
do stavu, v némz se volné a nezdvisle na chromozomu bakteridini buriky repli-
kuje a kéduje syntézu svych proteinii, takze buiiky nakonec zlyzuji vlivem synté-
zy novych virionit. Uvolnéni profidga z chromozomu bakterii lze indukovat
nékterymi fyzikdalnimi nebo chemickymi faktory (UV-zdfeni, mitomycin C atd.),
Viivem téchto faktorit zlyzuji téméi v§echny buiiky lyzogenni kultury. Od indu-
kované lyze je tFeba odliSovat spontdnni lyzi, kterd probihd v nékterych bun-
kach pri nizkych frekvencich ndhodné (bez pozorovatelného viivu vnéjsich
Jaktor).

2. Imunita vidi infekci fagem, jehoZ genom je homologicky s profigem.
Podstata této imunity spociva v tom, Ze profdg kéduje syntézu imunitniho re-
presoru, ktery specificky zastavuje syntézu proteinit potfebnych k syntéze
virioni faga, jenz je s nim homologicky nebo blizce pribuzny.

Podle typu genomu pati vétsina bakteridalnich virit do téchto skupin:
® bakteridlni viry s dvouretézcovou DNA (dsDNA-viry),
¢ bakteridlni viry s jednovetézcovou DNA (ssDNA-viry),

*® bakteridalni viry s dvouretézcovou segmentovanou RNA (dsRNA-viry),
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® bakteridlni viry s pozitivni jednoretézcovou RNA (+ssRNA-viry).

Ostatni skupiny viri nebyly u bakterii zatim zji§tény.Jsou uvedeny jenvne"—
kieré priklady dsDNA- a +ssRNA-bakteridlnich viri. Podrobnéji je v;ilozena
exprese genomu bakteriofdga A v bakteridini bwice. Je to z téchto divodis:

4 bakteriofdga A se poutivd jako klonovaciho vektoru,

® znalost regulacnich mechaniziil jeho genové exprese je poucnd pro
studia regulaci téz jinych virit a organizm,

®  jeho studium ukazuje, jakym zpiisobem se miiZe virovy genom zaclenit do
chromozomu hostitelské buriky,

¢ vyznacuje se transkvipci pres termindtory transkripénich jednotek (anti -
terminace).

Z uvedenych divodii se fada publikovanych praci z oboru molekuldrni
biologie odvoldva na vysledky studii tohoto bakteriofdga.

8.3
BAKTERIALNI VIRY § DVOURETEZCOVOU DNA
(dsDNA-BAKTERIALN] VIRY)

8.3.1
Bakteriofag T4

GENOM BAKTERIOFAGA T4. Bakteriofag T4 je virulentni. Na obr.
384 je uveden hruby popis jeho virionu. Mno3i se v buiikéch E. coli a jeho
genom je tvofen linedrni dvousroubovicovou DNA o délce 160 kbp. Geneticka
mapa tohoto faga je vSak kruZnicova, JelikoZ je zaloZena na cyklické permutaci
gentl, k niZz dochaz{ béhem replikace Jeho genomu (tento jev zde neprobirame).
DNA faga T4 viak misto cytozinu obsahuje hydroxymetylcytozin. Je na ni
lokalizovano kolem 300 gend, z nich% 30 svou expresi zajidt'uje pomérné rych-
lou replikaci fagové DNA v hostitelskych bufikéch. Nekters geny fdga T4 obsa-
huji introny.

EXPRESE GENOMU BAKTERIOFAGA T4. V hostitelské buiice se
viriony faga T4 nejdtive naadsorbujf na povrch buitky a pomoci proteinu obsa-
Zeného v bigikovych hrotech se spoji se specifickym receptorem. Kontrakei bi-
Ciku, ktery je stazitelny, je umozn&na injekce DNA do buiiky. Thned po infekci
bufiky zastavuje fag T4 syntézu hostitelské DNA, RNA a proteinti. Aviak nez
se jeho DNA zadne replikovat, dochdzi plisobenim RNA-polymerazy hosti-
telské buitky k transkripei gend rané fize exprese, které kéduji syntézu enzy-
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Obr. 384
Schéma virionu faga T4

mu rozkladajicich hostitelskou DNA na nukleotidy a cytidylazu hydrolyzujici
volné nukleotidy dCTP (obr. 385). Tim se zabrani, aby se do DNA tohoto faga
pii jeji replikaci zafazoval dCTP, aniz byl jeho cytozin modifikovan na hydro-
xymetyleytozin (HMC). Ostatni nukleotidy prechazeji do intracelularni rezer-
vy a asi 1/3 z nich se spotfebuje na syntézu fagové DNA. Dale se geny faga T4
jesté vyjadiuji v syntéze enzymit pro syntézu HMC a enzymii pro napo-
jovani glukdzy (glukozylace) na DNA. Touto glukozylaci je DNA faga chra-
n&na proti éinku restrikénich endonukleaz v hostitelskych butikach. Dalsi
skupina enzymi, které se tvofi translaci mRNA piepsané z genli rané faze
exprese, jsou enzymy pro replikaci fagové DNA. Teprve po syntéze t&€chto
enzyml zaéne probihat replikace figové DNA. V replikovanych molekulach
DNA jsou pfepisovany geny pozdni faze exprese za tvorby mRNA, ktera je
piekladéna do proteind, jimiZ jsou za tvorby viriond obalovany zreplikované
molekuly fagové DNA. Viivem lysozymu dochazi k lyzi hostitelskych bunék.

8.3.2
Bakteriofag T7

]

i

e

T

s

=

=
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dsDNA faga T4

1 lizmu buriky. .
Zastaveni metaboliz Y. RNA-polymeraza

hostitelské buriky

Transkripce jesté pred replikaci.
mRNA

Translace.

cytidylaza )
enzymy %ro );yntézu HMC | Jsou kédovdny geny bakteriofaga
enzymy pro glukozylaci pred replikaci.
enzymy pro replikaci (geny rané faze exprese)

Replikace, Translace.

dsDNA | proteiny, v m| Jsou kédovany gen bakteriofaga
apsidu|YSO%Y vreplikg\ganéyDNA.
(geny pozdni faze exprese)

VIRION

Obr. 385
Exprese genomu bakteriofaga T4

Je také virulentni. Strategie exprese genomu fiaga T7 je zaloZena na
logickém sledu tti skupin genti, které se prepisuji podle pofadi uvedeném na
obr. 386. Jsou to geny prvni skupiny, tj. geny brzké rané fize exprese, geny
druhé skupiny, tj. geny pozdéjsi rané Jdze exprese a geny tieti skupiny, tj.
geny pozdni fize exprese. Geny prvni skupiny jsou prepisovany RNA-
polymerdzou hostitelské buiiky na je$t& nereplikované fagové DNA. Jednim
z téchto gent je i gen, ktery kéduje vlastni fagovou RNA-polymerazu, kterou
Jsou plepisovéany geny druhé a tieti skupiny. Geny druhé skupiny zahrnuji geny
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kédujici enzymy pro rozklad DNA hostitelské butiky a geny kodujici enzymy
potiebné k replikaci fagové DNA. Do tieti skupiny patii geny kédujici proteiny
kapsidl (obr. 386).

8.3.3
Bakteriofag A

(GGENOM FAGA A. Bakteriofag A (dale lambda) je fag mirny a plati pro
n&j, co bylo uvedeno na strané 615. Jeho hostitelskymi buiikami jsou buiiky
kmene E. coli K12 (X). Lyzogenni kmen E. coli nesouci profiga lambda se
oznaduje jako E. coli (A'). Genom faga lambda je tvofen molekulou dsDNA,
kterd ma kohezni konce. Jako kohezni konce oznalujeme vzdjemné komple-
mentdrni jednoretézcové 5'-konce vycnivajici z dvouretézcové molekuly DNA,
které se mohou pdrovat. M4 vak linedrnf tvar jen uvniti virionii. V hostitelské
butice se pfeméfiuje ve tvar kruznicové dsDNA. V tomto tvaru se téZ v hostitel-

T7

RNA-polymeraza host.
— / buiky
geny prvni skupiny
(gen pro

RNA-polymerazu) /‘ RNA-polymeraza faga

geny druhé skupin
O Choaky s | | Replikace, translace.

replikaéni enzymy)

geny tieti skupiny
{pro kapsidove pro-
teiny a lyzi buiiky)

v
VIRION

Obr. 386 )
Zakladni strategie exprese genomu faga 77
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ské buiice replikuje. Jestlize se jeho replikace zastavi, mii%e se zaélenit (integro-
vat) do chromozomu hostitelské buriky.

Kohezni konce jsou dlouhé 12 nukleotidti. Vstoupi-li DNA s koheznimi
konci do hostitelské buiiky, preméni se brzy ve tvar kruZnicové dsDNA, Jelikoz
se mezi komplementarnimi bazemi vyénivajicich koncti vytvoli vodikové vaz-
by. 3-konec a 5-konec kazdého Fetézce se pak kovalentné spoji plisobenim liga-
zy (obr. 387).

REPLIKACE GENOMU FAGA LAMBDA. Infekce hostitelské buiiky
fagem lambda za&ind obvyklym zptisobem (obr. 388). Virion se adsorbuje na
receptor v povrchu buiiky. Pak nasleduje injekce linearni dsDNA faga do buii-
ky. Po realizaci téchto dgjit piechazi linedrni dsDNA faga do kruZnicové formy
a replikuje se zplisobem ot4&ivé kruZnice za tvorby konkatemert (str.180 - 183).
Nutnou podminkou pro to, aby se DNA Jdga lambda integrovala ve formé pro-
Jdga do genomu hostitelské buriky, je zastaveni jeji replikace. Jestlize replikace
fagové DNA pokraduje dile, navozuji se postupné procesy, které vedou k lyzi
buiiky (obr. 389). To proto, e replikujici se molekuly DNA féga jsou piepi-
sovany do mRNA, ktera se preklada do stavebnich proteinil, ze kterych se tvoii

3 5'
, ‘ D>
ICCCGCCGCTGGA

GGGCGGCGACCT
dg‘

_ Obr, 387
Konverze linearni DNA faga lambda v kruznicovou
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membrana bunky

1. Adsorpce faga na povrch
burky.

2. Injekce fagové DNA do
buriky.

3. Vytvoreni kruznicové DNA
na koheznich koncich - cos,

Obr. 388
DNA faga lambda bezprostifedné po infekci buriky

strukturni &asti viriont. Konkatemer vznikajici replikaci otddivou kruznici se
$t&pi na molekuly DNA, které svou délkou odpovidaji genomu faga. Stépeni
konkatemeru se uskutediiuje v procesu tvorby viriond, kdy koncovy protein
bigiku virionu ma funkci endonukleazy, kterd se oznauje jako termindza (obr.
389).

+ Integrace

Replikace otaéivou

kruZnici.
Tvorba strukturnich éasti
virionu ze stavebnich
ol proteind.
ava konkatemer
biéik

/

Stépeni
endonukledzami.

Nutnou podminkou pro navozeni lyzogenniho stavu je zastaveni replikace fagové DNA.

Obr. 389
Replikace DNA faga lambda vedouci k tvorbé virionu a lyzi buiky
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INTEGRACE A EXCIZE DNA FAGA LAMBDA. Fagova DNA se zadle-
fiuje do chromozomu buitky jednoduchym crossing-overem podle schématu na
obr. 390 pomoci pfipojovacich mist att.an’ na DNA figa a att.bb' na chromozo-
mu bakteridlni buiiky.Tato mista jsou navzdjem homologickd.Integrace se usku-
teciuje jednoduchym crossing-overem a je specificky katalyzovana integrz’lzo‘u,
kterd pfesné spojf konec a s b' a a' s b. Excize probihd opaénym pochodem a je
katalyzovéna excizionizow,

GENETICKA MAPA BAKTERIOFAGA LAMBDA. Genetickdé mapa
bakteriofdga lambda je uvedena na obr, 391, Jsou na nf lokalizovany :

¢ geny (viz niZe) kddujici reguladni proteiny, které Fidi Zivotni cyklus faga
lambda (lyzi a lyzogenizaci);

¢ geny kédujici proteiny, které katalyzuji rekombinaci genomu faga A;
¢ geny O, P, které koduji proteiny katalyzujici replikaci DNA figa lambda;
¢ geny S, R, které kéduji proteiny uplatiiujici se pii lyzi buitky;

®  geny A, W, B, C,N,, D, E, F kédujici stavebni proteiny hlavy faga a
genyZ, U, V, G, T, M, N, L, X, I, J kédujici stavebni proteiny bi¢iku faga.

GENY Ripici ZIVOTNi CYKLUS FAGA LAMBDA. O tom, zda buika
infikovand figem lambda bude Iyzovat nebo v ni bude navozen stav byzogenie,

genom faga lambda

pfipojovaci . exciziondza

+
—{ b
chromozom bakterialni
buriky

integraza

——{b[a}- alt
profdg lambda

Obr. 390
Integrace a excize genomu figa lambda
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nut, PLOL

PorFadi genl
(48 502 nukleotid)

oy o DNA-fetézce jsou
Vtomto misté rekombinuje  oznaéeny jako levy a pravy ve
s bakteridlnim chromozomem. shodé se smérem transkripce.

Tuénymi Sipkami je vyjadien smér transkripce.
V kruZnicové formé se DNA faga lambda nachézi béhem replikace. V této

formé dochazi téz k jeji transkripci. V linedrni formé se nachézi jen ve stavu
profaga. V tomto pripadé je pak zakonéena na jednom konci sekvenci
att, a na druhém att,

Obr. 391
Geneticka mapa bakteriofaga lambda

rozhoduji geny kodujici regulaéni proteiny. Jsou lokalizovany do spoleiného
tseku. Jsou to:

¢ P,, levy promotor, z néhoZ se zadind prepisovat levy DNA-fetézec
genomu faga lambda, na némz jsou lokalizovany geny N a clII;

¢ O,, levy operator piekryvajici se ¢dste€né s P, ;

¢ P,  pravy promotor, z néhoZ se piepisuje pravy DNA-fetézec genomu
faga lambda zahrnujici geny cro, CII a dal{ aZ po gen Q;

¢ Oy, pravy operétor piekryvajici se Castedné s Py ;

¢ P, promotor, z néhoZ se piepisuje gen cl teprve az prvni molekuly imu-
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nitniho represoru vzniklé transkripci, kterd byla zahdjena z promotoru P ,
obsadi operétor O ;

¢ Py, promotor, ze kterého se piepisuje gen cl pro tvorbu prvnich molekul
imunitniho represoru;

¢ Py, promotor, z n&hoZ se prepisuji geny pro lyzi, hlavu a bigik;

L4 cL, gen kédujict negativni reguladni protein (imunitni represor), ktery se
vaZe na operétory O a O, a zastavuje tak transkripci z P, a Pe;

¢ cll, gen kodujici pozitivni regulagni protein, ktery aktivuje promotor Ppy;

¢ clll, gen kddujicf protein, ktery stabilizuje (chrani proti rozkladu) protein
kédovany genem cll;

¢ N, gen kddujici antiterminator termintoru t,, a t,;

¢ cro, gen kddujici protein, ktery se vaZe na O a blokuje tak vstup
imunitniho represoru do tohoto mista;

¢ Q, gen kédujici antiterminétor podobny proteinu kédovanému genem N,
Aktivuje transkripci z Py, a pisobi jako antitermindtor terminatoru te-

GENY PRO REKOMBINACI. Jsou to pfedevS§im:

¢ att, tj. pfipojovaci misto podmitiujici integraci genomu faga lambda do
chromozomu hostitelské buitky;

.4 int, tj. gen kédujici integrazu;
¢ xis, tj. gen kodujici excizionazu;

¢ o, B, vaj.

PORADI EXPRESE GENU FAGA LAMBDA V HOSTITELSKY, BUNCE.
Po adsorpci virionu figa lambda na povrch hostitelské butiky vstupuje do buriky
linedrni DNA faga, kterd se na koheznich koncich spoji do kruZnicové konfor-
mace pomoci DNA-ligdzy hostitelské buiiky (obr. 388). RNA-polymerazou
hostitelské butiky E. coli zatne ihned po infekci od promotorti P, a P, transkrip-
ce gendl brzké rané fize exprese (geny N a cro) a zastavuje se na terminato-
rech t a ty, (obr. 392), Vysledkem této transkripce jsou po translaci dva protei-
ny, N a Cro. Protein N umoZituje pak transkripci genli pozd&j§i rané faze,
které se vyjadiuji pfi vstupu do lyzogenniho stavu a pii rekombinaci. ¥ téro frzi
se rozhodyje, zda infikovand busika vstoupi do lytického nebo lyzogenniho
stavu. Jestlize padne rozhodnutf pro vstup do Iytického stavu, aktivuje protein
Q transkripci genit pozdni fize exprese, co? se projevi lyzi butiky a tvorbou
novych virionl. V opa&ném piipads, tj. p¥i rozhodnuti pro vstup do lyzogenniho
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imunity

tu N nut P
Fk cro nutg tg,

geny brzké rané faze exprese

att int t ,xis t,; 0 B vt ,cll

Pre cll tr, O P tR3Q
geny pozdéjsi rané faze exprese

Pr qut tg S RAW B C eemorenes —KI1J
geny pozdni faze exprese

Obr. 392
Schéma rozloZeni geni faga lambda podle jednotlivych fazi
jejich exprese

stavu, se vyjadiuji geny cll a clll, které aktivuji transkripei genu cl, jehoz
produkt - imunitni represor - se vaze na operitory O, a O,. Timto djem se
zastavuje transkripee genll pozdni faze exprese a pozd@jSi rané fize. Pomoci
produktu genu int, ktery se vytvoiil je§té pred rozhodnutim bufiky pro vstup do
lyzogenniho stavu, se genom {aga lambda integruje do chromozomu hostitelské
buriky.

TERMINACE NA TERMINATORECH t,, A t,,. Sledujte nyni priibsh
terminace a antiterminace transkripee podle obr. 393 a vybavie si normalnf
priibéh transkripce v bakterialni butice. RNA-polymeraza hostitclské buiiky se
vaze prostiednictvim sigma-faktoru na sekvenci -35 k promotorim P a P a
picpisuje geny N a cro. Sigma-faktor jiZz nadale neni k transkripci potiebny a je
nahrazen NusA-proteinem. Na mRNA vznikajici transkripci se vaZe protein
ro-faktor sestavajici ze Sesti protomeril, ktery se pohybuje smérem k termina-
torm. Na terminatorech t,, a t,, sc RNA-polymerdza zastavi a reaguje pak
prostiednictvim NusA-proteinu s ré-faktorem, ktery mezi tim dorazil k termind-
tortm. Ditsledkem interakee ro-faktoru s NusA-proteinem je odvijeni mRNA
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a) terminace

levy fetézec pravy fetézec

Pg cro nuty tgy

i

Cro-protein

v

N-protein
N-protein a Cro-protein jsou vysledkem transkripce, ktera konéi na

tL ;1 tpy Usinek obou terminétori je zévisly na pfitomnosti
ré-faktoru, ktery se od zaéatku transkripce posouva smérem
k 3“-koncl aZ k terminatoru.
RNA-polymeraza na terminétoru se zastavi,

Souédst RNA-polymerazy je misto sigma-faktoru NusA-protein, na kte-

1y se vdze ro-faktor. Tento faktor plsobi jako helikdza a odvine na ter-

minatoru mRNA z DNA a umoini uvolnéni RNA-polymerdzy z termina-
toru. Tim se zakonéf transkripce.

b) antiterminace

Antiterminace, kterd probéhne na tL1 a tR'f vS§ak umozni, Ze se usku-
teéni transkripce gentt pozdéj§i rané faze exprese.

int t, xis b3 0By tocll

* l l l l mRNA

integraza excizionaza rekombinaéni Clil-protein
proteiny

I

VAR

Cll-protein replikaéni Q-protein
proteiny

] Obr. 393
Glob?[m pohled na transkripci gend brzké rané faze v dusledku
terminace a genli pozdéjsi rané faze v disledku antiterminace
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z DNA faga viivem helikdzové aktivity ré-faktoru a uvolnéni RNA-polymerdzy.
To samozi'ejmé vede k zakond&eni transkripce.

ANTITERMINACE. Mediatorova RNA vznikajici touto transkripci se
pieklada do proteini N a Cro. Protein N je antiterminator, coZ znamena, Ze
umoznuje antiterminaci, tj. pokracovani transkripce pres termindtory. N-pro-
tein interaguje s proteinem NusA a blokuje tak interakci RNA-polymerazy s ro-
faktorem na terminatorech €, a tg,, takie RNA-polymerdza miiZe v iranskripci
pokracovat pites dal3i termindtory t,,, 1, 1, a by, by, za prepisu genil pozdéjsi
rané faze exprese, jejichZ transladni produkty jsou uvedeny na obr. 393.

STABILNi ANTITERMINACNi KOMPLEX. Antiterminacni G¢inek
proteinu N je viak zdvisly na existenci sekvence rut, na levém fetézci a nut,na
fetézci pravém. Tato sekvence je sloZena ze tif krat$ich sekvenci oznatovanych
jako box A, box B a box C (obr. 394). Pro antitermina¢ni G¢inek je nutné, aby
tyto tfi sekvence byly prepsany do mRNA. Jakmile se totiz v prvnich transk-
ripcich, kdy se je$té neuplatiiuje antiterminace, vytvoii protein N v dostatetné
koncentraci, vdZe se pak ve formé dimeru na piepis boxu B a navozuje zménu
konformace mRNA. Zménéna konformace mediatorové RNA umozni pak jeho
vazbu na RNA-polymerdzu a NusA-protein. Touto vazbou se Nusd-protein
vytésni ze svého vazebného mista a je nahrazen N-proteinem. Komplex, ktery
timto vznikne, piedstavuje jadro antiterminaéniho komplexu. V dalsi fazi se
na mRNA a RNA-polymerazu vazou dalsi proteiny, tj. proteiny S10, NusB a
NusG, které stabilizuj{ cely komplex mRNA se viemi uvedenymi proteiny (obr.
395). Vysledny komplex uvedenych proteind a RNA-polymerdzy je pak
stabilni antiterminacni komplex, kiery umoZityje antiterminaci na termindto-
rech t by by Uy 0 Ly Lyn Lyp jelikoZ pro vazbu ro-faktoru chybi na RNA-
polymerdze NusA-protein,

NAVOZENI LYZOGENNIHO STAVU V BUNCE. Klicovou tlohu pri
navozovani lyzogenniho stavu v busice infikované fagem lambda sehrdve pro-
tein CII kédovany genem cll. Tento protein podléhd snadno rozkladu HfIA-
proteinem produkovanym hostitelskou buitkou. Pfed rozkladem je v8ak chranén
proteinem genu clll, Za téchto podminek se vaze na promotor Py, kiery miZe
vazat RNA-polymerazu jen tehdy, kdyZ je na jeho sekvenci v rozsahu -25 aZ -45
navézan protein CII, ktery pisobf jako aktivitor tohoto promotoru. Jakmile
RNA-polymeraza rozezna na promotoru Py, protein CII, za¢ne intenzivni trans-
kripci, kterd probihd proti sméru transkripce genu cro zahajované z pro-
motoru P, . Medidtorovd RNA, kterd vznikd transkripci z promotoru Py, Je
komplemenidrni k mRNA vznikajici pFepisem genu cro a proto se s ni hybridi-
zuje a blokuje tak jeji translaci. Transkripce z promotoru Pyg pokraluje az do
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RNA-polymerédza prepise celou

oblast nut do mRNA. Pfepis boxu
B predstavuje vazebné misto pro
dimer N-proteinu.

3 DNA
i |pl

5 T
box A-box B-box C RNA-polymeraza

promotor ¢

jadro antiterminaéniho komplexu

] nut]

N-protein se vdze na
RNA-polymerszu. K tomu
Jfe nutnd pfitomnost
NusA-proteinu.

3 DNA 5
Cidpl | nut] LTl
5 T : Ta'

box A-box B-box C RNA-polymeraza
promotor terminator
Obr. 394

Vytvoreni jadra antiterminaéniho komplexu

V posledni fizi se vytvo-
fi stabilni antiterminag-
ni komplex. N-protein
vytésiuje z vazby
NusA-faktor na RNA-
polymeréze. Tim zabrj-
ni interakci ré-faktoru s
RNA-polymerézou,

3 DNA

1p]

Tyto faktory
stabilizujf

antiterminad-
ni komplex,

| nut|

terminator

5' T : '
box A-box B-box C RNA-polymeraza
promotor

Obr. 395
Stabilni antiterminagni komplex
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genu cl, ktery silné piepisuje (obr. 396 ). Molekuly transladniho produktu toho-
to genu se dimerizuji. Dimerni molekula pfedstavuje pak aktivni imunitni repre-
sor, ktery se vaze nejdi'ive na operatorové vazebné misto Oy, a O, . Piitomnosti
represoru na t&chto operatorech se siln€ zvysi sila operdtorovych podjednotek
Oy, a O,,, na které se pak mize navazat dal§i dimer. Takto se dvéma dimery
obsadi dvé& operitorové podjednotky, zatimco O, a O, zlistanou neobsazeny.

Obsazenim téchto operdtori molekulami imunitniho represoru se zastavi
transkripce Fizend z promotoris PO, a P,0, . Represor vdzany na O,, pak akti-
vuje P, k vazbé RNA-polymerdzy, kterd pak zahdji transkripci genu cI (obr.
397). Dalsi syntéza molekul imunitniho represoru je jiZ tizena z promotoru PM.

Uvedenymi procesy se navozuje lyzogenni stav buriky. Jeho dosazenim se
zastavi transkripce na levém i pravém Fetézci. Zastavi se i syntéza antitermind-
toru Q, a proto nemiZe dojit ani k lyzi busiky, ani k tvorbé novych virionii.

STABILIZACE LYZOGENNIHO STAVU BUNKY. Lyzogenie navozena
vySe popsanymi pochody se miize stat stabilni teprve tehdy, jestlize v buiice
dochazi k permanentni produkci imunitniho represoru a jeho regulaci. Nezbyt-
nym pfedpokladem k tomu je integrace fagového genomu do genomu hosti-
telské buriky. Integrace je katalyzovana integrazou, kterd se po antiterminaci
vytvofila jako jeden z produkti geni pozd&jsi rané fize. Integraci se dovrsi
pochody lyzogenizace. V lyzogennich buiikich imunitni represor vizany na O,,
pusobi pak permanenté jako aktivator transkripce z promotoru P,,. Zvysi-li se
koncentrace represoru nad kritickou hodnotu, vaze se represor i na operatory
0,. JelikoZ vazebné misto O, se piekryva s vazebnym mistem pro polymerazu
na P,, , zastavi se transkripce z tohoto promotoru. To trva tak dlouho, dokud
neklesne koncentrace represoru v buiice opét pod kritickou hodnotu. Pak opét
probiha transkripce genu cl. Timto zpisobem je vlastné autoregulovana transk-
ripce tohoto genu (obr. 397).

NAVOZENI LYZE HOSTITELSKE BUNKY. Zde kli¢ovou Gilohu sehrava
protein Cro kédovany genem cro (obr. 398). Tento protein se silné vaze na O,
a blokuje tak vazbu RNA-polymerazy na promotor P,,. Méné Casteji obsazuje
ostatni vazebna mista, coZ vede k tomu, Ze pak probihd transkripce s nizkou
ucinnosti z promotord P, i P_na obou fetézcich, jelikoZz zbyla vazebna mista
operatoru staé¢i k navazani RNA-polymerazy. Teprve pfi vy$si koncentraci Cro-
proteinu jsou timto proteinem obsazena vSechna vazebna mista, coZ md za
ndsledek zastaveni transkripce viech genit na levém i pravém retézci kromé
genil pozdni fize exprese. Transkripce téchto gent zacina z promotoru P, ,
ktery je aktivovan produktem genu Q plisobicim soucasné jako antiterminator
na t, . Misto qut zde ma podobny vyznam jako nut. Exprese genil pozdni fize
umozriuje replikaci fagové DNA, vede k tvorbé viriont a k lyzi buriky.
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Na promotor P, _ se vaZe Cll-protein (na
sekvenci -35). Snadno se vSak rozklada
pusobenim proteinu HfIA hostitelské bufi-

ky. Tomuto rozkiadu brani pfitomnost pro-
teinu Clil vdzajiciho se na Cll. Promotor
Fa g miZe byt rozeznin RNA-polymerézou,

Jen kdyZ se na néj nejdfive navaze Cli,

RNA-polymeraza se vaZe na sekvenci -10 a pfepisuje tusek DNA-fetézce,
ktery je protilehly genu cro. Transkripce probéhne a2 do genu cl. Vznikla
MRNA se jednak pfeklada do imunitniho represoru, jednak h ybridizaci

tiseku u 5-konce blokuje translaci genu cro.

l

levy DNA-fetézec

RO I TR
j " ma t kri 5' \
smér transkripce 5'
— S mRNA (¢l)
3 P Zde dochazl I smér transkripce
vk hybridizaci, » MRNA(cro)
5' 1
3" : ] 3: 5
PRO t
Translace do ® R cro Rt i tpy
Imunitniho represoru. pravy DiNA-fetézec

i Neprobihd translace do Cro-proteinu, jeliko?
se ob& mRNA v tseku u 5-konce
vzdfemné hybridizujl.

Obr. 396
Navozeni lyzogenniho stavu v bufice

i
|
1
i
|
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Produktem genu cl je protein, ktery se dimerizuje.Teprve tento protein
predstavuje aktivni imunitni represor, ktery se vaZe na operatory
prekryvajici se s promotory PL’ PM,PR. KaZdy operator ma tfi

vazebna mista pro represor. Na kazdé z nich se vaZe dimer.

Nejdfive se represor navaze dimery
nadOL 1’50;2; zvyt§uje . OQ% Op  imunitaiho
ravdépodobnost vaz represoru
S # 0y 5- d 00 00"
Q 3 zirstava prazdny. T Represor vézany na
: © [o} e} ORa zvysuje afinitu
monomery o 00 Py k RNA-polymerize,
\ imunitniho T o (o) ktera pak prepisuje cl.
Bz represoru :

Zastaveni transkripce
na pravém Fetézci.

!

Nemuze se tvorit ani

Zastavenf transkripce
na levém fFetézci.

Toliko integraza vytvorfena
drive katalyzuje integraci

fagové DNA rozsah promotoru antiterminator Q, ktery je
do chromozomu nezbytnou podminkou
hostitelské buriky. exprese gent pozdni faze.

Pri vysoké koncentraci imunitniho represoru nastane tato situace:

Represor na Opsblokuje
vazhu RNA-polymerazy
na Py

Prvyd

Jestlize se snii koncentrace represoru, nastane opét situace uvedend

v horni éasti tohoto schématu.

. Qbr, 397
Vazba imunitniho represoru na operatory O)a Op
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Cro-protein mé podobnou struktury jako imunitni represor. VazZe se silné
na Opg, slabéjina Op, @ Op, . Vazbou na O, blokuje navézéni

RNA-polymerézy na Pyy-

di Geny rané fize exprese
imery monomery na pravém retézci se

Cro-proteinu  Gro-proteinu slabé prepisuji. Tvoii se
profo i Cro-protein.

Pii vy$$i koncentraci Cro-proteinu jsou timto proteinem obsazena v§echna
operdtorovd vazebna mista. Proto se zastavi transkripce vech genu rané
fdze exprese na levém i pravém Fetdzci. Toliko Q-protein maze z Ppe
uskutecnit antiterminaci a umoZnit transkripci z tohoto promotoru viech
gent pozdni fize exprese.

— [
e
ee’® eo — %% ﬁﬁﬁ —

LY ®
dimery ®®
Cro-proteinu monomery
Obr. 398

Vazba Cro-proteinu na operatory Oa ORr

ULOHA GENU xis A int, Tyto geny se uplatiuji pfi integraci genomu
figa lambda do chromozomu hostitelské butiky a jeho excizi. Gen int se
pfekryva svym koncem se zadatkem genu xis. Souddsti genu xis je také promo-
tor P, ktery vak je aktivni, jen kdy? se na néj navéZe protein CII tvofeny v po-
zd&j¥i rané fizi exprese gent figa lambda. Transkripce zahdjena z tohoto
promotoru pak zabran{ tomu, aby se pfepisoval gen xis; prepisuje se jen gen ini,
jehoZ mRNA se pieklada do integrazy. Tento enzym se tvo¥{ jen kratkou dobu a
katalyzuje integraci DNA faga lambda do chromozomu hostitelské buriky.
Integrdza se prestane tvorit, Jakmile imunitni represor obsadi O, a O,. Teprve
po inaktivaci imunitniho represoru, kters zpisobi, Ze se molekuly imunitniho
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represoru uvolni z obou operatorl, se po antiterminaci piepisuje gen xis. Gen
int je inaktivni, nebot’ se jeho &4st prepisuje jako xis (obr. 399).

IMUNITNI REPRESOR. Molekula imunitniho represoru je dimer, ktery
sestavia ze dvou stejnych polypeptidovych fetézch - podjednotek represoru.
N-termindalni a C-termindlini konec obou polypeptidii je globuldrni. Globularni
charakter N-terminalni ¢asti je pomé&rné dobie objasnén. O C-terminalni ¢asti je
v tomto sméru mélo znalosti. Globularni N-terminalni &ast sestavd z péti
o-helix(, které jsou propojeny linearnimi seky polypeptidu. Helix 2 je poloZen
v (hlu napii¢ velkého zlabku a helix 3 je pfiblizné kolmo k nému. Oba helixy
spojuje kratky Gsek polypeptidového fetézce. Jde o motiv proteinu helix-
otdcka-helix, se kterym jsme se jiz seznamili. Dal§i popis je ziejmy z obr. 400.

V motivu helix-ota¢ka-helix mé helix 3 rozpozmavaci funkei a viZe se
vodikovymi vazbami k cilovym nukleotidovym sekvencim operdtoru. Helix 2 se
obdobné vaze k pateti DNA. Tento kontakt helixu 2 je dulezity pro celkové
umisténi helix ve v&t§im Zlabku.

Obé podjednotky se spojuji v dimer prostfednictvim vazeb v karboxylové
&asti (obr. 401). Teprve tento dimer ma funkci imunitniho represoru, ktery se
pomoci helix 3 vaZe k vazebnym mistim operatorlt O, a Oy, kterd jsou umisté-
na ve v&t$im Zlabku (obr. 402). V téchto mistech se mohou tvofit vodikové
vazby (obr. 403).

Cll-protein
P
xis -
int " "‘ = Promotor genu int je aktivovan
mm——— proteinem Cll. Netvori se excizio-
- néza, nebot’ tento promotor se
nachazi v genu xis a kromé toho
; 3 se tvofi mRNA genu int.
integraza
Cll-protein se netvori.
Pi  <«——transkripcez P O
xis == Lt
int Excizionaza se tvofi, jelikoZ
‘l' se preklada gen xis.
- excizionaza

Obr. 399
Syntéza integrazy a excizionazy
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karboxyl-termindini doména
(C-terminéini doména)

CooH )| 132-236 2.8
aminokyselin

93 - 131 — schemati
aminokyselin schematicky

N 1-92
Hy aminokyselin

aminotermindlni doména
(N-termindini doména)

konektor
(linearni polypeptidovy fetézec)

Jenotlivymi vaici jsou
vyjadrenyg, ~ helixy:

helix vazajici se na
pater DNA

rozpoznavaci helix
(rozeznava vazebna mista operatoru)

Obr. 400
Protomer (podjednotka) imunitniho represoru
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Obr. 401
Molekula imunitniho represoru

vzdalenost mezi helixy 3
dvou podjednotek, {j.
o jeden zavit v DNA

Helix 3 rozpozna specificka vazebna mista operdtord a vazie se
na né urcitou sekvenci aminokyselin.

Obr. 402
Rozpoznavani operatoru O| a Og imunitnim represorem
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helix 3 ( asn - ser-gin - gln

vodikové vazby

Obr. 403

Rozpoznavani sekvenci operatoru helixem 3 imunitniho represoru
(ziednodusené schéma)
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. 8.4
BAKTERIALNI VIRY S l’)OZIITIVNf RNA
(+ssRNA-BAKTERIALNI VIRY)

8.4.1
Bakteriofagy MS2 a Qf

Bakteriofagh s genomem RNA je pomérn& malo. Patii mezi né napi. viry
MS2 a QB. Po vstupu do bakterialni buiiky (%. coli) se genom téchto vird, obsa-
hujici gen O pro obalovy protein, gen R pro RNA-replikazu a gen P pro piipo-
Jovaci protein, jesté nereplikuje. Nejdiive, jelikoZ je tvoren pozitivni RNA,
piisobi jako mRNA, takze se na n&j miZe piipojit ribozom, a to na misto, které
Je obsazeno genem O pro obalovy protein. Translaci tohoto genu se pak uvoliiu-
Je vlasenka blokujici piivodng preklad na genu R. Po uvolnéni vlasenky je
umoznén vstup ribozomu na gen R, takZe se mdze tvoiit RNA-replikaza. Pozdé-

P 0 R

CS. +SSINA 3)
C. %"j D

. O

obalovy replikaza
protein

l

P (e} R

pfipojovaci obalové
protein  proteiny

Obr. 404
Strategie replikace a exprese genomu
RNA-bakteriofagt
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ji miZe zadit téZ syntéza pfipojovaciho proteinu na genu P. RNA-replikaza
katalyzuje replikaci pozitivni RNA na negativni a negativni na pozitivni. Na
gast molekul pozitivni RNA se nejdiive pkipoji jedna molekula piipojovaciho
proteinu a pak proteiny obalové za tvorby kompletnich viriond. Syntéza RNA-
replikazy je regulovana koncentraci molekul obalovych proteindi. Pi jejich
kritické koncentraci se syntéza RNA-replikdzy zastavi (obr. 404).




REPLIKACE A EXPRESE*‘
~ VIROVEHO GENOMU
-V ZIVOCISNE BUNCE

Misto, kterym Zivocisny virus vstupuje do svého hostitele, se oznacyje ja-
ko brdana vstupu. Je to:

¢ Kie. Celkové je kiize znacnou prekdfkou pro vstup viru do organizmu,
Jeji vréi§i vrstva (epidermis) sestavajici z mrtvych bunék neni vhodnym prost-
redim pro replikaci virového genomu. Aby mohl virus do organizmu proniknout
kiZi, musi byt kiiZe nejdiive poranéna (bodnutim zpusobenym hmyzem, kous-
nutim nebo subkutdnni injekci).

® Sliznice. Sliznice oka a urogenitalniho tstroji jsou pro vstup viru do
hostitele nejpriznivéj§i. Vyrazem toho je znacny pocet virovych infekci pfe-
ndSenych pohlavné,

® ZaZivaci trubice. Viry mohou infikovat zazivaci trubici pres usta, orofa-
rynx, stieva nebo koneénik. Viry, které infikuji stieva pres usta jako brdanu vstu-
pu, musi projit Zaludkem, ktery je v§ak pro né velmi nepfiznivym prostfedim
(nizké pH a vysokd koncentrace travicich enzymil). Proto teprve 1y viry, které
projdou touto bariérou, mohou zpisobit infekei stievniho epitelu.

¢ Dychact astroji. Je nejcastéjsi branou vstupu virové infekce. Viry, které
infikuji dychact istroji hostitele, pochdzi z aerosolu produkovaného kychanim a
kasldnim z jiného hostitele, jak je to vystizné vyjaditeno anglicky "Coughs and
sneezes spread diseases”.

Prirodni prostiedi je pro virovou infekci znacnou prekdzkou. VeélSina
virii je citliva k teploté, sluneénimu svétl, jehoz slozkou je UV-zdreni atd, Jen
mdlo virtt je rezistentnich k témto faktorim. Nékieré viry viak unikaji témio
nepriznivym viiviim tim, Ze jsou prendieny z hostitele na hostitele vektory, coz
byvd obvykle néjaky druh hmyzu. Ve vektoru se virus miize nebo nemusi pomno-
Zit. Viry, které nejsou prendseny vektory, uskutecituji pFenos z hostitele na ho-
stitele témito zpiisoby:

L4 Horizontdlnim p¥enosem, tj. pFimym prenosem viru z hostitele na hosti-
tele. '

¢ Vertikdlnim prenosem, tj. prenosem viru z rodiovské gemerace na
potomstvo. To se nejdiive uskuteciiuje infeket fétu pri porodu nebo krdtce po
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porodu (béhem kojeni). Jen vzdcnéji se déje tento pFenos zdrodecnou linii
bunék. Na rozdil od horizontdlniho pfenosu je vertikdlni pFenos zaloZen na
dlouhodobé perzistenci viru v hostiteli.

Po svém vstupu do hostitele pokracuje virus v infekci vstupem do vnima-
mavé buriky, kde se nejd¥ive primdrné replikuje. Tato poldtecni interakce viru
s hostitelem urcyje, zda infekce bude lokalizovdna do brdny vstupu, nebo se
roz$ifi v hostiteli a stane se systémovou infekcr, ij. infekci postihujici vice
orgdnit mnohobunécného organizmu. Priibéh této infekce md nékolik stupris:

1. Virus se pomnozi v misté vstupu.

2. Z mista vstupu se Sifi lymfatickymi cestami,

3. PomnoZi se v regiondlnich lymfatickjch uzlindch, coz je zdrojem
primdrni virémie. Jako virémie se oznacuje pFitomnost viru v krvi ve Jormé
virionit nebo infikovanych krevnich bunék,

4. Z regiondlnich lymfatickjch uzlin prechdzi do retikuloendotelidiniho
systému (jdira, slezina, kostni der), ktery je zdrojem sekunddrni virémie.

3. Pirechdzi do krve a odtud do cilového orgdnu (CNS, kitze, svalstvo).

6. Vylucyje se z hostitele respiracnimi sekrety, stolici, kuzi nebo moci.

Celkové infekce obratloven véemé dloveka mise probihat v téchto for-
mdch:

¢ Jako abortivni infekce. Tak se nazyvd infekce, béhem niz se v hostitelské
burice syntetizuji nékteré nebo viechny slozky viru, ani# se tvorf viriony. QOzna-
Cuje se 1éz jako neproduktivni infekce a dochdzi k ni obvykle v hostitelskych
burikdch, které nejsou pro virus permisivni, j. sndsejici infekci virem.

¢ Jako akutni infekce. Je 1o infekce vyznacujici se krdtkym pribéhem,

intenzivni replikaci viru a tvorbou virions v mfikovanych buiikdch, které v di-
sledku toho podlehnou uplnému rozpadu nebo byzi,

‘0 Jako chronickd infekce. Tato infekce se vyznacuje tim, e virus Jje aktivni
jen v nékterych infikovanych buiikdch, Cdst téchto bunék viivem produkce
virionit odumird lyzi nebo jsou natolik poskozeny, Ze infekci virem nepreziji,
Dalsi cdst bunék infekci virem Prezije a déli se normdiné. Chronickd infekce je
viekld a organizmy, kters Jitrpi, jsou nositeli viry,

®  Jako perzistenmni infekce, 1. infekce vyznacujici se neustdlou DPFitomnosti

viry v fr{ﬁkovanych burikdch. Genom toho viru éasto byvd integrovdn do geno-
mu hostitelské buriky. Existuji tfi druhy tét0 infekce:

a) virus setrvavd v busice, anis se z ni uvolfiyje,
b) virus se uvolfiuje z buriky sporadicky,
¢) virus se neustdle z buriky uvoliiyje, anis Ji lyzuje,

. . . .
Jalfo latentni fnj,’ekce. Je to stav perzistenni infekce bez pozorovatelnych
Symplomii onemocnéni a produkce viriong 2 infikovanych bunék. Tento stqy by-

‘~
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vd casto zpusoben integraci virového genomu do genomu hostitelské buiiky.
PFitom transkripce integrovaného genomu (proviru) a translace mRNA viru je
bud' velmi snizena, nebo vitbec neprobihd.

Z velkého mmozstvi virovych druhit a kmenii jsme vybrali jako priklady ty
skupiny viri, se kterymi se ¢lovék v soucasnosti nejvice setkdvd. Soudasné jsime
dbali na to, aby na zdkladé t&chto vybranych piiklad ten, kdo z této uéebnice
studuje, mohl ziskat obecné&j§i piedstavu o molekularnich mechanizmech repro-
dukcee virt.

9.1
ZIVOCISNE VIRY S DVOURETEZCOVOU DNA
(dsDNA-ZIVOCISNE VIRY)

Kromé papovavirtt viechny ostatni dsDNA-viry maji genofor tvofeny
linedrni dsDNA. Jen genom papovavirit sestdvd z kruZnicové dsDNA. Podle
strategie reprodukce v hostitelské buiice miZzeme dsDNA-viry rozdélit do dvou
skupin (obr. 405):

1. Skupina zahrnujici viry, jejichZ replikace probihd vyluéné v jadie
hostitelské buriky a je relativné zavisla na bunéénych faktorech. Patii sem pa-
povaviry, herpesviry a adenoviry. Ihned po infekei se geny v jejich jeSté nere-
plikujici se dsDNA piepisuji do mRNA, kterd se pieklada do proteini brzké
ané faze. Tyto proteiny pisobi ve funkci transkripénich faktori a ovliviiuji

genomova »
dsDNA > MRNA

mRNA  proteiny brzké
rané faze

proteiny pozdéjsi
rang fgze

replikované
dsDNA

mRNA

VIRION | ¢ proteiny pozdni faze
‘ (stavebni)

Obr, 405
Zakladni strategie replikace a exprese genomu dsDNA-viru
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pozitivn€ v jest& nereplikujici se dsDNA zahdjeni transkripce gend, které se
piekladaji do proteinii pozdé&jsi rané fize. Z téch nékteré katalyzuji replikaci
dsDNA viru a jiné navozuji transkripci genl do proteinii pozdni faze, které
plsobi jako proteiny stavebni. Témito proteiny se obaluji replikované molekuly
dsDNA viru za tvorby viriond.

2. Skupina zahrnujici viry, jejichZ replikace probihd v cytoplazmé hosti-
telské buriky. Tyto viry jsou schopny syntetizovat viechny proteiny, které potie-
buji k replikaci a transkripci. Exprese jejich genomu a jeho replikace je znacné
nezavisla (neni véak tiplné nezdvisld) na molekuldrnich mechanizmech hosti-
telské buriky. Patii sem poxviry (ne$toviéné viry). Na rozdil od vird piedchozi
skupiny netvori tyto viry proteiny brzké rané fdze. Jinak je exprese jejich geno-
mu podobna virdm piedchozi skupiny.

Na dalSich strankach jsou bliZze popsany papovaviry, adenoviry a herpes-
viry.

9.1.1
Papovaviry
(Papovaviridae)

OBECNA CHARAKTERISTIKA. Papovaviry se rozdéluji do dvou rodu:

1. Rod Papillomavirus neboli papilomaviry. Klinicky se papilomaviry
projevuji tvorbou bradavic na kiizi a sliznici. Promotenost lidské populace
témito viry je zna¢nd. Nejvice jsou roziifeny typy papilomavirt, které jsou
piivodei bradavic na rukou a nohou. Ve viech skupindch lidské populace je té2
znalné€ rozifen typ papilomaviru, ktery zptsobuje na kazi tvorbu mnohodet-
nych bradavic benigniho charakteru (epidermodysplasia verruciformis). Né-
které typy papilomavirli zpisobuji vznik kondylom# (kozni vyristky podobné
bradavicim), které mohou prejit do maligniho stavu.

Pfenos papilomaviri projevujicich se tvorbou bradavic se uskute&iiuje
ponejvice v ramei rodiny od véku 5 let, a to pfimym kontaktem s infikovanou
oblasti kiiZze nebo s kontaminovanymi piedméty.

2. Rod Polyomavirus neboli polyomaviry. Dosud jsou znamy dva
lidské typy, a to BK-virus a JC-virus. JC-virus byl izolovan z mozku pacienta
s inicidlami J. C. BK-virus byl izolovan z moge piijemce (s inicidlami B. K.)
ledvinového transplantitu. Patogenni vyznam t&chto virdi je nepatrny. VEétSinou
zplisobuji inaparentni infekce. T&zk4 onemocnéni viak zplisobuji jen u pacien-
th s imunologickymi defekty.

Kapsid virioni viech papovavird je ikozaedricky o velikosti 40 - 50 nm.
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Konec primérniho
transkriptu je vyznaéen

Sipkou a polyadenylaci (Ap).
Zadatek je oznacen jako 5,
Geny VP2 a VP3 se pre-
kryvaji ve stejné trans
kripéni jednotce.

sestiih

sestiih

sesiﬁh vP3f\po

5 5'

S\ sestii
t-antigen

5’ oo
sestfi sestiih
éb T
T-antigenu

Obr. 406
Transkripéni mapa viru SV 40

T-antigen

VIRUS SV40. Nejlépe je prostudovan virus SV40 (tzv. opidi virus), kte-
ry patif k polyomaviriim. Zptisobuje inaparentni infekee opic rodu Cercopithe-
cus. Replikuje se v rdznych bundénych kulturdch, ale kdyz byl poprvé izolo-
van, projevoval se cytopaticky jen v bun&&nych kulturdch ledvin. Jeho viriony
jsou neobalené a ikozaedrické (pravidelny dvacetistén). Kapsid sestava ze tfi
proteinti: VP1, VP2 a VP3, DNA je dvouretézcovd a kruZnicovd. Jsou na ni
fokalizovany &tyfi prekryvajici se transkripéni jednotky. Transkrip&ni jednotky
obsahujici gen kddujici maly t-antigen a gen kodujici velky T-antigen se pie-
pisuji do rané mRNA, zatimco transkripéni jednotky obsahujici geny pro VPI,
VP2 a VP3 se piepisuji do mRNA pozdni (obr. 406).

V sousedstvi transkripéni jednotky prepisované do rané mRNA se nacha-
zi zesilovad transkripce (obr. 407), na ktery se vdZou transkripcni fakiory kddo-
vané geny hostitelské buriky, napt. SP1, Tyto faktory zvySuji G€innost transkrip-
ce do rané mRNA. Na zesilovad transkripce se vaze také T-antigen, ktery:

¢ vypina syntézu rané mRNA, tedy i svou,
® zahajuje replikaci virové DNA,
¢ zapina syntézu pozdni mRNA.
Celkova strategie exprese genomu viru SV40 je ziejma z obr. 408.

9.1.2
Adenoviry
(Adenoviridae)
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transkripéni faktor SP1

repetice ‘

transkrlpcm faktory

transkripce gent

transkripce
pozdni faze

genu
rané faze

vazebna mista pro
T-antigen

Obr. 407
Zesilovaé transkripce viru SV40

0-8 hod. po infekci buiiky—— dekapsidace a pfechod virové
DNA do jadra busiky

8 -12 hod. po infekci butiky syntéza rané mRNA

negativni regulace

translace
RNA-ponmeraza Il
bunky T-antige
t-antigen?

12 - 48 hod. po infekciburky replikace virové DNA

syntéza pozdni mRNA

TN

typy pozdnimRNA =16 S 188 198

tranLace

VP1 VP3 VP2

48 hod. po infekci — sestavovani virion( a lyze buriky

Obr. 408
Strategie exprese genomu viru SV40 po infekci opigich bunék

Celed” Adenoviridae se d&li na dva rody:

¢ Mastadenovirus. Hostiteli vird tohoto rodu jsou &lovk a jini savei (pes,
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ki aj.). Deli se na fadu sérotypii. Typovym druhem je lidsky adenovirus 2.

¢ Aviadenovirus. Hostiteli jsou ptaci (dribez, kachny, husy aj.).

ONEMOCNENI ZPUSOBENA ADENOVIRY. Adenoviry zplsobuji
znaény pocet onemocnén{. Ve vétSiné piipadd se jednd o respiracni, gastrointes-
tinalni a o¢ni infekee. Asi dvé tietiny onemocnéni probihaji subklinicky. Piesto
viak vedou k celoZivotni imunité. Inkubaéni doba je obvykle 2 az 6 dnli. K nej-
astéjsim onemocnénim zplisobenym adenoviry patii:

¢ Akutni horeénata faryngitida (zanét hitanu). Asi 5 % akutnich respi-
raénich infekei u déti do stafi S let je zplsobeno adenoviry. Symptomy téchto
onemocnéni jsou ryma, katar nosohltanu, kagel, oteklé kréni lymfatické uzliny a
piilezitostnd zanét mandli. Tyto symptomy jsou doprovazeny horeckou, zimnic-
nim tiesenim, bolestmi svald a hlavy.

$ Horedka spojena s faryngitidou a konjunktivitidou (z4nét ocnich
spojivek). Vyskytuje se u déti zakladni Skoly a vyjimegné u dospélych. One-
mocnéni se vyznaduje zanétem hltanu, rymou a horetkou. V t&zsich piipadech
se vyskytuje i pneumonie (zanét plic). Zdrojem infekee Easto byvé voda na plo-
varnach, Onemocnéni trva 3 az 5 dnli.

L4 Akutni respiraéni syndrom. Vyskytuje se pfedev§im u novackd na
vojné v podzimnim a zimnim obdobi, mnohem mén& u civilniho obyvatelstva.
Onemocnéni se vyznacuje horeckou, faryngitidou, kaglem a zanétem nosnich
mandh. Komplikaci byvéa pneumonie, ktera u déti miZe byt smrtelnd.

¢ Epidemicka keratokonjunktivitida. Vyskytuje se v kazdém véku, ¢asto
u délnikil v kovoprimyslu a téZ jako nozokomiélni infekee na oénich klinikéch.
Je znaéné nakazliva. Piendsi se kontaminovanymi ruéniky ve spolednych mist-
nostech atd. Inkubadéni doba je 8 az 10 dni. Po ni nsleduje bolestiva folikularni
konjunktivitida doprovazena slzenim.

¢ Konjunktivitida. Inkubagni doba je 6 az 9 dnti. Prib&h infekee je velmi
mirny. K infekei dochdzi sporadicky nebo epidemicky v letnim obdobi u déti a
mladistvych.

¢ Gastroenteritida. Vyskytuje se u kojenct a déti do 4 let. Vyznaluje se
prijmy trvajicimi az 10 dnd a respiratnimi potizemi, vzacnéji horeckou, zvra-
cenim a dehydrataci. Viry jsou vyluovény stolici a pfendSeji se fekdlné ordlni
cestou. U mnoha déti probiha infekce inaparentnd (bez klinickyeh pfiznakd).

Dalgi onemocnéni zptisobena adenoviry se vyskytuji v lidské populaci
vzacné,

Patogenita adenovirti spo¢iva v inhibici replikace DNA hostitelské bufi-
ky, translace a pierueni posttranskrip&nich Gprav hnRNA a z toho vyplyvajici
inaktivace mRNA hostitelské buiiky. Jejich cilovymi bufikami jsou predeviim
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epitelialni buiiky oéi a sliznice respiraéniho l:lStI‘Oj.fl (nosu, hlta,mu, hrtanu, pradu-
ek a plic), genitdlii, gastrointestindlniho L.'IS'[I‘?I_]I, mozkovych vplen a lymfa-
tickych uzlin. Kromé& toho mohou adenoviry ra}du let latentné setrvavat na
mandlich, v polypech a stfevnich folikulech, aniz bY vyvolaly onemocnéni a
uvoliiovaly se z hostitelskych bunék. Bez symptomil je téZ adenovirova reakti-
vace z latence. Molekularni mechanizmy k udrZovani latence nejsou znamy.

K rozmnoZovani adenoviri in vitro se pouZivaji bun&né linie lidského
pivodu, pfedeviim epitelidlni buiiky (napt. KB-buitky, HeLa-butiky aj). Busiky
hlodavci nejsou pro adenoviry permisivni. Mohou v8ak byt neoplasticky trans-
formovany.

Prenos adenovirové ndkazy se déje vyluné z Clovéka na Eloveka jako
kapénkova infekce pfes respiraéni a ofni sekrety. Akutné infikovany jedinec
vyluduje adenoviry slinami, stolici a mo¢i. Pfenos adenovirii je téz moZny
fekdln& orédlni cestou, napf. na plovarnach miZe byt pienesena horetka spojena
se zanétem hltanu a spojivek.

Clovék je jedinym rezervodrem lidskych adenoviri. Infekce adenoviry se
vyskytuje sporadicky nebo se §ifi epidemicky. Do stafi 10 let v&tina déti prods-
lala alespoti jednu adenovirovou infekei. Asi 50 % adenovirovych infekei viak
probihd inaparentné.

STRUKTURA A TVAR ADENOVIRIONU. Virion adenovirt je ikozaed-
ricky vyznaZujici se 20 trojiihelnikovymi plochami a 12 vrcholy (obr. 409).
Kapsid je neobaleny a
vyznaluje se vlaknitymi vy-
b&Zky. Sestavd z 252 kapso-
mer. Jako kapsomery se ozna-
¢uji morfologické jednotky vi-
vionu, z nichZ je sestaven kap-
sid. Kapsomera sloZen4 ze Ses-
1i podjednotek se oznatuje ja-
ko hexon, z péti jako penton.
Kapsid adenovirti tvoii 240 he-
xon{ a 12 pentond.

Penton sestava z pento-
nové béze a vlaknitého protei-
nu. Pentonova bdze je penta-
mer strukturniho proteinu III,
na ktery se vaZe vliknity pro-
tein IV zakon&eny strukturou
kulovitého tvaru. Kazdy vlak-

Obr. 409 nity protein je trimer. Dal¥i

Ikozaedricky kapsid adenovirionu protein, ktery je sdruzen s pen-
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tonovou bazi je protein Illa. KaZdd postranni plocha kapsidu je tvofena
dvanacti hexony, z nichZ kazdy je trimerem hexonového proteinu IL. V mistech
kontaktu jednotlivych kapsomer jsou proteiny IX, X, XI a XII. Na vnitini
stran& kapsidu je protein VI a VIIL Vnitfek kapsidu tvoii nukleoproteinovy
komplex sestavajici z genomu adenoviru a proteinti V a VII (obr. 410). Primér
virionu je 80 - 110 nm.

GENOM ADENOVIRU. Genom adenovir( tvofi linearni dvoufetézcova
DNA, na jejiz oba 5'-konce se pies zbytek serinu vaZze tzv. koncovy protein
oznadeny jako TP (=terminal protein) ( obr. 411). Nekovalentnimi interakcemi
se oba proteiny spoji a udrZzi pak linearni DNA ve stavu podobném kruznicové-
mu (kvazikruZnicovy stav). Kromé toho jsou konce tohoto genomu opatieny
obracenymi repeticemi (viz str. 102).

linearni dsDNA

protein lll pentonové baze

koncovy protein

protein VI
protein VIil

dfefovy protein V
dieftovy protein VIi

hexonovy protein Il

protein IX
——— vlaknity protein IV

Poznamka: Nejsou uvedeny proteiny X, Xl a XII.

Obr. 410
Schéma adenovirionu
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linearni dsDNA*

[ EA
kvazikruznicova L
dsDNA ; "
| §'em
|
!
D .
Obr. 411
Genom adenovirt
Velikost adenovirové DNA je 36 - 38 kb. Pfes tyto malé rozméry je
bohaté genetickou informaci, nebot’ kéduje znaéné mnozstvi (60) proteind. To
je zplisobeno tim, Ze: e rjr

¢ oba komplementdrni fetézce této DNA se prepisuji;
& panskripéni jednotky, a tedy i geny na obou Fetézcich se prekryvaji;

¢ primdrni transkripty se alternativné sestfihuji, coZ vede ke vzniku fady
molekul mRNA prekladanych do proteint liicich se v primarni struktufe.

TRANSKRIPCNf MAPA ADENOVIRU 2. Uvedené tii charakteristiky
genomu adenovird ndm piibliZi transkripéni mapa adenoviru typu 2 (obr. 412),
na niz je 36 500 bp DNA tvofici genom tohoto viru rozdéleno do 100 mapovych
jednotek. DNA-Fetézec, na kterém probihd transkripce zleva doprava, je na ma-
p& oznaden jako r-Fetézec a DNA-Fetézec, na kterém probihd transkripce zpra-
va doleva, je oznalen jako l-Fetézee, Z mapy mizeme vy¢ist, Ze genom adeno-

viru typu 2 je pfevainé organizovén do:
¢ ranych transkripénich jednotek (E14, E1B, E24, E2B, E3 a E4);

¢ jedné pozdnf velké transkripéni jednotky, jejif primdrnf transkript se
sestiihuje do péti skupin (L1 aZ L) molekul pozdni mRNA.
Jako rana transkripéni jednotka se oznaduje jednotka prepisovand z vi-
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Useékami nad DNA-fetézci jsou vyjadieny molekuly mRNA vznikajici sestiihem primarnich
transkripti (kaZdému z nich odpovida transkripéni jednotka).Smér transkripce je vyjadren
$ipkou na konci kaZzdé useéky. Tenké Usecky predstavuji molekuly mRNA, které vznikly
alternativnim sestfihem ranych primérnich transkript(, kdeZto tuéné dsecky predstavuji
molekuly mRNA vzniklé sestiihem pozdniho primérniho transkriptu. Promotory transkripénich
jednotek jsou vyjadieny svislymi dseckami. Te¢kami za promotory jsou vyjadrfeny tfi nekédujici
exony vedouci sekvence (1, 2,3), které obsahuji nékteré pozdni mRNA, pfipadné segment (i).

Obr. 412
Transkripéni mapa genomu adenovirt (zjednodu$eno)

rového genomu brzy po infekci hostitelské buiky virem, kdezto pozdni transk-
ripéni jednotka je prepisovdna pozdéji po infekci.

Znaénou &ast r-fetézce pokryva transkripéni jednotka fizena tzv. MLP-
promotorem, tj. hlavnim pozdnim promotorem. Tato jednotka se zalina pre-
pisovat brzy po infekei hostitelské buiiky podle obr. 412 do primdrniho transk-
riptu, ktery je alternativné sestFihovdan do molekul mRNA kddujicich stavebni
proteiny adenovirionu.

Podle obr. 413 je tato transkripén{ jednotka rozd€lena na pét useki L1 az
L5, z nichz kazdy konéi polyadenylacnim signdlem. Heterogenni jadernda RNA
vytvaiejici se bhem transkripce této jednotky se jako obvykle §tépi na konci
kazdého tiseku za polyadenylagnim signalem. Jeji transkripce viak konci az za
polyadenylacnim signdlem vseku L5. Segmenty hnRNA uvolnéné na polyade-
nylagnich signdlech se pak podrobuji alternativnimu sestiihu, ktery je zahdjen
na piepisu t¥isloZkové vedouci sekvence nutné k tomu, aby sestfih probihal
v urdéeném poradi. Kromé toho mRNA, kterd mi piepis tiislozkové sekvence, je
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MLP §1 | L1 L2 L3 L4 L5

a
i aj a a) a) __}__
| [ | I

hlavni  tiislozkova
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Kazdd molekula mRNA se preklida do Jedné molekuly stavebniho
proteinu. Mediatorovi RNA sloZena jen ze tfislozkové sekvence (i)
se nepfeklada. Useky L2, L4 a L5 se sestfihuji podobné,

Obr. 413
Piiklad alternativniho sestfihu primarniho transkriptu
transkrip&ni jednotky Fizené promotorem MLP adenovirt

pfekladana s vysokou tidinnosti, Podobnym zpisobem jsou upravovany transk-
ripty i jinych transkripénich jednotek.

Molekuly mRNA vzniklé z prim4rnich transkriptl sestfihem se pak rozli-
Suji na pozdni a rané mRNA podle toho, zda vznikly sestFihem primdrniho
transkriptu rané nebo pozdni transkripéni jednotky. Proteiny, které se vytvorFily
translaci téchto mRNA, se shodné rozdélyji na rané a pozdni proteiny.
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EXPRESE GENOMU ADENOVIRU, Neni zatim znam receptor, ktery by
umoziioval adsorpei adenovirionfi na hostitelské butiky. Ze strany viru se dosa-
huje specifické interakce s butikou prostiednictvim jeho kulovité struktury na
konci vldknitého proteinu. Proti této &asti virionu se tvofi protilatky. Po prvnich
kontaktech s povrchem buiiky se stéhuje receptor s navazanym virionem do
oblasti cytoplazmatické membrany obsahujicich endocytotické vezikuly, ktery-
mi je virion zachycen a pfenesen do cytoplazmy a odtud po uvolnéni kapsido-
vych proteinl do jadra. V jadie pak prob&hne transkripce virovych genii a repli-
kace virového genomu (DNA). Cely tento proces lze rozdélit do &tyf [azi,
piidemz regulace a piesny pribeh kazdé fize jsou nezbytné pro nasledujici fazi.
Tyto ¢tyii faze jsou:

1. Transkripce ranych gendi a syntéza ramych proteini. Hned na
zaditku zdGraziiujeme, Ze vSechny transkripcni jednotky pozdni a rané faze jsou
prepisovany RNA-polymerdzou IT hostitelské buiiky. Jako prvni jsou touto poly-
merazou piepisovany geny kodujici proteiny E1A (obr. 412). Jeden z téchto
proteintt plisobi jako transaktivator, . akiivige transkripei viech ranyeh tran-
skripcnich jednotek. (Poznamka: co se tyde aktivatordi transkripce nalezne Cle-
naf informaci na str. 429 - 432). Pasobi jako pozitivai reguldator na expresi
transkripcnich jednotek rand faze. Druhy prowin E1A piisobi jako negativii
reguldtor na expresi transkripcni jednotky pozdni fiaze. Promotor transkrip&ni
jednotky E1A je konstitutivni, tedy i transkripee transkripéni jednotky E1A je
konstitutivni.

Transkripéni jednotka E1B je aktivovana k produkei proteinu, kiery v ko-
operaci s jednim proteinem aktivni transkripéni jednotky E4 reguluje transport
virové RNA 7 jadra do cytoplazmy. Dalsi transkripéni jednotky aktivované tran-
saktivatorem jsou:

I3

¢ F2A kodujici protein vazajici se na jeden DNA-fetézec pii replikaci
virove DNA.

A4 [2B kodujici protein pTP, ktery je jednak prekurzorovy pro tvorbu
koncového proteinu kovalentng se vizajiciho na 5-konee DNA-fetézel a jednak
plsobi jako primer pii syntéze DNA. Dile kdduje 1é2 DNA-polymerdzu.

® E3 kadujici nékolik proteind, nap. protein, ktery snizuje mnozstvi MCI-
molekul v povrehu virem infikovanych hostitelskych bunék.

2. Replikace adenovirové DNA. Z obecencho hlediska je tato replikace
zajimava tim, ze je na obou matricovyeh fetézeich kontinudlni. Z toho divodu
nevznika ani problém nedoreplikovdnt na 3'-koncich jako u Jinyeh linedrnich
DNA (o tom viz str, 342 - 347). Zhruba probiha podle obr. 414a, b, ¢:

.4 Obr. 414a. Zadina esterifikaci molekuly dCMP B-hydroxylovou skupi-
nou serinového zbytku pTP. Tim se vytvoii komplex pTP-C-3'OH, ktery sc
vyznacuje silnou afinitou k adenovirové DNA-polymerize a interaguje se sloz-
kami TP, které se kovalentné vazou k 5'-konctim adenovirového genomu. Kro-
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Obr. 414a
Replikace adenovirové DNA

mé toho piisobi pres skupinu 3'-OH deoxyribdzy molekuly dCMP jako primer
| pro zahdjeni syntézy DNA.

A4 Obr. 414b. Za u&asti jadernych faktori NF-I, NF-II (tento faktor plisobi
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K 5-koncim adenovirové DNA je
kovalentné vazan TP-protein.

pTP.C-3'0OH
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Odbourani pTP na TP
pozdéjsim proteinem
a vytvoreni kvazikruZnicové
dsDNA podle obr. 411,

Obr. 414b
Replikace adenovirové DNA
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Konce vytésnéného
fetézce, které jsou
komplementarni, se
sparuji (obr. 411).

vytésnény
fetézec

NE-I pTP.C-3'OH
Zde se navaze komplex
pTP.C.3'0OH, od kterého
zacéne replikace, E2A + NE-ll + nNTP
adenovirova
NF-} DNA-polymeraza

replikovany vytésnény fetézec

adenovirova X
DNA—ponmeréza‘ E2A + NF-1
Odbourani pTP na TP
pozdéjsim proteinem
a vytvoreni kvazikruZnicové
dsDNA podie obr. 411,

Obr. 414¢
Replikace adenovirové DNA
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jako DNA-topoizomeraza), E2A, pTP-C-3'OH (timto faktorem je rozeznan
TP-protein vdzany na 5'-konec matricového DNA-fetézce) a adenovirové
DNA-polymerazy se replikuje jeden matricovy fetézec za vyiésiiovdni druhé-
ho.

® Obr. 414c. Vytdsiiovany fetézec se replikuje principidlng stejng, jak je
popsano v pfedchozim odstavci.

3. Transkripce pozdnich geni a syntéza pozdnich proteind. Jakmile
skonéi replikace virové DNA, zastavi se transkripce v&tSiny ranych gent a akti-
vuje se pozdni transkripéni jednotka, kterd je f{zena promotorem MLP a koduje
kapsidové proteiny.

4. Morfogeneze. Tato fize zahrnuje sestavovani viriond z kapsidovych
proteind. Piitom téZ dochazi ke $tépeni pTP na TP. Hostitelska buiika uvoliiuje
viriony a odumira.

9.1.3
Herpesviry
(Herpesviridae)

RoOZDELENI HERPESVIRU. Herpesviry Ize na zakladg jejich patogenti-
ty a typu bunék, které infikuji, rozdglit do tii pod€eledi. V tab. 36 jsou uvedeni
jejich nejdilezit&jsi zastupei zpisobujici infekee u lidi.

ONEMOCNIENT ZPUSOBENA VIRY HHV-1 A HHV-2. Oba druhy vird
zplisobuji recidivujici onemocnéni nazyvané opar ¢i herpes simplex, které se
projevuje mistnim zdnétem kize nebo sliznice (pFipadné rohovky) ve Jormé jed -
notlivych nebo nakupenych malych svédivich nebo paléivych puchyrki, které
praskaji a zasychaji. Nejéastgjsi forma tohoto onemocnéni je herpes labialis
(facialis) neboli opar rtu, ktery zpiisobuje HHV-1 a herpes genitalis, kiery se
projevuje koznimi lézemi na genitaliich a zplisobuje je HHV-2.

Oba viry jsou velmi rozsifeny po celém svété a patifi k nejéast&jSim
pavodetim infekénich chorob. Asi 90 % viech dosp&lych je jimi infikovano.
Zvlasté charakteristické pro viry HHV-1 a HHV-2 je, Ze po primarni infekei
organizmu pfechézeji do stavu latence, z niz byvaji opét reaktivovany k replika-
ci horetkou, slunénim, menstruaci, télesnym nebo dusevnim stresem atd., coZ
se projevi vzplanutim chorobnych ptiznaki jako pii priméarni infekei, k niz do-
chézf nejéastsji v détském véku; infekce miize probihat se zjevinymi piiznaky
nebo bez zjevnych pfiznaki.

I3

V pribdhu primarni infekce se virus HHV mnozi v misté vstupu (Gstni
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Tab. 36
Klasifikace b&nych lidskych herpesviri
Podcéeled’ Nazev druhu Zkraceny
nazev druhu
lidsky herpesvirus 1 HHV-1
o-Herpesvirinae (virus herpes simplex 1)
(0-herpesviry) lidsky herpesvirus 2 HHV-2
(virus herpes simlex 2)
lidsky herpesvirus 3 HHV-3
(virus varicella-zoster)
lidsky herpesvirus 5 HHV-5
B-Herpesvirinae (lidsky cytomegalovirus)
(B-herpesviry) lidsky herpesvirus 6 HHV-6
lidsky herpesvirus 7 HHV-7
v-Herpesvirinae lidsky herpesvirus 4 HHV-4
(y-herpesviry) (virus Epsteina a Barrové)
lidsky herpesvirus 8 HHV-8
]

dutina nebo genitl) a vyvoldvd jen v 5 a% 15 % pfipadi tvorbu puchyikii. Inku-
bacni doba je 2 aZz 12 dnf.V pipads, se Jde o ordlnf infekei, postupuje virus
podél nervi (axonil) ke gangliim trigeminu, replikuje se kratkou dobu v neuro-
nech a zlistiva pak v latenci. Po reaktivaci (viz vyge) se opét kratkou dobu po-
mnoZi, zni¢f jen nékolik bun&k a zistava dale v latenci. Nové vytvofené viriony
postupuji podél axonti do periferie, kde vedou k recidive oparu, ktery viak brzy
opét zmizi.

Oba viry se vyskytuji jen u lidi a jsou po primérn{ infekei i béhem obdobi
latence z organizmu vyludovény. Promotenost populace t&mito viry je zhruba
90 %. Virus HHV-1 se piena$i vétsinou oralng (slinami, kapénkami obsahujici-
mi zbytky puchyikd oparu) a virus HHV-2 pohlavnim stykem v dob& pohlavni
zralosti. U 50 % viech prim4rné infikovanych Jjedincii nedochdzi viak b&hem
Jejich Zivota k recidivé,

Virus HHV-1 zpiisobuje krom& herpes labialis tato onemocnéni:

¢ Stomatitis aphtosa (gingivostomatitis herpetica). Vyznatuje se pii
primérni infekei vysokou horegkou, bolestmi a tvorbou puchyikl v celé ustni
dutin€. U kojenc a malych déti dochazi k exsikéze (vysychéni, ztrata vody
Z organizmu).

A4 Eczema herpeticum. Té%k4 generalizovana infekce vyznacujici se tvor-
bou strupti na kiZi a vysokou horegkou.

® Keratoconjunctivitis herpetica. Jeji vyskyt je Casty spiSe u dospélych
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neZ u déti. Je to infekee rohovky a spojivek vedouci vétsinou k pokozeni epite-
lu rohovky.

L4 Encephalitis herpetica. Ve Stiedni Evropé piedstavuje asi 50 % encefa-
litid.

ONEMOCNENI ZPUSOBENE VIREM HHV-3. Tento virus zplsobuje
plané nestovice (varicella) postihujici zejména déti.Pienasi se primym stykem.
Inkubacni doba je 2 aZ 3 tydny. Projevuje se chiipkovymi ptiznaky a vysevem
vyrazek ménicich se pozdéji na praskajici a zasychajici puchyiky. U dospélych
zpisobuje HHV3 akutni infekei postihujici senzoricka ganglia, coZ se projevuje
jako herpes zoster neboli pasovy opar. VEtSinou v8ak pacienti, ktef'i trpi paso-
vym oparem, jiZ proZili primarni infekci virem HHV-3, ktery pak v nich pietr-
viva ve stavu latence, z niZ je obCas reaktivovan v nékterém senzorickém gang-
liu, coZ se projevuje neuralgii a vysevem oparu v oblasti kiize z infikovaného
ganglia inervované. Jde tedy o reaktivaci latentng perzistujiciho viru v nékterém
senzorickém gangliu,

ONEMOCNENI ZPUSOBENE VIREM HHV-4. Tento virus zplsobuje
infekéni mononukledzu, kterd postihuje piedeviim mladsi osoby a pfenasi sc
piimym kontaktem. JelikoZ virus se vyluduje do slin, pfendsi se i libanim. Inku-
ba&ni doba je primérné okolo 2 tydnii a mize byt i krat&i nebo del§i. Nejcastdji
se projevuje horetkou, zdufenim miznich uzlin, anginou a nékdy mohou byt po-
stizena i jatra. V krvi se nachdzeji atypické lymfocyty. Nemoc probiha vétSinou
benigné. Neni-li [éCena, maze mit viekly pribéh,

V tropickych oblastech (Afrika, Latinskd Amerika, Nova Guinea) zpliso-
buje HHV-4 Burkittiv lymfom, coZ je druh maligniho lymfomu vyskytujiciho
se obvykle u déti.

INFEKCE ZPUSOBENA VIREM HHV-5. Infekce timto virem probiha
vétginou bez piiznakd. Zpisobuje viak vazné komplikace u nemocenych AIDS.

ONEMOCNEN{ ZPUSOBENE VIREM HHV-6. Vét§inou byva u malych
déti jako onemocnéni nazyvané exanthema subitum vyznacujici s¢ teplotami a
vyrazkou. Ma lehky prib&h. Infikuje téZ nervové buiiky v mozku.

ONEMOCNEN{ ZPUSOBENE VIREM HHV-7 A HHV-8. Uloha HHV-8
v infekénich onemocnénich neni zatim objasnéna. Zda se, Ze je v kauzalnim
vztahu k vyvoji Kaposiho sarkomu, coZ je koZni onemocnéni nidorového cha-
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raktern s pomémg benignim pribghem, daleko v8ak zhoubnéj$im u nemoc-
nych AIDS. Problematice Kaposiho sarkomu se vénujeme na str. 874. Infekce
virem HHV-7 zadina ve stafi 6 m&sicl a p¥evazuje do tii let. U 75% dospélych
jedinct je virus téZ vyluCovan slinami. Jeho vyznam v infek&nim onemocnéni
nenf{ zatim objasn&n. Antigenng je pfibuzny s virem HHV-6.

STRUKTURA VIRIONU HERPESVIRU. Herpesviriony méki v priméru
150 az 200 nm a sestavaji z vice neZ 30 stavebnich protein. Uvniti virionu je
vlaknita dfeit v komplexu s linearni dsDNA (obr. 415). V elektronovém mikros-
kopu se jevi diefi jako civka omotana vlaknem, které odpovida dvouietézcové
DNA. Dieil je uzaviena ikozaedrickym kapsidem o priméru 100 nm. Kapsid
sestava ze 160 kapsomer, které jsou typu hexoni a pentonti. Prostor mezi kapsi-
dem a obalem viru je vyplnén 20 nestavebnimi proteiny, které pii infekci
vnikaji soudasné s DNA viru do buiiky. Tento soubor proteinii vypliujicich
prostor mezi obalem virionu a kapsidem se oznaduje jako tegument. Proteiny
tegumentu se svymi funkcemi uplatiiuji v rané fazi infekce buiiky virem. Her-
pesviry jsou opatieny obalem (obalené viry), v némZ je 11 riznych glykoprotei-

glykoprotein gC

Obr. 415
Schéma struktury viru herpes simplex
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nt a dva aZ &tyfi neglykosylované polypeptidy, které plni dileZité funkce pfi
adsorpci na receptory hostitelské buriky.

STRUKTURA GENOMU VIRU HHV-1. Genom herpesvirti je linedrni
dsDNA. U v8ech pod&eledi, z nichz jsme na piedchozich strankach vybrali ty-
pické zéastupce, sestava z jedineénych a repetitivnich sekvenci, jejichZ poCtem a
uspofadanim se tyto druhy navzijem li§i. PopiSeme tento genom jen u druhu
HHV-1. Sestava ze dvou slozek (obr, 416):

A4 SloZka L, kterd je tvofena jedinetnou sekvenci U, ohranié¢enou koncovou
repetici TR, a obracenou repetici IR,

L4 SloZka S, ktera je tvofena jedineénou sekvenci U ohrani¢enou koncovou
repetici TR a obracenou repetici IR,

TR, sestivé z nékolikanisobné se opakujicich tsekii a a z useku b.

IR, sestava z iseku b, ktery je obracenou repetici vzhledem k b, a dale
z opakujicich se Gsekd a' (lidicich se poStem vzhledem k a v TR,), které jsou ve
vztahu k a obracenymi repeticemi.

Useky ¢ a v TR jsou komplementarni k a' ¢ v IR,

Poznamka: Vime, Ze obricené repetice na stejném polynukleotidovém
Fetdzei se vyznaduji komplementaritou (str. 102), coZ je ve schématu na obr.
416 vyjadieno apostrofem u stejného pismene, tedy napi. sekvence a a a' jsou
navzajem komplementarni.

REPLIKACE GENOMU HHV-1. Pii replikaci genomu herpesvir
HHV-1 se v hostitelské buiice vytvoii v ekvivalentnim mnozstvi ¢ty izomery
DNA (25 % piipada na kazdy izomer), které se navzdjem it vzdjemnou orien-
taci slozek U, a Uy. Jsou to (obr. 416):

izomer P
izomer I
izomer I
izomer I, .

Tylo izomery se vyskytuji jako genomy ve virionech; viechny jsou infekc-
ni a nelisi se navadjem obsahem genetické informace. Replikace se uskuteciiu-
je v hostitelské butice po cirkularizaci virového genomu mechanizmem otadéejici
se kruznice (str. 180, 182, 183). Deefiny DNA-fetézec z kruZnice vytlalovany
se po kazdém replikadnim cyklu prodlouZi o délku odpovidajici jedné molekule
dsDNA (jednomu genomu), takZe se podobn& jako u faga A vytvoii konkatemer
(str.621, obr. 389), ktery se pii sestavovéni viriont $t&pi na segmenty odpovi-
dajici genomu virionti. P¥itom vznikaji uvedené &tyfi izomery DNA, a to intra-
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126 kbp 26 kbp
L Kl § ——¥

oril.

Obr. 416
Vznik &tyf izomerii DNA u herpesvir
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molekuldrni rekombinaci vzdy koncového segmentu (genomu) na obricenych
repeticich konkatemeru, jak je zndzorn&no na obr. 416. JestliZe napt. prvni izo-
mer budeme povaZovat za tzv. prototypovy P, pak vzhledem k tomuto izomeru
je:

¢ izomer I vysledkem rekombinace vedouci k inverzi slozky U, coz se
déje rekombinaci na izomeru P;

¢ izomer I, je vysledkem rekombinace vedouci k inverzi slozky U,, coZ se
déje rekombinact na izomeru Iy,
14 izomer Iy je vysledkem rekombinace vedouci k inverzi slozky Ui Uy,
coz se déje rekombinaci na izomeru I .

V genomu viru HHV-1 byla identifikovina tfi mista ori, na nichz zaCina
replikace genomu béhem Iytického cyklu. Misto oril. s¢ nachizi ve stiedu
oblasti U, a dal3i dv¢ mista oriS1 a oriS2 jsou v c-sckvenci IR, a TR,. ro
presny pribéh replikace mrusi byt pritommo alesport jedno misto oriS. Bezpod-
mineénd nenf nutny oril..

[Krom¢ vyluénd bunténych proteind je replikace genomu viru HEV-1
zajistovina témito proteiny, které jsou kodoviany virovym genomem:

¢ DNA-polymeriza vyznaCujici s¢ polymerizovou aktiviton 5§
exonukedzovou 35",

% Faktor procesivity, kiery se v komplexu 5 DNA-polymerazou vize na
dvoufetézeavou DNA. Piisobi pravdépodobné jako posuvni svorka (str. 166).
L2 Komplex DNA-helikiazy a DNA-primézy sestavajici ze tfi proteind.

Na obr. 417 je znizornéno schéma uplatnéni téchto proteinti v replikaci
genomu HHV-1 mechanizmem otacivé kruznice. Pochopeni tohoto mechaniz-
mu vyZaduje znalosti uvedené o replikaci na str. 161 - 184, 335 - 343.

EXPRESE GENOMU VIRU HHV-1 PRI LYTICKE INFEKCIL Tato
exprese je globalné vyjadfena schématem na obr. 418. Virion herpesviru se
vaze gC-proteinem k receptoru v povrehu hostitelské buiiky. Obal virionu a
membrina buiiky pak splynou a kapsid s tegumentem vniknou do cytoplazmy.
Na piijmu herpesviru do cytoplazmy se 162 podileji glykoproteiny gB, gD a gll.
Kazdy z t&chto proteint indukuje tvorbu protilatek, které brzdi infekei virem na
arovni jeho penctrace do buitky. Genom piechdzi do jddra, kde se pak replikuje.

Lixprese genomu herpesvirti je pomérné mélo zdvisla na enzymech hosti-
telské buiiky, jelikoZ fada enzymi katalyzujicich syntézu DNA herpesviri a
nukleotidd je kddovdna jejich genomem. Jeho transkripei, kterd je karalyzovdna
RNA-polymerdzou I hostitelské buiiky, se tvofi tfi kategorie molekul mRNA:

¢ o-mRNA ncboli rané mRNA, které se prekladaji do ranyeh proteini;




662 9 REPLIKACE A EXPRESE VIROVEHO GENOMU V ZIVOCIENE BUNCE

vedouci DNA-fetézec
cirkularizovany
genom HHV-1
v hostitelské
bufice
(dsDNA)

faktor

T DNA-polymeraza
procesivity

RNA-primer

Okazakiho fragment

opozd'ujici se DNA-fetézec
(Syntéza konkatemeru).

& i

helikaza £

DNA-fetézec vytlaéoay z kruznice
primaza
Qbr. 417

Proteiny kédované genomem HHV-1, které pusobi pf¥i jeho replikaci
uskutetfiované mechanizmem otaéivé kruznice

® B-mRNA neboli pozd&j§i rané mRNA, které se prekladaji do pozdé&j-
Sich ranych proteint (nestavebni proteiny a n&které stavebni);

¢ v-mRNA neboli pozdni mRNA, které se ptekladaji do pozdnich protei-
ni (stavebni proteiny).

.....

rip&ni faktor), ktery piisobi jako transaktivitor a zesiluje expresi o-genil prepi-
sovanych do a-mRNA. To se d&je ihned po infekei bunék. Samotny o-TIF se
v8ak na promotor nevaZe. Spoji se nejdiive s faktorem C1 do komplexu
o-TIF/C1, ktery se pak vaZe na na transkripni faktor OCT-1. Tento vysledny
komplex pak prostfednictvim transkrip&niho faktoru OCT-1 rozeznava sekvenci
promotoru 0-gend popsanou na str. 355. Tim se umoZni interakce o-TIF s trans-
kripénim faktorem TFIID, ktery se takto aktivuje, coZ je nezbytny krok k zah4-
jeni transkripce (str. 351 - 360).

Po nahromadéni produktii transkripce oi-genil se pisobeni a-TIF zastavi.
Jinymi slovy transkripce o-genti podléhéa negativni regulaci. Replikace, ktera je
pozitivng regulovana produkty o-genii, za&ina aZ po expresi B-genii. Stavebni
proteiny se tvoli prekladem mRNA vzniklé piepisem y-gend. Jejich exprese je
pozitivng regulovana produkty B-gend a pii vy33i koncentraci negativng ovliv-




9.1 ZIVOCISNE VIRY § DVOURETEZCOVOU DNA 663

glykoproteiny
W 7T
/ N

At |

receptor

> rané proteiny
> pozdéjsi rané proteiny
* pozdnf proteiny

glykosylace

CYTOPLAZMA

Obr. 418
Globalni schéma genové exprese viru HHV-1 pii lytické infekci buriky

fuji expresi jak - tak i o-genl. Genova exprese viru HHV-1 je tedy koordino-
vané regulovina (obr, 419).

EXPRESE GENOMU VIRU HHV-1 V OBDOBI JEHO LATENCE.
Béhem latence se repliky DNA viru HHV-1 nachdzeji v jadie hostitelske buiiky
ve stavu extrachromozomdlnfho epizomu. Souéasné se s genomem hostitelské
buitky replikuji za katalytické acasti jeji DNA-polymerizy a piechazeji do dee-
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o,/

Zapnuti exprese stavebni proteiny
OL-genu.

Autoregulace
exprese

o-genn,

Obr. 419
Regulace exprese genomu HHV-1

finyeh bunék. Produkee infekénich virionti v této fazi je potladena. Zatim vak
neni zndmo, jakd je molekuldrni podstata latence a reaktivace z latence do
Iytického cykhu,

Virus HHV-1 je latentni v neuronech spinélnich ganglii. Béhem primarni
infekee se virus §iff podél nervovych vidken a2 do ganglii. Pravdépodobné rané
geny (o-geny) se nemohou v neuronech trvale exprimovat, jelikoZ tyto buriky
tvofi piidatng k transaktivatorim OCT-1 a OCT-2 specificky protein translaci
mRNA, kterd vzniké alternativnim sestfihem. Tento protein se totiZ také véize

na promotory ranych gent a zastavuje pravd8podobné transkripci a-gend.




9.2 ZIVOCISNE VIRY § JEDNORETEZCOVOU DNA 665

9.2

ZIVOCISNE VIRY $ JEDNORETEZCOVOU DNA
(ssDNA-ZIVOCISNE VIRY)

9.2.1
Parvoviry
(Parvoviridae)

ONEMOCNENT U ¢LOVEKA. Tuto kapitolu zafazujeme do této ucebni-
ce hlavné z toho dlivodu, aby &tenaf ziskal predstavu o Jednom z moZnych me-
chanizmi replikace jednofetézcovych DNA, Genom téchto virfl sestava z jedné
molekuly pozitivni ssDNA. Patii sem &eled’ Parvoviridae (parvoviry). Svymi
rozméry patii mezi nejmen${ viry. V hostitelskych buiikach se mnoZi bud’ auto-
nomé (viry rodu Parvovirus a Erythrovirus), nebo v zavislosti na pomocnych
virech (mohou to byt adenoviry nebo herpesviry). Tyto parvoviry patii do rodu
Dependovirus. Do rodu Parvovirus se fadi napf. druh, ktery zpisobuje u ko-
¢ek panleukopenii a Parvovirus B19 zplsobujici u &lovéka tzv. patou nemoc,
coZ znamend pata nemoc v poiadi exantémovych (tj. pr OJCVLIJ!CICI] se vyrazka-
mi) infekei. Pata nemoc neboli erythema infectiosum je napadna splyvajici-
mi vyrazkami postihujicimi hlavng déti.

EXPRESE GENOMU PARVOVIRU V HOSTITELSKE BUNCE. Exprese

genomova
+ssDNA
bunééné proteiny
replik
:poN AV » mRNA
VIRION | | stavebni
+ssDNA proteiny

Obr. 420
Zakladni strategie replikace a exprese genomu
ssDNA-vir(
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Obr. 421

Schéma replikace ssDNA parvoviru

virdl této skupiny probiha v podstaté podle strategie uvedené na obr. 420, Jejich
DNA  se replikuje v jédi'e na negativni DNA-fetézec, ktery slou¥f jako matrice
pro syntézu pozitivniho DNA-fetézce (obr. 421). Negativni Fetézec se prepisuje
do mRNA, kter4 se pieklada do stavebnich proteint.

Genom parvoviru B19 a jinych autonomnich (nezévislych na pomocnych
virech) parvovirli je tvofen ssSDNA, ktera ma na obou koncich komplementarni
sekvence, jeZ umoZituji tvorbu vlasenek (obr. 421). Obsahuje dva oteviené &teci

[—
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ramce, jejichZz primarni transkripty se sestfihuji do molekul mRNA, které se
prekladaji do kapsidovych proteinii, helikdzy, endonukledzy a transaktivétoru.

Biologicky vyznam vlasenek spo&iva v tom, Ze poskytuji 3'-konec, od
néhoZ zadina replikace souvislého fetdzce (kontinudlni syntéza az do konce),
ktera je katalyzovana DNA-polymerazou hostitelské butiky (obr. 421). Kdyz
dostoupi syntetizujici se fetézec (1) k 5'-vlasence, vytvaii struktury (2, 3), kter¢
umoZni tvorbu vlasenek (4). Po dalsi replikaci (5) se vytvoii repliky (6) ve
form& dvouietézcového dimeru s volnymi konci d a a’. Dimer se pak $tépi (7)
specifickymi endonukledzami, které jsou kodovany parvovirem a rozpoznavany
v mistech naznadenych na obr. 421 Sipkou. Vyslednym produktem je pozitivni
a negativni ssDNA. Do viriont se zallefiuje jen DNA-fetézec odpovidajici
genomu parvoviru,

Opakovanim krokd 2, 3, 4, 5 a 6 se z dimeru vytvoii tetramer a dale aZ
multimer, Oba se pak §t&pi endonukledzami na pfisludny polet vyslednych
pozitivnich a negativnich molekul DNA.
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9.3

ZIVOCISNE VIRY S DVOURETEZCOVOU RNA
(dsRNA-ZIVOCISNE VIRY)

9.3.1
Reoviry
(Reoviridae)

GENOM REOVIRU. Viry, u nich? genom sestavd z dvouietézcové
segmentované RNA, patii do Celedi Reoviridae (reoviry). Vétsina reovirii infi-
kuje respiratni a gastrointestinalni Gstroji. Ve vét§ing pripadii probiha tato in-
fekee asymptomaticky. U déti mohou zplisobovat gastroenteritidu a prijjmova
onemocnéni. Genom dsRNA-viri je tvofen segmentovanou dsRNA. Kazdy
segment jejich RNA se replikuje zvI43t' do monogenni +RNA. Viriony musi
v§ak obsahovat hotovou RNA-dependentni-RNA-polymerizu (RNA-replika-
za), nebot’ jejich hostitelské butiky ji nemaji.

REPLIKACE A EXPRESE GENOMU REOVIRU. Zakladni strategic
replikace a exprese genomu reovirl je uvedena na obr. 422, podle néhoz se
nejdiive RNA genomovych segmentdi replikuje za &asti RNA-replikazy na
+RNA pilisobici jako mRNA, kterd se preklada do regulaénich proteinii. Ty pak

genomova > mRNA
dsRNA /
\v enzymy
z virionu
regulaéni
proteiny
y
-repliky - -
_dsRNA > MRNA
VIRION. . stavebni
: "dsR‘NA‘f“ — 7 proteiny
Obr. 422

Zakladni strategie replikace a exprese genomu
" dsRNA-vir(
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PRIMARNI TRANSKRIPCE
G
G .
/s Uvolnéni molekul

pozitivni rané mRNA

m7G——

v
regulaéni proteiny

replikace genomu <

SEKUNDARNI TRANSKRIPCE v

Uvolnéni molekul
pozitivni pozdni mRNA
bez Cepicky.

}

stavebni proteiny

Obr. 423
Exprese segmentovaného genomu reoviru

katalyzuji syntézu mRNA, kterd se pieklada do stavebnich protein.

Transkripce probihd v téchto dvou fiizich (obr. 423):

1. Primdrni transkripce. Vysledkem této transkripee je sedm transk-
ripth ()patxcnych tepidkou, ale nepolyadenylovanych. Kazdy genomovy seg-
ment se piepisuje zvIa5te, Jako matrice k transkripei se vyuZiva negativani geno-
movy RNA-fetézec, takze vysledny transkript ve funkci mRNA je pozitivni.
Modifikace 5'-konce probiha uvniti diené virionu.

2. Sekundarni transkripee. Uskutediiuje se jiz v novych &asticich (pre-
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kurzorech virionit) vytvofenych v infikované bufice. Vysledkem této transkripce
Jsou na 5'- a 3-koncich nemodifikované transkripty.

Genomové segmenty se replikuji za pfevahy pozitivnich RNA-fet&zeq,
JelikoZ €ést téchto Fetézed phisobi jako pozdni mRNA k translaci do stavebnich

viw

protein a dalsf ¢4st je matricf pro syntézu negativnich fetézcd.
Plevaha pozitivnich RNA-fetzcli vznika tim, Ze stejny negativni RNA-
fetézec pisobi jako matrice pro tvorbu vice deetinych pozitivnich RNA-fetézct.
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9.4
ZIVOCISNE VIRY S POZITIVNI ssRNA

(+ssRNA-ZIVOCISNE VIRY)

9.4.1
Pikornaviry a togaviry
(Picornaviridac a Togaviridac)

Genom téchto vird je tvofen molekulou pozitivni RNA. Lze je rozdélit
do téchto &eledi:

1. Picornaviridae (pikornaviry). Patii sem napf. virus poliomyelitidy,
hepatitidy A, virus rinitidy, slintavky a kulhavky. Jejich genom (pozitivni RNA)
obsahujici jeden velky gen se po infekei hostitelské buiiky piepisuje do mRNA
piekladané do velkého polyproteinu, ktery se teprve §t8pi do funkénich proteind
(obr. 424). Tyto proteiny jsou jednak stavebni, jednak nestavebni. Nestavebni
proteiny katalyzuji replikaci pozitivni RNA na negativni a tuto opét na pozitiv-
ni.

2. Togaviridae (togaviry). Do této Seledi napt. patii virus klit'ové ence-
falitidy, horedky dengue, virus zardének aj. K tomu, aby sc vytvotila genomovi
pozitivni RNA jsou u téchto vird nutné dva cykly translace. V prvnim cyklu
translace jesté pied replikaci se z genomové RNA, kterd je pozitivaf, tvofi po-

genomova # polyprotein

+ ssRNA
proteiny «/

(nestavebni)

replikace na

-85RNA
A4 v
VIRION . proteiny
+88RNA | (stavebni)

Obr. 424
Zakladni strategie replikace a exprese genomu pikornavir
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prvni cyklus
. franslace
genomova > polyprotein
+ ssRNA
proteiny

/ (nestavebni)

v
replikace na druhy cyklus polyprotein
"sSRNA translace /

mRNA
v (subgenomova)
————-——'—/

VIRION -— proteiny’
+ 5SRNA (stavebni)

Obr. 425 .
Zakladni strategie replikace a exprese genomu togavir(

lyprotein z genu rané faze exprese. Tento polyprotein se pak §tépf na nestaveb-
ni proteiny zahrnujici RNA-replikdzu, kters katalyzuje replikaci genomové
RNA. Nové kopie RNA, které touto replikaci vzniknou, jsou jednak zakladem
genomu virového potomstva a jednak piisobi jako mRNA piekladané do poly-
proteinu, ktery se &t&pi na stavebni proteiny. Medidtorovd RNA, kterd se pre-
klddd do tohoto polyproteiny, se oznatuje jako subgenomova (obr, 425).
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9.5
ZIVOCISNE VIRY S NEGATIVNI sSRNA
(-ssRNA-ZIVOCISNE VIRY)

Obecnym znakem téchto vird je, Ze jejich genom tvoii linedrni negativni
RNA a jejich viriony jsou obalené. Podle typu genomu se déli do (tF{ skupin:

1. Viry s negativai segmentovanou RNA. Do této skupiny patii Ortho-
myxoviridae (ortomyxoviry).

2. Viry s negativai segmentovanou dvojsmysinou RNA. Takovym ge-
nomem se vyznaéuji Bumnyaviridae (bunyaviry) a Arenaviridace (arenaviry).

3. Viry s negativni nesegmentovanou RNA, Tento genom je charakte-
risticky pro Paramyxoviridae (paramyxoviry), Rhabdoviridae (rabdoviry) a
Filoviridae (filoviry).

Viechny uvedené skupiny se obeend vyznaluji piitomnosti RNA-depen-
dentni-RNA-polymerizy ncholi RNA-replikazy v nukleokapsidech jejich vi-
riond, kterd katalyzuje syntézu pozitivniho Fetézee RNA na matricové negativii
RNA. Ptomnost RNA-dependentni-RNA-polymerazy v nukleokapsidu je pro
tyto viry Zivotné divlezitd, nebot jejich hostitelské buiiky nemaji tento enzym.

Jako reprezentanti pryvni skupiny budou podrobndji popsény viry chifipky,
jako reperezentanti skupiny druhé byly vybriny arenaviry a ze ticti skupiny rab-
doviry.

9.5.1
Ortomyxoviry
(viry chiipky)

Viry zplisobujici chiipku u &lovika patfi do dvou rodd Celedi Orthomy-
xoviridae. Jsou to rody:

¢ Influenzavirus A, B, kam patii virus influenzy A ncboli virus chiipky
A, ktery zplsobuje chipku u gloveka a onemocnéni dychacich cest koni, ptaki
a prasat, kdezto virus influenzy B neboli virus eh¥ipky B zplisobuje chifipku
jen u ¢lovéka.
¢ Influcnzavirus C, kam patii virus influenzy C neboli virus ch¥ipky C.
Zpisobuje chiipku u ¢lovéka, vétiinou u déti.

Dali rozdily mezi obéma rody a jejich druhy se postupng uvadgji nize.

ONEMOCNENT CHRIPKOU. Je to onemocnéni dychaciho ustroji, jehoZ
pribéh se méni a mize zadit asymptomatickou infekef a kon&it pneumonii s le-
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talnim koncem. Typicka pro chiipku je tracheobx"(m?hitida (7.‘:"1.ni’~t ;»}'i’lclt.xﬁlxicc d
priidusek). Inkubaéni doba je 1 aZ 5 dni. Prvnim} pr“'lziwk_y chiipky JS,()U lmlcst]
hlavy, tfesavka, zimnice, vysoké horetka, bolesti svalli a num!nost. o d‘vnu a
trech dnech dochézi zpravidla k poklesu horetky. Kasel u'pnc:ly slabosti 1rv;gi
1 az 2 tydny. U d&ti se pribéh chiipky V)’Zﬂﬂé“.i‘_? P'V"L‘d'm_’-:”lf‘l V.\"h‘”lffvlu I‘}'nrcckolu
doprovazenou kietemi a Castymi vyskyty gastromtcstmlulnu:h pn’lm.’(' asto 67
dochézi k otitis media (zdn&t stfedniho ucha). Nejéastéjsi komplikaci je chifip-
Kkova pneumonie, kterd se vyskytuje jak u déti, tak i u dosp&lych_nmh .lcdnzi’ se
o primérni atypickou pneumonii, kterd zadind kritce po ndstupu prvnmh
ptiznakii chiipky, které bshem 6 aZ 24 hodin sili az k dosazeni rozvinut¢ho sta-
vu chiipky charakteristického zrychlenym dychdnim, tachykardii (zrychlend
srdeéni &innost, vysoka horetka a hypotonic). Tento stav nemoencého miize hé-
hem 1 a% 4 dnit kon&it smrti. P¥i neletdlnim pribchu onemocndéni se stav nemoc-
ného postupné v prib&hu 5 az 16 dni zlepSuje.

Viry chiipky se ptenaseji vzdugnou cestou (kapénkovi infekee). Nakazli-
vost, zejména virem chiipky A, je vysoka.

STRUKTURA VIRIONU VIRU CHRIPKY. Viry influenzy (chiipky) jako
viechny ortomyxoviry patf{ mezi viry obalené, tj. jejich nukleokapsid je obalen
lipoproteinovou dvojvrstvou (membranovy obal) pochdzejici 2 cyloplazmatické
membrany hostitelskych bunék. Na vnitini stranu této dvojvrstvy se vizou mo-
lekuly matricového proteinu (protein M1). Do virového obalu jsou zunoieny
protein M2, hemaglutinin (HA) a nenraminidiza (NA). V nukleokapsidu se
téZ nachézeji v malém mnoZstvi molekuly proteinu NS2. Viriony jsou kulovi-
tého tvaru o primérné velikosti 120 nm (obr, 426).

Membranovym obalem je obklopen genom viru tvofeny negativini RNA,
kterd je u virii chiipky A a B rozdélena do 8 segmentit « u viru chiipky C do
sedmi. 3'- a 5'-konce jednotlivych segmentdi jsou v kratkych tsecich navzijem
komplementérni a umoziuji tak tvorbu kvazikruznicového stavu, Jak jsme jiz
vidéli u adenovird (obr. 411). Vyznam téchto segmentd spocivit nejen v tom, 7e
kodujf proteiny, ale také v tom, Ze obsahuji signalni sekvence pro iniciaci trins-
kripce a replikace. Na kazdy segment se vaZou molekuly nukleokapsidového
proteinu neboli NP-proteinu. Jedna molekula tohoto proteinu pokryvi asi 20
nukleotidd v segmentu. Na 3'konce segmentit se vése RNA-dependentni-RNA-
-polymeraza. Kazdy segment vétsinou koduje jeden prosein. Jen segmenny 7 a §
uviruA, 7uviruCa 6, 7, 8uviru B kbdyji dva proteiny, kierd se tvoii pickla-
dem mRNA vznikajici sesttihem primarnich transkriptii,

Rozdily mezi viry A, B a C, co se tye piitomnosti jednotlivych proteind
ve virionech téchto vird, jsou uvedeny v tab, 37,

HEMAGLUTININ HA. Hemaglutinin je aktivni Jjako trimer a picdstavuje
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i1 M2 HA NA
V4 T ¥ ¥

membranovy obal L
(lipoproteinova dvojvrstva)

RNA-dependentni-RNA-polymeraza sestava z proteinu PB1, PB2 a PA.
VédZe se k 3-konci -RNA.

Segment 1 kéduje protein PB2,

Segment 2 koduje protein PB1.

Segment 3 kdduje protein PA,

Segment 4 kéduje prekurzorovy protein, jehoZ posttranslacni

upravou se vytvofi monomery trimeru hemaglutininu HA.
Segment 5 kéduje nukleokapsidovy protein NP.

Segment 6 kéduje podjednotku tetrameru neuraminidézy NA.
Segment 7 kéduje matricovy protein M1 a protein M2.
Segment 8 kéduje proteiny NS1 a NS2.

Obr. 426
Struktura virionu viru chfipky A
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hlavni povrchovy antigen viru chiipky A a B. M4 tyto tii funkce:

1. Vaze se na N-acetylneuraminovou (sialovou) kyselinu ve specifickych
receptorech hostitelské buiiky a pfipojuje tak virus k jejimu povrchu.

2. Zodpovidd za penetraci viriont pfes membranu hostitelské buiiky do
cytoplazmy tim, Ze zprostfedkovava fuzi membranového obalu viru s endozo-
malni membranou, coZ ma za nasledek uvoln&ni nukleokapsidé viru do cyto-
plazmy.

3. Je hlavnim antigenem chiipkovych vird indukujicim specifické proti-
latky v infikovaném organizmu.

Globélni pfedstava struktury hemaglutininu je zndzornéna schematicky
na obr. 427,

Mista HA, na ktera se védZou protilatky, podléhaji Sastym mutacim, coZ je
zdrojem novych antigennich subtypd viru chiipky. Pravd&podobnost téchto mu-
taci je tak vysokd, Ze prakticky nikdo neni proti viru chiipky imunni. Je také
zdrojem genetické variability tohoto viru a vzniku chiipkovych pandemii vzni-
kajicich pramémé po deseti letech.

Existuje 15 subtypd hemaglutininu oznaCovanych jako H1 az H15, které
se navzdjem Castené v primarni struktute 1i¥f a tim i reakcemi na protilatky.
PFisusnost k urditému subtypu v kombinaci se subtypy neuraminiddzy (viz ni-
2e) je jedna z hlavnich charakteristik kmene viru chiipky.

Tab. 37
Proteiny kédované segmenty genomu vird chiipky A, B a

Segment Virus ch¥ipky A | Virus ch¥ipky B | Virus ch¥ipky C
1 PB2 PB1 Pl
2 PB1 PB2 P2
3 PA PA P3
4 HA HA HEF
5 NP NP NP
6 NA NA,NB CM2
7 M1, M2 M1, BM2 NS1, NS2
8 NSI, NS2 NS1, NS2 -

M2, NB a CM2 maji podobné Junkce (ptisobi jako iontové kandly). HEF se
lisi od proteinttviri A a B, co se tyce struktury i funkce.
Sdrufuje v sobé schopnost vazby na receptor s aktivitou neuraminiddzy,
kterou inaktivuje receptor (N-acetylneuraminova kyselina).
BM?2 je protein syntetizovany virem B v cytoplazmé,
Jeho funkce neni zatim znéma.
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vazebné misto
pro receptor

globularni ¢ast—,

misto, na které 13,05 nm
se vaze protilatka
o - helix ——————————> 1 | linearni
: peptid

lipidova dvojvrstva viru

Obr, 427
Schéma molekuly hemaglutininu

NEURAMINIDAZA. Je aktivni jako tetramer. Vedle hemaglutininu je to
dalgi dilezity antigen viru. Z receptor( odstépuje N-acetylneuraminovou kyse-
linu. To vede k inaktivaci receptoru, coZ je zvIasté dilezité pti uvoltiovéni viru
z buiiky, nebot’ se tim zabrafiuje vazb€ virionil na receptory v membrang. Exis-
tuje celkem 9 subtypti N1 az N9 neuraminidazy, které se dastednd navzajem lisi
v priméarni struktufe a v kombinaci se subtypy hemaglutininu charakterizuji pFi-
slusny kmen viru. (Ostatni proteiny virt chiipky budou komentovéany pii vykla-
du infekee buiiky t¥mito viry a mechanizmu exprese jejich geni).

INFEKCE BUNKY VIREM CHRIPKY A. Sledujte nyni proces infekce
hostitelské buiiky virem ch¥ipky a expresi jeho genomu v infikované bufice po-
dle obr. 428. Chiipkové viriony se nejdiive na povrchu butiky navézou HA-
proteinem (piipadn& HEF-proteinem) na N-acetylneuraminovou kyselinu.
Endocytotickym procesem (endocytéza) jsou pak navazané viriony sevieny cy-
toplazmatickou membranou a pojmuty do bun&nych vezikul, takze nukleokap-
sidy virionti jsou pak obaleny dvéma membranami za vzniku struktur oznaco-
govanych jako endozomové vezikuly. Jejich okyselenim prechdzi HA-protein
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Obr. 428

Infekce hostitelské buriky virem chfipky a exprese jeho genomu
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do aktivni konformace, coZ se projevi fuzi endozomu s membranovym obalem
viru a uvolnénim nukleoproteinovych komplexti z vezikul do cytoplazmy.

Okyseleni pies protonovou pumpu M2-proteinu vede k uvolnéni protei-
nit NP a M1 a k transportu nukleokapsidi pres péry jaderné membrany do jad-
ra. V jadie pak prob&hnou nasledujici kroky exprese virového genomu.

EXPRESE GENOMU VIRU CHRIPKY A V INFIKOVANE BUNCE. Sle-
dujte dale text v souvislosti s obr. 428, ktery kombinujte s obr. 429 a 430 v po-
fadi podle téchto bodu:

1. Iniciace transkripee virového genomu. Promotory se nachdzeji v se-
kvencich 3'-konch jednotlivych segmentd, které vytvaieji se sekvencemi na
§'-koncich dvoufetézcové struktury. Virovi RNA-dependentni RNA-polymera-
za v8ak nemiZe sama syntézu mRNA zagit, dokud 5'-konec této mRNA nebude
modifikovan cepickou m'G (str. 373). RNA-dependentni-RNA-polymeriza tuto
aktivitu nema. U ortomyxovird se viak vyvinul mechanizmus, ktery umoZiiuje
vyuzit CepiCku z mRNA hostitelskych bunék. To se déje tak, Ze se PB2-prote-
iny, které jsou jako soutdst nukleokapsidu spojeny s 5'-konci genomovych seg-
mentti, spoji s &epickou (m’'G) molekul mRNA hostitelské buiiky a pienesou ji
k 3'-konctim genomovych RNA-segmentll. Koncovym nukleotidem téchto seg-
mentl je vidy néjaky uridin, s nimz se hybridizuje adenin v prvnich 10 az 13
bazich mRNA hostitelskych bunék. Jelikoz PB2-protein se vyznacuje nukledzo-
vou aktivitou, §tépi hostitelskou mRNA v blizkosti tohoto adeninu za uvolnéni
Cepitky s 3'OH-koncem, ktery pak mizZe slouZit jako primer k nize popsanym
polymerizacnim krokiim. Tento mechanizmus "kradeni Eepicky" ma mimo jiné
ten vyznam, 7e se jim prerusi transkripce a translace hostitelské buiiky o pre-
pne se na vyrobu chitipkovyieh virionit, Iniciace transkripee genomu viru chiipky
A je podrobnéji vyloZena na obr. 429,

2. Elongace a terminace transkripee virového genomu. ProdluZovini
virové mRNA sc zGcastiuji proteiny PB1, PB2 a PA RNA-dependentni RNA-
polymerdzy. Transkripce se ukondi asi 15 aZ 20 nukleotid pred 5'-koncem
genomového segmentu v Gseku, kde piechazi (vzhledem k tomu, Ze useky na 5'-
a 3-koncich genomovych scgmentt jsou navzajem komplementarnf) do dvouie-
t8zcové struktury, kierd pravdépodobné piedstavuje fyzikalni bariéru pro postup
RNA-polymerézy a zpomaluje proto polymerizaci. Signdlem pro polyadenylaci
vytvoreného transkriptu je na genomovém segmentu sekvence:

AAUAAA
piepisovana v transkriptu do UUAUUU. Malé transkripty se upravuji Cdstetn@
sestiihem, kterého sc jako kofaktor zicastiiuje NS1-protein. Priibéh elongacni a
terminaéni faze transkripce genomu ch¥ipky A je vyloZen na obr. 430.

3. Translace mRNA viru ch¥ipky A. Pfi exportu virové mRNA z jadra
do cytoplazmy buiiky spolupiisobi buné¢né proteiny s NS1-proteinem. Na to na-
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genomovéa RNA 3'
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o, éepicka
aktivni [
transkrip&ni mRNA buriky

komplex

Poznamky a vysvétlivky

1. Tfi polymerazové proteiny se nejdfive seskupi do inaktivniho komplexu.

2. Polymerdzovy komplex se specificky navéZe na 5-konec genomové RNA;
tim se aktivuje k vazbé na &epitku bunééné mRNA.

3. § aktivnim polymerdzovym komplexem se spoji bunéénd mRNA modifiko-
vand na 5%-konci éepickou. .

4. 5“konec bunédéné mRNA se paruje s 3-koncem genomové RNA viru, ktera

tim zméni konformaci do vidsenkové struktury a aktivuje se endonukledza
polymerdzového komplexu.

5. Dochdzi ke $tépeni bunééné mRNA endonukledzovou aktivitou polymera-

zového komplexu za uvolnéni €epicky a tvorby aktivniho transkripéniho
komplexu.

Obr. 429
Sestaveni aktivniho polymerazového komplexu a aktivniho
transkripéniho komplexu viru chiipky A

vazujici translace proteint membranového obalu vire (HA-protein, piipadng
NA a M2) probiha na membrang endoplazmatického retikula. Po odstranéni sig-
nélniho peptidu (str. 414) z proteini HA a M2 se prostiednictyim Golgiho sys-
tému tyto proteiny dopravuji k bun&&nému povrchu. Pii tom vytvateji trimery a
tetramery a glykosyluji se. H'-pumpa aktivniho M2-proteinu reguluje v Golgiho
systému pH a zabrafiuje, aby v ném pfedCasné nefliizoval s HA-komplexem.

4. Replikace genomu chiipky A. Proteiny PBI, PB2, PA, NP, NSI,
NS2 a M1 obsahuji ve svych sekvencich signly pro transport do bunééného ja-
dra, ve kterém pak probiha replikace genomovych segmentd. Aby se viak tran-
skripce pfepnula na replikagni modus, musi se v jadte nahromadit vét&i mno-




9.5 ZIVOCISNE VIRY § NEGATIVNI ssRNA 681

yuy
UUUgenomové
= RNA viry

.....

Cepicka

elongace

5-konec zlustiva navazan na polymerdzu
po celou dobu transkripce.

mRNA viru

elongace

Cepicka se uvolni z polymerazy a je pak
soudédsti jen virové mRNA.

Polyadenylace zaéne probihat, jakmile se

transkripci dosahne oligo U-sekvence na
“konci genomové RNA,

Vlastni polyadenylace probihé tak, Ze se

U-sekvence pfepisuje do A-sekvence.

Obr. 430
Schéma modelu elongace a terminace
transkripce u viru chfipky A
stvi nové syntetizovanych NP-proteinii. Pfedpoklada se, 7e tyto proteiny modifi-
kuji polymerazovy komplex (PBI, PB2, PA) a tim navozuji replikaci, kterd je
viak také zavisla na primerech. In virro jako primery postaduji dinukleotidy
PPPAPG, které hybridizuji s 3'-konci genomovych segmentli a poskytuji pak
potiebné 3'OH-konce, od nichZ se pomoci proteini PB1, PB2 a PA mohou
syntetizovat pozitivni RNA-fetézce. Tyto antigenomy se sdruZuji s NP-proteiny
a vyuzivaji se jako matricové fetézce k syntéze negativnich RNA-fetézci, na
které se vaZou proteiny NP, PB1, PB2 a PA za tvorby nukleokapsidi. V daldim
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) enomova RNA 5
3UCGCUUUCGUCC g I GGAACAAAGAUGAppp
negativni
3I
5 mRNA
L ) le 16-22 b
GpppXMY ——AGCGAAAGCAGG o -
e ':IM:. di POéiﬁVﬂl nukleotidd
nukleotid(
5 antigenomova RNA 3
pppAGCGAAAGCAGG 1l CCUUGUUUCUACU
pozitivni
Obr. 431

Genomova, mediatorova a antigenomova RNA u viru chfipky A

kroku se k nukleokapsidiim pfipoji molekuly M1-proteinu a vysledné komplexy
piechézeji pak z jédra do mist cytoplazmy, kde se v cytoplazmatické membrang
nachézi zvySené mnoZstvi molekul HA-, NA-a M2-proteinu,

TRI FUNKCNI RNA VIRU CHRIPKY A. Pozitivni RNA-fetézee vzniklé
replikaci nejsou vyuZivany jen jako matrice k syntéze negativnich Fetézcd, ale
také jako mRNA, a to za piedpokladu, Ze ziskdvaji ¢epicku z bundiné mRNA.
U ortomyxovird se tedy uskutediiuje prvni transkripee, kterd probihd na seg-
mentech negativni genomové RNA jesté pred Jeji veplikaci v hostitelské burice a
druha transkripee probihajici na segmentech negativni genomové RNA vznik-
ych jejich replikaci v hostitelské butice (obr. 428). Zékladem exprese genomu
viru chiipky A jsou tedy t¥i RNA, které se navzajem li§f orientaci fosfodiestero-
vych vazeb a sekvencemi na 5'- a 3'- koncich. Jsou to (obr. 431):

¢ Genomova RNA, kterou se prendsi genetickd informace viru do jeho
potomstva. Replikuje se, ale neprepisuje a nepreklddd. Je negativni,

¢ Mediatorova RNA, kterd vznikd prvni nebo druhou transkripei virového
genomu. Je pozitivai a pisobi jako mRNA, jelikoZ po transkripei se na 5'- a
3"koncich upravuje pro translaci. Nereplikuje se.
¢ Antigenomovi RNA. Je 1o pozitivni RNA vanikld replikact genomové
RNA. Jejim zdkladnim znakem je tprava 5'-konce dinukleotidem

PPPAPG
plisobicim pii replikaci jako primer. Jeji 3'-konec neni polyadenylovan.

OZNACOVANI KMENU VIRD CHRIPKY. Kmeny chiipkovych vird
rodu A se li¥i svym pavodem, ckologif a hlavné typem antigenu H a N. H je
obecné oznageni pro antigen hemaglutininu a N pro antigen neuraminidazy. Do
oznaleni pfislu§ného kmene viru chfipky pak pi$eme v tomto poradi:

rod - hostitel (uvadi se jen zvifeci, v angli¢ting) -
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- geografické urdeni - poadové ¢islo kmene - rok izolace -
- subtyp antigenu Ha N.
Piiklad:
A/Hong Kong/1/68/H3N2 =
=Influenzavirus A izolovany v Hong Kongu z Elovéka v roce 1968,
ktery ma antigen subtypu H3N2.

PRESKUPOVANI GENOMOVYCH SEGMENTU. Zdrojem vzniku no-
vych kmenii viru chipky zpisobujicich epidemie chfipky je preskupovani ge-
nomovych segmentii.

Je-li hostitelska buiika infikovana dvéma ch¥ipkovymi viry, kieré se gene-
ticky navzajem li§i, mohou pfeskupenim segment( vzniknout kombinace, které
se proti rodiovskym lisi. Do kazdého virionu se vSak mus{ dostat vSech osm
segmentt, ale mZe byt napf. vyménén segment 7 za segment 7 nesouci mutant-
ni alelu uréitého genu.

ANTIGENNI ZVRAT U VIRU CHRIPKY. Antigennim zvratem se rozu-
mi nahlé a zdsadni zména v antigennich viastnostech viru, kierd je vysledkem
preskupeni mezi segmentovanymi genomy viril stejného druhu liSicich se v anti-
gennich viastnostech. Lidska populace neni pfipravena imunologicky rozeznat
novy antigenni typ a virus méa pak volnou cestu ke svému §iteni. JestliZe je hos-
titelské buiika infikovana dvéma chipkovymi viry, které se geneticky lisi, mize
se preskupenim mezi dvéma segmentovanymi osmicemi genomil vytvofit 28 1.
256 novych kombinaci. To je zdroj opravdu {izasné variability a ziskéani novych
vlastnosti viru. TéméF kazda nova pandemie chiipky byla vyvolana virem
influenzy A vzniklym pieskupenim jeho genomovych segmenti. Celkem se
vystiidaly v lidské populaci tyto pandemie:

A4 V roce 1918/1919 to byla pandemie Spanélské ch¥ipky, kterou vyvolal
virus s antigeny HIN1; tato pandemie si vyzadala 20 miliénd lidskych Zivotd.
Virus byl ptenesen do Evropy americkymi vojaky z Kansasu.

¢  Virus HIN1 cirkuloval v lidské populaci do roku 1957 (prodélaval viak
mutadni zm&ny, viz déle), kdy byl nahrazen novym subtypem, a to H2N2, ktery
&¥il pandemii nazvanou asijska chiipka. Po jejim zdolni cirkuloval v popula-
ci do roku 1968.

¢ V roce 1968 nastupuje virus Hong Kong s antigeny H3N2 opét s rozsh-
lou pandemii.
¢ V roce 1977 se objevuje op&t virus HINI. Tento staronovy virus byl

poprvé zachycen v zapadni Ciné a kratee poté se rozifiil v SSSR az do evropské
s4sti a neusetiil ani Kanadu a USA. Epidemie této tzv. ruské chiipky postihla
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predevsim mlad¥i ro€niky, které nemély imunologickou zkuZenost s virem
HINI z konce jeho éry 1918 - 1957. Zatimco nastup asijské ch¥ipky v roce
1957 a viru Hong Kong H3N2 byl doprovazen rychlym vymizenim pfedchazeji-
ctho virového kmene z lidské populace, cirkuluji v nj poprve dva virové kmeny
souCasné: H3N2 a HINI. To je piekvapujici. Vzhledem k tomu, ze HINJ je
1€mé¥ totozny s virem, ktery cirkuloval v populaci v padesdtych letech a lisi se
Jen jednou aminokyselinou (za obdobi od r. 1950 by mél kumulovat vice substi-
tuci), je mozné, Ze jde o virus, ktery unikl z laboratore.

REZERVOAR VIRU CHRIPKY. Rezervodrem vird influenzy A je vodni
ptactvo, pfedeviim divoké kachny. Virus zptisobuje u t&chto ptak bezptizna-
kové infekce, mnoZi se v jejich stievech, je obsazen v jejich fekaliich a ve vods
znetisténé t€mito fekdliemi. U nas se virus prenasi nepiimo z domécich kachen
na prasata, u nichZ probihd chiipka podobné jako u &lovéka. Z nich mitZe byt
prenesena na obsluhujici personal. Neni ndhodné, Ze chiipka se §ii z asijskych
oblasti, ptedevsim z venkovskych oblasti Ciny, kde obyvatelstvo Zije v t&sném
kontaktu s domdcimi zvifaty. Na obr. 432 Jjsou uvedeny cesty pienosu viru
chiipky.

Ve vodnim ptactvu se nachézeji vechny antigenn{ subtypy H a N viru
influenzy A, a to ve viech kombinacich. Teprve v8ak pravdépodobns v praseti
dochazi k preskupovéni genomovych segmentii mezi viry vodniho ptactva a
lidskymi. Lidsky virus se miize v praseti zk¥f#it s ptadim za vzniku nového anti-
genniho typu. Napf. virus Hong Kong vznikl k¥i¥enim v praseti podle obr. 433,

Dukazy podporujici tuto tlohu prasete Jjsou nasledujici:

¢ Prasata jsou vnimava na infekei subtypu HIN1 a H3N2 vird chfipky
lidskych a ptagich a pravdépodobng ziskévaji lidské viry inhalaci aerosoli
b&hem obdobi t&sného kontakty.

¢ Lidé pfilezitostng ziskavaji viry chtipky z prasat, jako napf. v roce 1976
nebo 1988, kdy byly zjitény pripady, ze u lidi viry prasedi chFipky zpiisobily
smit. Asi 10 % osob ptichézejicich do styku s prasaty vytvai protilatky proti
prasedimu viru chiipky,

* Genetické analyzy ukdzaly, e geny viru chiipky kédujici vétsinu jeho
vnitfnich proteint sdili po-divergenci z pta&i virové linie geny, které jsou ekvi-
valentni s geny prasegich chiipkovych vird, nikoli viak s geny jinych savdich
chfipkovych vir,.

¢ Neexistuje ditkaz, Ze by lidé byli citlivi k infekci ptacimi viry ch¥ipky.

ANTIGENN] POSUN. Antigenni posun je dal$im zdrojem ohromné vari-
ability chiipkového viru. Rozum| se Jim postupné hromadeni drobnych mutaci,
obvykle charakieru nukleotidovych substituci, ve virovém genomu, které vedou
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REZERVOAR VIRU INFLUENZY A

- IMORSTI SAVCI

PTACI — . PRASE
\-p / \ J
KUN DU, CLOVEK

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ - pravdépodobny pfenos

prokazany pfenos

Obr. 432
Cesty pfenosu viru influenzy A ze zvifat na lovéka
a mezi zvifaty

kachni virus virus asijské chfipky
H3NX X H2N2
(pfibuzny s virem,
ktery byl izolovan
na Ukrajiné)

A
H2NX H3N2
(Hong Kong)

Obr, 433
Schéma kiizeni dvou chiipkovych virQ v praseti za
produkce viru odpovidajiciho antigennimi vlastnostmi
viru Hong Kong
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Jen k nepatrné pozménénym antigennim viastnostem viru, takze jsou imunitnim
systémem hostitele jen slabé rozpozndvany.

O vyznamu antigenniho posunu se Iépe piesvédéime, porovname-li frek-
vence mutaci viru chitipky s frekvenci mutaci u DNA-vird. Napf. mutacnf ry-
chlost DNA-virl (papovaviry) je

4,0 az 7,8 x 10* za rok na aminokyselinu.
Mutaéni rychlost genu pro hemaglutinin je
6,0 x 107 za rok na aminckyselinu.
Mutaénf rychlost pro neuraminidazu je
5,6 x 107 za rok na aminokyselinu,

Gen, ktery koduje NS-protein a je z hlediska mutaci nejlépe prostudovan, se
mutaéné méni pfi rychlosti

2,0 x 107 za rok na bazi.

Samoziejmé, Ze tak vysoké mutadni rychlosti vedou k &astym a postup-
nym zménam v antigenni struktute viru.Po prob&hnuvsi pandemii vyvolané ur-
¢itym kmenem viru probihaji v disledku antigenniho posunu drobné evolugni
zmény v antigennich viastnostech viru. Virus je vystaven selekénimu tlaku na-
ristajici imunity lidské populace vi&i antigennim vlastnostem hemaglutininu.
Av8ak nové mutanty mohou uniknout tomuto tlaku a vyvolat recidivu chiipkové
epidemie. Pozdéji jsou vystiidany dal§imi mutantami. Takto vznikaji linie virt,
které nesou mutace svych predchidcit.

EVOLUCNI LINIE VIRU CHRIPKY A. Na zaklad& kumulovanych muta-
ci registrovanych jako aminokyselinové zamény v HA 1-podjednotce hemagluti-
ninu lze odvodit evoluéni linii virovych kmenii z plivodniho piedka, ptipadné
stanovit divergenci v evoludnich liniich. Z obr. 434 je ziejmé, Ze evoluce této
podjednotky probihala v obdobi 1950 - 1957 po jiné linii nez v obdobi od 1977
do 1983. Obé linie v3ak divergovaly ze spoleéného piedka.

Zajimavé je sledovani evoluce viru ch¥ipky od prvniho virového izolatu
HINT z roku 1933/34. Je to mozné na zékladé mutaci kumulovanych v genu
NS.

Z obr. 435 je zfejmé, Ze kmen USSR77, ktery je HIN1 a vynofil se od
roku 1950 aZ po dvaceti sedmi letech zcela néhle, mé jen jednu aZ dvé aminoky-
selinové zamény, zatimco za tu dobu vysledny kmen ALA77 sdilejici s FW 50
stejnou evoluénf linii kumuloval fadu zimén aminokyselin. To vedlo k dom-
nénce, Ze kmen USSR 77 je kmen, ktery unikl pravd&podobné z laboratote,

RYCHLOST EVOLUCE VIRU INFLUENZY A. Fylogeneticky strom na
obr. 435 vyjadfuje také znadnou rychlost evoluce viru influenzy A. Jeho hlavni
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O = bod s oznadenim izolatu (kmene).

Posledni dvé &islice u oznaéeni kmene viru znamenaji rok

izolace virového kmene , u kterého byla stanovena
aminokyselinova substituce (zdména).

Obhr. 434
Evoluce podjednotky HA1 hemaglutininu viru H1N1

687
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(H1)HT85
(H3)HT85 (H1)HT84
Z1 MD80
ALA77
2,0 USSR77
' PferuSovana Céra spoju-
o5 . Je kmen USSR77
UDORN72 o + s kmenem FW50.
. Kmen USSR77 ma jen
, Jjednu az dvé substituce.
' Nadruhé strané

' Ala77, ktery sdili s FW50
stejnou evoluéni linii,

BERK68e—— 75— * ma fadu substituci.

. Kmeny izolované v riiz-
' nych letech jsou, co do
5.0 . poétu nukleotidovych
AABOe— substituci v zavislosti
DEN57e> ' na fase, dikazem
' rychlé evoluce

" viru influenzy A.

@ ——oFws0
3,4 4,0
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r) BEL42

WSN3%— 1256 & 19.4 ePR34

FM47e 7.6

Cisla vepsana do kruznice znamenaji podet nukleotidovych
substituci v intervalu mezi body, z nich se odvétvuji izo-
laty (kmeny), za jejichZ oznadenim posledni dvé &islice znamenajf

rok izolace a stanoveni nukleotidové substituce.,
Pokud é&isla nejsou vepséna do kruinice, pak znamenaji
poéet nukleotidovych substituci charakteristicky
pro dany izolat (kmen).

Obr.435

Evoluce viru influenzy A studovana u genu kédujiciho
NS-protein

kmen obsahuje zmény, které se uchovaly po celou dobu. Postranni vétve viak
predstaviyji jedinecné zmény, které jsou potencidlnim zdrojem dalsich vyvo-
Jovych linii. Zavislost mezi potem nukleotidovych substituci na kmenech
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tvoffcich hlavni kmen fylogenetického stromu na obr, 435 izolovanych v riizné
dob& od r. 1933 aZ do r. 1985 je linearni. PFimka vyjadiujici tuto linearitu mé
smérnici 1,73 odpovidajici 0,08 substitucim za rok (obr. 436).

RYCHLOST EVOLUCE VIRU INFLUENZY A, B, C. V genu NS byly
stanoveny nukleotidové substituce téZ u vird influenzy B a C izolovanych v rliz-
nych letech. Vysledky stanoveni byly porovnavéany s evoluci viru influenzy A.
Celkové lze fici, Ze:

1. Viry influenzy A se vyznaduji rychlou evoluci probihajici ve smyslu
Darwinovy selekéni teorie, tj. rodicovsky virovy kmen vytvori varianty, z nichz
pouze jedna je ispéSnd. Takova evoluce je charakteristickd Gzkym evolu¢nim
stromem, v némZ pouze jedna linie se vyviji Usp&&né tim, Ze z predchoziho
virového potomsitva je selektovdna linie vynucujici si v lidské populaci novou
imunitni obranu, Skryté se tak pfipravuje nova epidemie &i pandemie viru, proti
kterému nema jesté lidska populace obranné latky.

2. Viry influenzy C se vyvijeji velmi pomalu z riznych linif. SelekEni

nukleotidové
substituce
100

90
80,
70
60
50
40
3¢
20

10

| | [ { | |
19301940195019601970 19801990
rok izolace virového kmene

Ohr. 436
Grafické vyjadreni linearniho vztahu mezi poctem
substituci genu NS viru influenzy A a rokem izolace
virového kmene, v némz byl pocet substituci
stanoven
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tlak viigi jednotlivym liniim je viak slaby, takze jednotlivé evoluéni linie cirku-
luji v lidské populaci sougasné.Rychlost evoluce u viru influenzy B je také niz-
ka, ale vy33i neZ u influenzy C.

Je nutno viak zdliraznit, %e virus influenzy A se vyznacuje rychlou evoluci
pouze v lidské populaci, nikoliv ve vodnim ptactvu (v divokych kachndch). Di-
vody jsou nasledujici:

1. Antigenni variabilita viru chiipky A neni v kachnach podrobena selek-
&nimu tlaku protildtkové imunity. Virus se totiZ mnoZi v zaZivacim (strojf t&ch-
to ptaké a vyvolava jen slabou a kratkodobou imunitni odpovéd’, coZ umoZzituje
reinfekci stejrym virem.

2. Antigenni posun viru influenzy A je u kachen pomaly.

3. Substituce aminokyselin jsou rozloZeny do celé molekuly hemaglutini-
nu a neprobihaji v mistech, které jsou zodpovédna za protilatkovou odpovéd’.

GLOBALNI POHLED NA EVOLUCI VIRU INFLUENZY A. Na zéklad$
vySe zminénych udaji a piistupt k feSeni problematiky evoluce viru chfipky byl
sestaven celkovy model evoluce tohoto viru (obr. 437):

® Ze séroarcheologickych tidaji Ize usuzovat, Ze v lidské populaci jiz v le-
tech 1889 - 1900 cirkulovaly viry H2N2 a H3NS.

® Tyto kmeny byly jes§té pfed rokem 1918 nahrazeny kmenem, ktery uz
obsahoval osm genomovych segmentii a byl z vodniho ptactva a z prasete
pienesen do lidské populace. Tento kmen prodélaval postupny antigenni posun
a do Evropy byl zavlecen americkymi vojaky v roce 1918 jako H1N1 a zplsobil
rozséhlou pandemii Spanélské chiipky.

® Kmen HINI cirkuloval v lidské populaci do roku 1957, kdy byl nahrazen
kmenem H2NZ2. Kmen H2N2 je vysledkem antigenniho zvratu, v ramci kterého
kmen HINT ziskal z ptaéiho rezervoaru (divoké kachny) tii alely genti PB1, HA
a NA, které¢ zménily jeho antigenni typ, a podrZel si pét pivodnich alel. Asijsky
kmen H2N2 pievladl v lidské populaci, zatimco HIN1 z ni vymizel.

¢ Novy pandemicky virus, H3N2, se objevuje v roce 1968 v Hong Kongu.
Je disledkem antigenniho zvratu, ve kterém ziskal z kachniho viru dvé alely, a
to: PB1 a H3 (HA), zatimco alelu N2 (NA) a Sest ostatnich si podrZel z viru
H2N2. Silnym dikazem toho je fakt, Ze kmen Hong Kong /68 se v HA odliguje
jen v sedmi aminokyselindch od asijskych ptagich kmend H3.

L4 Po objeveni se virového kmene Hong Kong H3N2 nebyl virus HIN1 de-
tegovatelny v lidské populaci. Vynofuje se opst aZ v roce 1977, kdy zplisobuje
tzv. ruskou chiipku. Od tohoto roku pisobi v lidské populaci virové kmeny
H3N2 a HINI, které skryté prodélavaji antigenni posun a trapi své hostitele.
Nezpiisobuji vSak pandemii. Ta by pravdépodobng mohla vzniknout aZ po no-
vém antigennim zvratu.
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Obr. 437

Model evoluce viru chfipky A

EXISTUJE EPICENTRUM PRO VIRY CHRIPKY? Zéznamy o vyskytu
asijskych, Hong Kong a ruskych pandemickych kmend viru influenzy v Ciné
vedou k domnénce, 7e vét$ina pandemii lidské chfipky od roku 1850 ma sviij
ptivod v Cind. Vyjimkou se zda byt Spangiska chfipka, ktera asi vznikla v Kan-
sasu a byla zanesena do Evropy vojenskymi oddily U. S. A. v roce 1918.

Vyzvedava se moZnost, Ze jizni Cina je epicentrem chfipky. Na rozdil od
mirnych a subarktickych oblasti svéta, kde chiipka u lidi je zimni onemocnéni,
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v tropickych a subtropickych oblastech Ciny se vyskytuje chiipka po cely rok.
V Cin& pteviadaji chiipkové viry A viech subtypt v kachnach a ve vodé navits-
vované kachnami. Rizné subtypy jsou ptitomny po cely rok s nejvys§im vysky-
tem v letnich m&sicich. V Cin& a v jinych oblastech jizni Asie viry chfipky
HINT a H3N2 prevladaji v prasatech po cely rok. Domestifikovana populace
kachen je nejvét$i v Cing a mensi v jinych zemich.

9.5.2
Viry s negativni segmentovanou dvojsmysinou RNA

Touto vlastnosti jsou charakteristické tyto Eeledi vird:

¢ Bunyaviridae (bunyaviry),

® Arenaviridae (arenaviry).

Bunyaviry infikuji savce a piengeji se &lenovei. Clovek byva jen z¥idka
infikovén. Obvykle zplsobuji u &lovéka horednatd hemoragicka onemocnéni
(hemoragie je vystup krve z cév, krvaceni). Pienos bunyavirt z dlovéka na
Cloveka je vzdcny a uskuteSiiuje se hlavné p¥i nozokomidlnich infekcich (nozo-
komiélni infekce je nakaza, k niZ dochézi p¥i hospitalizaci pacienta nebo jeho
vySetfovani v nemocnici). JelikoZ riizné typy bunyavird jsou odkazany na pie-
nos ur€itym druhem hmyzu, je jejich vyskyt vizén na urdité geografické prost-
fedi, kde je tento hmyz rozifen. V&inou se vyskytuje v tropickych a subtro-
pickych oblastech. Vyjimkou je toliko rod Hantavirus, jeho? zastupci pronikli
do Evropy. Viry tohoto rodu jsou pies exkrementy hlodavci ptenosné na Slové-
ka, u n&hoZ zplisobuji horeénaté hemoragické onemocnéni doprovazené naruse-
nim funkee ledvin (hemoragicky nefropaticky syndrom),

Arenaviry jsou pievaing rozsifeny v Jizni Americe a v Africe, kde zpliso-
buji perzistentni infekce u hlodaved, kteti je vyluduji mogf a slinami. Kontak-
tem s krvi nakaZeného zvifete nebo s jeho moéf, pfipadné slinami se mii¥e naka-

A

zit nékterymi druhy arenavirt té% &lovék.

Molekuldrni biologii bunyavird a arenavird demonstrujeme na viru
lymfocytarni choriomeningitidy neboli LCMV-viru. Lymfocytarni choriome-
ningitida je zan&t mozkovych blan nékdy soudasng provazeny encefalitidou.

STRUKTURA VIRIONU ARENAVIRU. Viriony arenavird jsou pleomor-
fni, prevaZné viak kulovitého tvaru o priméru 50 a% 300 nm (obr. 438). Jejich
genom sestava ze dvou nukleokapsidovych segmentii obepnutych mebranovym
obalem, do n&hoZ jsou zanoteny glykoproteiny G1 a G2, které se tvoi{ proteo-
lyzou z vét8iho prekurzorového proteinu. G2-protein je pevné do membrénové-
ho obalu zakotven, zatimco G1 je spojen s povrchem membranového obalu ne-
kovalentnimi vazbami.
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G1

L-segment
glykoproteiny

membranovy
obal S-segment

Obr. 438
Struktura virionu arenavirt

Oba proteiny se pravdépodobné v tomto obalu nachdzeji ve formé homo-
tetrameru.

Uvnitk virionu jsou v komplexu s molekulami N-proteinu dva genomo-
vé segmenty S a L. Dal§imi slozkami jsou Z-protein, L-protein (RNA-depen-
dentni RNA-polymeraza).

Uvnitf virioni arenavird jsou téZ ribozomy, které se do viriond dostavaji
b&hem jejich sestavovéni a uvoliiovani z hostitelskych bungk.

EXPRESE GENOMU ARENAVIRU V HOSTITELSKYCH BUNKACH.
Je vysvétlena schématem na obr. 439 znazoriiujicim expresi genomového L-
-segmentu arenavirG a na obr. 440 znizorfiujicim u téchZe vird expresi geno-
mového S-segmentu.

Kazdy genomovy segment piedstavuje negativni dvojsmysinou RNA
(str. 611). Z obr. 439 a 440 je ziejmé, Ze L- a S-segmenty se prepisuji do pozi-
tivni RNA, kterd ma funkci mRNA, jelikoz se modifikuje na 5™-konci Cepickou.
Transkripce obou segmentl se d&je za katalytického Gginku L-proteinu (RNA-
dependentni RNA-polymeraza), ktery je soutasti virionové sestavy. Vytvoiena
mRNA se pieklad4 do L- a N-proteindi. Jestlize se pak doséhne dostategného
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Exprese genomového L-segmentu arenavir(
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Obr. 440
Exprese genomového S-segmentu arenavir(
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mnoZstvi N-proteinu v buiice, nasleduje tvorba pozitivni RNA nemodifikované
gepickou, kterd plsobi jako antigenom pro tvorbu molekul negativni RNA
odpovidajicich genomovym segmentiim L a § a jako matrice pro syntézu nega-
tivnf RNA, ktera se modifikuje cepickou a md funkei mRNA prekladané do Z- a
GCP-proteinmi.

Genomovy segment L sestivé tedy ze dvou gend: jednoho del3iho genu
kodujiciho L-protein a druhého kratSiho koédujiciho Z-protein. Podobné téz
genomovy segment S sestdva z delSiho genu kodujiciho N-protein a krat§iho
koédujiciho prekurzorovy protein GCP, ktery se posttranslaéné §tépi na proteiny
G1 a G2. V podstaté by mélo ze schémat na obr. 439 a 440 byt ziejmé, jaka je
strategie transkripce genomovych segmentd S a L, pfi které se vytvofi dvé
funkéni mRNA s opaCnou orientaci fosfodiesterovych vazeb, tj. pozitivni a
negativni. Pro¢ tomu tak je, vysvétluje schéma na obr. 441. K jeho pochopeni
potiebujete znalosti o zakon&eni transkripce v eukaryotické bufice uvedené na
str. 360 - 361.

Podle obr. 441 prvni gen kazdého segmentu (gen L nebo gen N) obsahuje
sekvenci 3'-UUAUUU-5', kterd se piepisuje na drovni mRNA do pelyadeny-
ladniho signdlu 5'-AAUAAA-3' (viz str. 356). Za touto sekvenci se pak RNA,
vznikajici transkripei téchto gent, $t€pi a mize byt piekladana do L- nebo N-
-proteinu. JelikoZ viak geny kodujici proteiny Z a GCP nemaji sekvenci
3-UUAUUU-5', ale sekvenci 5'-AAUAAA-3' (pozor viude na znaeni kon-
chi!), nemohou byt prekladany z RNA vznikajici transkripci genomovych seg-
mentt L a S. Teprve replikaci t&chto segment( se vytvoii antigenom, ktery je
jednak replikovan a jednak piepisovan do RNA, kterd miZe byt pielozena do
proteini GCP (u genového segmentu S) a Z (u genového segmentu L).

9.5.3
Viry s negativni nesegmentovanou RINA

Negativni nesegmentovanou RNA se vyznaduji tyto Seledi vira:

¢ Rhabdoviridae (rabdoviry),

¢

Paramyxoviridae (paramyxoviry),

¢ Filoviridae (filoviry).
Molekularni mechanizmus reprodukce téchto vird v hostitelskych buii-

kéch vysvétlime jen velmi struéné na viru vztekliny (virus lysy), ktery patfi do
Celedi Rhabdoviridae.

SLOZENI VIRIONU RABDOVIRU. Struktura virionu rabdovird je sche-
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Obr. 441

Schematicky vyklad exprese negativni dvojsmysiné RNA
na pfikladé genomu arenavirt

maticky uvedena na obr. 442, z n&ho# je ziejmé, e slozkou virionu jsou kromé&
negativni helikalng stofené RNA tyto proteiny:

¢ L-protein. Je slozkou nukleokapsidu a ma funkei RNA-dependentni
RNA-polymerézy, které té2 zodpovida za modifikaci virové mRNA Cepickou a
za polyadenylaci.

¢ P-protein. Je slozkou nukleokapsidu. V jednom virionu je zhruba 900
Jednotek tohoto proteinu. Pravddpodobns puisobi jako kofaktor pfi transkripci.

¢ N-protein. Je slozkou nukleokapsidu, V jednom virionu je zhruba 1 500
jednotek tohoto proteinu. VéZe se na RNA a zodpovidé za kondenzaci virového
genomu ve virionu.
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Obr. 442
Struktura virionu rabdovirl

4 M-protein. Je to matricovy protein, ktery se vaZze k vnitini strané virové
membrany. Uplatiiuje se pfi sestavovan{ viriond.

¢ G-protein. Transmembranovy glykoprotein, ktery pti infekci hostitelské
butiky interaguje s jeji membranou. Zprostfedkovéva adsorpei virionl k plaz-
matické membrané hostitelské buriky.

Jelikoz genom viru je negativni RNA a neni na 5'-a 3'-konci upraven, ne-
muze byt prekladdn.

EXPRESE GENOMU RABDOVIRU. Transkripce virového genomu zaéi-
na na 3'-konci genomu (obr. 443). Zde se nachazi jediné iniciaéni misto pro
syntézu RNA. Nejdiive se syntetizuje jen kratka RNA, ktera je komplementarni
k vedouci sekvenci virového genomu. Vedouef sekvence slouzi jen pro syntézu
krdtké RNA, kterd neni upravovdna éepickou na svém 5'-konci ani polyadeny-
lovdna na 3'-konci; nekdduje tedy #ddny protein. Tvoli se viak ve velkém
mnoZstvi, prechazi do jadra, kde zastavuje transkripci hostitelské buiky, a tim i
syntézu bundénych proteinii a replikaci. Od té chvile slouzi metabolizmus bufi-
ky vyluéng reprodukei viru. Transkripce vedouci sekvence genomu se zastavuje
na jejim konci. ‘

Mezi geny genomu rabdovird se nachdzeji mezerniky, kieré maji tento
sled nukleotidti s vyznamem polyadenylaéniho signélu:

5'-AGU,CAUA-3".
RNA-dependentni RNA-polymerdza je neprepisuje. Prejde v§ak do dalsiho ge-
nu (nejditve genu N), kde zahdji novou transkripci.

Na uvedenych sekvencich mezernikd transkripce skonci a uvolnény 3'-
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Obr. 443
Schéma exprese genomu rabdovirti
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-konec mRNA se polyadenyluje (obr. 443). (Pozndmka: vyznam polyadenylag-
niho signalu pro ukonéeni transkripce v eukaryotické butice je uveden na str.
356).

Priichod RNA-dependentni RNA-polymerizy mezerniky a zahdjeni trans-
kripee dalsfho genu nejsou ve viech pfipadech spédné, coZ se projevuje po-
stupnym sniZovanim poétu molekul mRNA jednotlivych gend smérem k 5%
-konci piepisovaného genomu. JelikoZ mRNA-sekvence se preklddaji od 3'-kon-
ce smérem k 5'-konel, vyskytuji se v infikované buiice v nejvét§im mnoZstvi mo-
lekuly N-proteinu, zatimco molekuly L-proteinu v nejnizsim.

VYZNAM N-PROTEINU. Piepouti z transkripdniho modu, vyznacujiciho
se syntézou jednotlivyeh monogennich molekul mRNA, na modus replikace,
vyznaéujici se syntézou jedné nepfetrzité molekuly RNA pisobici jako mezi-
produkt pro tvorbu nového virového genomu v negativni orientaci, zdvisi na
mnoZstvi molekul N-proteinu vytvofenych v buiice. N-protein totiZ interaguje
se sekvencemi mRNA béhem jejich syntézy a zabrafiuje, aby se transkripce na
koncich genli prerusila, takZe pak vznika jedna nepietrzita RNA-molekula v po-
zitivni orientaci, ktera plisobi jako antigenom. Na jejim 3'-konci zalina syntéza
novych genomi s negativni orientaci, které opét vehdzi do komplexu s N-protei-
ny. P- a L- proteiny se vdZou na negativni RNA a tvoff nukleokapsidy, které
v dal§im kroku interaguji s M-proteiny.

NaloZenim M-proteind na nukleokapsidy je indukovina kondenzace nuk-
leokapsidu do helikdlni struktury.
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9.6
RNA-VIRY SE ZPETNOU TRANSKRIPTAZOU

RNA-viry se zp&tnou transkriptazou se fadi do &eledi Retroviridae, ktera
se déli do téchto rodd:

savéi viry typu B,
savdi viry typu C,
ptadi retroviry typu C,

retroviry BLV - HTLYV,

$

4

L 4

¢ retroviry typu D,
L 4

¢ Lentivirus,

L4

Spumavirus.

Spole¢nou viastnosti téchto vird je, Ze jejich genom je tvo¥en pozitivni
RNA, kierd se zpétnou transkriptizou (RNA- dependentni DNA-polymerdza)
v hostitelské burice prepisuje do DNA, integrujici se do genomu hostitelské busi-
ky, odkud jako provirovi DNA je opét pFepisovina do pozitivni RNA, z ni% &dst
md funkci genomové RNA a &dst piisobi jako mRNA. Genomova RNA je di-
ploidni (nachazi se v nukleokapsidu viru ve dvou identickych kopiich) a neslou-
Zi jako mRNA, ale jen jako matrice pro zpémou transkripci do DNA (obr. 444),

zpétna transkriptéz&
genomova | provirova :

+ ssRNA
‘diploidni dsDNA

Zpétna transkriptiza je
soucasti virionu.
Katalyzuje transkrip-

ci do dsDNA. N
Zadlenéni do genomu +SSRNA MRNA

host. buriky katalyzuje
integréza, ktera je také
soucasti virionu.

“VIRION | i
' < proteiny
+8SRNA (stavebni
a regulaéni)

Obr. 444
Zakladni strategie replikace a exprese genomu
RNA-virl se zpétnou transkriptazou
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Zpétnd transkriptdza se nachézi v nukleokapsidu viru. Kazdy virion obsahuje
dvé molekuly tohoto enzymu.

Vyse uvedené rody retrovirG se vyznaluji specifickymi vlastnostmi, kte-
rymi se navzdjem lidi. Jejich popis se vymyka z ramce této knihy. V této kapito-
te podrobngji rozvedeme, co je pro viechny uvedené rody spoledné. Je to jiz
zminénd zpétna transkripce a integrace jejich genomu do genomu hostitelské
butiky. Vyrazng se touto vlastnosti vyznaduji viry HIV, které podrobnéji - jiz
také vzhiedem k jejich vyznamu - popiSeme.

9.6.1
Virus HIV-1

9.6.1.1
Virus HIV-1 ve vztahu k AIDS

Viry HIV patii do rodu Lentivirus. Zpisobuji chorobu oznaovanou
zkratkou AIDS (&ti ejds) = aquired immune deficiency syndrome nebo
acquired immunodeficiency syndrome (syndrom ziskaného selhani imuni-
ty). Rozeznavaji se dva taxonomické druhy vird, které zpiisobuji toto onemoc-
néni: virus HIV-1, izolovany v roce 1983 ve stiedni Africe a HIV-2, ktery byl
izolovan v roce 1986 v zapadni Africe. HIV je zkratka z angl. Auman immuno-
deficiency virus. Genomy obou druhit HIV jsou jen z 50% homologické.

CHARAKTERISTIKA AIDS. Prib&h onemocnéni zplisobeného virem
HIV je znazornén graficky na obr. 445, z n&ho? je ziejmé, Ze patogeneza toho-
{0 viru se v infikovaném organizmu rozviji v téchto stadifch s letalnim koncem:

1. Primdrni infekee virem HIV. Primarni infekce probiha Casto inapa-
rentné. Jen ve 20 a% 30 % virem postiZzenych jedincii je spojena se symptomy
podobnymi chiipce nebo mononukledze a lze ji charakterizovat jako akutni in-
fekel, V této fazi trpi pacient bolestmi hlavy, svalii a krku, nizkou nebo vyso-
kou horeckou. Vyskytuje se té% nesvédiva makularni (skvrnitd) erytematdzni
(erytém je Servené zbarveni kiize podmingné nejast&ji zanstem) vyrazka, ktera
je mezi témito symptomy velmi cennym diagnostickym znakem, jelikoZ podle
ni Ize odligit primarni infekei virem HIV od ostatnich typd infekce. Nesnadno
se v¥ak diagnostikuje.

Dochazi k poklesu Th-lymfocyti. Protildtky proti viru HIV se viak v této
Jadzi infekce netvori,

2. Asymptomaticka latentni (perzistentni) faze. Navazuje na pfedchozi
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Tc-lymfocyty s anti HIV- aktivitou

Th-lymfocyty

Relativni mnozstvi

E\

viriony HIV
2-12 let 2-4 quy doba po

tydnt infekei
akutni
nfeke

+—sasymptomaticka faze +—- symptomatiéké faze
LAS, ARC ' AIDS

Obr. 445
Prabéh patogeneze viru HIV

fazi, Lze v ni prokdzat u pacientt protilatky proti viru HIV. Volné viriony HIV
a buitky obsahujici tyto viriony se v krvi vyskytuji jen z¥idka. Hostitele viru
HIV v tomto obdobi lze charakterizovat jako asymptomatické nositele viru
HIV, nebot se nevyznacuji Zadnymi klinickymi pfiznaky onemocnéni AIDS.
Jsou viak vzhledem k viru HIV séropozitivni.

Na latentni fazi miZe na nékolik tydni nebo let navazovat lymfadenopa-
ticka faze (LAS), kterd miize pferist do faze oznalované jako komplex pii-
buzny s AIDS (zkr. ARC) vyznatujici se horeckou, noénim pocenim, zratou
na vaze a pifleZitostng zadinajici oportunni infekci, jako je napf. kandidiéza
(onemocnén{ vyvolané kvasinkou rodu Candida). Protilatky specifické proti vi-
ru HIV jsou v8ak v hostiteli piitomny a poget Th-lymfocyth zna&né poklesne.

3. Symptomaticka faze neboli faze AIDS. Vyznaéuje se uplnym pro-
puknutim AIDS. V tomto obdobi dochazi k rychlému poklesu mnoZstvi Th-lym-
focytd a také k poklesu Tc-lymfocytd s protivirovou aktivitou. V disledku toho
dochazi k silnému sniZen{ imunity postiZeného organizmu, ktery je pak nachyl-
ny k oportunni infekci. Navic v tomto stddiu dochazi v krvi k prudkému vzestu-
pu pottu viriond HIV. Tyto viriony predstavuji novou sérologickou variantu
HIV vzniklou mutaci, kterd se lis{ od pivodni, kterou byl pacient infikovdan. Je
rezistentni k imunitnimu systému hostitele, silng virulentni a vyznalujici se
rychlou kinetikou replikace. Organizmus se takto stavé naprosto bezbranny viigi
infekei a navic nachylny k oportunni infekci. Oportunni infekee je oznadeni
pro infekce, kieré normdiné jsou nepatogenni nebo jen omezené patogenni.
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Onemocnéni oportunni infekel je pro AIDS zvlasté charakteristicks. Clovik
onemocni touto infekei v diisledku nedostatednosti svého imunitniho systému
vyvolané virem HIV. Nejéastéji to byvaji tato onemocnéni:

¢ pneumonie vyvoland prvokem Preumocystis carinii;
¢ toxoplazméza vyvolana prvokem Toxoplasma gondit,

¢ bronchopneumonie, abscesy v mozku a v ledvinach vyvolané plisni As-
pergillus, stomatitida vyvolana kvasinkou rodu Candida, meningitida vyvolana
druhem Cryptococcus neoformans,

¢ onemocnéni vyvolana salmonelami;
¢ onemocnéni vyvolana viry jako je virus herpes simplex a herpes zoster;

¢ pneumonitida (zanétlivé postiZeni plicniho intersticia zpfisobujici zhorge-
ny pfisun kysliku do organizmu a vyraznou dusnost); je vyvolana viry.

L4 Tuberkuléza zptisobovand atypickymi mykobakteriemi Mycobacterium
avium a M. kansasii,

VSechna uvedend onemocnéni maji v disledku selhani imunitniho systé-
mu vazny prib&h. Kromé téchto infekei viak pacient trpi dalsimi chorobami.
Jsou to:

¢ Prijem a jiné gastrointestinalni poruchy, které mohou trvat az &tyii tyd-
ny.

¢ Akutni poruchy CNS (napf. encefalitida).

4 Letargie a malatnost, ktera miZe trvat nékolik mésic.

® Nadorova onemocnéni (Kaposiho sarkom, Burkittiv lymfom, invazivni
cervikdlni karcinom aj.)

BUNKY VNIMAVE K VIRU HIV. Virus HIV je polytrofni; infikuje
rizné typy bunék. Nejvy$i mnoZsvi tohoto viru v8ak produkuji Th-lymfocyty,
které jim byly napadeny. V odbornych studiich se uvédi, Z¢ kolem 50 rGznych
typl bunék je vnimavych k viru HIV. Zde uvedeme jen nékolik piikladi:

¢ Makrofagy, které po infekei virem HIV slouzi jako jeho rezervoary, neu-
stale produkuji viriony HIV.

¢ Buiiky v lymfoidnich tkanich (piedeviim diferencované makrofégy) jsou
prvnim mistem replikace HIV, ktery se nejdfive nachdzi ve sdruZeni s folikuldr-

nimi dendritovymi buiikami (pravdépedobné neinfikovanymi). Témito buiikami
je pak preddvan aktivovanym Th-lymfocytiim v lymfoidni tkéni.

* V mozku vétdina -bundk, kterd byla infikovana virem HIV, jsou také
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makrofagy a buiiky mikrogliové tkang. Aviak infikoviany mohou byt téZ astro-
cyty, oligodendrocyty a butiky endotelu kapilar,

PRENOS VIRU HIV. Lze jej strutné v hlavnich bodech popsat takto:

¢ Riziko infekce virem HIV se zvySuje s jeho mnoZstvim v t&Inich tekuti-
néach a s mnoZstvim kontakti jedince s témito tekutinami.

¢ Jako zdroj pfenosu infek&nich viriondt HIV slouzi ptedevsim krev, jelikoz
Jich obsahuje nejvice.

¢ Bufky v tekutindch genitalii, infikované virem HIV, jsou hlavnim zdro-
jem jeho pfenosu pohlavni cestou. Infekee pii této cesté prenosu zahrnuje
mukézni buiiky stfev nebo lymfocyty a makrofagy vyskytujici se v koneéniku.
U Zen mohou byt infikovany buiiky cervixu nebo endometria.

¢ Sliny nejsou hlavnim zdrojem prenosu, jeliko obsahujf latky inhibujici
HIV. Sizy, mog, pot a ostatni ¢Ini tekutiny nejsou zdrojem virové infekce.

¢ Prenos HIV z matky na dit& spociva v piimé infekci fetu nebo v infekei
béhem porodu a vystavenf novorozence matefské krvi a sekretim. Rizné fakto-
ry viak ovliviuji tento zplisob pienosu, zvI4sts jeto mnoZstvi viru v matce
v dobé porodu. Matei'ské mléko mize byt také zdrojem pienosu HIV na novoro-
zence. Obsahuje viak latky blokujici infekei virem. Antiretroviralni terapie a
Jind preventivn opatteni snizuji riziko prenosu HIV z matky na novorozence.

ROZSIRENI A SIRENT VIRU HIV-1 A HIV-2. Virus HIV-1 je rozsifen
hlavn& na Pobfezi slonoviny, HIV-2 v Senegalu, Gambii a Guinei. Cel4 stfedni
a jizni Afrika je promotena ob&ma viry. Siteni obou viri Ize charakterizovat
Jjako pandemii, nebot' zachvacuje jiz vice svétadild, §iff se v USA i v Evropé.
Pocet osob postizenych nemoci AIDS se zvySuje exponencidlné.

9.6.1.2
Struktura genomu viru HIV-1

STRUKTURA VIRIONU HIV-1. Virion viru HIV-1 je kulovitého vzhle-
du, jehoZ strukturu si lze pfedstavit podle schématu pficného fezu virionem
uyedeného na obr. 446, Primér virionu &inf 110 nm, Vng&jsi vrstvu nukleokap-
§1du, ktery mé tvar kuzele (homole), tvo¥f protein p24. Uvnit¥ nukleokapsidu
Jsou dvé stejné molekuly pozitivni RNA. Na ka¥dou z nich se vaze jedna mole-
kula zp&tné transkriptizy (RT) tvofens proteinem p66 a pS1 a molekula integra-
zy (IN) tvofend proteinem p38, jedna molekula proteazy (PR) tvofena protei-
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p38=IN p66/p51 = RT

IN = integraza ) ‘
RT = zpétna transkriptaza , | ‘ =PR
PR= proteaza ‘ g

NC=nukleokapsidovy

1

protein
SU=povrth_10vy lipidova
protein i
TM=transmembranovy¢ d:;’.\., r“sl.l’;\\/a
protein pli=
MA= matricovy p24 = CA
protein .
CA =kapsidovy protein p7 = NC

LI = spojovaci protein

RNA- genom = +ssRNA

Obr. 446
Schéma pficného Fezu virionem HIV-1

nem p9 a déle nukleokapsidovy (NC) protein p7. Tésné pod lipidovou dvojvrst-
vou se nachéz{ vrstva molekul proteinu p17, ktera ma jednak funkci matrice pro
celou virovou strukturu a jednak je dlleZitd pro zachovani integrity virionu,

Do lipidové dvojvrstvy je zanofen trimer nebo tetramer povrchového
(SU) glykoproteinu gpl120, ktery se nachazi v 72 kopiich na povrchu virionu.
Na gpl20 se vaze nekovalentnd transmembranovy (TM) glykoprotein gp41.
Glykoprotein gp120 obsahuje vazebnd mista pro receptory CD4, které se piede-
véim vyskytujf v povrchu T-lymfocyti.

(GENOM VIRU HIV-1. Genom viru HIV-1 je tvofen jednofetézcovou
pozitivni RNA o primérné délce 100 nm. Svou stavbou se nelidi od genomu
ostatnich retrovirti. Na 5'-konci je modifikovan &epickou a na 3'-konci je polya-
denylovan. V blizkosti 5'-konce RNA je sekvence 18 nukleotidi oznatovana
jako sekvence PB, na kterou se vdie jedna molekula bunécné {RNA™. Podobng
pied 3'-koncem této genomové RNA je polypurinova sekvence oznadovana jako
sekvence PP.

Slozkami genomu viech infek&nich retrovird, tedy i genomu viru HIV-1,
jsou ti strukturni geny gag, pol a env, které kéduji prekurzory funk&nich pro-
teinli popsanych déle.

Genom retrovird, tedy i viru HIV-1, mé dvé verze &i formy, které se vza-
jemné li3{ sekvencemi na 5'- a 3'-koncich. Jsou to (obr. 447):

1. Genomova RNA. Vznikd transkripei provirové DNA katalyzovanou
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genomova RNA

5'-misto 3'-misto
sestfihu sestiihu

provirova DNA

LTR ‘ LTR
IR G e G, [V FR3RIUY
5'-misto 3'-misto
sestiihu sestfihu
Obr. 447

Dvé formy genomu viru HIV

RNA-polymerdzou II hostitelské busiky. Vyznauje se sekvencemi R-US na
5'-konci a sekvencemi R-U3- na 3-konci.

2. Provirova DNA. Vznikd zpétnou transkripci genomové RNA v hosti-
telské burice a integruje se do jejiho genomu. Vyznaluje se sekvencemi U3-R-
~US5 na 5'-konci a na 3'-konci sekvencemi U5-R-U3.

Sekvence U3-R-US- na S'-konci a US-R-U3 na 3'-konci provirové DNA
Jjsou LTR (str. 103). V t&chto sekvencich znamen:

¢ R piimou repetici o délce 10 - 80 nukleotidi;

¢  U3aUS5 jedinedné sekvence.

Na sekvencich LTR se nachazeji regulaéni oblasti, které se uplatiiuji pii
transkripci provirové DNA. Jsou to v oblasti U, dv& p¥imé repetice zesilovace
transkripce a Hognesstiv box (obr. 448).

vvvvvv

Genom viru HIV-1 je viak sloZitjgi, nex jak je uvedeno na obr. 447,
Kromé& ti gend uvedenych na tomto obrazku obsahuje jesté dal§i strukturni
geny, které se piekryvaji s geny gag, pol a env a navzajem. Koéduji regulaéni
proteiny, kterymi je regulovana exprese virového genomu. Na obr. 449 jsou
uvedeny exony t&chto gend, jejich¥ prepisy na irovni mRNA podléhaji alterna-
tivnimu sestiihu, jeho¥ vysledkem Jjsou molekuly mRNA pfeklddané do regu-
la€nich protein(, '

GENY VIRU HIV. Mezi obéma sekvencemi LTR jsou na provirové
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4 - 6 bp pfimé repetice
host. DNA ohranicujici
provirus.

4 - 6 bp pfimé repetice
host. DNA ohraniéujici
provirus.

18 bp komplementarnich
k 3-konci tRNA.

u3 U3 R U5
_ . polyadenylacni
pfimé repetice signél
zesilovade Hognessiiv box )
transkripce transkripce do mRNA misto pro
Kratka obracena Fidavani
ref_zetice ohranicujici pFidavani poly(A)
LTR.
R |Us ' u3 R
o Rlus | [R] .y
Obr. 448 (A)

Slozeni sekvence LTR

DNA lokalizovany nésledujici strukturni geny, které kéduji proteiny, jez jsou
soudasti virionu (obr. 449):

¢ Gen gag kodujict Gag-polyprotein p55, ktery se posttranslaéné §tépi na
proteiny p17 (MA-protein), p24 (CA-protein), p7 (NC-protein), p6 (LI-protein).
L4 Gen pol piekryvajici se prostfednictvim genu PR kédujiciho protedzu
s genem gag; kéduje vetsi Cast polyproteinu p160, ktera se posttranslaéné 5tg-
pi na funkéni proteiny RT, IN a PR. Sekvence téchto proteint jsou kodovany
genem pol.

¢ Gen env kodujici polyprotein p160 (strukturné jiny neZ pfedchozi), kte-
ry se posttranslacné §té€pi na funkéni proteiny SU a TM.

Déle jsou na genomu viru HIV rozmistény exony genl, které koduji

vpu

Symboly vif, vpr, vpu, tat, rev a nef jsou oznaceny exony. Vyznam ostatnich
symbolu je vysvétlen na obr. 446 a v textu. Mezery nebo spojnice
mezi jednotlivymi useky predstavuji introny.

Obr. 449
Schéma prekryvani strukturnich gent viru HiV-1
kédujicich regulaéni proteiny
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regulaCni proteiny a prekryvaji se s genem pol a env. Tyto proteiny nejsou viak
slozkami virionu, Jsou to.

14 Protein p9/p14 (Tat-protein), ktery je kddovan dvéma exony a v expresi
genomu viru HIV-1 piisobi jako tansaktivétor transkripce.

¢ Protein p14 (Rev-protein), ktery piisobi jako posttranskripéni transakti-
vator.

¢ Proteiny Vif, Vpu a Vpr.

9.6.1.3
Zivotni cyklus viru HIV-1

Cely Zivotni cykius viru HIV miizeme rozdélit do t&chto hlavnich fazf :

1. Infekee hostitelské buiiky virionem HIV, Za&ina tim, Ze virion inte-
raguje prostfednictvim gp120 s CD4-receptory na Th-lymfocytech (obr. 450).
Touto interakei dochézi ke konformadni zméné v CD4-receptoru, coZ ma za
nasledek nejdiive fozi virionu s buitkou a pak jeho vstup do buiiky. Protein
gp120 (=SU-protein) se kovalentnd vaZe na gp41 (=TM-protein) (obr. 451).
Vlaknitd ¢ast proteinu gp120 ma konstantni primarni strukturu a prechézi v p&t
smygek neboli domén (V1, V2, V3, V4 a V5) které, co do primarni struktury,
jsou zna&né& variabilni a vyCnivaji z membrany buiiky. Na jednu, tj. V3, se vaze
protilétka pfi imunitni odpovédi organizmu na infekei virem HIV. Av3ak vzhle-
dem k velké variabilité uvedenych domén nelze ziskat stabilni vakcinu proti
viru HIV.,

Receptor CD4 vy&niva takté?, z vetsi Sasti z membrany bunék a sestava ze

virion

jadro
RNA -ssDNA’}SDNA =

provirus L
chromozom hostitelské buriky

gp120 se véZe na receptor

CD4 a umozni tak fizi obalu
virionu s membranou buriky.

Obr. 450
Infekce buiiky virionem HIV a pfechod jeho RNA-genomu
do provirového stavy
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gp41=TM-protein

ana bun

Obr. 451
PfibliZné schéma SU- a TM-protein(

Ctyf domén, V1 aZ V4 (obr. 452). Protein
gp120 reaguje s doménou V1. Infekce buii-
buiiky (Th-lymfocytu nebo makroféga) pro-

membrana burnky

bih4 v zdsade v téchto krocich: COCH

¢ Virion se priblizi k receptoru hosti- Obr. 452

telské buiiky. Schéma receptoru CD4
¢ Protein gp120 se navaZe na receptor.

¢ Spojeni s receptorem CD4 pak vede ke zméné€ konformace v gp120 a gp-
-41, kterou se navodi oddé&leni gp41 od gp120. Protein gpd1 se zanofi do mem-
brany hostitelské buiiky.

¢ JelikoZ gp41 je fuzogenni, navodi fiizi membrény buiiky s membranou vi-
rionu HIV.

Do buriky (Th-Iymfocytu) v3ak vstoupi toliko nukleokapsid, tj. genom viru
obaleny CA-proteinem (obr. 450). Kapsid zistava jesté béhem dalSich procesit
zachovén jako zlastni struktura, i kdyZ pravdépodobné viivem protedzy PR je
natolik zmé&nén, Ze propoudti nukleotidy. Obsahuje vSak vedle CA-proteind
zp&tnou transkriptizu (RT), protedzu (PR) a integrédzu (IN).

2. Zpétna transkripce. Uskutediiuje se v nukleokapsidu a je katalyzova-
na zpétnou transkriptédzou, kterd v nukleokapsidu tvofi komplex s genomovou
RNA. Zpétnou transkripci se vytvoti nejdiive -ssDNA a pak dsDNA se sekven-
cemi LTR (obr. 450).

3. Piechod do provirového stavu. Virovy genom plepsany zpétnou
transkriptazou do dsDNA ziistava i nadale ve spojeni se slozkami nukleokapsi-
du. Pravdépodobné piisobenim fosforylované formy proteinu pl17 (MA) je
dopraven do jadra, kde pak probihé za katalytického G¢inku integrazy jeho za-
&lenéni do genomu hostitelské buiiky (Th-lymfocyt) (obr. 450). DNA vznikia
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Exprese proviru HIV-1

zpétnou transkripci RNA-genomu viru HIV a zallenénd do chromozomu
Th-Iymfocytu predstavuje provirovy stav (provirus) genomu viru HIV. Zda se,
7e mista za¢lenéni jsou nahodna. Provirovy stav je viak nutnou podminkou pro
transkripei genit viru HIV a tvorbu novych virioni,

4. Produkee novych virioni HIV. Pfechod na provirovy stav je zdkla-
dem latence viru HIV v Th-lymfocytu. Transkripce proviru bud neprobihd
vithee, nebo fen velmi slabé v disledku jeji negativni regulace. Pokud

Uvoliiovani viriona
z bunky.

genomova
RNA

mRNA

) Obr. 454
Aktivace proviru, lyze bufiky a produkce viriont

468

fra

I

it
i

Sl
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transkripce slabé probih4, tvofi se v malém mnoZstvi viriony, které buriku opou-
§t&ji, aniz se pfitom butika podkozuje (obr. 453). X silné transkripci proviro-
vyeh genii dochdzi aZ po aktivaci Th-lymfocytu. Po aktivaci transkripce se tvoif
viriony HIV ve velkém mnoZstvi a uvoliiuji se pfes membranu buiiky. Poskoze-
ni membrana bufiky nestali regenerovat, coZ vede k vytékani obsahu buiiky vn&
ak jeji lyzi (obr. 454).

9.6.14
Zpétna transkripce genomu viru HIV-1 a jeho integrace do genomu
infikované buiiky

MECHANIZMUS ZPETNE TRANSKRIPCE GENOMU HIV. Zpétna
transkripce zaliné témito kroky, které jsou schematicky znazornény na obr,
455a, b, c:

1. Zagina od primeru, ktery je tvoren 3'-koncem tRNA vazajicim se k mi-
stu PB na genomové + ssSRNA.

2. Transkripce pokraguje od primeru pies sekvence US a R za tvorby
-ssDNA z deoxyribonukleotid.

3. Usek +RNA, ktery slouzil jako matrice pro syntézu negativni ssDNA,
se postupné odbourd RNAézou H.

4. Dochazi k tzv. prvnimu pieskoku, coZ znamend pfesun primeru z 5'-
konce +ssRNA na jeji 3-konec tim, Ze se R-sekvence primeru a 3'-konec
+ssRNA sparuji (jsou komplementarni).

5. Syntéza negativniho ssDNA-fetézce pokratuje aZ k mistu PB na pozi-
tivnim ssRNA-fet&zci, které se také prepide do -ssDNA-fetézce.

6. B&hem syntézy negativniho ssDNA-fetézce se odbourava jiz piepsany
isek matricové pozitivni ssRNA. Neodbourd se jen segment PP, nebot’ bude
slouzit jako primer k syntéze pozitivniho ssDNA-fetézce. To, Ze se neodboura-
va, atkoli ostatni tseky pozitivniho RNA-fetézce jsou odbouravany, se vysvet-
luje tim, Ze je k G€inku RNAé4zy H rezistentni vlivem jeho polypurinové sek-
vence.

7. Od nového primeru (segmentu PP, ktery nebyl rozloZen RNA4zou H)
se syntetizuje +ssDNA-fetézec, jehoZ matrici je jiZ vytvofeny negativni fetézec.

8. RNAéza H odstranf primer, ktery je tvofeny transferovou RNA na PB-
-mist8, které se takto uvolni. Proto miZe dojit k druhému pieskoku, ktery je
umo¥nén sparovanim PB-mist pozitivniho a negativniho ssDNA-Fetézce.

9. 210. Od 3'-konci $sDNA obou fetdzch pokraduje syntéza za lineariza-
ce a tvorby dsDNA se sekvencemi LTR na obou koncich.

Zpétna transkripce md znadny vyznam pro genetickou variabilitu retrovi-
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1, Vazba primeru na PB.
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primer

5|

5'RUs PB

+ ssRNA [PRlu3[R |3

2. Zadatek syntézy - ssDNA,

5'|R US| PB

+ gssRNA

lPRLR |3

3. Odbourani sekvence R-U5

Z +ssRNA katalyzované
RNA&zou H.

4. Prvni pfeskok.

R|us{PB

3 -ssDNA

PB + gsRNA [PRu3|R]
5 3

PB + ssRNA
5!
5. Elongace fetézce -ssDNA
3 -ssDNA

PB

+ssRNA

5!

Obr. 4553

Mechanizmus zpé&tné transkripce u retrovir(i

ru. Je procesem, ktery probihd s chybami, které zpétnd transkriptdza neopravu-
jc'?, JelikoZ se nevyznacuje reparacni katalytickou aktivitou, J inymi slovy, vznik-
1é mlztace ,zﬁsfévaji pak neopraveny. Geneticka variabilita zapfidinéna touto
skuteénosti se je§td zvysi, kdyZ vezmeme v tivahu fakt, %e mezi obéma moleku-

lami, které tvoli genom viru,

miZe probihat rekombinace.
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6. Odbourani celé +ssRNA RNAézou H kromé
primeru PP pro syntézu +ssDNA.

-ssDNA

|
3'+ssDNA

7. Zacatek syntézy +ssDNA.

3 ‘ -ssDNA 5

PPlujR]us| PB
§'  +ssDNA 3

8. Odstranéni primeru (tRNA ), hybridizace PB-sekvenci
a druhy preskok.

5
+ssDNA

PB 13
hybridizace

9. Linearizace.
i PE “ssDNA EEREE s

5'U3[R|U5| PB |3'—> +ssDNA

Obr. 455b
Mechanizmus zpétné transkripce u retrovirl
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10. Tvorba sekvenci LTR.

-ssDNA PP R 5
[TT TP T LT
5'fuslr|usl PB +sSDNA PPlU3 RIUS] 3'
LTR Obr. 455¢ LTR

Mechanizmus zpétné transkripce u retroviri

MECHANIZMUS PRECHODU GENOMU VIRU HIV NA PROVIROVY
STAV. Dvouretézcovd DNA, kterd je produktem zpétné transkripce se zacleriu-
Jje do chromozomu hostitelské buriky (Th-lymfocytu) jako linedrni DNA a niko-
liv jako kruZnicovd, jak se piivodné predpokladalo. Jakmile se zpé&tnou transk-
ripei vytvori, piechazi jesté v komplexu s nukleokapsidovymi proteiny do jadra.
Soucasti tohoto komplexu je krom& zpé€tné transkriptizy a RNAdzy H jests
integraza. Tento enzym katalyzuje zaClenéni dsDNA vytvotené zpé&tnou transk-
ripci do genomu hostitele (plivodné se pfedpokladalo, Ze zpétna transkriptiza
katalyzuje i tento proces). Proces integrace dsDNA katalyzovany integrazou
pak probiha v téchto krocich (obr. 456):

1. Integraza odstrani dva nukleotidy z 3'-koncili virové DNA, takze 5'-kon-
ce budou precnivat.

2. Cilové sekvence jsou tvofeny 4 aZ 6 nukleotidy a jsou také integrazou
Stépeny za odstranéni dvou nukleotidii na 3'-koncich a vzniku prednivajicich
5'-koncl,

3. PreCnivajici konce cilové sekvence se spoji s ptednivajicimi konci vi-
rové DNA. Oba nesparované dinukleotidy AC na 5'-koncich virové dsDNA se
pravdépodobné odstrani reparaénimi mechanizmy hostitelské buriky. Stejnymi
mechanizmy se zaplni i mezery vzniklé v cilovych sekvencich.

Konecnym produktem integrace je provirus, ktery je na obou koncich
ohranicen nukleotidy hostitelské DNA.

Integrace genomu viru HIV do genomu hostitelské buriky Je zdkladnim
predpokladem pro jeho expresi (transkripci a Iranslaci).

9.6.1.5
Exprese genomu viru HIV-1 v infikované buiice

OBLASTI REGULUJICI TRANSKRIPCI PROVIRU HIV. Transkripce

proviru HIV je Fizena z regulaénich oblasti, které jsou umistény ve slo¥ce U3
sekvence LTR. Jsou to (obr. 457):
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virova dsDNA

5 ACTG CAGT 3
3TGACTS <SGTCA B
LTR LTR
1. integraza
5'ACTG CA
AC GTCA§'
+
cilova
sekvence
DNA hostitele
2 /— integraza
AC v
TG c
JUHIITT AT
CA
3.
v
provirus
TG C
LI e & I
Obr. 456

Integrace virové dsDNA vzniklé zpétnou transkripci

@

0.

350  -300 ~200 +1 nukL 100

negativni regulaéni element  zesiloval ' promotor

Obr. 457
Regulaéni oblasti Fidici transkripci proviru HIV

¢ Promotor, ktery se nachdzi v rozmezi +1 aZ -79. V promotoru je
Hognesstiv box, na ktery se vaZe transkripénf faktor TFIID a na ngj pak RNA-
polymeraza II hostitelské buitky. Déle soudésti promotoru jsou tfi elementy, ke
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kterym se véZze obecny transkripéni faktor SP1 kédovany hostitelskou butikou a
urychlujici proces iniciace transkripce.

¢  Zesilovaé transkripee, na ktery se vizou dvé molekuly transkripéniho
faktoru NF. xB. Vazbou tohoto fakioru na zesiloval transkripce se mnohond-
sobné zvy§i rychlost transkripce proviru. Th-lymfocyt zafind syntetizovat
NF.xB az po aktivaci. Indukce aktivity promotoru zesilovadem transkripce se
tedy uskutetiiuje jako vysledek reakce zesilovale s transkrip&nim faktorem

NF.kB.

Vétsina transkripdnich faktorit uvedenych na obr. 457 je potFebnd k za-
jisténi bazdlni transkripce. Rychlost transkripce se mnohondsobné zvysi teprve
po aktivaci Th-lymfocytd, jejimz vysledkem je produkce transkripéniho faktoru
NF.xB, kiery se vdze na zesilovac transkripce.

TRANSKRIPCE PROVIRU HIV. Transkripce proviru HIV se uskute&iiu-
je v jadre hostitelské buiiky. Do primarniho transkriptu je RNA-polymerazou 1
Th-lymfocytu prepisovan cely genom proviru HIV. Primarni transkript pak
podléhd b&inym posttranskripénim Gpravdm (m'G, polyadenylace). Pokud
molekuly primarniho transkriptu nejsou sestfihovany, maji funkci predgeno-
mové RNA, tj. RNA, kierd jako soucast virionu HIV bude tvofit jeho genom.
Sestithem primarniho transkriptu, podle toho, zda se sestiih uskuteéni v rané
nebo pozdni fazi exprese proviru, vznikajf tfi tfidy molekul mRNA (obr. 458):

1. Molekuly nesestiiZené mRNA. Tato RNA piedstavuje primarni tran-
skript proviru HIV, jehoz molekuly v pfipadg, Ze nejsou dale sestiihovany,
slouzi jako pfedgenomové RNA, kterd v podtu 2 molekul pfechéazi do kazdého
sestavovaného virionu, kde pak plsobi jako jeho genom. Zbyla &4st molekul
primédrniho transkriptu prochdzi sestfihem za produkece niZe uvedenych molekul
RNA.

2. Molekuly mRNA vicendsobné sestfiZené. Jejich délka je asi 2 kb.
Produkty jejich sestfihu jsou molekuly mRNA, které se prekladaji do proteind
Tat, Rev a Nef.

3. Molekuly mRNA jedenkrit sestiiZené. Jejich délka je asi 4 kb.
Produkty jejich sestfihu jsou molekuly mRNA, které se prekladaji do proteinii
Env, Vif, Vpua Vpr.

Co do mnozstvi prevladaji v hostitelské buiice jedenkrat sest¥iZené mole-
kuly mRNA,

Molekuly mRNA tvotené v buiice infikované virem HIV se té% tidi
podle toho, zda se vytvorily v rané nebo pozdni infek&ni fazi. Podle toho:

¢ Molekulami rané infekéni fize jsou molekuly mRNA prekiddané do pro-
teinii Tat, Rev a Nef.
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¢ Molekulami pozdni infekéni faze jsou molekuly mRNA preklddané do
polyproteinu gag a gag/pol a do proteinit Env, Vif, Vpu a Vpr.

Mnozstvi ranych a pozdnich molekul mRNA exportovanych do cytoplaz-
niy je Fizeno Rev-proteinem. Tento protein zprostfedkovava export pozdnich
molekul mRNA do cytoplazmy a omezuje tvorbu ranych molekul mRNA.

TRANSLACE VIROVYCH mRNA. Kazdi molekula mRNA obsabujici
piepis genil gag, pol a env se pieklada do polyproteinu, ktery se posttranslaing
Stépi na funk&ni proteiny podle obr. 458. Translaéni produkty molekul mRNA

primarni transkr rxf)
(nesestfizena mRNA)

Vicenasobny sestfih.

Jednoducwftﬁh.

RNA mRNA
(pfedgenomovd) (sestfizena jedenkrat)

mRNA
(sestfizena vicenasobnég)

|

Translace. Translace. Translace.

PN

protemy - gag gag/pol
‘ N polyprotem polyprotem
p160

N/

Posttranslacéni Stépeni.

MA(pm, 'CA(p24), NC(p7), |

ImA(p17), CA(p24), NC(p7), LI(p6), |
] PR p9) . RT(p51/ 66),_]N(p38)m%

__LUP6). __

Obr. 458
Globalni pohled na expresi genomu viru HIV-1
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s prepisy gent at, nef; rev, vif, vpu a vpr jsou funkéni a nepodléhaji posttrans-

laénimu §tépeni.

REGULACE EXPRESE PROVIROVYCH GENU. Exprese gend proviru
HIV je hlavng regulovéna proteiny Tat, Rev a Nef. Uloha t&chto v regulaci
transkripce proviru HIV-1 neni jeSt€ dostateén€ znama. Jisté viak je, ze:
¢ Tat-protein je silny transaktivétor stimulujici aZ stonésobné transkripci
viech gent proviru z promotoru LTR.
¢ Rev-protein zprostfedkovévé export pozdnich molekul mRNA do cyto-
plazmy.

AKTIVACE TRANSKRIPCE PROVIRU, Zakladnim predpokladem akti-
vace transkripee proviru, ktera probihd v Th-lymfocytu, je kontakt Th-lymfocy-
tu s buiikou nabizejici antigen viru HIV, a to je makrofag. V souvislosti s virem
HIV je nutno si uvédomit, Ze vysledkem aktivace je mimo jiné produkce transk-
ripéniho faktoru NF. kB, ktery aktivuje jak transkripci geni Th-lymfocytt, tak i

makrofag nabizejici antigen HIV

nukleckapsid / '

viru

plazmaticka membréna——// |

Th-lymfocyt

interleukin IL1 produkovany
makrofagem

JQ
©

Obr. 459
Produkce viriond HIV v Th-lymfocytu po jeho aktivaci makrofagem
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provirovych, coZ vede k masové produkei viriond HIV (obr. 459). Potkozena
membréana Th-bungk viak nestati regenerovat a buitky proto odumiraji. Jiny
divod pro odumirani t€chto bunék je tvorba syncytii, kterou navozuje fiizo-
genni protein gp41. Virové proteiny gpl120 a gp41 se hromadi v membranach
bunék, kde umoZiiuji fuzi s jeté neinfikovanymi buiikami a jejich infekci. To
znaéné prispiva k Sifeni viru v organizmu.
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9.7
DNA-VIRY SE ZPETNOU TRANSKRIPTAZOU

720

9.7.1
Virus HBV

9.7.1.1
Uvodni charakteristika

DNA-viry se zpétnou transkriptazou jsou klasifikovany do &eledi Hepa-
dnaviridae (hepadnaviry), kterd se déli na rody:

A4 Orthohepadnavirus s typovym druhem virus hepatitidy B neboli
HBV-virus;

¢ Avihepadnavirus s typovym druhem virus hepatitidy B kachen;
¢  Bednavirus s typovym druhem virus Zluté skvrnivky Commelina;
¢ Caulimovirus s typovym druhem virus mozaiky kvétdku.

Posledni dva rody patk{ mezi rostlinné viry.

Z uvedenych rodd a druhi probereme v této udebnici toliko virus hepati-
tidy B. Genom tohoto viru tvoff dsDNA, jejiZ negativni fetézec se v hostitel-
skych buiikdch pFepisuje do pozitivni RNA. Co se tyde funkce, rozlisuji se dva
typy této RNA, a to (obr. 460);

mRNA
Qggggilgvé 4. pfedgenomov}

RNA-polymeraza | RNA:

‘\ host. buriky
zpétna mRNA

transkriptaza
matrice
mRN
VIRION
dsDNA protemy
Obr. 460

Zakladni strategie replikace a exprese genomu DNA-virt
se zpetnou transkriptazou
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4 mRNA, kterd se prekladd do virovych proteint,
4 piedgenomova RNA, kierd slouzi jako matrice pro zpétnou transkripci
do genomové dsDNA.

ONEMOCNEN{ VIREM HBYV. Virus HBV infikuje jaterni butiky a mize
zptsobit akutni hepatitidu. Jeho inkubaén{ doba je zpravidia dva aZ $est mésici.
U mladistvych a dospélych probiha 65 % infekce bez symptomi, v 35 % se
projevi hepatitidou (zdnétem jater). Hlavnim pfiznakem akutni hepatitidy je
Zloutenka (ikterus). Dal§imi symptomy jsou zvétSeni jater a jen vzicné naruseni
krevniho obrazu a vyrazka (exantém). Hepatitida trva zpravidla dva aZ tfi tydny.
JestliZe se stav pacienta nelepsi, je zde silné podezieni, Ze dochazi k chronické-
mu pritbéhu onemocnéni. K tomu dochazi asi u 5 aZ 10 % virem hepatitidy B
infikovanych osob. Prenatalni infekce vedou v 90 % k chronickym zanétdm
jater bez akutniho onemocnéni, u déti je to asi 50 %. Aviak 60 % chronicky
infikovanych zlistdva ve stavu asymptomatickych, "zdravych" nositeld viru.
Symptomatické infekce se histologicky déli na:

A g chronicky agresivni progredujici (postupujici) hepatitidu (CAH),
4 chronicky perzistentni hepatitidu (CPH).

CAH miiZze spontanné pfejit na CPH. Dasledkem toho je cirhdza jater a

jaterni karcinom.

Branou vstupu se virus dostane pfes krevni fecisté do jater. Neni v3ak
cytopatogenni. Narugeni jaternich bungk je zpisobeno pravdépodobné Tc- pozi-
tivnimi lymfocyty, které lze prokazat v okoli virem napadenych jaternich bu-
nék.Tyto lymfocyty jsou zaméfeny na peptidy pochézejici z viru HBV, které
jsou v povrchu hepatocytiinabizeny ve sdruZeni s proteiny MHCI Te-lymfo-
cytiim. Te-lymfocyty vyluduji pFitom cytokiny, napf. TNFo-faktor, kterymi po-
§kozuji hepatocyty.

PRENOS VIRU HBYV. Virus HBV se pienddi krvi, krevnimi produkty,
injekénimi jehlami infikovanymi krvi obsahujici virus HBV a pohlavnim sty-
kem. Celkov& je na Zemi 350 miliont lidi postizeno hepatitidou zpiisobenou vi-
rem HBV. Jeho rezervoarem je vyluéng &lovek. Je viak experimentdin€ moZzny i
pfenos na §impanze. Viriony HBV se vyskytuji v krvi akutn€ infikovanych osob
v riiznych koncentracich. V 1 cm® krve je az 10° infek&nich viriont a 10" nein-
fek&nich. Krev je jiZ pred nastupem hepatitidy infek&ni. T€hotné Zeny postizené
chronickou hepatitidou nebo ty, které onemocnély akutni hepatitidou pied poro-
dem, mohou virus pienést na dité.

9.7.1.2
Struktura virionu HBV a jeho genomu
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STRUKTURA VIRIONU HBV. Existuji tfi formy virionu HBV. Jsou to
(obr. 461):

1. Daneovy &stice. Tyto viriony jsou infekéni a vyznacuji se kulovitym
tvarem. Jejich genom tvoli ¢ste€né dvoufetézcovd DNA (viz dale), kterd je
v komplexu s molekulami kapsidového proteinu ozna€ovaného jako dieiiovy
antigen viru hepatitidy B neboli antigen HBcAg. Tento komplex piedstavuje
nukleokapsid Daneovych &éstic a je obalen lipidovou membranou, do niz jsou
zanofeny tfi formy povrchového antigenu viru hepatitidy B neboli antigenu
HBsAg. Jsou to:
¢ velky antigen HBsAg,
¢ sti‘edni antigen HBsAg,
¢ maly antigen HBsAg.

2. Kulovité neinfekéni éastice, Neobsahuji genom a do jejich membrany
je zanofen toliko maly antigen HBsAg oznadovny téz jako australsky antigen.

3. Vldknité neinfekéni ¢astice. TaktéZ neobsahuji genom. Co se tyde
antigenu HBsAg, obsahuji antigen stfedni, malé mnoZstvi malého antigenu a
nepatrné mnozstvi velkého.

Infekcéni a neinfekcni édstice se vyskytuji ve velkém mnoZstvi v krvi osob
infikovanych chronicky | akutng.

(GENOM VIRU HBV. Genom viru HBV je dsDNA, kterd je dvouretéz-
covd jen cdstecné (obr. 462). Jeji tzv. Gplny fetdzec neni uzavien a je na
5-konci opatfen koneovym proteinem (TM-protein) vazajicim se na tento
fetézec kovalentn€. Neiiplny fetézec tvofi zhruba 40 aZ 85 % genomu. Na tento
Fetézec se nekovalentn& véZe zpétné transkriptiza. V Daneovych cdsticich je
uplny jen negativni DNA-Fetézec. Béhem replikace dochdzi k transkripei tohoto
Fetézce. Nedpny Fetézec je pozitivni a nekdduje virové proteiny, takie se ani
neprepisuje.

Zvlastnost! genomu viru HBV je téZ to, Ze se v ném nachazeji piimé
repetice oznalované jako DR1 a DR2. Jejich délka je 11 bp a jsou navzdjem
oddéleny 225 bp. Na 5'-konci netplného fetézce je 17 - 19 nukleotidi dlouhy
usek RNA modifikovany na 5'-konci &epidkou. Za timto usekem nésleduje
sekvence repetice DR2. K 5'-konci fiplného negativniho tetézce kon&iciho DR1-
-repetici se vaZe TP-protein. Asi 20 bp pied 3'-koncem aplného fetézce je po-
lyadenylaéni signal.

GENY VIRU HBV. Geny viru HBV jsou lokalizovany do &ty riiznych
otevienych Stecich ramed, které se vice nebo méng piekryvaji. Jejich primarni
transkripty (mRNA) majf start v rdznych mistech, kondi viak na soub&Znych
polyadenylagnich signalech. Tyto &teci ramee jsou (obr. 462):
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DANEOVA CASTICE
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Obr. 461

Schéma rGznych forem virionu HBV

zpétna transkriptaza
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negativni
fetézec

pozitivni
fetézec

dsDNA ¢

G
{8 =2zpétna transkriptiza
= koncovy protein

R = gepicka

= sekvence polyadenylaéniho signalu na
protilehlych komplementérnich Fetézcich
sekvence DR1 a DR2 na protilehlych

¢ komplementarnich Fetézcich

* ***= oznaceni pro sekvenci, ktera se prepisuje

do sekvence na §-konci mRNA; tato sekvence
vaZe pak specificky protein.

Tlusté oblouky kruznice zakongené sipkami predstavuji éteci rémce genomu.
Vnéjsi tenké oblouky kruznice Jsou primarni transkripty (mRNA) genomu.
Vnitini éast, tj. oblouky kruznice, JejichZ konce jsou oznaéeny jako 5'a 3,

pfedstavuje viastni genom viru.

Obr. 462
Organizace genomu viru HBV
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1. Cteci ramec obsahujici geny, které koduji tyto t¥i formy antigenu
HBsAg:
® velky antigen PreS1-HBsAg,
¢ stfedni antigen PreS2-HBsAg,
¢ maly antigen HBsAg.

2. Cteci rémec obsahujici geny, které kéduji diefiovy (kapsidovy) protein
HBcAg a HbeAg. Soulasti tohoto ¢teciho ramce je téZ sekvence preC, ktera
kéduje signdini peptid proteinu HBeAg.

3. Cteci ramec obsahujici gen, ktery kéduje X-protein, ktery psobi jako
transaktivator virovych a bun&énych promotort.

4. Cteci ramec obsahujici gen, ktery kéduje P-protein piisobici jako zpg-
tna transkriptdza, a gen kdédujici TP-protein, ktery se prekryva s genem pro P-
-protein. Gen pro P-protein je del3f neZ gen kédujici TP-protein.

9.7.1.3
Exprese genomu viru HBV v hostitelské buiice

INFEKCE HOSTITELSKE BUNKY. Jakym zpiisobem vchazi virus hepa-
titidy B do hostitelské buiiky, neni zndmo. Téz o jeho receptoru nejsou znalosti.
Vice zjistdnych fakt se tyka jeho projevu v hostitelské butice. Na obr. 463 je
uvedeno schéma shrnujici dé&je, kterymi tento virus prochazi v hostitelské buiice
od zadtku jeji infekce aZ po tvorbu viriond. Jednotlivé stupné exprese viru
v hostitelské buiice lze vygist pFimo ze schématu s vyjimkou zp&tné transkripce,
které je v&novan nasledujici odstavec.

ZPETNA TRANSKRIPCE. Sledujte jednotlivé kroky tohoto d&je podle
obr. 464:

1. Matrici pro syntézu negativniho DNA-fetézce je 3,35 kb-RNA, kterd
se té oznaduje jako pFedgenomova RNA. Tato RNA je na 5'-konci modifi-
kovdna cepickou, na 3'-konci polyadenylovdna a vyznacuje se znacnou konco-
vou redundanci. Obsahuje piepis piimych repetici DR1 a DR2 a kromé toho
dvé stopky € se smyckou.

2. Nejdiive se navaze zpétnd transkriptaza neboli P-protein na €. Zviast-
nosti P-proteinu mimo jiné je, Ze miiZe prisobil jako primer pro syntézu nega-
tivniho DNA-Fetézce podobné jako komplex pTP-C3'OHu adenovirl (str. 652).
Od tohoto primeru se komplementdrn€ k € syntetizuje zaditek negativniho
fetézce o délce &ty nukleotidi.

3. Ctyfnukleotidova sekvence stopky € se smy¢kou, podle které se komp-
lementarng syntetizoval pocatek negativniho DNA-fetézce, se nachéazi téz
u DR1 na 3-konci predgenomové RNA. K ni je pochopitelng komplementarni
zadatek negativniho DNA-fetézce a milZe se s ni proto za katalytické ucasti
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Adsorpce virionu HBV na povrch buriky.
Rozbaleni virionu.

proteiny viru
genom

Transport genomu do jadra buriky.
RNAé4zaH
DNA-polymeraza

Doplnéni genomu
(odstraneni RNA z pozitivniho Fetézce,
zaplnem mezery a ligace §-a3 -koncu,
vytvoreni nadSroubovicové genomové DNA).

RNA-polymeraza
hostitelské buriky

Transkripce negativniho genomového
DNA-Fetézce.

Transport primdrnich transkriptu
Z jadra do cytoplazmy.

v v

2,1 kb-mRNA 3,35 kb-mRNA 2,4 kb-mRNA

zpétna transkripce

translace translace translace
X-protein
: . _preC-peptid, sy,
X-protein drenovy (kapsidovy) ;’)rotem,N X-protein
preS1, preS2, HBsAg,
v zpétna transkriptaza em
preS2
(stfedni antigen), reS1
HBsAg (velky antigen);
(maly antigen) preS2
‘ v (stredm antlgen)
genom: HBs. ?
(dsDNA) (maly ant gen)

sestavem L I
’ virionu: ‘

Obr. 463
Schéma exprese viru HBV v jeho hostitelské burice
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¥ “ ~Z+10)
éepicka —[T} ‘
5 R y
" ——
epicka amm{ T}
Sepicka—[T]
R 6 .
6 T ‘ o
] 1ot E;;z i @
tepictka b -
cirkularizace viivem pozitivai
7 komplementarnich & DNA-fatézec
) sekvenci

negativni DNA-fetézec
3'

pozitivni DNA-fetézec

[17] = DR1
[2]= DR2

P = P-protein = zpétna transkriptaza
R = koncova redundance

Obr. 464
Schéma zpétné transkripce u viru HBV

P-proteinu spojit. Tim je zahdjeno prodluZovani negativniho DNA-fetézce od
3'-konce predgenomové RNA.

4. Béhem prodluzovan{ negativniho DNA-fetézce dochazi k odbourdvani
pfedgenomové RNA, coZ je katalyzovano zpétnou transkriptizou (P-protein),
kterd se vyznaduje té% aktivitou RNA4zy H.
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5. Zpétné transkriptaza dorazi aZ na 5'-konec predgenomové RNA, piepi-
e DR1a cely isek R na tomto konci, Pfitom jiZ celd pfedgenomova RNA je od-
bourdna. Zistiva jen Sepitka s kratkym dsekem R.

6. Cepitkou modifikovana sekvence na 5'-konci je pfemisténa zpétnou
transkriptdzou na DR2, s niz se hybridizuje (DRI je komplemenarni k DR2) a
bude piisobit jako RNA-primer pro syntézu pozitivniho DNA-fetézce.

7, Od RNA-primeru se prodluZuje pozitivni DNA-fetézec aZ k 5'-konci
matricového negativniho DNA-fetézce.JelikoZ na 3'-konci negativniho DNA-fe-
tézce jsou komplementérni R-sekvence, dochazi k cirkularizaci genomu a k do-
kondeni syntézy pozitivniho fetézce.
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MOLEKULARNI PODSTATA
~ MUTAGENEZE

Geneticka informace se méni mutacemi, rekombinacemi a transpozicemi,
Viechny uvedené typy zmén jsou zmény dédicné.

Mutace je dédicnd zména genotypu, jejiz molekuldrni podstatou je nukle-
otidovad substituce, delece nebo inzerce,

Nukleotidovd substituce je vyména nukleotidin v nukleovych kyselindch
Jjednoretézcovych nebo nukleotidovych pdrit v nukleovych kyselindch dvouretéz-
covych. Probihd dvéma zpiisoby:
¢ transici,
¢ transverzi.

Transice predstavuje vyménu purinového nukleotidu za purinovy a pyri-
midinového za pyrimidinovy. Transverze je vyména purinového nukleotidu za
pyrimidinovy a naopak pyrimidinového za purinovy. Ve strukturnich genech
miize vést substituce ke zméné smyslu kodonu nebo ke vzniku terminacniho
kodonu. Substituce ménici kodon pro uréitou aminokyselinu v kodon pro jinou
aminokyselinu se oznacuje jako mutace ménici smysl kodonu, napr. (zde a 1éz
v dal§im vykladu jsou kodony vyjadieny v sekvencich na pozitivnim DNA-Fetéz-
ci):

TGG (Trp)----=--mrm=mmmnmv >CGG (Arg).

Jestlize se substituci vedouci k zdaméné aminokyseliny za jinou v kddo-
vanén polypeptidovém Fetézci neméni jeho konformace, hovori se o konzerva-
tivai nukleotidové substituci. Kodon zménény mutaci tak, Ze kdduje jinou
aminokyselinu nez tu, kierou kédoval pitvodné, se obecné oznacuje Jako kodon
s pozménénym smyslem, napr..

TGG (Trp)-----s==-=->AGG (Arg).

Zméni-li se substituci kodon pro aminokyselinu v kodon nesmyslny (lermi-
nacni), jde o mutaci nesmysinou (beze smyslu), napr.:
TGG (Trp) ~—-nnnmmmmm-==>TAG (terminalni kodon).

V rdmei 16ze kodonové rodiny vedou ke zméné smyslu kodonu jen 1y subs-
tituce, které se tykaji prvnich dvou nukleotidi.

Delece je zirdta jednoho nebo vice nukleotidii = nukleotidové sekvence a
inzerce je naopak vloZeni jednoho nebo vice nukleotidii do nukleotidové sek-
vence. Mutace zpuisobend delecemi nebo inzercemi, které nejsou ndsobkem tFi
nukleotidii a méni proto &teci rdmec, se oznacuje Jjako posunovd. Inzerce nebo
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delece, které jsou ndsobkem tFi nukleotidi, Cteci ramec obnovuyji. Cteci rdmec
se 165 obnovi, jestlife po jedné inzerci ndsleduje jedna delece nebo po jedné

deleci jedna inzerce.
Ddle jsou uvedeny pfiklady, jak inzerce nebo delece méni Creci rdmec

pivodni sekvence (Ctect rdmec je podtrZen):
IGG|TGG|TGG|TGGITGGITGG.

1. Inzerce jednoho nukleotidu (nap¥. G):
TGG|GTG|GTG|GTG|GTG|GTG|G.
2. Inzerce dvou nukleotidii (nap?.G):
16GIGGTIGGTIGGTIGGTIGGT|GG.
3. Inzerce ¥ nukleotidit G' vede k obnové Steciho ramce:
16GIGGTIGGGIIGG|IGG|TGG|TGG.

4. Delece jednoho nukleotidu G z pivodni sekvence:
TGT|GGT|GGTIGGTIGGT|GG.

5. Delece dvou nukleotidu G
TGT|GTG|GTG|GTG|GTG|G.

6, Delece t# nukleotidi G vede k obnové Steciho ramce:

IGT|GTG|IGG|IGGITGG.
7. Creci rdmec se 16% obnovi, jestlize inzerce jednoho nukleotidu (napf. G

v prvnim kodonu) se kombinuje s deleci jednoho nukleotidu (nap?. T ve druhém
kodonu):

IGG|GGGIIGG|TGGITGG|TGG.

Geny se mutacemi méni na riizné mutantni forniy, které je nutno rozliso-
vat od jejich vychozich forem pied mutacemi. Alela prislusného genu previd-
dajici v pifrodni populaci se oznaéuje jako standardni alela. Standardni alela
obwykle kéduje funkcni polypeptid nebo se prepisuje do funkéni RNA (IRNA
nebo rRNA). Od ni se odvozuje alela mutanini, ij. alela zménénd mutaci. Orga-
nizmus nesouci mutantni alelu se oznacuje jako mutanta.

Skutecnost, Ze produkt standardni alely je funkéni a mutantni je funkcni
Jjen édstecné nebo zcela nefunkéni, se obrdzi ve fenotypu organizmu. Ve fenoty-
pu se pochopiteiné obrdZi i funkénost nebo ztrdta funkci regulacni oblasti. Pro-
Jjev standardni alely ve fenotypu oznacujeme jako fenotyp standardni, kdezto
projev mutantni alely ve fenotypu jako fenotyp mutantni.

Jsou viak mutantni alely, které se ve fenotypu neprojevuji. Jsou vysled-
kem tzv. tiché mutace, tj. mutace spoéivajici ve zméné kodonu, kterd se nepro-
Jevije ve funkci polypeptidového fetézce. Jejich zdkladem mirze byt:
¢  nukleotidovd synonymni substituce, ij. zména kodonu pro urcitou ami-
nokyselinu v jiny kodon stejného smyslu,

A 4

nukleotidovd neutrdlni substituce, 1j. substituce nukleotidu, pri které
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dochdzi ke zméné smyslu kodonu neprojevujict se ve funkci kédovaného poly-
peptidového Fetézce.

Mutace, kterou se inaktivuje funkce genového produktu, pFipadné se
zastavuje nebo sniZuje jeho syntéza, je mutace §kodlivd. Vét§ina mutaci je
tohoto typu. Alely, kieré témito mutacemi vznikaji, jsou recesivni,

Co do sméru ucinku mutaci je nutno rozezndvat:

A g piivodni mutaci, tj. mutaci, kterou se standardni alela méni v mutantni;

rowr wooow

¢ zpétnou mutaci, tj. mutaci, kterou se nutanini alela méni Edstené nebo
tplné ve standardni.

PFi zpétnych mutacich dochdzi k reverzim. Tak oznacujeme tiplnou nebo
cdstednou zménu mutantniho fenotypu ve standardni zpisobenou zpétnou nebo
supresorovou mutact,

Mutace mohou vznikat spontdnné nebo jsou indukovdny. Jako spontdnni
mutace oznacujeme mutace vznikajici bez pozorovatelného viivu mutagenu.
Indukované nazyvame mutace vyvolané mutagenen. Jako mutagen se ozna-
Guje fyzikdlni faktor nebo chemickd ldtka (chemomutagen) vyvoldvajici muta-
ce. Mutageny mohou byt i nékteré metabolické produkty organizmu. Vystaveni
Zivych soustav ucinku mutagenu se nazyvd mutagenizace.

Mutageny obvykle poskozuji genotyp organizmu a vwvoldvaji tedy Skod-
livé mutace. Jinymi slovy, ptisobi genotoxicky. V této souvislosti bychom chtéli
zdiraznit, Ze genetickd informace obsaZend v genomové DNA organizmil a viri
je vysledkem jejich dlouhodobé evoluce a véisinou zistala jen ta, kterd se
osvédéila v biologickych funkcich proteind, IRNA, ¥RNA a jinych funkénich
RNA. Zmény v genetické informaci, které vznikaji v DNA vlivem chemickych a
Sfyzikdinich mutagenii se vétsinou ve funkcich proteinit a funkcnich RNA proje-
vuji negativné, nebot tyto funkce rusi. Protein, ktery byl napt. funkcné aktivni
Jako enzym, tuto funkci po mutaci svého genu ztrdci. To se pak projevi ve feno-
typu uréitym defektem. Jestlize je nap¥. u bakteridlniho organizimu mutaci zasa-
zen gen, ktery kéduje jeden z enzymi katalyzujicich syntézu trypiofani, syntéza
tryptofanu se pak neuskutecni a bakterie musi dostévat do Fivného média tuto
aminokyselinu hotovou, aby mohla riist a mnoZzit se,

Mutageny byvaji téZ pricinami neoplastické transformace, napr. JestliZe
se jimi aktivuji protoonkogeny. Obecné se fyzikdlni a chemické faktory indu-
kujici kancerogenezi oznacyji jako kancerogeny. Proto ledy mulageny s kance-
rogennim ti¢inkem jsou (éZ kancerogery.

Rada chemickych ldatek neni pFimo mutagenni, Teprve metabolickou
dinnosti organizmu se chemicky modifikuji na ldtky s mutagennim ucinkem.
Takové potencidlni mutageny se oznaduji jako promuiageny. Presnéji Feceno
promutagen je chemickd ldtka, kterd se teprve stdva mutagenem viivem meia-
bolické aktivace probihajici v organizmu. Jako metabolickd aktivace se ozna-
duje preména promutagenuy v mutagen enzymovou Cinnosti organizmu, To plati
i pro promutageny s kancerogennim ucinkem. Rada kancerogenii téZ neni bez-
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prostiedné kancerogenni. Teprve v organizmu vlivem jeho metabolické Cinnosti
se preménufi na derivdty, které jsou nejen vysoce mutagenni, ale i silné kance-
rogenni. Proto téZ pfeména prokancerogenu v kancerogen enzymovou Cinnosti
organizmu je metabolickou aktivaci. Chemickd ldtka, kterd se stdva kancero-
genni vlivem metabolické aktivace, se nazyvd prokancerogen.

10.1
SPONTANNI MUTACE

Geny jsou v riizné mife mutabilni. Jako mutabilitu oznaujeme schop-
nost genu mutovat. Asi neexistuji geny, které by nebyly mutabilni, nebot’ zékla-
dem mutability jsou chemické viastnosti bazi, v disledku kterych se mohou
béhem replikace vytvaiet chybné pary bazi. Tak se oznaduji pdry bdzf vzniklé
pri replikaci DNA, které se odchyluji od Watsonovych-Crickovych parii. Jsou
Pprechodné a nestabilni, nebot nevhodné zafazené bdze pri replikaci jsou napr.
u bakterii odstratiovdny exonukledzovou funkci DNA-polymerdzy III. K chyb-
nému parovani bézi vedou tyto déje probihajici na bizich:

1. Tautomerni zmény bazi,

2. Kolisavost v parovani bazi.

3. Depurinace a depyrimidinace bazi.

4. Deaminace cytozinu, adeninu a guaninu.

5. Inkorporace uracilu do DNA b&hem semikonzervativni replikace.

6. Oxidativni poskozeni DNA.

Jestlize z chybného paru neni 3°-5’-exonukledzovou aktivitou DNA-
polymerdzy Il nevhodné zafazeny nukleotid odstran&n, vytvofi se stabilni
Watsondv-Crickilv par pfedstavujici mutadni zm&nu v tomto misté.

10.1.1
Tautomerni zmény bazi

Puriny a pyrimidiny existuji v DNA v urditych tautomernich forméch.
Parovini kazdého pyrimidinu a purinu zvis{ na atomech v poloze 1 a 6 puri-
nového a 3 a 4 pyrimidinového kruhu. Stabilni tautomery tyminu, adeninu,
cytozinu a guaninu a jejich Watsonovy-Crickovy pary v DNA byly jiz uvedeny
na obr. 35, str. 58. Obr. 465 ukazuje, ¥e nestabilni (pFechodné) pary se
VyWVoti mezi adeninem (aminoforma) a cytozinem (iminoforma), guaninem
(ketoforma) a tyminem (enolforma), adeninem (iminoforma) a cytozinem
(aminoforma), guaninem (enolforma) a tyminem (ketoforma).
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Obr. 465
Parovani bazi v nestabilnich tautomernich formach
Na obr. 466 je uveden piiklad tautomerniho posunu vodiku b&hem

replikace, v ni A se paruje s C misto s T. Dvougroubovice, kterd tim vznikne,
se pak d&di dcefinou buitkou. V dal§im replikaénim cyklu se fetézec, ktery nese
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Obr. 466
Zména v paru bazi AT na GC vlivem pFechodu
adeninu do iminoformy

=>loleH]

nespravnou bézi, bude parovat normalng, tj. C se bude pérovat s G a DNA pak
bude obsahovat pér GC na rozdil od piivodni molekuly DNA, kter na stejném
misté pied tautomernim posunem vodikového atomu méla par AT.

Na celkovy podet spravnych nukleotidovych pard v DNA pfipadéa podil
asi 10™ a% 10 chybnych périi s tautomernimi bazemi. Vzhledem k nizkym hod-
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notdam rychlosti spontanni mutace, tj. 10° aZz 10"° se pfedpokladd, Ze chybné
pary se odstraiiuji opravnymi mechanizmy, takze pravdépodobnost spontanni
mutace se snizi na uvedené hodnoty 10 aZ 10"'° na nukleotid a replikagni cyk-
lus.

10.1.2
Kolisavost v parovani bazi

S kolisavym parovanim bézi, které se uplatiiuje mezi antikodonem tRNA
a kodonem mRNA, jsme se jiZ seznamili na str. 133. Jeho uplatnéni se uvaZuje i
pii parovani v ramci replikace DNA. Kolisavé pary se mohou vytvofit (obr,
110b, str. 137):

N4 mezi cytozinem a adeninem,
¢ mezi guaninem a adeninem ,

® mezi tyminem a guaninem, které nejsou uvedeny na obr. 110D, ale mize-
me si je predstavit jako parovani mezi uracilem a guaninem na obr. 110a, str.
136.

Avsak i zde DNA-polymeréza III odstrani exonukledzovou aktivitou Spat-
n& zafazeny nukleotid. Ke spontannim mutacim vedou nevhodné zafazené nuk-
leotidy, které nebyly odstrangny touto aktivitou DNA-polymerazy III.

10.1.3
Depurinace a depyrimidinace

P¥i vysokych teplotich a za p¥ftomnosti silnych kyselin dochézi k depu-
rinaci a k depyrimidinaci nukleovych kyselin, tj. rusf se glykosidova vazba mezi
bazi a cukrem, pri¢emy zistava zachovana fosfoglycidova patef. K depurinaci a
k depyrimidinaci dochézi té% p¥i nizké pravdépodobnosti za fyziologickych
podminek. Odhaduje se, Ze v genomu savcl dochézi dennd ke ztraté nékolika
tisic nukleotidovych bézi vlivem depurinace a depyrimidinace. JestliZe depuri-
nované a depyrimidinované misto neni rychle opraveno, miZe se proti nému
b&hem replikace rychle zatadit jakykoliv nukleotid. Z dosud neznamych divodi
se proti nému nejdastéji zafazuje JAMP, takZe nezvykle ¢asto dochézi na tomto
mist& k zaméng bazi: GC na AT.

10.14




736 10 MOLEKULARNI{ PODSTATA MUTAGENEZE

Deaminace cytozinu, adeninu a guaninu

Deaminaci cytozinu vznika uracil, ktery se paruje p¥i replikaci s adeni-
nem (obr, 467). Jde tedy o zdménu:
GC na AT.
Deaminaci adeninu vznikd hypoxantin, ktery se paruje s cytozinem. V tomto
pfipadé jde o zaménu:
AT na GC.
Xantin se viak nemiiZze pérovat ani s cytozinem ani s tyminem a vede
proto k zastaveni syntézy polynukieotidového fetdzce na matricovém Fetdzci.
U savel dochézi timto zpiisobem v genomu denné asi ke 100 deaminacim
cytozinu a k n€kolika deaminacim adeninu. Tento velky podet spontannich mu-

NH
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/J\ (2\
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H

O N
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cytozin uracil
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2 o]
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N N H N
k Jl ——deaminace— )’
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adenin hypoxantin
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H N H N
)' deaminace — )!
H2N N N " .
. H H H
guanin xantin

Obr. 467
Deaminace cytozinu, adeninu a guaninu
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taci by mél znany vliv na stabilitu genetické informace, kdyby vznikia pogko-
zeni DNA nebyla opravena mechanizmy, kterymi jsou nepatfiéné baze
odstranény z DNA a spravné jsou zatazeny.

HYDROLYTICKA DEAMINACE CYTOZINU. Cytozin se mife téZ
podrobovat hydrolytické deaminaci spoCivajici v tvorbé dihydrocytozinu jako
meziproduktu. MiZe probihat piimou cestou nebo mechanizmem adice a elimi-
nace (obr. 468):

¢ Piimai cesta. Je podobna hydrolyze amid a probiha ve sméru
(D--->(ID)--->(V).

Je charakteristickd pfimym napadenim pyrimidinového kruhu hydroxylovym

iontem v misté 4 za uvolnéni amonného kationtu, které vede k tvorb& uridinu.

U {m

cytldin hydrat cytidinu
H H 0
H (0]
1 H
(1
+
H N OH
3 H R R
HN H O
J\ | K«z
N H "
| NH a
R H H HN H
\ Ve “
/ O)\ CH
+ N H HO N
NHY | 2 |
R R
) (v
uridin hydrat uridinu
Obr. 468

Cesty hydrolytické deaminace cytidinu
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¢ Mechanizmus adice a eliminace. Probiha ve sméru
(De->(=>(V)—>(V).

Zahrnuje adici vody na 5,6-dvojné vazbé protonovaného cytidinu za vzniku

jeho hydrétu (dihydrocytidinu). Dal8f pisobeni molekuly vody vede k uvolngnf

amonného kationtu za vzniku hydratu uridinu (dihydrouridin), ktery se dehydra-

tuje na uridin.

10.1.5
Inkorporace uracilu do DNA
béhem jeji replikace

Kromé toho, Ze uracil miZe vznikat spontanng deaminaci cytozinu, jak
bylo uvedeno v pedchozim odstavci, mize se té% inkorporovat do DNA b&hem
jeji semikonzervativni replikace. Zasoba dUTP v cytoplazmé se tvofi z dCTP i
z dUDP. V buiikich standardniho typu E. coli je viak mno¥stvi dUTP nizké ve
stovnani s dTTP, jelikoz vét§ina dUTP se odbouravd dUTP4azou na dUMP,
Uracil, piileZitostné inkorporovany do DNA, je b&hem Jeji replikace Gginné
odstraffovin uracil-DNA-glykesyldzou. Proto se b&¥né v DNA bungk E. coli
uracil nevyskytuje. Av8ak mutanty, v nich% je tento enzym inaktivni, inkorpo-
ruji dUMP do DNA v &etnosti jeden dUMP na 2 000 a% 3 000 nukleotids.

Inkorporace uracilu do DNA byla pozorovédna u mnoha DNA-virii a
dochéz{ k ni téz v lidskych lymfocytech. Pravdépodobng vétsina, ne-li viechny
organizmy, které syntetizuji TMP z dUMP, inkorporuji mald mno¥stvi uracilu
do své DNA. U bakterif se dUMP tvoti vétSinou z dUTP (obr. 469) a v savéich
buitkdch hlavng z dCMP, ktery se snadno pfeméiiuje na dUTP,

V lidskych lymfocytech inhibice biosyntézy dTMP z dUMP zvyiuje
zasobu dUTP ve srovnéani s dTTP a tim se zvySuje i pravdépodobnost inkorpo-
race uracilu misto tyminu do DNA. Napf. b&hem syntézy dTMP z dUMP usku-
teCliované tymidylatsyntetazou se piendsi z metylentetrahydrofoldtu metylova
skupina na dUMP, tak¥e se metylentetrahydrofolat piemé&iiuje na dihydrofolat.
Pro dalsi syntézu TMP tymidylatsyntetizou Jje nutné regenerace dihydrofolatu.
Tato regenerace je katalyzovéna dihydrofolatreduktazou, ktera je inhibovéna
4-amino-10-metylfolatem (ametopterin; metotrexat). JetliZe se pisobi na buiiky
metotrexatem, zastavuje se tvorba TMP, jeho¥ syntéza je katalyzovéna tymi-
dyldtsyntetdzou, coz pak ma za nasledek zvySeni zdsoby dUMP za soudasného
snizeni mnoZstvi dTTP v bufice. V lidskych lymfocytech se intracelulérni hladi-
na dUMP takto zvysi a% tisiceronasobné a nehledé na pfitomnost dUTPAzy se
mnoZzstvi dUTP zvysi o ti fady. MnoZstvi dTTP se sni%i az padesatinasobné.
To vede ke znatelné inkorporaci dUMP do DNA.
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Inkorporace uracilu z dUTP do DNA béhem replikace u bakterii.

NH3 DNA
dCTP /‘ DNA-’
dCTP. > polymerdza dTTP
deaminaza UDP
C?X%Y]Pdcw ribonuklecziddifosfat- dUTPdza Top
transferazd, reduktaza
cop N _
PPan
dCMP ‘E'———F:' g .
dCHP- (L ey dTMP
deamindza syntetaza

Syntéza TMP z dUMP katalyzovana tymidylatsyntetazou u saved .

dUuMP T™MP

tymidylat-
syntetaza

! N5, L metylentetrahydrofolétl dihydrofolat

glycin
serin

| tetrahydrofolat ’

dihydrofolat-
reduktaza
NADP* NADPH + H*

Obr. 469
Cesty vedouci k inkorporaci uracilu do DNA
béhem semikonzervativni replikace

Za ptitomnosti volného uracilu, ktery je inhibitorem uracil-DNA-glyko-
sylazy, se uracil hromadi jako stabilni slozka v DNA.

10.1.6
Oxidativni poSkozeni DNA

Oxidativni poskozeni DNA je vyvolano hlavné hydroxylovym radikdlem
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°OH, ktery vznika v buiikach z H,0, (jako vedlejsiho produktu) reakcemi dy-
chaciho fetézce. Z valné &4sti je peroxid vodiku rozloZen katalazou a peroxidi-
zou, Pfesto urdité mnoZstvi se pfevadi na hydroxylovy radikal.

H,0, nereaguje pfimo s DNA, ale ptes radikal *OH, ktery vznika reakci
H,O, s DNA, ktera je v komplexu s Fe:

DNA [Fe(ID)] + H,0, ---> DNA [Fe(III)] + *OH + OH .

Reaktivni radikély se tvoii téZ radiolyzou vody pti zasahu bunék ioni-
zujicim zéfenim. Bylo zjit&no asi sto reakénich produktd odvozenych z deoxy-
ribonukleotidd, z nichz pro vznik mutaci je nejvyznamngjsi 8-oxodeoxyguano -
zin neboli 8-OxodG. Tento produkt se tvoi v Zivogi$nych a rostlinnych
buitkdch spontdnn& bez piisobeni ionizujiciho zéteni a je pfiginou spontanniho

8-oxodeoxyguanozin

HN NH
H2N N ’ 0
R
8-oxodG (syn) dA (anti)
................................ H—N—H
T
o N, IN)
R
dC (anti)
-------------------------------- H—N—H
NH oo N/ J
/L‘N~H -------- OJ\
# | N
: |
R
Obr. 470

8-oxodeoxyguanozin a jeho parovani
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4 CH
HNG P
8 tymin
o= ~_1
N H
H
Q@
i/ _-OH
0
CH .
CH
3 HN 3 BN CH
HN > OH 2
- OH L 2 +
O/J\N o N \‘H O/ N H
H H H H
-
2
OH
o
o N L 00e
H H
CH
HN o
J\ on tyminglykol
o N H
H
Obr. 471

Tvorba tyminglykolu pusobenim radikalu « OH na tymin

poikozeni DNA. Béhem replikace se miize proti jednomu 8-OxodG v matri-
covém Fetdzei zatadit nukleotid s cytozinem nebo také, a to pfednostné, nukleo-
tid s adeninem. Jde tedy o transverzi GC na AT (obr. 470).
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guanin

N N
H H
o
OH
n f
4 —C
Ns " 5 H
;.
HN Sy NH
4,6-diamino-5- 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidin formamidopyrimidin

Obr. 472
Pusobeni hydroxylového radikilu na adenin a guanin

Spatné zafazeny 8 - OxodG neni b&hem korektury rozeznivan exonukle-
dzou.

Jestlize *OH piisobi na tymin, vzniké tyminglykol (obr.471), ktery prav-
d&podobné zastavuje v buiikach replikaci DNA a reakei s adeninem vede k tvor-
b& 4,6-diamino-5-formamidopyrimidinu a s guaninem k tvorbé 2,6-diamino-
-4-hydroxy-5-formamidopyrimidinu (obr. 472). Oba produkty pogkozuji
DNA. Mechanizmus tohoto poskozen{ neni zatim objasn&n.
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10.2
REVERZE

10.2.1
Typy reverzi

Rozezndvime nékolik typl reverzi, které jsou popsiny v nasledujicich
odstavcich a schematicky vysvétleny na obr. 473,

PRAVA REVERZE. Je to reverze spoéivajici v iplné obnové mutované
nukleotidové sekvence na pivodni. Pii této reverzi se mutantni fenotyp upiné
vraci ke standardnimu. Tento jev je charakteristicky pro tzv. bodové mutace.
Jako bodové oznalujeme mutace spocivajici v substituci jednoho nukleotidu
(jednorFetézeové nukleové kyseliny), nebo jednoho nukleotidového pdru (u dvou-
retézcovych nukleovych kyselin). Jestlize plivodni bodovou mutaci vznikne ko-
don s pozménénym smyslem, polypeptid pak obvykle ztraci svou funkci. Mize
viak zpétnou mutaci této funkece plné nabyt v piipadé, Ze se transici nebo trans-
verzi vyméni v kodonu s pozménnym smyslem . nepatii¢ny " nukleotid za pi-
vodni (obr. 473).

OPERACNI REVERZE. Je to reverze spodivajict ve zpétné mutaci, kte-
rou se v mutanini alele strukturniho genu kodon, zménény pivodni mutact, zmé-
ni v kodon, kiery je synonymni s pivodnim kodonem a obnovuje proto funkci
polypeptidového Fetézee kédovandho touto alelou. PYi operaéni reverzi se obno-
vuje genetickd informace ve standardni alele jinou formou jejiho zapisu. Proto
vede k Giplnému ndvratu mutantniho fenotypu ve standardni (obr, 473).

PSEUDOREVERZE. Spocivd ve zpéiné mutaci, kterou se v mutantni ale-
le kodon zménény pivodni mutact zméni v kodon, kiery obnovuje funkci poly-
peptidového Fetézce kédovaného touto alelou, prestoZe md jiny smysl nez pit -
vodni kodon. Urgité misto polypeptidového fetdzce miize byt obsazeno riz-
nymi aminokyselinami (nikoli viak libovolnymi), aniz se méni jeho biologicka
funkce. Proto na tomto misté nékteré aminokyseliny pfi reverzi navozuji bud’
Shstednd, nebo aplnd biologickou funkei polypeptidu, coZ vede k Castednému
nebo Uplnému navratu mutantniho fenotypu na standardni (obr. 473).

INTRAGENOVA SUPRESOROVA MUTACE. Jako supresorova se ozna-
Suje mutace vznikld po recesivai mutaci, jejiz ucinek na fenotyp potlacuje
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DNA: AGG
protein: (Arg)

puvodni mutace

)

protein: /(Tn)\

prava reverze operacni reverze
DNA: AGG CGG
protein: (Arg) (Arg)
DNA: AGG
protein: (Arg)

puvodni mutace

. ACG
DNA:
protein: (Thr)
pseudoreverze
DNA: AAG
protein: (Lys)
Obr. 473

Prava reverze, operacni reverze a pseudoreverze

(suprimuje) a obnovuje tedy bud upiné, nebo vétsinou neuplné pivodni stan-
dardni fenotyp. Pivodni mutace, jejiz recesivni ucinek na fenotyp je potlacovdn
supresorovou mutact, se ve vztahu k této mutaci oznacuje jako supresorsenzi-
tivni, Obecné plati, Ze supresorovd mutace probihd v jiném misté na chromozo-
mu neZ mutace supresorsenzitivni, RozliSuji se dva zékladni typy této mutace:

hd intragenova supresorova mutace, vznikld v témZe genu jako supre-
Sorsenzitivnf mutace;

® intergenova supresorova mutace, vznikid v jiném genu nez supresor-
senzitivni mutace. Mutantni alela tohoto genu potlacujiciho fenotypovy projev
Supresorsenzitivni mutace se oznaduje jako supresor.

Vztah mezi supresorsenzitivni mutaci a supresorovou mutaci pfi intrage-
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nové supresorové mutaci Ize charakterizovat takto (obr. 474):

1: Posunové mutace, kterou se méni &teci ramec genu, je mutaci supre-
sorsenzitivni, nebot’ jeji G&inek na fenotyp miZe byt potladovéan inzercemi nebo
delecemi tim, Ze tyto inzerce a delece obnovuji od urgitého mista Cteci ramec
genu. JestliZe alespofi ¢astedné obnovuji standardni fenotyp, lze je oznacit jako
supresorové mutace. Ucinek supresorsenzitivni mutace na fenotyp, jejimz zdkla-
dem je jedna delece, je potladovdn ticinkem supresorové mutace, jejimz zdkla-
dem je jedna inzerce a naopak icinek supresorsenzitivni mutace, kterd spoci -
vd v jedné inzerci mize byt potladovdn ucinkem supresorové mutace, kierd

pozitivhi DNA-fetézec
[alclclalgIclAIGICIAIGICIAIGIC]

funkéni polypeptid
Ser— Ser— Ser—Ser—— Ser  standardni
fenotyp

[AlG] [AIGICTAIGICTAIGICIAIGIC]

Supresorsenzitivni mutace vznikla
deleci jednoho nukleotidu.

[alGlAIGICTAIGICTAIGICIAIGICIA|

nefunkéni polypeptid recesivni
Arg— Ala— Ala—Ala—Ala  fenotyp

Supresorova mutace vznikla inzerci
jednoho nukleotidu v DNA, v niZ
probéhla delece jednoho nukleotidu.

[AlGIARNGICIALGICIAIGICTAIGICIAl

funkéni polypeptid standardni
Arg—— Ser— Ser— Ser — Ser fenotyp

Delece jednoho nukleotidu méni éteci ramec, inzerce
jednoho nukleotidu na jiném miste Jjej obnovuje a
naopak (coZ jiZ zde neni schematicky vyjadieno) inzerce

jednoho nukleotidu méni éteci ramec a delece jednoho
nukleotidu na jiném misté jej obnovuje.

Obr. 474
Intragenova supresorova mutace
vznikla inzerci jednoho nukleotidu
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spociva v jedné deleci. Vztah mezi delecemi a inzercemi jednoho nukleotidu a
vyslednou obnovou &teciho ramce je znazornén na obr. 474, Vzhledem k tomu,
Ze &teci rAmec a tim 84ste€né i standardni fenotyp se obnovuji vlivem posunové
mutace, kterd vznikla v jiném misté genu neZ je misto, ve kterém prob&hla
supresorsenzitivni mutace, fadi se takové posunové mutace do kategorie supre-
sorovych mutaci, Obecné obnovu &tectho ramce genu po posunové mutaci lze
povazovat za supresorovou mutaci.

Je viak ucinek supresorsenzitivnf mutace vzniklé deleci jednoho nukleo-
tidu suprimovan opét deleci jednoho nukleotidu na jiném mist& stejného genu?
Nikoliv. Zkuste si to rozepsat. Kombinace dvou deleci jedrnotlivych nukleotidii a
podobné kombinace dvou inzerci méni Ctect rdmec v genu a navozuji recesivni
Jenotyp. AvSak kombinace (i deleci nebo i inzerci jednotlivych nukleotidii
Cteci rdmec obnovuji. Prolo teti delece vedle dvou pivodnich pisobi jako
supresorovd mutace (vede k standardnimu fenotypu) a podobné piisobi tieti
inzerce vedle dvou pivodnich inzerci,

pozitivni DNA-fetézec

(TCIATTICIATTICTAITICTATTICTA] Standardni
l fenotyp

funkéni polypeptid

supresor-senzitivni mutace

[c]

T AT recesivni

l A fenotyp

nefunkéni polypeptid
Ser— Ser—zde se syntéza polypeptidu
zastavi (nesmysIny kodon)

supresorova mutace

standardni
fenotyp

0plné nebo éasteéné funkéni polypeptid
Ser —»Ser—» m —»Ser —»Ser

Obr. 475
Intragenqva supresorova mutace vznikla zaménou
hukleotidu v terminagnim (nesmysiném) kodonu
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talglclglGIclGIGI clAIGICl

funkéni polypeptid standardni
Ser—Gly—Gly—Ser fenotyp

supresorsenzitivni mutace

N ¢ BEEREEEREE
}

nefunkéni polypeptid  recesivni

[Thr|—Gly—Gly—Ser fenotyp
Ser

supresorova mutace

funkéni polypeptid  standardni
[Thi]—Gly—JAld—Ser fenotyp
. Gly

Obr. 476
Intragenova supresorova mutace

2. Bodova mutace, kterou vznika termina&ni kodon uvniti genu, je supre-
sorsenzitivni mutaci, nebot’ jeji (8inek na fenotyp miZe byt potlagen druhou
bodovou mutaci v jiném misté genu pfevadéjici terminaéni kodon na kodon pro
uréitou aminokyselinu, Jestlize tato druhd bodovad mutace obnovi standardni
fenotyp, lze ji povaZovat vzhledem k prvni za supresorovou (obr. 475).

3. Bodova mutace, kterou se v genu méni smysl kodonu, miiZe byt supre-
sorsenzitivni v piipads, Ze jeji G&inek na fenotyp je potlatovan druhou bodovou
mutaci ménici smysl kodonu v jiném misté genu. JestliZe se touto druhou
mutaci alespoii &asteéné obnovi funkce polypeptidového fetézce koédovaného
mutovanym genem, a tim i &4stedné standardni fenotyp, lze tuto mutaci povazo-
vat za supresorovou vzhledem k prvni. Byva to v p¥ipadech, kdy enzymova akti-
vita polypeptidu, zrusend zmé&nou aminokyseliny v jednom misté, se obnovuje
navozenim aktivni konformace enzymu zdménou aminokyseliny v jiném misté
(obr. 476).

10.2.2
Intergenova supresorova mutace

Jiz bylo uvedeno, Ze mutantni alela neboli supresor, kterd vzniké inter-
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genovou supresorovou mutaci, potladuje G&inek mutantni alely jiného genu,
kterd vznikla supresorsenzitivni mutaci. Existuji dva nasledujici typy supreso-
rovych mutaci, kieré se rozlifuji podle toho, zda vedou ke vzniku supresoru
potladujictho i¢inek nesmysiného kodonu vzniklého supresorsenzitivni mutaci
nebo supresoru kodonu s pozméndnym smyslem vlivem supresorsenzitivn{
mutace.

SUPRESOR POTLACUJICT V GENU UCINEK NESMYSLNEHO KODO-
NU. Takovym supresorem je mutantni alela genu DPro tRNA, kterd je prepisovi-
na do transferové RNA s antikodonem schopnym pdrovat se s nesmysinym
kodonem vzniklym ve strukturnim genu Supresorsenzitival mutaci, Pro nizor-
n&jSi vysvétleni intergenové supresorové mutace tohoto typu uvadime nésle-
dujici ptikiad:

Buiika E. coli m4 supresorsenzitivni mutaci v genu kédujicim alkalickou
fosfatazu. V disledku této mutace se vytvoii z néjakého kodonu kodon UAG,
kterym se prerusi preklad mRNA a alkalick4 fosfatiza pak ztrati aktivitu. Nyn{
si pfedstavme druhou mutaci, tj. mutaci supresorovou, kterd probéhne v genu
pro tRNA", Tato mutace neovliviiuje afinitu molekuly tRNAL pro lyzin, takze
se komplex lyzyl~tRNA™* tvof{ normalng. Mutace viak pozménila v transfe-
rové RNA"™ antikodon, takZe misto antikodonu

3-vuc-s,
ktery se paruje s kodonem pro lyzin, tj. 5°-A A G-3', se vytvoii antikodon

3-AUC-5,
kterym se nesmysiny kodon 5-U A G-3' v mRNA prelte jako lyzin. Alkalicka
fosfataza bude obsahovat na stejném mist& lyzin jako pred supresorsenzitivni
mutaci, takZe aktivita alkalické fosfatazy se obnovi (obr. 477). Celkovg lze tedy
fici, Ze intergenovymi supresorovymi mutacemi tohoto typu se ovlivituji geny
pro nékteré tRNA v tom smyslu, Ze po téchto mutacich kéduji tRNA, které &tou
nesmyslny kodon (amber nebo ochre). Mutantni alely t&chto gend, vzniklé
Supresorovou mutaci, se oznaéuji jako sup na rozdil od standardnich alel sup' a
Jsou supresory, nebot’ tim, Ze Jsou piepisovany do tRNA, které &tou nesmyslny
kodon, potladuji &i suprimuji G&inek mutaci, jimiz tyto kodony uvnitf genu
vznikly,

SUPRESOR POTLACUJICI V GENU USINEK KODONU SE ZMENE-
NYM SMYSLEM. Intergenové supresorova mutace se neomezuje jen na nesmy-
slné kodony. Byly zjiStény té2 mutantni formy tRNA, které potladuji t&inek
mutaci ménicich smys! kodonu. Supresorem kodonu s pozménénym smyslem
Je mutanini alela genu pro IRNA, kterd se DPrepisuje do tRNA s antikodonem,
ktery se pdruje s kodonem, Jjehoz smysl byl zménén supresorsenzitivni mutaci
Pikladem je mutace, kterou se méni tRNASY rozeznavajici 5'-GGA-3"(kodon
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supre itivni
negativni 3T T C-5' p sorsenzitivni > 3
DNA-fetézec mutace

mRNA 5-A A G-3' 5'-U A G-3'
protein Lys nesmyslny
kodon
RNAYS 3-U U C-5' 3.A U C-5'
supre :

negativni 5-AAG-3 ::Nts;:::va > §'.-T AG-3'

DNA-fetézec informace informace
pro antikodon pro antikodon

Obr. 477

Schéma vztahu intergenové supresorové mutace
k supresorsenzitivni mutaci, kterou vznikl nesmysliny kodon v genu

pro glycin) na tRNA rozeznavajici 5'-AGA-3’ (kodon pro arginin). Mutantni
tRNA zde potladuje (i¢inek mutace v tryptofansyntetdze, ktera vedla k zaméné
glycinu za arginin v aktivnim mist¢ enzymu. Tento jev si vysvétlime tak, Ze
tRNA® se vyznaluje antikodonem 3'-CCU-5', kterym &te kodon 5'-GGA-3'
pro glycin. Po supresorové mutaci s méni 3'-CCU-5' na 3'-UCU-5', coZ umoz-
fuje &ist kodon 5'-AGA-3' pro arginin jako glycin (obr. 478).

K LASIFIKACE SUPRESORU. Kmeny bakterii obsahujicich supresor se
oznaduji jako Su', tj. supresorpozitivni, na rozdil od kmentd S, tj. supresor-
negativnich &ili neobsahujicich supresor.

Supresory nesmyslnych kodonii se dgli na:

1. Supresory amber, tj. mutantni alely genu pro tRNA prepisované do
tRNA s antikodonem, kiery se pdruje s nesmyslnym kodonem typu amber.

2. Supresory ochre, 4. mutantni alely genu pro (RNA prepisované do
transferové RNA s antikodonem pdrujicim se s nesmyslnymi kodony typu ochre
i amber.

3. Supresory opal, J. niutantni alely genu pro tRNA prepisované do
transferové RNA s antikodonem pdrujicim se s nesmysinym kodonem typu opal.

Transferovd RNA vznikld transkripel supresoru nesmysiného kodonu se
oznacuje jako supresorova tRNA. Skutetnost, %e tRNA nékteryeh supresord
&tou jen amber-kodon a tRNA jinych supresori Ctou ochre i amber, se \./ysvét-
luje kolisavym parovanim bazi. Na zéklad® tohoto parovani reaguje antikodon
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supresorsenzitivni

negativni 3-CC T-5 > 3.T CT-§
DNA-fetézec mutace
mRNA 5-G G A-Y' 5-A G A-3
protein Gly Arg
RNATY 3.C.C U-5' 3.U C U-5'
supresorova , .
negativni 5.G G A-3' e > 5-AG A3
DNA-fetézec informace informace
pro antikodon pro antikodon
Obr. 478

Schéma vztahu intergenové supresorové mutace
k supresorsenzitivni mutaci, kterou vznikl v genu
kodon se zménénym smyslem

3'-AUC-5' jediné s kodonem 5'-UAG-3', nebot’ C na 5'-konci antikodonu se
mtZe parovat jen s G na 3’-konci kodonu. Antikodon 3'-AUU-5' reaguje jednak
s kodonem 5'-UAA-3', jednak s 5' -UAG - 3', nebot kdyz U je na 5'- konci
antikodonu, miize se parovat s A i G na 3’-konci kodonu (obr. 108, str. 133).
Supresorovd (RNA Cte také terminacni kodony, které nevznikly supresorsenzi-
tivai mutaci, §j. kodony, kterymi normdiné konéi strukturni geny. Proto supre-
sorpozitivat kmeny bakterii rostou pomaleji nez standardni kmeny.

KLASIFIKACE SUPRESORSENZITIVNICH MUTACI. Existuji dva
druhy t&chto mutaci:

¢ ochre-mutace, kterymi vzniké ochre-kodon 5'-UAA-3'. Ochre-kodon je
citlivy k ochre-supresortm, &ili je potladovan pouze supresory ochre;

¢ amber-mutace, kterymi vznikd amber-kodon 5'-UAG-3'. Admber-kodon
Je citlivy k amber-supresortim i ochre-supresortim, &ili miZe byt potladovan Jjak
ochre-supresory, tak amber-supresory, co? Ize vysvétlit kolisavym parovanim
bazi.
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10.3
INDUKOVANE MUTACE

10.3.1
Mutace indukované chemomutageny

ANALOGY BAZI. Jako analogy bazi se oznaduji purinové a pyrimidi-
nové derivaty, které jsou strukturding podobné bazim, jez jsou slozkami nukleo-
vich kyselin, a mohou se inkorporovat do nascentni nukleové kyseliny misto
normdini bdze. Tato nahrada baze za jejiho analoga miZe vést k zastaveni elon-
gace nukleové kyseliny pii jeji replikaci nebo k mutacim typu transice nebo ty-
pu transverze.

Velmi G¢innym mutagenem v tomto sméru je S-bromuracil (zkr. BU). Je
to analog tyminu. Inkorporuje se do DNA a nahrazuje tymin, takZe pary bazi
AT se pak méni na A-BU, coz lze vysvétlit takto (obr. 479):

V ketoformé se BU nejdiive zadletiuje do DNA-fetézce proti adeninu.
V nasledujici replikaci se viak v enolformé paruje s guaninem, ktery se pii dal3i
replikaci paruje normélng s cytozinem, takZe vznikd DNA, v niZ misto plivodni-
ho paru AT je GC. Existuje jet8 jina moZnost, tj. S-bromuracil se vaze v enol-
formé nejdiive na guanin (G-BU) a pii dal3i replikaci v ketoformé se paruje
s adeninem, ktery se v nasledujici replikaci paruje s tyminem, takZe plvodni par
GC je vyménén za AT. 5-bréomuracil indukuje tedy mutace cestou transice v o-
bou smérech (obr. 480):

AT<--> GC.

KYSELINA DUSITA (HINO,). Zptisobuje oxidativni deaminaci bazi, coZ
znamend, Ze (viz obr. 467):

1. Deaminuje cytozin na uracil, ktery se péruje s adeninem a adenin pak
v nasledujici replikaci s tyminem; v tomto smyslu zplisobuje substituci transici
GCna AT.

2. Deaminuje adenin na hypoxantin, ktery se paruje s cytozinem a ten
pak v nasledujici replikaci s guaninem. Zpusobuje tedy substituci transici AT
na GC.

3. Deaminuje guanin na xantin. Pokud by se xantin v enolformé& nevy-
skytoval, nemusi vést tato deaminace k mutaci. V enolformg by se xantin paro-
val s tyminem, takZe by pak §lo o substituci transici GC na AT.

Celkové lze Fici, e kyselina dusitd vyvoldva substituce v obou smérech,
tedy:
GC <---> AT.
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guanin H §-bréomuracil
(ketoforma) (enolforma)
Obr. 479

Parovani 5-brémuracilu

HYDROGENSIRICITAN (HSO",). Zptisobuje deaminaci cytozinu na ura-
cil, ktery se pak paruje s adeninem. Jde tedy o substituci transici:
GC <---> AT.

HYDROXYLAMIN (NH ,OH). Reaguje s adeninem, cytozinem a uraci-
lem, nikoli s tyminem. Reakce s uracilem je viak velmi pomal4, vyznamna je
pouze pii pH 10. Reakee s cytozinem a adeninem probiha pii pH 5 aZ 6 a vede
k nahrazeni aminoskupiny hydroxyaminoskupinou

-NHOH.
VétSinou reaguje in vivo s cytozinem. Proto hydroxylamin piedeviim uskuted-
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zaména
A-T—>G-C

A-T
BUketo

A-

BUketo

G - BUgnol

5

- A-T G-C G- BUynol

zaména
G-C—*A-T

G-C

i/'BUenol

G- BUenol

G-C A -BUpeto

N

G-C G-C A-T A-BUp.to

Obr. 480
Zamény pard bazi v DNA pod mutagennim ucinkem brémuracilu
fiuje substituci:
GC-—->AT
a v mensi mite
AT--->GC.
Hydroxylamin je (2inn&j$i na jednofetézcovou nez na dvoufetézcovou DNA.

METOXYAMIN (H,N-O-CH,). Reaguje s cytozinem a adeninem. Tato
reakce spodivéa v nahrazeni vodiku aminoskupiny metoxyaminoskupinou
-NH- 0 - CH,.

Metoxyamin vyvolavé substituce predeviim ve sméru
GC --->AT.

ALKYLACNI LATKY. Alkylaéni latky vyznadujici se mutagennim Gin-
kem lze rozdglit do téchto skupin (obr. 481):
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R—0—S8—0~—R Priklad: dimetylsulfat

0 R=-CH,
0
dialkylsulfat
ﬁ Ptiklady: metylmetansulfonat
R—S—0—R Ry=Ry= —CHg
1 ” 2 .
o etylmetansulfonat

Ry=—CHz Ry=-CyHs
alkyi-alkan-sulfonat

R Pfiklad: dimetyinitrézamin
} R=-CH,
O=—=N—-~N ‘

|

R
dialkylnitrézamin

T P#iklad: N-metyl-N-nitr6zomo&ovina
o:NmT R= ~CHg

C—NH

|2

(o]

N-alkyl-nitrézomo&ovina

R
| Pfiklad: N-metyl-N'-nitro-N-nitrézoguanidin
OZN_T H R=-CH,4
-
NH I‘\!IO
2

N-alkyl-N'-nitro-N-nitrézoguanidin

Obr. 481
Alkylaéni latky
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1. Alkylsulfaty.
2. N-nitrézo-slouceniny.

Alkylsulfity reaguji s dusikem bazi, zatimco N-nitrézo-sloudeniny re-
aguji prednostng s kyslikem. Etylagni latky jsou obecné reaktivn&j3i vzhledem
ke kysliku nez analogické metylaéni latky.

N-alky}-N-nitrozaminy jsou mutageny, které vyZaduji metabolickou ak-
tivaci diive, nez plisobi jako alkyla&ni latky. Jsou to tedy promutageny. Alky-
la¢ni latky mohou byt jednofunké&ni nebo dvojfunkéni. Jednofunkéni alkylac-
ni latky maji v molekule jednu reaktivni skupinu a reaguji proto na DNA s jed-
nim nukleofilnim centrem. Dvojfunkéni alkylaéni latky maji dvé reaktivni sku-
piny, a proto kazdd molekula mige na DNA reagovat se dvéma nukleofilnimi
centry. Ve viech &tyfech bazich DNA byla zjidténa pogetnd nukleofilni centra
podléhajici alkylaci, ktera probih4 na atomech dusiku a kysliku, nejastéji viak
na dusiku (obr. 482).

Predpokladd se, Ze alkylaci se blokuje nebo méni parovani bazi. Bylo
zjisténo, Ze tyto &tyki O-alkylové derivaty vzniklé reakei mutagenu s bazi na
DNA, tj. O°~ alkyl G, O*- alkyl T, O* - alkyl T, O2 - alkyl C, ménf pdrovdni
bdzi. Napf, 06—metyl guanin se paruje s tyminem a O -metyltymin s guaninem.

Vratme se viak jedtd k dvojfunkénim alkylagnim &inidliim, kterd mohou

adenin

'L

H
e -
Nmguamm N ) o cytozin
PN »
T
H

Atomy, na kterych probihé alkylace, jsou oéislovany.

Obr. 482
Atomy v parech bazi podléhajici alkylaci
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DNA-Fetézec H

guanin

3
DNA-fetézec

Obr. 483
Schematické znazornéni mezifetézcové kfizové vazby

reagovat s dvéma nukleofilnimi centry. Jestlize obé centra jsou na opacnych

DNA-fetézcich, vytvoFi se mezifetézcové kiizové vazby (obr. 483). Jesilize
Jsou na stejném Fetézci, vytvori se vnitrofetézeové kiiZové vazby.

vrv

Mezifetézcové kiiZové vazby silng poskozuji DNA, nebot’ brani procesu
oddélovani komplementarnich Fetdzct a blokuji tak procesy replikace a transk-

vnitroietézcoveé
-krizove vazby

Obr. 484
Kfizové vazby tvofené cis-platinou
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ripce. Takto piisobi hoi¢iény plyn a rizné derivaty platiny, jako je napi. cis-
platinum (II) diaminodichlorid (obr. 483, 484).

PSORALENY. Jsou to furokumariny vyznaujici se planarni tricyklickou
konfiguraci (obr. 485). Vyznaduji se interkalaci neboli schopnosti vmezefit se
v dsDNA mezi dva sousedni nukleotidy. Latky, které tuto vlastnost maji, se
oznacuji jako interkaldrni. Pro psoraleny je dale charakteristické, Ze po inter-
kalaci a nasledné fotoreaktivaci dlouhovinnym ultrafialovym svétlem vytvateji
adukty pies 5,6-dvojnou vazbu tyminu. (Poznamka: jako adukt se oznaluje
adi¢ni molekuldrni slouceninag). Psoraleny s Gplné planarni konfiguraci o t¥ech
aromatickych kruzich (napf. 8-metoxypsoralen) reaguji za tvorby monoadukti
nebo diaduktii s pyrimidiny na jednom nebo obou koncich (obr. 486). Diaduk-
ty spojuji pyrimidin v jednom DNA-fetézci nad rovinou vmezefeného psora-

psoralen "
furo [3,2-g] kumarin _0

8-metoxypsoralen
{metoxsalen)

4,5 ,8-trimetylpsoralen
(trioxsalen) CH

H_C
3

CH
3

Obr. 485
Psoraleny a jejich derivaty
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lenu s pyrimidinem pod touto rovinou ve druhém DNA-fetézci a vytvareji tak
kfiZovou vazbu mezi ob&ma Fetézci. To zpiisobuje, 7 se dSDNA zatne kroutit,
vytvafet smy¢ky a rozmotavat.

Nekteré furokumariny, napf. angelicin, vytvateji jen monoadukty, jelikoZ
Jeden z konct jejich molekuly neni vhodné poloZen vedle tyminu. Celkové jsou
monoadukty dvojiho typu (obr. 486):

* Monoadukty, které vznikaji reakei 5,6-dvojné vazby tyminu s 3,4-dvoj-
nou vazbou psoralenu.

®  Monoadukty, které jsou vysledkem fotoreakce 5,6-dvojné vazby tyminu
se 4°,5"-dvojnou vazbou psoralenu.

5 3
56
3 4 574
monoadukt
56
5 6
3 4 .
R diadukt 4
5 6
65
5
4
monoadukt 4 3
5 6
3 5
Obr. 486

Interakce psoralenu s DNA za tvorby monoaduktti a diaduktd
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Na obr, 487 jsou uvedena schémata molekul psoralenu a angeliciny
vmezefenych mezi dvéma pary bazi v dsDNA. V obou piipadech jsou molekuly
tyminu na prot&j§ich DNA-fetézcich. Angelicin nemtiZe tvoiit kfiZovou vazbu,
jelikoZ neni vhodné polozen vedle tyminu na jednom fet8zci.

Psoralenové monoadukty s tyminem se tvofi mnohem &astéji neZ diaduk-
ty s kiiZovymi vazbami. Pfesto viak pfedeviim diadukty s kifZovymi vazbami
poSkozuji DNA bakterii, bakteriofagii a eukaryot. Proto schopnost fotoreaktivo-
vanych psoralenti zastavovat replikaci d&licich se bun8k umoZnila 1&&it napt,
psoriazu, nemoc charakteristickou porugenim proliferace epitelialnich bungk.

POLYCYKLICKE UHLOVODIKY. Tyto létky vyvolavaji mutaci a? po
metabolické aktivaci, kterd se uskutediiuje pomoci enzymii cytochromového
systému P-450, jejichZ biologicka funkce je zaméfena na ochranu bunky proti
cytotoxickym 08inkéim tim, Ze katalyzuji pfeménu potencidlné toxickych
nepolarnich latek na latky ve vod& rozpustné a z buiiky vyludované. Vétsina
téchto latek je pak pro butiku nefkodnych. N&které z nich se vak pfeméiiuji na
produkty, které reaguji s nukleofilnimi centry v DNA a pfedstavuji pak vét§inou
velmi silné mutageny a kancerogeny.

Cytochromovy systém P-450 je sloZen z proteindl, které se vaZzou na
endoplazmatické retikulum a vyznaduji se oxygendzovou aktivitou. VyZaduje
NADPH a atmosféricky kyslik. Poddteénim sledem reakci, které jsou katalyzo-
vany timto systémem, jsou obvykle metabolizovany hydrofobni nepolarni sub-

Obr. 487 _
Vmezefeni psoralenu a angelicinu mezi dvé molekuly tyminu v DNA
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straty na polarn&j${ oxydované meziprodukty a produkty. Tyto pak piedstavuji
substraty pro sekundarni reakce s enzymy, jimiz Je katalyzovéna tvorba konju-
gati (obvykle esteri) rychle vyludovanych z organizmu,

Jinymi piiklady enzymii zahrnutych do metabolické aktivace jsou mikro-
zomalni a cytoplazmatické glutation-S-transferazy, sulfotransferazy, acetyltran-
sferazy, UDP-glukuronozyltransferazy a adenylaéni a metylaénf enzymy.

PRIKLADY PROMUTAGENU A PROKANCEROGENT. Uvedeme nyni
piiklady metabolické aktivace u n&kolika vyznamnych promutagenti a sou¢asng
prokancerogent. Jsou to:

1. N-acetyl-2-aminofluoren (AAF). Tento promutagen patfi do skupiny
aromatickych aminti vyznadujicich se po metabolické aktivaci kancerogennim
u¢inkem. Prvnim stupném metabolické aktivace téchto latek pouzivanych jako
insekticidy je tvorba N-hydroxy-AAF katalyzovana cytochromovym systémem
P-450. Tento produkt nazyvany obvykle jako nejblizsi kancerogen je k DNA
relativng inertni, ale jeho pFeména na sulfitové nebo acetdtové estery cytoplaz-
matickymi enzymy vede k N-acetoxy-N-acetyl-2-aminofluorenu (AAAF) jako
nejzaziimu kancerogenu, ktery piisobi na DNA Jjako vysoce G&innd alkylagni
latka (obr. 488) a reaguje s guaninem v nukleotidech na C8 a N za vzniku (obr.
489):

¢ N-(deoxyguanozin-8-ylI)-N-acetyl-2-aminofluorenu Jako hlavniho pro -
duktu,

¢ N-(deoxyguanozin-8-yl)-2-aminofluorenu a 3-(deoxyguan0zin-N2—yl)—
N-acetyl-2-aminofluorenu jako vedlejsich produkta.

Norméln€ C8 guaninu v dsDNA nachézejici se v B-konformaci Jje nepfi-
stupny k hromadé&ni aduktd, jako je napt. AAF. Avsak rotace baze kolem N-gly-
kosidové vazby z konformace anti na syn umoziiuje pdsobeni na C8 guaninu
v B-DNA. Béhem této konformaéni zmény se modifikovany guanin pfemisti ze
svého normélniho koplanarniho vztalu na sousedni baze a do jeho plivodni
pozice se pak miZe zafadit fluoren. Jestlize je DNA v Z-konformaci, pak je
pozice C-8 guaninu velmi piistupna reakci s aktivovanym AAF, jelikoZ deoxy-
guanozin v Z-DNA je bshem pérovani s deoxycytidinem v konformaci syn.
JelikoZ modifikace deoxyguanozinu promutagenem AAF v DNA zpilisobuje ta-
ké rotaci guaninu z konformace anti na syn, lze predpokladat, Ze iseky DNA
modifikované AAF, a to zvidsté ty diseky, v nich? se stitdaji pdry GC (str. 86,
obr. 68), zpisobuji prechod B-DNA do Z-konformace.

2. Benzo[a]pyren. Je to nebezpedny promutagen a prokancerogen
nachézejici se v cigaretovém koufi a ve vyfukovych plynech automobilovych
motorii. Ve své promutagenni a prokancerogenni formé Jje benzo[a]pyren nere-
aktivni nepolarni slougeninou vyznadujicf se planérni konfi guraci (obr.490).
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Obr. 488

Vznik nejbliz§iho (N-hydroxy-AAF) a nejzazSiho (N-acetoxy-AAF)
kancerogenu AAF metabolickou aktivaci

Slozky cytochromového systému P-450, nyni znamé jako arylhydroxyla-
zy, mohou metabolizovat benzo[a]pyren a jiné polycyklické aromatické uhlo-
vodiky na fenoly a dihydrodioly, které s jejich odpovidajicimi esterovymi kon-
jugovanymi radikaly mohou byt butikami vyluovany. N&které produkty meta-
bolizmu benzo[a]pyrenu, a to zv14st& epoxidy, mohou reagovat s nukleofilnimi
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Obr. 489

Reakce AAAF a jinych esteru (obr. 488) s guaninem v DNA

centry v DNA. Za nejzazsi karcinogenni formu benzo[a]pyrenu se povaZuje
7,8-diol-9,10-o0xid (obr. 490), ktery po nekovalentni interkalaci do DNA se vé-
Ze na aminovou skupinu guaninu (obr. 491).

ruy

3. Aflatoxiny. Patii mezi nejsilngjsi jaterni prokancerogeny. Jsou to my-
kotoxiny produkované houbami Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus.Do
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Obr. 490

Schéma metabolické aktivace benzo[a] pyrenu na nejzazsi kancerogen
7,8-diol-9,10 oxid
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zbytek
deoxyguanozinu zhytek

H benzo[a]pyren7,8-diol-9,10-oxidu
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Obr. 491

Tvorba aduktu anti-benzo[alpyren-7,8-diol-9,10-0xidu
s aminoskupinou deoxyguanozinu v DNA

My

lidského organizmu se dostévaji potravinami (napf. burské ofisky) kontamino-
vanymi témito houbami. Chemické struktura je uvedena na obr, 492. Mezi afla-
toxiny houbového pivodu patfi aflatoxin B,. Je to nejsilngjsi hepatokancero-
gen,

Aflatoxin B, je oxidovan oxygenazami cytochromového systému P-450
(obsaZzeny v mikrozomdlni frakei jaterniho extraktu) za tvorby aflatoxin-B,-
-8,9 - oxidu jako hlavniho produktu (obr. 492), ktery tvoii s guaninem v DNA
adukt 8,9-dihyd1'0—8-(N7-guanyl)-9-hyd roxyaflatoxin B,.

4. N-metyl-N’-nitro-N-nitrézoguanidin. Jeho reakce se zbytkem cystei-
nu v glutationu vede k tvorb& produktu, kterym je metylovdna DNA.

S. Dimetylnitrézamin a N-metylnitrézomo&ovina. Dimetylnitrézamin
Jje demetylovan cytochromovym systémem P-450 nebo specifickou mikrozomal-
ni aminooxidazou. N-metyl-N-nitr6zomogovina se na tento produkt hydroxyluje
neenzymaticky. Dal3imi reakcemi se vytvoii reaktivni kation CH",, ktery pted-
stavuje nejzazsi kancerogen alkylujici DNA.

6. Dusi¢nany. Dusi¢nany se v téle nejdfive pfeméni na N-metyl-N-nitr6-
zomotovinu, kterd se dale pfem&ni na kancerogenni kationty CH*, alkylujici
DNA.

10.3.2
Mutace indukované fyzikdlnimi faktory
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aflatoxin B1

epoxidhydraza ? glutation-S-
transferdza
konjugéat
aflatoxinu s glutationem
0
HO
/J\ J\ QCH
HO o 0 3
8,9-dihydro-8,9-dihydroxy-aflatoxin B 4 v
adukty s DNA
8,9-dihydro-8-(N - guanyl)- O ;:
9-hydroxyaflatoxin B 4
HO
HN j (o] 0 3
H N N N
2 Obr. 492
Metabolicka aktivace aflatoxinu B
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ToNi1zusici ZARENI. Ionizujici zafeni (rentgenové paprsky, zateni X,
protony, neutrony a elektrony o vysokém obsahu energie) pdsobi na atomy
vodiku sestavajici z protonu a elektronu. Elektrony pisobi pfimo na DNA nebo
rozkladaji vodu za tvorby hydroxylovych radikélt, které poskozuji strukturu
DNA nékolika zpisoby (obr. 493):

A4 Vedou k tvorbé kifZovych vazeb, co? jsou kovalenini vazby mezi proti-
lehlymi nukleotidy.
A4 Zpisobujf zlomy v obou komplementarnich fetézcich nebo v jednom.

Bylo zji8téno, Ze asi 80 % energie uloZené v buitkach pochazi z odnéti

elektront z vody touto reakei:
H,0-->H,0" +¢.

Kromé toho se nasledujicimi reakcemi tvoii relativné stabilni reaktanty

°OH, 0, aH,0,:

kFizové vazby

) Obr. 493
Ucinek ionizujiciho zafeni na DNA
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H,0" +H,0 --> °OH + H,0".
*OH + °OH --> H,0,.
e-z vody;l— 02 - 02- :
202- +2H --> 0, + H,0,.

CH ' HN 0
HN 3
H H
H
N n OH
H
NH . i
tyminglykol | 2 5-hydroxyhydantoin
0==c—NH2 0
NH modovina
| 2 HN CHZOH
O=—=C—NH
H— C=0 ° N
N-formylmod&ovina 5-hydroxymetyluracil
CH
3 H3
HN NH
H H /L\
o] N H N o]

H H
C(5)-C(5)-dihydrodimer tyminu

HN N

1.

H
2 N N

8-hydroxyguanin

Obr. 494 .
Zmény bazi vyvolané ionizujicim zafenim za pritomnosti kysliku
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CHj
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tyminovy dimer

Obr. 495
Vznik tyminového dimeru

Asi 65 % poskozeni je zptisobeno hydroxylovymi radikaly (*OH) a 35 %
piimou ionizaci. Hydroxylové radikaly napadaji dvojné vazby mezi C5=C¢
(obr. 471). P¥imy G&inek ionizuj{ciho zaFeni vede k vypuzeni elektronu z nena-
sycené vazby C-5=C-6 a vysledny kationtovy radikal pak déle reaguje s hydro-
xylovym iontem. Proto ptimé a nepiimé radiaéni a¢inky vedou ke stejnym pro-
duktdim. Za aerobnich podminek dali reakce s 0, vede k produktim uvedenym
na obr. 494,

UV ZARENI. Ozateni DNA ultrafialovym svétlem vede ke specifictdjsi-
mu d¢inku neZ ionizujicim zafenim, nebot' pohlcovat ultrafialové paprsky
mohou jen molekuly, v nichz isou dvojné vazby; kazda takova molekula ma své
zvIa§tni absorpéni spektrum s maximy pfi urgitych vinovych délkach. Béze nuk-
leovych kyselin maji maximum absorpce v oblasti 260 a2 280 nm, Ultrafialové
paprsky v této oblasti vykazuji pHimy G8inek na nukleové kyseliny.

Absorpee UV svétla zplsobuje v molekule DNA dimerizaci dvou soused-
nich pyrimidinovyeh molekul nachdzejicich se na stejném polynukleotidovém
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Fetézci, V dimeru jsou molekuly tyminu spojeny cyklobutanovym kruhem, ktery
se vytvoii aktivaci konjugované vazby mezi C5 a C6 sousedicich molekul tymi-
nu. Tyminovy dimer tedy piedstavuje dvé sousedni molekuly tyminu kova-
lentné spojené v DNA-fetézci do cyklobutanového kruhu viivem ozdieni DNA
UV svétlem. Dimery, které se takto po ozafeni UV svétlem vytvofi, jsou che-
micky stabilni a nejsou-li odstranény, jsou letélni, nebot’ pfekazi v replikaci a
transkripei (obr. 495).

Teoreticky se tyminové dimery mohou vyskytovat ve 12 izomernich for-
mach. Z nich pouze 4 s konfiguraci cis-syn, cis-anti, trans-syn a trans-anti se
ziskavaji ve vyznamném mnoZstvi. Pfedpokléda se, Ze v B-dsDNA se tyminové
dimery vyskytuji jako cis-syn. Dimery frans-syn se pravdépodobné tvoii ve
spojich Gsekli B-DNA-Z-DNA po jejich ozafeni (viz str. 86, obr. 68). Rozdil
mezi obéma konformacemi dimeru je uveden na obr. 496.

Dalgi produkt udinku UV-svétla na DNA je dimer tyminu a cytozinu.
Tento dimer se tvofi kovalentni vazbou mezi C6 tyminu a C4 sousedniho cyto-
zinu a oznacuje se jako TC (6-4)-produkt.

Je pravdépodobné, ze UV zéieni viak pfispiva ke vzniku excitovanych

cis -syn(T-T)

trans -syn (T-T)

Obr. 496
Tyminovy dimer (T-T) v konformaci cis - syn a trans - syn




770 10 MOLEKULARNI PODSTATA MUTAGENHZE

stavii v molekulich bazi, tak¥e pak elektrony v téchio molekuldch prechizeji
snadnéji do nestabilnich tautomernich forem. Timto zplisobem zvySuje prayds-
podobng UV zéfen{ frekvenci spontannich mutaci. ZvySeni mutalnich rychlost{
relativné velkymi davkami UV svétla je zplisobeno ndhodnymi chybami v zgrq.
zovdni nukleotid, které vznikaji béhem exciznich oprav.




Kromé mutace se na zméndch genetické informace podili 1% rekombi-
nace. Tim rozumime novou kombinaci nukleotidovych sekvenci ve vazbové sku-
piné, kterd je zpusobena crossing-overem. Jako crossing-over se oznacyje vy-
ména nukleotidovych sekvenci mezi dvéma homologickymi molekulami DNA
probihajici zlomem a znovuspojenim. Zlom a znovuspojeni piedstavuje nalté-
peni dvou paralelnich homologickych polynukleotidovych Fetézcit a kiiZové
spojeni fragmentii vzniklych timto §tépenim. Organizmus, jehoZ zménény genom
je vysledkem rekombinace, se oznacuje Jjako rekombinanta. Obecné se rozeznd-
vaji dvé formy rekombinace:

1. Obecnd rekombinace, tj. rekombinace, kierd je vysledkein crossing -
-overu probihajiciho mezi kterymikoli geny nebo sekvencemi alel homolo-
gickych vazbovych skupin.

2. Specifickd rekombinace, tj. rekombinace, kterd je vysledkem crossing-
~overu uskutechujiciho se mezi homologickymi sekvencemi dvou jinak neho-
mologickych vazbovych skupin (probihd jen na uréitych mistech vazbovych sku-
pin).

Obecnd rekombinace miize byt intergenovd, 1j. probihgjici mezi geny ho-
mologickych vazbovych skupin, nebo intragenovd, 4. probihajici mezi nukleoti-
dovymi sekvencemi alel téhoZ genu. Probihd pri nizkych frekvencich u viech
organizmit, a to;

4 mezi virovymi genomy, kterymi je infikovdna hostitelskd burtka,
¢ pFi transformaci, transdukei a konjugaci bakterii,
¢ béhem meidzy a mitézy eukaryotickych bunék.

Celkové Ize na obecnou rekombinaci nahliZet jako na jev, pFi kierém zlo-
mem pokozené nesesterské chromatidy 16ho# chromozomového pdru se spoji,
coz je zdkladem vymény alel mezi nimi.

Mistné specifickd rekombinace je omezend na interakce virového genafo-
ru a plazmidiy s DNA chromozomi hostitelskych bunék. PFi téchto interakcich
dochdzi k integraci a k excizi virovych genofort nebo plazmidii. Jako integrace
se oznacuje zaclenént virového genoforu nebo epizomového plazmidu do chro-
mozomu hostitelské buriky. Opacnym pochodem je excize. Obecné se excizi
rozumi vy§tépent uréité (mensi) nukleotidové sekvence z nukleotidové sekvence
delsi.
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11.1
OBECNA REKOMBINACE

11.1.1
Hollidayiv model obecné rekombinace

Poris MODELU. Hollidayiiv model zatim nejlépe vystihuje proces re-
kombinace, podle kterého probiha obecné rekombinace v t&chto krocich:

1. Parovani homologickych molekul dsDNA (obr. 497a). Dv& molekuly
DNA nebo jejich &asti, které maji rekombinovat, musi byt v t&sném kontaktu,
do kterého pfichdzeji napf.u eukaryot b&hem meidzy. Dalsi podminkou je, e
musi byt dostateéné homologické. Homologickymi molekulami DNA se obvyk-
le rozumi molekuly DNA, které jsou sougasti homologickych chromozomd. Pii
molekuldrnim vykladu rekombinace viak nevysta&ime jen s touto predstavou
homologie, ale budeme muset uvaZovat té sekven&ni homologii (viz str. 88 a
149) mezi molekulami DNA. K rekombinaci dochdzi mezi paralelnimi Fetdzci
dvou homologickych molekul DNA. Paralelnimi DNA-Fet8zci se rozumi fetéz-
ce stejné polarity, §j. vyznacujici se stejnou orientaci fosfodiesterovych vazeb.
Dvé homologické molekuly dsDNA se pak mohou sparovat pomoci paralelnich
fetézcl na principu tzv. homologického parovani (str. 783).

2. Vytvoreni zlomii v paralelnich Fetézcich (obr. 497a). V paralelnich
fetézeich se vlivem endonukledz vytvoli zlomy. Neni zndmo, Jjak k témto zlo-
mim dochazi b&hem meidzy u eukaryot. U bakterii k nim dochézi b&zné, napr.
behem konjugace. Jejich vznik je viak nezbytnou podminkou k uskute&ndni
obecné rekombinace jak u prokaryot, tak i u eukaryot. Na obr. 497a jsou zna-
zornény na protilehlych mistech.

3. Vzijemné prostupovini Fetézell, jejich viména a asimilace (obr.
497a). Vzdjemnym prostupovdnim rFetézcii se rozumi proces probihajici mezi
dvéma molekulami dsDNA, kiery je charakteristicky tim, %e Jeden Fetézec obou
dvouretézcovych molekul DNA se svym zlomenym koncem spoji s paralelnim
Fetézcem druhé dvouretézcové molekuly DNA. Oba zlomené fetézce si takto
vyméni matrici, pricems se vzdjemné prekiizi a svymi volnymi konci se kova-
lentné spoji s homologickym Fetézcem a spdruji se s antiparalelnim Fetézcem
DNA-molekuly, do které vstoupily. To se oznatuje jako vyména DNA-Fetézci.
Vysledkem téchto procesd pak je asimilace DNA-Fetézei, tj. nahrazeni jedno-
ho Fetézce dvouretézcové molekuly DNA homologickym Fetézcem jiné molekuly.
Spojen{ obou molekul dsDNA formou pfekiizenych asimilovanych a homolo-
gickych DNA-fetézcl se oznaduje Jjako Hollidayiiv spoj nebo té% chi-struktu -
ra.

4. Posun Hollidayova spoje (obr. 497a). Hollidayiiv spoj se pohybuje
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1. Parovani homologickych molekul.
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2. Vytvofeni zlomu v paralelnich Fetézcich.
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5 > 3
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3. Vzajemné prostupovani Fetézc, jejich vyména a asimilace.
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4. Posun Hollidayova spoje.
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5! j{ 3
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Obr. 497a

Schéma Hollidayova modelu
obecné rekombinace
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5. RoztaZeni Hollidayova spoje.

B
X
——>

Hollidayiv spoj ! chi-strukt

b
A B
< =
A’ B-
3
b a
B AB'
- - a’

QCbr. 497b
Schéma Hollidayova modelu
obecné rekombinace

podél dvousroubovice.Tento pohyb probibad vlivem otageni DNA, otevirani a
uzaviran{ vodikovych vazeb mezi komplementirnimi nukleotidy, ani? se pfitom
naruSuje geometrie a struktura dvojité $roubovice. Tento proces se nazyva
posun Hollidayova spoje a rozumi se tim postupné posunovdni prekiizenych
DNA-Fetézcir pri rekombinaci.

5. RoztaZeni Hollidayova spoje. Pfedpoklada se, Ze se v kone&né fazi
posunu Hollidayova spoje tento spoj roztdhne do tvaru, ktery je schematicky
znazornén na obr. 497b.

6. Zruleni Hollidayova spoje. V tomto stavu pochopitelng ob& molekuly
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6. ZruSeni Hollidayova spoje

Bi IB
Stépeni
A
< dzlom) a’
, By
A’ Stépeni a
(zlom) ¢
byg b
v
A heteroduplex B
A B,b
o b a’
b heteroduplex a »
Obr. 497¢

Schéma Hollidayova modelu
obecné rekombinace

DNA nemohou ziistat, a proto se §t&pi endonukledzami ve dvou riiznych rovi-
nach za vzniku produkti (obr. 497c a 497d), které Ize dokazat jako vysledek
rekombinace. Proces Stépeni Hollidayova spoje na vysledné produkty se ozna-
Zuje jako zruSeni Hollidayova spoje nebo zruSeni chi-struktury. Vysledné
molekuly DNA jsou charakteristické heteroduplexnimi oblastmi, v nichZ proti-
lehl¢ tseky DNA nejsou zcela komplementarni, jestlize pochézeji z riznych
alel tého¥ genu. Heteroduplex je hybridni molekula DNA vyznaéujici se netl-
plnou komplementaritou. Pouze viak molekuly vzniklé podle schématu na obr.
497d se 1i&i v kombinaci alel proti pivodni kombinaci, tj. na jedné molekule
DNA jsou kombinace alel Ab proti pivodni AB a na druhé aB proti pivodni ab
(srovnejte obr. 497a s obr. 497c a 497d).

OBECNA REKOMBINACE U PROKARYOT. U bakterii (E. coli) je
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stépent
A (zlom)) L Ca

A heteroduplex

B héteroduplex a

Obr. 497d
Schéma Hollidayova modelu
obecné rekombinace

Hollidayiv model obecné rekombinace nejlépe propracovan. Vzhledem k tomu,
Ze enzymy, které katalyzujf tuto rekombinaci, byly zjistény téz u eukaryotic-
kych organizma, Ize pfedpokladat, Ze eukaryotické rekombinace se nebude pod-
statné liSit od prokaryotické.

U bakterif dochézi k rekombinaci b&¥ng pfi konjugaci (str. 159 a 183).
PFi této rekombinaci jde o interakei mez linedrni dsDNA z donorové buriky a
kruZnicovou dsDNA buiiky recipientni. Cely proces této rekombinace lze roz-
délit do etap, které byly jiz v podstats popsany vyse. Obr. 498 jen aplikuje tyto
etapy na rekombinaci probihajici u £, coli. Kasda etapa je téZ charakteristick4
aktivitou enzymd, které jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

RecA-PROTEIN. Tento protein pfedstavuje vldkno o nékolika monome-
rech, které m4 afinitu k molekulam dsDNA a proto po navazani na 3’-konec
dsDNA vtahuje tuto DNA do dvoufetszcovych tiseki za tvorby triplexu. Kromé
této aktivity katalyzuje té3 homologické parovani a vyménu fetdzch (obr. 499a,
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: ’ dsDNA donora
a) l/RecBCD Vs :
‘v dsDNA
+ 4§ recipienta

RecA

dsDNA \ Homologické parovani,
recipienta } | tvorba triplexu,
4 vyména DNA-Fetézcil.

RecA,
topoizomerazy

V\ Hollidayfiv spoj

RecA
RuvAB

RecG )ﬁ

"’\Posun bodu prekiizen.

P

Ruve Zruseni Hollidayova spoje.
d) DNA-ligaza

) S

+ produkty +

Obr. 498
Obecna rekombinace béhem konjugace E. coli
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499b). Podrobnéji je tento enzym popsan v kapitole 11.1.2.

RecBCD-ENZYM. Vyznaduje se helikdzovou, ssDNA- a dsDNA-exonuk-
ledzovou aktivitou. Je nutno zdiraznit, Ze tento proteinovy komplex §t&pi u £.
coli DNA-fetézec v sousedstvi sekvence:

5-GCTGGTGG-3".

Tato sekvence se opakuje kazdych 5 kb a po kazdém jejim $t&peni nasleduje
odvijeni a svinovani dsDNA katalyzované také RecBCD-proteinem za uvoln&ni
3’-konce ssDNA, ktera se takto odvinuje aZ do né&kolika kb a je pak substratem
pro RecA-protein (obr. 499a). RecBCD-enzym zagina odvinovat dsDNA tim, e
se nejdiive navéZe na jeji konec. Podjednotky enzymu RecB a RecD vézou
ATP a pfedpokladé se, Ze katalyzuji translokaci enzymu za hydrolyzy ATP a
odvinovéni fet€zci. Je pravd&podobné, Ze jen jedna podjednotka piisobi jako
helikdza a druhd jako translokaza. Podjednotka RecB uskuteériuje translokaci
na DNA-fetézci ve sméru 3'-->5', zatimco podjednotka RecD se pohybuje po
fetézci, jehoZ polarita je 5'-->3'. Ob& podjednotky se pohybuji riznou rychlosti,
coz vede k tomu, Ze se na Fetézci, kde je rychlost pohybu pomalejsi, vytvori
smy¢ka, kterd se postupng zvétiuje pred podjednotkou RecB.

Globalné je znazornéno pisobeni RecBCD-proteinu na obr. 499b.

DALSI PROTEINY. Z nich vybirdme tyto:

1. RuvA-protein, ktery katalyzuje tvorbu Hollidayovy struktury, jeji
roztaZeni a piisobi v soucinnosti s RuvB-proteinem,

2. RuvB-protein katalyzuje posun bodu prekiizent, vyznacuje se aktivi-
tou helikdzy a piisobi v soucinnosti s RuvA-proteinem.

3. RecG-protein, ktery také katalyzuje posun bodu prekitzent a vyznadu-
Je se aktivitou helikdzy.

4. RuvC-protein a Rus-protein rus/ Hollidayovu strukturu jejim §tépe-
nim na vysledné produkty rekombinace.

11.1.2
RecA-protein
(RecA-rekombinaza)

VLASTNOSTI RecA-PROTEINU. Je fo enzym, ktery katalyzuje homolo-
gické pdrovdni mezi rekombinujicimi molekulami DNA o vyménu Fetézeil. Ne-
pusobi katalyticky jako monomer, ale Jjako helikalni vlakno polymerizované na
DNA z monomerd. Méa dv& vazebn4 mista: Jedno pro ssDNA a druhé pro ho-




1 1.1 OBECNA REKOMBINACE 779

dsDNA donora .

Déje, které jsou zde schematicky znéazornény, jsou zahrnuty
do kroku a) na obr. 498.

Obr. 499a
Plsobeni RecBCD-proteinu a RecA-proteinu,
tvorba triplexu
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Tento déj odpovida kroku b)
na obr. 498

viz téZ obr. 497b, ¢, d.

Obr. 499b
Plsobeni RecBCD-proteinu a RecA-proteinu, tvorba triplexu
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mologickou dvousroubovici dsDNA. Na ssDNA se vaze v poméru jeden RecA
na ti'i nukleotidy. Na 3"-konec ssDNA se véaZe jako tetramer a tvoi{ tak postupné
s ssDNA nukleoproteinové vlakno vyznalujici se afinitou k dsDNA. Takové
vldkno se vytvaii téZ s molekulami dsDNA, které se vyznaduji jednofetézcovy-
mi zlomy a katalyzuje pak vyménu rekombinujicich DNA-fet8zcli. Na jeden
zavit DNA pfipadé 6,2 monomert RecA-proteinu.

Je nutno tedy rozeznavat nukleoproteinové vlakno RecA:ssDNA a
RecA:dsDNA. V obou vlaknech je DNA v B-formé a odviji se s u¢innosti 18,6
bp na jeden zavit. Odvijenim dsDNA se ve vétsim Zlabku odkryvé Gsek s dono-
1y a akceptory vodiku, takze pak miiZe probéhnout parovani s tietim fetézcem
za tvorby triplexu jako meziproduktu obecné rekombinace u bakterii.

P¥i tvorbé triplexu prostupuje za tvorby D-smyéky 3’-konec nukleopro-
teinového vlakna RecA:ssDNA homologickou dsDNA (obr. 499b). Jako D-
-smycka se nazyvd oblast v dsDNA, kterd vznikd vytésnénim vétstho nebo men-
§itho segmentu jednoho Fetézce homologickym segmentem jiného DNA-fetézce
nahrazujicim vytésnény fetézec v pdrovdni s jeho komplementdrnim ¥Fetézcem.
Odvijenim dsDNA odkryva RecA-protein oblasti, které jsou homologické s jed-
nofetézcovou DNA tvofici s nim komplex. Odkryvani homologie ma za nésle-
dek, Ze se ssDNA RecA-proteinu uvniti dsDNA sparuje s komplementarnimi
sekvencemi, coZ vede k posunu Hollidayova spoje a k rekombinaci (499b).

Na obr. 500 a 501 je znazornéno rozeznavani homologického useku
dsDNA nukleoproteinovym filamentem RecA-proteinu a 1¢Z vyména fetézcl.
Tento d&j si predstavte v krocich a) a b) na obr. 498.

RecA-protein se viie

" na ssDNA a uvadi ji
k homologickému
DNA-fetézci.

Obr. 500 .
Rozeznavani homologie v dsDNA RecA-nukleoproteinem
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duplex (dsDNA)

vyména
fetézcu

Obr. 501
Vyména fetézel fizend RecA-proteinem

FORMY REKOMBINACE NAVOZENE RecA-PROTEINEM. RecA-
protein katalyzuje in vitro homologické parovani a vyménu fetézchi u riiznych
typli DNA. Jsou to (obr. 502):

1. Vyména retézcl mezi linedrni ssDNA a nad$roubovicovou KruZni-
covou dsDNA. Linearni ssDNA vnikne do nadsroubovicové dsDNA. Vysled-
kem tohoto procesu jsou homologicky sparované molekuly DNA obsahujici D -
-smyc¢ku. To odpovida obr. 498b, 499b.

2. Vyména fretézci mezi kruZnicovou ssDNA a lineirni dsDNA.

1. Vymena Fetézcdl mezi linedrni ssDNA a nadsroubovicovou dsDNA.

2, Vymena Fetézcl mezi kruinicovou ssDNA a linearni dsDNA,

/

l

Obr. 502
Vychozi molekuly DNA pro homologické parovani a vyménu fetézcii fizenou

RecA-proteinem
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parovani kruznicové ssDNA s lineérni dsDNA umoziiuje uplnou vyménu DNA-
tetézcl za tvorby dsDNA se zlomem v jednom Fetézci a linedrni ssDNA.

3. Vyména Fetézed mezi kruZnicovou dsDNA a linearni dsDNA,
7ikladem tohoto procesu je spojeni dvou molekul dsDNA za vzniku jedné
molekuly dsDNA se zlomem v jednom Fetézci a linedrni dsDNA s precnivajicim
koncen.

Heteroduplexni produkty, které vznikaji témito vymé&nami, tvoli plekto-
nemicky spojené molekuly, ve kterych vnikajici Fetézec se proplétd s jemu
komplementdrnim Fetézcem zpiisobem Watsonovy-Crickovy dvousroubovice a
je stabilni za nepritomnosti RecA-proteinu. Opadny pifpad jsou paranemicky
spojené molekuly, ve kterych jsou obé komplementdrni sekvence sdruZeny
navzdjem vedle sebe, aniZ jsou propleteny do dvouSroubovice a jsou za nepfi-
tomnosti RecA-proteinu nestabilni. Jejich vyskyt je vyjimedny a pokud se vy-
skytuji, pak pravdgpodobné jsou prekurzorovym stadiem plektonemicky spoje-
nych molekul.

HOMOLOGICKE PAROVANI. Toto parovani se uskuteSfiuje v ramei
tifretézcovych tseki (v triplexu, obr, 498, 499b, 502). Samoziejmé to pied-
poklada, Ze se jest pied uskute¢nénim rekombinace vytvoii jednofetézcova
DNA. Tento predpoklad byl experimentdlné potvrzen u bakterii (viza a b na
obr. 498) a je pravdépodobné, Ze plati i pro eukaryota.

Retézec, kiery se v triplexu pdruje homologicky s jednim fetézcem dvou-
Fetézeové DNA, budeme nazyvat tietim Fetézeem; oba dal§i Fetézee se pdruji
Watsonovym-Crickovym zpiisobem.

Na zaklad® experimentalnich idaji a pogitatového modelovani byly pro
triplex, ve kterém probihd rekombinace, navrZeny tyto zplisoby parovani (obr.
503, 504a, b, c):

G*GC, C*CG, A*AT, T*TA.

Béze oznalené hvézditkou jsou béze tietiho ie}ézce. Viechny béze tohoto
fetézce jsou v konformaci anti vyjma A v triadé A AT na obr. 504b. Od Hoogs-
teenova parovani bazi, které se téz uskutediuje v triplexu, se homologické
parovan] zasadné 1i§i v tom, Ze jsou navzajem té2 sparovény stejné baze, kdeZto
podle Hoogsteenova parovani nikoliv (obr. 37, str. 62). Homologické parovani
A™AT (obr. 504c¢) je viak mozné téZ podle obraceného Hoogsteenova parovani
(str. 63, obr. 38).

Triplex, v ném probiha homologické pérovéani pii rekombinaci, nelze
ztotoZitovat s triplexy, které jsou popsany na str. 90 - 91 (obr. 71, 72). Hlavnim
diivodem pro toto tvrzeni je skuteCnost , Ze tyto triplexy se tvoli in vitro neen-
zymaticky v tisecich s homopurinovymi a homopyrimidinovymi sekvencemi.




784 11 MOLEKULARN] PODSTATA REKOMBINACE

T*TA

A*AT

C*CG

treti
fetézec
komplementarni
retézce

Obr. 503
Homologické parovani

Umisténi tfetiho feté€zce v dvousroubovici je zndzornéno na obr. 505, ze
kterého je ziejmé, Ze tento fet€zec lezi ve vét§im Zlabku dvousroubovice, kde
interaguje vodikovymi vazbami s donory a akceptory vodiku (obr. 505).

OBECNA REKOMBINACE U EUKARYOT. Rada experimentilnich
udaji dokazuje, Ze rekombinace mé znaény vyznam u eukaryot v prvnim meio-
tickém déleni pii segregaci chromozomi. V této dobg také dosahuje nejvy3si
Cetnosti. Bylo zjiSténo, Ze primérné na kazdy homologicky par chromozomi pti
kazdém priichodu jadra prvnim meiotickym délenim piipada jedna rekombina-
ce. Cetnost rekombinace na chromozom v meiotickém jadie je podobna Cetnosti
rekombinace probihajici v ramci konjugace bakterii. Péivodné se pfedpokladalo,
Ze parovan{ chromozomi pfi meidze nenf vysledkem interakci DNA mezi chro-
mozomy. Avak na zéklad& soudasnych znalosti se soudi, Ze pochodu parovani
chromozomi piedchazi pochod vyhledavani sekvenéni homologie, ktera zprost-
fedkovava vlastnf pdrovani chromozomd. AvSak na rozdil od E. coli se pravdé-
podobné uskuteétiuje v kvadruplexu, ve kterém parovani miZe probihat podle
obr, 41 a 42 na str. 65. Vzniklé pary béazf jsou pravdépodobné stabilizovany
RecA-proteinem. Podporuje to zjidténi, 7¢ tento protein in vitro spojuje dvé
dvoufetézcové molekuly DNA za tvorby &tyifetdzcové molekuly (kvadru-
plexu).

U kvasinek a pravd&podobné u vech ostatnich organizmii se v meiotické
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obrazcich 504b a 504c nejsou
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zornit na moZnosti parovani.

C*CG

Obr. 504a
Homologické parovani v triplexu




786 11 MOLEKULARN{ PODSTATA REKOMBINACE

adenin

P A*AT

Joz

R

T

IO

B o mmmmmmmccomeceaen

adenin

T Z©

Obr. 504b
Homologické parovani v triplexu
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komplementarni fetézce

Treti fetézec je homologicky s jednim
fetézcem dvousroubovice, s nimz se
péruje.
Obr. 505
Triplex, v némz prob[hé homologické
parovani
profazi uskuteéiiuje pfechodns dvojity crossing-over, a to v tzv. horkych mis-
tech. Tato mista, v nichZ probih4 crossing-over u eukaryot, jsou Stépena nespe-
cifickymi endonukledzami. To Jje rozdil proti bakteriim, u nichz crossing-over
probiha na chi-sekvencich.

Zlomy vytvofené dvojitym crossing-overem jsou upravovény exonukles-
zami za tvorby dsDNA s 3-previsy, které jsou dlouhé az n&kolik set bézi. Jako
previs se obecné oznaduje (ji) konec (ce) dsDNA, ve kterém jeden retézec je
del§i (z dvousroubovice vyChivajici) ne druhy. Na uvedené pfevisy vytvoiené
exonukledzami ve zlomech po dvojitém crossing-overu se vare pravdépodobné
protein podobny prokaryotickému RecA-proteinu,
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11.2
SPECIFICKA REKOMBINACE

11.2.1
Epizomové plazmidy a proviry

Specifickd rekombinace se tyka integrace genomu mirnych fagh a jinych
virt do chromozomu hostitelské buiiky a byla jiZ popséna v tomto dile u€ebnice
v souvislosti s integraci faga lambda, retrovird, zvIast& viru HIV do chromozo-
mu hostitelské butiky.

Specificka rekombinace se viak neomezuje jen na interakce virové DNA
s chromozomem hostitelské buiiky. Probih4 té% mezi epizomovymi plazmidy a
chromozomem bakterialni buiiky. Jako epizomovy se oznaduje plazmid piechd-
zejici reverzibilné ze stavu autonomniho do stavu integrovaného. V auto-
nomnim stavu se plazmid replikuje volng v cytoplazmé hostitelské buriky. Ve
stavu integrovaném se nachdzf jako soucdst jejiho chromozomu. Epizomovy
konjugativni F-plazmid se integruje do chromozomu prostfednictvim IS-ele-
mentil. Integrace je zaloZena na tom, Ze mezi IS-elementem na plazmidu a ho-
mologickym IS-elementem na chromozomu probihd jednoduchy crossing-over,
ktery vede k integraci plazmidu do chromozomu. Crossing-overem se z chromo-
zomu plazmid té2 vy&leiiuje (excize plazmidu). Nachdzi-li se na plazmidu vice
IS-elementt, které jsou homologické s IS-elementy na chromozomu, milZe se
konjugativni F-plazmid integrovat do riiznych mist chromozomu.

11.2.2
T-DNA

Ti-PLAZMID, Ri-PLAZMID A OPINY. T-DNA je oblast na Ti-plazmidu
a Ri-plazmidu integryjici se do jaderné DNA rostlinnych bunék. Ptirozenym
hostitelem 7Ti-plazmidu jsou bakterie Agrobacterium tumefaciens a Agrobacte-
rium rhizogenes; tento plazmid indukuje tzv. krékovy nador (mezi kofenem a
stonkem) integraci T-DNA do genomu dvoudgloznych rostlin. Exprese geni
T-DNA se projevi tvorbou nadoru, v némz dochézi k syntéze opinii, jichZ agro-
bakterie vyuZivaji jako zdroje uhliku, dusiku a energie. Geny pro syntézu opind
jsou vneseny do rostlinnych bungk jako soudast T-DNA a geny pro kataboliz-
mus opind jsou lokalizovany na jiné &asti Ti-plazmidu a jsou aktivni v bakte-
ridlnich bufikéch. Celkové tedy lze ¥ici, Ze rostlinné nadory indukované puiso-
benim A. tumefaciens syntetizuji specifické latky - opiny. Jsou to derivdty zdsa-
ditych aminokyselin, predevsim argininu a lyzinu.

Opiny se rozd&lujf do dvou skupin (obr. 506):
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Obr. 506
Opiny

1. Opiny oktopinového typu, tj. sloueniny aminokyselin s pyruvitem.

2. Opiny nopalinového typu, tj. slougeniny aminokyselin s c-oxogluta-
ratem.

Pro informaci uvadime, Ze existuji jet& dalsi typy opinii (manopiny a
agrocinopiny).

Podle typu opind se rozliduji i Ti-plazmidy:

1. Nopalinovy typ Ti-plazmidu obsahuje geny pro syntézu nopalin(.

2. Oktopinovy typ Ti- plazmidu obsahuje geny pro syntézu oktopind.
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Mapa obou typti plazmidd je v zjednodugené formé uvedena na obr. 507.

T-DNA je také soudasti Ri-plazmidu, tj. plazmidu druhu Agrobacterium
rhizogenes, ktery indukuje tzv. vlasatost koientl integraci T-DNA do genomu
dvoudgloznych rostlin.

STRUKTURA T-DNA. T-DNA oktopinovych plazmidii sestdva ze dvou
&asti, z nich? kazda je ohraniSena pFimou repetici 25 parl bazi. Levd Sist se
oznaluje jako T,-DNA a pravé jako T,-DNA. T-DNA nopalinovych plazmidd
nemé takto definovanou pravou a levou &ast, ale je jako celek ohranitena
piimymi repeticemi na levém a pravém konci.

T,-DNA zodpovidd za nadorovy fenotyp v infikované rostling, kdezto
T,-DNA za syntézu opinti. Na T -DNA se nachézeji tyto geny:
® Gen 1 (iaaM). Kéduje tryptofan-2-monooxygendzu, kterd se podili na
syntéze auxini.

¢ Gen 2 (iaaH). Kéduje indolacetylamidhydrolézu, kterd se také podili na
syntéze auxindl.

® Gen 3 (ocs). Kdduje oktopinsyntetazu, kterd katalyzuje syntézu oktopinu
z argininu a pyruvatu.

¢ Gen 4 (ipt Z). Kdoduje izopentyltransferdzu, kterd se podili na syntéze
cytokinint.

¢ Gen 5. Podili se na syntéze auxind.

¢ Gen 6a. Ovliviiuje sekreci opinil.

oktopinovy

plazmid nopalinovy
pTiAchb

plazmid

tra
ocs = gen kédujici oktopinsyntetizu  noc = geny kabolizmu nopalint
nos = gen kédujici nopalinsyntetazu  vir = geny virulence
occ = geny kataholizmu oktopind tra = geny pro pfenos plazmidu
konjugaci
Obr. 507
Mapa ukazujici na pfiblizné umisténi nékterych genti na dvou
reprezentativnich Ti-plazmidech
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Poranéné rostlinné buriky.

!

Produkce fenolickych Idtek.

!

VirA-protein v povrchu bakterialnich bunék pusobi
Jako receptor fenolickych ldtek. Tato interakce ma
za nasledek pohyb bakteridlnich bunék smérem

k poranénym burikam (chemotaxe).

VirA-protein se interakci s fenolickymi latkami aktivuje
k indukcei virD-proteinu, ktery pusobi jako specificka
endonukledza Stépici hraniéni sekvence na koncich

T-DNA v Ti-plazmidu.

}

Vystépeni T-DNA ve formé jednoho DNA-fetézce,
ktery vchazi do rostlinné buriky.

}

Jednoretézcova T-DNA pf"echézi na dvourfetézcovou.

l

Integrace T-DNA do genomu rostlinné buriky.

l

Exprese genu kédujiciho opinsyntetizu a ostatnich
genu. T-DNA je pfepisovéna RNA-polymerazou Il

!

Syntéza opini produkovanych do prostredi, kde jsou
vyuzivany bakteriemi. Syntéza auxinu a cytokinint
vedouci k tvorbé nadoru.

o Obr, 508
Globalni pohled na zakladni pochody vedouci k integraci

a k expresi T-DNA v rostlinné burice
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25 bp 25b
P
CGGCAGGAT!\T:ATTCAATTGTAAAT TGGCAGGATATATACCGTTGTAATT
piima repetice pfiméa repetice

Tiglazmid<! ~ TDNA . «<[Tiplazmid
ievy konec pravy konec

CGGCAGGATATATTCAATTGTAAAT l TGGCAGGATATATACCGTTGTAATT
4 Stépeni virD-proteinem.

[

Vystépena

« Doplitovani mezery.
jednofetézcovag | e
T-DNA. @
BT
l 1 aZ 2 nukleotidy pfimé

repetice
Po doplnéni o komplementérni fetézec
se T-DNA ntegruje do jaderné DNA l
rostlinné buriky. ¥

Obr. 509
Vystépeni T-DNA z Ti-plazmidu a jejf integrace
do jaderné DNA rostlinné buiiky

T_- DNA To  Tr-DNA
: | = — <4 T-DNA oktopinového plazmidu
A B C D
< - A—D
< » B—D
4——— C—D L,
Produkty Stépeni
< » A—C v hraniénich
sekvencich.
b B—C
< b A—B
Obr. 510

Hypoteticka pfedstava vystépovani T-DNA
z oktopinového Ti-plazmidu a moZné p'rodgkty
pro integraci do jaderné DNA rostlinne bunky
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¢ Gen 6b. Koduje receptor pro cytokininy.

® Gen 7. Jeho funkce je§té neni znama.

GENY VIRULENCE. Na Ti-plazmidu mimo T-DNA jsou umistény geny
virulence, které koduji proteiny, jejichZ funkce Ize charakterizovat takto:

¢ rozeznavaji svymi produkty signalni molekuly poran&nych rostlin,
A4 kédujf specifickou endonukledzu, kterou §t€pi hrani€ni sekvence T-DNA,

¢ uplatituji se svymi produkty pti pienosu T-DNA do rostlinné buiiky a jeji
integrace do chromozomu.

Na bakteridlnim chromozomu jsou geny, které podmiiiuji vazbu agrobak-
terii na rostlinné buiiky b&hem infek&niho procesu.

PROCES INFEKCE A INTEGRACE T-DNA DO ROSTLINNE BUNKY.
Poranéné rostlina produkuje fenolické latky, napf. acetosyringon, tj. 4-acetyl-
-2, 6-dimetoxyfenol, které indukujf transkripci genti virulence. Nejdfive jsou
rozeznany proteiny genu virA, které se nachdzeji v povrchu bakterialnich
bunék. Pak se §t&pi jeden fetézec v hraniénich sekvencich, ktery se pak integru-
je do chromozomu rostlinné buiiky. Po integraci dochazi k expresi jeho gentl,
ktera se projevi tvorbou kr¢kového nadoru a syntézou opinit. Geny T-DNA jsou
piepisovany RNA-polymerazou I (obr. 508).

Tvorba jednofetézcové T-DNA je znazornéna na obr. 509, podle kterého
se nejdiive endonukleolytickym plisobenim proteinu virD §t&pi piima repetice,
ktera tvoif pravy konec T-DNA. Po tomto $tépeni zistanou 1 az 2 pary bazi na
pravém koci T-DNA i po jeji integraci do rostlinné buliky. Pro pfenos a integra-
ci T-DNA do rostlinného genomu je piima repetice na pravém konci asi pod-
statnd, jelikoZ jeji §t&peni probiha piesné. Stépeni na levém konci je variabilni.
Do jaderné DNA rostlinné butiky se zadleni jedna i vice kopii T-DNA.

K problematice integrace T-DNA do rostlinné buiiky je nutno dodat, Ze

integrace oktopinovych T-DNA, tj. T -a T,-DNA, je ponékud sloZit&jsi nez
nopalinové T-DNA. Nopalinovd T-DNA ma dv& piimé repetice jako hraniéni
sekvence, které jsou jedinymi cilovymi sekvencemi pro jeji vystépovani z mole-
kuly Ti-plazmidu. Naproti tomu pro vy§t&peni T-DNA z oktopinového Ti-plaz-
midu existuje asi $est moZnosti za vzniku produktd, které se nezdvisle integruji
do jaderné DNA rostlinné buiiky (obr. 510).
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Jako transpozice se oznaduje proces piemisténi DNA-sekvence z Jjednoho
mista, tzv. donorového, do jiného, tzv.cilového. DNA-sekvence schopnd trans-
pozice se nazyvd transpozon. Podle toho, zda transpozice probihd na stejné
molekule DNA nebo mezi dvéma riiznymi molekulami DNA, rozliSuji se tyto
druhy transpozice:

¢ transpozice intermolekuldrni, kterd probihd mezi donorovou molekulou
DNA a recipientni (napF. mezi plazmidem a chromozomemn);

A4 transpozice intramolekuldrni, kterd probthd mezi donorovym mistem
transpozonu a cilovym mistem na téze molekule DNA, tj. na stejném replikonu
(chromozomu nebo plazmidu, mitochondriovém genoforu atd.).

Donorovim mistem pro transpozon se rozumi misto na DNA obsazené
transpozonem pited jeho transpozici, kdezto cilové misto nebo téz recipientni je
misto, do ného# se vlozil transpozon nebo jeho kopie. Molekula DNA (replikon),
obsahujici transpozon pried jeho transpozici, se oznacuje jako donorovd mole-
kula (donorovy replikon). Naproti tomu molekula DNA (replikon), do kievé se
viozil z donorové molekuly transpozon nebo jeho kopie, se oznacuje jako reci-
pientni (cilovd) molekula, recipientni (cilovy) replikon.

Kromé schopnosti transpozice, coz je spolecnd vlastnost viech transpo-
zontl, vyznacuji se transpozony zpravidla jesté témito viastnosimi.

L. Cilovd mista, do kterych se transpozony vklddaji, nejsou s transpozony
homologickd. Cilovym mistem pro lranspozon mige byt i gen, ktery se tim, Ze se
do ného transpozon vloZil, mutacné zménil. Proto pFitomnost [ranspozonu miiZe
byt jednim z faktord, kieré vyvolavaji zmény v genetické informaci genomu.
Béhem transpozice miize dokonce dochdzet k vétsim strukturnim zméndm geno-
mu, k jeho pFestavbam.

2.V misté inzerce transpozonu S€ zdvojuji ve stejném sméru sekvence
DNA, takze transpozon je na obou svych koncich ohranicen pFimymi repetic:e-
mi. Toto zdvojeni sekvenci je disledkem zpiisobu inzerce transpozonu’y cilovém
misté a je vysvétleno na obr. 511.

3. Transpozony obvykle inaktivuji geny do nich# se premistily; j.'ejz‘ch
excizi, pokud tato excize probéhne presné, se pivodni funkce genu obnovuje.

Co do zpiisobu, kterym se transpozice uskutecitije, se rozezndva :

¢ Konzervativai transpozice. Touto transpozici se realizuje excize trans-
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l Stépeni cilové sekvence.

TATTGCATGGC
cilova sekvence
ATAACGTACCG

Stépeni cilové sekvence,

TA TTGCATGGC
transpozon

Lo

ATAACGT ACCG

pFima repetice pfima repetice

TAITGCA TTGCAITGGC

ATAACGT AACGTACCG
Obr. 511

Vytvofeni pfimych repetici ohraniéujicich transpozon
v misté jeho inzerce do cilového mista

pozonu z donorového mista a jeho inzerce do mista cilového. Neni viak Jjasné,
co se stane s donorovym mistem (obr. 512).

¢ Replikativni transpozice. Tento zpiisob transpozice spocivi v tom, e

Iranspozon se v donorovém misté zreplikuje a jeho replika (kopie) se vklidé do
cilového mista (obr. 513),

¢ Retropozice. Tato transpozice se uskutectiuje zpétnou transkripci, a to
lak, Ze transpozon v donorovém misté se prepiSe do RNA, kterd se zpétnou tran-

cilovy replikon
] cilové rfisto

transpozice

-

donorovy replikon
. ftranspozon

| transpozon

Obr. 512
Konzervativni transpozice




91

donorovy replikon cilovy replikon

cilpvé misto

[ l | |

replika (kopie) transpozonu

Obr. 513
Replikativni transpozice

skriptéizou prepise do DNA vklddajict se do cilového mista. Retropozice je tedy
iranspozice uskutecniyjici se zpétnou transkripci. Transpozony schopné retropo-
zice se oznacuji jako retroelementy (obr. 514).

Na zdkladé uvedenych zpiisobit transpozice rozdélime transpozony do
dvou Skupin:

o skupina transpozont, které uskutecituji transpozici konzervativné nebo
replikativné a nevyznacuji se retropozici;

¢ retroelementy, tj. skupina transpozonti vyznacujicich se retropozici.
Transpozony se vyskytuji jak u bakterii, tak u eukaryot.

cilovy replikon
cilgve nisto |

donorovy replikon

Obr. 514
Retropozice
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12.1
TRANSPOZONY NEVYZNACUJICI SE RETROPOZICI

12.1.1
Bakterialni transpozony

IS-ELEMENTY. Vyznaduji se délkou 650 az 1 600 bp. Jejich zakladni
vlastnosti je, Ze obsahuji jen geny pro svou viastni transpozici, coz je obvykle
gen kddujici transpondzu (gen tnp). Transpondza je enzym, kiery katalyzuje
transpozici. Vechny IS-elementy majf na svych koncich obracené repetice,
které jsou rozeznévany transpondzami (obr. 515). Transpondzy se vyznaduji
touto aktivitou:
® rozeznavaji koncové obracené repetice transpozonu,

® Stépi cilové sekvence, do kterych se vklada transpozon,

A4 po uskute¢n&ni transpozice spojuji cilové sekvence s vloZenym transpo-
zonem.

IS-element

fpetice > @> piimé
: pfima
repetice v\/v repetice

obracené repetice

Tnh3-element

> tnpA [f8 tnpR | bla_ <@ >

sloZzeny Tn-element

By

IS-element IS-element

bakteriofag Mu

DB A~ [ B

Obr. 515
Schéma struktury bakterialnich transpozon
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Tn-ELEMENTY. Tn-elementy jsou bakteridini transpozony, kieré mimo
geny pro svou vlastni transpozici obsahuji jeité dalsi strukturni geny profe-
vujici se ve fenotypu bakteridlni buiiky. Obvykle jsou to geny, které koduji
enzymy inaktivujici antibiotika. Proto jestlize se Tn-elementy nachazeji na
plazmidu nebo chromozomu bakterialni buiiky, udilejf ji rezistenci na pristusné
antibiotikum. Viechny Tn-elementy podobné jako IS-elementy maji na koncich
obrécené repetice. Tn-elementy se kiasifikujf do t&chto skupin (obr. 515):

1. Tn3 a piibuzné elementy. Tn3 obsahuje dva geny, jejichz produkty
jsou vyuzivany v procesu transpozice. Jsou to geny inpA kodujici transpondzu a
1npR kédujici rezolvazu; kromé téchto gend je na Tn3 specifické misto res, na
které se vaze rezolvaza pii rozkladu kointegratu. Rezolviza je enzym, ktery ka-
talyzuje rozklad kointegrdtu, co je meziprodukt prFi intermolekularni transpo-
zici (mezi plazmidem a chromozomem) vznikly fiizi donorového a recipientniho
replikonu. Zbytek transpozonu je obsazen genem bla, ktery koduje B-laktamazu
(enzym hydrolyzujici B-laktamova antibiotika, napf. penicilin). Produkt genu
npR ma dvé funkce: piisobi jako rezolvéza a také jako represor regulujici
vlastni syntézu i syntézu transponazy. K uskutecnéni transpozice jsou potfebné
obé obracené repetice Tn3-elementu.

2. Slo¥ené Tn-elementy. Jsou to Th-elementy, jejichZ konce jsou tvoFeny
IS-elementy. Centralni &ast takového transpozonu miize byt obsazena genem,
jehoz produkt je pfidinou rezistence bakterialni buiiky k antibiotiku; napf.
Tnl0-clement obsahuje v centrélni &sti gen udilejici buiice rezistenci k tetra-
cyklinu (obr. 515).

Tn-elementy se mohou piemistovat z plazmidu na chromozom 2a naopak.
Mohou byt pieneseny konjugativiim plazmidem do recipientni butiky a v ni pak
z tohoto plazmidu na jiny nebo na chromozom buitky. Jsou proto asi nejvyz-
namn&j§im faktorem &ifeni rezistence k antibiotikiim, zvlast€ u patogenniclh
bakterii, nebot’ jsou na nich lokalizovany geny kédujici enzymy, jimiZ jsou anti-
biotika inaktivovana.

BAKTERIOFAG Mu. Genom bakteriofaga Mu je schematicky v hrubych
rysech naznaden na obr. 515. M&fi asi 38 kb a sestdva z genli 4 a B, }(vteré jso,u
potfebné jak k transpozici, tak i k jeho replikaci. Segment G je ohraniCen pra:
cenymi repeticemi. Gen gin mé& podobnou funkei jako gen tnpRv. Jak‘o_l jiné
transpozony zptsobuje fag Mu duplikaci sekvenci v ciloYém mist& recipientni-
ho replikonu, neobsahuje viak na koncich obréacené repetice. Produkt genu A4 je
transpondza.

12.1.2
Eukaryotické transpozony nevyznadujici se retropozici
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TRANSPOZICE JAKO PODSTATA ANTIGENNICH ZMEN TRYPANO-
ZOM. Pro trypanozomy je ptiznadné, Ze unikaji imunitni odpovédi svych hosti-
telfi tim, Ze mé&ni své povrchové antigeny. V povrchu krevni formy trypanozom
se antigennimi vlastnostmi vyznaBuje glykoprotein oznadovany jako VSG.
Trypanozoma muiZe tvofit asi 1 000 VSG, které se ¢astedn& lisi v sekvenci
aminokyselin, takZe protilatky hostitele proti jednomu VSG nereaguji uéinné na
ostatni VSG v repertodru trypanozomy.

V krvi hostitele je vn&jsi povrch T. brucei pokryt obalem, ktery je tvoien
molekulami VSG o stejné sekvenci aminokyselin a ktery pfedstavuje jedinou
strukturu na povrchu. Tato struktura se vS§ak zméni, je-1i povrch trypanozomy
obsazen VSG o jiné sekvenci aminokyselin. Trypanozoma miZe proto pretrva-
vat v hostitelském organizmu nékolik mésicti a miZe se vyznadovat parazitémii,
v ramci které se objevuji v sedmidennich aZ desetidennich intervalech viny sé-
rologicky odliSnych parazitd. Toto stfidani antigennich vlastnosti je podminéné
postupnou expresi genll kédujicich VSG o riizné sekvenci aminokyselin, a tedy
i o rliznych antigennich vlastnostech, coZ umoziiuje, Ze trypanozomové popula-
ce mohou odoldvat imunitnim reakeim hostitele.

Geny pro cely repertoar VSG jsou v kazdém kmeni trypanozomy, at’ uZ
dochézi k jejich vyjadreni, nebo nikoli. Jsou seskupeny v rodinach. V jedné
buiice trypanozomy se nachdzi asi 1 000 gent kédujicich VSG. Témito geny je
obsazeno asi 10 % DNA trypanozomy. Vyznaduji se vlastnostmi transpozonfi,
nebot’ jejich exprese je podminéna jejich duplikaci (zdvojenim) a transpozici
zdvojeného genu do tzv. expresivnich mist poblize telomer. V daném &ase se
do piisluného expresivniho mista umist{ jen jeden VSG-gen. Je velmi pravds-
podobné, Ze v expresivnim misté se spoji pfemistény gen s promotorem, ze
kterého se pak pfemistény gen piepisuje do mRNA pieklddané do primérni
struktury piislugného VSG. Transpozice VSG-genu byvé doprovazena té2 chro-
mozomovymi pfestavbami v blizkosti expresivnich mist. Podet expresivnich
mist neni znam.

P-ELEMENTY JAKO DETERMINANTY DYSGENEZE HYBRIDU DRO-
SOPHILA MELANOGASTER. Dysgenezi hybridG se rozumi syndrom korelova-
nych genetickych abnormalit, které jsou v uréitych kmenech Drosophila mela-
nogaster indukovdny v jedné linii jejich hybridit (samci nebo samici) vzniklych
kiiZenim kmenii samctho typu obsahujiciho P-element a samiciho neobsahujici-
ho tento element. Tyto abnormality se tykaji vysoké frekvence Sdstedné nebo
uplné sterility, sam&i rekombinace, viditelné nebo letalni mutace, reverze, muta-
ce nestabilnich alel, chromozomovych prestaveb, chromozomové nondisjunkce
a modifikace saméich rekombina&nich frekvenci. Omezuji se jen na zarodednou
linii bun€k a nevyskytuji se v somatickych buiikach. Celkem existuji dva typy
kmend, jejichZ kifZeni vede ke vzniku dysgeneze hybridii. Jsou to P (otcovsky)
kmen a M (matei'sky) kmen.
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Kmeny P se li{ geneticky od kmenii M v tom, ze obsahuji transpozony
oznadované jako P-elementy, které jsou rozptyleny po viech chromozomech,
Jsou to transpozony vyznadujici se vysokou frekvenci transpozice. Zpisobujf
dysgenezi, kdyz se dostanou do kmenii M (cytotyp M), a v kmenech P ji nezpi-
sobuji.

FLEMENTY McCLINTOCKOVE. Jsou to transpozony Zed mays zpi-
sobujici nestabilni mutace pozorovatelné v aleurony, endospermit a perikarpu
kukuficné obilky. Inzerce elementu McClintockové do genu vede k nestabilni
alele tohoto genu. Nestabilita alely prisiusného genu, zplsobend elementem, se
projevuje v tom, Ze mutacné zménény gen mutuje zpét na pivodni standarani
fyp. Napiiklad vlivem elementu McClintockové piechdzi gen Bz projevujici se
tvorbou antokyanového pigmentu na alelu bz-ml, kterd se projevuje hnédym
zbarvenim obilky. Excizi elementu z alely bz-ml dochazi k reverzi na fenotyp
vyznadujici se tmavé pigmentovanymi sektory na hnédg zbarveném podkladé.
Tmavé pigmentujici sektory v aleuronové vrstvé obilky tvori viasmé klony
bunék, z nichs kasdy pochdzi z jedné buiiky, v niz nestabilni alela bz-ml rever-
tovala na dominanini alelu Bz.

Elementy McClintockové se klasifikuji do dvou skupin:

1. Autonomni elementy, které jsou geneticky nestabilni, JjelikoZ v genu,
v ném# se vyskytuji, podiéhaji pFi vysoké frekvenci excizi transpozici.,

2. Neautonomni elementy, které jsou gemeticky nestabilni pouze za
predpokladu, e se v genomu nachdzi téZ autonomni element.

Autonomni element se vyznacuje funkci, kterd je potfebnd k aktivaci exci-
ze, transpozice a chromozomovych presiaveb zpiisobovanych neautonomnimi
elementy. Recesivni mutace zpisobend inzerci neautonomniho elementu do pfi-
slugného genu je stabilni za neptftomnosti autonomniho elementu.
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12.2
RETROELEMENTY

12.2.1
Virové retroelementy

Provirovou DNA u RNA-vird se zpétnou transkriptdzou (retroviry) lze
povaZovat za retroelement, jehoZ transpozice do genomu jiné buriky se uskuted-
fiuje tak, Ze se provirovd DNA piepie do RNA, ktera ma funkei genomu viru a
v dal3f hostitelské butice po jeji infekei se RNA piepiSe zp&tnou transkriptazou
do DNA integrujici se do genomu hostitelské buiiky. Pro virové retroelementy
Je ze strukturniho hlediska charakteristicka piitomnost sekvenci LTR obsa-
hujicich promotory a genu exprimujiciho se do zpétné transkriptazy a integrazy.

12.2.2
Nevirové retroelementy

RETROTRANSPOZONY. Maji LTR, zpétnou transkriptizu a integrdazu,
Jejich replikaéni a integraéni mechanizmus se podoba retrovirim. Nejlépe jsou
prostudovéany Ty-elementy a copia-elementy drozofily. Strukturni podobnost
mezi provirovou DNA retrovirt a retrotranspozony vede k domnénce, e retro-
viry se vyvinuly z retrotranspozond nebo naopak, Ze retrotranspozony ptedsta-
vuji defektnf formy retrovirii. Zakladni rozdil mezi retrotranspozony a retroviry
spociva v tom, Ze retrolranspozony se nevyskytuji minio buiku a nejsou proto
ani infekcni. Je zndmo nékolik retrotranspozonii; z nich jako ptiklady vybirdme
Ty-elementy a copia-elementy.

A4 Ty-elementy jsou retrotranspozony kvasinky Saccharomyces cerevisige.
Na haploidni genom kvasinky ptipada 30 a% 35 Ty-elementi. Bylo zjisténo, e
mohou ménit expresi strukturnich genti v piipadg, Ze jejich cilovymi misty jsou
sekvence v reguladnich oblastech téchto genl. Mezi Ty-elementy dochazi Sasto
k rekombinaci, coZ vede v mist& rekombinace k piestavbé genomu.

¢ Copia-elementy jsou retrotranspozony D. melanogaster. Na haploidni
genom drozofily p¥ipada 30 a% 50 kopii copia-elementii. Zdé se, Ze poéet t&chto
kopif je regulovan. Bylo zjisténo, ze copia-elementy podobné jako Ty-elementy
mohou aktivovat k expresi nékteré geny tim, Ze se vlozi do jejich regulagnich
oblasti.
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RETROPOZONY. Nemaji LTR, maji viak zpétnou transkriptdzu a inte-
grdzu. Typickymi piedstaviteli jsou kratké (SINE) a dlouhé (LINE) rozpty-
lené repetice.

RETRONY (msDNA). Nemaji LTR a integrdzu, proto nejsou schopny
transpozice. Koduji viak zpétnou transkriptdzu. Retrony se vyskytuji u myxo-
bakterii, nap¥. Myxococcus xanthus.

RETROSEKVENCE (¢cDNA-GENY). Nemaji LTR, zpétnou transkriptdzu
ani integrdzu. Venikly vak zpétnou transkripci RNA-transkriptis strukturnich
gemi. Jsou vysledkem retropozice genu obsahujiciho introny do cilového mista.
V cilovém misté pak jiz pfemistény gen introny neobsahuje a mé na 3'-konci
sekvence poly(A). Tato retropozice zahrnuje nasledujici dgje (obr. 516):

1. Transkripci genu obsahujiciho introny do hnRNA. Tento gen vlastng
predstavuje retrosekvenci v donorovém misté.

["exon [ intron | exon Jintron | exon | DNA

transkripce
| exon } ["exon }— —{ exon | hnRNA
posttranskripéni
Uprava

3'
m’G [exon [ exon ] exon = poly(A)
l zpétna

transkripce
['exon [ exon | exon l§-poly(T) c¢DNA

integrace l

genomova DNA

pfima
repetice 3
~sxon [ exon | exon oY)
piima
repetice

Obr. 516
Plvod retrosekvenci
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2. Posttranskripni dipravu hnRNA, pri niz se vyloudi prepisy intronii
(uprava sestiihem). _

3. Zpétnou transkripci posttranskripéné upravené hnRNA (ti. mRNA) do
DNA a jeji zaclenéni jako retrosekvence do cilového mista.

Kazdd retrosekvence md tedy svijj protéjek, tj. gen v donorovém misté,

Retrosekvence jsou déle charakteristické tmito znaky:

¢ nemaji introny,
¢ jsou zakon&eny poly(A),

¢ maji na obou koncich kratké pFimé repetice, které jsou diisledkem jejich
inzerce do cilového mista,

¢ Jsou na jiném misté& neZ je gen, z ného¥ jsou odvozeny.
Existuji dva typy retrosekvenci. Jsou to:

1. Upravené geny neboli retrogeny. To jsou Junkcni retrosekvence
produkujici protein, ktery je identicky nebo DPriblizné identicky s proteinem
genu, z néhoz jsou odvozeny.

2. Upravené pseudogeny neboli retropseudogeny. Jsou to retrosekven-
ce, které ztratily svou funkci. Patif sem napf. Alu-sekvence. Je to kratka (asi
300 bp) rozptylena repetice v genomu &lovéka citlivd k endonukleize Alu 11
Jeji Cetnost v genomu &lovéka je zhruba 500 000. Jsou to retropseudogeny
odvozené z genli piepisovanych do 7SL RNA.

12.2.3
Mobilita intront

Introny prvn{ a druhé skupiny se nevyznaluji jen ribozymovou aktivitou,
kterou katalyzuji svdj vlastni sestiih, ale Jsou téZ mobilni, tj. podobné jako
transpozony méni svou lokalizaci. Avak na rozdil od transpozice a retropozice,
pii kterych se transpozon nebo retroelement umist'uje do cilového mista, kters
neni homologické s donorovym mistem, je premistént intronu misme specifické
a déje se pfi kfizeni mezi alelami stejného genu. Jinymi slovy intron nacha-
zejici se v alele uréitého genu se miie premistit do alely stejného genu, kterd
tento intron nemd. Tento proces je vylosené Jednosmérny a byl oznaden jako
intronovy navrat dom, jelikoZ intron, ktery docasng opustil alelu p¥{slusného
genu, v niZ byl umistén, se op&t vraci do alely téhoz genu, ktera neobsahuje in-
tron. U intronu prvni skupiny je intronovy navrat domi ¥izen specifickou endo-
nukledzou, kters je kédovana samotnym intronem a je mistné specificka, tj. ro-
zeznava alelu stejného genu neobsahujici intron. U intront druhé skupiny je
tento proces fizen proteiny, které vykazuji podobnost se zp&tnou transkriptazou.
Mechanizmus procesu intronového névratu domt viak zatim nenf znam.




V Zivych soustavdch se vyvinuly mechanizmy, kterymi se dpiné nebo do
Jjisté miry poSkozeni a chyby v genomové DNA opravuji a odstratiyji. Oznacuje-
me je jako opravy DNA a rozumime tim enzymové odstranéni chyb v DNA, kte-
vé vznikly béhem replikace, rekombinace nebo piisobenim vnéjsich viivii. Cel-
kové se odstraviuji nebo opravuji tyto chyby a podkozeni v DNA:

1. Chybné pdrovdni, {j. zafazeni nekomplementdarniho nukleotidu p¥i re-
plikaci DNA.

2. Mezera v DNA, . trhlina o rozsahu jednoho nebo vice nukleotidi
uvniti jednoho polynukleotidového fetézce dvousroubovicové DNA. Proces za-
plitovani mezery v DNA nukleotidy podle matricového neposkozeného fetézce,
ktery je katalyzovdn DNA-polymerdzou a ligdzou, se oznacyje jako opravnd
syntéza. '

3. Zlom, 1j. pFeruSeni fosfodiesterové vazby mezi dvéma sousednimi nuk-
leotidy v nukleové kyseliné zpiisobené endonukledzami. Zlomy mohou by:

¢ JjednoFetézcové, 1j. zlomy v jednom polynukleotidovém Fetézci dvouretéz-
cové DNA;
A4 dvouretézcové, 1j. zlomy v obou polynukleotidovych Fetézcich dvouretéz-
cové DNA.

Jestlize dvouietézcové zlomy vznikaji Stépenim obou Felézci dvouretézco-
vé DNA na riznych, ale blizkych mistech, oznacuji se Jako posunuté. Zlomy

vznikajici §tépenim obou Fetézci dvouretézcové DNA na protilehlych mistech
Jjsou tzv. zarovnané zlomy.

Existuje nékolik zptisobil, kterymi se poskozend mista v DNA opravyji.
Jsou to:

1. Uplnd oprava, tj. oprava poskozeného mista na piwodni stav. Uskutec-
Huje se napr.:
® fotoreaktivaci,
L4

opravou alkylovaného O° guaninu, O tyminu a alkylfosfotriesteri.
2. Excizni oprava, tj. vyStépeni poskozeného mista v DNA. Uskuteciiuje
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bdzovou excizni opravou,
® nukleotidovou excizni opravou,
¢ opravou chybného pdrovadni.
3. Tolerantni oprava, kterd spocivé v obnove Junkce DNA, aniz by z ni

bylo odstranéno pivodni poskozeni, PFi této opravé se poskozeni v matrici,
uskutecnéné zlomy a rekombinaci, obchdzi replikaci,

Predstava o riznych zpiisobech opravy poSkozené DNA vyplynula ze
studii E. coli. Proto 163 nasledyjici kapitoly se opiraji predeviim o vysledky,
kterych bylo dosateno v rdmei téchto studii

13.1
UPLNA OPRAVA

13.1.1
Fotoreaktivace DNA

Existuji tii zpiisoby fotoreaktivace: piima fotoreaktivace, sensitizovana
fotoreaktivace a fotoreaktivace nepfima.

PRIMA FOTOREAKTIVACE. Tato oprava DNA spo&iva ve §t¥peni
tyminovych dimert fotolyazou, tj. enzymem, ktery po aktivaci svétlem o vinové
délce 340 - 400 nm §tépt v DNA tyminové dimery. Je to jediny mechanizmus,
kterym se opravuje DNA viditelnym svétlem a ktery probih4 v Jjednom enzy-
movém stupni. Pro svou relativni jednoduchost se vyznaluje nejmensi pravdé-
podobnosti zplisobit chyby p#i opravé DNA. Pasobi specificky jen na tyminové
dimery a zavisi pfimo na vlnové délce svétla. Stépeni tyminovych dimerii foto-
lydzou se uskuteituje pres 3,10-metylentetrahydrofolat, ktery pijima energii
slunecniho svétla a pren4si elektrony na FAD, jeho? redukované forma FADH,
poskytuje elektrony pro §tépeni cyklobutanovych kruht. Tim se obnovi plvodni
stav DNA. Také eukaryota obsahuji fotolydzu jako sloZku opravného systému.
K fotoreaktivaci dochdzi také na RNA, ktera byla poskozena UV svétlem.

SENSITIZOVANA FOTOREAKTIVACE. Pii tomto zpfisobu fotoreakti-
vace dochdzi ke 3t&peni tyminovych dimerii nezévisle na fotolyaze. Uskuteéiiu-
Je se pfenosem elektronii z excitovaného indolového kruhu tryptofanu na dimer,
ktery se pak monomerizuje.




13.1 UPLNA OPRAVA 807

NEPRIMA FOTOREAKTIVACE. Bylo zji§téno, Ze mutanty E. coli, které
maji inaktivni fotolydzu, pfeZivaji, kdyZ po vystaveni UV-svétlu vyvolavajici-
mu tvorbu tyminovych dimeri jsou nasledné ozafeny pii vinové délce 334 nm.
Svétlo o této vinové délce nevede k monomerizaci tyminovych dimerf,, ale
nepiimo inaktivuje molekuly tRNA tim, Ze v nich vyvolavd tvorbu kfiZovych
vazeb. To vede k dotasnému zastaveni ristu a déleni t&chto mutantnich bungk,
coZ pak umoziiuje excizni opravy, jesté nez se zacne DNA replikovat.

13.1.2
Oprava alkylovaného
O° guaninu, O tyminu a alkylfosfotriesterd

ADAPTACE E. COLI NA POSKOZEN{ DNA VYVOLANE ALKYLACNI-
MI LATKAMI. Jak jiz bylo uvedeno, jednofunkéni alkylaéni latky, napf.
N-metyl-N"-nitro-N-nitrézoguanidin(MNNG), N-metyl-N-nitrézomocovina
(MNU) a v mensi mife metylmetansulfonat (MMS), reaguji s DNA za tvorby
O-alkylovanych a N-alkylovanych produkt. O%alkylguanin a O*-alkyltymin se
pii replikaci DNA vyznaduji chybnym parovanim. Piivodné se predpokiddalo,
¥e O°-alkylguanin tvoif stabilné chybné pary s tyminem, zatimco O*-alkyltymin
je tvoii s guaninem. AvSak dal3i studie ukazaly, Ze chybny pér 0%-alkyl-GT se
&te DNA-polymerdzami jako AT a chybny par O'-alkyl-TG se jimi ¢te jako CG.
V buiikach E. coli véak mohou byt oba chybné pary Gplné opraveny. JestliZe se
buitky E. coli vystavuji delsi dobu nizkym koncentracim alkyla¢nich latek,
stanou se postupné rezistentni k jejich mutagennimy a letdlnimu G&inku pfi
vysokych koncentracich. To se dgje induke{ opravnych procesti, oznaovanych
souhrnné jako adaptivni odpovéd’ na alkylaéni poskozeni. Tim se rozumi
oprava alkylaci po§kozené DNA indukovana alkylacnimi ldtkami.

Regulace adaptivni odpovédi nezdvisi na SOS-reparaci (str. 816). Jsou
zndmy dva rizné enzymy, které jsou indukovany b&hem adaptivni odpovédi.
Jednim z nich, ktery popiieme, je O°-metylguanin-DNA-metyltransferaza
katalyzujici plnou opravu chybnych parid obsahujicich O°-guanin, O*tymin a
téz fosfotriestery.

06-METYLGUANIN—DNA-METYL-TRANSFERAZA 1 E. COLI Tento
enzym se symbolizuje zkratkou O°-MGT I a oznaduje se téZ jako Ada-protein.
Odstraituje metylové skupiny z Od-guaninu a 04-tyminu tim, Ze je prendsi na
zbytek cysteinu viastiho proteinu (obr. 517). Kromé toho odstrafiuje také mety-
lové skupiny z metylfosfotriester( vznikajicich alkylaci DNA (obr.518). Je ko-
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: cysteinovy zhytek
O—CH v metyltransferaze

Os-metylguanin
(,‘.:OO"

H
N
/L + S—CH._— CH
2|
NH +
/ X NH

S-metylcystein
v metyltransferaze

i CH
guanin 4 coo-
NH I

N i
NH NH *
2 3

H,Cs N
3’
Obr. 517

Pfenos metylové skupiny z 06-metylguaninu v DNA
Os-metylguanin-DNA-metyItransferézou na cysteinovy zbytek
Vv proteinu

dovan genem ada. Jeho regulaci v rdmei adaptivni odpovédi na alkylaéni po-
Skozeni ukazuje obr. 519:

1. Po vystaveni bunék E. coli metyladnim latkam se jejich DNA alkyluje
na vice mistech (na O%guaninu, O*tyminu a fosfatovych zbytcich patete
DNA).

2. Ada-protein katalyzuje pienos metylovych skupin z fosfotriesteri na
cystein (Cys-69) a z O%-alkylguaninu nebo O*-alkyl-tyminu na cystein Cys-321.

3. Alkylace Cys-69 vede ke konforma&n{ zmén proteinu a pfeméiiuje jej
na silny aktivator transkripce, ktery se véZe na promotory genti regulonu Ada.
Vysledkem tohoto dé&je je zvySen4 transkripce a translace.

4. Zvy$ena koncentrace Ada-proteinu a produkt’ jinych genli ma za na-
sledek zesileni opravy DNA pogkozené alkylacemi.
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Obr. 518
Metylfosfotriester

geny ada-regulonu

m neindukovany stav

eumsms  proteiny
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Met Met | Met Me Prenos metylovych skupin na Ada-protein.
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Obr. 519

gulace adaptivni odpovédi na alkylaéni latky

Schémare
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13.2
EXCIZNI OPRAVY

13.2.1
Bazova excizni oprava

\'P “OH
1 deoxyribézafosfatovy zbytek

Obr. 520a
Schéma bazové excizni opravy
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4. DNA-polymeraza + DNA-ligza

3

m AL ATACY .

b - Qud AGCCT TATG

: Ll
Obr. 520h

Schéma bazové excizni opravy

DNA-GLYKOSYLAZY. Excize n&kterych forem poskozeni bazi v DNA
je zahajena enzymy oznafovanymi jako DNA-glykosylazy, které katalyzuji hy-
drolyzu N-glykosidovych vazeb spojujicich chemicky pozménéné baze nebo
nevhodné bdze s pdteri DNA. Excizni oprava, kterd je zahdjena DNA-glykosy-
ldzami, se nazyvd bidzovou excizni opravou, jelikoz chemicky modifikovand bd-
ze se vy§tépuje jako volnd baze. DNA-glykosylazy rozeznévaji jen uréitou for-
mu poskozeni baze nebo nevhodnou bézi (napk. uracil inkorporovany do DNA
b&hem jeji replikace). Vétsina b&ind znamych DNA-glykosyléz byla izolovéna
z E. coli a vyskytuje se i v eukaryotech. Jsou to malé monomerni proteiny piso-
bici bez kofaktori. Podate¢nim vysledkem plisobent DNA-glykosylaz béhem
excizni opravy je jiny typ poskozeni DNA, a to je AP-misto neboli apurinové/-
/apyrimidinové misto (viz niZe), které vznikd v pdteri DNA tim, Ze z ni byla
odstranéna purinové nebo pyrimidinovd bize. Je specificky rozezndvano a
Stépeno AP-endonukledzami navozujicimi excizni reparaci. AP-endonukleazy
jsou enzymy, které zpiisobuji v dsDNA zlomy hydrolyzou fosfodiesterové vazby
na 5'a 3’ strané AP-mista.
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PRUBEH BAZOVE EXCIZNI OPRAVY. Zakladni kroky této opravy jsou
(obr. 520a, b): '

1. Poskozena bize nebo nevhodna baze Jje rozeznana specifickou DNA-
glykosyldzou, ktera katalyzuje excizi baze hydrolyzou N-glykosidové vazby.
Touto reakei v DNA vznikd AP-misto (520a).

2. Napadeni AP-mista 5°-AP-endonukle4zou zpiisobuje v DNA-fetézci
zlom s 5'-deoxyribézafosfitovym koncovym zbytkem (obr. 520a).

3. 5’-deoxyribozafosfatovy koncovy zbytek je vyStépen DNA-deoxyri-
bofosfodiesterazou (dRpaza) (obr. 520a).

4. Vysledna jednonukleotidova mezera se zaplni opravnou syntézou, kte-
rd je dokondena DNA-ligazou. Zaplnéni opravnou syntézou je realizovano vlo-
Zenim komplementarniho nukleotidu k matricovému, coZ je katalyzovano DNA-
polymeréazou (obr. 520b).

13.2.2
Nukleotidova excizni oprava

NUKLEOTIDOVA EXCIZNI OPRAVA U E. COLIL Nukleotidovd excizni
oprava je proces, kterym se UV-svétlem poskozené bdze ve Jormé pyrimidi-
novych dimerii a jinych fotoproduktir enzymaticky vystépuji z DNA jako souddst
oligonukleotidii. Slozkami opravnych pochodil jsou u E. coli proteiny UvrA,
UvrB, UvrC a UvrD. V zdsadé ma nukleotidova excizni oprava tento pribéh
(obr. 521):

L. Pyrimidinovy dimer je rozeznavan specifickou endonukledzou, ktera
vyStépuje dimer jako sougast oligonukleotidového fragmentu,

2. Oligonukleotidovy fragment se uvolni a vznikld mezera se opravnou
syntézou zaplni,

3. Opravny proces kon&{ plisobenim DNA-ligazy jako u bazové excizni
opravy.,

NUKLEOTIDOVA EXCIZNi OPRAVA U CLOVEKA. Je podobna E. co-
li. Celkovg probiha takto:

1. Poskozeni (pyrimidinové dimery) v DNA je rozeznavano XPA-protei-
nein.

2. XPA-protein v kooperaci s proteiny XP-B a XP-D, které maji funkci
DNA-helikazy, uskutediiuje excizi po§kozeného mista.

3. Opravnd syntéza je katalyzovédna DNA-polymerazou,
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tyminovy
dimer

- Stépeni dimeru z obou stran specifickou endonukledzou.

Zapinéni mezery
3. DNA-polymerazou a ligazou.

Obr. 521
Schéma nukleotidové excizni opravy
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4 13.2.3
Oprava chybného parovani

KOREKTURA CHYBNEHO PAROVANI USKUTECNOVANA DNA -
POLYMERAZOU HI. Odhaduje se, Ze pfi replikaci dochdzi k chybnému zafa-
zovani bazi pii pravdépodobnosti 10° na gen a generaci. Korektorska funkee
DNA-polymerazy I1I se uskutediiuje tak, Ze rozezna chybny par, odstrani z né&j
svou 3'-5'-exonukledzovou funkef nespravny nukleotid a nahradi jej spravnym.
Enzymové odstratiovani chybné zarazenych nukleotidit pri replikaci se oznacuje
Jjako korektura.

PoOSUN JEDNORETEZCOVEHO ZLOMU. Je to proces postupného na-
pojovdni nukleotidii na 3 "-konec, kiery ohranicuje v DNA Jednoretézcovy
zlom z jedné strany, a proces odbourdvdni nulleotidii z 5 "-konce, kiery tento
zlom ohranicuje z druhé strany, takie se zlom posouvd ve sméru napojovdni
nukleotidii. Proces je katalyzovan DNA-polymerazou L.

REPARACE CHYBNEHO

Rozpoznéani sekvence GATC MutH-proteinem. . Pl .
PARU BAZI RIZENA METY-

Muts/ LACI. I piesto, Ze plsobi korek-

5 gl i , ; torské mechanizmy, které jsme
novy fetézec bl pravé popsali, dochazi pfi poly-
1.a22 meraci tak velkého potu nukle-
. ) ) ) otidd k chybam. Jestlize chybny
" X 4 5 par unikl korektuie, ktera je ka-
fetézec talyzoviana DNA-polymerdzami,

\
N\ Mot/

pak zapficini ve dvouSroubovici
mistni deformaci. V takovém
chybném paru je na matricovém
fetézci baze spravnia a v jemu
komplementarnim novém (dcef'i-
ném) fetézei je baze chiybnd. O-
pravny systém musi nyni usku-
teénit rozlieni mezi obéma fe-
tézci. Musi proto v novém fe-
tézci odstranit chybnou bazi a
opravit ho. To probihd v téchto
krocich u E. coli (obr.522a,b):

Obr. 522a 1. V nové syntetizovaném
Oprava chybného péarovani DNA-fetézei E. coli se nachazi
fizena metylaci sekvence GATC a v matricovém
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jeji komplementarni proté&jSek
CTAG, v némZ adenin se mety-
luje cytoplazmatickym enzymem
Dam-metylazou (obr. 522a).

2. V dvousroubovici po-
tom MutS-protein nespravny par
rozeznéa (obr. 522a).

Odstranéni tiseku s chybnou bazi.

3. MutH-protein spojeny
pies MutL-protein s MutS-prote-
inem pak rozeznava nemetylova-
nou sekvenci GATC a §tépi feté-
zec, ve kterém se tato sekvence
nachazi. Ta maZe byt vzdalena i
nékolik tisic nukleotidd od chyb-

ného paru (obr. 522a).

4. Exonukleaza v koopera-
ci s helikdzou a SSB-proteiny od-
strafiuje postupn& az k chybne-

mu paru isek DNA v nemetylo- Obr. 522b

vaném fetézci, kde se nesprav- Oprava chybného parovani
né zafazeny nukleotid vyStépi fizena metylaci

(obr. 522b).

5. Mezera vznikld vyStdpenim Gseku nemetylovaného fetézce az po
misto, kde byl vystépen chybny nukleotid, je zaplnéna nukleotidy DNA-poly-
merazou III (obr. 522b).

6. Opravena molekula dsDNA je pak zmetylovéna i v deefiném fetézei
(obr. 522b).

Uvedené proteiny byly dokézany i u glovéka. Mutace gen, které koduji
tyto proteiny, zvysuji riziko rakoviny.
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13.3
TOLERANTNI OPRAVY

13.3.1
SOS-odpovéd’

Jako SOS-odpovéd’ se oznacuje koordinovand syntéza enzymii a &innost
odpovidajicich opravaych mechaniznii indukovand posSkozenim DNA. Tato
oprava je dobfe prostudovana u E. coli. Lze Ji charakterizovat takto:

V neindukované buiice E. coli plisobf produkt genu lex4” Jjako represor
asi 20 genii (véetnd gendi recd” a lexA™) tim, %e se vaZe na sekvence operatoru
techto gendl. Operdtorové sekvence vizané Lexd-proteinem se nazyvaji SOS-
boxy. Mnohé z t&chto 20 gend, tzv. SOS-geny, vietné recd” a lexd”, se vyjad-
diuji do vyznamnych koncentraci svych produktdi i v reprimovaném stavu. Zyl4-
Sté recd” kéduje protein RecA v neindukovanych buiikdch zhruba do koncent-
race 7 200 molekul na buiiku, coZ je koncentrace postadujici pro jeho funkci pfi
obecné rekombinaci.

V pfipad§, Ze genom E. coli Je poskozen nebo je inhibovana replikace
DNA, vytvaii se intracelularni signdl k indukci SOS-odpovédi. Tento signal
sestdve z visekil jednoretézcové DNA, které se tvori, kdyz se burika snast repli-
kovat poskozenou matrici nebo kdyz je normdlni proces replikace prerusen.
Vazbou na tyto viseky jednoretézcové DNA za pritomnosti nukleosidtrifosfitu se
RecA-protein preméiyje na aktivai formu asto oznacovanou jako RecA. Mole-
kuly LexA-proteinu pak difunduji k aktivovanému RecA-proteinu a reaguji
s nim zplisobem, ktery vede k tomu, Ze se LexA $t&pi piiblizng uprostied své
molekuly v mistech, kde se nachézi Ala-Gly. Aktivovany RecA-protein reaguje
téZ s jinymi proteiny, které Jsou piibuzné s LexA, napf. A-represor.

Stépenim zpiisobenym RecA-proteinem se LexA inaktivuje jako represor.
S postupujicim $t&penim LexA-proteinu se jeho mnozstvi v bufice snizuje, takze
dochazi k expresi riznych SOS-gend vietns recA+—ge11u. 'Useky jednofetézcové
DNA pak postupng mizi viivem riznych opravnych procesii a RecA-protein
prechazi opét do neaktivniho stavu.

MECHANIZMUS REGULACE LexA-RecA-REGULONU. Tento mecha-
nizmus je vysvétlen modelem schematicky znazorn&nym na obr, 523 3 zahrnuje
tyto pochody:

LV neindukovaném stavu se LexA-represor syntetizuje v malém mnoz-
Stvi, véZe se na lexA-operator a na operatory genu recd a jinych genii regulo-
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dsDNA NEINDUKOVANY STAV

LexA-represor RecA-protein protein

operator

INDUKOVANY STAV
e Stpan Ktivace
LexA-represor je §tépen ; :
“——aktﬁ/ovanf/m P RecA-proteinu. dT'E_I?"

RecA-proteinem. «——— QLTI =

o.o:o/’A/A/; A A

Obr. 523
Schéma SOS-opravy v buiikach E. coli
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4 Tvorba Hollidayova spoje.

Replikace.

l

Posun Hollidayova spoje.

Obr. 524
Oprava mezery v dcefiném fetézci dsDNA zakonéena
zruSenim Hollidayova spoje bez jeho $tépeni

vanych LexA-represorem. Tyto geny se exprimuji v malych mnoZstvich protei-
nt. Proto se RecA-protein nachazi té% v neindukovanych buiikéch.

2. Vlivem poskozeni DNA (napf. vznikem pyrimidinovych dimerf blizko
replikagni vidlice) se aktivuje RecA-protein. Tato aktivace se uskutediiuje vaz-
bou RecA-proteinu na jednofetézcové iseky v mezerach vytvorenych diskonti-
nuéln{ syntézou DNA za dimery.

3. Interakce LexA s aktivovanym RecA-proteinem vede k proteolytické-
mu Stépeni LexA.

. ’ + o ‘
4.V indukovaném stavu vede dereprese recA - genu k produkei velkého
mnozstvi RecA-proteinu. TéZ jiné geny, které jsou regulovany LexA-proteinem,
Jjsou dereprimovany.

3. KdyZ indukénf signal zmizi (pravdépodobng opravou jednofetézcovych




13.3 TOLERANTN{ OPRAVY 819

mezer), mnozstvi aktivniho RecA-proteinu klesne, LexA-represor se hromadi a
geny regulované LexA-represorem jsou opét reprimovény.

o Indukovatglné geny na obr. 523 jsou napf. geny wvrd, uvrB, wvrC, wrl),
jejichz produkty jsou tyto proteiny:

¢ UvrA-protein, ktery se vaze na DNA ozéfenou UV-svétlem; tvofi komp-
lex s UvrB-proteinem.

¢ UvrB-protein, ktery se vaze na UvrA-protein. V komplexu s timto pro-
teinem ma helikdzovou funkei.

%
za.

UvrC-protein piisobici v komplexu s UvrB-proteinem jako endonukled-

L4 UvrD-protein piisobici jako 3'-5"-helikdza II.

13.3.2
Oprava mezer v deef'iném ietézei

Tato oprava se &asto oznaluje jako postreplikatni, coz neni adekvitni
termin, nebot’ jde o toleranci pivodniho poskozeni v matricovém Fetézei DNA
nikoli véak o jeho opravu. Opraviji se toliko mezery v deefiném Fetézcl, které
vznikaji jako disledek toho poskozeni. Je to ziejmé z obr. 324, ktery ukazuje
na to, ze pii replikaci matricového Fetézce poskozeného napt. tyminovym dime-
rem T-T, se tvofi proti dimeru v deefiném Fetézcei mezera, v niz se VYOI

3 5

qr 5

| e
Zrugeni Hollidayova spoje bez §tépeni.

|

s D GRS ¥
3 ; g itat B
Obr. 525

fi fetézcl kon&ena
rava mezery v dcefiném fetézcl ds_DNA zakon&:
op zruéenimryHollidayova spoje bez jeho Stépeni
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Hollidaytiv spoj. Viechny dalsi kroky jsou stejné jako na obr. 497 a 499, véetng
homologického parovani. Hollidaytiv spoj je v koneéné fazi zruden, jak je vyja-
dfeno na obr. 524 $t&penim v mistech a nebo b, Oba zplisoby §t€peni vedou

k tvorbé molekuly dsDNA bez tyminového dimeru a k molekule dsDNA zahr-
nujici pivodni fetézec s tyminovym dimerem.

Holliday(v spoj miZe byt také zruden, aniZ by se $t&pil. Znazoriiuje to
model na obr. 525.
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MOLEKULARNi PODSTATA
KANCEROGENEZE

Drive nez ptistoupime k viastnimu vykladu ldtky, o kieré md tato kapitola
pojedndvat, sezndmime Vds s nékterymi terminy a pojmy, které budenme v réto
souvislosti pousivat. Kancerogeneze je proces vzniku nddoru. Obecné se Jako
nddor ¢i tumor nebo 163 neoplazma (novotvar) oznacuje nova a abnormalni
tkéii v mnohobunécném organizmu, kterd se déli neregulovanym zptisobem. Od
normdini somatické buitky se nddovovd bufika 1i§i hlavné v tom, Ze je v ni
narusen regulacnf mechanizmus jejiho déleni a diferenciace. V ndadorech, vzhik-
Iych z kmenovych nebo jinych bunék, které se jesté nespecializovaly, je normdl-
ni diferenciace zcela redukovdna nebo neprobthd. Co do schopnosti infiltrovat
se do jiné tkané a proliferovat v ni za vorby nového nddoru, tedv co do
schopnosti metastaze, se rozliSuji: nidor zhoubny (maligni), ktery se v éle §ird
metasiazi a infiliruje se do jiné tkané a nddor nezhoubny (benigni), ktery s¢
ne§iri v téle metastazi.

Zhoubny nador vznikly z epitelidInich bunék se oznacuje Jako karcinont
na rozdil od zhoubného nddoru vzniklého = podpirnych nebo pojivovych tkdnt,
ktery se oznacuje jako sarkon. Preména somatické burtky v nddorovou se oznd-
cuje jako neoplastickd transformace.

Rakovina je nesporné nejroziitenéjsi choroba a navzdory zvysujicinu se
usill ji porozumét a zviddnout, Jje jeji vyskyt stdle vétsi. Hlavni pricinou toho je
18snd korelace podtu pripadit rakoviny se svysujicim se vékem lidské popula-
ce. Viivem pokrokit ve zdravotmictvi a zlepsujicich se socidlnich podminek pocet
star§ich lidi roste. Drive se predpokladalo, Ze s pribyvajicim vékent se zwysuje
vnimavost (ndachylnost) k rakovind. Nové poznatky viak sméFuji k jinému
vysvétleni. Ukazuje se totis, %e doba pofadovand k nahromadéni kritického
podtu genetickych zmén potiebnych k propuknuti rakovinmého procesu dosahu-
je s prodiuzujicim se vékem svého optima.

Rakovina miife zasahnout kterykoli organ nebo tkan. Nejcasiéji byvaji
zasazeny plice, kitZe, stieva aj. Pres 90 % piipadi rakoviny se tyka epitelial-
nich tkani, To nikterak neprekvapuje, nebot znacny pocet kancerogennich
udinki pochdzi z radiace a epitelidlni buiiky jsou v prw'n’ linii obrany viici ne-
piznivym fakiorim prosifedi, knimZ pravé radiace pati.

14.1
7 AKLADNI INFORMACE O KANCEROGENEZI




822 14 MOLEKULARNI PODSTATA KANCERQGENEZI:

14.1.1
Vyvoj maligniho nadoru

RAKOVINA JAKO GENETICKA CHOROBA. Rakovina je v podstaté
genetickou chorobou. Je ve vétsiné piipadii zpiisobena somatickymi mutacemi,
které vznikajf bud’ spontanng, nebo jsou indukovany fyzikalnimi nebo chemic-
kymi kancerogeny. Jako kancerogen se oznaduje ldtka nebo fyzikdlni faktor
vyvoldvajici rakovinu. Aby kancerogen uskuteénil zmény v piisluiném genu,
které by se projevily tvorbou ireverzibilniho maligniho nadoru, musi mit muta-
genni udinky a plati pro ngj proto poznatky o mechanizmech u¢inku mutagent
uvedené v kapitole 10. Oznaduje se jako gemotoxicky kancerogen, nebot’ vy-
voldvd tvorbu maligniho nddoru v somatickych buitkdch vétsinou genovymi
mutacemi.

Jen asi 5 % rznych typl nadort vznikd mutacemi v zdrodeénych buii-
kach. Dispozice k témto nadordm se pak dédf pies pohlavni butiky.

Od genotoxickych kancerogeni je tieba odliSovat negenotoxické kance-
rogeny. TE€mi se rozumi kancerogeny, kieré neindukuji genové mutace a tudiz
DNA nepoSkozuji, ale na druhé strané podporuji rozmnozovéni (expanzi, 4.
roz§ifeni) potencidlnich nddorovych bunék vzniklych vlivem genotoxického
kancerogenu. Pusobi tedy jako tzv. promotory, zatimco genotoxické kanceroge-
ny plsobi jako iniciatory (viz dal$f odst.).

VYV0J MALIGNIHO NADORU. Kazdy Jjednotlivy maligni nador neni
vysledkem jen jedné somatické mutace, ale nékolika po sobé jdoucich mutaci,
co je vyjddieno tzv. vicezdsahovou teorii kancerogeneze (viz dale). Obecnym
znakem kancerogeneze totiz je, Ze mezi aplikaci kancerogenniho podnétu (sti-
mulu) a vynofenim se klinicky rozpoznatelného nadoru uplyne dosti dlouhé
dasové obdobi. To se oznaduje jako latentni faze ve vyvoji nadoru, kterd trva
nékolik mésicti az mnoho roki. Tato fize je podmingna tim, e kancerogenni
Jakior (podnét) nevyvold tvorbu nddoru v jednom stupni, ale geneticky pozméni
normalni buiiku v tom smyslu, Ze tato buiika se vyznaduje zvysenou rychlosti
déleni, kterou vyuzivd proti sousednim normalnim buiikam a prochazi tak fazi,
kterd se oznaluje jako Klonalni expanze. Busiky pomnosend béhem této faze
Jsou citlivéjsi k dal§im zméndm. Jedna z téchto bunék pozdéji prodéla dalsi
mutaci umoZiiujici pferiist sousedni buiiky a snad i vytvofit maly nezhoubny
nador. Dal8i faze klonalni expanze a mutace vedou piipadng ke vzniku burky
s dostateCnym podtem mutaci ("zésaht"), které udéli buitkam z ni vznikajicim
maligni fenotyp; tyto busiky pak napadaji okolni tkdit a metastazuji do jinych
orgdna.

Predpoklada se, ze v ramci latentnf faze piisobi v uvedeném pofadi tyto
dva typy faktor(:

1. Inicidtory, které pisobi genotoxicky a ireverzibilng poskozuji DNA.
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Mohou to byt genotoxické kancerogeny nebo viry. Fdze vyvoje nddory, ve které
inicidtory piisobi, se oznaduje jako iniciace.

2. Promotory, které podporuji expanzi bunék zménénych inicidtory. Jsou
to negenotoxické kancerogeny (napf. 12-o-tetradekanoylforbol-13-acetat, zkr.
TPA) atada hormoni. Fdze vyvoje nddoru, ve které promotory piisobi, se ozna-
¢uje jako promoce.

Kancerogeneze jako vicestupiiovy proces je znazornéna schematicky na
obr. 526.

HISTOGENETICKA KLASIFIKACE NADORU. NejuZiteén&jsi zplsob
klasifikace nador® je zaloZen na jejich tkdiiovém plvodua bunééném typu.
V tomto smyslu nazvoslovi nékterych benignich nadord je uvedeno v tab.38 a
malignich v tab.39.

BENIGNI NADORY. Benigni nadory jsou charakteristické odliSitelnym
okrajem a lokalnim riistem potladujicim rozsifovani okolni tkané. Jsou snadno
chirurgicky odstranitelné. Negifi se do jingch tkani a symptomy, které mohou
zpisobit, jsou lokalniho charakteru (tlak na nerv, uzavfeni cévy aj.). Typicke
benigni nadory rostou pomalu, coZ se projevuje nizkym pottem mitdz jejich bu-
nek.

jednoduchy epitel
goeeee Jolxed S Klo2 0
Irevezibilni zména v genomu

buriky vyvolana iniciatorem  sekundarni nador
neprojevujici se jesté METASTAZE
vznikem nadotu.

& @ ® O pi‘imérni maligni nador

{(karcinom)

o)
050

benigni nador
nebo mirna dysplazie (_Ol%
PROMOCE ©X0)

Vystaveni bunék negeno- *
toxickym kancerogenum VYVOJ MALIGNIHO

podporujicim expanzi FENOTYPU

zménénych bunék.

Obr. 526 ] )
Schéma znézoriiujici na jednoduche'm epitelu
vicestupfiovy vyvoj maligniho nadoru
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Histogeneticka klasifikace benignich nadorii

aenom
Povrchovy epitel papilom
Fibroblasty fibrom
Chrupavka chondrom
Kosterni sval rhabdomyom
Hladky sval leiomyom
Krevni cévy hemangiom
Tukova tkan lipom
Kostni tkan osteom
Jaterni tkan hepatom

METASTAZE. Jak jiz bylo uvedeno, maligni nddory se vyznaduji schop-
nosti metastazovat. Metastaze je hlavni pFi8inou smrti pacienta postizeného
tvorbou malignich nddort. Potencidini maligni nddor v pivodni thdni se ozna-
Cuje jako nddor primarni. Jeho implantdt v nové thani se oznaduje jako se-
kundarni nador.

14.1.2
Nékteré rizikové faktory kancerogeneze

KoURENI. Statistiky koufeni jako p¥iginy pred&asné smrti jsou otfesné.
V USA 40 % Gmrti na rakovinu je zpisobeno koutenim. Podobné Gdaje jsou i
v jinych zemich. Tato &isla se tykaji velkého poétu lidi, ktefi zemieli zbyteéné a
vyhlidka do budoucna u lidi, ktefi si ptivodili rakovinu plic, je chmurna. A jes-
t€ hordi je fakt, Ze nekufaci jsou vlastné pasivnimi kufaky, nebot’ jsou nuceni
inhalovat ze vzduchu produkty tabku.

Pozornost je, co se tyée koufeni, vétdinou zam&¥ena na rakovinu plic.
Zvy3ena je vSak i rakovina dst, faryngu, ezofagu, modového méchyre a ledvin.
Inhalované kancerogeny toti% vstupuji do krevniho proudu pies plice a jsou
vyluGovény ledvinami a moovym méchytem. Oba organy jsou kancerogeny
cigaretového koufe postizeny. Asi 40 potenciélnich kancerogenti bylo izolova-
no z tabéku véetng benzopyrenu a nitrozaminti. Nejvétsi riziko onemocnéni ra-
kovinou plic se tyka kutakd, ktefi vykoufi vice nez 30 cigaret denn&. Mezi touto
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Tab. 39
Histogeneticka klasifikace malignich nadori

Epitel

825

Vanikly maligni nidor

karcinom
Pojivova tkan sarkom
Kostni dreit leukemie
Zlazovy epitel adenokarcinom
Skvamoézni epitel skvamézni karcinom
Fibroblasty fibrosarkom
Chrupavka chondrosarkom
Kosterni sval rhabdomyosarkom
Hladky sval leiomyosarkom
Endotel angiosarkom
Tukova tkan liposarkom
Kostni tkan osteosarkom

Jaterni thkai

hepatocelularni karcinom

Kize - melanocyty

maligni melanom

Myeloidni kmenové buriky

myeloidni leukemie

Plazmatické buiiky (plazmocyty)

mnohod&etny myelom

Lymfaticka tkan

lymfom (Hodgkinova choroba)

Sympatické neurony (neuroblasty)

neuroblastom

Endotel Kaposiho sarkom
Ledvina nefroblastom (Wilmstiv nador)
Retina retinoblastom
Muiské zarodedné buiiky seminom
Zenské zarodeéné buiiky dysgerminom

spotiebou cigaret a zmé&nami na plicich zplisobenych rakovinou je rozpéti 20
let. Toto rozpéti je deldi u lidi, ktetf b&hem stejného obdobi nikdy nekoufili.

OSTATNE FAKTORY. S fadou genotoxickych kancerogent jsme se ji'i’
setkali v kapitole 10, kde zejména byl vyloZen mechanizmus, kterym poskozuji
DNA. Nékteré dal§i jsou uvedeny v tab. 40.
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Tab. 40
Nékteré kancerogeny s vysokym rizikem

_ Kancerogen. Postizeny orgs
Aromatické aminy modcovy méchyf
Sloudeniny arzenu kaze, plice, jatra, mocovy méchyt

Azbest plice, pohrudnice
Ionizujici zareni : plice, kosti
Polyceyklické uhlovodiky kiZe, plice
UV-zai'eni kize
Alkylaéni ¢inidla modovy méchyf, kostni dieri
Estrogeny endometrium, prsni Zlaza
Aflatoxin : jatra
2-naftylamin modovy méchyf
Poznimka
Do kancerogenii jsou zahrnuty jak genotoxické, tak i negenotoxické
kancerogeny.




14.2 PROTOONKOGENY A ONKOGENY 827

14.2
PROTOONKOGENY A ONKOGENY

14.2.1
Protoonkogeny

POJEM PROTOONKOGENU A ONKOGENU. Velmi ¢asto vznikd nddor
mutacemi protoonkogend. Jako protoonkogen se oznacuje strukturni gen eu-
karyotické buriky, ktery kéduje protein podilejici se funkéné na regulaci déleni
bunék a jejich diferenciaci. P¥itomnost protoonkogenii v buiice je jednou
z hlavnich podminek jejiho norméiniho riistu, d8leni a regulované diferenciace.
Zmény, napf. mutace, které prob&hnou v protoonkogenu, se projevi ztratou
téchto funkei. D&leni a diferenciace bunék jsou pak neregulované a vedou
k tvorb& maligniho nadoru. Protoonkogeny takto zménéné byly nazvany onko-
geny. Onkogen je tedy varianta protoonkogenu vyvolavajici neoplastickou
transformaci buiiky. PFeména protoonkogenu v onkogen se oznaduje jako akti-
vace protoonkogenu. Lze také Fici, Ze kaZdy protoonkogen je potencidlni
onkogen.

Protoonkogen i onkogen jsou vlastng dvé alelické formy téhoZ strukturni-
ho genu. Z toho diivodu i expresi a funkei protoonkogenu pochopime, srovna-
me-li ji s expresi jeho "onkogenni" alely. V této souvislosti je nutno zdiraznit,
e dcinek onkogenu na fenotyp buitky je dominanini Onkogen plisobi domi-
nantn& na fenotyp i za piftomnosti své "protoonkogenni” alely.

Protoonkogeny se obvykle vyjadiuj zkratkou c-one, kde za onc se dosa-
zuje konkrétni oznafeni prisluiného protoonkogenu, napf. c-fos, c-myb atd.
V oznaleni onkogenu se vypousti pismeno ¢, tedy pak se pouZije jen onc, nebo
misto ¢ se pouZije v, jde-li o onkogen ptenageny retroviry, tedy v-onc, napf.
v-fos, v-myb atd.

Onkogeny se nedéd! (az na urdite vyjimky, napt. onkogen RET). Proto se
neuplatiiuji ve familidlnich dédi¢nych chorobich.

Poznamka: PouZivame terminu “familialni”, i kdyZ se v nas odborné literalufe misto
terminu "familialni" pouziva termin "familidrni*. Myslim, Ze tento termin nenf adekvatni skuteg-
nosti, kterou ma vyjadiit, tj. "rodinné dédiené choroby" (dédiené choroby vyskytujici se v roding).
Byl ziejmd nespravné pfevzat z anglického "familiar". V anglitting se viak rozliSuje vyznam slova
“familiar” znamenajici "davémy", "pratelsky” od "familial" znamenajici "rodinny". Proto v ang -
lické odborné literatufe jsou genetické choroby oznatoviny jako »familial diseases", napf. "fami-
lial cancer syndromes" aid.

Konverzi na onkogeny se méni aktivita proteint kédovanych protooonko-

geny. Proto se take obecné proteiny kédované onkogeny nazyvaji onkoprotei-
ny na rozdfl od protoonkoproteinﬁ, tj. proteini kédovanych protoonkogeny.
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Protoonkoproteiny majf v bufice své specifické umisténi. Stejné umisténi maji i
onkoproteiny. V tab. 41 je uvedena zdkladni charakteristika onkogent a jimi
kédovanych onkoproteinii dokézanych p¥i neoplastické transformaci uskutediio-
vané retroviry.

V této souvislosti viak poznamenavame, e retroviry pienaseji uz aktivo-
vané protoonkogeny tedy onkogeny (nikoli na &lovéka, ale u ptacich a zvitecich
druh). O tom podrobnéji pi¥eme v kapitole 14.5.

AKTIVACE PROTOONKOGENU. Obecné bychom mohli vyjadiit kon-
verzi protoonkogenti na onkogeny symbolicky takto:

¢c-onc

>one,

kde ¢-one = protoonkogen kédujici protoonkoprotein, one = onkogen kédujici
onkoprotein. V tomto smyslu jsou znAmy nasledujici zplsoby aktivace protoon-
kogent, tj. jejich konverze na onkogeny:

¢ Aktivace protoonkogenu mutaci. Zména smyslu kodonu navozend
nukieotidovou substituci v protoonkogenu vede k jeho aktivaci. Je to znamo
u protoonkogenu c-ras. Kazdy protoonkogen c-ras miZe dat vznik onkogenu
bodovou mutaci, kterd mé za nasledek aminokyselinovou zaménu v jeho
translanim produktu (tab. 42 ). Piftomnost takového onkogenu muiize pak vyvo-
lat vznik nadoru v organizmu. Takto zmé&nény protoonkogen byva &asto piena-
Sen pies genom retrovirll v ramei jejich Zivotniho cyklu.

¢  Aktivace protoonkogenu amplifikaci. Amplifikaci protoonkogenu se
vytvoif jeho kopie na chromozomu, coZ samoziejmé vede k zesileni jeho expre-
se. Tab. 43 uvad{ piiklady amplifikace n&kterych protoonkogent.

A Aktivace protoonkogenu translokaci. U ¢lov&ka zahrnuje translokace
obvykle chromozom 8 a 14, na kterém je IgH-lokus. Jestli¥e se lokus c-myc
translokuje do IgH-lokusu, aktivuje se, coZ je spojeno s pfeménou butiky na
nadorovy stav. Jiny piiklad aktivace protoonkogenu translokaci byl zjistén na
chromozomu typu Philadelphia. Chronickd myeloidni leukemie je sdruZena
s translokaci mezi chromozomem 22, kde se nachazi gen bcr a chromozomem
9, kde se nachdzi protoonkogen abl. Translokace probiha tak, Ze c-abl se pfe-
misti k ber za vzniku chromozomu Philadelphia, v némz c-abl a ber se
dostanou do tésné blizkosti a prepisuji se jako jednotka do stejného sfizované-
ho transkriptu preklddaného do jedné molekuly proteinu. Jeliko? sfizovanému
proteinu schézi pfepis kinizové reguladni domény, syntetizuje se tento protein,
vyznacujici se tyrozinproteinkindzovou aktivitou, konstitutivng (syntéza neni
regulovana).

¢ Inzeréni mutageneze a déje spojené s transdukei retroviri. Této prob-
lematice je vénovéana kapitola 14.5.1 a 14.5.2. V¥echny uvedené zptisoby akti-
vace protoonkogend maji pro fenotyp buiiky tento diisledek: aktivované proto-
onkogeny (onkogeny) se uvoliiuji z bunécéné regulace, kterou je omezovdna
exprese neaktivovanych protoonkogeni. Jejich exprese je tedy deregulovdna a



14.2 PROTOONKOGENY A ONKOGENY

829

Tab. 41
Charakteristika nékterych retrovirovych onkogenii a jejich produkti
Onkogen | Zdroj | Onkoprotein Alktivita
v-0nc | v-onc v-one onkopro- Nador Umisténi v buiice
teinu
sIe kufe ppoo™ PK(tyr) sarkom | plazmat. membrina
fps kute p13Qswts PK (tyr) sarkom | plazmat. membrana
yes kute PoQseye PK (tyr) sarkom | plazmat. membréna
abl my§ | P90-P160s" PK(tyr) leukemie | plazmat. membrana
PreB-bungk
erbA | kuie p75uneeba Receptor
tyroidniho ? cytoplazma
hormonu
erbB kure gp65e*t Receptor erytroblas- | plazmat. membrana
EGF tza a
sarkom
kit kocka pgoswhi PK(tyr) sarkom | plazmat. membrana
fos mys pp55™ TF osteosar- jadro
kom
mos my$ pgemmes PK(Ser,Tyr) sarkom cytoplazma
sis opice pogervsis PDGF sarkom sekrece
B-fetézec
myc kure P11Qsee vazba DNA sarkom,
karcinom a cytoplazma
myelo-
cytom
erk kufe pa7eEet Fosfolipaza C| sarkom cytoplazma
jun kute pg 5w TF sarkom jadro
myb kute p45™® TF myelo- jadro
blastéza
rel | krocan P64™ TF retikulo- jadro
endotelioza
raf my§ gPgQeEn PK{(Ser,Thr) sarkom cytoplazma
Ha-ras | krysa pp21™ GTP4aza sarkom a
vézajici GTP erytro- | plazmat. membréna
feukemie
Ki-ras | krysa pp21™ GTPaza sarkom a
vézajici GTP | erytroleu- | plazmat, membréana
kemie




830 14 MOLEKULARNI PODSTATA KANCEROGENEZE
ets kufe | P135seesmb TF myeloblas- jadro
t6za
Vysvétlivky
PK = proteinkindza, TF = transkrip&n! faktor

Tab. 42
Onkogeny vzniklé bodovymi mutacemi protoonkogent c-ras &lovéka
Protoonkogen : Poiadové ¢islo kodonu
a jeho Nador v proteinu
onkogeny 12 61
¢-Ha-ras-1 Zadny nador Gly Gin
karcinom modového méchyfe Val
Onkogeny plicni karcinom Leu
Ha-ras-1 -
karcinom prsu Asp
c-Ki-ras-2 Zadny nador Gly Gln
plicni karcinom Arg
plicni karcinom Lys
Onkogeny plicni karcinom His
Ki-ras-2 stfevni karcinom Val
karcinom mo&ového méchyie Arg
neuroblastom Cys
¢-N-ras Zadny nador Gly Gln
neuroblastom Lys
teratokarcinom Asp
Onkogeny fibrosarkom Lys
N-ras melanom Lys
plieni karcinom Arg
leukemie Asp
rhabdomyosarkom His

Je konstitutivni. Vyznacuji se zvySenou aktivitou, kterd neni zdvisld na fyziolo-
gickych signdlech, jak je tomu za normdlnich podminek. Pro neaktivované
protoonkogeny plati presné opak.
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Tab. 43
Nékteré p¥iklady aktivace protoonkogenii jejich amplifikaci
Protoonkogen Priblizné Lidsky nador
c-onc nasobky c-onc
c-myc 20 promyelocytickd leukemie
40 karcinom tlustého stieva
N-mye 5-1000 neuroblastom
c-myb 10 karcinom tlustého stfeva
5-10 akutni myeloidni leukemie
c-erbB 30 karcinom vulvy
N-ras 5-10 karcinom prsu
c-Ki-ras-2 plicni karcinom
4-20 kolorektaln{ karcinom
karcinom mocového méchyre

, I§LASIFIKACE PROTOONKOGENU. Protoonkogeny lze rozdélit do
nasledujicich skupin podle funkee protoonkoproteint, které koduji. Jsou to pak:

protoonkogeny kodujici riistové faktory;
protoonkogeny kodujici receptory ristovych faktort;
protoonkogeny kédujici G-proteiny;

protoonkogeny kédujici nereceptorové proteinkindzy,
protoonkogeny kodujici transkrip&ni faktory.

¢ & & O &

14.2.2
Onkogeny

Onkogeny lze rozdglit podle jejich piivodu, tj. podle toho, ze kterych
protoonkogenti byly odvozeny procesem aktivace. Musime si viak byt védomi
toho, ze onkogen kéduje onkoproteinovou formu neboli onkoprotein produktu
kodovaného protoonkogenem. V tomto smyslu pak rozeznévame:

4 Onlkogeny kodujici ve formé onkoproteint ristové faktory. Jsou od-
vozeny z protoonkogent kodujicich ristové faktory.

¢ Onkogeny kédujici ve formé onkoproteini receptory riistovych fak-
tord. Jsou odvozeny z protoonkogent kédujicich receptory ristovych faktord.

® Onkogeny kédujici ve formé onkoproteinii Ras-proteiny. Jsou odvo-
zeny z protoonkogent koduj icich Ras-proteiny.

® Onkogeny kédujici ve formé& onkoproteindl nereceptorové tyrozin-
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proteinkindzy. Jsou odvozeny z protoonkogenti kédujicich nereceptorové ty-
rozinproteinkinazy.
¢ Onkogeny kédujici ve formé onkoproteinéi transkripéni faktory. Ty-
to jsou odvozeny z protoonkogent kédujicich transkripéni faktory.

Z kazdé skupiny byly jako ptiklady vybrany jen "reprezentativni" onko-
geny, které v dal3fm textu bliZe popisujeme.

14.2.2.1
Onkogeny kédujici ve formé onkoproteint riistové faktory

ONKOGEN v-sis.  Onkogen v-sis koduje protein p28, ktery je velmi
pribuzny s B-podjednotkou riistového faktoru PDGF. P¥irozeny PDGF (rlistovy
faktor pochazejici z trombocyt, str. 456) je diileZity mitogen bungk mezenchy-
malniho plivodu. Je sloZen ze dvou piibuznych polypeptidovych Fetézcl A a B,
které se mohou spojovat do homodimeri AA, BB nebo heterodimeru AB.
(Poznamka: misto A a B je moZné pouzit feckych pismen o a B). Jim odpovi-
daji i pisludné receptory schopné je vazat. PDGF stimuluje endotelidlni a epi-
telidlni butiky k proliferaci kolem poran&nych mist na kiZi. Jeho produkce se
zastavi, jakmile se tato mista zacelf. Kdyby se v§ak tvofil permanentné a konsti-
tutivng, byly by buiiky poranéného mista neustéle stimulovany k déleni. K to-
muto efektu vede onkogenni varianta v-sis odvozend z protoonkogenu c-sis.
Onkogen v-sis miiZe byt do buiiky vnesen genomem retrovird. Produkt onkoge-
nu v-sis tvori homodimer analogicky strukturdlné a funkéné BB-formé PDGF.
Av3ak na rozdil od proteinu kédovaného protoonkogenem c-sis, je jeho syntéza
konstitutivni. Kromg toho je siln mitogenni vzhledem k buiikam, které maji
PDGF-receptor. Tvoii se ve vysoké koncentraci a stimuluje riist stejné butiky,
ktera jej pravé vyprodukovala, co? je jev, ktery se oznaduje jako autokrinni
stimulace. PIi autokrinni stimulaci ristu bungk rasiovy Jaktor uvolnény pri-
sluSnou burikou se vdie na receptory této buiiky a po této vazbé Ji stimuluje
k proliferaci (viz téZ str. 445). Onkogen v-sis nejenze transformuje buiiky v bu-
néné kultute, ale také indukuje zplisobem autokrinni stimulace PDGF-recepto-
ri nadory v pokusnych zvifatech.

Nadprodukce PDGF viak neni obecna pro lidské nadory. Nicméné to, e
existuje, je povzbuzujici v tom sméru, Ze poukazuje na zékladn{ vlastnost nado-
ri - jejich schopnost neustalé proliferace vymykajici se regulaci.

14.2.2.2
Onkogeny kédujici ve form& onkoproteini
receptory ristovych faktori

ONKOGEN v-erbB-1. Existuje znany polet protoonkogent, které koduji
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receptory ristovych faktord nebo hormonti. Jsou to napf. c-erbB-1, c-erbB-2,
c-erbB-3, c-fms a c-erbA. Tyto protoonkogeny, at’ uz mutuji na onkogeny u ry-
chle transformujicich retrovirdi inzeréni mutagenezi nebo vlivem chemickych
kancerogentl, se mén{ v onkogeny, jejichz fenotypovy projev ma tento spole¢ny
rys:

Koduji chybné receplory, kieré se chovaji, jakoby se na né vdzal stinu-
lyjici ligand, takge stimuluji buftku k déleni za viech okolnosti, i kdyz to neni
pro ni vhodné. '

Napf. retrovirovy onkogen y-erbB-1 viru ptadi erytroblastozy (ALV-
virus) kéduje onkoprotein odpovidajici tyrozinproteinkinizovému receptoru
epidermalniho riistového faktoru EGF zkracenému o extracelularni doménu
(poznamka: zékladni informace o téchto receptorech naleznete na str. 462, obr.
299a).PiestoZe onkoproteinovému receptoru chybi vét§ina vazebné domeény pro
ligand, mizZe generovat intraceluldrni signdly za nepiitomnosti ligandu. Proto-
onkogen kédujici normdini receptor epidermdliniho risiového faktoru, z néhoz
byl odvozen onkogen v-erbB viru ALV, se oznabuje jako c-erbB-1.

Na obr. 527, ktery navazuje na str. 462 a obr, 299a, jsou vysvétleny moZ-
né mechanizmy onkogenni aktivace protoonkogenu kodujiciho EGF-receptor:
¢ Mutaci tohoto protoonkogenu vznika onkoprotein, ktery pfenasi prolife-
raénf signaly bez ohledu na piitomnost EGF.
® Amplifikace protoonkogenu (zvy3eni potu jeho kopif) nebo deregulace
exprese protoonkogenu vede ke vzniku velkého mnoZstvi receptorového protei -
nu stimulujiciho rist bun&k. Tento mechanizmus je obvykly u lidskych nadord.

Jak jiz bylo uvedeno na str. 463, je aktivni tyrozinproteinkinézovy recep-

PROTOONKOGEN
A B

K N
Delece useku A. ON OQE |

Transdukce retrovirem

do hostitelské bunky.
protoonkoprotein onkoprotein
extracelular- — i
ni'do.r,ne'éna NORMALN{ STA.Y . Slabé zmutovana. E
vazajici Piitomnosti/nepiitomnosti
EGF A| EGF se pfepina signél pro to, \
zda buiika se bude délit nebo C
transmem- || nikoliv. Toje normélni stav. ,
branova B NENORMALNI STAV
doména - Ztrata oblasti A
NENORMALNI STAV a mutace v oblasti C
intracelular- |C Protoonkoprotein se“tvor“i o konstantné signalizuje, Ze se
ni doména L v prebyteéném mnoZstvl, je-ll  burika bude délit i za nepfi-
protoonkogen amplifikovdn.  tomnosti ristového faktoru.
Obr. 527

Aktivace protoonkogenu kédujiciho EGF - receptor

b
i
i
H
i



834 14 MOLEKULARNI PODSTATA KANCEROGENEZE

tor dimerem dvou protein. Tento dimer se tvoii v zévislosti na koncentraci
ristového faktoru. Za jeho nepfitomnosti se netvoii. Avsak, je-li protoonkogen
kodujici proteinkindzovy receptorovy protein aktivovdn na onkogen, vytvdii se
tento dimer konstitutivné. Za téchto okolnosti je receptor aktivni i za nepFitom-
nosti ristového faktoru.

ONKOGEN v-erbB-2. Receptor kédovany protoonkogenem c-erhB-2
(u krysy se nazyva jako c-neu) je ptibuzny s receptorem kddovanym protoonko-
genem c-erbBl. V transmembrinové doméné onkoproteinu (receptoru) ko-
dovaném jeho onkogenem je bodovou mutaci nahrazen valin glutamovou kyse-
linou. Tato mutace stabilizuje receptor do dimeru, coZ se projevije jeho zvyse-
nou aktivitou. U lidi je v8ak tato aktivace bodovou mutaci vzacna; ukazuje se, Ze
zékladem zvysené aktivity tohoto receptoru je spiSe amplifikace protoonkoge-
nu c-erbB-2. AvSak at’ uZ je zdkladem této zvySené aktivity receptoru bodova
mutace nebo amplifikace, vysledkem je vzdy zvySena aktivita receptoru, ktera
m0ze byt u ¢lovéka pficinou n&kterych malignich nadord.

14.2.2.3
Onkogeny koédujici ve formé& onkoproteinii Ras-proteiny

ONKOGENY Ha-ras, Ki-ras, N-ras. Jak jiz jsme uvedli na str. 461, patii
Ras-proteiny do tiidy monomernich G-proteinii. Protoonkogeny c-ras kéduji
Ras-proteiny, které se zucastiiuji Fizeni normdlniho riistu bunék (str, 461, obr.
298). Mutanty obsahujici onkogen ras nehydrolyzuji GTP. Proto v takovém
piipadé je Ras-protein v trvale aktivni (GTP-vazané) formé& a jeho neustdlé
pusobeni na ctlovy protein navozuje onkogenni proces. Onkogeny ras byly
zjistény u dvou retrovird znamych pod jmény virus Harveyova my$iho sarko-
mu a Kirstenova my3siho sarkomu. Jejich protoonkogeny u savcli byly mapo-
vany na raznych chromozomech a oznaéuji se jako:

% c-Ha - ras,

A4 c-Ki - ras,

¢ ¢-N - ras.

Posledni onkogen byl dokazan v neuroblastomu po transfekei retrovirem.

Onkoproteiny p2I** kédované témito onkogeny vdazou také GTP jako
p21" kddované protoonkogeny, ale jejich GTPazova aktivita je nizsi, takZe jen
slabé hydrolyzuji nebo viibec nehydrolyzuji GTP a jsou proto v trvale aktivni
(GTP-vazané) form& a jejich neustdlé pitsobeni na cilovy protein navozuje
onkogenni proces. Zakladem pfemény c-ras na ras-onkogeny jsou bodové mu -
tace v kodonech 12 a 61. Onkoproteiny vzniklé t&mito mutacemi vyvolavaji
tvorbu nador( uvedenych v tab. 41 a byly dokazany téZ v rliznych nadorech
¢loveka (tab. 42). Zmény zpiisobené v proteinu p21** bodovou mutaci maji za

nésledek, Ze tento Ras-protein se sice i naddle vyznaduje schopnosii vdzat GTP
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a interagovat s cilovymi proteiny, jako je nap¥. Raf-proteinkindza (sir. 476,
obr: 308),’ale ztrdici schopnost hydrolyzy GTP i za pFitomnosti GAP; stava sé
relzzstentnl k u¢inku GAP a v disledku toho se v buiice hromadi v aktivai GTP-
vdzané formé a pusobi na cilové proteiny.

V(sznégnka: ptipomindme podle str. 461 a obr. 298, Ze Ras-proteiny se
vyznaduji vnitini GTP4zovou aktivitou, kterd je velmi slabd a sama o sobé
nc?postaéuj ici k rychlé hydrolyze GTP, tedy k inaktivaci Ras-proteinu v GTP-
vazané form&. Tato GTPAzova aktivita Ras-proteinu se silné zvysi interakei
s GAP-proteinem (protein aktivujici GTPazu), ktery specificky rozeznava Ras-

protein v.G [P-vézané formé a plisobi v souginnosti s GTPazovou aktivitou
Ras-proteinu.

14.2.2.4
Onkogeny kédujici ve formé onkoproteinii nereceptorové
tyrozinproteinkinazy

ONKOGEN ROUSOVA SARKOMU. Onkogenem protoonkgenu c-rc je
v-src, kiery kdduje onkoprotein pp60v-src. Prendsi se do bunék kurfat prosted-
nictvim viru Rousova sarkomu (RSV-virus).Lisi se od svého protoonkoproteinu
deleci nékolika aminokyselin. Protoonkoprotein pp60c-src je in vivo fosfory-
lovdn Csk-proteinkindzou na Tyr-527, kdezto onkoprotein pp60v-src je fosfory-

lovdn v kindzové doméné Tyr-416. (Poznamka: Csk-proteinkindza fosforyluje
zbytky tyrozinu v rodiné Sre-proteinkinaz).

KINAZOVA DOMENA Tyr-416 PROTOONKOGENU c=src. Struktura a
funkce nereceptorovych tyrozinproteinkinaz byla vylozena na str. 449 - 451 a
obr. 290 a 291. Kroms toho na str, 464 - 466 jste se dozveédeli, Ze nejsou piimo
slozkou receptorfi, ale jsou s nimi funk&n® sdruzeny (receptory s pridruzenou
tyrozinproteinkinazovou aktivitou). Jako prikiad byla uvedena nereceptorovd
tyrozinproteinkindza pp60°" | kierd je kédovdna protoonkogenem C-S7C. Je-li
527-Tyr této proteinkindzy fosforylovan na 527-Tyr-P, blokuje se jeji kina-
zové aktivita (tato aktivita je urfena doménou SH1) vazbou fosforylovaného ty-
rozinu na doménu SH2 (obr.291, str. 451). Ke zrueni této blokady a tim ik na-
vozeni aktivity pp60°™® miZe dojit napf. tak, ze se 527-Tyr-P spoji s SH2-do-
ménou jiného proteinu. Je-li timto proteinem proteinkindza, kterd je soudasti
receptoru, pak v piipadg, Ze tento receptor je aktivovan riistovym faktorem, do-
chazi k aktivaci pp60°*° v zavislosti na koncentraci riistového faktoru v prost-
fedi, ve kterém se buiiky déli. Z4kladem této aktivace nereceptorové tyrozinpro-
teinkindzy pp60°™ je aktivace jeji kinazové domény SH1 fosforylaci 416-Tyr
na 416-Tyr-P receptorovou proteinkinazou a defosforylace 527-Tyr-P na 527-
“Tyr (obr. 528). Takto aktivovand pp60°° miiZze aktivovat fosforylaci dalsi pro-
teinkinazy (napf. Raf-proteinkinazu aj.).
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ristovy faktor
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proteinkinaza
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ppﬁ C-SFC 3 6 C-SIreC
inaktivni Ektivni

Obr. 528 ste
Aktivace nereceptorové proteinkinazy ppG(f:
Bylo zjisténo, ze pp60“*° nabyva onkogenni aktivity (méni se v onkopro-
tein) po mutacich, které vedou k zaménam aminokyselin v mist&¢ 527-Tyr za
piedpokladu, ze misto Tyr-416 zistdva nezménéno.

14.2.2.5
Onkogeny kédujici ve formé onkoproteinii transkripéni faktory

VYZNAM TRANSKRIPCNICH FAKTORU JAKO ONKOPROTEINU.
Vyznam transkripénich faktordi pii regulaci genové exprese v eukaryotické
buiice je klitovy, nebot’ jsou to proteiny, kterymi je v eukaryotické bufice fizena
transkripce. Tento vyznam zvIla§té vzrostl poznanim, Ze mnohé z nich jsou ko-
dovany protoonkogeny a slouzi jako cilové proteiny mitogennich signalii. Jsou
to napf.:

Fos - protein kédovany protoonkogenem c-fos,

Jun - protein kodovany protoonkogenem c-jun,

Ets - protein kédovany protoonkogenem c-efs,

Myec - protein kddovany protoonkogenem c-myc,

NF- kB - protein kédovany protoonkogenem c-rel.

Aktivaci téchto protoonkogenit mohou vznikat onkogeny, jejichZ exprese
je charakteristickd silnou proliferaci a neoplastickou transformaci postiZenych

L 2R 2R 2K 2% J
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bunék. Tim, Ze ziskaly schopnost konstitutivni exprese, nejsou zavislé na mito-
genni stimulaci riistovym faktorem.V8imnéme si dale v tomto sméru transkrip-
¢nich faktord kédovanych protoonkogeny c-fos a c-jun. Tuto kapitolu ukongi-

me jesté kratkym popisem transkripéniho faktoru kédovaného protoonkogenem
c-rel.

TRANSKRIPCNI FAKTORY KODOVANE PROTOONKOGENY ¢-FOS
A ¢-JUN. Z obr. 293 (str. 457) je zfejmé, Ze po pfidani riistovych faktorl obsa-
Yenych v séru se prudce zvysi hladina transkripénich faktord kddovanych pro-
toonkogeny c-fos a c-jun. Pak se rychle sniZi. Protoonkogen c-myc ma del3i do-
bu exprese, ktera se viak také snizi po delsi dobé ristu bungk (to neni uvedeno
v grafu na obr. 293). Celkové vSak lze fici, Ze exprese téchto protoonkogenti na
vy&§i hlading transkripce trva jen kratkou dobu. Je to pravdépodobné z toho
diivodu, Ze jejich pokradujici exprese by méla onkogenni G¢inek. Brani tomu
viak vnitini nestabilita produktii kddovanych t€mito geny. Transkripéni faktory
kédované proconkogeny c-fos a ¢-jun navozuji vstup do G,-fize bunééného cy-
klu a piechod z G,-faze do S-faze.V nddorech se Casto vyskytuji ve vysokych a
neregulovanych koncentracich a piisobi v nich ziejmé jako onkoproteiny.Ho-
voii pro to skutegnost, Ze onkoproteiny kédované onkogeny v-fos a v-jun trans-
formuji normalni butiky na nddorové. Pfedpoklada se, Ze aktivace protoonko-
gentl ¢-jun, c-fos a c-myc vede k onkogentim, jejichZ produkty jsou stabilni a
neustale tedy stimuluji buitky k délent.

TRANSKRIPENI FAKTOR NF-xB JAKO ONKOPROTEIN. NF-kB je
transkrip&ni faktor, jeho podjednotka p64 je kodovna protoonkogenem c-rel.
Je dimerem dvou podjednotek p64 a p50. Obé podjednotky jsou v dimeru drZe-
ny regulaénim proteinem I-kB. Teprve po uvolnéni 1-kB z tohoto dimeru, vstu-
puje NF-kB do jadra a aktivuje transkripci gend, jak jsme jiZ uvedli na str. 556,
obr. 368. Onkogen v-rel kéduje onkoprotein v-Rel, ktery zfistava v jadfe, Pred-
poklida se (hypotéza), Ze nemize byt do cytoplazmy exportovan, jelikoZ pro
tuto funkei ztratil potiebné sekvence pii konverzi z e-rel na v-rel. Zistava viak
v jade, kde se konstitutivné vaZe na promotory piisludnych genil.

14.2.2.6
Dédiény onkogen RET

Viechny dosud popsané onkogeny u &lovéka se jevi jako nedédiéné. On-
kogen protoonkogenu RET je viak mezi nimi vyjimkou v tom smyslu, Ze je za-
1im jedinym zndmym onkogenem (RET-onkogen), ktery se dédi. U clovéka zod-
povidd za (tab. 44):
¢ familidlni meduldrni karcinom $titné #lazy (zkr. EMTC),
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Tab. 44
Klinické formy MEN 2A, MEN 2B a FMTC
Novotvary/abnormality MEN 2A | MEN 2B{ FMTC

Medularni karcinom + + +

Hyperplazie C-bunék + + +

Feochromocytom + + -

Hyperplazie paratyreoidey + - -

Paragangliom (ganglioneurom) - + -

Abnormality v kosti‘e - + -

Abnormality v oéich - + .

Vysvétlivky

Medularni karcinom = nddor $titné #ldzy z tzv. parafolikuldrnich
bunék, které produkuji kalcitonin.

Feochromoceytom = nddor dfené nadledvin, ktery produkuje velkd
mnozstvi katecholaminii (adrenalinu nebo noradrenalinu).

Hyperplazie paratyreoidey = hyperplazie pristitného téliska, Y. Zldzy
produkujici izv. parathormon, ktery zvySuje obsah véapniku v krvi.
Paraganglion = orgdn nervového pivodu, ktery se nachdzi v oblasti
sympatickych nervovych pleteni (v okoli bFisnf aorty).

¢ mnohodetné endokrinni neoplazie (zkr. MEN), které se vyskytuji jako
typ MEN 2A a MEN 2B,

RET-protoonkogen je lokalizovan v lokusu 10q11. Jeho délka je zhruba
20 kb a je sloZen z 20 exonii. Kéduje receptor s tyrozinproteinkinazovou aktivi-
tou (str. 462). Exprimuje se v riiznych tkanich (ve §titné %laze, v nervovych tka-
nich a v nadledvinach).Mutace RET-protoonkogenu vede k onkogenu kédujici-
mu protein se zm&nénou priméarni strukturou.Vedle familialnich d&di¢nych né-
dort, u nichZ Ize mutaéni zmény dok4zat v kmenovych buiikéch, vyskytuji se téz
somatické mutace ve sporadickych nedédicnych klinickych formdch MTC, a to
na stejnych mistech jako u familidinich dédicnych nddori. Protoonkogen RET
se aktivuje v onkogen dvéma mechanizmy:
A4 mutacemi (bodové mutace a delece),
® chromozomovymi translokacemi.

Nejcasté&jsi formou aktivace jsou mutace s chybnym smyslem, které ve-
dou k syntéze proteinu se zménénym pofadim aminokyselin.
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, 143
NADOROVE SUPRESOROVE GENY

14.3.1
Obecna charakteristika
nadorovych supresorovych genii

Na procesu regulace bunééného cyklu se krom& protoonkogent podili
jesté dalsi, a to zcela odliSnd skupina genil. Jsou to tzv. nidorové supresorové
geny nebo t67 antionkogeny, kieré svymi proteiny, jez koduji, v normalnich
somatickych burikdch proliferaci nevyvoldvaji, ale naopak proliferaci bunék
potlacuji a udrzuji buiiku ve stadiu klidu (G ). Produktem jednoho z nidorovych
supresorovych gendl je napf. protein p53, jehoZ funkee v regulaci bunéného
déleni spo&iva v tom, Ze pozitivné aktivuje CDK-inhibitor p21. Ztrita p33 se
pak projevuje tim, Ze se tvoii nedostatetné mnoZstvi tohoto inhibitoru. Pak sa-
moziejmé vypadne piirozena brzda priib&hu buné&ného cyklu, coz md za nasle-
dek neregulovanou proliferaci bungk.

Co je to "nadorovy supresorovy gen" pochopime blize, kdyz shrneme
v nasledujicich bodech hlavni rozdily mezi mutantnimi formami (inaktivnimi
alelami) nadorovych supresorovych genti a onkogeny:

1. Onkogeny se od nadorovych supresorovych genti li§i pfedevsim v tom,
e vznikaji jako mutantni formy protoonkogenit v somatickych bunkdch, nikoliv
v zdrodecnych (s vyjimkou onkogenu RET). Na rozdil od nich mutantni formy
nddorovych supresorovych genit venikaji v zdrodecnych buitkdch (vajicko nebo
spermie) a jsou dédicné. Ditg, které ziskalo mutantni formu nédorového supre-
sorového genu, je cely Zivot ohroZeno moznosti onemocnét rakovinou (tvorbou
piislugného nadoru).

2. Onkogeny vznikaji aktivaci protoonkogen. Protoonkogen aktivovany
v onkogen se projevuje silnym ucinkem na déleni buriky, které se stava vlivem
onkogenu neregulovanym. U mutantnich alel nddorovych supresorc.N)"ch'gef\ﬁ
je tomu naopak. Standardni alela nadorového supresorového genu je akt’lvm a
funkéni (inhibuje svym produktem déleni buitky). Mutaci se standardni (ll?lg
nddorového supresorového genu inaktivuje a vin ikd tak mutanmi alela, kerd je
nefunkéni, neaktivni (neinhibuje déleni buriky).

3. Onkogeny se vyznacuji dominantnim vcinkem na fenopﬁp buitky, kdeZto
mutantni alely nddorovych supresorovych genii jsou ve S\')ém uvc,znku na fenotyp
buriky recesivni, Onkogen plsobi dominantné na fen?typ iza pitomnosti protq-
onkogenu jako své alely. U nadorovych supresorovygll gent se v heterozygotu'
(standardni alela / mutantni alela) uplatiiuje domlvnantne G&inek standardni
alely na fenotyp, tj. jeji inhibi¢ni Géinek na déleni buiiky. Proto teprve v homo-
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zygotu (mutantn{ alela / mutantni alela) vlivem ztraty heterozygotnosti dochazi
k neregulované proliferaci bunék za vzniku nadoru (je zruen inhibiéni G&inek
standardni alely nadorového supresorového genu na fenotyp). Ztrata heterozy-
gotnosti se vysvétluje na str, 843.

4. Onkogeny se nedédi (vyjimkou je RET-onkogen). Proto se neuplatiiu-
Ji ve familidlnich dédicnych chorobdch. To je podstamny rozdil proti mutantnim
aleldm nddorovych supresorovych genti, které, jak jiz bylo uvedeno, se dédicné
prendaseji v vdamcei familidlnich dédiénych forem ndadori a vyskytuji se ve viech
somatickych buiikdch. Onkogeny vznikaji v somatickych bwsikdch aktivact
protoonkogenit a vyskytuji se v burikdch tkdné, v ni# k aktivaci protoonkogenu
doslo.

V tab. 45 jsou uvedeny nadorové supresorové geny, jejichZ mutace se
projevuji u &lovéka tvorbou nddord. Charakteristika jednotlivych nadorovych
supresorovych gent je uvedena v dalgich kapitolach.

14.3.2
Exprese nadorového supresorového genu
dédi¢ného retinoblastomu

NADOROVY SUPRESOROVY GEN RB1. Dit§, které ziskalo mutantni
formu nadorového supresorového genu RBI, je cely Zivot ohroZeno moZnosti
onemocnét retinoblastomem. Retinoblastom je choroba déti a projevuje se ja-
ko nddor na sitnici, Vyskytuje se jednak jako dédiény znak, jednak jako soma-
tickd mutace spojend s deleci pruhu ql14 lidského chromozomu 13. V této oblas-
ti je lokalizovan nddorovy supresorovy gen RB1. Retinoblastom vznikd v pFi-
padé, Ze se inaktivuji obé kopie genu RB1. Pfi d&di¢né formé& této choroby nese
Jjeden rodiovsky chromozom zménu v této oblasti, obvykle deleci. Teprve viak
somatickd mutace v burikdch sitnice, kierou se inaktivuje druhd kopie (alela)
genu RBI, vede k tvorbé nadoru. Tento gen sestavé ze 27 exond.

Bylo zjisténo, Ze gen RB1 kéduje tzv. Rb-protein neboli pRb. Je to
protein, ktery se vyskytuje v jadie v silné fosforylované nebo slabé fosforylova-
né formé.Defosforylace silng fosforylovaného Rb-proteinu navozuje jeho akti-
vitu.V slahé fosforylované formé (hypofosforylovana forma) je aktivni, coz
se projevuje jeho inhibiénim ucinkem na déleni bunék a replikaci DNA. Silné
fosforylovana (hyperfosforylovana ) forma je inaktivni a projevuje se stimu-
laci bunécného déleni,

Pozndamka: normalni funkce Rb-proteinu v bunééném cyklu byla vysvét-
lena na str. 481 - 485 (obr. 313, 314, 316),

BLOKOVANI FUNKCE Rb-PROTEINU VEDE K TVORBE NADORU.
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Tab. 45
Niadorové supresorové geny,
jejichZ mutace vedou u &lovéka k tvorbé nadori

Gen Chromozom Nador
APC 5921-22 familialnf adenomat6zni polyposis coli
BCNS 9q31 meduloblastom
BRCA1 17q12 - 21 karcinom prsu a vajecniku ‘
BRCA2 13q12 - 13 karcinom prsu
CMA}?/CA 16q karcinom prsu a prostaty
DCC 18g21 karcinom stfeva
INHA 2933 - qter nadory gonad
MEN1 11q13 nador paratyreoidey, pankreatu a hypofyzy
NF1 17q11.2 neurofibromatéza typu 1 (neurofibrom)
NF2 22ql2 neurofibromatdza typu 2 (schwannom,
_ meningiom)
NM23 179213 neuroblastom, karcinom stfeva
pl6/MLM/ 9p21 melanom, adenokarcinom pankreatu, plicni
MTS karcinom
TP53 17p13.1 karcinomy prsu, stieva a plic, osteosarkom,
astrocytom aj.
RB1 13ql14 retinoblastom, osteosarkom, karcinomy prsu,
mo&ového méchyte a plic
VHL 3p25 von Hippel-Lindaufiv syndrom (karcinom
ledvin, feochromocytom, hemangiom)
WT1 11pl2 Wilmshv nador

Vysvétlivky
V této tabulce jsou vysvétleny jen ty terminy, které nebyly vysvétleny v
piedchozim textu nebo tabulkach.
Adenomatozni polyposis coli = mnohodetné adenomatézni polypy tlustého
stieva. Meduloblastom = rychle rostouci nador nervové tkané.
Neurofibromatéza typu 1 = dédiéné onemocnéni s mnoho&etnymi nadorky
nervovém sytému. Meningiom = pomalu rostouci benigni nador

na kiziav
vychézejici z obali mozku a michy.
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Je zigjmé, Ze mutace v genu RB1 musi ovlivnit aktivitu Rb-proteinu. Mutantni
alela RB1 kéduje inaktivni Rb-protein. To md za ndsledek neustdlou interakci
transkripcniho faktoru E2F s promotory genti, které kéduji enzymy bunécného
cyklu, coZ buiiky nuti k permanentnimu vstupu do S-fdze. Déleni bungk se tim
stiva neregulované.

Nékteré viry syntetizuji proteiny, které se v infikovanych buitkach vazou
pfednostné k Rb-proteinu a vyt&siiuji jej z jeho komplexu s E2F; E2F se pak
vaze ke svym responzivnim mistim na promotorech a otevird permanentng
vstup buriky do S-faze, coZ vede k neregulované replikaci DNA a déleni buiiky.
Proteiny s takovym G&inkem jsou:

¢ E1A (protein adenovirid),
¢ E7 (protein lidskych papilomaviri),
A 4 T-antigen viru SV40.

DEDICNA A NEDEDICNA FORMA RETINOBLASTOMU. Retinoblas-
tom se vyskytuje v détstvi a tvofi se z prekurzorovych nervovych bunék v sitni-
ci. Je jim postizeno jedno z 20 000 déti do &tyf let po narozeni. Z genetického
hlediska existuji dvé formy této choroby: dédi¢n4d a nedédi¢na.

Dédi¢na forma retinoblastomu je charakteristicka tvorbou nadord, které
se tvoii obvykle nezavisle v obou o&ich. Pfi nedédiéné formé& retinoblastomu se
tvofi jeden nador v jednom oku. Nador se viak vytvoii teprve tehdy, kdyZ obg
alely genu RB1 téhoZ chromozomového paru (chromozom 13) jsou v tomto ge-
nu inaktivovany mutacemi. To plati pro dédicnou i nedédi¢nou formu retino-
blastomu. Zakladni rozdil mezi ob&ma formami je pfedevsim v tomto:

® U dé&diéné formy retinoblastomu d&di dité (samoziejmé prostiednictvim
zérode&nych bungk) jednu alelu genu RB1, ktera je inaktivovana mutaci a druha
je standardni, tedy normalng& funk&ni. Mutaci, kterou se inaktivuje nebo dele-
tuje standardni alela genu RBI, se tvofi inaktivni Rb-protein, nebo se viibec
protein genu RBI netvofi, ¢imzZ se ru$i pfirozeny regulator (inhibitor) vstupu
bunék do S-faze bun&éného cyklu. Déleni bunék je pak neregulované a vznika
nador. Tato druhd mutace, kterd je somatickd, probiha pfiblizn€ v poméru 1: 10°
bunék sitnice. Vyraznym znakem dédiéné formy retinoblastomu v3ak je, Ze ne-
Jjen buriky nddorové, ale také v§echny nenddorové somatické buriky organizmu
nesou na chromozomu 13 inaktivai alelu genu RB1 a ji odpovidajici standardni
alelu,

A U nedédiéné formy retinoblastomu se mutantni alela genu RB1 nepienasi
prostfednictvim zarodegnych bunék. Teprve ve stejné somatické buiice musi
vzniknout minimain& dvé somatické mutace inaktivujici gen RB1, tj. po jedné
mutaci v obou jeho alelach. V tomto piipadé vSak pouze nddorové buriky maji
mutaci v obou aleldch genu RB1, kdezto viechny nenddorové buriky maji stan-
dardni (normdini) alely tohoto genu.
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NORMALNI, ZDRAVY JEDINEC . = Y
NEDEDIENY DEDIENY RETINOBLASTOM

RETINOBLASTOM

édéna
“alela genu
- RB1

V jedné bufice ndhodné
mutuje jedna ze dvou

standardnich alel V jedné bufice mutuje
genu RB1. e druhé alela genu RB1.
Druha alela mutuje jen velmi zfidka
v téZe burice.
Netvori se nador.
——— Nadmérna proliferace|
bunék vedouci
k retinoblastomu.
Pouze asi v 1 ze 30 000 jedincd U vétsiny jedincu
se vytvofi nédor. se vytvoii nador.
Obr. 529

Schematické znazornéni vzniku retinoblastomu

Moznosti vzniku retinoblastomu a rozdily mezi jeho dédignou a ned&dic-
nou formou jsou zndzornény schematicky na obr. 529.

7TRATA HETEROZYGOTNOSTIL Druba (somatickd) mutace inakti-
vujici standardni alelu genu RB1 miZe byt bodova nebo typu delece, kterou se
ztréof postranni tiseky chromozomu 13 nebo celd alela, ptipadné je tato alela
nahrazena druhou alelou genu RB1 (kterd je také mutantni). Témito zménami se
ztrdcl pivodni kombinace materské a otcovské alely genu RBI, cof se oznaluje
Jjako ztrata heterozygotnosti (zkr. LOH). Tento jev byl prokdzan u 70 %
pacientti trpicich retinoblastomem. Existuje celkem 6 zpisobil, které vedou ke
Ztratd heterozygotnosti. Jsou uvedeny schematicky na obr. 530.

V této udebnici se dale popisuji dédignych (familidlnich) nadorovych o-
nemocnéni, jejich zékiadem jsou mutace v nadorovych supresorovych genech,
jen n&které. Jsou to:
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standardni alela
genu RB1
v otcovském chromozomu

mutace X v alele n
genu RB1 ———
matefského chromozomu H

ztrata heterozygotnosti

nondisjunkce nondisjunkce mitoticka
(ztrata a duplikace rekombinace
chromozomu)

genova delece hodova
konverze mutace

) Obr. 530
Sest moznych zplsobu ztraty heterozygotnosti

% retinoblastom,
4 kolorektilni nador,
L4 melanom typu 1 (zakladem jeho tvorby je mutace v nadorovém supreso-
rovém genu jen pravdépodobnd),
¢ nador prsu a vajedniku,
® Wilmshyv nador.
Viechny uvedené typy nadorli vznikaji i mutacemi v somatickych
butikdch, které se dédiéné nepienaseji na potomstvo. Celkové se viak odhadu-

je, Ze 5 - 10 % onemocnéni témito nadory je dédi¢ného charakteru.
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14.3.3
Exprese nadorového supresorového genu TPS3

1 GEN- TP53. Gen TP53 je lo!calizov:—’m do kratkého ramene chromozomu
\% coblastl 1 a pruhu 3, tedy do tseku 17pl. Je dlouhy 20kb a sestava z 11
exontl a 10 intrond. Piepisuje se do mRNA dlouhé 2,2 az 2,5 kb a kdduje
Jademy. protein p53 obsahujici 393 aminokyselinovych zbytkil. Tento protein
ZE'lfta\fu_]e G -fazi buné&ného cyk!u lidského organizmu po G&inku ionizujiciho
zafeni. Inaktivace tohoto genu deleci nebo bodovou mutaci vede k neoplastické
transformaci a vzniku nadort rizného typu. Bylo zjisténo asi 51 nadorl rizné-
ho typu, v nichZ byla prokazdna mutace genu TP53. Tyka se to 70 % kolorek-
talnich nadori, 50 % plicnich nadord a 40 % nadord prsu.

‘ Rozmanitost téchto nadorovych onemocn&ni napovida, ze TP53 neuréuje
n&jaky tkatiové specificky d&j, ale ma obecné&jsi a Sir$i dosah tykajici se regula-
ce bundéného déleni. Vyplyva to i z toho, Ze mutace v genu TP53 je pfiinou
Li-Fraumeniho-syndromu, kterym trpf asi 100 rodin na svété. Jedinci posti-
eni touto chorobou maji nadory v réznych tkénich, tedy nadory razného typu
(nador prsu, mozku, osteosarkom, leukemie). Dispozice k tomuto syndromu se
dédi prostiednictvim jedné alely genu TP53, kterd ma bodovou mutaci. Jedinci
s touto dispozici umiraji velmi brzy na rakovinu, ktera propukne po ztraté hete-
rozygotnosti, tj. deleci druhé alely genu TP53. Ztratou této alely se gen TP33
inaktivuje.

BIOLOGICKA FUNKCE PROTEINU p33. Protein pS3 je jaderny
protein. Nachazi se ve viech tkanich a jeho funkce je mnohostranna. Byl obraz-
né nazvan jako "strazce genomu", jelikoZ chrani DNA pied poskozenim radiaci
a chemickymi kancerogeny. Této ochrany genomu dosahuje tim, Z¢ koordino-
vané zastavuje dé&leni buriky se stimulaci oprav DNA a apoptézy.

Na regulaci bun&&ného cyklu se podili tim, Ze prostfednictvim p21 brzdi
ystup butiky do G -faze bunééného cyklu. Bez této zabrany ze strany proteinu
p21, jehoZ produkee je regulovéna proteinem p53, by se butiky délily neomeze-
né a byly by neustale v nédorovém stavu, V tomto sméru je funkce proteinu
p53 jiz podrobngji vysvétlena na str. 483 - 485, na které navazujeme v této
kapitole.

V normalnich buiikach se protein p53 vyskytuje v nizkych koncentracich.
V nékterych buiikdch se pravddpodobné vyskytuje v latentni, transkripéng inak-
tivni form&. Teprve po jeho aktivaci, coz byva poskozeni DNA rentgenovym
zAFenim nebo UV-zéfenim nebo jinymi faktory, se jeho mnoZstvi v buiikach
silng zvysi. Zakladem toho je vazba C-termindlni domény p53 jednak na kratké
na sekvenci nukleotidd nezavislé jednofetézeove oblasti DNA (o délce men8i
nes 40 nukelotidd) a jednak na baze, které se chybné sparovaly vlivem krat-

kych deleci nebo inzerci o délce 1 - 3 nukleotidd. Interakci C-termindlini domeé-
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ny p53 s takto poskozenymi Gseky na DNA se aktivuje sekvenéné specificka
stfedni doména p53, ¢imZ nabyva aktivity ke stimulaci transkripce gend cilo-
vych pro protein p53. Povaha interakce p53 s poskozenymi iseky na DNA neni
zatim jasna. Jeji diisledek vak jasny je. Je to zastaveni déleni bun&k nebo apop-
téza. Ktera z t8chto alternativ se uskuteéni, zavisi na tom, ve které fizi bunécné-
ho cyklu doslo k poskozeni DNA:

24 Je-li to na zacdtku G -faze, pak spousti p53 pochody, kterymi je blokovdn
vstup do dal§ich fazi. To pak umozni, Ze DNA se opravi dfive, nez bunka
vstoupi do S-faze.

® Je-li jiz bufika ve stadiu déleni, pak p53 zapne program apoptdzy.

MECHANIZMUS EXPRESE GENU TP53 VYVOLANY POSKOZENIM
DNA IONIZUJICIM ZARENIM. Cely tento pom&rné slozity proces rozloznne
do nékolika kroki, abychom pochopili jeho obsah. Jsou to:

1. Tonizujici zaten{ zplisobuje v DNA zlomy, které vedou ke zvyseni hla-
diny p53 v buiice. Poskozenim DNA, napf. y-zéi'enim nebo jinymi stresy, se in-
dukuje aktivace nékterych proteinkinaz, které pak fosforyluji p53. Touto fos-
forylaci se p53 aktivuje, stabilizuje a v disledku toho se zvysi i jeho koncentra-
ce v bufice.

2. Aktivovany p53 plsobi pak jako aktivni transkripéni faktor t&chto ge-
ni:
A Genu kodujiciho protein p21 (str. 483 - 485). Zvysena koncentrace pro-
teinu p21 zastavuje Sinnost Cyc.CDK, a tim piispiva k zastaveni vstupu bunék
do G,-faze bun&tného cyklu.
® Genu kodujiciho protein GADDA45, ktery brzdi pfechod buriky do S-faze,
a to pravdépodobng vazbou na PCNA, coz vede k inhibici replikace DNA. (Po-
znamka: funkce PCNA-proteinu pfi replikaci DNA je vysvétlena na str. 341).
¢ Genu koédujictho protein MDM2, ktery inhibuje aktivitu p53 dvojim
zplsobem: navozuje jeho rozklad nebo inhibuje ptimo jeho transkripéni aktivi-
tu. Se vzristajici koncentraci p53 v burice se zvySuje i koncentrace MDM2, a
tim i pravdépodobnost inhibice aktivity p53. Jde tedy o zp&tnovazebny proces.

3. Aktivovany transkripéni faktor p53 kromé toho, Ze po posSkozeni DNA
ionizujicim ozéfenim zastavuje déleni buriky v G -fazi bunééného cyklu, mize
navodit v nékterych typech bunék apoptdzu. Uplna pfedstava navozeni apopto»
zy pod vlivem aktivovaného p53 zatim neni. Z rodiny apoptotickych gent je jen
jeden gen, jehoZ produkt v butice miize byt indukovan ionizujicim zafenim. Je
to gem bax, jehoZ produktem je Bax-protein urychlujici realizaci programu
smrti bufiky, tedy apoptézu. Tato aktivita je vSak neutralizovana produktem
genu bcl-2, ktery plsobi antiapoptoticky, tj. zvySuje pravdépodobnost preZiti
ozdrenych (ionizyjici zareni) bunék. Pravdépodobnost preziti buitkky po apopto-
tickém stimulu pak zavisi na poméru proteinu Bcl-2 ku proteinu Bax. Zda se te-
dy, Ze apoptdéza inhibuje proces piechodu bunék do nadorového stavu. Kdyz se
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aktivaci genu bcl-2 apoptéze zabrani, pak tyto buiiky pieZijf, aniZ by podlehly
apoptéze. Tyto zavéry, adkoli velmi pravdépodobné, je nutno viak ovéFit je§ts
dal3imi pokusy.

4. Realizaci krokii 1 a 2 (nikoli kroku 3) je vlivem p21 inhibovéna fos-
forylace proteinu pRb, takze se vytvofi komplex pRb.E2F. Vytvofenim tohoto
komplexu je transkripgni faktor E2F blokovan ve své funkei aktivovat geny, je-
jichz produkty ¥idi ptechod z G,-faze do S-faze.(Poznidmka: odkazujeme téZ na
str. 481 - 485).

Pochopitelng mutantni p53 takto nefunguje. Jsou-li mutacemi poruleny
aseky, kterymi se p53 vaze k DNA, ztrati tento protein schopnost vazby k DNA.
NemiiZe se tedy uplatnit jeho normalni funkee, tj. vdzat se na jednofetézcové
tiseky DNA. Dusledkem toho je, Ze nedochazi k jeho interakei s promotory gend
kédujicich p21 a GADD45. Nedostatek p21 mé pak za nasledek vstup buiiky do
G,- a S-faze. K tomu pfispiva i to, Ze se netvoii protein kddovany genem GAD-
D45, takze se neuskutedni jeho vazba s PCNA-proteinem, ¢imzZ se rusi inhibiéni
a&inek GADD45 na replikaci DNA.

PROTEIN p53 JAKO FUNKCNI A NEFUNKCNI TETRAMER. Mutantni
protein p53, ktery je produktem alely s bodovou mutac, miize ve stejné bufice
vytvofit komplex s proteinem p53, ktery je produktem alely standardniho typu,
coZ vede k inaktivaci funkce p53 bez ztraty heterozygotnosti. V takovém hete-
rozygotu dochézi k vytvoteni tetrameru sestaveného podjednotkami standardni-
ho a mutantniho typu. V tetrameru tohoto typu viak piitomnost podjednotky
mutantniho typu méni konformaci proteinu na konformaci, kterou se zabrzdi
uginek podjednotek standardniho typu a uplatni se a¢inek podjednotky mutant-
niho typu, coz se projevi neregulovanym délenim bungk. Protein p53 je totiZ
pravd&podobn& funkéni ve formé tetrameru tvofeného identickymi podjednot-
kami, které jsou kddovany standardni alelou. V podstatg dochézi ke tfem typtim
tetrameru (obr. 531):

¢ Tetramer sestaveny z podjednotek p53 standardniho typu, ktery zastavuje
d&leni bungk v G,-fazi. To je normalni situace, kterou se vyzna&uji homozygoti,
jejichZ obé alely genu TP53 jsou standardniho typu.

¢ Tetramer obsahujici podjednotku p53 mutantniho typu kaodovanou mu-
tantni alelou genu TP53. Tetramer tohoto typu je inaktivni, coZ se projevi nere-
gulovanym ristem bun&k. Mutace, kterd v heterozygotu dominantné ovliviiuje
fenotyp prostiednictvim defekiniho proteinu brzdiciho funkci proteinu kédova-
ného standardni alelou, se oznaduje jako negativné dominantni mutace.

® Tetramer se vibec netvofi, coZ vede téz k neregulovanému riistu bun&k.

INAKTIVACE PROTEINU p53. Probih tfemi zplsoby:
1. Ztratou heterozygotnosti. To se d&je bodovou mutaci v jedné alele a
napk. deleci celé druhé alely.
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tetramer tetramer absence tvorby
standardniho proteinu proteinu p53 obsahuijici tetrameru
p53 mutantni podjednotku proteinu p53

|

Zastavuje déleni Délenf bunék je Déleni bunék je
bunék v Gy -fazi. neregulované. neregulované,
Obr. 531

Vliv proteinu p53 na déleni bunék

2. Tvorbou komplexit s virovymi onkoproteiny. Typickymi virovymi
onkoproteiny v tomto sméru jsou velky T-antigen viru SV40, E1B-protein ade-
novirli, E6-protein papilomaviru aj.

3. Negativné dominantni mutaci. Produkt mutantni alely genu TP53 in-
aktivované bodovou mutaci miZe vytvolit s produktem standardni alely podle
obr. 531 inaktivni komplex bez ztraty heterozygotnosti.

14.3.4
Nadorové supresorové geny dédiéného polypézniho
a nepolypoézniho kolorektdlniho nadoru

ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA. Kolorektalni nador vznika z epitelu
tlustého stfeva a koneéniku. Zagdind obvykle adenomem. Tento nador postupné
vytvaii adenomatoézni polyp. Predpoklada se, Zze adenomatdzni polypy jsou
prekurzory vétSiny kolorektalnich nadort. Vyvoj od polyptt k malignimu nado-
ru zahrnuje obdobi 10 aZ 35 let. Odstrani-li se polypy chirurgicky u lidi jeste ve
veéku 50ti let, sniZi se nasledné velmi znaéné pravdépodobnost vzniku kolorek-
talniho nadoru. ’

Cim je polyp vétsi, tim je i v&tsi pravdépodobnost, Ze bude obsahovat ne-

diferencované buiiky (rakovinné buiiky), které v pozdgjsich stadiich metastazuji
do lymfatickych uzlin, jater, plic a jinych tkani.

70 % kolorektalnich nadordi ma mutace v nadorovém supresorovém genu,
ktery kéduje protein p53, 50 % ma bodovou mutaci v kodonu 12 protoonkogenu
Ki-ras.Né&kolik malo procent pfipada na mutace probihajici v jinych protoonko-
genech.

FAMILIALNI ADENOMATOZNI POLYPOSIS COLI (zkr, FAP). Vy-
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s}qztuje se pii é’etnosti 1/5 000 az 1/7 500. Vyznatuje se tvorbou nkolika set aZ
tl_suv: asi.en'm’natozmch polypli podél tlustého stieva. Polypy se zatinaji tvofit me-
zi ct)irvlcgltym_az padesatym rokem v&ku jedince. Jestlize nejsou odstranény,
preméiuje se jeden nebo n&kolik polypti v maligni nador,

Na vzniku FAP se podileji tyto geny:

]._. APC-gen. Zikladem FAP je mutace v genu APC, ktera se dédi a druhd
(somatickd) mutace, kterou se inaktivuje standardni alela tohoto genu. Tento
gen se oznaCuje jako nAdorovy supresorovy gen adenomatézni polyposis coli
(zkr. APC-gen nebo gen APC). Je lokalizovan na dlouhém rameni chromozo-
mu 5 (5921-5q22). Piepisovana oblast genu mé&¥i 8,5 kb a je organizovéna do 15
exonl. Nejdelsi exon je patndcty a kéduje asi 75 % primarni struktury proteinu,
ktery je cytoplazmaticky a vaZe se na katenin.

Jedinci trpici FAP-syndromem maji mutaci v APC ve viech somatickych
burikich. Z pacientil s kolorektalnim nadorem, ktefi nemaji FAP-syndrom, ma
vice nez 65 % podobné mutace v buiikach nadoru, nikoli v8ak v jinych tkénich.

Mutace jsou v genu APC rozptyleny po exonech 5 az 15, vét§inou v 6, 9
a 13, piedeviim v8ak v exonu 15. Jsou typu inzerci, deleci a bodovych mutaci.
Vlivem inzerci a deleci dochdzi ke zm&né Steciho rdmcee a asto téZ k piedCasné
tvorb& termina¢niho kodonu, co? vede k syntéze kratkého a chybného APC-
proteinu. Bodovymi mutacemi se m&ni nebo rudi smysl kodonl.

Zmény v genu APC zplsobuji téZ vznik sporadickych zhoubnych novo-
tvarli, které jsou ned&ditného charakteru. Jsou to nadory v tlustém stievé,
saludku, pankreatu a v tenkém stfevé. Zakladni{ rozdil mezi t&mito nadory a na-
dory FAP spogiva v tom, Ze mutace v genu APC, které jsou zdkladem FAP, jsou
(vzhledem k jejich dédicnému charakieru) prokazatelné ve viech buiikdch
véetné bunék kmenovych, zatimco mutace, které zodpovidaji za vznik sporadic-
kych nddorii jsou somatické a vyskytuji se jen v nddorovych tkdnich.

2. DCC-gen. DCC je zkratkou pro gen deletovany v kolorektalnim
nadoru. Patéi mezi nadorové supresorové geny. Jeho nazev pochazi ze zjisténi,
e jedna z parovych alel tohoto genu je deletovina v nadorech a v pozdéjsich
adenomech tlustého stfeva. Nachazi se v chromozomu 18 (dsek 18q21.1). Jeho
velikost je znaéna, jelikoZ sestavd z 29 exond. Piepisuje se do mRNA o délce
12 kb, ktera se pteklada do proteinu slozeného z 1 447 aminokyselinovych zbyt-
k.

Ukazuje se, Ze nékteré Useky genu DCC jsou znaéné konzervativai.
Protein, ktery tento gen koduje, je membranovy a sestava z dlouhé extrace-
lularni &asti, kratké membranové a kritké intracelularni &asti. Extracelularni
&ast tvor 1 100 aminokyselinovych zbytki a podoba se proteinim, které patti
do rodiny adheznich molekul nervovych bun&k (zkr. NCAM). Na zékladé po-
dobnosti s NCAM se piedpoklada, 26 DCC-protein md diileZitou Junkci v bu-
néénych kontaktech, kde zopovidd za bunécnou adhezi. Bun&&né adhezni mole-
kuly (zkr. CAM) zprostiedkovavaji pfenos signdlu k diferenciaci butiky.
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Ztratou DCC-proteinu se pravdépodobné (hypotéza) zastavuje pienos
signalu k diferenciaci, coZ nuti bufiku do neregulovaného déleni. Genetickym
zakladem toho je ztrata heterozygotnosti v DCC-genu.

K romé karcinomu tlustého stieva vede ztrata heterozygotnosti v DCC-ge-
nu k nadoram Zaludku, varlat, plic, pankreatu a vaje¢niku. Je zakladem i pro
vznik sporadickych nadori podobné jako u ztréty heterozygotnosti v genu APC.

VYvoJ FAP. Odhaduje se, Ze mutacemi musi byt zménéno 8 az 10 gend
jests pied tim, neZ z jedné normalni epitelidini buiiky vznikne rakovinna buiika.
Celkovy vyvoj od normélni epitelidlni buiiky tlust¢ho stfeva a koneéniku k me-
tastazujicimu nadoru probiha postupné v téchto etapach:

1. NejdFive musi probdhnout somatické mutace v APC-genu za ztraty he-
terozygotnosti. Fenotypové se tato ztrata heterozygotnosti projevi zvySenim ry-
chlosti délent bunék stéevaiho epitelu. Tvoli se hyperproliferativni epitel, aniz
je tim ovlivnéna diferenciace. V hyperproliferativnim epitelu se tvoii rané ade-
nomy. Velikost téchto adenom{ je mensi neZ 1 cm.

2. O néco pozdé&ji vznika mutace v jedné alele protoonkogenu Ki-ras (str.
830).Vyskytuje se s nizkou &etnosti v malych polypech a €ast&ji v polypech vét-
sich. Tyto mutace vedou k narugeni diferenciace. Vysledkem téchto zmén jsou
stiedné pokro&ilé adenomy o velikosti v&tSi nez 1 cm.

3. Dalsi mutace probiha v DCC-genu za ztraty jeho heterozygotnosti, coZ
vede k tvorbé pozdnich adenomi, jejichz velikost je vétsi nez 1 cm.

4. Teprve viak mutace, kterd vede ke zirdté heterozygotnosti u genu ko -
dujiciho protein p53 v kombinaci s vySe zminénymi, vede ke kolorektdinimu
karcinomu. Dali zatim neznamé genové zmény vedou k metastazi.

Mutace v genech APC, ras a DCC maji rozhodujici vyznam asi u vétsiny
kolorektdlnich nddori. Nemusi viak probihat ve stejném poradi.

DEDICNY NEPOLYPOZN{ KOLOREKTALNI NADOR (HNPCC). Zhru-
ba v 15 % piipadf probfha vyvoj kolorektdnfho nddoru hned od zal4tku pod G-
ginkem mutaci v jinych genech, ne jak bylo uvedeno vy3e, a tedy nikoliv v nd-
dorové supresorovych genech. Jsou to mutace v genech

MSH2, MLH1, PMS1 a PMS2.

Kromé kolorektdiniho ndadoru zodpovidaji tyto mutace za vznik nddoru
endometria a nddoru Zaludku tim, Ze inaktivuji proces, kterym se opravuje chy-
bné pdrovdni bdzi pri replikaci.Gen MSH2 je homologicky s genem, ktery
koduje v bakteriich protein MutS. Geny MLH1, PMS1 a PMS2 jsou homolo-
gické s bakteridlnim genem MutH (str. §14).

A Gen MSH?2 je lokalizovan v 2p16. Jeho mutace vede k dédi¢nému nepo-

lypdznimu kolorektalnimu nddorovému onemocnéni typu 1.
A Gen MLHI je lokalizovan v 3p21. Jeho mutace vede k dédi¢nému kolo-
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rektalnimu nepolyp6znimu nadorovému onemocnéni typu 2.
® Gen PSM1 je lokalizovan v 2q31. Jeho mutace vede k dédi¢nému kolo-
rektalnimu nepolypéznimu nadorovému onemocnéni typu 3.
¢ Gen PMS2 je lokalizovan v 7p22. Jeho mutace vede k dédiénému kolo-
rektalnimu nepolypoznimu nadorovému onemocnéni typu 4.

Viechny uvedené typy nadorovych onemocnéni jsou kromé kolorektalni-
ho nadoru charakteristické tvorbou nadoru zaludku a endometria.

14.3.5
Exprese nadorovych supresorovych genit
dédi¢ného Wilmsova nddoru

Je to nador ledvin, ktery se tyka 8 % détskych nadortl. Vznikd zménami
ve chromozomové oblasti 11p13, v niZ byl dokézan gen WT1, ktery je dvojna-
sobng defektni u pacientd s Wilmsovym nédorem. Protein WT1 kédovany tim-
to genem obsahuje 4 zinkové prsty a zjevné plni funkei transkripéniho faktoru.
Exprimuje se jen v omezeném podtu tkani, obvykle v embryondlnich ledvinach,
v testes fétu a vajeénicich. Bilateralni nador se vyskytuje o dva roky dfive neZ
sporadicky unilaterdlni, coZ naznafuje, Z¢ Wilmsiv nidor je determinovan
mutantni alelou nadorového supresorového genu jako u retinoblastomu, v némz
bilateralni pripady (nadory v obou o&ich) vznikaji v disledku ztraty heterozy-
gotnosti genu RB1.

Wilmstiv nador je sloZen z nediferencovanych bunék a vznikd maligni
transformaci ledvinové kmenové buiiky, ktera ztratila schopnost diferenciace.

14.3.6
Exprese nadorovych supresorovych genii
dédi¢ného nadoru prsu a vajeéniku

Piiblizng 5 a% 10 % nadord prsu je dédi¢ného pivodu. Dvé alely nddo-
rového supresorového genu, a to BRCAI a BRCA2, predisponwji jedince k ra-
koviné prsu a vajecniku.

GEN BRCAL. Nachazi se v lokusu 17¢21, ktery se té% oznauje jako
BRCAL. Zodpovida za 40 % familidlnich piipadti nadoru prsu a za 80 % fami-

lialnich piipadd nadord vajeéniku a prsu. Sestavd z 21 exonti. Jeho produkt
obsahuje doménu se zinkovym prstem a mé podobnou funkei jako gen RBI.

GEN BRCA2. Nachézi se v lokusu 1312 - 13. P'redisp.oquj'e k rakoviné
prsu. Méné rozhodujici funkei ma pii predispozici rakoviny vajeéniku.

|

|

|

1
—
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14.4
PRIKLADY DALSICH DEDICNYCH NADORU

14.4.1
Geny dédiéného melanomu

KoZni maligni melanom je roziifen po celém svété a jeho Cetnost se
zvySuje vice nez u jinych druhd rakoviny. Nachylnost k nému je ovliviiovana
sloZzenim melaninu a faktory prostiedi. Aviak 5 a% 10 % ptipadd je dédi¢nych.
Dédi¢na forma koZniho maligniho melanomu je charakteristickd vyskytem
mnohodetnych primérnich nadort a tzv. matefskymi znaménky. Vedle dédi¢né
formy onemocnéni melanomem, kterd se zadin obvykle objevovat ve v&ku 20
az 30 let (pfilezitostng i v prepubertalnim véku) jedince, vyskytuje se téZ nedg-
di¢na forma charakteristicka sporadickym vyskytem melanomu ve véku 40 aZ
50 let. Rozliduji se dva typy dédicné formy melanomu:

¢ Dédi¢ny melanom 1. Gen (asi nadorovy supresorovy) uréujici tuto fami-
lidlni formu melanomu byl lokalizovén na chromozomu 9p21. Oznaduje se jako
CDKN2A (P16) a kéduje protein pl6, ktery je pfibuzny s proteinem p21, a pd-
sobi jako inhibitor proteinkindzy zévislé (dependentni) na cyklinu.
¢ Dédicny melanom 2. Gen pro tuto formu melanomu je umistén v oblasti
12q13. Kéduje proteinkinazu zavislou na cyklinu. Oznaguje se jako CDKA4.

Z pfipadt vyznacujicich se dédi€nymi melanomy je asi 50 % vysledkem

mutace v genu CDKNZ2A pienasené zarodednymi burikami.
Tab. 46

Dédicné defekty v opravach DNA zptsobujici vznik malignich nadori

Syndrom Klinické piiznaky Nadory

Xeroderma KiiZe precitlivéld ke
pigmentosum slunecnimu zdven, rakovina kize
hojné nddory.

Poruient kordinace
Ataxie telangiektizie télesnych pohybil, lymfomy
imunodeficience,
ndchylnost k neopldzii
T-lymfocyti.

Bloomiiv syndrom ZpoZdény rust, citlivost | nadory riizného typu
k slunecnimu zdvent.

Fanconiho anémie Anémie zpiisobend myeloidni leukemie
ubyvdnim kostni diené.

-
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14.4.2
Déditnost defektii v opravach DNA

Jeliko? vyvoj nadoru vyZaduje, aby se nahromadilo vice mutaci v jedné
butice, lze predpokladat, Ze budou vznikat té2 mutace, které se projevuji chyba-
mi v mechanizmech, zahrnutych do oprav po$kozeni DNA nebo mutace proje-
vujici se precitlivélosti k G&inkam faktortl pogkozujicich DNA. Tyto mutace
vedou k syndromiim, které jsou stru&né charakterizovany v tab. 46. Vyskytuji se
vEak vzacné.
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145
ONKOGENNI VIRY

14.5.1
Piehled onkogennich vird

"Onkogenni viry" neni taxonomicky nazev pro urgitou skupinu virtl, ale
oznadeni pro ty viry z riiznych taxonomickych skupin, které vyvolavaji neoplas-
tickou transformaci nebo jsou jednim z faktord pozitivné ovliviiujicich tento
proces.

Zatim bylo zji§téno, Ze onkogenni jsou zejmena tyto viry:

1.Retroviry, které obsahuji ve svém genomu onkogen. Sem patii:
¢ Mnoho druht rodu Savéi viry typu C, napt. Abelsoniv virus mysi leu-
kemie (AbMLY), Harweyiv virus mySiho sarkomu (HaMSV), Kirstenuv virus
mystho sarkomu (KiMSV), Moloneyily virus mysitho sarkomu (MoMSV), Snyder-
Theilenirv virus sarkomu kocek (STFeSV) aj.
¢ Mnoho druhti rodu Ptadf viry typu C, napt. virus Rousova sarkomu (R-
-SV), virus ptaci leukézy (ALY), virus ptaci myeloblastozy (AMV) aj.

2.Retroviry, které neobsahuji ve svém genomu onkogen. Sem patfi:

A4 Virus prsntho nddoru mysi rodu Savéi viry typu B.

A4 Viechny druhy rodu Retroviry BLV-HTLYV, tj. virus bovinni leukemie
(BLV), T-lymfotrofni lidsky virusl (HTLV-1), T-lymfotrofni lidsky virus 2 (HTL-
V-2), T-lymfotrofui opici virus (STLYV).

3. Hepadnaviry.
® Virus hepatitidy B (HBV) rodu Orthohepadnavirus.

4. Papovaviry.
® Nekteré druhy rodu Polyomavirus, napt. opici virus 40 (SV40).

@ Nékteré druhy rodu Papillomavirus, napt. lidsky virus papilomu (HP V).

5. Herpesviry.
¢ Patii sem lidsky herpesvirus 4 (HHV-4) neboli virus Epsteina a Barrové
(EBV) rodu Lymphocryptovirus (podéeled y-Herpesvirinae) a lidsky herpes-
virus 8 (HHV-8) rodu Rhadinovirus (podCeled’ y-Herpesvirinae).

6. Adenoviry.

V daltich kapitolach se budeme zabyvat jen t€mi viry, které zptsobuji
prokazan& nebo pravd&podobné rakovinu u lidi. Ostatnimi viry savel se bude-
me zabyvat jen potud, pokud znalost kancerogeneze, kterou zplisobuji, prispiva
nebo pomahd vysvétlit proces virové kancerogeneze u ¢lovéka. V tom sméru
jsou predeviim zajimavé retroviry.

14.5.2

T

i
bE
L
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Neoplasticka transformace uskute¢iiovana retroviry

Vysledky vyzkumu retrovirl vyrazng pfispély k objasnéni fady funda-
mentalnich otdzek souvisejicich s kancerogenezi. Je to pfedeviim objev onko-
gent, ktery poloZil zdklady moderni teorie vzniku rakoviny. Je proto nutné,

alespofl v hrubych rysech se sezndmit s procesem onkogeneze realizované retro-
viry.

TRANSFORMUJICI RETROVIRY. Ve vztahu k neoplastické transfor-
maci lze retroviry délit na dvé skupiny:

1. Pomalu transformujici retroviry. Tyto viry neobsahuji onkogen a
tudi# ho ani nepiendseji. Aktivuji viak k transkripci protoonkogen vedle které-

ho (nebo do kterého) se integrovaly. Tyto viry indukuji nadory u zvifat po
dlouhém latentnim obdobf.

2. Akutn@ transformujici retroviry. Tyfo viry obsahuji onkogen, ktery
prendseji a s nim se integruji do genomu hostitelské buitky. Velmi rychle indu-
kuji nadory a 0&inn& transformuj buiiky v kultufe. Byly izolovany z kufat, kro-
cana, my#i, krys, koéek a opic.

INZERCNI AKTIVACE PROTOONKOGENU. Pomalu rransformujici
retroviry aktivuji protoonkogen zpiusobem inzercni aktivace spocivajici v tom,
se DNA téchto virts se v hostiteli zadleni vedle protoonkogenu a prepisuje jej ze
svého promotoru, ktery se nachdzi v provirové sekvenci LTR. V mnoha nado-
rech se virus integruje do protoonkogenu c-ntyc mezi jeho exony. Tento proto-
onkogen sestava ze tii exond: prvni predstavuje dlouhou nepiekladanou vedou-
ci sekvenci a dal§{ dva kdduji protein c-Myec. Retrovirovy genom se miize zacle-
nit mezi prvni a druhy exon (obr. 532). To vede k transkripei druhého a tietiho
exonu c-myc, kterd je Fizena z virového promotoru obsazeného v LTR. Transk-
ripce c-myc je za téchto podminek mnohem intenzivnéjsi, nebot promoior v pra-
vé sekvenci LTR je velmi ucinny.

Vysok4 hladina proteinu kédovaného aktivovanym protoonkogenem je
zfejmé pak pii¢inou poruseni regulace déleni butiky, které se projevuje u posti-
7enych zvitat leukemii.

TRANSDUKCE AKUTNE TRANSFORMUJICIMI RETROVIRY. Onko-
gen miize byt pFenesen jako soucdsi genomu retroviri do hostitelské burky, ve
které se soucasné s timto genomem integruje do nékterého jejiho chromozonu.
Tento zpisob pienosu onkogenu je analogicky procesu transdukce uskuteéﬁow}-
né napt. fagem A a oznaduje se proto jako transdukee. Transdukef jsou pfena-
Seny geny prostiednictvim viru z donora na recipienta. Zkracend fedeno v dono-
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EXPRESE PROTOONKOGENU ¢-MYC
protoonkogen c-myc
exon1 exon2 exon3

[Ervelilcmyc i c-myc] RN
|

transkripce + sestfih

exon 1exon 2exon 3NN

Nepreklada se. Prekldda se.

AKTIVACE PROOTONKOGENU ¢-MYC
PROVIREM
_exon2 exon3

Transkripcez =
promotoru LTR je
vysoce (i¢inna.

Translaéni produkt se S
tvoFi ve vysoké sestfi
koncentraci. 3
exon 2jexon 3
translace
Obr. 532

Exprese protoonkogenu c-mye pied aktivaci a po aktivaci provirem

ru virus ziskd néktery gen z genomu hostitelské builky a infekei jej ptenese do
nové hostitelské buiiky. Retroviry pfedstavuji zatim jedinou skupinu vird, kte-
ra miZe timto zpisobem ziskat protoonkogeny z hostitelské buiiky a aktivovat
je v onkogeny. Tento proces prob&hne minimalné v téchto krocich (obr. 533):

1. Virovy genom se nejdiive integruje do protoonkogenu hostitelské buii-
ky. Vysledkem toho je umistdni genomu viru mezi exony protoonkogenu.

2. Integrovany genom viru se pfepiSe véetné napf.tii exonti protoonkoge-
nu do del$iho primérniho transkriptu nebo v rdmei svych sekvenci LTR do krat-
§iho primarniho transkriptu.

3. Oba transkripty (del3f i krat§{) se sbali do stejného virionu.

4. Jestlize jsou t&mito viriony napadeny buiiky nového hostitele, dochazi
v nich samoziejmé ke zp&tné transkripci, b&hem které se miZe ndhodn& usku-
teénit mezi krat§im a del$im transkriptem tzv. nelegitimni rekombinace, tj. re-
kombinace mezi dvéma tseky, kieré se vyznacuji bud’ Zddnou, nebo slabou
homologii. V tomto p¥ipadg se to d&je tak, Ze zpétna transkriptéza pfepise v-onc
a ponechava stranou env.
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1. Integrace virového genomu do protoonkogenu.

| DNA viru po zpétné
po transkripci

exon J\\i/;
exony

2. Transkripce.

protoonkogen

m LIR ___gag pol env LTR -v-onnc'
l provirova DNA

delsi primarni transkript
IR gag  pol env LTR

v-onc

LTR gag pol env LTR
krati primarni transkript l

3. Shaleni transkriptu
do stefného virionu.

virion

RNAWIETR gag pol env LTR

LTR gag pol env LTR

| RNA >

4. Nelegitimni rekombinace
pFi zpétné transkripci.

_LTR __gag pol env LTR

lvone!

ag pol ;/~~—_LIR
DNAdLTR g p )

LTR gag pol env LTR

\L Neni pFepisovan.
5. Vlysledek rekombinace.

LTR a pol__ oo LTR,
P 380

Obr. 533
Schéma mechanizmu zaélenéni protoonkogenu do genomu retroviru

i
[
i
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5. Vysledkem rekombinace je v tomto pfipadé virovy genom:
LTR - gag - pol - one - LTR.
Je samoziejmé, Ze tento rekombinantni virus je v replikaci v hostitelské burice
defektni. Proto pro jeho reprodukei v hostitelské buiice je nutny nedefektni po-
mocny virus. To se tykd prakticky vSech retrovird, které ziskaly nelegitimni re -
kombinact onkogen. Vyjimkou je virus Rousova sarkomu, ktery kromé& genfi
gag, pol, env ma navic v-onc.

6. Protoonkogen onc prodglava béhem replikace viru vétSinou bodové
mutace nebo i delece, kterymi se aktivuje v onkogen. Retroviry se viibec vyzna-
¢uji vysokou mutabilitou (viz napk. virus HIV).

Onkogeny obsaZené v genomu retrovirii se oznacuji symboly v-onc, pfi-
¢emZ za onc se dosazuje specificky symbol, napk. v-sre, v-abl atd. V tab. 47
jsou uvedeny piiklady nékterych retrovirovych onkogenti, které jsou silnymi
induktory neoplastické transformace.

Srovnani sekvenci ptisluiného v-onc s jeho homologickym protoonkoge-
nem ukéazalo, Ze transdukované sekvence byvaji poskozené bodovymi mutacemi
a delecemi a preménény tak v aktivované protoonkogeny neboli onkogeny.
Jejich pfenos (pfedevim retroviry) probiha u zvifat.

(GENOM A JEHO EXPRESE U VIRU RSV A ALV. Tradiénim piikladem
akutné transformujicich retrovird je virus Rousova sarkomu (RSV). Obsahuje
ve svém genomu onkogen oznadovany jako v-src. Aviak genomova organizace
Jjinych akutng transformujicich virt se v disledku nelegitimni rekombinace 1isi
od organizace genomu RSV (obr. 534),

B

NN Virus ptagi myeloblastézy (AMV BA1/A)

S NN Virus ptaéi myeloblastézy a erytroblastézy
(AMV-E26)

it

]

V disledku nelegitimnf rekombinace se genomy retrovird navzéajem lisi.
Tyka se to téch retrovird, které do genomu pojaly protoonkogen.

Obr. 534
Pfiklady odli$nosti v organizaci genomu riznych kmenu retrovird
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Tab. 47
Ptiklady onkogenil p¥enaSenych retroviry
Onkogen Virus Nidor Hostitel
v-abl Abelsonlyv virus leukemie leukemie my$
Ab-MuLV
v-erbB Virus ptati erytroblastozy erytroblastéza kufe
AEV-ES4
v-fins Virus satkomu kogky sarkom kotka
SM-FeSV
SSM
Harveyiv virus sarkomu
v-Ha-ras krysy sarkom krysa
HaMSV
Kirstentv virus sarkomu
v-Ki-ras krysy sarkom krysa
KiMS8V
v-jun Virus ptatiho sarkomu sarkom kufe
S17-ASV
v-mpb Virus pta¢i myeloblastozy myeloblastdza kuie
AMV-BAI/A
Virus pta&i myeloblastozy
v-mypb a erytroblastézy myeloblastdza a kufe
AMV-E26 erytroblastoza
Virus ptaéi
yv-myc myelocytomatdzy leukemie kuie
MCV-29
V-sis Virus opi&fho sarkomu sarkom opice
Ssv
V-sre Virus Rousova sarkomu sarkom kufe
RSV
Moloneytv virus my3iho
v-mos sarkomu sarkom my$s
MoMSV
v-kit
Virus kogiiho sarkomu sarkom kotka
HZ4-Fe3V
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Genom viru RSV je na obr. 535 porovnévan s genomem viru ALV, ktery je
pomalu transformujici a nepfenasi tedy onkogen. V genomu RSV je tedy navic
v-srce. Genom je zde vyjadien ve stavu proviru, ktery se cely pfepisuje do pri-
marniho transkriptu neboli nesestiizené mRNA, ktera je vychozi molekulou pro
posttranskripéni apravy a translaci (str.717 a obr. 458). Vé&tSina b&zné studova-
nych kmend RSV obsahuje vedle c-src viechny geny potiebné pro jejich repli-
kaci. Jsou proto replikace schopné. Viechny ostatni akutné transformujici retro-
viry jsou v replikaci defekini a musi proto byt pomnoZovdny koinfekci hosti-
telské buriky soucasné s pomocnym virem, ktery obsahuje viechny funkéni geny
gag, pol a env. Geny pomocného viru pak nahrazuji defekt v replikaci akutné
transformujiciho viru a umoZfiuji tak jeho replikaci.

Replikaéni defekt vétsiny akutné transformujicich virii je disledkem dele-
ce jednoho genu, ktery byl nahrazen virovym onkogenem. Proto jsou genomy
v&tsiny akutng transformujicich virli mensi nez netransformujicich. RSV je vy-
jimkou v tomto ohledu; obsahuje v&t§i genom nez ALV, nebot’ v ném nebyly
deletovany geny gag, pol a env.

Viechny tyto viry maji podobnou zakladn{ strategii exprese svych onko-
ALY
DNA [LTRI-929.R0l enViyyRy g 5k

RSV

DNA gag polenv 0 LTR]10 Kb

Transkripce.

Uplné RSV- gag pol env

RNA &

Sestiih a translace.
Gag- a Pol- proteiny Env-proteiny Src-onkoprotein

U ALV probih& proces @ a @ .
U RSV probihé proces ®, @ a @

Obr. 535
Genom viru ALV a RSV

SIC primani transkript
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gend, t_!. jsou piepisovany z provirové LTR jako &ast retrovirového genomu
N’elfter'e onkogeny, napf ras, fos a erbA se podobné jako src vyjadiuji jako ne;
za,v1sle translaéni produkty neobsahujici kédujici sekvence odvozené z viro-
vych’replikac’m’ch genti. Na rozdil od toho mnohé jiné onkogeny se vyjadfuji ja-
ko’ fuzovgné proteiny, které obsahuji vedle onkogenu kddujici sekvence viro-
vyvcfvl’riephkaén{ch gend; napf. sekvence genu gag mohou flizovat s onkogenem.
V&3] &ast genu gag je u téchto virh deletovana a nahrazena sekvencemi onko-
genu abl, myc, jun, erbA aj. Nékteré akuiné transformujici retroviry obsahuji
dva odlisné onkogeny, z nichz kasdy pfisptvd k indukci vzniku novotvary.

14.5.3
Neoplasticka transformace navozend virovymi geny

. Genom nékterych DNA-virl obsahuje geny, které kéduji specifické
virové proteiny narudujici v hostitelskych buiikach nékteré drahy podilejici se
na regulaci bunééného déleni. V disledku zdsahu téchto proteinii dochazi pak
ke zvy$ené proliferaci bun€k (buiiky jsou stimulovany ke vstupu do S-faze bu-
nééného cyklu). Tyto geny nejsou homologické s Zddnym genem hostitelské
buriky, ani s Zddnym protoonkogeneim. Virové proteiny, které koduji, viak ve-
dou k neoplastické transformaci. Jejich obecnou viastnosti je, fe maji schopnost
se vdzat na proteiny kédované nadorovymi supresorovymi geny, coZ pravdépo-
dobné vyznamné prispiva ke kancerogenezi tim, Ze pfi tom dochdzi ke sniZeni
supresivniho ucinku proteini kédovanych nadorovymi supresorovymi geny.

Té&mito vlastnostmi se vyznaduji pfedevsim adenoviry a virus SV40. Vy-
voldvajt neoplastickou transformaci u zviFat a patii mezi DNA-viry.

ADENOVIRY. Indukuji nadory v pokusnych zvifatech a transformuji
savéi tkattové kultury. Neexistuje dikaz, Ze by indukovaly nadory u lidi. Trans-
formaéni aktivita téchto vird je uréena dvéma geny: EIA a E1B. Brzy po infek-
ci butiky dochézi k transkripci obou genfia k alternativnimu sestiihu, kterym se
vytvoti dva druhy mRNA. Kaxd4 z nich je ptekladdna do dvou pfibuznych
proteini: E1A a E1B. E1A-protein se lokalizuje v jadfe, kde se posttranslainé
modifikuje, E1B-protein je lokalizovan v cytoplazmé. Oba proteiny kooperuji a
vedou ke vzniku tplné transformovanych nddorovych bunék. E1A-protein Jje
mohutny transaktivdtor, ktery interaguje § transkripénimi  faktory buiky a
zvySuje udinnost jejich vazby s promotorovynii elementy nebo zesilovaci transk-
ripce. Kroms toho vazba ElA na pRb-protein miize modifikovat nebo inaktivo-
vat inhibiéni funkce tohoto proteinu. E1B se véZe na p53 a miZe mit podobny
aginek. Témito ucinky na pRb-protein p53 narusyji regulact vstuput bunék do
G,- a S-faze bunécéného cyklu a navozuji tak neomezené déleni bunék.
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PAPOVAVIRY, VIRUS SV40. Virus SV40 syntetizuje brzy po infekci
kromé tzv. malého t-antigenu velky T-antigen, ktery se uplatiiuje v reprodukci
viru a v regulaci jeho genové exprese. Postaluje GipIné k vyvolani neoplastické
transformace v nepermisivnich builtkdch. Stimuluje pfechod bunék do S-faze a
tvoli komplexy s bunéénymi proteiny jako jsou pRb-protein a p53 a md podob-
ny ucinek na déleni bunék jako vySe zminéné proteiny adenovirii.

14.5.4
Viry a rakovina lidi

Asi u 20 % lidi nemocnych rakovinou je vznik rakoviny vazan na pfi-
tomnost vird. Jde pfedevsim o tyto viry:
virus lymfotrofui lidsky 1 neboli virus HTLV-1,
virus lymfotrofni lidsky 2 neboli virus HTLV-2,
virus hepatitidy B neboli virus HBYV,
herpesvirus 4 (HHV-4 ) neboli virus Epsteina a Barrové &i virus EBV,
herpesvirus 8 (HHV-8).
Je nutné predem zdiraznit, Ze ackoli tyto viry patii mezi retroviry, nepre-
ndeji onkogeny, ale neoplasticky transformuji své hostitelské bunky viastnimi
geny, predevsim geny typu transaktivator(i. To je rozdil napf'. proti retroviriim,
které onkogeny pienéseji.

¢ & 6 6 O

14.54.1
T-leukemie dospélych zplisobena virem HTLV-1

T-LYMFOTROFNiI VIRY LIDSKE 1 A 2 neboli HTLV-1 A HTLV-2.
Budeme se zabyvat jen virem HTLV-1 vzhledem k jeho Sir§imu vyskytu a vétsi-
mu podtu poznatki ve srovnani s virem HTLV-2. Virus HTLV-1 zplsobuje
T-lymfom (T-leukemii) dospélych (zkr. ATTL). Pacienti trpici ATTL byli
infikovani virem HTLV-1 b&8hem porodu nebo kojeni. Lze viak také predpokla-
dat, Ze k infekci dochézi krevni transfuzi. Po infekci nastava dlouhé latentni
obdobi témé&t 30 let. Jakmile v8ak choroba propukne, jeji pribéh je pak rychly
(asi do $esti m&sich nastdva smrt). AvS§ak pouze 1 % infikovanych jedincii one-
mocni touto zhoubnou chorobou.

VYSKYT VIRU HTLV-1. Virus HTLV-1 se vyskytuje v jihozapadnim
Japonsku, v Karibské oblasti a na Stfednim vychodg. Zpiisob jeho pienosu neni
piesné zndm. Do Evropy se virus HTLV-1 dostévé prostfednictvim pfisté€hoval-
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cti z endemickych oblasti a jeho prenos se dgje sexudlni cestou z muZe na Zenu.

Vyskyt infek: & $ 17 i e . !
V;;]ygilll nfekce v Evropg je 2 az 13 infikovanych jedinct na 100 000 neinfiko-

. EXPRESE GENOMU HTLV-1 VE VZTAHU K T-LEUKEMIIL Genom
viru HTLV-1 kéduje krom& produktii genl gag, pol a env jeSté proteiny p40-
ta?i, p27rex a p21, které se tvoli v infikovanych buiikach. Funkéni vyznam pro-
telfllulp2,1 nenf znam. Proteiny p40tax a p2lrex jsou regulacni a maji rozho-
d.u_llcl vyznam v regulaci virové exprese, a tim i moZné v mechanizmu neoplas-
txck.é trgnsformace zplisobované témito viry. Protein p40tax transaktivuje jak
svoje virové geny, tak i ndkteré bunééné geny. Jsou to pledevsim geny kédujici
IL-2, IL-3, PCNA a také protoonkogeny c-fos a c-sis.

Protein p40tax imortalizuje T- buiiky in vitro. Z tohoto hlediska se gen
kodujici tento protein chové jako onkogen. Nemd vSak svilj protéjek tj. proto-
onkogen a nevznikd z ného aktivaci. Proto se za onkogen nepovazuje.

14.5.4.2
Rakovina jater zpiisobena virem HBV

HEPATOCELULARNI KARCINOM. Virus hepatitidy B (virus HBV)
patti k hepadnavirim a zpiisobuje akutni a chronické infekce, které mohou trvat
cely zivot. Chronické infekce jsou doprovdzeny zcela zfetelné vyvojem hepato-
celulérniho karcinomu. Hepatocelularni karcinom (zkr. HCC) neboli hepa-
tom je jaterni nddor, ktery je Casto sdrusen s cirhézou. Cirhéza &1 "ztvrdnuti
jater" je jaterni omemocnéni charakteristické zmnoZenim vaziva a uzlovitou
prestavbou jaterni thané.

Asi 250 miliont lidi jsou nosigi viru HBVa dokonce v n&kterych ende-
mickych oblastech je aZ 10 % populace aktivnich nosict tohoto viru. V mno-
hych oblastech, kde HBV je endemicky, jsou jaterni cirhéza a chronické hepa-

Mrv

titida hlavnimi pti¢inami Gmrtnosti.

Hepatocelularni karcinom patii mezi 10 nejdastgji se vyskytujicich nado-
rovych onemocnéni. Kazdy rok pfibyva zna&ny potet novych piipadii tohoto
onemocnéni. V Africe, ¢iné a jihovychodni Asii ptibyva ro¢né asi 30 novych
piipadd na 100 000 jedincill, zatimeo v zépadni Evropé je to 3 novych piipadid
za rok. Vyskytuje se Sastéji u mu nez u zen. Vyskyt HCC zavisi na véku a
dosahuje vrcholu ve véku 30 - 50 let. Viichni pacienti s timto onemocnénim
jsou HBsAg-pozitivni. Diikaz pii¢inného spojeni HBV s HCC je pfesvédivy.
Nosigi viru maji zvysené riziko vyvoje HCC ve srovnani s neinfikovanymi
osobami. Asi 80 % piipadit HCC je sdruzeno s infekci HBV.
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CHRONICKA INFEKCE VIREM HBV. Vznik HCC je spjat s chronic-
kou infekci virem HBV. Asi 250 000 0sob umira za rok na HCC, u nichZ se
rozvinula chronickéd infekce timto virem. Cim déle trva chronické infekce, tim
je vétsi pravdspodobnost, Ze se vytvoii HCC. Kromé toho se HCC nejcastéji
vyskytuje v téch zemé&pisnych oblastech, v nichZz je u mnoha osob pribéh in-
fekee virem HBV chronicky. U osob s chronickou infekei virem HBV se zvySu-
je riziko vzniku HCC az dvésténasobn&. Progndza pro mnohé nosice viru HBV,
ktefi byli timto virem infikovani v dospélém véku, je asi takova, ze 10 az 25 %
jich bud’ zemfe na HCC, nebo na cirh6zu, nebo vyZaduje transplantaci jater vli-
vem rychle postupujici nedostateénosti jater. Je zajimavé, Ze v€tSina nelécenych
nosiéh viru HBY, kteti byli infikovani v raném véku, neumira na HCC; s vé-
kem se vyskyt HCC u nich sniZuje (pfiCina toho je asi genetickd vybava).

INTEGRACE GENOMU HBV DO GENOMU HOSTITELSKE BUNKY.
Alespoii 80 % nador?l z pacientt pozitivnich na antigen HBsAg obsahuje integ-
ranty genomu viru HBV v genomu hostitelské buiiky. Jako integrant se ozna-
&uje segment epizomu nebo virového genomu zaclenény do chromozomu hosti-
telské buriky. DNA viru HBV se zaglefiuje do vice mist genomu hostitelske buii-
ky. Zaglenéni do jednoho mista je pomé&rné vzdcné. Integrace genomu HBV do
genomu hostitelské butiky probihd bud’ pred zalatkem tvorby nadoru, nebo na
jeho zadhtku. Predpokladé se (domnénka), Ze integranty plsobi jako inzeréni
mutageny.

TRANSAKTIVACE PRODUKTU GENU X. V3echny &tyfi promotory vi-
ru HBV, véetnd promotoru X, jsou v nadorovych builkdch aktivovany produk-
tem genu x. Produkt genu x tedy plisobi jako transaktivator, tj. aktivije sou-
&asné vice genit. Aktivuje téZ promotor proteinkindzy C a piisobi proto stimu-
la¢n& na bunééné déleni. Brzdi také funkci proteinu p53, coZ vede k prFedcasné-
mu vstupu buitky do S-fdze bunééného cyklu. Inhibice proteinu p53 téZ zptisobu-
je, e ptipadné podkozeni DNA nemiiZe byt pfesné opraveno.

Transaktivace navozena proteinem x tedy pfispiva pozitivné ke vzniku a
vyvoji hepatoceluldrniho karcinomu. Nen{ viak je$té zcela jisté, zda je pfi¢inou
jeho vzniku. Problém molekulérni podstaty vzniku hepatoceluldrniho karcino-
mu se tedy povaZuje zatim za otevieny.

14.5.4.3
Rakovinnd onemocnéni zpiisobend virem Epsteina a Barrové

Vitus Epsteina a Barrové (virus EBV, herpesvitus 4, zkr.HHV 4) je sdru-
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Zen s fadou nadorovych onemocnéni, z nichZ uvadime nésledujici dtyfi

g ggl;g%"ell‘gt\;cﬁYi\iFOM (k. BI_:). Jv ¢ to nador v;pikl)’l z B-lymfocytd,
| postihuje hlavné déti. Vyskytuje'se endemicky v Af-
rice v oblastech s malérif. Postihuje za rok ze 100 000 asi 10 déti. Studie prové-
déné v Ugand® ukazaly, Ze asi 70 % ptipadi BL se tyka déti ve v&ku 5 - 9 et
Vyskyt BL v t&chto oblastech je ovlivnén teplotou a destovymi srizkami a s ni:
mi souvisejicim hyperendemickym vyskytein maldrie. Mimo uvedené endemic-
ké oblasti se BL vyskytuje sporadicky pfi nizké etnosti na celém svét; rato
forma jen sporadicky se vyskytujiciho BL je EBV-negativni. Primarni abnorma-
litou jak u EBV-negativni, tak i EBV-pozitivni formy Burkittova lymfomu je
chromozomova translokace, jejimz vysledkem je aktivace protoonkogenu c-myc
na onkogen vyzna&ujici se zvySenou expresi. Tento fakt byl zakladem hypotézy,
podle niz EBV je sam o sob& v sou€innosti s jinymi faktory faktorem plisobicim
jako podminka a nikoli pfi¢ina vzniku BL. Proti tomu v3ak hovofi nedévno zjis-
t&né vysledky praci s nékterymi nddorovymi liniemi, které byly z BL odvoze-
ny. Béhem jejich propagace in vitro bylo totiZ pozorovéno, Ze virovy genom se
z nékterych bungk ztraci. Izolace EBV-pozitivnich a EBV-negativnich klond ze
stejné populace bungk ukézala, Ze s virovym genomem EBV-negativni butiky
ztratily svij maligni potencial. Toto zjisténi podpofilo hypotézu, podle které
virus EBV je puvodcem BL.

HoDKINUV LYMFOM neboli HODKINOVA CHOROBA (zkr. HD). Jde
o maligni onemocnéni lymfatickych uzlin, ktere se projevuje jejich neboles-
tivym zdufenim (8asto na krku), teplotami, hubnutim a sniZenim odolnosti. Jde
o neobvyklé nadorové onemocnéni v tom smyslu, Ze maligni buttky, tzv. buiiky
Reedové a Sternberga neboli RS-buiiky, tvorf z celkového pociu bunék nado-
ru pouze malou ¢dst. Jejich pavod je nejasny a nelze jednoznaéné tvrdit, zda
pat¥{ k linii T-lymfocyti nebo B-lymfocyti.

HD je mnohem roziitendjii neZ BL. V zhpadni Evropé a USA se vysky-
tuje s &etnosti 2 - 4 nemocnych na 100 000 osob.

NAZOFARYNGALNI KARCINOM (zkr, NPC). Je to malign{ epitelovy
nador v nosni dutin& a je sdruZen s infekei virem EBV. Histologicky se klasifi-
kuje do tii typi:
¢ skvamézni buné&ny karcinom (diferencovany),
¢ nekeratinizovany karcinom (¢4ste¢né diferencovany),
¢ slab& diferencovany nebo nediferencovany karcinom. _

Vyskyt NPC kolisa podle geografického umisténi, véku a rasy. Vysk}vltlu_lve
se hlavng (15 - 30 piipadd na 100 000 obyvatel) v Hong Kongu a jizni Cing.
V nékterych provinciich Ciny postihuje pfedevsim mue, v jinych Zeny. Na roz-
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dil od BL je NPC chorobou, ktera postihuje osoby ve v&ku 50 - 60 let.

Pogateéni symptomy NPC jsou velmi Casto vagni a pacientem nepozoro-
vatelné, dokud nador nedosahne pokro€ilejsiho stadia. NPC je rychle rostouci
nador s tendenci metastazovat do lymfatickych uzlin krku a vzdalenych mist,
jako jsou kosti, jatra a plice. JelikoZ nador je radiosenzitivni, pouziva se k 1é¢bé
radioterapie. Pravd&podobnost peZiti 5 let je zhruba 40 %.

Zatim neni jasné, zda EBV se uplatiiuje pfi zahéajeni (pogatku) nadoru
nebo zda infekee n&jaké "kandidatni" nadorové butiky virem pak pfinasi selek-
tivni vyhodu pro rist EBV-pozitivnich bunék postupné pievladajicich béhem

tvorby nadoru.

KARCINOM ZALUDKU. Tento karcinom sdruzeny s EBV je relativné
gasty v Japonsku, kde je nejetn&j$im druhem rakoviny (asi 95 000 novych
piipadi roéné). Pitomnost viru EBV byla prokazana u 7 % z celkového pottu
japonskych pacientd, v USA jeto 16 % a ve Velké Britanii kolem 4 %. Virus se
vyskytuje podobng jako u NPC v nediferencovanych karcinomech a je vzécny
vy diferencovangj$ich typech. Vyskytuje se téz v lymfatickych metastatickych
uzlinich.

EPIZOMALNI CHARAKTER GENOMU VIRU EBV. Jako u ostatnich
herpesvirti je i genom EBV-viru tvofen linearni dsDNA. Avgak ptevladajici for-
mou tohoto genomu in vivo je kruZnicové epizomova DNA. Existuji dikazy, ze
ve stejné BL-buiice koexistuje vedle integrované formy DNA viru EBV i jeji
autonomni kruznicova forma. Neni viak dosud jasné, zda integrovana forma

této DNA je vlastni pfi¢inou maligniho nadoru. Je viak zcela jisté, Ze véisina
DNA tohoto viru je v nadorovych burikdch epizomdini.

VYzNAM PROTEINU LATENTNI FAZE VIRU EBV PRO IMORTALI-
ZACI BUNEK BL. Na rozdil od ostatnich herpesvird syntetizuje virus EBV bé-
hem latentni infekee asi devét riznych proteinii. Vlivem aktivity téchto protei-
nd se B-lymfocyty imortalizuji, tj. nabyvaji schopnosti se neomezené mnoZit.
Jde predeviim o proteiny oznatované jako jaderné antigeny viru Epsteina a
Barrové neboli proteiny EBNA1 a EBNA2. Protein EBNA1 stimuluje replika-
ci epizomalni DNA viru EBV a protein EBNA2 je transaktivator, ktery zesiluje
expresi gent kédujicich CD21 (receptor viriont EBV) a CD23 (receptor
riistového faktoru B-lymfocytil). Z dalSich proteini je to EBNA-LP, ktery akti-
vuje expresi genu kodujiciho cyklin D2 a indukuje prechod z G- do G,-faze bu-
nééného cyklu v kooperaci s EBNAZ.

Otazka, zda virus EBV je vlastni pfi¢inou uvedenych nador(, neni viak
jesté zodpovézena. Koneény diikaz nepostradatelnosti EBV v nadorovych buii-
kach spoivé v piipravé ginné vakciny proti nému. Price na ni pokraduje.
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14.5.44
Rakovinna onemocnéni zpisobens papilomaviry

ONEMOCNEN] ZPUSOBOVANA PAPILOMAVIRY. Promofeni lidsks
pOp\‘L’llaCG papilomaviry je zna&né. TéZ infekce, které zplsobuji, jsou znagne
rozsiieny.

Nejvice jsou rozsifeny typy papilomavird, které jsou pfi€inou bradavic na
rukou a nohou. Jinak papilomaviry zptsobuji tvorbu papilomd. Jako papilom
se oznaluje nezhoubny nador sliznice nékterych organd. Jednotlivé druhy be-
nigniho a maligniho nddorového onemocnéni uvedeme v tomto struéném pie-
hledu:

L4 Plantarni (chodidlové) bradavice. Jednotlivé bradavice piedeviim na
chodidlech. Jsou benigni.

L4 Oby¢ejné bradavice. Nakupeni bradavic v&tiinou na rukou. Jsou benig-
ni.

¢ Ploché bradavice. Nakupeni bradavic vét§inou na ramenou, nohou a na
obligeji. Jsou benigni.

¢ Laryngalni papilom. Papilom hrtanu vétSinou u déti. Je benigni.

L4 Kondylomy. Jako kondylom se oznaluje koZni vyrustek podobny brada-
vici. Jsou vétSinou benigni, ale n8kdy piechazeji na maligni formu.

¢ Karcinom déloZniho hrdla. Je to druhé nejcastéji se vyskytujici nado-
rové onemocnéni postihujici Zenské pohlavni organy. Vyskytuje se u Zen ob-
vykle mezi 40 az 55 lety. Vyskyt je vy$8i mezi Zenami z niZSich socioekono-
mickych skupin a u Zen s &astou frekvenci pohlavniho styku a stfidani partnerd.
Je maligni.

¢ Epidermodysplasia verruciformis maligna. Vzécné se vyskytujici one-
mocnéni kii¥e vyznalujici se tvorbou Eetnych bradavic po celém téle. Jsou asto

malignf.

LIDSKE PAPILOMAVIRY (HPV). Patii do rodu Papillomavirus, ve
kterém se d&li na fadu typh oznadovanych jako HPV s pfifazenym Ciselnym

oznadenim typu. O nékterych typech se zminime v souvislosti s popisem pfi-
slugného nadorového onemocnéni. Morfologie a stavba virionl papilomavird je
stejnd jako u polyomavir. TéZ genom je podobny. Jako u polyomaviri je tvo-
ten kruznicovou dsDNA o velikosti zhruba 8 kb. DNA se vyskytuje v komplexu
s bunéénymi histony a tvoi{ s nimi struktury podobné nukleozomiim. Genom lze
rozdglit do dvou oblasti (obr, 536):

1. Oblast, kterou tvoi{ geny kédujici rané proteiny (E-proteiny).

2. Oblast, kterou tvoii geny kodujici pozdni proteiny (L-proteiny).

PROTEIN E7. Protein E7 inhibuje funkci pRb-proteinu. Véze se totiZ na
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Obr. 536

Mapa genomu papilomaviru HPV-16 a jeho exprese
do transtaénich produktd

nefosforylovany protein pRb a tim blokuje jeho vazbu na transkripéni faktor
E2F, ktery se proto uvolni z komplexu pRB.E2F a mizZe pak aktivovat trans-
kripci gent, jejichZ podukty jsou nutné pro vstup buiiky do G,-faze buné€ného
cyklu (obr. 314, str. 484). Proto se uvaZuje (hypotéza), Ze by moh! pisobit jako
onkoprotein. (Poznamka: normalni funkce pRb-proteinu jako jednoho z regula-
tort bun&&ného cyklu je vysvétlena na str. 481 - 485).

PROTEIN E6. Protein E6 se vae na p53 a inhibuje jeho aktivitu.
Normélng p53 indukuje zastaveni buné&ného cyklu. Avsak za pFitomnosti E6

tuto funkei neplni. Buiika tak ztrdci pfirozeny regulator svého déleni a déli se
neomezend. Proto se protein E6 uvazuje (hypotéza) jako jeden z moZnych on-
koproteinil.
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VYZNAM VIROVE INTEGRACE A DEREGULACE GENOVE EXPRE-
SE PRO TVORBU NADORU. Dosavadni vysledky vedou k zévéru, %e na chro-

mozomu hostitelské builky neexistuje néjaké prednostni misto, které by bylo
specifické pro integraci genomu papilomavird. Genom papilomavirQ se integru-
je do rlznych mist hostitelského chromozomu. Viivem téro integrace se pravde-
podobné neméni primdrni struktura genit infikované buriky. Na druhé strang se
viak tato integrace vyznaduje specificitou vzhledem k virovému genomu, jeli-
koz vede k poruie exprese virovych genil kddujicich proteiny E2 a EI. Protein
E2 totiz pusobi jako represor transkripce genit kédujicich proteiny E6 a E7
(obr. 537). Proto ztrdta této funkce vede k deregulaci jejich transkripce. Kromé
toho integraci se miiZe deregulovat exprese genii kddujicich E6 a E7 také tim,
e tyto geny se v disledku integrace dostanou pod kontrolu promotoru hostitel-
ské buiiky v misté integrace.

éast genu
E2
Gen kédujici E2 je prerusen. ' .
Tim pfestava pusobit jako represor transkripce genu
kédujicich proteiny E6 a E7.
br. 537 }
o hostitelské bunky

Uginek integrace genomu papilomaviri do genomu
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ZAVER. Je ziejmé, %e onkoproteiny E6 a E7 vyznamné piispivaji k vy-
voji nadord zpiisobenych papilomaviry, zejména nadoru délozniho hrdla, i kdyZ
pravdépodobng nejsou jedinymi faktory ovliviiujicimi tento vyvoj.

14.5.4.5
Kaposiho sarkom a lidsky herpesvirus 8 (HHV- 8)

CHARAKTERISTIKA KAPOSIHO SARKOMU. Kaposiho (¢ti Kaposi)
sarkom (zkr. KS) se projevuje koznimi lézemi ve formé& nafialovélych papul
(pupinky) na ki, které se it po celém t&le. V agresivni podobé postupuje do
riznych organt (plice, lymfatické uzliny, Zaludek a stieva). Jsou spory o tom,
zda Kaposiho sarkom lIze oznaCit jako maligni, jelikoZ ma znaky jak hyperpla-
zie (zvétden{ organu nebo jeho gasti v disledku zvyseni podtu jeho bungk), tak i
novotvaru. Vyskytuje se ve &tyfech histologicky identickych forméch, které se
navzajem li8i epidemiologicky a prudkosti onemocnéni. Jsou to:

¢  Klasicky KS. Vyznaduje se benignimi nebolestivymi nadory Casto ome-
zenymi na kon&etiny. Jeho vyskyt je vzacny. VétSinou se vyskytuje u star§ich
muzd italského nebo zidovského plivodu v mediteranni oblasti a v oblasti Stied-
niho vychodu.

4 Africky & endemicky KS. Vyskytuje se v rovnikové Africe u dospélych,
hlavng muzd, ale také u déti obojiho pohlavi. Je mnohem agresivngjsi nez kla-
sicky K, zvladté u déti, kde zachvacuje lymfatické uzliny a je Sasto smrtelny.

* KS spojeny s AIDS. Je to nejlépe popsana forma KS. Vyznauje se Si-
roce rozsetymi koznimi lézemi. PostiZeny jsou i vnitini orgdny a umrtnost je
znadnd.

HERPESVIRUS 8 (HHV-8 ). HHV-8 patii do rodu Rhadinovirus (podce-
led’ y-Herpesvirinae). Séroepidemilogicka studia vedou k zavéru, Ze s velkou
pravdépodobnosti HHV-8 je pricinou Kaposiho sarkomu. Nebylo sice dosud
prokazéno, Ze je transformujici in vitro, ale na druhé strang kéduje nékolik pro-
teinfi, které dereguluji bunéény cyklus, diferenciaci a inhibuji apoptézu, coz
pravdépodobng piispiva k tvorbé a vyvoji nadoru.
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CESKO-ANGLICKY REJSTRIK

Rejstittk obsahuje odborné terminy (véisinou = oboru molekuldrni biologie), které byly
pouzity v textu tohoto dilu ucebnice. Jsou vysdzeny polotucnym pismen Jako hesla rejstiiku. Zu
terminem ve stejném Fadku ndsleduji v zdvorce jeho ekvivalenty v anglickém nebo latinském jazy-
ce. Pied kafdym terminem (heslem) je uvedeno jeho poradové Cislo. YWenam tohoto &isla ju
vysvétlen na str. 893.

V rejstfiku jsou terminy sefazeny abecedné podle substantiv (v jednotném éisle. pokud
nebylo nutné pousit Sisla mnoného). Za kazdym heslem (terminem) je odkaz jen na stranky (¢isla
na konci hesla), kde jsou hledané terminy definovdny nebo podrobnéji vyloZeny. Na téchto strdn-
kéch jsou vétsinou polotucné vysdzeny. Je-li substantivum specifikovdno piviastkem, pak priv fas-
tek neshodny ndsleduje vidy za substantivem, a teprve po ném pFiviastek shodny. Priklad: V' lite-
ratufe jste na§li termin “inzercni aktivace protoonkogenu”. V rejstitku v hesla “aktivace
protoonkogenu inzeréni” najdete odkaz na stranku v textu (str. 835), kde se pajem timto terminesm
oznadeny vysvétluje.

Snadno 162 zjistite, se kterym terminem je termin, kterv jste Cetli v néjakem Slinku, 5+
nonymni. Nap¥. zji§tujete, co znamend termin “antionkogen”. V pejstitku sjistite, Ze tenio termin
Jje synonymni s terminem “gen nddorovy supresorovy”. Pod timto heslem pak naleznete odbaz v
str. 839, kde jsou oba terminy definovany a uvedeny jako synonynni.

V odborné literatuie se budete casto sethdvat se zkratkami terminti. Je ovyvhen pol
anglické zkratky i u ceskych ekvivalentis anglickych terminil. Budete proto chit véder, co prishs
nd zkratka znamend. Napf., co znamend skratka “LOH? V rejstiiku najdett'e, Ze “.1,( 31 je shrat
kou anglického “loss of heterozygosity”, ol odpovidd ceskému vyjadreni “ztrdta lw!erf‘» 7
nosti ". Pod timto heslem najdete odkaz na str. 843, kde je “ztrita heterozygotnosit viIv §

Upozoriujeme, Ze v rejstitku z diwvodi abecedniho Fazeni a pr’:njhh.'d.:lmsn pisen
substantivum a pak oznaceni (symbol). NapF. v textu ha str. 846 se pise 0 B’u,\'-,f,zra‘:
se viak v rejstittku uvddi Jjako "protein Bax" atd, Plati pra.vidla. Ze bef o{ziaa’u L .t{a. .
licks znadeni v textu je pred substantivem nebo za nim, je toto znaceni v I"UJ”';"‘-“ “ e
substantivem a bez pomlcky. Vyjimkou jsou toliko symbolickd znaceni, ktord (voFi pevid 823
se slovem, nap¥. "T-bunéénd leukemie dospélych” atd.“ o ] e presnin e

Nakonec je treba upozornit na to, Se zde pou:ite deské lermzrﬂ-".).7 i’jf’b‘i;‘b"“‘}‘{:f:’;' :
kladem terminii anglickych. Tykd se 1o obvykle pripadit. kdy doslovny pFekiad OF v CESEEY
nepiirozeng.

A

1. AAAF (N-acetoxy—N-acetyI-Z—aminoﬂuorene) = N.-acctoxy-N-z;ccty'l-2-‘m\moﬂmnrcn 76k
2. AAF (N«acctyl—,’l-aminoﬂuorene) = N-acetyl-Z-an}moﬂu’o'ren)'lbi()"q4
3. acetosyringon (acetosyringone) =4-acetyl-?,6,-dln}§t0x3pt;u;g4 9
4, 4-acetyl-2,6-dimctoxyfenol (4-acetyl-2,6-d1mcthmypheno )
5. adenokarcinom (adcnocarcinoma) 825
6. adenom (adcnoma) 324, 848
7. adenom pozdnf (late adcnomz)x)gSSSOO
early adenoma i
g :3223: ls'fflgignéapzkroéily (intermediat'e adenoma) 830
0. Adenoviridae (Adenoviridae) = adenoviry 643
1. adenovirus 2 lidsky (human adenovirus 2) 645

——————eee
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. adenoviry (adenoviruses) 641, 643, 854, 861

. adukt (adduct) 757

. aflatoxiny (aflatoxins) 762

. AIDS (acquired immune deficiency syndrome, acquired immunodeficiency syndrome) = syndrom

ziskaného selhani imunity 701

_ aktivace metabolickd (metabolic activation) 731

. aktivace protoonkogenu inzertni (insertional proto-oncogene activation) 855
. alkyl-alkan-sulfondt (alkyl-alkanc-sulfonate) 754

. alkylsulfaty (alkyl sulfates) 755

. analog bédze (base analogue) 751

_anémie Fancomniho (Fanconi’s anaemia) 852

. angelicin (angelicin) 759

. angiosarkom (angiosarcoma) 825

. antigen australsky (Australian antigen) = antigen viru hepatitidy B povrchovy 722
. antigen HBcAg (HBcAg antigen) = antigen viru hepatitidy B dfefiovy 722

. antigen HBsAg (HBsAg antigen) = antigen viru hepatitidy B povrchovy 722

. antigen HBsAg maly (HBsAg small antigen) 722

. antigen HBsAg stiedni (HBsAg middle antigen) 722

. antigen HBsAg velky (HBsAg large antigen) 722

. antigen t maly (small ¢ antigen) 643

. antigen T velky (large T antigen) 643

. antigen viru hepatitidy B dfeiiovy (hepatitis B core antigen) 722

. antigen viru hepatitidy B povrchovy (hepatitis B surface antigen) 722

. antigenom {antigename) 611

. antionkogen (antioncogene) = gen nadorovy supresorovy 839

. antiterminace (antitermination) 627

. antiterminstor (antiterminator) 627

. ARC (AIDS related complex) = komplex s AIDS pEfbuzny 702

_ Arenaviridae (Arenaviridae) = arenaviry 673

. arenaviry (arenaviruses) 673

. arylhydroxylizy (arylhydrocarbon hydroxylases) 761

_asimilace DNA-Fet¥zen (single-strand assimilation, single-strand uptake) 772
. ataxie-telangicktazic (ataxia-telangiectasia) 852

. ATLL (adult T-cell leukaemia /lymphoma) = T-buné&ni leukemie dospelych 862
. Aviadenovirus (Aviadenovirus) 645

B

. bakteriofdg A (bacteriophage A) 619

. bakteriofiig Jambda (bacteriophage lambda) = baktcriofag A 619
. bakteriofig mirny (temperate bacteriophage) 615

. bakteriofdg MS2 (bacteriophage MS2) 637

. bakteriofdg Mu (bacteriophage Mu) 799

. bakteriofdg Qb (bacteriophage Qb) 637

. bakteriofag T4 (bacteriophage T4) 616

. bakteriofdg T7 (bacteriophage T7) 617

. bakteriofdg virulentn{ {virulent bacteriophage) = bakterialni virus virulentni 615
. bakteriofagy (bacteriophages) = viry bakteridlni 610

. bdze pentonova (penton base) 646

. benzo|a]pyren (benzo[a]pyrcne) 760

. BL, (Burkitt’s lymphoma) = lymfom BurkittGv 863

. box A (box A) 627

. box B (box B) 627

. box C (box C) 627

. box SOS (S0S box) 816

. bradavice (verruca, wart) 867

. 5-bromuracil (5-bromouracil) 751

. buitka hostitelska (host cell) 610
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102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111
112

. buiika lyzogenn{ (lysogenic cell) 613

. buiiky Reedové a Sternberga (Reed-Sternberg celis) 865

. buitky RS (Reed-Sternberg cells) = buitky Reedové a Sternberga 865
. Bunyaviridae (Bunyaviridae) = bunyaviry 673

. bunyaviry (bunyaviruses) 673

C

. QAll (chronic agressive hepatitis) = hepatitida agresivni chronicka 721

. eirhdza (cirrhosis) 863 .

. ci_s-syn {T-T) (cis-syn (T-T)) 76%

. cisplatinum (II) diaminodichlorid (cis-platinum (II) diaminodichloride) 757
. CPH _(chronic persistent hepatitis) = hepatitida perzistentni chronicka 721

. erossing-over (crossing-over) 771

. CTP/ICMP fosfotransferaza (CTP/CMP- phosphotransferase) 739

v

C

. B4stice Dancova (Dane particle) 722
. éﬂstice neinfekéni kulovité (non-infectious spherical particles) 722
_Edstice neinfekeni vldknité (non-infectious filamentous particles) 722

D

. Dam-metyliza (Dam-methylase) 815

. dCTP-deamindza (ACTP deaminase) 739

. deaminace (deamination) 736

. deaminace cytozin hydrolytickd (hydrolytic deamination of cytosine) 737

. delece (deletion) 729

. Dependovirus (Dependovirus) 663

. depurinace (depurination) 735

. depyrimidinace (depyrimidination) 735

. diadukt (diadduct) 757

. dialkyInitrézamin (dialkylnitrosamine) 754

. dialkylsulfat (diatkylsulfate) 754

. 4,6-dinmino-S-formamidopyrimidin (4,6-diamino-5-formamidopyrimidinc) 142
. 2,6-diamin0-4-hydroxy»S-formamidopyrimidin (2,6-diamino-4-hydroxy-3- formamidopyrimidine)

742

. dihydrofolitreduktiza (dihydrofolate reductase) 739

. dimer tyminovy (thymine dimer) 768

. dimetylnitrézamin (dimcthylnitrosamine) 764

. 7,8-diol-9,10-0xid (7,8-diol-9,10-o0xide) 762

. DNA-deoxyribofosfodiesterdza (DNA deoxyrihophosphodiesterase) 812
. DNA fotolydza (DNA photolyase) = fotolyéza 806

. DNA-glykosylazy (DNA glycosylases) 811
. DNA-polymeraza RNA-dependentni (RNA-dependent DNA polymerase, RNA-directed DNA poly-

merase, reverse transcriptase} 700

DNA provireva viru HIV (HIV proviral DNA) 706

DNA-Fetzce paralelnf (parallel DNA strands) 772

DNA-viry (DNA viruses) 610

DNA-viry rostlinné (plant DNA viruses) 610

DNA-viry se zptinou transkriptizou (DNA viruses reverse transcribing ) 613
DNA-viry Zivotiiné (DNA anima! viruses) 610

DNA-viry Zivotiiné se zpétnou transkriptizou DNAanimal viruses reverse transcribing ) 720
doména SH1 (SH1 domain) 836

doména SH2 (SH2 domain) 836

dRp-fza (dRpase) = DNA-deoxyribofosfodiesteréza 812

dsDNA-viry (dsDNA viruses) = viry s DNA dvoufettzcovou 613
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dsDNA-viry bakteridlnf (bacterial dsDNA viruses) = viry bakteridlni s DNA dvoufetézcovou 616
dsDNA-viry Zivoti¥né (dsDNA animal viruses) = viry Zivo&iiné s DNA dvoutetgzcovou 641
dsRNA-viry (dsRNA viruses) = viry s RNA dvouret&zcovou 613

dsRNA-viry Zivotiiné (dsRNA anima viruses) = viry Zivotisné s RNA dvoufetézcovou 668
dusitnany (nitrates) 764

dUTP-4za (dUTPase) 739

dysgerminom (dysgerminoma) 823

E

eczema herpeticum (eczema herpeticum) 656

clement autonomni (autonomous element) 801

clement copia (copia element) 802

clement IS (IS element) 798

clement MeClintockové (controlling element, control element) 801
element neautonomni (non-autonomous element} 801

clement P (clement P) 800

element Tn (element Tn) 799

element Tn3 (element Tn3) 799

clement Tn sloZeny (element Tn composite) 799

ciement Ty (element Ty) 802

encephalitis herpetica (encephalitis herpetica) 657

endonukledzy AP (endonucleases AP) 811

enzym RecBCD (enzyme RecBCD) 778

epidermodysplasia verruciformis (epidermodysplasia verruciformis) 642
epidermodysplasia verruciformis maligna {epidermodysplasia verruciformis maligna) 867
epitel hyperproliferativni (hyperproliferated epithelium) 850
cpoxidy (epoxides) 761

erythema infectiosum (erythema infectiosum) = nemoc patd 663
exantiiema subitum (exanthema subitum) 657

excize (excision) 622

exciziondza (excisionase) 622

expanze klondlni (clonal expansion) 822

exprese genh fize pozdni (late gene expression) 617, 624

exprese gend Taze rané (carfy gene expression) 616

exprese genii fize rané brzké (immediate early gene expression) 624
exprese genii fize rané pozd&j¥f (delayed early gene expression) 624

F

fag mirny (temperate phage) = virus bakterialni mirny 615

fig virulentnf (virulent phage) = virus bakterialni virulentnf 615

fagy (phages) = viry bakterialn{ (bacterial viruses) 610

faktor NF-I (factor NF-I) 652

faktor NF-II (factor NF-11) 652

faktor transkriptni Lts (Ets transcription factor) 836

FAP (familial adenomatous polyposis coli) = polyposis coli adenomatdzni familiaini 848
faryngitida horeénatd akutni (feverish pharyngitis acute) 645

faryngitida a konjunktivitida s horekou spojens (pharyngitis and conjunctivitis associated with
fever) 645

faze AIDS (AIDS phase) = symptomatické fize viru HIV 702

féze infek&nf pozdni viru HIV (late infectious phase of HIV) 717

fAze infek&ni rand viru HIV (early infectious phase of HIV) 716

faze latentni (perzistentni) asymptomaticka virn HIV (asymptomatic phase of HIV, asymptomatic
period of HIV) 701

faze lymfadenopatickd viru HIV (persistent generalized lymphadenopathy) 702

fAze symptomaticks viru HIV (symptomatic phase of HIV, symptomatic period of HIV) 702

fze ve vyvoji nddory latentni (latent phase in tumor development) 822
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163. feochromocytom (pheochromocytoma) 838

164. fibrom (fibroma) 824

165. fibrosarkom (fibrosarcoma) 825

166. Filoviridae (Filoviridae) = filoviry 673, 695

167. filoviry (filoviruses) 673, 695

168. FMTC (familial medullary thyroid carcinoma) = karcinom titné Zlazy medulérni familialni 837
169. formy bdzi tautomerni (tautomeric forms of bases) 732

170. fotolydza (photolyase) 806

171. fotoreaktivace (photoreactivation) 806

172. fotoreaktivace nepFima (indirect photoreactivation) 807

173. fotoreaktivace pifind (dircct photoreactivation) 806

174. fotoreaktivace sensitizovans (sensitized photoreactivation) 806

G

175. gastroenteritida (gastroenteritis) 643, 668

176. gen adenomatézni nddorovy supresorovy polyposis coli (tumor-suppressor gene of adenomatous
polyposis coli) 849

177, gen APC (APC gene) = gen adenomatozni nddorovy supresorovy polyposis coli 849

178. gen bax (bax gene) 846

179. gen bel-2 (bel-2 gene) 846

180. gen BRCA1 (BRCA1 gene) 851

181. gen BRCA2 (BRCA2 gene) 851

182. gen DCC (DCC gene) = gen v kolorektalnim nadoru deletovany 849

183. gen int (gene int) 632

184. gen MLH1 (MLH1 genc) 850

185. gen MSH2 (MSH2 gene) 850

186. gen nddorovy supresorovy (tumor-suppressor gene) 839

187. gen PMSI (PMS1 gene) 850

188. gen PMS2 (PMS2 gene) 850

189. gen TPS3 (TP53 gene) 845

190. gen upraveny (processed gene) = retrogen 804

191. gen v kolorektdlnim nidoru deletovany (gene deleted in colorectal carcinoma) 849

192, gen WT1 (WT1 gene) 851

193. gen xis (gene xis) 632

194, genofor virovy (viral genophore) 609

195, genom segmentovany (segmented genome) 611, 673, 692

196. genom virovy (viral genome) 609

197. genom viru HIV (HIV genome, genome of HIV) 706

198. geny melanomu d¥di&ného (genes of hereditary melanoma) 852

199, geny skupiny druh¢ (class Il genes) 618

200. geny skupiny prvnf (class [ genes) 618

201. geny skupiny tfeti (class IIl genes) 618

202. geny SOS (SOS gene) 816

203. geny viru HIV (HIV genes) 706

204, geny virulence (virulence genes) 791

205. gingivostomatitis herpetica (gingivostomatitis herpetica) 656

206, glutation-S-transferdza (glutathione-S-transferase) 765

207. glykoprotein VSG (VSG-glycoprotein) 800

H

208. HA (hemagglutinin) = hemaglutinin 674

209. hantavirus (Hantavirus) 692

210. HCC (hepatocellular carcinoma) = karcinom hepatoceluldrni 825, 863
211, hemaglutinin (hemagglutinin) 674

212. hemangiom (hemangioma) 824 -

213. hepadnaviry (hepadnaviruses) 834
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hepatitida agresivni chronickd (chronic agressive hepatitis) 721
hepatitida perzistentni chronickd (chronic persistent hepatitis) 721
hepatom (hepatoma) = karcinom hepatocelularni 863

herpes (herpes) = opar 655

herpes genitalis (herpes genitalis) 635

herpes labialis (herpes labialis) = opar rtu 655

herpes simplex (herpes simplex) = opar prosty 655

herpesvirus lidsky 1 (human herpesvirus 1) 656

herpesvirus lidsky 2 (human herpesvirus 2) 656

herpesvirus fidsky 3 (human herpesvirus 3) 656

herpesvirus lidsky 4 (human herpesvirus 4) 656

herpesvirus lidsky § (human herpesvirus 5) 656

herpesvirus lidsky 6 (human herpesvirus 6) 656

herpesvirus lidsky 7 (human herpesvirus 7) 656

herpesvirus lidsky 8 (human herpesvirus 8) 656

herpes zoster (herpes zoster) = opar pasovy 657

Herpesviridae (Herpesviridae) = herpesviry 635

herpesviry (herpesviruses) 641, 655, 854

heteroduplex (heteroduplex) 775

hexon (hexon) 646

HIIV-4 (human herpesvirus 4) = herpesvirus lidsky 4 862, 656
HHV-8 (human herpesvirus 8} = herpesvirus lidsky 8 862, 656
HMC (hydroxymethylcytosine) = hydroxymetylcytozin 617
HNPCC (hereditary non polyposis colorectal cancer) = nador kolorektalni nepolypdzni déditny 850
HPV (human papillomaviruses) = papilomaviry lidské 867

HTLV-1 (human T-lymphotrapic virus type 1) = virus T-lymfotrofni typu 1 lidsky 862
HTLV-2 (human T-lymphotrepic virus type 2) = virus T-lymfotrofni typu 2 lidsky 862
hydrogensitititan (hydrogen sulfite) 752

hydroxylamin (hydroxylamine) 752

hydroxymetylcytozin (hydroxymethylcytosine) 617

hyperplazie C-bungk (C cell hyperplasia) 838

hyperplazie paratyrcoidey (parathyroid hyperplasia) 838

CH

chemomutagen (chemical mutagen) 731

Chi-struktura (Chi structure) = Hollidaytiv spoj 772
chondrom (chondroma) 824

chondrosarkom (chondrosarcoma) 825

choroba Hodgkinova (Hodgkin’s disease) = lymfom 825, 865
chFipka asijské (Asian influcnza) 683

chiipka ruskd (Russian influenza) 683

chitipka §panélskd (Spanish influenza) 683

I

ikozaedr (icosahedron) 609

infekee abortivni (abortive infection) 640

infekee akutni (acute infection) 640

infekee Iatentni (latent infection) 640

infekee Iytickd (Iytic infection) 613

infekee oportunni (opportunistic infection) 702

infekee perzistentnf (persistent infection) 640

infekce produktivni (productive infection) = infekce Iytickd 613
infekee systémovi (systemic infection) 640

infekce virem HIV priméarni (HIV primary infection) 701
influenzavirus A (influenzavirus A) = virus chfipky A 673
influenzavirus B (influenzavirus B) = virus chfipky B 673
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266.
267.
268.
269.
270.
271,
272,
273.
274,
275.

276.

inf]ucnznvirus C (influenzavirus C) = virus chtipky C 673
Enfciacc v kancerogenezi (initiation in cancerogenesis) 823
inicidtor v kancerogenezi (initiator in cancerogenesis) 822
integrdza (integrase) 622

interkalace (intercalation) 757

inzerce (insertion) 729

izomer 1, (isomer 1) 659, 661

izomer I (isomer 1) 659, 661

izomer I, (isomer Ig) 659, 661

izomer P (isomer P) 659, 661

J

jAdro komplexu antitermina¥niho (core of antitermination complex) 627

277. jednotka transkrip&nf pozdni (late transcription unit) 649

278.

279.
280.
281
282.
283.
284
285,
286.
287.
288.
289.
290.
291,
292,
293.
294,
293,
296.
297.
298.
299.
300.
301,
302
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
31
312.
313,

314,

315.

jednotka transkripéni rand (early transcription unit) 648
K

kancerogen (carcinogen) 731, 822
kancerogen genotoxicky (genotoxic carcinogen) 822

. kaneerogen negenotoxicky (nongenotoxic carcinogen) 822

lkancerogen nejbliZ§f (proximate carcinogen) 760
kancerogen nejzaz8i (ultimate carcinogen) 760

. kancerogeneze (carcinogenesis) 821

kapsid (capsid) 609

kapsomera (capsomer, capsomere) 646

karcinom (carcinoma) 821, 825

karcinom hepatoceluldrni (hepatoceliular carcinoma) 863

kareinom hrdla d¥loZniho (cervical carcinoma) 867

karcinom meduldrnf (medullary carcinoma) 838

karcinom nazofaryngalai (nasopharyngeal carcinoma) 865

karcinom ¥aludku (gastric carcinoma) 866

karcinom ¥ldzy $titné meduldrnf familidIn{ (familial medultary thyroid carcinoma) 837
keratoconjunctivitis herpetica (keratoconjunctivitis herpetica) 656
keratokonjunktivitida epidemickd (keratoconjunctivitis) 645

kmen M (matei'sky) (maternal M strain) 800

Lkmen P (otcovsky) (paternal P strain) 800

kmeny bakterii Su” (bacterial strains Su’) = kmeny bakterii supresor negativai 749
kmeny bakterii Su* (bacterial strains Su*) = kmeny bakterii supresor pozitivni 749
kmeny bakterif supresor negativni (suppressor negative bacterial strains) 749
kmeny bakterif supresor pozitivni (suppressor positive bacterial strains) 749
kodon s pozm&n&nym smyslem (missense codon) 729

kointegrat (cointegrate) 799

Kkolisavost v pdrovanf bazf (wobble base-pairing) 735

komplex antiterminadni stabilni (stabile antitermination complex) 627

komplex pTP-C-3"OH (pTP-C-3'OH complex) 651

komplex s AIDS pribuzny (AIDS related complex) 702

konce kohezni (cohesive ends) 619

kondylom (condyloma) 642

konjunktivitida (conjunctivitis) 643

korektura (proofreading) 814

kyselina dusitd (nitrous acid) 751

kyselina ribonukleova genomové negativnf dvojiho smystu (genomic negative and ambisense ribo-
nucleic acid) = kyselina ribonukieova genomové negativni dvojsmysina 611, 693
kyselina ribonukleovi genomovi negativni dvojsmysin (genomic negative and ambisense ribo-

nucleic acid) 611, 693 ) ) ) ‘ _ ‘
kyselina ribonukleovd genomovd negativni virovd (viral genomic negative ribonucleic acid,
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genomic negative RNA, genomic (-) sense RNA) 611,613

kyselina ribonukleovd genomovd pozitivai virové (viral genomic positive ribonucleic acid, genomic
positive RNA, genomic (+) sense RNA) 611, 613

kyselina ribonukleovd predgenomova (pregenomic ribonucleic acid) 716

kyselina ribonukleovd subgenomovd (subgenomic ribonucleic acid) 672

kyselina ribonukleovs transferovi supresorova {suppressor transfer ribonucleic acid) 749
L
LAS (persistent generalized [ymphadenopathy) = faze lymfadenopatickd viru HIV 702

latky alkylaénf (alkylating agents) 753

l4tky alkyla&ni dvojfunk¥nf (bifunctional alkylating agents) 755
tAtky alkyla¥nf jednofunk¥ni (monofunctional alkylating agents) 755
l4tky interkaldrni (intercalating compounds) 757

leiomyom (leiomyoma) 824

leiomyosarkom (leiomyosarcoma) 825

leukemie (leukaemia) 825

lipom (lipoma) 824

liposarkom (liposarcoma) 825

LOH (loss of heterozygosity) = ztrata heterozygotnosti 843
lymfom (lymphoma) 825

lymfom Burkittiv (Burkitt’s lymphoma) 657, 865

lyzogenie (lysogeny) 615

lyzogenizace (lysogenization) 615

M

Mastadenovirus (Mastadenovirus) 644

melanom 1 dédi¢ny (hereditary melanoma 1) 852

melanom 2 déditny (hereditary melanoma 2) 852

melanom maligni {(malignant melanoma) 825

metastaze (metastasis) 821

metoxyamin (methoxyamine) 753

metylmetansulfondt (methyl methansulfonate) 754

mezera v DNA (gap in deoxyribonucleic acid) 805

misto AP (AP sitc) = misto apurinové a apyrimidinové 811

misto apurinové (apurinic site) 811

misto apyrimidinové (apyrimidinic sitc) 811

misto expresivnf (expression site) 800

misto pro transpozon cilové (target site for transposon) = misto pro transpozon recipientni 795
misto pro transpozon denorové (donor site for transposon) 795

misto pro transpozon recipientnf (recipient site for transposon) 795

misto pFipojovaci (attachment site) 624

model rekombinace Hollidayiv (Holliday model of recombination) 772

molekuly mRNA viru HIV nesestfizené (unspliced mRNA molecules of HIV) 716
molekuly mRNA viru HIV sestfiZené jedenkrit (single-spliced mRNA molecules of HIV) 716
molekuly mRNA viru HIV sestiizené vicendsobnd (multiply-spliced mRNA molecules of HIV) 716
molekuly paranemicky spojené (parancmic joint of molecules) 783

molekuly picktonemicky spojené (plectonemic joint of molecules) 783
monoadukt (monoadduct) 757

mononukleéza infekgnf (infectious mononuclcosis) 657

mRNA o (mRNA o) = mRNA rand 661

mRNA B (mRNA ) = mRNA rana pozd&jsi 662

mRNA 7 (mRNA v) = mRNA pozdni 662

mRNA pozdnf (late mRNA) 650, 662

mRNA rand (early mRNA) 650, 661

mRNA subgenomové (subgenomic mRNA) 672

mutabilita (mutability) 732
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366.
367.
368.
369.
370.
371.
372,
373.
374.
375.
376.
377.
378.
379.
380.
381.
382.
383.
384,
385.
386.
387.
388.
389.

3%0.
391.
392.
393.
394,
395.
396.
397.
398.

399.
400,
401.
402.
403.
404.

4035.
406.
407.

408.
409,

410.

411.
412.
413.
414,
415.
416.
417.
418.

mutace (mutation) 729

mutace amber (amber mutation) 750

mutace bodova (site mutation, point mutation) 743
mutace dominantai negativni (dominant negative mutation) 847
mutace indukovan4 (induced mutation) 731, 751

mutace nesmyslnd, mutace beze smyslu (non-sense mutation) 729
mutace ochre (ochre mutation) 750

mutace posunova (frameshift mutation) 729

mutace ptivodni (forward mutation) 731

mutace smysl kodonu ménici (missense mutation) 729

mutace spontinni (spontancous mutation) 731

mutace supresorovd (suppressor mutation) 743

mutace supresorova intergenovd (intergenic suppressor mutation) 744
mutace supresorovd intragenov4 (intragenic suppressor mutation) 743
mutace supresorsenzitivai (suppresssorsensitive mutation) 744, 750
mutace §kodlivd (deleterious mutation) 731

mutace tich4 (silent mutation) 730

mutace zp&tnd (back mutation) 731

mutagen (mutagen) 731

mutageneze inzerénf (insertional mutagenesis) 828

mutagenizace (mutagenization) 731

mutanta (mutant) 730

myelom mnohotetny (muitiple myeloma) 825

mykofigy (mycophages) 610

N

NA (neuraminidase) = neuraminidiza 674

N-acetyl-2-aminofiuoren (N-acetyl-2-aminofluorene) 760

ndador (tumor) 821

nador benigni (benign tumor) = nddor nezhoubny 821

nidor kolorcktdlni nepolypézni dE€diny (hereditary non polyposis colorectal cancer) 850
nddor krikovy (lumor crown-gall) 789

nddor maligni (malignant tumor) = nador zhoubny 821

nfidor nezhoubny (benign tumor) 821

nidor prsu a vajedniku ddiény (familial breast and ovarian carcinomas, familial breast and ovarian
cancer) 851

nador Wilmsty (Wilms® tumor) = nefroblastom 825

nador zhoubny (malignant tumor) 821

N-alkyl-N-nitrézaminy (N-alkyl-N-nitrosamines) 755

nivrat domd intronovy (intron homing) 804
N-(deoxyguanozin-8-yl)-2-aminofluoren (N-(deoxyguanosine-8-y!) -2-aminofluorene) 760
N-(deoxyguanozin-8-yl)-N-acetyl-2-aminoftuoren (N-(deoxyguanosin-8-yl) N-acetyl-
-2-aminofluorene) 760

nefroblastom (nephroblastoma) 825

nemoc pata (fifth disease, erythema infectiosum) 665

neoplazic endokrinni mnohotetnd typn MEN 2A (multiple endocrine neoplasia MEN 2A) 838
neoplazie endokrinnf mnohotetns typu MEN 2B (multiple endocrine neoplasia MEN 28B) 838
ncoplazma (neoplasm) = novotvar 821

ne§tovice plané (varicella) 657

neuraminiddza (neuraminidase) 674

neuroblastom (neuroblastoma) 825

N-metyl-N’-nitro-N-nitrézoguanidin (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine) 764
N-metyl-N-nitr6zemotovina (N-methyl-N-nitrosourea) 764

nopaliny (nopalines) 790

nositel viru HIV asymptomaticky (asymptomatic carrier of HIV virus) 702

novotvar (neoplasm) = nador §21

NPC (nasopharyngeal carcinoma) = karcinom nazofaryngalni 865
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. nukleokapsid (nucleocapsid) 609
0

obal lipoproteinovy (lipoprotein envelope) 609

odpovéd® na po¥kozeni alkylanl adaptivni (adaptive response to alkylation damage) 807
odpovéd® SOS (SOS response) 816

oktopiny (octopines) 790

Of-metylguanin-DNA-metyl-transferdza (O%methylguanine-DNA-methy!l-transferase) 807
O%-MGT I (O°-MGT I) = O-metylguanin-DNA-~metyl-transferaza 807

onkogen (oncogene) 827, 831

onkogen RET (RET oncogene) 837

onkogeny ras (ras oncogenes) 834

onkoproteiny (oncoproteins) 827

opar (herpes) 655

opar pésovy (herpes zoster) 657

opar prosty (herpes simplex) 655

opar rtu (herpes labialis) 655

opiny {opines) 789

oprava DNA (DNA repair) 805

oprava excizni (excision repair, excision of DNA damage) 805

oprava excizni bizov4 (base excision repair) 810

oprava exciznf nukleotidovi (nucleotide excision repair) 812

oprava mezer v Fetbzei deefiném (daughter-strand gap repair) 819

oprava pérovini chybného (mispair repair, repair of mispairing) 814

oprava piru chybného metylacl Fizend (methyl-directed mismatch repair) 814
oprava tolerantni (tolerance of DNA damage) 806

oprava fipln (reversal of DNA damage) 805

Orthomyxoviridae (Orthomyxoviridae) = ortomyxaviry 673

ortomyxoviry (orthomyxoviruses) 673

osteom (osteoma) 824

osteosarkom (osteosarcoma) 825

otitis media (otitis media) 674

8-oxodeoxyguanozin, 8-oxodG (8-oxodeoxyguanosine, 8-0xodG) 740

P

Papillomavirus (Papillomavirus) = papilomaviry 642
papilom (papilloma) 824, 867

papilom laryngdlni (laryngeal papilloma) 867
papilomaviry (papitlomaviruses) 642

papilomaviry lidské (human papillomaviruses) 867
Papovaviridae (Papovaviridae) = papovaviry 642
papovaviry (papovaviruses) 641, 642
Paramyxovividae (Paramyxoviridae) = paramyxoviry 673
paramyxoviry (paramyxoviruses) 673, 695

paraziti intracelulirni (intracellular parasites) 609
parovani bizi chybné (mismatch base pairing) 732, 805
pirovénf homologické (homologous pairing) 772, 783
Parvoviridae (Parvoviridae) = parvoviry 665
parvovirus b19 (parvovirus b19) 665

parvoviry {parvoviruses) 665

pary bazi chybné (mismatch base pairs) 732

péry bézi nestabilni (unstabile base pairs, unstable base pairs) 732
. penton (penton) 646

. Picornaviridae (Picornaviridae) = pikornaviry 671

. pikornaviry (picornaviruses) 671

. plazmid epizomovy (episomal plasmid) 789
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471. plazmid Ri (Ri plasmid) 751
472, plazmid Ti (Ti plasmid) 789
473. plazmid Ti typu nopalinového (nopaline Ti plasmid) 790
474. plazmid Ti typu oktopinového (octopine Ti plasmid) 790
475. plyn hoF¢i¢ny (nitrogen mustard, mustard gas) 757
476. pneumonie atypickd primdrnf (primary atypical pneumonia) 674
477. pneumonie ch¥ipkovi (influenzal pneumonia) 674
478. Polyomavirus (Polyomavirus) = polyomaviry 642
479. polyomaviry (polyomaviruses) 642
480. polyp adenomat6znf (adenomatous polyp) 848
481. polyposis coli adenomatézni familislnf (familial adenomatous polyposis coli) 848
482. polyprotein (polyprotein) 672
483. posun antigenni (antigenic drift) 684
484, posun spoje Hollidayova (branch migration) 772, 774
485, posun zlomu jednofetézcového (nick translation) 814
486. po¥kozeni DNA oxidativni (oxidative DNA damage) 739
487. poxviry (poxviruses) 642
488. produkt-TC (6-4) (TC (6-4) product) 769
489. profdg (prophage) 615
490. prokancerogen (precarcinogen) 732
491. promoce v kancerogenezi (promotion in carcinogenesis) 823
492, promotor MLP (MLP promoter) = promotor pozdaf hlavni 649
493, promotor pozdnf hlavnf (major late promoter) 649
494. promotor v kancerogenezi (promoter in carcinogenesis) 823
495, promutagen (promutagen) 731 .
496, protein Ada (protein Ada) = O"-metylguanin-DNA-metyI-transferéza 807
497. protein Bax (protein Bax) 846
498. protein Cro (protein Cro) 625
499. protein DCC (protein DCC) 849
500, protein E2 (protein E2) 869
501, protein E6 (protein E6) 868
502. protein E7 (protein E7) 867
503. protein koncovy (terminal protein) 647, 722
504. protein L (protein L) 696
505, protein M1 (protein M1) = protein matricovy 674
506. protein M2 (matrix protein) 674
507. protein matricovy (matrix protein) 674
508. protein N (protein N) 625
509. protein Nef (Nef protein) 716
510. protein NP (protein NP) = protein nukieokapsidovy 674
511, protein NS1 (protein NS1) 675
512. protein NS2 (protein NS2) 674, 675
513. protein nukleokapsidovy (nucleocapsid protein) 674
514, protein NusA (protein NusA) 623
515, protein P (protein P) 696, 725
516, protein pS3 (protein p53) 845
517. protein PA (protein PA) 675
518. protein PB1 (protein PB1) 675
519. protein PB2 (protein PB2) 675
520, protein pTP (protein TP) 651
521. protein Ras (protein Ras) 831, 834
522. protein Rb (protein Rb) = retinoblastomovy protein 840
523, protein RecA (protein RecA) 776, 718
524, protein RecG (protein RecG) 778
525. protein Rev (protein Rev) 718
526. protein Rus {protein Rus) 778
527. protein RuvA (protein RuvA) 778
528. protein RuvB (protein RuvB) 778
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protein RuvC (protein RuvC) 778

protein RuvG (protein RuvG)

protein Tat (protein Tat) 718

protein TM (protein TM) = protein koncovy 722
protein TP (protein TP) = protein koncovy 647, 722, 725
protein UvrA (protein UvrA) 819

protein UvrB (protein UvrB) 819

protein UvrC (protein UvrC) 819

protein UvrD {protein UvrD) 819

protein VP1 (protein VP1) 643

protein VP2 (protein VP2) 643

protein VP3 (protein VP3) 643

protein WTT (protein WT1) 851

protein X (protein X) 725

proteiny f4ze pozdni (late proteins) 642

proteiny fize rané brzké (immediate early proteins) 641
proteiny fidze rané pozdijsi (early delayed proteins) 642
proteiny nestavebni (non-structural proteins) 611
proteiny pozdni (late proteins) 650

proteiny rané (early proteins) 650

proteiny stavebni (structural proteins) 610
protoonkogen (cellular oncogene, proto-oncogene) 827
protoonkoprotein (proto-oncoprotein) 827

provirus (provirus) 614

preskok druhy (second jump) 711

peeskok prvat (first jump) 711

preskupovini segmenti genomovych (reassortment) 683
pievis (overhang) 788

pseudegen upraveny (processed pscudogene) = retropseudogen 804
pscudoreverze (pseudoreversion) 743

psoraleny (psoralens) 757

R

rabdoviry (rhabdoviruses) 673, 695

RecA:dsDNA (RecA:dsDNA) 781

RecA:ssDNA (RecA:ssDNA) 781

rekombinace (recombination) 771

rekombinace nelegitimni (illegitimite recombination) 856

rekombinace obeend (general genetic recombination, homologous recombination) 771
rekombinace obeend intergenova (intergenic general recombination, intergenic homologous recom-
bination) 771

rekombinace obecnd intragenové (intragenic general recombination, intragenic homologous recom-
bination) 771

rekombinace specificka (specific recombination) 771

rekombinanta (recombinant) 771

rekombindza RecA (RecA recombinase) = protein RecA 776, 778

reoviry (reoviruses) 668

replikon citovy (target replicon) = replikon recipientn{ 795

replikon donorovy (donor replicon) 795

replikon recipientni (recipient replicon) 795

represor bakteriofiga lambda imunitni (immunity repressor of bacteriophage lambda) 615, 633
resolviiza (resolvase) = rezolvdza 799

retinoblastom (retinoblastoma) 825, 840

retinoblastomovy protein (retinoblastoma protein) 840

retroelement (retroelement) 797, 802

retroelementy nevivové (non-viral retroelements) 802

retroelementy virové (viral retroelements) 802
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582.
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596.
597.
598.
599.
600.
601.
602.

603.

604.
605.
606.
607.
608.
609.
610.

611.
612.
613.
614.
61s.
616,
617.
618.

619.
620.
621,

622.
623,

624.
625.
626.
627.
628,
629.
630.

retrogeny (retrogenes) 804

retrony (retrons) 803:

ratropozice (retroposition) 796

refropozony (retroposons) 803

retropseudogeny (retropseudogenes) 804

retrosekvence (retrosequences) 803

retrotranspozony (retrotransposons) 802

Retroviridae (Retroviridae) = retroviry 700, 854

retroviry. (retroviruses) 700, 854

retvoviry akutn& transformujici (acute transforming retroviruses) 855

retroviry pomalu transformujici (slow transforming retroviruses) 855

reverze (reversion) 731

reverze operadni (operational reversion) 743

reverze pravi (true reversion) 743

rezolviza (resolvase) 799

rhabdomyom (rhabdomyoma) 824

rhabdomyosarkom (thabdomyosarkoma) 825

Rhabdoviridae (Rhabdoviridae) = rabdoviry 673, 695

Rhadinovirus (Rhadinovirus) = herpesvirus 8 854

RNA antigenomovi viru chiipky A (influenzavirus antigenomic RNA) 632

RNA dependentni DNA-polymeriza (RNA-dependent DNA polymerase, RNA-directed DNA poly-
merase, reverse transcriptase) 700

-RNA genomova dvejiho smyslu (ambisense-RNA) = kyselina ribonukleova genomovd negativni
dvojsmyslna 611, 693

-RNA genomov# dvojsmysind (ambisense RNA) 611, 693

RNA genomovd virova negativni (viral genomic negative ribonucleic acid) 611

RNA genomovi virova pozitivni (viral genomic positive ribonucleic acid) 611

RNA genomovi viru HIV (genomic RNA of HIV) 705, 706

RNA genomovi viru ch¥ipky A (influcnzavirus genomic RNA) 682

RNA medistorov4 viru chiipky A (influenzavirus mRNA) 682

RNA-polymeriza RNA dependentni (RNA-dependent RNA polymerase, RNA-directed RNA poly-
merase) 668

RNA piedgenomovi viru HBV (pregenomic RNA of HBV) 721, 725

RNA pFedgenomovi viru HIV (pregenomic RNA of HIV) 716, 717

RNA replikdza (RNA replicase) = RNA-polymeréza RNA dependentni 668, 672

-RNA virov4 (viral -RNA) = kyselina ribonukicova genomova negativni virova 611

+RNA virovi (viral +RNA) = kyselina ribonukleova genomova pozitivni virova 611

RNA-viry (RNA viruses) 610

RNA-viry se zp&tnou transkriptdzon (RNA viruses reverse transeribing ) 613

RNA-viry Zivotiiné se zp&mou transkriptdzou (RNA animal viruses reverse transcribing) 700

Y]

R

fetézce DNA paralelni (parailel DNA strands) 772
fetdzec 1 (1 chain, 1 strand) 648
tfetézec r (r chain, r strand) 648

S

sarkom (sarcoma) 821, 825

sarkom Kaposiho (Kaposi's sarcoma) 825, 870

sekvence Alu (Alu sequence) 804

sekvence trisloZkovd vedoucf (tripartite leader sequence) 649

seminom (seminoma) 825

smy&ka D (D loop) 781

spoj Hollidayiv (Holliday joint, Holliday junction) 772

ssDNA-viry (ssDNA viruses) = viry s DNA jednofet€zcovou 613

ssDNA-viry ¥ivoti¥né (ssDNA animal viruses) = viry Zivotisné s DNA jednofetézcovou 665
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-ssRNA (-ssRNA) = kyselina ribonukleova genomovi negativni virova 611

+ssRNA (+ssRNA) = kyselina ribonukleova genomova pozitivni virova 611

-sSRNA-viry (-ssRNA viruses) = viry s ssRINA negativni 613

+ssRNA-viry (+ssRNA viruses) = viry s ssRNA pozitivni 613

+ssRNA-viry bakteriflnf (+ssRNA bacterial viruses) = viry bakteridlni s RNA jednofet8zcovou pozi-
tivni 637

-ssRNA-viry fivoti§né (-ssRNA animal viruses) = viry Zivotiiné s RNA Jjednoftetdzcovou negativni
673

+sSRNA-viry ZivotiZné (+ssRNA animal viruses) = viry zivoti§né s RNA jednofetézcovou pozitivni
671

stav integrovany (integrated state} 789

stimulace autokrinnf (autocrine stimulation) 832

stomatitis aphtosa (stomatitis aphtosa) 656

substituce nukleotidova (nucleotide substitution) 729

substituce nukleotidova konzervativni (conservative nucleotide substitution) 729

substituce nuklcotidové neutrilni (neutral nucleotide substitution) 730

substituce nukleotidov4 synonymni (synonymous nucleotide substitution) 730

supresor (suppressor) 744

supresor amber (amber suppressor) 749

supresor kodonu s pozmé&nénym smyslem (missense suppressor) 748

supresor ochre (ochre suppressor) 749

supresor opal (opal suppressor) 749

syndrom Bloomiiv (Bloom’s syndrome) 852

syndrom Li-Fraumeniho (Li-Fraumeni syndrome) 845

syndrom respira¥nf akutnf (acute respiration syndrome) 645

syndrom ziskaného selhdnf imunity (acquired immune deficiency syndrome, acquired immunodefi-
ciency syndrome) 701

systém P-450 cytochromovy (cytochrome P-450-system) 759

T

tachykardie (tachycardia) 674

T-bun&tnd leukemie dospélych (adult T-cell leukaemia) 862

TC (6-4)-produkt {TC (6-4)-product) 769

T-DNA (T DNA) 789

tegument (tegument) 638

teoric kancerogeneze vicezdsahova (multi-hit theory of carcinogenesis, multi-stage theory of carci-
nogenesis) 822

termindza (terminase) 621

Togaviridae (Togaviridac) = togaviry 671

togaviry (togaviruses) 671

tracheobronchitida (tracheobronchitis) 674

transaktivator (transactivator) 651

transdukee retrovirové (retroviral transduction) 855

transformace neoplastickd (neoplastic transformation) 821

transice (transition) 729

transkripce druh4 (second transcription) 682

transkripce primarn{ (primary transcription) 669

transkripee prvnf (first transcription) 682

transkripce sekundarni (secondary transcription) 669

transkripce zpEtn4 (reverse transcription) 711

transkriptiza reverznf (reverse transcriptase) = DNA-polymerza RNA-dependentni 700
transkriptaza zp&tn4 (reverse transcriptase) = DNA-polymerdza RNA-dependentni 700
transpondza (transposase) 798

transpozice (transposition) 795

transpozice intermolekuldrni {intermolecular transposition) 795

transpozice intramolekuldrnf (intramolecular transposition) 795

transpozice konzervativnf (conservative transposition) 795
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681.
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713
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718.
719.
720,
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723.
724.
725.
726.
7217.

728.

transpozice veplikativnf (replicative transposition) 796

transpozon (iransposon, mobile clement, transposable element) 795

transpozony bakterilnf (bacterial transposons) 798

trans-syn (T-T) (trans-syn (T-T)} 769

transverze (transversion) 729

tRNA suppresorovA (suppressor tRNA) = kyselina ribonukleova transferové supresorova 749
tumor (tumor) = nador 821

tyminglykel (thymine glycol) 767

U

uhlovediky polycyklické (potycyclic hydrocarbons) 759
uracil-DNA-glykosyldza (uracil-DNA-glykosylase) 738
UV-zaFeni (UV radiation, ultraviolet vadiation) 768

v

varicella (varicella) = ne§tovice plané 657

vazba k¥iZova (cross-link) 766

vazha kiizovd mezitetézeova (interstrand cross-link) 756

vazba kiZovA vnitrofetézeovd (intrastrand cross-link) 756

viremie primérnf (primary viremia) 640

viremie sekundarni (secondary viremia) 640

virion (virion) 609

virion DNA (DNA virion) 610

virion RNA (RNA virion) 610

virus (virus) 610

virus bakteriflni mirny (temperate bacterial virus) 615

virus bakteridlnf virulentnf (virulent bacterial virus) 615

virus EBV (virus EBV) = virus Epsteina a Barrové 854

virus Epsteina a Barrové (Epstein-Barr virus) = herpesvirus 4 854

virus HBYV (virus HBV) = virus hepatitidy B 720

virus hepatitidy B (HBV virus) 720, 862

virus herpes simplex 1 (virus herpes simplex 1) = herpes virus lidsky 1 656
virus herpes simplex 2 (virus herpes simplex 2) = herpes virus lidsky 2 656
virus HIV-1 (HiV-1 virus) 701

virus HIV-2 (HIV-2 virus) 701

virus Hong Kong (Hong Kong virus, Hong Kong influenza virus) 683
virus influenzy (chiipky) A (influenzavirus A) 673

virus influenzy (ch¥ipky) B (influenzavirus B) 673

virus influenzy (ch¥ipky) C (influenzavirus C) 673

virus JC (JC virus) 642

yirus opidf (simian virus) 643

virus pomoeny (helper virus) 860

virus sarkomu Harveyova my3iho (Harwey murine sarcoma virus) 834
virus sarkomu Kirstenova my§iho (Kirsten murine sarcoma virus) 834
virus SV40 (simian virus 40, SV40 virus) 643, 862

virus T-lymfotrofni typu I lidsky (human T-lymphotropic virus type 1, human T cell leukaemia
virus type 1, HTLV-1) 862

virus T-lymfotropnf typu 2 lidsky (human T-lymphotropic virus type 2, human T cell lenkaemia
virus type 2, HTLV-2) 862

virus varicella zoster (virus varicella zoster) = herpes virus lidsky 3 656
virus VK (VK virus) 642

viry bakteridlni (bacterial viruses, bacteriophages, phages) 610

viry bakteridln{ s DNA dvoufetézcovou (double-slranded DNA bacterial viruses, dsDNA bacterial
viruses) 615

viry bakteridlni s RNA. jednofetézeovou pozitivni (single-stranded positive-sense RNA bacterial
viruses, (+) sense sSRNA bacterial viruses) 637
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viry bezobratiych (invertebrate viruses) 610

viry tlovéka (human viruscs) 610

viry eukaryalni (cucaryal viruses) 610

viry obalené (enveloped viruses) 609

viry obratlovei (vertebrate viruses) 610

viry rostlinné (plant viruses) 610

viry s DNA dvoutetézcovou (double-stranded DNA viruses) 613

viry s DNA jednofetézcovou (single-stranded DNA viruses) 613

viry s RNA dvoufetézcovou (double-stranded RNA viruses) 613

viry s RNA negativni (single-stranded negative-sense RNA viruses, (-) sense RNA viruses) 613
viry s RNA negativni Zivoti¥né (negative-sense RNA animal viruses, (-) sense RNA animal viruses)
673

viry s RNA pozitivai (single-stranded positive-sense RNAUviruses, (+) sense RNAviruses) 613

viry s RNA pozitivnf Zivofisné (positive-sense RNA animal viruses, (+) sense RNA animal viruses)
671

viry #ivoti¥né (animal viruses) 610

viry Zivotisné s DNA dvoufetézcovou (double-stranded DNA animal viruses, dsDNA animal viru-
ses) 641

viry Zivodi¥né s DNA jednofetézeovou (single-stranded DNA animal viruses, ssDNA animal viru-
ses) 665

viry Zivoti¥né s RNA dvoufetézcovou (double-stranded RNA animal viruses, dsRNA animal viru-
ses) 668

viry Zivoti¥né s RNA jednofet€zcovou negativai (single-stranded negative-sense RNA animal viru-
ses, (-) sense sSRNA animal viruses) 673

viry Jivotisné s RNA jednofet¥zcovou pozitivai (single-stranded positive-sense RNA animal viru-
ses, (+) sense ssSRNA animal viruses) 671

viry fivoisné s RNA negativni nesegmentovanou (unsegmented negative-sense ssSRNA animal
viruses, unsegmented (-) sense sSRNA animal viruses) 673, 695

viry Zivoti¥né s RNA negativni segmentovanou (segmented negative-sense ssSRNA animal viruses,
scgmented (-) sense sSRNA animal viruses) 673

viry ¥ivo&isné s RNA negativai segmentovanou dvojsmysinou (segmented negative ambisense
ssRNA animal viruses) 673, 692

vyména DNA-Fetézei (DNA strand exchange) 772

X

xeroderma pigmentosum (xeroderma pigmentosum) 852

Z

zAndt hitanu akutnf (acute feverish pharyngitis) = faryngitida horedné akutni 645
zandt praduinice a pridusek (tracheobronchitis) = tracheobronchitida 674

zénét spojivek onfch a rohovky akutni (acute conjunctivitis and keratoconjunctivitis) 645
zAn&t stiedniho ucha (otitis media) = otitis media 674

z4teni ionizujicf ({onizing radiation) 766

zlom (break) 805

zlom a znovuspojeni (breakage and reunion) 771

zlom dvoutetézeovy (double-stranded break) 805

zlom jednofetézcovy (single-stranded break) 805

zlomy dvoutetézcové posunuté (double-stranded staggered cuts) 805

zlomy zarovnané (unstaggered cuts) 805

zrudeni Hollidayova spoje (resolution of the Holliday junction) 775

zrudeni chi-struktury (resolution of the chi structure) = zruen Hollidayova spoje 775
ztrita heterozygotnosti (loss of heterozygosity) 843

zvrat antigennf (antigenic shift) 683



e

T

o






