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ANOTACE

Bakalaiska prace je zaméfena na reverzni transkriptazu. Na tivodu jsou popsany nukleové
kyseliny. Nasledné se prace zabyva centrdlnim dogmatem a reverzni transkripci. Nejvice
se prace vénuje vyuziti reverzni transkriptazy v molekularni biologii, konkrétné v diagnostice,

vyskytu u virtl a inhibice enzymu, jejiz princip je pouzivan k vyrobé¢ Iéciv.
KLICOVA SLOVA

Nukleové kyseliny, reverzni transkripce, RT-PCR, viry, inhibitory
TITLE

Reverse transcriptase

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on reverse transcriptase. At the beginning are described nucleic
acids. Subsequently, the thesis deals with the central dogma and reverse transcription. Most
of the thesis focuses on the use of reverse transcriptase in molecular biology, specifically
in diagnostics, occurrence in viruses, and inhibition of the enzyme, the principle of which

is used to produce drugs.
KEYWORDS

Nucleic acids, reverse transcription, RT-PCR, viruses, inhibitors
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SEZNAM ZKRATEK

A —adenin

AMK — aminokyseliny

ART — antiretrovirova terapeutika

ATP — adenosintrifosfat

AZT — zidovudin (azidothymin)

C — cytosin

cDNA — komplementarni deoxyribonukleové kyselina
CNS — centralni nervova soustava

Cq — kvantifika¢ni cyklus

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DNA polymeraza — deoxyribonukleova polymeraza
dNTP — 2’-deoxynukleosid-5"-trifosfat

dsDNA — dvouvlaknova deoxyribonukleové kyselina
G — guanin

gp41 — glykoprotein 41

gp120 — glykoprotein 120

HCC — hepatocelularni karcinom

HDL — high density lipoprotein — vysokodenzitni lipoprotein
HIV — Human Imumunodeficiency Virus

hnRNA — heterogenni jaderna ribonukleova kyselina
LDL — low density lipoprotein — nizkodenzitni lipoprotein
mtDNA — mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina



ncRNA — nekodujici ribonukleova kyselina

NK — nukleové kyseliny

NNRTI — nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
NRTI — nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
PBS — primer binding site

pDNA — provirova deoxyribonukleova kyselina

PCR — polymerazova fetézova reakce

pgRNA — pregenomova ribonukleova kyselina

PolyA — polyadenylacni signal

PPT — polypurinovy trakt

RNA — ribonukleova kyselina

RNéza H — ribonukledza

RNA polymeraza — ribonukleova polymeraza

rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

RT — reverzni transkripce

RT-PCR — polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci

RT-PCR/ESI-MS - polymerazova fetézovd reakce sreverzni transkripci/hmotnostni

spektrofotometrie s ionizaci elektrosprejem

RT-qPCR — polymerazova fetézova reakce v redlném Case s reverzni transkripci
SSB-protein — single-stranded DNA-binding protein

ssDNA — jednovldknova deoxyribonukleova kyselina

sSRNA — jednovlaknova ribonukleova kyselina

T — thymin

TAF — tenofovir alafenamid

TDF — tenofovir disproxil fumarat



TP — termindlni protein

tRNA — transferova ribonukleova kyselina
U —uracil

vDNA — virova deoxyribonukleova kyselina
VHB — virus hepatitidy B

VRNA — virova ribonukleova kyselina



Uvod

Jako téma mé bakalarské prace jsem si zvolila enzym reverzni transkriptdzu. Toto téma

jsem si zvolila, protoze mé¢ zajimalo, jak se tento hlavn¢ tedy virovy enzym da vyuzit v praxi.

Reverzni transkriptaza je jednim z dillezitych enzymt katalyzujici d¢je nukleovych kyselin
a piipadnym ucastnikem genové exprese. Bézné probihajici exprese genu je slozena ze tii krokt
(replikace, transkripce, translace) a je stézejnim déjem pii predavani genetické informace.
Reverzni transkriptdza je schopna se vlozit do centralniho dogma molekularni biologie
a zapfiCinit tak vznik nové molekuly deoxyribonukleové kyseliny z ribonukleové kyseliny,
misto vzniku proteinu, jak by béZzn¢ exprese pokraovala. Tento d¢j je béZzn¢ vyuzivéan u virgQ,
zvlaste retrovirt a hepadnovirt, které se diky tomuto u€inku v infikované buiice mnozi. Lidské

bunky nemaji reverzni transkriptazu, tudiz nemohou vyuzivat tento d¢;.

Diky pokrocilé veédecké schopnosti je d€ reverzni transkripce hojné vyuzivan
pfi diagnostice v molekularni biologii, zvlasté¢ u polymerdzové fetézové reakce. Vzhledem
ke své vysoké spolehlivosti a malému mnozstvi pouziti biologick¢ho materialu, jsou tyto
metody Casto vyuzivané v mnoha odvétvich, napt. v poslednich letech slouzily ke stanoveni

koronaviru.

Inhibice reverzni transkriptazy se vyuziva pii 1é¢bé nekterych virovych onemocnéni, jeji
inhibitory jsou obsazeny v lécich, napt. antiretrovirotika. OvSem léky inhibujici tento enzym
jsou po delsi dobé uZivani pro lidsky organismus toxické a u n€kterych pacientl pak dochazi

k jejich vysazeni.

Tato bakalafskd prace se vénuje popisu déje reverzni transkripce pii genové expresi. Taky
zahrnuje popis enzymu reverzni transkriptdza a jeji vyuziti v molekularni biologii ¢i popis
jejiho fungovani ve virovych genomech, zaroven taky zpisob, jak je mozné tento enzym
inhibovat. Prace vychdzi z védeckych poznatki a zkoumd vyuziti reverzni transkriptazy

v dnes$ni dobé.
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1. Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky tvofené polynukleotidovym fetézcem.
Mezi nukleové kyseliny (NK) fadime jednovldknovou ribonukleovou kyselinu (RNA)
a dvouvldknovou deoxyribonukleovou kyselinu (DNA); viz Obrazek 1. DNA v sobé
prechovava vSechny genetické informace organismu spole¢né se specifickymi enzymy. Tyto
enzymy jsou pak schopné na zakladé replikace genetickou informaci dale preddvat do RNA.
Ribonukleova kyselina je dulezitym prvkem syntézy proteini. Genetickd informace

se zabudovava do struktury bilkovin, dochazi ke genové expresi (1).

Sugar Adenine —
Phosphate
Backbone
Uracil —
Base pair
Adenine Thymine
Guanine
Eytosing Guanine Cytosine
Deoxyribonucleic acid Ribonucleic acid

(DNA) (RNA)

Obrazek 1 Nukleovée kyseliny. Prevzato, upraveno z (2). Deoxyribonucleic acid (DNA) =
deoxyribonukleova kyselina, sugar = cukr, phosphate backbone =fosfatova pater, base pair = parovani
bazi, adenine = adenin, thymine = thymin, cytosine = cytosin, guanine = guanin, ribonucleic acid (RNA)

= ribonukleova kyselina, uracile = uracil.
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1.1. Historie

NK byly objeveny jiz v 19. stoleti, avSak jejich slozeni a funkce byly védci popsany
az ve 20. stoleti. K rozpoznani nukleovych kyselin pomohl roku 1869 J. F. Meishera objevem
nukleinu v jadrech bilych krvinek, coz je latka alkalické povahy uvolnujici se z bunécného
jadra. Nuklein objevil roku 1881 E. Zacharias i v chromozomech a W. Hertwig v roce 1884
prokdzal jeho lohu v dédi¢nosti. Jelikoz byl nuklein objeven v jadie a ma vlastnosti kyseliny,
dostal jméno nukleova kyselina. Casem se ukézalo, Ze nukleové kyseliny jsou piitomny kromé
jédra i v cytoplazmé bunék, diky tomu je lze rozdélit na DNA vyskytujici se v jadie a RNA,
kterd se vyskytuje jak v jadfe tak i v cytoplazmé. Objev DNA nejprve nevyvolal pozornost,
protoze se myslelo, Ze se jedna jen o stavebni latku. V roce 1953 doslo diky tehdej$im védctim
k objeveni dvousroubovicové struktury DNA, tim se zaroven prokézalo jednoduché vysvétleni

evoluce. Za svilij objev James Watson a Francis Crick ziskali Nobelovu cenu (3, 4).
1.2.  Struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou strukturné linearni nebo cirkularni heteropolymery. Zakladni
stavebni jednotkou NK jsou nukleotidy. Kazdy nukleotid je tvofen dusikatymi
heterocyklickymi bazemi (purinové a pyrimidinové derivaty), monosacharidem (fS-D-ribézou
nebo f-D-2-deoxyrib6ézou) a kyselinou fosfore¢nou. Vznik nukleosidu z dusikaté baze
a sacharidu spojenim diky N-glykosidické vazbé&, se mohou nukleosidy vyskytovat ve dvou
konformacich. Reakci nukleosidu s kyselinou fosfore¢nou vznikd kompletni nukleotid.
V fetézci jsou jednotlivé nukleotidy za katalyzy polymerdz propojeny fosfodiesterovymi
vazbami. Na monosacharid se v pozici C5” vaZe N-glykosidickou vazbou fosfat v poloze 1.
Na C3’ je pentdza spojena pres fosfat k sousedici pentdze. Diky tomuto propojeni dochézi

ke vzniku polynukleotidi (1, 3, 7).
1.2.1. Primarni struktura

Primérni struktura DNA se d4 vyobrazit jako 2 linearni polynukleotidova vlakna.
Usporadani nukleotidii v linedrnim dvouvldkné udéva priméarni strukturu i genetickou
informaci. Kazdé vlakno je snadno odlisitelné, obsahuje na konci C5” hydroxylovou skupinu
-OH ana C3’ konci obsahuje taktéz hydroxylovou skupinu -OH. Polarita obou vldken molekuly
je v opatném sméru. Smér vladken je ur¢ovan pomoci orientace cukru deoxyribdzy, a to bud’
C3’— C5’ nebo opacny smer C5'— C3’. Polaritu vlakna ve sméru C5'— C3” se oznacuje jako

kladna, kladna polarita odpovida uspotfaddani nukleotidi v mediatorové RNA. Opacna polarita
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je oznacovana jako komplementérni, jelikoz zapadd do kladného ftetézce. Posloupnost
nukleovych kyselin, které vznikly pfi replikaci DNA ¢i transkripci RNA je vystavena
konformacnim zménam v bunikach. Zamérem téchto reakci je zajisténi co nejmensiho tvaru
a snizi se pravdépodobnost vyskytu jejich poruch (3, 4, 5).

1.2.2. Sekundarni struktura

Sekundéarni struktura nukleovych kyselin se podoba struktufe proteinti. Dva
polynukleotidové fetézce tvoii nejCastéji pravotocivou dvousSroubovici, kdy vlakna se tfadi
antiparalelné. Antiparalelni fazeni nam fiké, Ze patefe tvofeny ze sacharidu a fosfatu jsou
orientovany v obracenych smérech. Timto fazenim je ovlivnéna rozdilnd polarita konct
C3 a C5. Mezi bazemi na protilehlych vldknech se vyskytuji vazby slabé interakce, zejména
vodikové mistky. Vazby pomoci vodikovych mistkli jsou slabs$i nez vazby kovalentni.
Purinové baze pfipojend k sacharidu na jedné strané je pomoci vodikové vazby piipoutdna
k pyrimidinové bazi. V molekule RNA se adenin paruje vzdy s thyminem a guanin s cytosinem;
viz Obrazek 2. K parovani cytosinu a guaninu jsou zapotiebi tfi vodikové mustky, zatimco
u parovani adeninu s thyminem se vyskytuji dvé vodikové vazby. DNA molekula ma parovani
bazi podobné, lisi se pouze v parovani adeninu, ktery se zde vaze s uracilem. Pfi splnéni téchto
podminek vznikne stabilni dvojita Sroubovicova struktura. OdliSna kombinace bazi by znacné

deformovala tvar dvousroubovice, a proto se v Zivych organismech nevyskytuje.

Vyjma vodikovych mistki je stabilita nukleovych kyselin podporovana také dalSimi
typy interakci, stohovani (stacking). Pary bazi interaguji vzajemné ve vertikalnim sméru diky
m-elektronech na aromatickych cyklech bazi. Dal§imi stabilizujicimi mechanismy jsou kationty
a jejich ptisobeni. Kationty redukuji elektrostatickou silu fosfatovych skupin, které jsou zaporné
nabity v pentafosfatovych kostrach. O pevnost dvousroubovice se stard také hydrofobni
prostfedi uvnitf, to je tvofeno nepolarnimi bazemi. Do okoli hydrofilniho prostfedi jsou

exponovany nabité fosfaty (4, 5, 6, 7).
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H N  O-----H-N
N N—H----- = 7
¢ J N ) \ ,NQ’_(N—H ————— N
RN _;N ----- H-N R N= H—N
N= )N N-H-----O R
o) R H
Adenine Thymine Guanine Cytosine

Obrazek 2 Parovani dusikatych bazi pomoci vodikovych miistkii. Prevzato, upraveno z (8).

Adenine = adenin, thymine = thymin,; guanine = guanin, cytosine = cytosin.
1.2.3. Kyselina trihydrogenfosforecna (H3:PQ4)

Kyselina trihydrogenfosforecnd se fadi mezi trojsytné kyseliny. Jeji struktura obsahuje
tf1 hydroxylové skupiny, které jsou schopny odstépit proton. Fosfaty jsou pfitomny ve velké
¢asti znamych biomolekul a jsou nezbytnou soucasti biochemického pienosu energie. Fosfatova
skupina (PO4*) ddvd DNA a RNA vlastnost kyseliny, tj. latka, kterd uvoliiuje v rdmci
fyziologického pH proton. Spojovaci vazby vznikajici z fosfatl jsou estery, které maji navic
vlastnost stability, zaroven snadno podléhaji enzymatické hydrolyze. Po vytvofeni

fosfodiesterové vazby je jeden atom kysliku fosfatove skupiny zaporné€ ionizovan (9, 10).
1.2.4. Dusikaté baze

Dusikaté baze jsou molekuly obsahujici miniméaln¢ dva atomy dusiku, ktery
ma vlastnost baze. Chemické analyzy bunééného genetického materidlu ukéazaly, Ze existuji
Ctyti typy nukleotidi, které se li$i pouze piipojenou dusikatou bazi. Mezi nejbéZznéjsi dusikaté
baze patii adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a uracil (U) u RNA. U DNA je U nahrazen
thyminem (T). Adenin a guanin jsou baze, které maji dvojitou strukturu kruhu uhliku a dusiku,
oznacujeme je jako puriny. Dalsi 3 baze maji jednokruhovou strukturu; nazyvaji se pyrimidiny,
ty se mohou objevovat ve dvou tautomernich podobach (laktimova a laktamovéa forma). Vyjma
téchto uvedenych bazi obsahuji nukleové kyseliny minoritni baze, zvlasté transferova RNA.

Minoritni baze vznikaji chemickou modifikaci hlavnich dusikatych bazi nukleovych kyselin.

Chemicka analyza DNA genetického materidlu jiz dfive ukazala, Ze molarni pomér
guanin/cytosin a adenin/thymin se blizi jedné. Tato informace byla dilezitd pro urceni
dvousroubovicové struktury DNA. Watson a Crick rozpoznali, Ze tyto dva pary bazi se mohou

vazat pomoci vodikovych mistkl a vytvaret tak antiparalelni dvouSroubovici. Dusikaté baze
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mohou vytvaret pary prostiednictvim vodikovych mistkii mezi svymi polarnimi skupinami.
Existuje mnoho moznych uspotfadani part dusikatych bazi s vodikovymi miustky, avsSak
Watson-Crickovy pary bazi jsou zédsadni. Watson-Crickovy dvojicemeziGaCameziAaT

(ptipadné U) jsou nositelé genetické informace (1, 11, 12).
1.2.5. Monosacharidy

Monosacharidy jsou nejjednodussi cukry a zdroven jsou zakladni stavebni slozkou
jsou nejvyznamngj$i pentodzy, ty jsou slozeny z péti uhlikid. Nukleotidové jednotky RNA
obsahuji pentozovy (pétiuhlikaty) cukr zvany ribdza, zatimco nukleotidy DNA obsahuji cukr
B-D-2-deoxyribozu. Tyto cukry se navzajem od sebe lisi pouze pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
»deoxy* kysliku na C2 v kruhu. Ackoli je to jediny rozdil mezi RNA a DNA, vyznamné
ovliviiyje jejich funkci. Aby bylo mozné udrzet vSechny uhliky v roving, je péti atomim uhliku
v kazdém pentdzovém cukru piifazeno ¢islo 1 az 5. Pti ¢islovani v kruhu se pouZzivaji prvocisla,
aby se odlisily od poloh kruhu v bazich. Oba cukry maji kyslik jako ¢ast péticlenného kruhu;
C5’ uhlik je vné kruhu (11, 14).

1.2.6. Funkce nukleotidu

Nukleotidy jsou fosfore¢né estery pentdz. V molekule se vazou na dusikaté baze,
jak na Sesti¢lenné pyrimidinové (uracil, thymin, cytosin) tak i na péti¢lenné purinové (adenin,
guanin). Nukleotid, ktery se nevaze s fosfatem, nazyvame nukleosid, jedna se tedy o komplex
monosacharidu a dusikaté baze. Nukleosidy vazou na sebe kyselinu trihydrogenfosfore¢nou
a vznikaji mono-, di- a trifosfaty. Tyto slouceniny jsou soucasti metabolicky aktivnich latek,
jednou z nejvyznamnéjSich sloucenin je adenosintrifosfat (ATP). ATP je poskytovatelem

energie pro vétSinu biochemickych reakci (14).
1.3. Ribonukleova Kkyselina

Prevazné jednovlaknova kyselina (s vyjimkou nékterych virovych RNA). Chemicky
je RNA podobnd DNA, lisi se pouze v parovani bazi, kdy se u RNA guanin péruje s uracilem;
viz Obrazek 3. RNA se snadno rozklddd vSudy pfitomnymi RN&zami. Diky lokalnim
interakcim vodikovych mustki mezi organickymi slou€eninami, mize mit RNA
komplikovanou strukturu — vétS§ina molekul RNA nevytvaii stabilni sekundarni struktury.
Studie ukézaly, Ze nekodujici ribonukleova kyselina (ncRNA) ma dualezitou roli v bunéénych

procesech, vcetné regulace transkripce, replikace chromozomti a interakci pfi zpracovani RNA
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a proteini. RNA d¢lime na nékolik typt: hnRNA (heterogenni jadernda RNA), mRNA
(medidtorova RNA), tRNA (transferovda RNA) a rRNA (ribozomélni RNA). VSechny typy
RNA vznikaji procesem transkripce (14, 16).

O:
Adenine
0 oH SN
| P
0=P-0CH, N
! 0
o
. 0
Cytosine I
N
0 OH </ j|\/\NH
|
O=P-0OCH, NT N g
| 0 2
i’
_ 0)
Guanine I
0 OH [\NH
| P
0 =P - OCH, N0
' 0
o
Uracil
0 OH

Obrazek 3 Struktura a parovani bazi v RNA. Prevzato, upraveno z (15). Adenine = adenin,

cytosine = cytosin, guanine = guanin.
1.3.1. Mediatorova RNA

Hlavnim ukolem mediatorové ribonukleové kyseliny (mRNA) je pienos genetické
informace z DNA do primarni struktury proteinu, tzn. udava potadi aminokyselin v peptidovém
fetézci. Medidtorova RNA vznikd prepisem z DNA a naslednym sestithem. Z jadra
je transportovana do cytoplazmy, kde se ve spojeni sribozomy ucastni syntézy bilkovin
(translace). Mnozstvi mRNA v cytoplazmé bunék je dulezité pro priubéh a rychlost translace
urcitého proteinu. Rychlost tvorby, modifikace a degradace mRNA slouzi jako piesny regulacni

mechanismus pro mnozstvi proteinu v buiice. Na regulaci se podileji i malé molekuly RNA.
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Jejim zpétnym piepisem (reverzni transkripci) do DNA vznikd cDNA (komplementarni
DNA), diky tcasti enzymu reverzni transkriptazy. U prokaryotickych buné¢k je tvorba mRNA
transkripci nékolika genii. U eukaryot vznika mRNA transkripci jednoho genu (4, 17, 18).

1.3.2. Transferova RNA

Transferova RNA (tRNA) zajistuje pienos aminokyselin (AMK) z cytoplazmy
na proteosynteticky aparat builky (ribozomy) pfi translaci. Transferovd RNA se sklada
z 80 nukleotidii, z nichz 17 % dusikatych bazi je posttranskripéné modifikovano. tRNA vznika
pomoci polymerazy III, transkripci gent roztrousenych na riznych mistech genomu. Na konci
C3’ je esterovou vazbou navadzana pienaSend AMK. Primarni strukturu tRNA tvoii sekvenci
nukleotidii, sekundarni struktura je tvotfena interakcemi mezi jednotlivymi ¢astmi molekuly
tRNA. Sekundarni struktura transferové RNA je charakteristicka svym tvarem trojlistu
s n€kolika rameny (akceptorové rameno, antikodonové rameno, dihydrouridinové
a pseudouridinové rameno) a variabilni smycky. Akceptorové rameno vaze piisluSnou AMK.
Antikodonové rameno nese antikodon, ktery je komplementarni k danému kodonu na mRNA.

Trojrozmérné usporadani tRNA udava tercidrni strukturu (18, 19).
1.3.3. Ribozomalni RNA

Ribozom je ribonukleoproteinovy komplex, ktery je zodpovédny za katalyzu syntézy
bilkovin ve vSech zZivych buiikdch. Ribozomalni ribonukleova kyselina (rRNA) tvofi vétSinu
hmotnosti ribozomu a je zodpoveédna za katalyzu tvorby peptidovych vazeb. Molekula rRNA
tvofi stavebni sloZku ribozomalnich podjednotek. Mala podjednotka se sklada z 20 proteina
ajedné rRNA. Velka podjednotka je slozena z 50 proteini a dvou molekul rRNA. Mala
podjednotka slouzi k vychytavani mRNA pro translaci a v prib&hu translace dohliZi
na komplementaritu kodonu mRNA a antikodonu tRNA, aby zabranila posunu cteciho ramce.
Velka podjednotka mé za ukol vazat elongacni a terminaéni faktory a zarucit spravny kontakt
AMK navizané na tRNA v peptidyltransferazovém centru. Az 80 % rRNA se vyskytuje

v

v organismu a tim patii mezi nejhojnéjsi typy RNA (11, 17, 20).
1.4. Deoxyribonukleova kyselina

Vsechny zivé organismy uchovavaji svou genetickou informaci v DNA, ktera se sklada
ze dvou polymernich vldken stocenych do Sroubovice propojenych pomoci vodikovych mistka

mezi dusikatymi bazemi; viz Obrazek 4. Parovani jednotlivych bazi je zalozeno
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na elektrostatické interakci protonu vodiku se slabé ziporn¢ nabitym atomem dusiku

v purinové nebo pyrimidinové bazi.

Samostatny polymer DNA se skladé ze sekvence dusikatych bazi, ktera je bilkovinami
kopirovana do RNA. Molekula DNA se nachézi pfevazn¢ v jadre (jaderna DNA), mimojaderna
DNA se vyskytuje v mitochondriich bun€k. Mitochondrie jsou semiautonomni bunécné
organely obsahujici dvouvlaknovou DNA v kruhové podobé. Kazda buinka obsahuje
100 az 10 000 kopii mtDNA. Klicovou funkci mitochondridlniho genomu je regulace
bunécénych reakci, které jsou zasadni pro tvorbu bunécné energie — oxidativni fosforylace.
Mitochondrialni DNA je v podob¢ nukleoidu, tedy komplexii jedné molekuly mtDNA s fadou
proteind, propojena pies vnitini mitochondridlni membranu. Proteinovy aparat, ktery se nachazi

v nukleoidech, umozinuje replikaci, transkripci, opravy a baleni DNA.

Pti zméné pH, vysSich teplotach nebo diky vlivu organickych rozpoustédel ¢i tenzida
molekula DNA podléhd denaturaci. To je proces oddéleni dvou komplementdrnich vldken
a tvofeni neuspotradané struktury. Renaturace je opa¢nym déjem denaturace, kdy dochazi znovu

k obnoveni dvousroubovice (1, 3, 22, 23).

I
0 THYHMINE

Obrazek 4 Chemicka struktura a pdarovani bazi v DNA. Prevzato, upraveno z (21). Thymine =

thymin, adenine = adenin, cytosine = cytosin, guanine = guanin.
1.4.1. Tvar molekuly DNA

DNA je dynamick4 molekula s trojrozmérnym tvarem. Zakladnim tvarem molekuly

deoxyribonukleové kyseliny je linearni dvojitd Sroubovice. Mensi molekuly maji Casto tvar
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cirkularni, vyskytuji se zejména u vird, bakterii. Mitochondridlni DNA (mtDNA) se u ¢lovéka
nachazi také v cirkuldrni podobé. Na zéklad¢ slozeni nukleotidii v mtDNA rozliSujeme 2 typy
fetézcl, t¢zky H fetézec a lehky L fetézec. H fetézec je hojny na guanin, zatimco L fetézec
je bohaty na cytosin. Mitochondridlni DNA obsahuje az 93 % kodujici oblasti. Jedinou ¢asti
nekodujici oblasti je vytéstiovaci smycka (D-smycka), kterd je v trojvlaknovém rozméru.
V D-smycce se vyskytuje zacatek syntézy tézkého H fetézce a oba transkripéni promotory

tézkého H retézce.

Nejcastéjsi formou DNA je tzv. B-forma. B-forma DNA je pravotoCivé, obsahuje
zhruba 10 bazi na zavit. Dusikaté baze vytvaii par vzdy v jedné roviné, na povrchu
dvousroubovice se vyskytuji dva typy zlabkii (maly a velky). DalSim typem molekuly DNA
je A-forma, jenz je také pravotociva a na zavit ma 11 part dusikatych bazi. Tretim a poslednim
biologicky dulezitym typem je Z-forma. Molekula DNA v Z-formé je vSak levotociva a tvori
se pouze, pokud se ve Sroubovici objevuje pravidelné opakovani dusikatych bazi adeninu
a thyminu. Pfechody mezi jednotlivymi typy zdvisi na iontové sile prostiedi, ale ina jeji

vlhkosti (1, 6, 7, 22, 23).
2. Genova exprese

Jedna se o slozity a regulovany proces, kdy je genetickd informace uloZena v genu
(DNA) ptepsana do struktury proteinu. Cely proces shrnuje tzv. centralni dogma molekularni
biologie; viz Obrazek 5. Prvnim krokem je replikace, nésleduje transkripce a po ni translace

(1,25, 26).

replication

DNA ——» RNA — Protein

transcription translation

Obrazek 5 Centralni dogma molekularni biologie. Prevzato, upraveno z (27). Replication =

replikace, transcription = transkripce, translation = translace.
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2.1. Replikace

Pti kazdém d¢leni bunky je tfeba syntetizovat dvé kopie kazdého chromozomu (v nich
je schovana geneticka informace), ktery se v buiice nachazi. U ¢loveka se pred délenim musi
replikovat 23 parit chromozom, aby vzniklo 46 part a po déleni méla kazd4 dcefina buika
plny pocet chromozomti. Kazdé vlakno DNA miize slouzit jako Sablona pro syntézu
komplementarniho vlakna, tzn. Ze replikacni mechanismus by rozlozil dvousroubovici a cetl
by podél dvou existujicich "rodiCovskych" vldken, pfiCemz by syntetizoval nové
komplementarni "dcefiné" vldkno s A (adenin) naproti T (thymin), C (cytosin) naproti G

(guanin).

Za replikaci DNA je zodpovédnd DNA polymeraza (deoxyribonukleova polymeraza).
DNA polymeraza je enzym fizeny podle Sablony. Jako Sablona slouzi rodicovské vlakno DNA.

Syntéza DNA nemiize probihat, pokud neni pfitomen templat.

Misto, kde probihd samostatnd replikace oznacujeme jako replikacni pocatky.
Plsobenim a-helikdzy na vodikové mistky se DNA Sroubovice rozbali. Jedno fetézcova DNA
slouzi jako templat pro syntézu novych vldken. Na rozpletené¢ vlakno DNA nasedaji
SSB-proteiny (single-stranded DNA-binding protein) zabraiiujici opétovnému parovani bazi.
Po rozpleteni nasleduje elongace (prodlouzeni) replikacnich vidlic kopiemi chromozomfl.
Za tenhle krok zodpovida DNA ligaza. Elongace probiha ve sméru C5~ — C3’. Posledni ¢asti
replikace je terminace. SSB-proteiny se odpoji, dochdzi ke spojeni replikacnich vidlic

a opétovnému vzniku dvousroubovice (14, 26).
2.2. Transkripce

Transkripce je d¢j probihajici v bunéném jadre, pti kterém dochézi k prepisu genetické
informace z nukleotidové sekvence DNA do nukleotidové sekvence molekuly hnRNA
(heterogenni jadernd RNA). Za transkripci je zodpovédny enzym RNA polymerdza

(ribonukleové polymeraza).

DNA-dependentni RNA polymerazy jsou zodpovédné za piepis DNA do mRNA.
Podobné¢ jako DNA polymeraza vyzaduje RNA polymerdza templat DNA. Béhem transkripce
se do RNA prepisuje pouze jedno vlakno DNA.

V této fazi dochazi k rozpleteni molekuly DNA a navdzani enzymu RNA polymerazy
na ssDNA (jednovlaknova DNA) v misté promotoru (pocatek transkripce). Nasleduje elongace,

u které dochazi k prodlouzeni transkriptu a k pfepisu thyminu (T) na uracil (U). Tim vzniké
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primarni transkript. Tento d¢j probihd ve sméru C5° — C3’. Jakmile RNA polymerdza gen
ptepiSe, transkripce se ukonci a RNA polymerdza se odpoji a uvolni se nové vznikla RNA.
Vznikly transkript musi byt upraven, aby vznikla funkéni mRNA, ktera bude nasledné
vypusténa do cytoplazmy a pouzita k translaci (14, 26).

2.3. Translace

Dulezitou slozkou pfi syntéze bilkovin je ribozom, tj. slozitéd struktura sloZzend z RNA
a proteint. Ribozom poskytuje svou ¢ast, pro spravné umisténi mRNA a tRNA, coz umoziiuje
desifrovani genetického kodu. Ribozom je slozeny ze dvou podjednotek (malé a velké). Mala
podjednotka je rRNA, tj. molekula RNA s katalytickymi vlastnostmi podobnymi vlastnostem
enzymi. Ribozomalni RNA muze vytvaret peptidovou vazbu mezi dvéma aminokyselinami.
Dalsi NK, kterou potifebujeme pro syntézu bilkovin, je transferovdi RNA. Molekula tRNA
je jednovldknovéa a sklada se do charakteristické struktury parovanim béazi. Funguji jako
adaptorové molekuly, kazda mé antikodon pro uréity kodon mRNA a kazda nese AMK uréenou

timto kodonem. Antikodon ma komplementarni sekvenci ke kodonu na mRNA.

......

.....

tRNA se vaze na ribozomu do P-mista, diky tomu mize prodluzovani fetézce zacit ihned
po navazani druhé tRNA do A-mista. Samotné prodluZovani (elongace) se sklada opakovanim
tfi krokli. Pfi prvnim z nich se tRNA s AMK napoji na pfislusny antikodon mRNA. V dal§im
kroku dochazi ke vzniku peptidové vazby mezi 2 sousedicimi AMK. Poslednim krokem je mala
podjednotka ribozomu posunuta vpred a tRNA bez AMK se uvoliiuje z E-mista, A-mista
a P-mista. Polypeptidovy fetézec roste od N-konce k C-konci. Samotna mRNA je pfedavana
ve sméru C5” — C3’. Translace je ukonfena navazanim terminacnich faktord na stop kodon.
Ribozomy se rozpoji a vzniklé proteiny se uvolni. Ribozomy jsou vazany na endoplazmatické

retikulum, kde dochazi jesté k posttranslaénim tpravam nove vzniklych proteini (14, 28).
2.4. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce (RT) je zdsadni proces v molekularni biologii, jenz zahrnuje ptepis
genetické informace zRNA do DNA. Reakce je katalyzovana reverzni transkriptazou,
tj. enzym DNA polymeraza, kterd je schopna dle molekuly RNA syntetizovat molekulu DNA.
Reverzni transkripce se skldda z nckolika po sobé jdoucich krokl. Tento dé&j se pfirozené

vyskytuje u vira celedi Retroviridae, kde byl také prvné popsan, a vira ¢eledi Hepadnaviridae.
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Princip RT je popisovan podle jejiho prubéhu u retrovird. V RT jsou pfitomny 2 enzymatické
aktivity, které jsou nezbytné a pottebné k jejimu pritb¢hu. Jedna se o DNA polymerazu a RNazu
H (ribonukledza H). Existuji dva typy primerti reverzni transkripce vedouci k amplifikaci
komplementarniho ftetézce DNA. Prvnim pfikladem je univerzalni primer oligo (dT),
kdy reverzni transkripce pouziva poly-T oligonukleotidovy primer k zahajeni syntézy cDNA.
Druhym typem je reverzni transkripce s ndhodnou aktivaci, ta vyuziva k aktivaci syntézy

cDNA nahodné hexamery.

Zpétnym prepisem templatu RNA vznikd cDNA. Tento d& vyuzivda RT-PCR
(polymerazova tetézova reakce s reverzni transkripci). Oproti klasické molekule DNA, cDNA
neobsahuje introny ani regulacni a jiné kontrolni sekvence. Diky tomu miiZze byt cDNA pouZzita

k identifikaci a izolaci genli z genomické DNA (29, 30, 37).
2.4.1. Pribéh reverzni transkripce

Reverzni transkripce se podili na preméné ssRNA (jednovldknové ribonukleova
kyselina) genomu virionu na dsDNA. Stejné jako mnoho jinych DNA polymeraz, i tento proces
potiebuje primer a templat, jenZ poskytne volny hydroxylovy C3” konec, na ktery se pfidavaji
nukleotidy. Vlakno RNA genomu je pozitivn€ nabito a mize tak fungovat jako mRNA, ktera
udavé cely proces tvorby proteinu. Pritbéh reverzni transkripce zacind vazbou hostitelské
tRNA, jejiz molekula ma negativni ndboj, na virovou RNA (VRNA), ktera je k tRNA
komplementarni a podléhd hybridizaci. Tato ¢ast VRNA, kam se vaZe primer, pojmenovavame
jako PBS (primer binding site). Syntéza DNA vytvaii hybrid (-) DNA a vVRNA, jeZ byla vzorem
pro vznik (-) DNA. Tento hybrid je substraitem pro RNazu H, kterd S§té€pi ribonukleovou
kyselinu. Z hybridni molekuly se uvolni (-) DNA tsek, oznaceny jako R, jenz se shoduje
vuseku C5" 1 C3” vRNA. Volny C5'(-) usek DNA vldkna se vaze na komplementarni
C3” vRNA. Reverzni transkripce VRNA do (-) DNA probihd, dokud piepisovand molekula
DNA se setkava s dvouvldknovou RNA, jenZ je tvofena tRNA a PBS. DalSim krokem RNazy
H je odstépeni vVRNA, kromé malého useku PPT (polypurinovy trakt). PPT slouzi jako primer
pro syntézu (+) DNA vlakna, které opisuje (-) DNA vlakno znovu az do oblasti tRNA a PBS,
kterou rozrusi a opisuje PBS virové RNA. Tento tsek mize kopirovat i (-) DNA vldkno, protoze
oblast tRNA-PBS byla rozruSena. V oblasti PBS se (+) DNA vldkno zachyti
na komplementarni cast (-) DNA a opisSe jeho dlouhé sekvence LTR (long terminal repeats)

oznacené jako U3 R U5. Syntézou templatu (+) DNA vlékna je doplnén chybéjici druhy LTR
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(-) DNA vldkna; viz Obrazek 6. Dokoncenim syntézy obou vldken vznikne dvouvlaknova kopie

RNA genomu v plné délce (29, 31, 33).

A R U5 pss gag pol env perT| U3 R
‘% cPPT
B R U5  pes gag pol env ppT| U3 R
_% cPPT
C | PBS gag pol env prT U3 R
cPPT ' 1—*%
PPT
D Pes  gag  poly env  PPT| U3 R US
e ‘a!

E | PBS gag pol env PPT, U3 R U5
F U3 RUS pes gag pol env ppT; U3 R U5
- - l— Tl

cFLAP

G U3 RU5 pss gag pnlb\/ env P, U3 R U5

LTR LTR

Obrazek 6 Schéma reverzni transkripce. Prevzato, upraveno z (34).
3. Reverzni transkriptaza

Jedna se o restrikéni enzym, ktery katalyzuje zpétny piepis genetické informace.
Reverzni transkriptaza byla poprvé objevena H. Teminem v retrovirech, kde jejim dusledkem
ve virovém genomu je schopna RNA pireménit v cDNA. Takhle vznikajici DNA je pak

zabudovana do genomu hostitelské butiky a diky tomu dochazi k mnozeni viru.

Reverzni transkriptdza je velmi uZiteCnd pro vyzkum a diagnostiku. Tento enzym
je hojné vyuzivany v modifikovanych PCR a to RT-PCR a RT-qPCR. Reverzni transkriptdza
formuje fetézec cDNA na zdkladé sekvence RNA. Enzym umoZiuje amplifikovat RNA
templaty stejnym zptisobem jako DNA. Podobné jako ostatni DNA polymerazy, nedokaze
reverzni transkriptdza syntetizovat DNA bez primeru. Primer poskytuje pocatecni bod,

od kterého reverzni transkriptdza zacina syntézu kopie DNA (37).
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3.1. Celed Retroviridae

Viry z &eledi Retroviridae se vyskytuji v iroké $kale hostiteltl z fad obratlovetl. Celed
Retroviridae se tadi do skupiny RNA vird. Viriony jsou kulovité¢ obalené s primérem

80-100 nanometra.

Obal viru je tvofen lipoproteinovou membranou, na jejiz povrchu se vyskytuje
72 glykoproteinovych vybézkii slozenych z vnéjSiho trimetrického glykoproteinu (gp120)
a transmembranového glykoproteinu (gp41). V lipoproteinovém obalu se mizou vyskytovat
nékteré proteiny z hostitelské bunky. Z vnitini strany obalu je zabudovana proteinova matrix;
viz Obrazek 7. Genom viru tvofi nékolik tisic nukleotidd, které¢ formuji geny. Tyto geny jsou
zodpoveédné za konstrukci viru. V nukleokapsidé viru se nachézi replika¢ni enzymy. Tvar
nukleokapsidy je pro kazdy rod z ¢eledi Retroviridae odlisny. Rod Lentivirus méa nukleokapsidu
s tyCinkovitym tvarem, zatimco u rodu fS-retrovirus je tvar excentricky a u pfislusnikd rodu

a-retrovirus, y-retrovirus a J-retrovirus je nukleokapsida koncentrického tvaru.

Glycoproteins

Tegument

Envelope

Capsid

Obrazek 7 Struktura retroviri. Prevzato, upraveno z (36). Glycoproteins = glykoproteiny, capsid

= kapsida, vDNA = virova deoxyribonukleova kyselina, envelope = obal, tegument = matrix.

Replikace zahrnuje reverzni transkripci a integraci do DNA hostitelské buriky. Reverzni
transkripci genomu RNA vznikd dsDNA s dlouhymi termindlnimi repeticemi. Dvouvldknova
DNA je integrovana do genomu hostitelské buniky za vzniku proviru, ktery slouzi jako Sablona
pro syntézu virového genomu a mRNA pomoci RNA polymerdzy. Nové vznikla mRNA
je z jadra transportovana do endoplazmatického retikula, kde dojde k translaci na polypeptidy.
Retrovirova replikace mé sklon k chybam, coz mé za nasledek vysoky vyskyt ndhodnych

mutaci. Pfi jednom replika¢nim cyklu reverzni transkripce se muze v priméru vyskytnou
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1-10 chyb v jednotlivych genomech. Diky témto nékolika po sobé jdoucich krokti dokézou

retroviry vyvolat pfetrvavajici chronickou infekci.

Retroviry mohou tvofit endogenni formy pii vniku do zarodecnych hostitelskych bunék.
Tyto tvary se vertikalné pfenaseji, a tudiz je lze povazovat za genetické fosilie starych virt.
Vsechny rody retrovird, vyjma d-retrovirt, jsou zastoupeny v hostitelském genomu jako virové
fosilie. Popisujeme zde endogenni oJ-retrovirus, identifikovany v linii zarodku. Jedina, silné
deletovana kopie tohoto retroviru byla nalezena v genomu miniopteridi, tj. netopyri
dlouhouchych. K endogenizaci tedy doslo v casovém intervalu pted 20 az 45 miliony let. Tento
objev ukoncuje posledni velkou mezeru ve fosilnim zaznamu retroviri a poskytuje dilezité

poznatky o historii J-retrovira.

Mnoho retrovirt se fadi mezi vyznamné lidské i1 veterindrni patogeny, které jsou spojeny
se spoustou onemocnéni, véetné¢ autoimunitnich onemocnéni, onkologickych onemocnéni,
onemocnéni motorického neuronu i nékolik akutnich onemocnéni s poskozenim tkani.
V télnich tekutinach se virus nachazi v krvi, spermatu, posevnim sekretu a mateiském mléce,
v zanedbatelném objemu byl déle zjistén v potu, slzach a slinach. Pfenos viru mizeme rozd¢lit
na 3 zpusoby: pfenos krvi, sexudlni pfenos a pfenos z matky na dité. Infikovana krev patii
mezi nejvyssi rizika prenosu HIV (Human Imumunodeficiency Virus). Vehikulem pfi tomto
zpisobu pienosu jsou nékolikrat pouzité infikované jednordzové jehly u narkomanti
nebo v zemich, kde neni rozvinuté zdravotnictvi a nepouzivaji se zde jednorazové jehly.
Podobnym rizikem mizou byt infikované krevni transfuze nebo organové transplantace.
Sexualni pfenos patii k nejéast&j§imu zptisobu prenosu viru. Sifeni viru znaéné napoméha
nechranény styk. Pfi pouZiti kondomu anebo femidomu se riziko pfenosu vyrazné sniZuje.
Ptenos HIV z matky na dit¢ mulze nastat v prib&hu téhotenstvi pifimou infekci vyvijejiciho
se embrya, pti porodu nebo taky pii kojeni novorozence. Vysoka virova naloz mize byt velkym

rizikem pfenosu (37, 38, 39, 40, 41).
3.1.1. Rod Lentivirus

Lentiviry patii do ¢eledi Retroviridae. Nejvyznamnéjsim zéastupcem tohoto rodu je virus
lidské imunodeficience neboli HIV. Virus nejspiS vznikl diky mutaci opicich
imunodeficientnich virt. K objeveni HIV doSlo v 80. letech 20. stoleti ve 2 riznych statech
témét soucasng, jmenovit€é v USA a ve Francii. Za svlij po€in ziskali francouzsti védci
L. Montagnierem a F. Barré-Sinoussi v roce 2008 Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékaistvi.

Po infikaci virem je i pfes progresivni vyvoj védy eliminace z hostitele prakticky nemozna.
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Klinicky obraz infekce je riznorody a dlouhé roky mulize probihat nakaza bez ptiznaku.
Infikovany ¢lovek je jiz od samostatného bez ptiznakového pocatku prenaSe¢em HIV. Lentiviry
charakterizuje dlouha doba latence, trvajici replikace viru, zasazeni centralni nervové soustavy
(CNS) a ptfechod do chronicity. Prubéh infekce HIV se d€li 3 faze: primoinfekce,

asymptomatickd faze, symptomaticka faze.

Rozlisujeme 2 typy HIV ato HIV-1 a HIV-2. Jejich morfologie v elektronovém mikroskopu
je témef totozna. Drobnou rozdilnost miizeme nalézt v sekvenci RNA kodujici virové proteiny.
Po priniku do lidského organismu se HIV-1 a HIV-2 navazou diky ligandu na receptor CD4+,
vyskytujici se na membrané cilové bunky. V hostitelské bunice pak probihaji dalsi faze
replikacniho cyklu. Nukleokapsida unikd do cytoplazmy, kde dojde k uvolnéni virové RNA
s navazanou reverzni transkriptazou. Reverzni transkriptdza zahdji uvnitt CD4+ bunék
transkripci virové RNA na provirovou DNA (pDNA). Inhibice RT ptisobenim nukleosidovych

inhibitorti byla prvnim 1é¢ebnym zdsahem, tento princip ptisobeni je vyuzivan dodnes.

Nékaza typem HIV-1 ma vétSinou rychlejsi priib&éh nez u typu HIV-2. Typ HIV-1 velmi

lehce podléha mutacim, predevsim ve struktufe glykoproteint (42, 43, 44).
3.2. Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy typu B (VHB) se fadi do skupiny DNA obalenych virti a zdroven také patii
do celedi Hepadnaviridae. Objeveni VHB probéhlo v roce 1967 B. Blumbergem, ktery objevil
jeden z antigeni VHB a za sviij objev roku 1976 ziskal Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu.
Infekce VHB je nakazlivéjsi nez HIV. VHB patii mezi hlavni ptic¢iny akutniho €1 chronického
onemocnéni jater. Zaroven ho muzeme také zafadit do skupiny hlavnich prekurzort
karcinogenniho onemocnéni jater. Viriony Uto¢i zv1asté na buiiky jater, tzv. hepatocyty. Pfenos
VHB je obdobny jako u retrovirQ, tzn. ptenos krvi, sexualni pfenos a pfenos z matky na dité.
NejvysSim rizikem pfenosu jsou rozvojové zemé, ve kterych neni rozvinuté zdravotnictvi
na vy$si urovni. Pfechod akutni formy onemocnéni do chronicity ma za nasledek cirhozu jater
nebo hepatocelularni karcinom (HCC), ktery patii na Sesté misto nejcastéjSich typti nadorii
na svét€ a na druhé misto pficiny amrti. Pro onkologicky nemocné pacienty s imunosupresivni
1é¢bou predstavuje VHB vysoké riziko. VHB je v zevnim prostfedi pomérné odolny, v zaschlé

krvi je schopen vydrzet az tyden.

V genomu viru se nachazi enzym reverzni transkriptaza, ktery je fizen pomoci proteint.
DNA polymerdza viru hepatitidy B katalyzujici reverzni transkripci, méd dvé domény,

a to termindlni proteinovou (TP) a spacerovou. TP doména obsahuje AMK, kter¢ jsou zdkladem
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pro syntézu DNA viru. Reverzni transkripce je zapocata vazbou DNA polymerazy na virovou
pregenomovou RNA (pgRNA). Aktivita RT zahdji syntézu DNA a dojde ke kovalentnimu
spojeni DNA polymerazy s virovym vldknem DNA. RNéza H poté degraduje pgRNA, co byla
piepsana do DNA. Pfi reverzni transkripci se vyuziva pienosu tii vlaken za vzniku zralé
¢asten¢ dvouvlaknové vDNA. DNA polymeraza jako monomer zlstdva navazana kovalentni
vazbou na vDNA. Zivotni cyklus viru vede v priibéhu aktivni replikace ke tvorbé velké virové
naloze, aniz by doslo k pfimému usmrceni hostitelské buiiky. Replikacni Gc¢innost viru
je zaloZena na zavislosti kombinace faktort viru a faktort infikované bunky, které zabranu;ji

VHB replikaci uvniti buiky.

K 1écbé hepatitidy jsou vyuzivany Iléky fungujici na principu inhibice reverzni
transkriptazy. Proti virové hepatitidé existuje prevence v podobé vakciny, v souasné dobé
v tzv. hexavakciné. OcCkovani je fazeno jako jeden znejlepSich zpisobu prevence HCC

zpisobenym VHB (42, 43, 44, 45).
3.3. RT-PCR

Tato molekularni metoda vychazi z polymerazové fetézové reakce (PCR) a vyuZziva
ucinku enzymu reverzni transkriptazy. Klasickd PCR je docela jednoduchd a velmi cCasto
pouzivand diagnostickd metoda v molekularni biologii. Technika RT-PCR je vysoce citlivym
nastrojem pii studiu genové exprese na urovni RNA. PCR s reverzni transkripci vyuzivda RNA
jako templat. Enzym reverzni transkriptdiza hraje kli¢ovou roli v RT-PCR. Reverzni
transkriptdza je schopna syntetizovat komplementarni fetézec DNA z templatu RNA.
Pro Gspésny vysledek RT-PCR je zasadni Cistota a kvalita templatu RNA. Vyslednd cDNA pak
muze byt amplifikovana pomoci PCR. Reakce RT-PCR je zapocata syntézou hybridu
RNA-DNA. Reverzni transkriptaza, stejn€ jako RNéaza H, degraduje ¢ast RNA hybridu.
Jednovldknova molekula DNA je nasledné dovrSena pomoci RNA dependentni DNA
polymerazovou aktivitou reverzni transkriptizy na komplementdrni DNA. Uginnost reakce
prvniho fetézce mize ovlivnit prib&h amplifikace. Poté nasleduje PCR amplifikace cDNA.
Amplifikovand cDNA je analyzovana pomoci rliznych technik, jako je gelova elektroforéza
nebo sekvenovani. Pfevod RNA na ¢cDNA diky RT-PCR ma mnoho vyhod. Samostatna
jednofetézcova RNA je velmi nestabilni, coZ s ni ztéZuje praci. Reverzni transkriptaza, ktera
je u RT-PCR vyuzivana, snasi vyssi teplotni optimum, jelikoz vyssi teplota rusi vldkna tvofici

se na mRNA.
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RT-PCR lze provést v jednom nebo dvou krocich. Jednokrokova RT-PCR kombinuje
reverzni transkripci a PCR reakce ve stejné zkumavce. Ve dvoukrokové RT-PCR se kroky
provadéji oddélené ve dvou zkumavkach a nové syntetizovana cDNA se pienese do druhé
zkumavky pro PCR reakci. Obé metody maji vyhody i nevyhody, jednokrokova RT-PCR
ma snadnéjsi prubéh, nizké riziko kontaminace a je ideédlni pro vysoce vykonny screening.
Zatimco dvoukrokova RT-PCR je vhodna pro detekci vice parametrti z jednoho vzorku, tento

proces umoziuje aplikovat jednu molekulu cDNA k vicero reakcim (5, 46, 47, 48).
3.3.1. Prabéh RT-PCR

Metoda je zaloZena na 3 krocich: denaturace DNA, nasednuti primert, syntéza DNA.
Nejprve se extrahuje celkovd RNA. Z vyextrahované celkové RNA se izoluje mRNA pomoci
afinitni chromatografie s pouzitim oligo dT, jelikoz messengerovd RNA se vyznacuje sekvenci
C3’ poly A. Poté templat mRNA podléha reverzni transkriptaze, kterd vytvoii kopii DNA
(cDNA) kazdé mRNA. Tato molekula slouZzi jako templat pro PCR amplifikaci. Po reverzni
transkripci se mRNA hydrolyzuje. Dalsi kroky jsou provedeny v uzavieném prostoru
termalniho cykléru. Syntéza nové DNA probihd od jednoho primeru ve sméru hodinovych
rucicek kolem kruhu a poté pokracuje v protisméru hodinovych rucicek. Vytvaii se fragment,
ktery obsahuje tisek DNA napravo a tisek DNA nalevo od piivodni znamé oblasti. V daném

fenotypu bunky je u ¢lovéka a vétSiny savell exprimovano odhadem 10-15 000 gend (5, 46, 47).
3.3.2. Pouziti RT-PCR

V klinické diagnostice zahrnuje oblast pouziti RT-PCR hodnoceni virové naloze u RNA viri
a analyzu produkti genové transkripce. RT-PCR je taky uZite¢na pro sekvenci velkych gent.
Vyvoj v této oblasti vedl k rozsifeni aplikaci RT-PCR v klinické diagnostice. Reakce je v§ak
choulostivd kvtili své nedostatetné reprodukovatelnosti a kvali labilit¢ RNA a casté
kontaminaci DNA. Dalsi obtize mohou byt zptisobeny potiebou ziskat specifickou amplifikaci
v pfitomnosti homolognich sekvenci, které mohou byt pfitomny ve vétSim mnoZstvim
nez stanovovana sekvence. Tyto rizika se musi vzit v ivahu pfi navrhovani stanovovani pomoci
RT-PCR a pfii vybéru primerii. RT-PCR ve spojeni s hmotnostni spektrofotometrii s ionizaci
elektrosprejem (ESI-MS) je vysoce vykonnd technologie zaloZzend na NK, kterd se opira
o presné méfeni molekulové hmotnosti PCR amplikonil, z niZ 1ze odvodit pocet bazi DNA.
Jednou zhlavnich vyhod RT-PCR/ESI-MS (polymerdzova fetézova reakce s reverzni
transkripci/hmotnostni spektrofotometrie s ionizaci elektrosprejem) je jeji univerzalnost

a prizptisobivost pro charakterizaci patogenti (50, 51).
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3.3.3. RT-qPCR

Kvantitativni PCR v redlném case s reverzni transkripci (RT-qPCR) se stala diky
své vysoké citlivosti ze vzorkli s velmi nizkou koncentraci RNA, hlavni metodou
pro kvantifikaci rozdili v hladindch genové exprese mezi vzorky. Pro zajisténi ptresnych
a reprodukovatelnych kvantitativnich dat je vSak tfeba dodrzovat ptisné standardni operacni
postupy. Diky své specificnosti, citlivosti, jednoduchosti, nakladiim a vysoké vykonnosti nabizi
RT-gPCR Ssirokou skalu vyhod oproti standardnim metodam. Proto se stala nejrozsifenéjSim
nastrojem pro absolutni a relativni kvantifikaci hladin transkripce mRNA. RT-qPCR je metoda,
kterd vyuziva dobfe zavedenou chemii a analyzu dat, a je proto lepSi nez techniky, jako
je Southern blot nebo sekvenovani DNA. Kromé toho pouziti riznych metod detekce qPCR,

jako jsou systémy zalozené na barvivech nebo sondéch, rozsituje spektrum moznych aplikaci.

Jednou z cennych vyhod RT-qPCR je snadnost, s jakou Ize kvantifikovat RNA obecné
a virovou ndloz konkrétné, pokud jsou stanoveny odpovidajici parametry testu, véetn¢ zahrnuti
vhodné kontroly. Zakladem piesné a reprodukovatelné kvantifikace pomoci
RT-qPCR je kvantifika¢ni cyklus (Cq), ktery se sklada ze 3 fazi: exponencidlni faze, linedrni
faze, plato faze (viz Obrazek 8). V exponencidlni fzi je mnoZstvi syntetizované DNA na trovni
pfesahu fluorescence za pozadi a dochazi k zaznamu v detektoru. Pro linearni fazi
je charakteristicky prudky narlst intenzity fluorescence a ve vysoké mife je i hojnost templatu.
V plato fazi se diky velkému mnoZstvi vyskytu DNA rychlost reakce zpomaluje a nékteré ¢asti
reakéni smési jsou vyCerpany. V této fazi intenzita fluorescence neodpovida presné koncentraci

templatové DNA.

Hodnoty fluorescence se zaznamenavaji béhem kazdého cyklu a ptedstavuji mnozstvi
produktu amplifikovaného do daného bodu amplifikaéni reakce. Cim vice templatu je p¥itomno
na zacatku reakce, tim méné cykl je tfeba k dosazeni bodu, kdy je fluorescencni signél poprvé
zaznamenan jako statisticky vyznamny nad pozadim. Tento bod je definovén jako Cq a nastane
vzdy béhem exponencidlni faze amplifikace. Kvantifikace tedy neni ovlivnéna tim,
ze se nektera ze slozek reakce stane omezenou ve fazi platd. Pii vykazovani vysledk je vSak
dilezité nespoléhat se pouze na Cq, protoZze hodnoty Cq podléhaji pfirozenym odchylkdm
mezi jednotlivymi cykly a nemély by se pouzivat bez vhodnych kalibra¢nich standarda. Jednim
ze ziejmych zpiisobl, jak dosdhnout spolehlivé kvantifikace, je zahrnout molekulu RNA
se zndmym poctem kopii jako spike s RNA po extrakci. To by umoznilo jak kontrolu kvality,

protoze jakakoli odchylka od ocekdvaného Cq by naznafovala urcitou inhibici reakce,
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tak 1 stanoveni poctu virovych kopii vzhledem k této Spicce. Diky tomu je mozné uvadét nejen
kvalitativni odpovéd’ infikovany/neinfikovany, ale snazit se napiiklad zahrnout hodnoceni

virové naloze pro méieni progrese onemocnéni.

Spolehlivost vysledkiit RT-qPCR je zavisla na standardizaci méfeni, zejména pokud
se pouziva jako diagnosticky néstroj. Je ztejmé, Zze vzhledem k potiebé mit moznost porovnavat
vysledky z Siroké skaly testt, pfistroju, riznych laboratofi a riznych zemi je nezbytné vyvinout
referen¢ni materialy, které by byly nakonec certifikovany, aby bylo mozné idaje harmonizovat

(50, 51, 52, 53).

JPlateau” faze

Linearni faze

Fluorescence

Exponencialni faze

g Pozadi fluorescence
0 5 10 15 20 25 30
Ct Poéet cykld

Obrdzek 8 Pritbéeh RT-qPCR. Prevzato, upraveno z (54).
3.4. Inhibitory reverzni transkriptazy

Inhibitory reverzni transkriptazy jsou zakladni skupinou antiretrovirovych terapeutik
(ART), dale se ale pouzivaji 1 pro 1écbu VHB. Virovy enzym reverzni transkriptaza je cilem
terapeutického Uc¢inku. Kopirovani genomu o 10 000 RNA bazi je potfeba 20 000 presné
a spravné provedenych jednotlivych krokt. Jestlize dojde k pferuseni jednoho z téchto krokd,
cyklus se zastavi. Problémem ART je toxicita a rychly vznik virové rezistence, proto je nutna

kombinace 1éCiv, které se opét chovaji jako nukleosidové baze.

Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy (NRTI) tvoifi rozséhlou tfidu inhibitort
a jsou zdkladem kombinovanych rezimil pro terapii HIV. Princip ucinku inhibitorti spoc¢iva
v tom, Ze misto pfirozené se vyskytujicich nukleosidil jsou reverzni transkriptaze poskytnuty
falesné nukleosidové baze. Tyto baze jsou chemické slouc¢eniny blokujici vznik nové molekuly
DNA. NRTI podléhaji Uc¢inku intracelularni fosforylaci a aktivni trifosfatova forma
poté blokuje virovou replikaci prostfednictvim konkurence s ptirozené se vyskytujicimi puriny

a pyrimidiny, ¢imZz zabranuje pfidavani dalSich nukleotidi RT. Dusledkem tohoto dé&je

34



je ukonceni replikace virové DNA. Spektrum NRTI zahrnuje 1é¢bu HIV-1 i HIV-2. Do skupiny
NRTI patii fada sloucenin. Hlavnimi zastupci NRTI jsou tenofovir disproxil fumarat (TDF)
a tenofovir alafenamid (TAF). VSechny NRTI maji vedlejsi ucinky, které jsou specifické
pro danou tfidu a 1€k. U vSech NRTI tiid miize dojit k selekci rezistentnich mutaci, a to dvéma
zpisoby. Prvni zplsob zahrnuje mutovany enzym virové RT, kdy mutace prob&hne
v N-termindlni polymerazové doméné¢ enzymu. RT se selektivné vyhyba vélenéni
nukleotidovych analogh do DNA. Druhy mechanismus zahrnuje mutaci thymidinu,

kdy mutovana RT v podstaté provadi fosforolytickou excizi NRTI.

NNRTI (nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy) se navazou do tzv. alosterického
centra, tj. misto oddélené od aktivniho mista, na které se zamécfuji NRTI. Vazba
nenukleosidového inhibitoru zpiisobi zménu v proteinu, kterd snizi schopnost piirozené
se vyskytujicich nukleosidl se vazat do kapsy v aktivnim misté, a tim blokuje elongaci virové
cDNA. NNRTI jsou ucinné proti HIV-1, avSak nemaji postacujici G€innost proti HIV-2.
Do prvni generace NNRTI se tadi efavirenz a nevirapin. Druha generace NNRTI je tvofena
rilpivirinem a etravirinem. Latky prvni generace jsou malo rezistentni a snadno podléhaji
mutacim. NNRTI maji dlouhy plazmaticky polocas. Efavirenz zptsobuje 1€kové interakce,
takze vyzaduje peclivou revizi sou¢asné podavanych 1€ka. Jeho hlavnim nezaddoucim u¢inkem

je neuropsychiatrickd toxicita.

Spole¢na indikace preparat umoznila snizit davky a vyskyt nezddoucich ucinki. Diky
odliSnym principiim fungovani NRTI a NNRTTI je pfi terapii mozna jejich kombinace, pii které

muze dojit ke sniZeni pravdépodobnosti vzniku rezistence (37, 40, 55).
3.4.1. Zidovudin

Zidovudin (AZT) byl prvnim klinicky schvalenym antiretrovirovym lé¢ivem z tfidy NRTI.
Chemicky je to azidothymin (viz Obréazek 9) a jeho slozeni pfipomina jednu ze slozek NK.
V laboratofi byl p¥ipraven jiz v roce 1964 jako potencialni 1é¢ivo k nadorové 1é¢bé. Uginkem
zidovudinu je inhibice DNA polymerazy a likvidace rychle se délicich nddorovych bunck.
V pribéhu casu muze vést 1é€ba AZT kselekci mutaci RT a tim snizit jeji uGcinnost.
AZT za ptitomnosti ATP. V dne$ni dob¢ se ale k 1é¢be rakovin nepouziva a ani se nedoporucuje
jako 1€k prvni volby pro terapii HIV. Jeho toxicita se projevuje supresi kostni diené, navic
je AZT spojen s velkym mnozstvim nezddoucich Gc€inkt jako je napf. bolest hlavy, malatnost,

nauzea, ubytek tuku v koncetinach atd. (37, 55).
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Obrazek 9 Strukturni vzorec azidothyminu. Prevzato, upraveno z (57).
3.4.2. Tenofovir disoproxil fumarat

Tenofovir disoproxil fumarét (TDF) je pouZzivan jako acyklonukleosid proti HIV. Patii mezi
hlavni zéastupce skupiny nukleosidovych inhibitorGi reverzni transkriptdzy. Na pocatku
21. stoleti byl schvalen nejprve k 1é¢bé HIV, pozdé&ji i k 1é¢b¢ infekce VHB. Kvili pritomnosti
vysoko polarni kyseliny fosfanové je toto 1é¢ivo omezeno v oblasti oralniho uzivani.
V organismu se vyskytuje hlavné v plazmé¢, v buiikach je zanedbatelné mnoZstvi. Samostatné
podavani TDF je pro lidsky organismus toxické, doporucuje se proto tedy ho kombinovat jesté
s jinym inhibitorem RT. Pfi pouZiti TDF se vyskytuji tfi hlavni neZadouci ucinky: 1) jaterni
toxicita projevujici se laktatovou aciddzou a hepatomegalii se steatdzou; 2) ledvinna toxicita —
poskozeni proximalniho tubulu; a 3) snizend hustota kostnich minerali v oblasti patete a kycli.
TDF se mlze projevit i s mensimi nezddoucimi G¢inky jako je bolest hlavy, nauzea, bolesti

svalll nebo deprese (56).
3.4.3. Tenofovir alafenamid

Tenofovir alafenamid (TAF) byl objeven roku 2001 a funguje jako ,,vylepSené* prolécivo
TDF. Ur¢ité ¢asti TDF byly nahrazeny fenolem a alanin-isopropylesterem. TAF vykazuje vyssi
peroralni biologickou dostupnost a piiznivou selektivni tkaiiovou distribuci, protoze TDF
je ptednostné vychytavan hepatocyty a lymfatickou tkéni. Védecké poznatky ukézaly, ze TAF
ma lepsi ucinnost a bezpecnost oproti TDF, a to 1 v pfipad€ pouziti nizsi davky. Od roku 2015
je TAF pouzivan k 1écbé HIV-1 a o rok pozdéji byl schvélen i k 1é€b€ infekce VHB. Na zaklad¢
odli$ného metabolismu od TDF a jeho nizké koncentraci v plazmé, neni TAF toxicky pro jatra,
ledviny nebo kosti. Uzivani TAF je spojeno s vy$simi hladinami LDL (low density lipoprotein

— nizkodenzitni lipoprotein), HDL (high density lipoprotein — vysokodenzitni lipoprotein)
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cholesterolu a triacylglyceridii. TAF a TDF maji spolecny profil rezistence, avSak TAF muze
mit vyssi bariéru pro mutanty rezistentni k TDF z dGvodu své vyssi intracelularni koncentrace

(56).
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4. 7.avér

Cilem této bakalatské prace bylo zpracovat literarni resersi o enzymu reverzni transkriptaza
a jeji potencionalni i praktické vyuziti. Reverzni transkriptaza je enzym nalezeny v retrovirech,
ktery je schopny vstoupit do klasického pribéhu genové exprese. Enzym se podili na reverzni
transkripci, kde katalyzuje pfeménu ribonukleové kyseliny zpét na deoxyribonukleovou
kyselinu a tim 1 pfepis genetické informace. Reverzni transkripci vznikd dvouvlaknovéd DNA,
ktera slouzi jako Sablona pro syntézu genomu. Tuto schopnost enzymu vyuzivaji viry hepatitidy
B a viry lidské imunodeficience, které maji reverzni transkriptazu uloZzenou v nukleokapsidé
spole¢n¢ s ostatnimi replikacnimi enzymy. Virim slouzi reverzni transkriptdza ke mnozeni
v hostitelskych bunikach, ptipadné u HIV i k napadéani okolnich bunék hostitele. Klinicky obraz
infekce je rizny a u kazdého pacienta probiha jinak, dlouhé roky muze ndkaza probihat
bezptiznakové. Infikovany pacient je pfenaSeCem od samostatného pocatku infekce, i kdyz
u n¢ho probiha bezptiznakové obdobi. Onemocnéni HIV muize pfechazet do chronicity. Virus
hepatitidy B je nakazlivéj§im virem nez HIV. Oproti onemocnéni HIV, je u VHB prevence
ve form¢ ockovani. Viriony nelze v infikovaném organismu zcela eliminovat, terapie tedy
probiha podavanim antiretrovirotik, které inhibuji fungovani reverzni transkriptazy. Inhibice
reverzni transkriptazy je vyuzivano v 1é€bé HIV a VHB, jako antiretrovirotika. ART inhibujici
reverzni transkriptdzu délime do dvou skupin na nukleosidové inhibitory a nenukleosidové
inhibitory. Jedné se o chemické slouceniny, které jsou pii delSim podédvanim pro organismus

toxické a ¢asem na pouZzivani jednoho typu mize vzniknout rezistence.

Diky popisu chovani reverzni transkriptdzy, se enzym zaCal hojné vyuZzivat
v diagnostickych metodach molekularni biologie. Propojenim reverzni transkriptazy
s polymerazovou fetézovou reakci, kterd je v molekularné biologickém odvétvi znacné
vyuzivana v diagnostice, vznikd ucinnéjSi metoda ke kvantifikaci nukleovych kyselin,
kde vychozim materidlem je mRNA. RT-PCR je rychld jednoduchd metoda, Ccasto

kombinovéna s jinou diagnostickou metodou.
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