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Abstrakt:

Dvouvladknova RNA, molekula bézn¢ se v buitkach nevyskytujici, je typickym znakem
virovych infekei. Tato molekula také slouzi jako substrat enzymu skupiny ADAR, které
zpusobuji konversi adenosinu na inosin, ktery je obvykle nasledné rozpoznavan bunécnou
masinérii jako guanosin. Kromé této editacni aktivity interaguji enzymy skupiny ADAR i
s riznymi bunéénymi proteiny, jako naptiklad s komplexem Dicer a s protein kindzou R, coz
spolu s editaci dSRNA ovliviiuje replikaci virt. V této préci jsou zpracovany informace o
antiviralni aktivité enzymt skupiny ADAR a jejich vlivu na infekci vybranych, zejména

lidskych, vird.

Klicova slova: ADAR, virova infekce, dvouvlaknova RNA, editace RNA, PKR

Abstract:

Double-stranded RNA is a molecule rarely found in a cell, but it is specific for viral
infection. It is also a substrate of ADAR enzymes. These enzymes convert adenosin to
inosine, which is recognized as guanosine by cellular machinery. Apart from editing activity,
ADAR enzymes interact with cellular proteins, such as Dicer and protein kinase R, which
together with editing affects viral replication. In this work, the information about antiviral
activity of ADAR enzymes and their impact on infection of selected primarily human viruses

1s reviewed.
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1. Uvod

Deaminasy adenosinu uc¢inkujici na dSRNA (zkracené ADAR) jsou skupinou
bunécnych, dsRNA vazebnych proteinti zptsobujicich zamény adenosinu na inosin (A-na-I
zamény) na molekulach dsRNA (Bass & Weintraub, 1988; Wagner et al., 1989). Tato skupina
enzymu je nejspisSe odvozena od enzymii skupiny ADAT, coz jsou deaminasy adenosinu
ucinkujici na molekulach tRNA (Gerber et al., 1998). Skupina enzymit ADAR je velmi
konzervovana, k jejimu vzniku doslo pravdépodobné u jiz spole¢ného piedka vsech

vvvvv

ale nikoli uzZ mimo ni (Grice & Degnan, 2015).

Enzymy skupiny ADAR zastavaji v butice vice funkci. Jsou napiiklad nezbytné pro
vyvoj embrya, kde zajist'uji krvetvorbu v jatrech a brani embryo pied stresem indukovanou
apoptosou (Q. Wang et al., 2004). Pomoci ovlivnéni editace RNA zplsobuji diversifikaci
sekvenci a funkei iontovych kanali (Q. Wang et al., 2004). Funguji také jako supresory
interferonové signalizace, ¢imz brani autoimunitnim reakcim a chronickému zanétu (Hartner
et al., 2009). Skrze editaci RNA, inhibici interferonové signalizace a také diky roli v na
editaci nezavislé podpoie produkce miRNA maji enzymy skupiny ADAR pozitivni vliv i na
preziti rakovinnych bunék a diversitu jejich COPA proteint (Chan et al., 2014; Gannon et al.,
2018; Peng et al., 2018; Qi et al., 2017).

Vzhledem k tomu, ze substratem téchto enzymil jsou molekuly dsRNA, kter¢ jsou
specifické pro virovou infekci, maji enzymy skupiny ADAR také vliv na virovou infekei,
nicméné jejich efekt na replikaci riznych virt se velmi 1isi (Samuel, 2011). Cilem této prace
je shromazdit a zpracovat informace o procesech, kterymi enzymy skupiny ADAR pomahaji
lidskym buiikdm v obrané proti virové infekcei a hraji tedy roli v obrané organismu proti

virovym infekcim.



2. Struktura a funkce enzymii skupiny ADAR
2.1 Struktura enzymu skupiny ADAR

Enzymy skupiny ADAR jsou schopny hydrolytickou deaminaci konvertovat
v molekulach dsRNA adenosin na inosin, ktery je nasledné rozpoznavan bunéénymi systémy
jako guanosin (viz Obrazek 1) (Savva et al., 2012; Walkley & Li, 2017), ¢imz tedy zavadi do

molekul RNA bodovou mutaci.
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Obrazek 1: a) hydrolytickd deaminace adenosinu na inosin; b) adenosin paruje s uridinem,
kdezto inosin s cytidinem upraveno dle (Nishikura, 2010)

V lidskych buiik4ch jsou zndmy tfi varianty enzymu ADAR; jaderny ADARI
s konstitutivné exprimovanou isoformou ADAR1p110 a s v cytoplasmé se vyskytujici,
interferony indukovatelnou, isoformou ADAR1p150 (J B Patterson & Samuel, 1995; Savva et
al., 2012). Dalsi varianty enzymi ADAR jsou jaderné lokalizované varianty ADAR?2 a
ADARS3, které se vyskytujici vyhradné v mozkové tkani, zejména v amygdale, thalamu a
postmitotickych neuronech (Chen et al., 2000; Savva et al., 2012).
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Obrazek 2: Enzymy skupiny ADAR a jejich domény (Cho et al., 2017).

Enzymy ADAR1 a ADAR2, nikoliv vSak ADAR3, funguji jako dimery, coz je nezbytné
pro jejich katalytickou aktivitu (Cho et al., 2003). ADAR1 a ADAR?2 vs$ak netvofi vyhradné
homodimery, byly pozorovany heterodimery tvofené enzymy ADARI a ADAR2 (Chilibeck
et al., 2006) a heterodimery enzymu ADARI1 s enzymem Dicer (Ota et al., 2013). Dimery
netvotici ADAR3 je katalyticky inaktivni, ale nejspise hraje roli pii regulaci editace RNA
(Chen et al., 2000). Z hlediska struktury domén jsou si enzymy skupiny ADAR velice
podobné (viz Obrazek 2). ADAR1p150 obsahuje na svém N-konci dvé Z-DNA domény
(ADARI1p110 pouze jednu) a tfi RNA vazebné domény, zatimco ADAR2 a ADAR3 obsahuji
na svém N-konci pouze dvé RNA vazebné domény. ADAR3 obsahuje na N-konci navic

oblast bohatou na arginin, ktera zprosttedkovava vazbu molekul ssRNA (Chen et al., 2000).

Z-DNA vazebna doména Za enzymu ADAR1p150 slouzi pravdépodobné
k nasmérovani enzymu do mista transkripce za ucelem editace nascentni mRNA pied jejim
sestfihem (Herbert et al., 1997). Alespon jedna Z-DNA vazebnd doména je té€Z potiebna,
spolu s dsRNA vazebnymi doménami, k inhibici dsRNA aktivované protein kinasy PKR
(Clerzius et al., 2009). Zaroven je tato doména schopna vazat RNA v Z konformaci (Brown et
al., 2000). Biologicka funkce Zf3 domény neni zatim zcela objasnéna (Athanasiadis et al.,

2005).

Vazba na dsRNA zprostfedkovand dsRNA vazebnymi doménami je sekvencné
nespecificka (Lehmann & Bass, 2000), avSsak ADARI1 edituje s preferenci A=U>C>G

pro bazi na 5" pozici vzhledem k editovanému adenosinu (Polson & Bass, 1994). ADAR2 ma



pro bazi na 5" pozici vzhledem k editovanému adenosinu preferenci A~ U >C=G ana
rozdil od enzymu ADARI ma i preferenci pro bazi na 3" pozici od editovaného adenosinu a to
U=G>C = A (Lehmann & Bass, 2000). VSechny tfi enzymy obsahuji na svém C-konci
doménu s deaminasovou aktivitou (Savva et al., 2012). U enzymu skupiny ADAR rozliSujeme
dva typy editace adenosinu na inosin; mistné selektivni editovani a hyper-editovani (Walkley
& Li, 2017). U selektivniho editovani dochdzi k mutaci ve specifickém misté, coz mlize mit
ruzné efekty na vysledny protein, sahajici od tichych mutaci az k zménam ve struktufe a
funkci proteinu. V ptipad¢ hyper-editovani dochézi k editaci vétSiho mnozstvi bazi lezicich

v blizkosti cilového mista editace, teda adenosinu, na stejné molekula dsRNA. Tento typ

editovani je bézny u dsRNA virti v infikovanych bunkach (Walkley & Li, 2017).

2.2 Na editaci zavislé mechanismy inhibice replikace viri enzymy skupiny ADAR
Enzymy skupiny ADAR zpiisobuji na dsSRNA zdmény adenosinu za inosin, ktery je

bunéénou masinérii rozpoznavan jako guanosin. Dochdzi tedy k zavedeni bodové mutace

na této nukleové kyselin€. Substratem enzymi skupiny ADAR je dsRNA, ktera se za béZnych

podminek v butice témét nevyskytuje; jeji vyskyt v buiice je vSak obvykle spojen s virovou

infekci a je obvykle induktorem hostitelské imunitni odpovédi (Field et al., 1972). Zmény

sekvence virové RNA mohou ovlivnit viry v riznych ohledech.

Bodové mutace na virové RNA mohou mit efekt na translaci, respektive na vznikajiici
protein, nebot’ diky jejich editacni aktivit¢ dochdzi ke zmeéné kodonti. To mize vést k zamené
aminokyseliny v proteinu a k naslednému ovlivnéni funk¢énosti proteinu. Vyznamnéjsi jsou
vSak zdmény kodont iniciujicich a terminujicich translaci (tzv. start a stop kodony).
Kanonicky start kodon (AUG) a také vSechny stop kodony (UAA, UAG a UGA) obsahuji ve
své sekvenci adenosin, jehoz mutaci miize dojit k zdméné otevieného cteciho ramce, ¢imz
mohou vznikat aberantni proteiny (Cattaneo et al., 1988; Zahn et al., 2007). N&které viry
vSak mohou tyto zdmény vyuZivat ve svlij prospéch. Napiiklad u viru hepatitidy typu D
zména UAG stop kodonu na UIG kodon kodujici tryptofan umoziuje vznik dlouhé formy

virového antigenu, kterd je nezbytna pro zabaleni virové RNA do virovych castic viru

hepatitidy typu B, jehoz je virus hepatitidy typu D satelitem (Wong & Lazinski, 2002).

Dalsi zplisob, kterym mtiZe byt inhibovana replikace virt edita¢ni aktivitou enzymu
skupiny ADAR, je specifické §tépeni hyper-editovanych sekvenci. Podjednotka RNA-
indukovaného tlumiciho komplexu RISC, Tudor-SN, se vaze na hyper-editovanou dsRNA

obsahujici I:U a U:I pary a podporuje nasledné Stépeni téchto usekii endonukleasami



(Scadden, 2005). Piipadn€ mohou byt hyper-editované sekvence obsahujici inosin $té€peny 1

ribonukleasami specifickymi pro inosin (Scadden & Smith, 1997, 2001).

Enzymy skupiny ADAR mohou svou editacni aktivitou ovliviiovat i samotnou
strukturalni integritu dsSRNA. Editaci A:U para vznikaji [:U pary, které jsou méné stabilni
a maji tudiz slabsi patrové interakce se sousednimi pary bazi, a tim tedy snizuji teplotu tani
dsRNA (Serra et al., 2004; Strobel et al., 1994; Wright et al., 2007). Toto snizovani teploty
tani dsSRNA muze hrat roli v ptipadech, kdy viry vyuZzivaji ve svém zivotnim cyklu specifické
sekundarni struktury RNA, jako tomu je ptipad¢ sekvence vnitiniho misto pro vstup ribosomu
IRES u viru hepatitidy typu C, jejichz funkce by mohla byt editaci a naslednou zménou

struktury ovlivnéna.

2.3 Na editaci nezavislé mechanismy inhibice replikace enzymy skupiny ADAR
Enzymy skupiny ADAR mohou inhibovat viry i mechanismy nezavislymi na jejich
editacni aktivité. ADARI je schopny tvofit heterodimery s enzymem Dicer, coZ je
endoribonuklesa, ktera je soucasti komplexu RISC (Ota et al., 2013). ADAR1 zvySuje
rychlost §tépeni pre-miRNA enzymem Dicer (Ota et al., 2013). Vznika tedy vice miRNA,
ktera je schopna v ramci komplexu RISC tlumit pomoci RNA interference expresi virovych
gentll nebo piipadné bunécnych genli umoziujicich replikaci viru (Liu et al., 2019; Ota et al.,

2013).

Dal$i mechanismus, kterym enzymy skupiny ADAR inhibuji virovou replikaci, spoc¢iva
ve schopnosti enzymu ADAR linhibovat aktivitu protein kinasy PKR (Toth et al., 2009).
CepiCce zavislou iniciaci translace proteinti v butice a mtize navodit i buné¢nou smrt
(Srivastava et al., 1998). Byt’ tedy PKR obecné funguje antiviraln€, mize paradoxné v jistych
ptipadech slouzit ve prospéch viru (Arnaud et al., 2010). Ne vSechny viry vSak vyuZivaji na
¢epicce zavislou iniciaci translace (viz kapitola 3.2 Virus hepatitidy typu C); v tomto piipadé
tudiz aktivace PKR nepovede k inhibici translace virovych proteinil, nybrz k inhibici translace
proteinll bunécénych, a to véetné proteinti antiviralnich (Arnaud et al., 2010; Garaigorta &

Chisari, 2009). Inhibice PKR ma tedy v takovémto piipad¢ antiviralni efekt.



3. Lidské viry a ADAR

Efekt jednotlivych enzymt skupiny ADAR na riizné viry je veelku komplikovany,
nebot’ pisobeni enzymi ADAR je zavislé na konkrétnim viru, pficemz se vliv enzymi
skupiny ADAR muize liSit 1 v ramci stejné Celedi virti (Tomaselli et al., 2015). Proto budou

dale rozebrany vztahy mezi konkrétnimi viry a enzymy ADAR v kontextech konkrétnich virt.

3.1 Virus spalnic¢ek

Virus spalnicek (dale uz jen MV) je obaleny virus z celedi Paramyxoviridae. Jeho
genomem je jednovlaknova nesegmentovana ,,- RNA‘ o velikosti pfiblizné 15,9 kb. Tento
virus zpuisobuje zavazné onemocnéni, které je jednim z nejcastéjSich davodi umrti déti do 5
let v rozvojovych zemich. Byt by bylo mozné tento virus pomoci dostupného ockovani
vymytit, stava se onemocnéni kvili spole¢enskym trendiim v zapadnim svété stale CastéjSim
(Angelo et al., 2019). Velice vzacné se zhruba 7-10 let po infekci virem u infikovanych jedint
muze rozvinout onemocnéni centralni nervové soustavy, zvané subakutni sklerotizujici

panencefalitida (Bellini et al., 2005).

Pravé u tohoto onemocnéni bylo zjisténo, ze v RNA viru doslo k zdaméné zhruba
poloviny uracilovych bézi za baze cytosinové (Cattaneo et al., 1988), coZ se ptivodné
ptipisovalo aktivit¢ enzymu ADARI1. Nejprve sice nebylo prokazano, ze se skute¢n¢ jedna o
aktivitu enzymti ADAR (Horikami & Moyer, 1995), pozd¢jsi studie ovSem roli enzymu
ADARI v modifikaci genomu MV prokézala (Suspéne et al., 2008). U bunék infikovanych
virem MV a zaroven deficitnich na isoformu p150 ADAR1 byl pozorovan cytopaticky efekt,
na rozdil od infikovanych bunék divokého typu (Ward et al., 2011), z ¢ehoz byl plivodné
vyvozovan antiviralni efekt enzymu ADAR1 v kontextu infekce MV (Ward et al., 2011).
Pozdé&ji se vsak ukazalo, ze hyper-editace genti kodujicich virovy protein M, coz je protein
podilejici se na skladani virovych ¢éstic a pu¢eni MV (Bellini et al., 1986; Runkler et al.,
2007), umoznuje vznik chronicity tohoto onemocnéni (Patterson et al., 2001), coz tedy
znamena, ze se ADARI v tomto ptipadé€ chova proviraln€. Coz potvrdilo 1 dalsi zjisténi, ze
v MV virem napadenych buiikach brani enzym ADARI1 aktivaci PKR (Toth et al., 2009),
coz by vedlo ke sniZeni hladiny translace proteint a indukci apoptosy (Srivastava et al.,
1998). Experimenty s bunikami se sniZzenou expresi ADAR1 pomoci shRNA demonstrovaly
proviralni a antiapoptotické vlastnosti enzymu v souvislosti s infekci MV (Li et al., 2012;

Toth et al., 2009).



3.2 Virus hepatitidy typu C

Virus hepatitidy typu C (dale jen HCV) je ptivodcem stejnojmenného onemocnéni.
V soucasné dobé¢ jsou po celém svété infikovany desitky miliont osob, pficemz proti nému
neexistuje preventivni vakcina. Pokud se vyvine chronické faze onemocnéni, muize dojit
k cirhdze jater a ke vzniku jaternich karcinomu (Taylor et al., 2005). HCV se pfenasi krevnim

kontaktem, pohlavnim stykem a pfenosem z matky na dité.

Genom HCV je tvoren piiblizn€ 9,7 kb dlouhou jednovlaknovou molekulou ,,+ RNA*,
kterd ma na 5" a 3" konci nepiekladané oblasti (UTR). Virova RNA obsahuje na svém 5’
konci tzv. IRES sekvenci, ktera umoziiuje efektivni translaci virové RNA (Tsukiyama-Kohara
et al., 1992). Po translaci vznika jeden polypeptid, ktery je nasledné€ rozstépen bunécnymi a

virovymi proteasami na 10 jednotlivych proteinti (Hijikata et al., 1993).

Predpoklada se, ze ADAR ma v souvislosti s virem HCV antiviralni G¢inky, nebot’
snizenim exprese ADAR1 pomoci siRNA doslo k mnohonasobnému zvySeni replikace HCV
(Pujantell et al., 2018; Taylor et al., 2005). Jednim ze dvou pravdépodobnych zptsobu
inhibice replikace HCV enzymem ADARI je zavadéni mutaci deaminasovou aktivitou
enzymu (Lindley & Steele, 2018; Taylor et al., 2005). Bylo zjisténo, ze béhem infekce HCV
dochézi ke zvyseni exprese interferonem o (IFN-a)) indukovatelné isoformy p150 enzymu
ADARI (Alisi et al., 2011), zaroven byla pozorovana vazba této isoformy na 5" oblast virové
RNA (Y. Lietal., 2014). Na 5" konci virové RNA se nachazi IRES sekvence viru, kterd je
esencidlni pro virovou replikaci (Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Je tedy diivod domnivat se,
ze ADAR1 muzZe zplisobovat mutace i pfimo na IRES sekvenci, a tim ji ¢init méné funkéni €1

dokonce zcela nefunkéni.

Kromé piimého antivirdlniho efektu skrze deaminaci mize mit ADARI antivirdlni vliv
na infekci HCV 1 nepfimo. Po infekci jaternich bunék HCV byla pozorovana indukce IFN-f,
kterd je vSak zhruba 12h po infekci utlumena aktivaci kinasy PKR (Arnaud et al., 2010). PKR
¢epicce (Arnaud et al., 2010; Garaigorta & Chisari, 2009). To vede k omezeni translace
bunécnych proteintl, v€etné interferony stimulovanych antiviralnich gent, jejichz produkty
jsou naptiklad proteiny viperin (Shanshan Wang et al., 2012) nebo ribonukleasa L (Malathi et
al., 2010). Inhibici iniciace na Cepicce zavislé translace neni ovSem dotcena translace
virového polyproteinu, nebot’ virus HCV k translaci vyuziva vySe zminénou IRES sekvenci a

jeho translace tak bézi na epicce nezavisle (Terenin et al., 2008; Tsukiyama-Kohara et al.,



1992). Aktivace PKR virovou RNA ma tedy diky inhibici translace interferony stimulovanych
gent paradoxn¢ proviralni efekt (Arnaud et al., 2010; Garaigorta & Chisari, 2009). To
doklada zjisténi, ze inhibici aktivity PKR farmakologickymi inhibitory C16 a PRI (Arnaud et
al., 2010), nebo snizenim exprese PKR pomoci shRNA (Garaigorta & Chisari, 2009) dojde

k obnov¢ exprese interferony stimulovanych genti a inhibici replikace HCV (Arnaud et al.,
2010; Garaigorta & Chisari, 2009). Je zndmo, ze ADARI je schopny inhibovat aktivitu PKR
(Toth et al., 2009). Inhibici PKR tedy ADARI1 zabranuje fosforylaci elF-2a a inhibici iniciace
translace zavislé na cepicce (Toth et al., 2009) a tudiz mtze dojit k expresi bunécnych
proteini, véetné INF-o indukovatelnych proteinti. Je tedy pravdépodobné, ze praveé timto

mechanismem inhibuje.

3.3 Virus chripky typu A

Virus chiipky A (déle jen IAV) patii do ¢eledi Orthomyxoviridae a zptisobuje
stejnojmennou nemoc, tedy chiipku. Chtipka se $ifi v sezonnich epidemiich, které se
vyskytuji nejcastéji v zimnich mésicich, a je pfi¢inou smrti stovek tisic lidi ro¢né.
Ve dvacatém stoleti zptsobila n€kolik vaznych celosvétovych pandemii, z nichz nejvétsi
probéhla v letech 1918 -1920 a méla za nasledek n&kolik desitek miliont obéti (tzv. Spanélska
chiipka).

Genom IAV je tvoten 12-14 kb dlouhou ,,-RNA®, ktera je rozd€lena do osmi segmenttl,
z nichZ RNA ze segmentil 3 aZ 5 je monocistronni, RNA ze segmentu 2 obsahuje alternativni
Cteci ramec a RNA ze segmentt 1, 6, 7 a 8 podstupuji sestfih (Bouvier & Palese, 2008;

Fabozzi et al., 2018; Inglis & Brown, 1981; Lamb & Choppin, 1979) .

Vyznam vztahu viru chiipky a enzymi skupiny ADAR neni zatim zcela jasny. Bylo
zjisténo, Ze v burice pii infekeci IAV dochazi ke zvySené indukci exprese enzymu ADARI
(Emmott et al., 2010; Ovsyannikova et al., 2016; TenOever et al., 2007). Dale byly
pozorovany zamény adenosinu za inosin ve virové RNA (Ruszkowska et al., 2016; Suspene et
al., 2011; TenOever et al., 2007). Tyto zdmény diky strukturnim zménam RNA navic
pravdépodobné zpisobuji lepsi rozeznani virové RNA toll-like receptory skupiny TLR7
(Sarvestani et al., 2014). Pt1 studiich s buiikami deficitnimi na isoformu p150 ADARI1 byl
pozorovan po infekci IAV cytopaticky efekt, na rozdil od IAV infikovanych bunék divokého

typu (Ward et al., 2011). Diky tomuto zjiSténi je enzymu ADARI pfisuzovana antiviralni role



pii infekci IAV, nicméné v tomto pfipad¢ nebyla zjisténa korelace cytopatického efektu a

zvySenou hladinou replikace virové RNA (de Chassey et al., 2013).

I v tomto piipadé byl popsan proviralni efekt enzymu ADARI, ktery interaguje
s virovym proteinem NS1 (de Chassey et al., 2013; Emmott et al., 2010; Ngamurulert et al.,
2009). U proteinu NS1 byla popsana jeho schopnost tlumit antiviralni odpovéd’ imunitniho
systému hostitele (Ehrhardt et al., 2010) a zda se, ze ADARI1 tuto schopnost podporuje (de
Chassey et al., 2013), diky své schopnosti tlumit interferonovou signalizaci (Hartner et al.,
2009). Mimoto bylo v této studii prokazano, ze pii umlc¢eni exprese ADAR1 pomoci siRNA

dochazi ke snizeni produkce virovych proteint (de Chassey et al., 2013).

3.4 Virus lidské imunodeficience 1

Virus lidské imunodeficience (dale HIV) je virus z Celedi Retroviridae, ktery zpusobuje
onemocnéni AIDS (acquired immune deficiency syndrome). Virus HIV napada CD+ T-
lymfocyty a makrofagy, ¢imz oslabuje imunitni systém hostitele. K pienosu viru mtze dojit
bud’ vertikéln¢, tedy z matky na dité, nebo horizontaln¢, konkrétné€ nechrdénénym pohlavnim
stykem nebo pfenosem krvi. Existuji dva typy HIV; HIV-1 a HIV-2, pfi¢emz druhy typ se
vyskytuje pouze v zapadni Africe (Clavel et al., 1986) . V dnesni dob¢ je na celém svété
pfiblizné 40 miliond nakazenych, nejvice pak v Jizni Africe, Nigérii a Indii, pfi¢emz v Ceské

republice bylo podle Statniho zdravotniho tstavu k bieznu 2020 3664 nakazenych.

Genom HIV-1, ktery je tvofen dvéma jednovldknovymi ,,+ RNA*‘‘ molekulami o délce
piiblizné 9,7 kb obsahuje devét otevienych ¢tecich ramci (viz Obrazek 3) kodujicich
polyproteiny Gag, Pol, Enva Sest dalSich regulacnich proteint. Proteolyzou polyproteinu Gag
vznikaji proteiny MA (matrix), CA (capsid nebo g24), NC (nucleocapsid) a p6, které spolu
s proteiny SU (surface nebo p120) a TM (transmembrane nebo gp41), vzniklymi proteolyzou
Env polyproteinu, jsou strukturnimi proteiny virové ¢astice. Proteolyzou polyproteinu Pol
vznikaji proteiny PR (protease), RT (reverse transcriptase) a IN (integrase), které zajistuji
nezbytné enzymatické funkce viru a jsou také soucasti virové ¢astice. Ze zbylych Sesti
proteinil obsahuje virova Castice jeste proteiny Vif, Vpr a Nef. Proteiny Tat a Rev maji funkci
pii regulaci genové exprese a protein Vpu hraje roli pii skladani virovych castic (Frankel &

Young, 1998).
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Obrazek 3: Mista editace genomu HIV-1 enzymem ADARI; a) 5" UTR, b) C-konec proteinu
rev a tat, ¢) V2 oblast proteinu env, d) V3 oblast proteinu env, €) V4 oblast proteinu env,
f) RRE oblast proteinu env, g) N-konec proteinu rev upraveno dle (Watts et al., 2009)

V otézce role enzymu skupiny ADAR pfi infekci HIV existuji zna¢né nesrovnalosti.

Existuji studie naznacujici jak antiviralni, tak i proviralni roli enzymu skupiny ADAR.

Jednou ze studii, podporujicich antiviralni efekt enzymt skupiny ADAR, byla
pozorovana inhibice syntézy virovych protein v bunéénych liniich 293T, HeLa, Jurkat
a v CD4+ T-lymfocytech infikovanych HIV, s naslednym snizenim infektivity virovych
Castic (Biswas et al., 2012). Tento efekt byl dusledkem mutaci zptisobenych enzymem
ADARI v genech rev a v elementu RRE (rev response element), lokalizovanym v sekvenci
genu env. Tyto mutace zpiisobuji neefektivni vazbu proteinu Rev k RRE, a tim snizenou miru
transportu virovych mRNA z jadra infikované buiiky do cytoplazmy, coz vede nésledné
k inhibici syntézy virovych proteind (Biswas et al., 2012). Zaroven byly detekovany mutace
ve dvou usecich (V2 a V4) genu env, kodujiciho virovy obalovy glykoprotein gp120 (Biswas
et al., 2012), pfi¢emz v proteinu gp120 lokalizovana oblast V2 je dulezita pro vstup HIV do
hostitelské bunky (Kowalski et al., 2016), ¢imZ by bylo moZné vysvétlit snizenou infektivitu
¢astic viru HIV obsahujici tyto mutace (Biswas et al., 2012). Bylo také prokdzano, ze pfi
sniZeni exprese obou isoforem ADARI1 pomoci siRNA interference v alveolarnich a od
monocytli odvozenych makrofazich, doslo ke zvySeni replikace viru (Weiden et al., 2014).
Zaroven bylo ale zjisténo, Ze zmény exprese ADAR1 nemaji vliv na syntézu virové RNA, coZ
naznacuje, Ze ADARI reguluje HIV post-transkripéné (Weiden et al., 2014). Princip této
regulace naznacuje zjisténi, ze ADARI zplsobuje hyper-editace na RNA koédujici V3 oblast
virového obalového glykoproteinu gp120 (Weiden et al., 2014). Tyto mutované RNA vsak
nebyly nalezeny ve virovych casticich nalezenych v supernatantu bunééné kultury, ale pouze

v buiikach samotnych (Weiden et al., 2014). Lze tudiz pfedpokladat, ze hyper-editace ¢ini tuto
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RNA nevhodnou pro virovou replikaci a mutované RNA nemohou vytvoftit funkéni virové
Castice (Weiden et al., 2014). Dal$im moznym vysvétlenim absence hyper-editovanych RNA
ve virovych ¢asticich v supernatantu bunééné kultury je degradace ribonukleasami specificky

rozpoznavajicimi hyper-editovanou dsRNA (Scadden & Smith, 2001).

VétSim mnozstvim studii bylo ovSem pozorovéano proviralni chovani enzymu ADARI

a ADAR?2, pfiCemz ani v tomto pfipad¢ neni ovSem literatura zcela jednotna.

Bylo napftiklad ukazéano, ze pfi zvysSeni exprese enzymu ADARI dojde ke zvyseni
exprese virového proteinu p24 a naopak, pfi utlumeni exprese ADAR1 pomoci siRNA dojde
ke sniZzeni exprese proteinu p24 v bunécnych liniich COS-7 a 293T (Phuphuakrat et al., 2008).
Bylo také zjisténo, Ze zdmény tiech po sobé nasledujicich adenosinovych zbytkil na pozicich
7710 az 87712 na virové RNA za zbytky guanosinové, vedou ke zvyseni exprese virového
proteinu p24 (Phuphuakrat et al., 2008), coz pravdépodobné ukazuje na editacni aktivitu
ADARI1 piisobici na virovou RNA. Mutace v misté vySe zminéné zamény vedla k nizsi
infektivité virovych partikuli, nicméné nebyla zjiSténa korelace se zménou exprese enzymu
ADARI1 (Phuphuakrat et al., 2008). Lze tudiz piedpokladat, ze in vivo jsou editovany i dalsi
useky, nebo maji na zvySeni replikace HIV-1 vliv i needitacni mechanismy (Phuphuakrat et
al., 2008). Bylo také experimentaln¢ ovéteno, Ze isoforma p150 enzymu ADAR1 podporuje
export nesestiizené virové mRNA z jadra do cytoplasmy (Phuphuakrat et al., 2008),
pravdépodobné pomoci CRM1/Exportinové drahy vyuzivané pro export z jadra jak mRNA
kodujici ADARI (Poulsen et al., 2001), tak pro export nesestiizenych virovych mRNA
molekul (Neville et al., 1997).

Na editaci nezavisla regulace exprese virovych proteinti byla potvrzena v pozdéjsi
studii, kdy doslo ke zvySeni exprese virovych proteinti i v piipad€ pouziti katalyticky
neaktivniho enzymu ADAR1 v buné&cné linii 29T3 (Doria et al., 2009). To je dano
pravdépodobné schopnosti enzymu ADARI inhibovat PKR (Clerzius et al., 2009; Nie et al.,
2007) tim, ze pti infekci HIV interaguje s jejim aktivatorem, enzymem PACT, a tim mu
zabranuje v jeho aktivacni funkci (Clerzius et al., 2013). Bylo také zjiSténo, Ze zvySeni
exprese katalyticky aktivni formy enzymu ADARI, transfekci vektoru exprimujiciho
ADARI, vede v buiikdch 293T k uvolnéni vétsiho poctu virovych ¢astic vykazujicich vyssi
infektivitu, coz je pravdépodobné dano edita¢ni aktivitou ADAR1 (Doria et al., 2009).
Nékolika experimenty, pii kterych byly buniky linii 293T, Jurkat a CD4+ T-lymfocyty
transfekovany riznym definovanym mnozstvim vektorii exprimujicich enzym ADARI, bylo
zjisténo, Ze efekt stimulujici infektivitu byl zavisly na davce exprimovaného enzymu (Doria et
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al., 2009). V této studii byly také popsany mutace v 5" UTR a v sekvencich genti kodujicich
proteiny Tat a Rev zpiisobené editacni aktivitou enzymu ADARI, pficemz u proteinu Tat jde
o mutace nemajici vliv na primarni strukturu proteinu, u proteinu Rev ov§em ke zméné

v aminokyselinové sekvenci naopak doslo (Doria et al., 2009). Vliv zvysené hladiny enzymu
ADAR?2 na replikaci HIV-1 je obdobny ptisobeni enzymu ADARI s tim rozdilem, zZe
nedochdzi ke zvySeni infektivity virovych ¢astic (Doria et al., 2011). DalSimi studiemi byla
potvrzena nezbytnost enzymu ADARI pro replikaci HIV-1 v CD4+ T-lymfocytech
(Cuadrado et al., 2015) a primarnich makrofazich (Pujantell et al., 2017). Bylo téz zjisténo, ze
ADARI vaze virovy protein p55 protein a je spolu s nim inkorporovan do virovych ¢astic
(Orecchini et al., 2015), pticemz se pfedpokladd, ze ADARI hraje pii sbalovani RNA do
virovych ¢astic roli podobnou bunéénému dsRNA vazebnému proteinu Staufenl (Chatel-
Chaix et al., 2007; Mouland et al., 2000), avSak pfesny mechanismus, kterym by se tak délo u
enzymu ADARI, neni zatim zndm. Nesrovnalosti vySe uvedenych vysledki mohou byt
zpusobeny pouzitim riiznych typti bunék. Studie se vSak obecné shoduji na tom, Ze enzymy
skupiny ADAR ptisobi na HIV-1 post-transkripcné€ a neovliviiuji vlastni syntézu virové
mRNA (Biswas et al., 2012; Cuadrado et al., 2015; Phuphuakrat et al., 2008; Weiden et al.,
2014).

3.5 Virus hepatitidy typu B

Virus hepatitidy typu B (dale jen HBV) z ¢eledi Hepadnaviridae zptisobuje
stejnojmennou nemoc. Akutni infekce virem HBV zplisobuje zanét jater a zloutenku, ktera
muze piejit do chronické infekce nasledovanou cirh6zou jater a vznikem hepatocelularniho
karcinomu. K pfenosu nemoci dochazi pohlavnim stykem, krvi nebo z matky na dité béhem
porodu. Néakazu hepatitidou typu B celosvétove prodé€lalo zhruba dvé miliardy lidi, pficemz
vice nez 250 miliont z nich trpi chronickou formou onemocnéni (Liaw & Chu, 2009; World
Health Organization, 2020). Nejvyssi prevalence infekce HBV je v jihovychodni Asii
a v Africe (World Health Organization, 2020). V Ceské republice bylo v letech 2006-2015
zaznamenano 2 084 ptipadl infekce HBV (Lexova et al., 2015). Proti HBV existuje vakcina,
ktera vyuziva virového povrchového antigenu, produkovaného v geneticky modifikovanych
kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, k vyvolani imunitni odpovédi (Keating & Noble,

2003).
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Genom HBYV je tvoren kruhovou dsDNA s jednofetézcovymi useky a je piiblizné 3,2 kb
dlouhy (Robinson et al., 1974; Summers et al., 1975). Virova DNA je po infekci dopravena
do jadra, kde jsou bunéénymi enzymy doplnény jednovldknové tiseky genomu a nasledné
dochazi ke vzniku cccDNA konformace, ze které jsou piepisovany virové RNA transkripty
(Gao & Hu, 2007; Tuttleman et al., 1986). HBV virus se v buiice replikuje tvorbou RNA
intermediatu a naslednou reverzni transkripci do molekuly DNA (Summers & Mason, 1982).
Schopnost HBV tvofit v jadfe hostitelskych buné€k mini-chromosomy pfispiva k rozvoji
chronické infekce, nebot’ tyto mini-chromosomy vyuzivaji hostitelské histony a mimikuji tak
hostitelské chromosomy (Bock et al., 2001; Werle-Lapostolle et al., 2004). Chronickou
infekci HBV podporuje i virovy protein HBx, ktery pomoci interakce s hostitelskou ubiquitin
ligasou degraduje Smc5/6 komplex, ktery vaze virovou DNA a inhibuje tak jeji transkripci

(Decorsiére et al., 2016; Niu et al., 2017).

Bylo zjisténo, ze enzym ADARI hraje roli pfi 1écbé HBV pomoci terapie IFN-a, coz
naznacuje antiviralni roli tohoto enzymu (Wu et al., 2012, 2014). Antiviralni funkce enzymu
ADARI1 pfi infekci HBV byla potvrzena i recentni studii, v niz bylo zjiSténo, Ze IFN-a
zvySenou expresi isoformy p150 enzymu ADARI1 dochazi v bunécéné linii Huh7 k inhibici
replikace viru HBV (Liu et al., 2019). Pro ovéfeni role enzymu ADAR1 v inhibici HBV byla
snizena exprese ADAR1 pomoci siRNA interference v buiikach oSetfenych i neosetienych
IFN-o. SniZeni exprese enzymu ADARI vedlo ke zvySeni replikace HBV v obou sadach
bunék (Liu et al., 2019), v ptipad¢ IFN-a neoSetfenych kontrolnich bun¢k exprimujicich
enzym ADARI, byla zaznamendna nizsi replikace HBV neZ u kontrolnich bunék s utlumenou
expresi ADARI (Liu et al., 2019). SniZeni replikace HBV v kontrolnich buiik4ch za
nepiitomnosti IFN-a naznacuje zapojeni konstitutivné exprimované isoformy p110 ADARI
do inhibice replikace (Liu et al., 2019). Stejné vysledky byly ziskany pii deleci ADARI
pomoci CRISPR/Cas9 systému (Liu et al., 2019). JelikoZ v genomu viru HBV nebyly
nalezeny mutace specifické pro plisobeni enzymu ADARI, ptedpoklada se tudiz, Ze inhibice
HBYV enzymem ADARI nespociva v editaci virového genomu (Liu et al., 2019). Je znamo, ze
ADARI podporuje tvorbou komplexu s enzymem Dicer vznik miRNA, a tim 1 naslednou
RNA interferenci (Ota et al., 2013). Transfekci vektori produkujicich katalyticky aktivni
formu enzymu ADARI1 a mutovaného, katalyticky neaktivniho enzymu ADAR1 do Huh?7
bunék bylo zjiSténo, ze ob€ isoformy enzymu ADARI1 pozitivné reguluji mnoZzstvi miRNA-
122, a tudiz je regulace replikace HBV nezavisla na editaci virového genomu (Liu et al.,

2019). Tento typ regulace byl potvrzen deleci ADAR1 pomoci CRISPR/Cas9 systému, ktera

13



méla za nasledek snizeni mnozstvi miRNA-122 (Liu et al., 2019), u niz je znamo, ze
negativné ovliviiuje replikaci HBV snizenim exprese cyklinu G1, ktery indukuje ubiquitinaci
proteinu p53 proteinem Mdm2 (Wang et al., 2012). Protein p53 inhibuje replikaci HBV
vazbou na virové enhancery, ubiquitinace vsak vede k degradaci proteinu p53 (Wang et al.,
2012). U enzymu ADARI byl tedy sledovan jeho antivirdlni vliv na HBV, spocivajici

v pozitivni regulaci tvorby miRNA-122, ktera negativn¢ reguluje cyklin G1, a tim zvySuje

hladinu proteinu p53, ktery negativné reguluje HBV (viz Obrazek 4) (Liu et al., 2019).

ADAR1 a)‘ .b)» -

c)

O

Obrazek 4: Grafické znadzornéné vztahu, kterym ADARI inhibuje replikaci HBV. Zelené
Sipky znaci pozitivni regulaci a Cervené negativni regulaci. a) podpora tvorby miRNA-122
pomoci tvorby komplexu s Dicer b) snizeni exprese cyklinu G1 pomoci RNA interference
¢) ubuquitinace p53 proteinem Mdm?2 a nésledna degradace d) inhibice HBV vazbou p53 na
virové enhancerové sekvence

3.6 Virus lymfocytarni choriomeningitidy

Virus lymfocytarni choriomeningitidy (dale LCMV) je virus z ¢eledi Arenaviridae,
zpusobujici stejnojmennou nemoc. Primarnim hostitelem tohoto viru je mys domaci, Mus
musculus, ale miZe dojit také k prenosu na ¢lovéka, kde poté virus vyvolava zanét

mozkovych blan, ktery je n€kdy doprovazen encefalitidou.

Genom LCMV tvoii dva segmenty jednovldknové RNA s ambisens usporadanim.
Mensi z téchto segmentll (segment S), je dlouhy pfiblizné 3,5 kb a obsahuje Cteci rdmce
pro nukleoprotein NP a pro prekurzor GP-C, jehoz rozstépenim subtilasou SKI1/S1P
v Golgiho aparatu vznikaji glykoproteiny GP-1 a GP-2 (Beyer et al., 2003; Riviere et al.,
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1985). Druhy segment (segment L), je dlouhy piiblizné 7,2 kb a koduje protein L, coz je
RNA-dependentni RNA polymerasa a protein Z, coz je protein s motivem zinc-finger
(Salvato & Shimomaye, 1989; Singh et al., 1987). Jednotlivé geny jsou na virovych
segmentech odd€leny nekddujici intragenovou oblasti (IGR) (Salvato & Shimomaye, 1989),
ktera tvoii RNA vlasenku zajist'ujici strukturné zavislou terminaci transkripce, podporuje
expresi virovych proteind a ma také roli pfi skladani virovych ¢astic (Meyer & Southern,

1993; Pinschewer et al., 2005).

Béhem replikace LCMYV viru vznikd dsRNA intermediat, ktery pravdépodobné slouzi
jako substrat pro cytoplasmatickou isoformu p150 enzymu ADARI1 (Zahn et al., 2007), nebot’
replikace LCMV probiha v cytoplasmé. U vySe zminéné isoformy enzymu ADAR1 byla
v mySich buiikach L929 pozorovana jeji zvySena exprese po infekci bunék virem LCMV
(Zahn et al., 2007). V transkriptu genu kodujiciho GP-C polyprotein byly detekovany mutace
zpusobené enzymem ADARI, pficemz polovina z téchto mutaci vedla ke zméné primarni
sekvence vysledného polypeptidového fetézce majici za nasledek snizené ¢i dokonce zadné
Stépeni GP-C polyproteinu SKI1/S1P subtilasou (Zahn et al., 2007), coz je pravdépodobné
zpusobeno sestavenim proteinu do nefunkéni konformace vedouci k degradaci GP-C
polyproteinu v cytoplasmé, misto transportu do Golgiho aparatu (Zahn et al., 2007). Ptipadna
akumulace nespravné slozeného proteinu v endoplasmatickém retikulu by mohla vést
az k bunécné smrti (Xu et al., 2005). Bezchybna syntéza glykoproteinti GP-1 a GP-2 je
esencialni pro replikaci viru, protoZe tyto glykoproteiny zprostiedkovavaji vstup viru do
bunky, a tudiz zajist'uji infektivitu viru (Beyer et al., 2003; Borrow & Oldstone, 1992).
Enzymaticka aktivita isoformy p150 enzymu ADARI1 vedouci ve vysledku k produkci
defektnich virovych glykoproteini by tedy v kontextu infekce LCMV meéla antiviralni efekt.

Efekt isoformy p150 enzymu ADARI pfi infekci LCMV a dal$ich vira (virus spalnicek,
Newecastleské nemoci, psinky, chiipky A, vezikularni stomatitidy a Sendai virus) byl
zkouman 1 v dalsi studii, ve které ovSem nebyl zjistén Zadny efekt enzymu ADARI na
virovou infekci (Ward et al., 2011). Vysvétlenim této neshody miiZze byt rozdil
v experimentalni metodice, nebot’ v této studii byl pozorovan vliv isoformy p150 enzymu
ADARI1 v MEF bunkach nejdéle 24 hodin po infekci LCMV (Ward et al., 2011). Naopak, pii

pouziti bun¢k 1.929, coz jsou téz buiiky odvozené od mysiho fibroblastu, byla exprese

byla zaznamenéna az 7 dni po infekci virem (Zahn et al., 2007).
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4. Dalsi sav¢i viry a ADAR

Antiviralni efekt enzymtit ADAR byl pozorovan i na skupiny virti, které neinfikuji lidské
bunky. Z divodu ptibuznosti téchto virt k virtim lidskym budou v této praci zminény vybrané

viry, které jsou ovlivnény ptisobenim enzymu skupiny ADAR.

4.1 Virus bovinni virové diarrhey

Bovinni virova diarrhea je nemoc zptsobena virem BVDYV z Celedi Flaviviridae. Toto
onemocnéni se vyskytuje u skotu a voln¢ zijicich prezvykavcl. Z ekonomického hlediska je
to velmi vyznamny virus, nebot’ snizuje plodnost skotu. Pokud se tedy nakazi biezi krava,
muze dojit k narozeni persistentné nakazeného telete, které je vii¢i viru imunotolerantni a dale
slouzi jako ptfenaSe¢ choroby (McClurkin et al., 1984; Stokstad et al., 2003; Virakul et al.,
1988).

Genom BVDV je tvofen jednovlaknovou pozitivni ,,+ RNA‘‘ o délce zhruba 12,5 kb,
obsahujici pouze jeden otevieny Cteci ramec, ktery je ohranicen z obou stran neptekladanymi
UTR oblastmi (Renard et al., 1985; Sato et al., 2016). Stejné jako virus hepatitidy typu C, coz
je dalsi virus z ¢eledi Flaviviridae (viz. Kapitola 3.2 Virus hepatitidy typu C), vyuziva BVDV
na ¢epicce nezavislou iniciaci translace pomoci IRES sekvence lokalizované v 5° UTR oblasti
(Chon et al., 1998; Poole et al., 1995; Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Translaci virové RNA
vzniké jeden polyprotein, ktery je bunécnymi a virovymi proteasami rozStépen na piislusné

proteiny (Wiskerchen et al., 1991; Wiskerchen & Collett, 1991).

I pii infekei bunék virem BVDV byla prokazana antiviralni role bovinniho enzymu
ADARI1 (Mohamed et al., 2014). V bunkach transfekovanych plazmidem exprimujicim
enzym ADARI, byla oproti kontrolnim butikdm vyrazné sniZena replikace BVDV viru
(Mohamed et al., 2014). Tato inhibi¢ni aktivita byla mirn€ sniZena pfidanim s adenovirem
asociované nekodujici RNA (VAI RNA) (Mohamed et al., 2014), ktera inhibuje aktivitu
enzymi ADARI (Lei et al., 1998). Bylo téz zjiSténo, Ze viralni protein NS4A, kofaktor
proteasy NS3 kodované BVDV, se vaze svoji N-koncovou doménou k enzymu ADARI.
Vyznam této interakce neni znam, ale pfedpoklada se, Ze vazbou na ADAR1 dojde
k ovlivnéni schopnosti enzymu ADARI1 vazat virovou dsRNA (Tautz et al., 2000). Pfesny
mechanismus, kterym inhibuje ADAR replikaci BVDV, neni jasny. Je v§ak diivod domnivat
se, Ze vzhledem k podobnosti BVDV k HCV bude mechanismus obdobny (Mohamed et al.,
2014; Taylor et al., 2005).
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4.2 Mysi polyomavirus

Mysi polyomavirus (MPyV) je prvni objeveny virus z ¢eledi Polyomaviriae (Gross,
1953), do které patii naptiklad i mysi polyomavirus SV40. Infekce MPyV zpusobuje u mysi
vznik nadort slinnych zlaz. MPyV miize infikovat i dalsi hlodavce, na ¢lovéka se ale

nepienasi.

Genom neobaleného MPyV je tvoten 5,3 kbp dlouhou molekulou kruhové dsDNA a je
rozdélen do oblasti s rozdilnou ¢asovou produkei jednotlivych genti na tzv. Casné a pozdni
geny, které jsou lokalizovany na rozdilnych fetézcich DNA a tudiz transkribovany v opacné
orientaci (Beard et al., 1976; Kamen et al., 1975). V definované fazi zivotniho cyklu viru
dochazi k piepnuti produkce casnych proteinti, jejichz funkce spociva v iniciaci replikace
virové DNA a reprogramovani bunécného cyklu, na pozdni proteiny, které tvoti virovou
kapsidu a zpisobuji maturaci virionti. K transkripci obou typt gend, ¢asnych i pozdnich,
dochazi kontinualné, avsak transkripce pozdnich geni je v ¢asné fazi zivotniho cyklu MPyV
efektivné terminovana pomoci polyadenylac¢niho signalu lokalizovaného na rozhrani asnych
a pozdnich transkripth. Tudiz pied zacatkem replikace MPyV vznikaji pouze kratsi a
nestabilni transkripty, které jsou degradovany v jadie (Hyde-DeRuyscher & Carmichael,
1988). Po zahdjeni procesu replikace se efektivita polyadenyla¢niho signalu snizuje,
pravdépodobné vlivem vzniku dsRNA useku na polyadenyla¢nim signdlu (Gu et al., 2009), a
tim néasledné dochazi béhem transkripce ke vzniku dlouhych pre-mRNA v diisledku tzv.
,»procteni‘‘ polyadenyla¢niho signdlu RNA polymerasou (Hyde-DeRuyscher & Carmichael,
1988). Sestfihem téchto pre-mRNA transkript vznikaji mRNA pozdnich virovych genli a
zaroven, vzhledem ke komplementarité casnych mRNA a pozdnich pre-mRNA, dochézi
k tvorb& dsRNA useki, které mohou slouZit jako substrat enzymu ADARI, coz vede ve
vysledku k degradaci asnych mRNA, a tim k regulaci exprese Casnych geni (Gu et al., 2009;
Kumar & Carmichael, 1997). U mysi se, stejné jako u ¢loveéka, vyskytuji tfi varianty enzymi
skupiny ADAR (Chen et al., 2000). Vzhledem k tomu, Ze u MPyV byla zjisténa editace
zpiisobend enzymy skupiny ADAR (Gu et al., 2009; Kumar & Carmichael, 1997),

predpokladala se jejich role v regulaci genové exprese ¢asnych genlt MPyV.
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Obrazek 5: Srovnani primarni sekvence polypeptidu isoformy p150 lidského a mysiho
enzymu ADARI; modfe a ¢erné€ jsou znacené rozdily v sekvenci

Pro ovéteni role enzymtit ADAR v regulaci exprese MPyV byly pfipraveny MEF bunky
deficientni v produkci enzymtit ADARI a ADAR2 (George & Samuel, 2011). Oproti
o¢ekavani byla pozorovana v ptipad¢ delece ADARI a ADAR?2 vyss§i mira replikace viru nez
tomu bylo u kontrolnich u buné€k s funkéni alelou obou enzymtt ADAR (George & Samuel,
2011). Navic byl u MEF bunék deficientnich pouze na isoformu p110 enzymu ADARI,
nikoliv v§ak na isoformu p150 enzymu ADARI1 ¢i naADAR?2 a u bunék divokého typu,
pozorovan silny cytopaticky efekt (George & Samuel, 2011), ktery byl potlacen vnesenim
vektoru exprimujiciho isoformu p110 lidského enzymu ADARI1 (pro srovnani enzymu viz
Obrazek 5). Dale bylo zjisténo, Ze pro ochranu pred cytopatickym efektem je dostacujici
isoforma p110 enzymu ADAR1 (George & Samuel, 2011). Expresi katalyticky neaktivni
isoformy p110 enzymu ADARI1 v MEF buiikach deficitnich na expresi ADAR1 bylo také
prokézano, ze antiviralni efekt tohoto enzymu je nezavisly na jeho editacni aktivité (George &
Samuel, 2011). Je tedy mozné, ze ADARI zplsobuje inhibici MPyV skrze miRNA
interferenci (Heale et al., 2009; Ota et al., 2013), pfiCemz je mozné, ze pro mechanismus

prepnuti fazi Zivotniho cyklu viru a regulace exprese geni Casnych proteind je dulezitejsi
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tvorba dsRNA usekil a editace enzymy skupiny ADAR je pouze privodni jev (George &
Samuel, 2011; Gu et al., 2009).

5. DalSi vztahy enzymi skupiny ADAR a viri
5.1 Antiviralni efekt enzymu skupiny ADAR mimo skupinu obratlovci

Tato prace se primarn¢ zabyva vlivem enzymu skupiny ADAR na lidské viry, nicméné
antivirdlni efekt téchto enzymi byl pozorovan i mimo skupinu obratlovct (Carpenter et al.,

2009; Rosani et al., 2019),.

U mekkysu Haliotis diversicolor supertexta a Crassostrea gigas infikovanych viry
celedi Malacoherpesiviridae byla pozorovana hyper-editace virové dsRNA zptisobena
enzymem ADARI1 (Rosani et al., 2019). Analyza genomt téchto virt ukazala snizenou
frekvenci vyuziti dinukleotidovych motivli TA, které byly identifikovany jako preferencni cile
enzymu ADARI, coZ naznacuje antiviralni efekt enzymu ADAR1 na tuto virovou celed’

(Rosani et al., 2019)

Hyper-editace zplisobena enzymy skupiny ADAR byla pozorovana i u viru sigma
infikujictho Octomilku obecnou (Drosophila melanogaster), coz je virus z ¢eledi
Rhabdoviridae (Carpenter et al., 2009). Pti detailni studii vSak byla editace zjiSténa pouze
u malého poctu virovych dsRNA molekul, coZz by mohlo znamenat, ze k editaci dochézi
vzéacné nebo Ze je hyper-editovand RNA rychle degradovana (Carpenter et al., 2009). Také
u tohoto viru bylo prok4zéano, Ze mista nachylna na editaci enzymy skupiny ADAR jsou
na virovém genomu minimalizovana (Rosani et al., 2019). Presny efekt enzymu skupiny
ADAR na replikaci sigma viru zatim neni popsan, nicmén¢ diky objevu hyper-editace
na virové dsRNA a sniZzenému poctu mist nadchylnych na editaci 1ze spekulovat o antiviralnim

efektu enzymu skupiny ADAR (Carpenter et al., 2009; Rosani et al., 2019).

5.2 Proviralni efekt enzymii skupiny ADAR

Provirélni efekt enzymt skupiny ADAR byl jiz vySe v textu u nékterych virli zminén
(viz kapitola 3.1 Virus spalnicek; kapitola 3.3 Virus chiipky A; kapitola 3.4 Virus lidské
imunodeficience 1). Proviralni efekt této skupiny enzymi byl popsan 1 u dalSich lidskych virt,
napiiklad i u viru Epstein-Barrové (T. Lei et al., 2013), lidského herpetického viru 8 (Gandy
et al., 2007), viru dengue (de Chassey et al., 2013), viru hepatitidy typu D (Wong & Lazinski,
2002), lidského respiraéniho syncitidlniho viru (Martinez et al., 1997; Martinez & Melero,

2002). Tento proviralni efekt enzymil skupiny ADAR je obecné zaloZen na dvou
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mechanismech plisobeni. Prvnim z nich je editace virové RNA, ktera nasledné vede k tvorbe
proteinti s pozménénou funkci nebo k pfepnuti faze zivotniho cyklu viru (Gandy et al., 2007;
T. Lei et al., 2013; Martinez et al., 1997; Wong & Lazinski, 2002). Druhym mechanismem je
jiz vySe popsana inhibice aktivity PKR (G. Clerzius et al., 2009; Toth et al., 2009).

6. Zavér

O enzymech skupiny ADAR se predpokladalo, ze vzhledem k jejich substratu (dsRNA)
a vzhledem k interferony indukovatelné isoformé p110 enzymu ADAR1, maji antiviralni
efekt. Studie vSak ukazuji, Ze otazka role enzymu skupiny ADAR pfi virové infekci neni
az tak jednoducha. Na to, zdali budou enzymy skupiny ADAR pusobit antiviralné ¢i
proviraln€, mé zjevné vliv mnoho faktorti, naptiklad bunécny typ, mnozstvi virovych ¢astic,

varianta ¢i isoforma enzymu, faze infekce a interakce s ostatnimi bunéénymi proteiny.

Mechanismy inhibice replikace viri enzymy skupiny ADAR se dé€li na mechanismy
zavislé na editaci virové dsRNA a mechanismy na editaci nezavislé. Mezi vysledky plisobeni
enzymu skupiny ADAR na dsRNA na editaci zdvislym zptisobem patii navozeni zmén
ve struktufe a nasledn€ ve funkcnosti proteint editaci virovych genti, zptisobeni zmén v
sekvenci dsRNA, kterd je nasledné rozpoznévana bunéénymi proteiny a degradovana a také
rozvoliiovani struktury dsRNA. Nezavisle na editacni aktivit¢ podporuje enzym ADARI1
tvorbu antivirdln€ ptsobicich miRNA a inhibuje aktivitu PKR, coz mize paradoxné téz

pusobit antiviralng.

U konkrétnich vird se vyskytuji Casto vzéjemné si rozporujici vysledky, co se vlivu
enzyml ADAR na virovou infekci ty¢e. U MV bylo zjisténo, Ze isoforma p150 enzymu
ADARI chrani bunky pfi infekci pred cytopatickym efektem, zaroven vSak dalsi vysledky
naznacuji, ze enzymy ADAR vedou k rozvoji SSPE a brani apoptoze. V piipadé€ infekce HCV
byl zjistén antiviralni efekt enzymu ADARI, a to jak editaci virovych RNA molekul,
pravdépodobné vcetné editace IRES sekvence, tak 1 inhibici PKR. U IAV byla pozorovéana
zvySena exprese enzymu ADARI pfi infekci a cytopaticky efekt v bunikach deficientnich
na isoformu p150 ADARI, zaroven ale byla dalsi studii odhalena interakce enzymu ADARI
s virovym proteinem NS1 a také doSlo, pfi utlumeni exprese ADAR1 pomoci shRNA,
ke sniZeni replikace viru. Rlzné vysledky pfinési také rizné studie zkoumajici vliv enzymil
ADARI1 a ADAR2 na replikaci HIV-1. Studie podporujici antivirdlni vliv enzymu ADARI
prisuzuji tento efekt mutacim gent koédujicich virové glykoproteiny a gent kddujicich

proteiny zajist'ujici transport nesesttizenych virovych mRNA z jadra. Oproti tomu vEtsi pocet
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studii pfisuzuje enzymiim ADAR1 a ADAR?2 v ptipad¢ viru HIV-1 proviralni roli, ktera je
dana jednak editaci RNA zptisobenou vyssi produkci virovych proteinti a zvySenou
infektivitou a také na editaci nezavislou inhibici PKR, zprosttedkovavanim efektivnéjs$iho
transportu virové mRNA z jadra a pravdépodobné 1 roli enzymu ADARI1 pfti skladani
virovych ¢astic. U HBV byla zjisténa antiviralni role enzymu ADARI1, spocivajici v podpote
produkce antiviraln€ pisobicich miRNA. Antiviralni role ADARI byla demonstrovana

iu LMCYV, u kterého vlivem editace vznika nefunkéni povrchovy glykoprotein. Na editaci
zévisla inhibice byla pozorovana i u BVDV, avSak piesny mechanismus zatim neni znam.
Taktéz u MPyV byl popsan antiviralni efekt enzymu ADART1, konkrétné u isoformy p110,

pravdépodobné zptisobeny miRNA interferenci.

Enzymy skupiny ADAR tedy v urcitych piipadech plsobi antiviralng, ale je i mnoho
ptipadd, kdy ptsobi proviraln€. Nesrovnalosti v pozorovanych efektech jsou nejen v rdmci
celedi, ale 1 konkrétnich vird. Je tedy tfeba do budoucna detailn¢ definovat podminky

a faktory ovliviiuyjici vyslednou roli téchto enzymi pii infekci viry.
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