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Abstrakt

RNA dependentni RNA polymerdzy syntetizuji RNA vlakno podle RNA piedlohy. Lze je
rozdélit na dvé velké vzajemné nepiibuzné skupiny - polymerazy virové (RARp) a bunécéné
(RDR). Virové RdRp hraji zasadni roli v Zivotnim cyklu RNA virt, nebot’ zajistuji replikaci a
transkripci jejich genomu. Strukturou, ktera pfipomina ,,pravou ruku®, se podobaji ostatnim
typtim jednopodjednotkovych polymeraz. Nejvice poznatki je 0 RdRp RNA virti s pozitivnim
jednovldknovym RNA genomem. Tyto znalosti poté pomahaji pii vyvoji antivirotik, jejichz
cilem jsou tyto RdARp. Druhou skupinu tvoii bunééné RDR. Tyto polymerazy se nachdzeji pouze
u eukaryot. Jejich aktivni misto je homologické s aktivnim mistem vicepodjednotkovych DNA

dependentnich RNA polymerdz. RDR se uplatiiuji v drahdch RNA silencingu.

Kli¢ova slova: RNA dependentni RNA polymerazy, RNA viry, RNA silencing

Abstract

RNA dependent RNA polymerases synthesize RNA strand from RNA template. They can
be divided into two large groups - viral (RdRp) and cellular (RDR) polymerases. Viral RdRp
play a key role in the life cycle of RNA viruses, ensuring replication and transcription of their
genome. The structure, which resembles the ,,right hand*, is similar to other types single-subunit
polymerases. Large amounts of knowledge are available about the RdRp of RNA viruses with
positive single strand RNA genome. This information then helps in the development of antiviral
drugs targeting the RdRp. The second group consists of cellular RDR. These polymerases are
found only in eukaryotes. Their active site is homologous to the active site of multisubunits

DNA dependent RNA polymerases. RDR is involved in RNA silencing pathways.

Key words: RNA dependent RNA polymerases, RNA viruses, RNA silencing



Uvod

RNA dependentni RNA polymerdzy jsou enzymy syntetizujici komplementarni fetézec
RNA k RNA vléknu ptedlohy. Tyto enzymy lze rozdélit na dvé velké neptibuzné skupiny -
virové a bunééné RNA dependentni RNA polymerazy. Wassenegger a Krczal (2006) navrhli pro
jejich zietelngjsi odliSeni pouziti zkratek RdRp pro virové polymerazy a RDR pro bunécéné

RdRp byly objeveny na pocatku Sedesatych let 20.stoleti pii studiu RNA virti (Baltimore
et al., 1963). RdRp hraji klicovou roli v jejich zivotnim cyklu, nebot’ zajistuji replikaci a
transkripci jejich genomu. Postupem c¢asu se ukazalo, Ze kopirovani RNA podle RNA probiha i
u vysSich organismu. V pribéhu sedmdesatych let 20.stoleti se objevuji prvni zpravy 0 existenci
RNA dependentni RNA polymerazové aktivity u eukaryot - u ¢inského zeli a tabaku (Fraenkel-
Conrat, 1983). Jak popisuje ve svém ¢lanku Fraenkel-Conrat (1983), védecka obec povazovala
tyto objevy za dusledek kontaminace rostlin RNA viry. Teprve az data publikovanad po roce
1978 dokazala existenci RDR u rostlin. Byly provedeny srovnavaci studie enzymu ziskanych ze
zdravych rostlin a z rostlin infikovanych riznymi viry. Ty prokazaly, Ze jsou enzymy kodovany
hostitelskou rostlinou, nikoliv viry. Definitivni dikaz pfinesla izolace téchto enzymu z okurky a
tabaku (Takanami a Fraenkel-Conrat, 1982). Na pielomu tohoto tisicileti pak byly poprvé
popsany homology rostlinnych RDR u houby Neurospora crassa (Cogoni a Macino, 1999) a u
nematoda Caenorhabditis elegans (Smardon et al., 2000). Bylo prokéazano, ze RDR se uplatiuji
pii RNA silencingu.

V roce 1981 byla pro enzymy katalyzujici RNA templatem fizené prodluzovani 3'-konce
RNA vlakna vytvofena v ramci IUBMB nomenklatury enzymi podkategorie ,,RNA-directed
RNA polymerases* - EC 2.7.7.48 (Wassenegger a Krczal, 2006).

Ve své praci shrnuji poznatky na poli RNA dependentnich RNA polymeraz.



1. Virové RdRp

RNA viry lze podle typu genomu délit na tfi skupiny - viry s genomem ve formé
dvouvlaknové RNA (dsRNA viry), pozitivni jednovldknové RNA ( (+)ssSRNA viry) nebo
negativni jednovlaknové RNA ( (-)ssSRNA viry). RNA viry (s vyjimkou retroviril) nevytvaii
béhem svého zivotniho cyklu Zadny DNA intermediat. RARp proto hraji klicovou roli v jejich
zivotnim cyklu, nebot’ zajist'uji replikaci a transkripci jejich genomu (Ortin a Parra, 2006).

Po vstupu (+)ssRNA vird do buiiky dochazi k translaci jejich genomu enzymy hostitele a
tim K syntéze mj. i RdRp. Oproti tomu (-)ssSRNA a dsRNA viry si musi nést RdRp ve virové
partikuli a jejich zivotni cyklus za¢ina transkripci genomu pomoci RdRp (Ortin a Parra, 2006).

RdRp (+)ssRNA a dsRNA virt jsou schopné polymerazové aktivity in vitro. In vivo
funguji v rdmci vétSich proteinovych komplexi, virové nebo bunééné slozky téchto komplext
reguluji ¢innost RARp nebo umisténi komplexu v infikované butice. Pro ¢innost RARp (-)sSRNA
jsou virové a bunécéné faktory nezbytné. RdRp (-)sSRNA virl jsou oproti RdRp zbylych dvou
skupin RNA virdt vétsi a skladaji se ze tfi podjednotek. Jako templat jim slouzi
ribonukleoproteiny slozené z negativniho vlakna RNA a nukleoproteinu (Area et al., 2004).

Rozdilna komplexita RdRp se promita i v mnozstvi dostupnych informaci o strukturach
RdRp jednotlivych skupin RNA virti. Nejvice poznatkli je zndmo o RdRp (+)ssRNA virti.
K dispozici jsou krystalové struktury RARp vird napt. z rodiny Picornaviridae (poliovirus - PV,
virus slintavky a kulhavky - FMDV), Caliciviridae (virus moru kralikti - RHDV, Norwalk virus
- NV, Sapporo virus - SV) a Flaviviridae (virus hepatitidy C - HCV, virus bovinni virové
diarrhoea - BVDV). Krystalovych struktur RdRp ze skupiny dsRNA virti je méné - dostupné
struktury RdRp jsou z rodiny Cystoviridae (bakteriofag ®6), Reoviridae (reovirus, rotavirus) a
Birnaviridae (virus infek¢éni burzitidy driibeze - IBDV). V ramci (-)ssRNA vird jsou k dispozici
¢asti nekterych podjednotek - napf. u viru chiipky zrodiny Orthomyxoviridae. Pichled

dostupnych struktur je uveden v ptiloze.



1.1. Struktura

Prvni krystalovou strukturu virové RdRp ziskali Hansen et al. (1997) z polioviru. To
umoznilo srovnani s dfive zndmymi strukturami ostatnich polymerdz - DNA dependentnimi
RNA polymerazami (DdRp), DNA dependentnimi DNA polymerazami (DdDp) a RNA
dependentni DNA polymerazou (RdDp, tj. reverzni transkriptazou - RT). Stejné jako ostatni
skupiny jednopodjednotkovych polymeraz, piipominaji RdRp (+)ssRNA a dsRNA virt svym
tvarem ,pravou ruku“ (,right hand“). U RdRp je vSak tato konformace uzaviengj$i - tzv.
,closed right hand* nez u zbylych polymeraz (Ferrer-Orta et al., 2006a).

Polymerazy s ,,right hand* strukturou se skladaji ze tfi subdomén - ,,palm* (dlan), ,,thumb*
(palec) a ,.fingers* (prsty) (viz Obr. 1).

Obréazek 1. Struktura RARp - (8) FMDV - jednotlivé konzervované motivy jsou zbarveny nasledovné: A Zluté, B tmavé zeleng, C
gerveng, D oranzové, E purpurové, F tmavé modie; ZIuté je znazornéno templatové vlakno RNA, zelené primer RNA. (b) PV -
jednotlivé subdomény jsou zbarveny nasledovné: ,fingers” modte, ,,palm“ zelen& a ,thumb* Cerven&; N-konec a ,fingertips“
azurov€ [pievzato z Ferrer-Orta et al., 2006a]

1.1.1. Palm subdoména

,,Palm* subdoména je vysoce konzervovana napii¢ polymerazami (Hansen et al., 1997).
V této subdoméné se nachédzi katalytické misto enzymu. Jadro subdomény se sklada ze
Ctyfvlaknového antiparalelniho B-listu a dvou a-helixi. V této doméné byly nalezeny Ctyfi
sekvenéni motivy (A - D) spolecné vSem typiim polymeraz a jeden motiv (E) unikatni pro RNA-
dependentni polymerazy (RdRp a RT) (viz Obr. 1). Jednotliva vlakna [-listu tvofi
aminokyselinové zbytky motivii A, C a ¢astecné D. Zbyla ¢ast motivu D a motiv B vytvari o-

helixy (viz Obr. 2).



Motiv A obsahuje u vSech RdRp aminokyselinovou sekvenci DX4sD (X je jakakoliv
aminokyselina (AK)). V pofadi prvni kyselina asparagova je konzervovana u vSech typu
polymeraz a podili se na koordinaci iont kovl pfi vlastni polymerazové reakci. Druha kyselina
asparagova hraje roli pfi selekci cukerného zbytku nukleotidtrifosfatu (NTP) (Hansen et al.,
1997).

V ramci motivu B (GX2.3TX3N) existuji tii vysoce konzervované AK. Asparagin se podili
na selekci cukerného zbytku NTP, glycin a threonin hraji roli pfi pfeusporadani aktivniho mista
beéhem reakce (Gong a Peersen, 2010).

Motiv C obsahuje v ramci RdRp vysoce konzervovanou sekvenci GDD. Prvni kyselina
asparagova je konzervovana napii¢ vSemi typy polymeraz a pii reakci je zapojena do koordinace
druhého hofecnatého kationtu a pro samotnou katalyzu je nepostradatelna (Hansen et al., 1997).

Motiv D tvofi jadro ,,palm*“ subdomény. Obsahuje konzervovany lysin, ktery poskytuje
béhem katalytické reakce proton odchazejicimu pyrofosfatu (Castro et al., 2009).

Motiv E je umistén mezi ,,palm* a ,,thumb* subdoménou, s kterymi interaguje vodikovymi

mustky. Zda se byt dulezity pro spravné umisténi substratu pii katalyze (O Reilly a Kao, 1998).

Canonical RdRp Permuted RdRp

\A B © D + C yA BL oD
Nt C OB DD EEDE-t Ny Oy P DDy

B3 al P4 aD B2 B3 Bl oH al B4

Obrazek 2. Struktura ,,palm“ subdomény - (vlevo) pievazujici usporadani motivii v ,,palm“ subdoméng, (vpravo) permutace
Vv ,,palm* doméné - motivy v pofadi C-A-B. Barevné $ipky zna¢i B-listy, valecky o-helixy. Cerné Sipky zna&i mista, kde doslo
pii permutaci k tvorb& novych spojeni. [pievzato z Gorbalenya et al., 2002]

Dosud jedinou permutaci v ramci ,,palm*“ subdomény poprvé popsali Gorbalenya et al.
(2002). U dvou (+)ssRNA virt (Thosea asigna virus, Euprosterna elaeasa virus) a dvou dsRNA
virt z rodiny Birnaviridae (virus nekrozy pankreatu - IPNV; IBDV) ukazali, ze motivy v ,,palm*
subdoméné nejsou v obvyklém potfadi A-B-C, ale vpozménéném C-A-B. Architektura

subdomény zustala zachovana, pouze vznikla jina propojeni mezi jednotlivymi B-vldkny a o-
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helixy (viz Obr. 2). Stejnou permutaci objevili Sabanadzovic et al. (2009) také u viru Grapevine
virus Q z rodiny Tymoviridae. Na zaklad¢ analyz ptedpokladaji, Ze tyto permutace vznikly

nezavisle na sob¢ a tedy dvakrat.

1.1.2. Thumb subdoména

,, Thumb* subdoména je tvofena pievazné a-helixy, s vyjimkou B-vlakna na N-konci. Toto
B-vlakno interaguje s B-vlakny motivu E v ,,palm* subdoméné a vytvari tak kratké antiparalelni
trojvlakno (Hansen et al., 1997). Muta¢ni analyzy prokazaly, ze ,thumb* subdoména je
nepostradatelna pro RNA syntézu (O'Reilly a Kao, 1998). Zaroven je ,,thumb* subdoména

nejvice variabilni oblasti mezi jednotlivymi virovymi RdRp.

1.1.3. Fingers subdoména

,,Fingers® subdoména ma dva segmenty - na N-konci ,,palm* subdomény vytvaii a-helix
s kratkym usekem [-vlakna a mezi motivy A a B v ,,palm* subdoméné a-helix. Strukturou se
odlisuje od ,fingers“ subdomény RT, coz muze byt divodem odlisné preference templatu
(O'Reilly a Kao, 1998). Z ,fingers* subdomény vy¢nivaji smycky, tzv. ,.fingertips“ (,,konecky
prstu’), které spolu s N-koncovou doménou enzymu spojuji ,,fingers* a ,,thumb* subdoménu.
Aktivni misto enzymu je tim kompletné obklopeno a enzym ziskava vySe zminovanou ,,closed
right hand“ konformaci (Ferrer-Orta et al., 2006a). U Flaviviridae, Cystoviridae a Reoviridae

obklopuje aktivni misto enzymu navic jesté C-koncova doména (Ng et al., 2008).

V ramci ,,fingers® subdomény byl objeven motiv F (RX;.2I/L). Pozitivn¢ nabité AK tohoto
motivu vytvari tunel, ktery zprostfedkovava interakci s pfichazejicimi NTP (Lesburg et al.,
1999; Bruenn, 2003). Dalsi konzervovanou sekvenci ptedstavuje motiv G ( (T/S)X;1-2G), ktery se
podili na spravném rozeznani a vazbé primeru a templatu (Gorbalenya et al., 2002; Nikonov et
al., 2008).
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1.2. Interakce enzymu s jednotlivymi komponenty reakce

1.2.1. Kationty kovu

RdRp, stejn¢ jako ostatni skupiny polymeraz, vyzaduji pii katalytické reakci pfitomnost
dvou kationtii kovi, predeviim Mg®*. Do aktivniho mista spolu s NTP vstupuje prvni kationt
Mg?*. Tento kationt, oznadovany jako B, je koordinovan B- a y-fosfatem NTP a prvni kyselinou
asparagovou z motivu A a ob&ma kyselinami asparagovymi z motivu C. Tento kationt B
orientuje B- a y-fosfat NTP do spravné polohy a v prub&hu reakce stabilizuje piechodny
pentavalentni stav. Po navazani NTP a kationtu B se vaze druhy kationt Mg?* (0znagovany jako
A), ktery je koordinovan 3°-OH skupinou primeru, o-fosfatem NTP a prvnimi dvéma
kyselinami asparagovymi z motivu A a prvni Kyselinou asparagovou z motivu C. Kationt A
snizuje pK, 3°-OH skupiny primeru a tim pfi reakci umoziuje nukleofilni atak a-fosfatu NTP.
Mutace asparagovych kyselin z motivih A a C inaktivuje nebo méni polymerazovou aktivitu

enzymu (Ng et al., 2008).

1.2.2. NTP

NTP se k aktivnimu mistu enzymu dostava tunelem, ktery se rozklada na zadni strané
enzymu. Ten je lemovan pozitivn€ nabitymi aminokyselinami, které interaguji s prochazejicim
NTP (Ferrer-Orta et al., 2006a). Tunel ma tvar trychtyie a usti do mista vazby templatu a motivu
C (O’Farrell et al., 2003). Spravnou orientaci NTP v aktivnim misté zajistuje druha kyselina
asparagova z motivu A, ktera interaguje s 3’-OH skupinou NTP, a asparagin z motivu B, ktery
interaguje s 2°-OH skupinou NTP. Tyto aminokyselinové zbytky jsou nezbytné pro spravnou
inkorporaci NTP, namisto deoxynukleotidtrifosfatu (ANTP) (Gohara et al., 2004). Fosfatova
slozka NTP interaguje s obéma kationty kovu a také s pozitivné nabitymi postranimi zbytky

argininu a lysinu v motivu F (Ng et al., 2008).

1.2.3. RNA

Centralni zlabek u nékterych RdRp je schopen pojmout RNA ve formé duplexu, u jinych
pouze ve formé ssRNA (viz Obr. 3). Tato odliSnost tzce souvisi se zpusobem iniciace
jednotlivych RdRp. U RdRp Picornaviridae a Caliciviridae (primer-dependentni iniciace) je
centralni zlabek dostate¢né Siroky a pojme RNA duplex templat-primer. Oproti tomu u RdRp
Flaviviridae a Cystoviridae (iniciace de novo) zasahuje do centralniho zlabku C-terminalni

doména. Tim je Zlabek zzen a je schopen pojmout pouze sSRNA - templat. Zaroven Cast této

..........
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nukleotidem. Po syntéze RNA produktu o délce 2-3nt musi dojit ke konforma¢nim zménam, aby
tato C-terminalni doména neblokovala vystup delsiho RNA produktu (Ng et al., 2008; Ferrer-
Orta et al., 2006a; van Dijk et al., 2004).

(a) (b)

Template > " ’ Template
channel & channel

Obrazek 3. Rozdil ve strukturach RdRp dle zpiisobu iniciace - (2) FMDV - primer-dependentni iniciace - polymeraza ma Siroky
centralni Zlabek, ktery pojme RNA duplex templat-primer, (b) ®6 - iniciace de novo - C-terminalni doména zasahuje
k aktivnimu mistu (na obrazku neni znazornéna thumb doména a ¢ast N-koncové domény; templatové vlakno je znazornéno
zluté, primer zelené, NTP substrat Sed€; pozitivni zbytky AK povrch molekuly jsou zbarveny modfe, negativni Cervené)
[pievzato z Ferrer-Orta et al., 2006a]

1.3. Iniciace reakce

RdRp vyuzivaji dva zakladni mechanismy iniciace RNA syntézy - primer dependentni a
primer independentni (de novo). Syntéza de novo je mezi RNA viry bézna, vyjimkou je rodina
Picornaviridae, jejiz zastupci vzdy vyzaduji primer. Nekteré viry mohou vyuzivat i vice
zpusobl iniciace. Segmentované (-)ssRNA viry vyuzivaji pro replikaci genomu iniciaci de novo,

pii syntéze mRNA pouzivaji tzv. cap-snatching mechanismus (Kao et al., 2001).

1.3.1. Primer-independentni iniciace

Pfi de novo iniciaci musi byt vytvoiena fosfodiesterova vazba mezi dvéma NTP. Jako
templatovy nukleotid pii iniciaci syntézy je obvykle pouzit posledni nebo piedposledni
nukleotid (obvykle pyrimidin) na 3’-konci genomu (T.; baze). Pro specifitu iniciace je dulezita
vodikova vazba mezi NTPi a Ty bazi. Svij vliv na zahajeni iniciace de novo maji i dva
nasledujici nukleotidy po T.1 bazi, pii jejich mutaci se mize stat tento usek neschopnym slouzit

jako templat (Kao et al., 2001).
12



Vzniklé oligonukleotidové produkty nemusi byt dostateéné stabilni a dochazi k tzv.
abortivni iniciaci, kdy jsou syntetizovany pouze kratké 2-5nt oligonukleotidy (van Dijk et al.,
2004). Tato abortivni iniciace byla popsana napt. u reoviru (Yamakawa et al., 1981) a rotaviru
(Chen a Patton, 2000).

Stabilni elonga¢ni komplex vznika aZ po vytvofeni dostate¢né¢ dlouhého RNA produktu

(obvykle 8-10nt), ktery vytvofi stabilni duplex s templatem (Kao et al., 2001; Ng et al., 2008).

1.3.2. Primer-dependentni iniciace

Ptfi primer dependentni iniciaci mohou RdRp jako primery vyuzivat proteiny nebo
oligonukleotidy (van Dijk et al., 2004). RdRp Picornaviridae vyuZzivaji pro iniciaci protein VPg
(viral protein genome-linked), ktery maji kovalentné pfipojen na 5°-konci genomu. RdRp
uridinmonofosfat (Ferrer-Orta et al., 2006b).

RdRp mnoha (-)ssRNA virt se segmentovanym genomem (jako napf. virus chiipky)
pouzivaji tzv. cap snatching mechanismus. Jedna z podjednotek polymerazového komplexu
$tépi bunécéné mRNA s ¢epickou (,,cap®), odstépena cepicka (10-15nt) je pouzita jako primer.

Jako dalsi primer mohou byt pouzity kratké oligonukleotidové sekvence, které jsou
syntetizované béhem abortivnich cykli RdRp.

Jinym zptisobem iniciace je tzv. template-primed mechanismus. Templatova RNA vytvari
na svém 3 konci smycku, ktera tak slouZi zaroven jako primer. Tento mechanismus vSak mize

byt pouze artefaktem in vitro syntézy (van Dijk et al., 2004).

1.4. Vlastni pribéh enzymatické reakce

Nejprostudovan&jsi RdRp z hlediska pribéhu enzymatické reakce je PV RdRp (3DP).
Arnold a Gohara (2004) na zakladé experimentt ukazali, ze kineticky mechanismus inkorporace
jednoho nukleotidu RdRp se skladd minimalné z 5 krokii (viz schéma 1). Krystalické struktury
jednotlivych fazi, sjednou vyjimkou, ziskali Gong a Peersen (2010) (viz schéma 2). Ti
piedpokladaji, ze jimi popsany prubé¢h katalyzy by mohl byt spole¢ny vS§em RdRp z (+)ssRNA

vird.

ER, + NTP = ER,NTP 3= *ER,NTP 3= *ER,.1PP; == ERuiPPi T ERy: +PP;]

Schéma 1. Kineticky mechanismus inkorporace nukleotidu u 3DP' - Komplex ER, piedstavuje 3DP s navazanym duplexem
templat-primer. Po navazani NTP (ER,NTP) dojde k pfechodu do katalyticky aktivni konformace (*ER,NTP). Poté prob&hne
polymerazové reakce (*ER,.;PP;), aktivni misto se vraci do oteviené konformace (ER,.;PP;). Nakonec dochdzi k uvolnéni
vzniklého pyrofosfatu (ER.q + PP; ) [pfevzato z Gohara et al., 2004]
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Schéma 2. Pribé¢h katalytického cyklu 3DP' - Po navézani NTP (2) dochazi k uzavieni aktivniho mista (3) a probiha katalyza.
Po katalyze dochazi k otevieni aktivniho mista (4,5), toto resetovani aktivniho mista zpét do oteviené konfomace neni
doprovazené translokaci RNA produktu. Proto je navrzen stav (6) zatim neznamé konformace, ktery umozni translokaci
produktu, aby RdRp mohla zah4jit dalsi cyklus pfidani NTP [ptevzato z Gong a Peersen, 2010]

Na pocatku katalytického cyklu je 3DP s navazanym duplexem templat-primer (komplex
ERp). Prvnim krokem katalytického cyklu je navazani NTP (ER,NTP). Poté musi prob&hnout
konformacéni zmény - ,,uzavieni* aktivniho mista, aby se komplex dostal do katalyticky aktivni
konformace (*ER,NTP) (Gohara et al., 2004). Zakladem téchto zmén je pohyb T.; baze a NTP
smérem k aktivnimu mistu dany interakcemi AK s2’-OH a 3’-OH skupinami NTP. Pohyb
ribdzy zplisobi zménu polohy Asp238A (horni index znaci motiv, ve kterém se AK nachdazi),
ktery se vaze s 3’-OH skupinou této ribozy, a dojde k vytvofeni novych interakci mezi timto
Asp238™ a Ser288° a Lys61. To ma za nasledek vznik interakce mezi Ser288° a 2°-OH
skupinou NTP, ke které se vaze také Asn2975. Vysledkem téchto novych interakci je i pohyb
Asp233” a jeho interakce sionty Mg* (viz Obr. 4). 3D" se témito zménami v ,palm*
subdoméné li$i od ostatnich typli polymeraz, které dosahuji potiebné konformace zménami ve

,.fingers® subdoméné (Gong a Peersen, 2010).

Po zformovani aktivniho mista probehne vlastni polymerazova reakce (*ER+1PP;). Poté
nasleduji opét konformacni zmény a aktivni misto se ,,otevird“ (ER,+1PP;). Oproti ostatnim
typim polymerdz u 3D nedochézi zarovefi s témito zmé&nami k translokaci RNA produktu.
Proto Gong a Peersen (2010) predpokladaji existenci zatim necharakterizovaného stavu, béhem
kterého by doSlo k translokaci, aby se mohl cely katalyticky cyklus opakovat (viz schéma 2).
Pro dokonceni celého cyklu musi byt jesté uvolnén vznikly pyrofosfat (PP;), ¢emuz napoméaha

lysin z motivu D (Castro et al., 2009).
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Obrazek 4. Molekularni interakce pfi zmén& konformace aktivniho mista 3DP (A) a jejich schematické znazornéni (B). Nové
vytvofené interakce pii ,,uzavieni* aktivniho mista jsou znazornény rizove, puvodni oranzove. Na obrazku (A) je ,,oteviena™
konformace znazornéna zluté, ,,uzaviend* konformace aktivniho mista je znazornéna barevné. Modré kulicky oznacené a/b
predstavuji kationty kovu. Cisla jednotlivjch AK a motivy, ve kterych se nachézi, jsou uvedeny vpravo. [pfevzato z Gong a
Peersen, 2010]

Chybovost RdRp je srovnatelna s chybovosti DNA polymeraz postradajicich opravnhou
aktivitu. Frekvence transice je 10-107, frekvence transverze 10°-107 (Arnold et al., 2004). Pro
rozeznani a naslednou inkorporaci NTP namisto dNTP jsou klicové konformaéni zmény v
,palm* subdoméné. Gong a Peersen (2010) zjistili, ze pfi vazbé 2 -dNTP, 3"-dNTP nebo 2°,3"-
ddNTP nedojde k dostatenému ,uzavieni aktivniho mista, které mj. zavisi pravé na
interakcich s -OH skupinami NTP. Jiz diive Gohara et al. (2004) zjistili, ze RdRp mohou
inkorporovat 2'- a 3’-dNTP, ale ze efektivita této inkorporace je vyrazné niz§i nez inkorporace

spravného NTP.
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2. Bunécné RDR

RDR jsou soucasti fenoménu RNA silencingu (uml¢ovéani), ktery ovliviiuje organismy v
mnoha oblastech. Spousté¢em RNA silencingu je dsRNA, kterd muze vznikat z ssRNA
endogenniho nebo cizorodého ptivodu. Pii této syntéze se uplatiuji pravé RDR. Tato dsRNA je
posléze Stépena enzymem Dicer (RNase III) a vznikaji obvykle 21-25nt SiRNA (small
interfering RNA). Tyto siRNA jsou zakomponovany do komplexu RISC (RNA-induced
silencing komplex). Poté slouzi bud’ k rozeznavani homolognich mRNA, které jsou nasledné
degradovany, anebo se stanou soucasti komplexu RITS (RNA-induced transcriptional silencing

komplex), ktery tidi silencing chromatinu metylaci DNA nebo histont (Xie a Guo, 2006).

Zong et al. (2009) identifikovali z dostupnych databazi 161 gend pro RDR z 56 riiznych
druhli organismil - od protist po mnohobunééné organismy. Tyto geny nalezli u protist z fiSe
Amoebozoa (napi. Dictyostelium discoideum, Entamoeba histolytica), Excavata (napi. Giardia
lamblia) a Chromalveolata (napf. Paramecium tetraurelia, Toxoplasma gondii). RDR geny
nenalezli u protist z fise Rhizaria. RDR geny identifikovali také mezi rostlinami, houbami a

zivocichy (vyjimkou je hmyz a obratlovci).

Wassenegger a Krczal (2006) navrhli nomenklaturu RDR. Dvoupismenna piedpona
odkazuje na druh, u kterého se RDR vyskytuje - prvni pismeno je pocate¢ni pismeno rodového
jména a druhé pismeno polateénim pismenem druhového jména. Ciselné piipony oznaduji
jednotlivé homology. U nékterych RDR je vSak vice zazito plivodni pojmenovani - napi. QDE-1

u Neurosporra crassa (NCRDR®6).

2.1. Struktura

Bunééné RDR a virové RdRp se od sebe lisi celkovou strukturou a stejné tak usporadanim
katalytického centra. Katalytické centrum bunénych RDR je homologické s katalytickym
centrem vicepodjednotkovych DdRp. DdRp patii k nejkonzervovangj$im enzymum, vyskytuji
se u vSech bunéénych organismu, ve kterych zajistuji transkripci. VSechny tyto DdRp sdileji
Ctyfi podjednotky (odpovidaji podjednotkam a, B, B’ a  bakterialnich DdRp). Podjednotky 3 a
B’ obsahuji double-psi-B-barrel (DPBB) subdoménu. Tyto subdomény se podili na tvorbé
katalytického centra, v podjednotce B’ se nachazi pro katalyzu klicové tfi invariantni Kyseliny
asparagové. RDR obsahuji DPBB subdoménu homologickou k DPBB subdoméné J’
podjednotky, zarovei je to jedina homologiec mezi RDR a DdRp (lyer et al., 2003).
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2.1.1. DPBB subdoména

DPBB subdomény tvoii Sest B-vlaken vytvarejici strukturu barelu. Prvni z “-struktur,
charakteristické pro DPBB, spolu tvoii vldkna 1 a 2 (spojené¢ W-smyckou) a mezi nimi
nachazejici se vlakno 5, druha je obdobné tvoiena vlakny 4-5 a vlaknem 2 (Castillo et al., 1999).
DPBB subdomény maji jesté dva variabilni Gseky mezi vlakny 2-3 a 5-6. V tseku mezi vlakny
5-6 je u DPBB RDR a DPBB B’ podjednotky DdRp konzervovana sekvence DbDGD (b je AK
s velkym postrannim fetézcem) (viz Obr. 5). Tyto tfi konzervované kyseliny asparagové
koordinuji Mg?* ionty pfi katalyze (lyer et al., 2003). V pofadi tieti kyselina asparagové z tohoto
motivu pravdépodobné odpovida funkci kyseliné asparagové v motivu C virovych RdRp
(Makayev a Bamford, 2002). Kromé této sekvence nalezli Iyer et al. (2003) jesté nékolik dalsich
konzervovanych aminokyselinovych zbytki mezi DPBB RDR a DdRp. V DdRp mé kazda
podjednotka DPBB subdoménu, v RDR se DPBB domény nachazi vramci jednoho
polypeptidového fetézce (Salgado et al., 2006).

[3'-subunit

' | catalytic
Cx™ R cleft

Obrézek 5. Struktura katalytického centra DdRp, tvofeného dvéma DPBB doménami. Usek mezi 5 a 6 B-vlaknem DPBB
domény B’-podjednotky obsahuje konzervovanou sekvenci DbDGD. DPBB domény RDR jsou homologické k DPBB doménam
B’-podjednotky DdRp. [pievzato a upraveno z lyer et al., 2003]
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2.1.2. Krystalicka struktura QDE-1

Zatim jedinou krystalickou strukturu RDR publikovali Salgado et al. (2006) a jedna se o
RDR houby Neurosporra crassa (QDE-1). Dle ziskané struktury predpokladaji, ze QDE-1 tvofi
funk¢ni dimer ve tvaru pyramidy. Obé¢ jeho podjednotky se skladaji ze ¢tyf domén. Na N-konci
se nachazi ,slab“ (,,deska”) doména tvorené a-helixy 1 B-vlakny. Nasleduje ,katalyticka“
doména, ktera se skladd ze tfi subdomén - DPBBI, DPBB2 a ptevazné helikalni ,,flap*
(,,klopa®) subdomény, které¢ dohromady vytvaii katalytické misto. Tfeti doménou je ,neck*
(,,krk®) doména s tfemi dlouhymi a-helixy. Na C-konci proteinu se nachazi helikalni ,,head*
(,,hlava®) doména (viz Obr. 6).

Obrazek 6. Struktura QDE-1 - (A) Struktura dimeru QDE-1 - V podjednotce A jsou barevné odliseny jednotlivé domény - ,,slab*
doména modfe, katalyticka doména fialové, ,,neck doména rizove, ,,head doména oranzové; podjednotka B je znazornéna
Sedé. Zelené kuligky predstavuji kationty Mg?*. (B) Topologie podjednotky A - Barevné znazornéni domén odpovida zbarveni
v &asti (A). V Katalytické doméng jsou zvyraznény subdomény DPBB1, DPBB2 a ,,flap“ subdoména. Sipky piedstavuji p-listy,
valecky a-helixy [pievzato ze Salgado et al., 2006]

Mezi ,,slab“ a ,head” doménou kazdé podjednotky vede tunel s pozitivné nabitymi AK
k aktivnimu mistu. Dle autord by mohl slouzit jako tunel pro dsRNA produkt. Druhy mensi
tunel se nachdzi na vrcholu kazdé¢ podjednotky, pravdépodobné zajistuje piistup NTP
k aktivnimu mistu. Mezi ,,neck® a ,katalytickymi“ doménami podjednotek se nachazi tunel

spojujici aktivni mista podjednotek, jeho funkce neni znama (viz Obr. 7)
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Obrazek 7. Struktura QDE-1 - (Vlevo) Jednotlivé tunely podjednotky A, podjednotka B znazornéna $edé. Modra Sipka
znazornuje tunel pro RNA produkt, ¢ervena Sipka tunel pro NTP, fialova Sipka tunel spojujici aktivni mista podjednotek A a B.
(Vpravo) Toté jako v levé Easti obrazku, znzornéno na priifezu. Zelena kulicka predstavuje kationt Mg?* [prevzato ze Salgado
et al., 2006]

Srovnanim s aminokyselinovymi sekvencemi dalsich 30 RDR Salgado et al. (2006) ur¢ili
7 motivu s konzervovanymi AK (viz Obr. 8). Motivy 1-3 se nachazeji v DPBB1, motivy 4-6
v DPBB2 a motiv 7 ve ,,flap* subdoméné. Motiv 6 obsahuje sekvenci DbDGD. V motivech 2 a
3 jsou tfi invariantni pozitivné nabité AK, které v aktivnim misté¢ vytvaii vodikové vazby
spojujici DPBB domény. Protoze se nepodaftilo ziskat krystalické struktury QDE-1 s RNA ¢i

v

NTP, konkrétngjsi uloha jednotlivych aminokyselin v priibéhu polymerazoveé reakce neni jasna.

Obrazek 8. Aktivni misto QDE-1 tvofené subdoménami DPBB1 a DPBB2 - (A) Jednotlivé konzervované motivy jsou
znazornény takto: motiv 1 Cervené, 2 oranzove, 3 tmavé zluté, 4 fialove, 5 tmavé rizove, 6 svétle rizove a 7 modie. (B) Detailni
pohled na aktivni misto s vyzna¢enim konzervovanych AK; zbarveni odpovida ¢asti (A) [pievzato ze Salgado et al., 2006]
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Salgado et al. (2006) piedpokladaji, ze QDE-1 pracuje jako ,,dvouvalcovy motor” -
v danou chvili je katalyticky aktivni jen jedna z podjednotek. Jiz dfive dokazali Makayev a
Bamford (2002), ze QDE-1 muze in vitro pouzivat iniciaci de novo i primer-dependentni a
zéaroven, ze QDE-1 bud’ kopiruje templat v plné délce nebo vytvaii oligonukleotidy o délce 9-21

bazi.

2.2. RDR mnohobunéénych organismu

Zong et al. (2009) provedli analyzu dostupnych RDR gent a ur¢ili jejich fylogenetickou
pribuznost. Ziskali fylogeneticky strom, na kterém jsou RDR geny rozdéleny na 3 klady -
RDRa, RDRp a RDRYy.

Z toho vyvozuji, ze predek eukaryot mél 3 geny pro RDR, které se nasledné¢ v ramci
jednotlivych skupin organismti duplikovaly nebo byly ztraceny. RDRa ztstal zachovéan v ramci
hub, rostlin i zivocichii. V ptedku rostlin z RDRa vznikly duplikaci RDR1, RDR2 a RDRG,
v ramci hub RDR1 a RDR2 a v ramci zivo¢ichit RDR1, RDR2 a RDR6. RDRYy ziistal zachovan
vV houbach jako RDR6, v rostlinach jako RDR3, pfedci Zivocichli ho ztratili. RDR zistal
zachovéan u hub a Zivocichli jako RDR3, u ptfedku rostlin byl ztracen. Po rozdéleni hlavnich
skupin organismi dochdzelo k dalSim duplikacim a organismy tak mohou mit vice kopii
jednotlivych RDR gentl. Stejné tak je pravdépodobné, Ze pozd¢ji doslo ke ztratam téchto gent -
u predki hmyzu a obratlovcl.. Pozdé€jsi duplikace umoznily funkéni rozriiznéni RDR gend,
nejlépe je to patrné u rostlinnych RDR.

Wassenegger a Krczal (2006) provedli vlastni srovnavaci analyzu a zjistili, ze vSechny
studované RDR obsahovaly kromé katalytického motivu DbDGD jesté ¢tyfi dalsi konzervované
motivy. Proto navrhli, aby za RDR byly povazovany vSechny proteiny, které maji té€chto pét

konzervovanych motivu.

2.2.1. RDR rostlin

Rostliny obsahuji ctyii skupiny RDR gent. Wassenegger a Krczal (2006) urcili pro
kazdou skupinu charakteristické aminokyselinové sekvence v rdmci konzervovanych motivii u
vSech RDR. V ramci katalytické domény maji vSechny geny RDR1 sekvenci CSGSDLDGD,
RDR2 CSGGDLDGD, RDR3 xAxxDFDGD a RDR6 ASGSDLDGD.
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RDR1 se podili predev§im na antivirové obran¢ rostlin. ZvySena aktivita RDR1 pti virové
infekci byla prokazana napf. u Lycopersicon esculentum (Schiebel et al., 1993), Nicotiana
tabacum (Xie et al., 2004) a Arabidopsis thaliana (Yu, 2003). U rostlin s defektnim RDR1
genem dochazi pii virové infekci k vétsimu hromadéni virové RNA a infekce zanechava horsi
nasledky nez u wild-type rostlin (Xie et al., 2001). RDR1 hraje roli i v obrané proti herbivortim,
jak dokazal Pandey a Baldwin (2007) u Nicotiana attenuata. Rostliny s uml¢enym genem pro
RDR1 byly i v pfirozeném prostiedi citlivéj$i na napadeni larvami Manduca sexta. Autofi
piedpokladaji, ze NaRDR1 zesiluje tvorbu siRNA, jejichz cilem je represor syntézy alkaloidu, a

proto u rostlin s uml¢enym RDR1 nedochazi k dostateéné syntéze nikotinu jako obranné latky.

RDR2 je jednou z komponent systému vytvatejici endogenni siRNA a je zapojen
V transkripénim uml¢ovani genti (Xie et al., 2004). RDR2 se proto uplatiiuje v procesu RNA-
dependentni DNA metylace (RIDM), ktery hraje dulezitou roli pfi vyvoji a rustu rostlin a jejich
odpovédi na biotické a abiotické stresové faktory. RDR2 syntetizuje dSRNA z transkriptt
produkovanych RNA polymerazou IV. Tyto dsRNA jsou $tépeny enzymem Dicer-like 3
(DCL3) a vznikaji 24nt siRNA, které se nasledné v komplexu s dal§imi proteiny podili na fizeni
samotné metylace DNA (Mahfouz, 2010). Alleman et al. (2006) ukazali, Zze u kukufice hraje
RDR2 roli pii zachovani paramutaci diky udrzovani potiebné hladiny siRNA. Paramutace je
epigeneticky jev, pii kterém dochazi k dédi¢nému umlceni jedné alely alelou druhou (Chandler

a Stam, 2004).

Funkce rostlinnych RDR3 zatim nebyla detailnéji prozkoumana.

RDR6 byly zatim prozkoumany nejvice. U Arabidopsis thaliana hraje RDR6 hlavni roli
Vv posttranskripénim umlcovani gent (posttranscriptional gene silencing - PTGS). RDR6
rozeznava aberentni RNA (vétSinou nemaji ¢epicku nebo poly(A) konec), které dosyntetizovava
do formy dsRNA a ty jsou nasledné $t€peny a vznikaji siRNA. Zesileni efektivity silencingu
napomaha RDR6 amplifikaci siRNA (Wassenegger a Krczal, 2006).

RDRG6 u Arabidopsis thaliana se podili také na produkci endogennich siRNA - tzv. trans-
acting RNA (ta-siRNA). RDR6 dosyntetizovava komplementarni fetézec k transkriptim
urc¢itych lokusu, tato dSRNA je posléze enzymem Dicer-like 4 (DCL4) stépena na 21nt SIRNA
(Yoshikawa et al., 2005). Cilem ta-siRNA jsou geny podilejici se na pfechodu rostliny
Z juvenilni do adultni faze, rostliny s mutovanym genem pro RDR6 ¢i dalsi komponenty této

drahy maji oproti wild-type rostlinam piechod urychlen (Peragine et al., 2004).
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RDR®6 jsou rovnéz zapojeny do obrany pied viry. ZvySena citlivost k virové infekci byla
pozorovana u RDR6-deficientnich jedinct Arabidopsis thaliana (Mourrain et al., 2000) i
Nicotiana benthamiana (Schwach et al., 2005).

2.2.2. RDR hub

Houby maji stejné jako rostliny ¢tyii skupiny RDR. Funkce RDR1 a RDR3 zatim nebyla

charakterizovana.

Shiu et al. (2001) zjistili, ze¢ RDR2 je u Neurospora crassa nutna pro tzv. meiotické
utiSeni neparové DNA (meiotic silencing by unpaired DNA - MSUD). MSUD se Vv zivotnim
cyklu Neurospora crassa uplatiuje po karyogamii, kdy dojde k uml¢eni v§ech genovych useki,
které se po splynuti jader vyskytuji v lichém poctu kopii nebo jsou na jinych mistech genomu, a
tedy nedojde k parovani DNA. U Schizosaccharomyces pombe se RDR2 podili na ustanoveni
heterochromatinu. SpRDR2 je soucasti RNA-fizeného RNA polymerdzového komplexu

(RDRCQ), ktery spolu s dalsimi komplexy asociuje s cilovou sekvenci (Martienssen et al., 2005)

Jednou z nejprostudovanejsich RDR je RDR6 Neurospora crassa, pojmenovana jako
QDE-1. Podili se na PTGS, ktery byl u Neurospora crassa pojmenovan jako ,quelling®
(potlageni) (Cogoni a Macino, 1999). QDE-1 piepisuje transkripty transgentt do dsRNA, ty jsou
Stépeny enzymem Dicer na 25nt siRNA, které posléze slouzi k ur€eni homolognich sekvenci a

jejich rozstépeni. Quelling pomaha chranit pted viry a transgeny (Fulci a Macino, 2007).

2.2.3. RDR zivo¢ichu

Pusobeni zivoc¢isnych RDR je nejvice prozkoumano u nematoda Caenorhabditis elegans.
EGO-1 (CeRDR2) je nezbytna pro spravny vyvoj bun¢k zarodecné linie. Ji vytvorené siRNA
ovliviluji stovky genti, pottebné napiiklad pro sestaveni kinetochoru a heterochromatinu (Maniar
a Fire, 2011). U jedinct s mutantnim genem pro EGO-1 se projevi defekty v gametogenezi,
takovy jedinec je poté sterilni (Smardon et al., 2000). Podobné¢ se projevuje také mutace v genu
pro dalsi RDR - RRF-3 (CeRDR1), dochazi k defektim pfi spermatogenezi (Gent et al., 2009).
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V ramci zivoCichll vSak nebyly nalezeny zadné RDR geny mezi obratlovei a hmyzem,
ackoliv je u téchto organismti RNA interference znama (Schwarz et al., 2002). V poslednich
letech vSak byly v téchto organismech objeveny jiné enzymy, které pravdépodobné zastavaji roli
RDR. Maida et al. (2009) ukéazali, ze katalytickda podjednotka lidské telomerazy (hTERT)
v komplexu s RNA komponentou mitochondrialni RNA endonukleazy (RMRP) produkuje
dsRNA slouzici jako substrat pro tvorbu siRNA. TERT ma strukturu ,,closed right hand*, coz

ukazuje na jeji evoluéni piibuznost s virovymi RdRp a RT (Gillis et al., 2008)

Lipardi a Paterson (2009) dokazali u Drosophily, ze schopnost RdRp aktivity ma nejveétsi
podjednotka elongacniho komplexu RNA polymerazy II, zvana D-elpl. Na rozdil od
kanonickych RDR postrada typicky motiv DxDGD. Protoze tuto podjednotku elongatorového
komplexu lze najit u vSech eukaryot, je tato RdRp aktivita konzervovana u homologi elpl od S.
pombe po ¢lovéka. Vzhledem k tomu, Zze mnoho z niz§ich organismtt ma RDR, lze uvazovat o

urcité trovni redundance nebo segregaci funkci mezi RDR a homology elpl.
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3. Fylogenetické vztahy

Katalytické centrum RdRp, stejné jako ostatnich polymeraz s ,,right hand“ strukturou,
ptipomina RNA-rozeznavajici motiv (RNA-recognition motiv - RRM), ktery je soucasti
starobylych domén véazajici nukleové kyseliny (napf. u ribosomalniho proteinu S6 nebo
pseudouridin syntetazy). Aravind et al. (2002) ptedpokladaji, ze prvni polymerazy se mohly
vyvinout z téchto domén, které ziejmé fungovaly jako dopln€ék samoreplikujicich se nukleovych
kyselin. Posléze se v ramci ,,palm* domény mohlo vyvinout aktivni misto vazajici ionty kovu a

enzym ziskal schopnost katalyzy.

Katalytické misto RDR a vicepodjednotkovych DdRp obsahuje DPBB doménu. DPBB
domény zifejmé puvodné nemély zadnou katalytickou aktivitu, pouze véazaly RNA. Mohly
fungovat jako proteinové kofaktory ribozymu (lyer et al., 2003). Protoze RDR jsou, narozdil od
DdRp, ptitomné pouze v eukaryotech a kromé katalytického centra neni mezi RDR a DdRp vice
podobnosti, mohlo dojit podle Iyer et al (2003) ke vzniku RDR na pocatku evoluce eukaryot
diky rozsahlym sekvenénim zménam, které u nich nasledovaly po duplikaci B podjednotek
predchtdct DdRp. Jinou alternativu navrhuji Salgado et al. (2006). Puvodni enzym mél mit
jednu DPBB doménu, diky genové duplikaci vznikla molekula se dvéma DPBB doménami na
jednom fetézci (stejné jako QDE-1), ktera méla schopnost RNA polymerizace. Po objeveni Se
DNA mohly tyto molekuly ziskat schopnost vyuzivat ji jako templat, coz mohlo nasledné
pomoci k pfechodu na DNA jako nositelku genetické informace. Zaroven doslo k segregaci

DPBB domén na dva fetézce, coz byl zaklad pro vznik soucasnych vicepodjednotkovych DdRp.
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4. Zaveér

RNA dependentni RNA polymerazy hraji zasadni roli v ,,zivoté” svych hostitelti. Pro
RNA viry jsou nepostradatelné, nebot” umoznuji replikaci jejich genomu a tim i moznost
existence. Bunééné RDR se zasadnim zptsobem podileji na RNA silencingu a ovliviiuji tim
dany organismus v mnoha smérech - pii vyvoji a ristu, pii odpoveédi na podnéty z okoli, pfi
obrang proti virim atd.

Virové a bunééné polymerazy se lisi mnozstvim a typem poznatkl, které o nich vime.
Protoze RNA viry zptusobuji mnoho rtizn¢ zavaznych onemocnéni, vyzkumy RARp se zamétuji
pfedevsim na detailni poznani struktur polymeraz a pritbé¢hu samotné polymerazové reakce. To
vSe za ucelem pouziti RdRp jako cile pro antivirotika. Velkd pozornost je vénovana napft. viru
hepatitidy C.

Studium RDR se zamé&fuje spiSe neZ na samotné polymerdzy na drahy, ve kterych tyto
polymerazy funguji. Navic se zd4, ze v poslednich letech byl vysvétlen rozpor mezi pfitomnosti
RNA interference u obratlovcti a hmyzu a nepfitomnosti klasickych RDR v jejich genomu.

Jednou z oblasti, na které by se mohlo zaméfit studium RdRp, jsou komplexy, v ramci
kterych RdRp funguji, coz by mohlo opé&t pfinést poznatky pro vyvoj antivirotik (Ferrer-Orta et
al., 2009).

V ramci RDR chybi krystalové struktury, které by umoznily detailnéji popsat pribéh
polymerdzové reakce a porovnat je s ostatnimi polymerazami. Protoze RDR byly objeveny
relativné neddvno, stale zlstdva neobjasnéna funkce mnoha typti RDR a jejich rozdéleni tloh
v jednom organismu. S objevem enzymt, které u obratlovcii a hmyzu ziejmé zastupuji roli
RDR, se otevira nova oblast pro studium. Zaroven vyvstava otazka, pro¢ tomu tak je, pro¢ u
téchto skupiny byly ,klasické® RDR potla¢eny, anebo naopak, pro¢ u rostlin, hub a nizsich
organismu zustaly tyto ,,klasické* RDR zachovany.

Studium RNA dependentnich RNA polymeraz tak jednak pfispiva k vyvoji novych l1éka, a

jednak je soucésti studia fenoménu RNA silencingu.
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5. Prilohy

Seznam dostupnych krystalickych struktur RdRp

Virus RNA PDB Res Popis Rok
A)
A. Apoenzymy a struktury vazajici ionty

PVityp1l (+)ss 1RDR 2.4 Partial structure, non-native N-terminus 1997
1RAG6 2.0 Full length, complex with Acetate 2004
1RAJ 2.5  A68-N-terminal truncation 2004
1TQL 2.3 G1-mutant, complex with Acetate 2004
21JD 3.4  3CD precursor, complex with Zn**, SO,* 2007
2F 3.0 G64S mutant 2007
CVB3 (+)ss 3DDK 2.3 Full length, complex with Na*, SO,* 2008
HRV-1B (+)ss 1XR6 2.5 Full length, complex with K* 2004
HRV-14 (+)ss  1XR5 2.8 Full length, complex with Sm** 2004
HRV-16 (+)ss  1XR7 2.3 Full length native 2004
1TP7 2.4 Full length, complex with DMX, SO,* - MSE 2005
FMDV (+)ss  1U09 1.9 Full length 2004
NV (+)ss  1SHO 2.2 Full length native 2004
1SH2 2.3 Full length, metal-free 2004
1SH3 3.0  Full length, complex with Mg** 2004
2B43 2.3 Full length 2005
sV (+)ss 2CKW 23 Residues 1-496 2007
2UUT 2.4 D346G mutant 2007
2UUW 2.8  D347G/D348 mutant 2007
RHDV (+)ss  1KHV 2.5 Full length, complex with Lu** 2002
1IKHW 2.7 Full length, complex with Mn** 2002
HCVtyplb (+)ss 1C2P 1.9  A21-C-terminal truncation - MSE 1999
1CSJ 2.8  A55-C-terminal truncation - MSE 1999
1QUV 2.5  A21-C-terminal truncation — CHis-tag 1999
1INB4 2.0  A21-C-terminal truncation — CHis-tag 2003
HCV typ 2a 1YUyY 1.9  Residues 1-563 — closed form 2005
1YV2 2.5 Residues 1-548 — open form 2005
BVDV (+)ss 1548 3.0 Residues 92-674 — domain swapped 2004
1S4F 3.0 Residues 92-679 — domain swapped 2004
2CJQ 2.6 Residues 92-672 2006
WNV (+)ss 2HCS 2.5 A44-N-terminal truncation, complex with Zn** 2007
2HCN 2.5 A4;1-N-terminal truncation, complex with Zn*", 2007

Ca™"
2HFZ 3.0  Full length, complex with Zn*, Mg** 2007
DV (+)ss  2J7U 1.9  Residues 273-900, complex with Mg**, Zn®*, CI, 2007

PGE
Influenza A (-)ss 2GMO NMR PB2 C-terminal fragment (678-759) 2007
2VY6 2.0 PB2 C-terminal fragment (538-753) 2008
2VY8 1.2 PB2 C-terminal fragment (538-693) K627E 2008

mutant

3CW4 2.7 PB2 C-terminal fragment (535-759) 2009
2W69 2.1 PA Iz\l-terminal (1-195), complex with Mn*, 2009

SO~
3EBJ 2.2 PA N-terminal (1-195), complex with Mg** 2009
Reovirus ds 1MUK 2.5 Full length 2002
Phage 96 ds  1HHS 2.0  Full length, complex with Mn** 2001
1HI8 2.5 Full length, complex with Mg®* - MSE 2001
1IWAC 3.0 Initiation platform mutant 2005
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(pokracovani)

Virus RNA PDB Res Popis Rok
(A)
2JL9 3.2 E491Q mutant 2008
2JLF 3.2  E491Q mutant, Mn** 2008
IBDV ds 2PGG 2.5  Residues 31-804 2007
2PUS 2.4 Residues 27-804 2007
2R72 3.2 Residues 27-804, complex with Mg?* 2007
Rotavirus ds 2R70 3.4 Residues 2-1086, NHis-tagged 2008
2R7Q 2.9  Residues 2-1087, CHis-tagged 2008
B. RdRp komplex s NTP, RNA a proteiny
PVtyp1l (+)ss 1RA7 2.3 Complex with GTP 2004
2ILY 2.6 Complex with ATP and Mg** 2006
21LZ 2.5  Complex with GTP and Mn** 2006
2IM0O 2.3  Complex with CTP and Mg** 2006
2IM1 2.5  Complex with CTP and Mn** 2006
2IM2 2.4  Complex with UTP and Mg 2006
2IM3 2.6 Complex with UTP and Mn** 2006
CvB3 3CDuU 2.1 Complex with PP 2008
3CDW 2.5  Complex with VPg, PP 2008
FMDV (+)ss  1WNE 3.0  Complex with primer-template 2004
2D7S 3.0  Complex with VPg 2006
2F8E 2.9  Complex with VPg-UMP, Mg, Mn** 2006
2E9R 2.8 Complex with primer-template, RTP, Mg®* 2007
2E9T 2.6 Complex with primer-template, 5F-UTP, Mg** 2007
2E9Z 3.0 Corpplex with primer-template, ATP, UTP, 2007
Mg~
2ECO 2.8 Complex with primer-template, ATP, Mg** 2007
NV (+)ss 3BSO 1.7  Complex with primer-template, CTP, Mn** 2008
3BSN 1.8  Complex with primer-template, 5-nitro CTP 2008
HCVtyplb (+)ss 1GX5 1.7 Complex with GTP, Mn* - MSE 2002
1GX6 1.9  Complex with UTP, Mn** - MSE 2002
INB6 2.6  Complex with UTP, Mn** 2003
INB7 2.9 Complex with U, Mn** 2003
BVDV (+)ss 1549 3.0 Complex with GTP — MSE 2004
DV (+)ss  2J7TW 2.6 Complex with 3"-dGTP 2007
Influenza A (-)ss 2JDQ 2.2  PB2 C-terminal fragment (678-759) with h- 2007
Importin a5
2ZNL 2.3 PA (257-716) complex with PB1 (1-15) 2008
3CM8 2.9  PA (257-716) complex with PB1 (1-15) 2008
2VQZ 2.3 PB2 complex with N7-methyl GTP 2008
Reovirus ds 1IMWH 25  Capcomplex 2002
IN1H 2.8 Init;ation complex with GTP + template RNA, 2002
Mn**
1N38 2.8 Short elongation complex 2002
IN35 2.5 Long elongation complex 2002
Phage ¢6 ds IHHT 2.9  Complex with template RNA 2001
1HIO 3.0 Complex with GTP + template RNA 2001
1HI1 3.0  Complex with ATP 2001
1UVI 2.1 Complex with 6nt RNA 2004
1UVJ] 1.9  Complex with 7nt RNA 2004
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(pokracovani)

Virus RNA PDB Res Popis Rok
A)
1UVK 2.4 Dead-end complex 2004
1UVL 2.0 Complex with 5nt RNA, conformation A 2004
1UVM 2.0 Complex with 5nt RNA, conformation B 2004
1UVN 3.0 Ca® inhibition complex + RNA + NTP 2004
2JLG 2.8 Complex with GTP, Mn** 2008
IBDV ds 2R70 2.7 Complex with oligopeptide mimicking VP3 C- 2007
terminus
Rotavirus ds 2R7TR 2.6 Complex with 7nt RNA 2008
2R7S 3.2 Complex with 6nt RNA 2008
2R7T 3.0 Complex with 8nt RNA 2008
2R7U 3.1 Complex with 7nt RNA 2008
2R7V 2.8 Complex with 6nt RNA 2008
2R7W 2.6 Complex with 7nt RNA + mMRNA 5°-CAP 2008
2R7X 2.8 Complex with 7nt RNA + GTP 2008
C. RdRp komplex s inhibitory
HCVtyplb (+)ss INHU 2.0 Complex with non-nucleoside inhibitor 2003
INHV 2.9 Complex with non-nucleoside inhibitor 2003
10S5 2.2 Complex with non-nucleoside inhibitor 2003
1YVF 25 Complex with non-nucleoside inhibitor complex 2005
174U 2.8 Complex with non-nucleoside inhibitor 2005
2BRK 2.3 Complex with allosteric inhibitor 2005
2BRL 2.4 Complex with allosteric inhibitor 2005
2AWZ 2.2 Complex with covalent inhibitor 2006
2AX0 2.0 Complex with covalent inhibitor 2006
2AX1 2.1 Complex with covalent inhibitor 2006
2D3U 2.0 Complex with thiophene-based non-nucleoside 2006
inhibitor
2D3Z 1.8 Complex with thiophene-based non-nucleoside inh. 2006
2D41 2.1 Complex with thiophene-based non-nucleoside inh. 2006
2GC8 2.2 Complex with proline sulfonamide inhibitor 2006
2GIQ 1.7 Complex with non-nucleoside inhibitor 2006
2GIR 1.9 Complex with non-nucleoside inhibitor 2006
2JCO 2.2 Complex with acyl pyrrolidine inhibitor 2007
2JC1 2.0 Complex with acyl pyrrolidine inhibitor 2007
211IR 2.2 Complex with thiazolone inhibitor 2007
3Clz 19 Complex with small molecule, fragment-based 2008
inhibitor
3CJO 1.9 Complex with small molecule, fragment-based inh. 2008
3CJ2 1.8 Complex with small molecule, fragment-based inh. 2008
3CJ3 1.9 Complex with small molecule, fragment-based inh. 2008
3CJ4 2.1  Complex with small molecule, fragment-based inh. 2008
3CJ5 1.9 Complex with small molecule, fragment-based inh. 2008
3FQK 2.2 Complex with non-nucleoside inhibitor 2009
3FQL 1.8 Complex with non-nucleoside inhibitor 2009
HCV typ 2a 1YVX 2.0 Complex with non-nucleoside inhibitor 2005
1YVz 2.2 Complex with non-nucleoside inhibitor 2005

Prvni sloupec obsahuje zkratku viru (viz Seznam pouzitych zkratek), druhy odkazuje na formu jeho genomu. Tteti
sloupec obsahuje PDB kod dané struktury, étvrty sloupec jeji rozlideni v A, paty kratky popis struktury, v Sestém
slupci je rok, kdy byla struktura ziskana. [Prevzato z Cameron C. E., Moustafa I, M. a Arnold J. J. (2009),
Dynamics: The missing link between structure and function of the viral RNA-dependent RNA polymerase?. Curr.

Opin. Struct. Biol., 19(6), 768-774]
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