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Abstrakt

Virus Rousova sarkomu (RSV) zaujima cestné misto mezi retroviry. Jeho vyzkum nam poodhalil tajem-
stvi vzniku a vyvoje zivota, mechanizmy rakovinného bujeni a interakce mezi viry a jejich hostiteli. Viry
nejsou schopné replikace bez hostitelskych bunck, zneuzivaji mnoho jejich procesu a faktord, dokazou
bunky pfeprogramovat, aby produkovaly velké mnozstvi virového potomstva. Vytvafeji tlak na svého
hostitele, ktery se snazi infekci branit, ¢imz dochaz{ k vyvoji a uplatnéni novych variant bunec¢nych pro-

teiny, které bunkam davaji schopnost rezistence.

Tato prace se zabyva hostitelskymi faktory, které RSV ve svém replikacnim cyklu vyuziva. Shrnuje sou-
¢asné poznatky o replika¢nim cyklu retrovirti a faktory, které jsou pro produktivni infekci nutné: bu-
nécné receptory pro virus, endocytotické a sekretorické drahy, jaderny transport, proteosynteticky apa-
rat, replikaci provirti a jeji stimulaci. Nejsou opomenuty ani bunééné obranné mechanizmy. Soucasné
poznatky jsou srovnany se savéimi patogeny, je poukdazano na mezery ve vyzkumu. Zminén je také du-

sledek nepfitomnosti hostitelskych faktort, ktery se projevuje v hostitelské specifit¢ a permisivite.

Klicova slova: alfaretrovirus, ALV, hostitelsky faktor, onkogen, permisivita, provirus, replikace viru,

retrovirus, reverzni transkripce, RSV, virus ptaci leukézy, virus Rousova sarkomu

Abstract

Rous sarcoma virus (RSV) takes a place of honor among retroviruses. Research of RSV allows us to
uncover the secret of the origin and evolution of life, the mechanisms of tumorigenesis and the inter-
action between viruses and their hosts. Viruses are not able to replicate themselves without host cells.
They exploit a number of cellular pathways and factors and they can reprogram the cells to produce
great amounts of viral progeny. They exert pressure on their host that leads to developement of new

types of cellular proteins, which then results in resistance of the cells.

This thesis focuses on the host factors involved in the RSV replication cycle. It summarizes the current
knowledge about the replication cycle of retroviruses and the host factors that are necessary for pro-
ductive infection: cellular receptors, endocytic and secretory pathways, nuclear transport, proteosyn-
thesis, replication of proviruses and its stimulation. The restriction mechanisms of cells are also taken
into account. The current knowledge about RSV is compared with facts on mammalian retroviruses
and gaps in research are highlighted. The influence of the host cell factor absence, host specificity and

cellular permissiveness are correlated and discussed.

Key words: alpharetrovirus, ALV, avian leukosis virus, host factor, oncogene, permissiveness, provirus,

retrovirus, reverse transcription, Rous sarcoma virus, RSV, viral replication
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Pouzité zkratky a jejich ptivod

AIDS

ALV

AMP; ADP;
ATP

ASLV
ATM
ATR
BAF
CA
cDNA
CEF

CpG ostrov

CPSF

CstF
CyPA

c-Src

de novo
DNA
DNA-PK
dNTPs
DRM
DRs

dsDNA;
dsRNA

EIAV

Env; env

ESCRT

et al.

Gag; gag

GPI

syndrom ziskaného selhan{ imunity

virus ptaci leukézy

adenosinmonofosfat; adenosindifosfat;
adenosintrifosfat

viry ptactho sarkomu a leukoézy
setin/threonin kindza ucastnici se oprav DNA
setin/threonin kindza ucastnici se oprav DNA
protein branic{ autointegraci

virovy kapsidovy protein

DNA kopie gRNA

kufeci embryonalni fibroblasty

oblast bohata na dinukleotidy cytosinu
a guanosinu

proteinovy komplex rozeznavajici
polyadenyla¢ni signal

proteinovy komplex stimulujici CPSF
peptidyl-prolyl ¢s-trans izomeraza

bunécna protein-tyrosin kinaza,
protoonkogen

od zacatku, nove
deoxyribonukleova kyselina
DNA-dependentni protein kinaza
deoxyribonukleotidtrifosfaty
membrana odolna detergentu SDS

piimé repetice v genomu viru
dvojvlaknova DNA; RNA

virus konské infekéni anémie

virovy obalovy glykoprotein (prekurzor);
jeho gen

proteinové komplexy nutné pro endocytozu
a dalsi transport, resp. draha, kterd je vyuziva

a kolektiv

virovy strukturni polyprotein (prekurzor);
jeho gen

glykosyl-fosfatidylinositol

-VI-

acquired immune deficiency
syndrome

avian leukosis virus

adenosine monophosphate;
diphosphate; triphosphate

avian sarcoma and leukosis viruses
ataxia telangiectasia mutated

ATM and Rad3-related
barrier-to-autointegration factor
capsid protein

copy DNA

chicken embryo fibroblast
cytosine-phosphate-guanosine island

cleavage and polyadenylation
specificity factor

cleavage stimulation factor

cyvclophilin A

cellular sarcoma kinase

deoxyribonucleic acid
DNA-dependent protein kinase
deoxyribonucleotide triphosphates
detergent resistant membrane

direct repeats
double-stranded DNA; RNA
equine infectious anemia virus
envelope

endocytic sorting complexes required
for transport

et alii
group-specific antigen

glycosylphosphatidylinositol



gRNA
GTP
HDAC
HIV

hnRNP H

HTLV
IN

m cis
n vitro
n vivo
ISG
JAK

I.-doména

LAV
LDI
LDL
LEDGF
LTR
MA

MBD

MLV
MMLV

MRN komplex

mRNA
NC
NES
NHE]
NHE1
NLS
NRS

p

PARP
PIC

virova genomova RNA
guanosintrifosfat
histon-deacetylaza

virus lidské imunodeficience

jaderny ribonukleoprotein, ktery se
vaze na mRNA i pre-mRNA

virus lidské T-leukémie

virova integraza

ve stejném, na stejné sekvenci
ve skle, v Petriho misce

v zivém, v organizmech
interferony stimulovany gen
Janusova protein-tyrosin kinaza

aminokyselinova sekvence nutna
pro vypuceni viriont

puvodni oznaceni pro HIV

ubikvitin ligaza, ktera interaguje s I.-doménou

lipoprotein s nizkou hustotou

chromatin vazebny antiapoptoticky protein

dlouha koncova repetice
Virovy matrixovy protein

bazicka doména Gag proteinu, ktera
interaguje s kyselymi fosfolipidy

virus mysi leukémie

Moloneyho virus mysi leukémie
komplex Mrell, Rad50 a NBS1

RNA slouzicf jako pfedloha pro translaci
virovy nukleokapsidovy protein

jaderny exportni signal

nehomologni rekombinace

pfenase¢ Na'/H', bunécny receptor
jaderny lokalizacni signal

negativni regulator sestfihu

protein, nasleduje c¢islo vyjadfujici
molekulovou hmotnost v kDa

poly(ADP-ribose) polymeraza

preintegracni komplex

- VIl -

genomic RNA

guanosine triphosphate

histone deacetylase

human immunodeficiency yirus

heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein

human T-lymphotropic yvirus

integrase

interferon-stimulated gene

Janus kinase
late assembly domain

lymphadenopathy-associated virus
late domain-interacting protein
low-density lipoprotein

lens epithelium-derived growth factor
long terminal repeat

matrix protein
membrane-binding domain

murine leukemia virus
Moloney murine Jeukemia yirus
Mrel1, Rad50, NBS1 complex
messenger RNA

nucleocapsid protein

nuclear export signal
nonhomologous end joining
Na"/H" exchanger 1

nuclear localization signal

negative regulator of splicing
protein

poly(ADP-ribose) polymerase

preintegration complex



RT

RTC

SDS

SIV
snRNP

SR protein

SRP
ssDNA
STAT

SU

™
TNF
tRNA™™

TVA (-B, -C);
tva (-b, -¢)

Ub
U3; U5

v-Src; sre

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

fosfatidylinositol-3-kinaza

transkripcni faktor a onkosupresor

virova polymeraza (prekurzor); jeji gen
polyAMP

virova proteaza (funkcéni vystépeny protein)
primarni transkript

virova proteaza (prekurzor); jeji gen
enkapsidacni signal

transformacné¢ defektni RSV, helper virus
vektorovy systém

ribonukleova kyselina

virus Rousova sarkomu
virova reverzni transkriptaza
komplex reverzni transkripce
dodecylsiran sodny, detergent
virus opi¢f imunodeficience

maly jaderny ribonukleoprotein

na serin/arginin bohaty RNA vazebny protein

ribonukleoprotein rozpoznavajici signalni
sekvenci translatovaného proteinu

jednovlaknova DNA
transkripcni faktor aktivovany JAK

povrchova podjednotka Env
transmembranova podjednotka Env
cytokin, faktor nadorové nekrézy
transferova RNA s navazanym tryptofanem

bunéény receptor pro podskupinu
ASLV-A (-B, -C); jeho lokus

ubikvitin, maly regulacni protein
3% 5’ netranslatovana oblast v LTR

virova protein-tyrosin kinaza, onkogen;
jeji gen

- VIl -

phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate

phosphatidylinositol 3-kinase
promyelocytic leukemia protein
polymerase

polvadenylate

protease

precursor mRNA

protease

encapsidation signal
Rous-associated virus

replication-competent ASLV LTR
with a splice acceptor

ribonucleic acid

Rous sarcoma virus

reverse transcriptase

reverse transcription complex
sodium dodecyl sulphate
simian immunodeficiency yvirus
small nuclear ribonucleoprotein

serine/arginine-rich protein
signal recognition particle

single-stranded DNA

signal transducer and activator of
transcription

surface subunit
transmembrane subunit
tumor necrosis factor

tryptophanyl-transfer RNA
tumor virus A (B, €) receptor

ubiquitin

3’-; 5’-untranslated region

viral sarcoma kinase



1. Uvod

Retroviry jsou obalené viry s genomem tvofenym ribonukleovou kyselinou. Ve svém Zivotnim cyklu
svtj genom prepisuji do DNA pomoci virového enzymu reverzni transkriptazy. Vzniklda cDNA je na-
sledné integrovana do genomu hostitele a replikuje se spolecné s hostitelskou DNA. Tato strategie ¢ini
z retroviri téméf nepolapitelného nepfitele: 1 kdyby se imunitnimu systému podafilo znicit vSechny viri-

ony, virus ve formé provirové DNA zustane nadale ukryt v jadfe infikovanych bunck.

Virus Rousova sarkomu (RSV) byl vibec prvnim objevenym retrovirem. Jeho pfirozenym hostitelem
jsou hrabavi ptaci (zejména kur domaci), ve kterych indukuje nadorové bujeni. Spolu s blizce piibuz-
nym virem ptaci leukézy (ALV) zptasobuji thyn kufat v hospodafskych chovech a nasledné ekonomické

ztraty (Payne e al. 2010).

V soucasné dob¢ je vétsina prostiedki vénovana vyzkumu lidskych patogenu, v pifipadé retrovir
pfevazné viru lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus, HIV), ktery napada imunitni
systém a zpusobuje rozvoj syndromu ziskané¢ho selhani imunity (acquired immunodeficiency syndrome,
AIDS). Prestoze maji HIV a RSV znacné odlisnosti, je mozné velkou ¢ast poznatka o viru HIV apli-

kovat na vSechny retroviry véetné RSV a naopak — i vyzkum RSV nam pomaha v boji s HIV.

Vsechny viry jsou jako intracelularni paraziti zavislé na pfitomnosti bunéénych hostitelskych faktoru,
které jim umoznuji zakoncit replikac¢ni cyklus produkei dostate¢cného mnozstvi potomstva. Prave hosti-
telské faktory — zejména proteiny, nukleové kyseliny a membranové lipidy — ovliviuji, jaké spektrum or-
ganizmu a tkan{ je virus schopen infikovat, a mohou se tak stat cilem pfi antivirové terapii. Na rozdil od
virovych proteinti u nich neprobiha tak silna mutageneze, ktera by rychle vedla k rezistenci vaci 1é-
civam.

Cilem této prace je shrnout aktualni stav vyzkumu hostitelskych faktora RSV, zdtraznit rozdily ve vyu-

zitf téchto faktora oproti jinym retroviram a poukazat na mezery, které v této skladacce zbyva doplnit.

Je tieba podotknout, ze vyzkum v soucasnosti striktné nerespektuje pfirozeny vztah hostitel-virus a je
provadén na tkanovych kulturach, které jsou velmi nedokonalym modelem hostitelského organizmu. Ba
navic jsou vyuzivany i bunky pro virus exotické (napf. kvasinky), jejichz infekce je mozna po vymeéné
virovych obalovych glykoproteini. Timto pfistupem vytvafime jakysi modelovy nahled na problema-

tiku, ktery je sice v obecné roviné postacujici, ale v konkrétnich situacich muze byt nepfesny.



2. Hostitelské faktory ucastnici se replikace viru
Rousova sarkomu

2.1 Historicky kontext RSV gag pol env c-onc

Na pocatku 20. stoleti bylo zjisteéno, ze nekteré nadory - Delece

jsou transplantovatelné mezi riznymi organizmy

(Beebe & Ewing 1906; Marine & Lenhart 1910). nebo gag pol env

vvvvvv

o ; ) . Transkripce
domactho (Rous 1910), zahy se ale ukazalo, ze na roz- gt a sestiih

dil od dfive popsanych rakovinnych bujeni k jeho

AA

pfenosu neni nutné transplantovat bunky, ale staci - Baleni do
virionu

malé mnozstvi bezbunééného filtratu (Rous 1911).

Peyton Rous tedy postuloval, ze pficinou rakovinného

bujen{ by mohl byt maly paraziticky organizmus, jako Reverzni

. S " S transkripce
je tomu 1 u jinych onemocnéni, nebo chemicka latka P

produkovana nadorovymi bunkami. Popsal i vznik
rezistence vuci tomuto agens a pozoroval zvySeni

agresivity nadoru po nékolika transplantacich. Pozdéji

. v .. Integrace
se ukazalo, ze timto agens je virus. V roce 1966 Rous I

ziskal Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu za ob-

jev prvniho rakovinotvorného viru.
Obrazek 1 | Model transdukce bunééného pro-

Price na RSV byla kratce po jeho objevu pferusena. Na toonkogenu (c-onc) do genomu viru. Prevzato ze
Swanstrom et al. (1983), upraveno.

scénu se vraci az v poloviné 20. stoletd, kdy je popsan la-

boratorni postup pro transformaci tkanovych kultur (Temin & Rubin 1958). Pokusy vrcholi objevem RNA-

-dependentni DNA-polymerazy (reverzni transkriptazy), ktery rozsifil puvodné jednostranny vztah mezi

DNA a RNA v centralnim dogmatu molekularni biologie (Baltimore 1970; Temin & Mizutani 1970). Za ten-

to objev ziskali Nobelovu cenu v roce 1975 David Baltimore, Renato Dulbecco a Howard Martin Temin.

V 80. letech byla popsana homologie mezi virovym onkogenem v-Src a bunéénou protein-tyrosin ki-
nazou c-Src (Parker ef al. 1981; Swanstrom e al. 1983). Tento vyzkum vedouci k pochopeni vztahu mezi
transformujicim virovym proteinem a bunéénym protoonkogenem (obr. 1) byl v roce 1989 ocenén No-
belovou cenou pro Johna Michaela Bishopa a Harolda Eliota Varmuse. V roce 1983 byl genom RSV

osekvenovan (Schwartz ez al. 1983).

V roce 1983 byl ale také poprvé izolovan a popsan HIV-1 (ptvodné jako HTLV-III, resp. LAV), ktery
na sebe nasledné stahl vétsinu pozornosti (Barré-Sinoussi e# a/. 1983; Gallo et al. 1983). I tento objev si

v roce 2008 vyslouzil Nobelovu cenu.



2.2 Virus Rousova sarkomu

Retroviry se podle usporadani genomu déli na jednoduché a komplexni. Prvni z nich kéduji tfi hlavni
proteinové produkty, Gag (group-specific antigen), Pol (polymeraza) a Env (obalovy glykoprotein), kte-
ré jsou nezbytnou soucasti viriont. Soucasti polyproteintt Gag, nebo Pol je také virova proteaza (Pro).
Komplexni retroviry nesou navic geny pro nestrukturni proteiny. Ackoli RSV kéduje nestrukturn{ pro-
tein v-Src, fadi se mezi jednoduché retroviry. Podle taxonomické piibuznosti tvoii retroviry sedm rodu,

RSV je alfaretrovirus (tabulka 1) (Vogt 1997a; Vogt 1997b).

Vzhledem ke své reprodukeéni strategii, kdy je virova DNA v¢lenéna do chromozomu hostitele, maji
retroviry potencial pfeménovat hostitelské bunky na nadorové. Mohou se integrovat do genu pro onko-
supresor (protein kontrolujici bunécny cyklus; zména se projevuje recesivné) a tim jej narusit, nebo pred
hostitelsky protoonkogen (protein, ktery ma potencial se stat onkogenem; zména se projevuje jako do-
minantni), jehoz transkripce je kvili silnému retrovirovému promotoru zesilena a deregulovana. Takové

retroviry oznacujeme jako chronicky transformujici.

P1i integraci v okoli protoonkogenu muze nastat situace, kdy je gen pro onkogen ,,omylem* pfipojen
k virovému genomu a sbalen do viriona (obr. 1) (Swanstrom e 2/ 1983). K tomu vétsinou dochazi na
ukor jiného virového genu a takovy virion neni schopen replikace bez doplnéni ztracenych proteina.
Zminény proces je vyuzivan i pfi genové terapii, kdy transgenni virus vnasi do hostitele upraveny gen.
I v tomto pifipadé je vSak mozna komplementace pomoci jiného nedefektniho viru (tzv. helper virus),
nebo pomoci defektniho proviru, ktery je ukryt v genomu hostitele a jiz neumoznuje vznik infekénich
¢astic (tzv. endogenni virus). Vyjimecné je onkogen piipojen do virového genomu bez poskozeni ostat-
nich gend. Vysledkem je virion schopny replika¢niho cyklu i vyvolani nadorového bujeni. Takové viry
oznacujeme jako replikacné kompetentni a akutné onkogenni.

Tabulka 1 | Celed Retroviridae - taxonomické rozdéleni. Podle Vogt (1997a), aktualizovano s vyuzitim databaze
ICTV (2014).

Podceled’ Rod P¥iklad druhu Genom
. Rous sarcoma virus (RSV) . .
Alpharetrovirus avian lekosis virus (ALV) jednoduchy
s . mouse mammary tumor virus . ,
§ Betaretrovirus Mason-Pfizer monkey virus jednoduchy
>
§ Gammaretrovirus Moloney mur|ne Ieuk'em'la virus (MMLV) jednoduchy
» 2 murine leukemia virus (MLV)

Orthoretrovirinae Q - | o —
Deltaretrovirus prlmatg Tymp ot.rop.lc virus komplexni

bovine leukemia virus
Epsilonretrovirus walleye dermal sarcoma virus jednoduchy

human immunodeficiency virus 1 (HIV-1)
Lentivirus equine infectious anemia virus (EIAV) komplexni
simian immunodeficiency virus (SIV)

Spumaretrovirinae Spumavirus human foamy virus komplexni




To je i pfipad transformacéné nedefektnich kmena RSV (PR-RSV, SR-RSV), které ve svém genomu koduji
onkogen v-Src. Jde o protein-tyrosin kinazu, jejiz bunécna varianta c-Src se ucastni signalizace a regulacnich
déju v bunce. Virem kédovany protein se od bunééného lisi absenci regulacnich oblasti a neustale tak sti-
muluje bunécny rast a délend. To zajist’uje vétsi produkei virového potomstva. RSV se pravdépodobné vyvi-

nul z ALV, od kterého se odlisuje pouze ptitomnosti genu pro v-Src (Martin & Duesberg 1972; Temin 1976).

RSV spolu s ALV tvoii skupinu virti ptaciho sarkomu a leukézy (avian sarcoma and leukosis viruses,
ASLYV), ktera pati{ mezi alfaretroviry. Ve svém genomu velkém zhruba 9,5 kb (obr. 2A) nese geny gag,
pro, pol a env a oproti ALV jeste navic sre. Celogenomova mRNA dava vzniknout polyproteinu Gag(Pro)
a v mens{ mife i Gag(Pro)-Pol, pro jehoz translaci je nutny ribozomaln{ posun ¢tectho ramce (tzv. fra-
me-shift) o jeden nukleotid zpatky (Jacks & Varmus 1985). Z prekurzoru Gag(Pro) je autokatalyticky
vystépena proteaza PR, ktera béhem maturace $tépi Gag na proteiny MA (matrixovy protein), p2a, p2b,
pl0, CA (kapsidovy protein) a NC (protein nukleokapsidy) i prekurzor Pol na RT (reverzni
transkriptaza) a IN (integraza). Sestfizena mRNA nese geny e a sr¢, nebo jen sre. Eukaryotickdi mRNA
je monocistronni — ribozém rozpoznava prvni vazebné misto, proto je ze sestfizenych mRNA transla-
tovan vzdy jen prvni gen. Z genu env vznika polyprotein Env, ktery bunécna proteaza v Golgiho aparatu
stépi na glykoproteiny SU (povrchova podjednotka) a TM (transmembranova podjednotka) (Vogt

1997b). Ze sre je syntetizovan protein v-Src.
2.3  Replikacni cyklus RSV a hostitelské faktory

Replikaéni cyklus RSV (obr. 2B) se rozdéluje na ¢asnou a pozdni fazi. Casnd faze zacind rozpoznanim
bunécéného receptoru a naslednou endocytézou. Po okyseleni vzniklého endozému virové proteiny
fuzuji endozomalni a virovou membranu a nukleokapsida se uvoliuje do cytoplazmy. Tam se formuje
komplex reverzni transkripce a za pfitomnosti deoxyribonukleotidti probiha pfepis virové genomové
RNA (gRNA) do DNA kopie (cDNA), ktera je ve formé preintegracniho komplexu pfenesena do jadra

a integrovana do genomu hostitele.

V pozdni (chronické) fazi probiha nepfetrzita transkripce proviru do pre-mRNA, ze které je ¢ast sestfi-
hovana do subgenomovych mRNA. Vsechny virové mRNA jsou opatfeny 5’ ¢epickou a 3’ poly(A)
koncem. Nasledné jsou translokovany z jadra do cytoplazmy a translatovany hostitelskymi ribozémy na
strukturni polyproteiny a virovy onkogen v-Src, ktery stimuluje déleni infikovanych bunék. Polyproteiny
jsou spolu s gRNA sméfovany k bunécné membrané, kde dochazi ke skladani novych viriona. Po vypu-
¢eni z bunky se z polyproteinu Gag autokatalyticky vystépi virova proteaza, ktera dale §tépi Gag a Pol

prekurzory. Tim vznikd maturovana ¢astice schopna dalsi infekee.

Béhem celého procesu RSV vyuziva hostitelské faktory, které jsou pro néj esencialni. Absenci mnohych
z nich virus nedokaze nahradit. RSV je pfizptsoben faktorim v ptac¢ich burkach, nicméné je schopen
infikovat i nékteré bunky savci, integrovat do jejich genomu provirus a ve vyjimecnych ptipadech se

v nich i replikovat (viz kap. 2.5 Permisivita hostitelskych bunék vaci RSV).
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A

provirova DNA 5'| LTR | 2o ‘pro ‘ pol | LTR [3'
| env | | src |

gag-pro-pol mRNA  cap d (AAA),
env mRNA  cap——— (AAA),
src mRNA  cap—— (AAA),

Obrazek 2 | A | Usporadani genomu viru Rousova sarkomu. Transkripce probiha z LTR (long terminal repeat) ob-
lasti provirové DNA a primarni transkript nasledné podstupuje alternativni sestfih, jehoz vysledkem jsou tfi popula-
ce mRNA. Prvni tvoii nesestfizena celogenomova mRNA, ze které se translatuji geny pro Gag (group-specific an-
tigen), Pro (protedaza) a Pol (polymerdza); druhou sestfizena pro protein Env (obalovy glykoprotein) a tfeti sestfizend
pro protein v-Src (virovy onkogen). Vsechny mRNA jsou opatieny m’G ¢epi¢kou na 5’ konci a na 3’ konci jsou polya-
denylovany. Sipka oznacuje misto posunu ¢teciho rdmce o jeden nukleotid zpét. Zdrojem dat pro ilustraci je nukleo-
tidova sekvence z Schwartz et al. (1983).

B | Replikaéni cyklus RSV. Casna faze: 1) rozpoznani bunééného receptoru; 2) receptorem zprosttedkovana endo-
cytoza; 3) fuze virové membrany s membranou endozému, zformovani komplexu reverzni transkripce a samotna
reverzni transkripce; 4) vznik preintegra¢niho komplexu a jeho import do jadra; 5) integrace virové cDNA (modie) do
genomu hostitele (zelené). Pozdni faze: 6) transkripce proviru; 7) sestiih virové mRNA (Cervené), capping, polya-
denylace; 8) export mRNA z jadra do cytoplazmy; 9) translace, syntéza polyprotein(i Gag(Pro) (zeleny), Gag(Pro)-Pol
(zelenomodry), Env (Cerveny) a proteinu v-Src; 10) translokace Gag(Pro) do jadra, jeho asociace s nesestfizenou
gRNA a export komplexu z jadra; 11) posttranslaéni Upravy Env a v-Src v sekretorické draze, expozice na povrch
buriky; 12) skladani virionG; 13) puceni; 14) maturace, Stépeni polyproteinovych prekurzor(.. Onkogeneze: 15) pro-
tein-tyrosin kinaza v-Src fosforyluje sekundarni posly a stimuluje buriku k rdstu a bunéc¢nému déleni. Vertikalni
prenos: 16) provirus se replikuje s hostitelskou DNA a pfenasi se do dalsich generaci.
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2.3.1 Bunécné receptory pro vstup RSV

Retroviry maji na svém povrchu virové obalové glykoproteiny, které rozpoznavaji proteiny na povrchu
hostitelskych bunék — bunécné receptory. Diky této interakci jsou retroviry schopny identifikovat hosti-
telské bunky a pfichytit se na né. Pitomnost receptort urcuje tropizmus virt: ¢asto jsou bunécné re-

ceptory specifické pro urcity organizmus nebo tkan.

Prave podle variant proteinu Env a jim ovlivnéné hostitelské specifity mtzeme skupinu ASLV rozdélit
do podskupin A-E, ] a K (tabulka 2) (Vogt & Ishizaki 1965; Vogt 1967; Duft & Vogt 1969; Payne ¢ al.
1991; Cui et al 2014). Podskupiny F-1 byly objeveny v genomu divokych druht ptactva ve formé
endogennich provirt a od ASLV se lisi i v Gag a polymeraze (Fujita ef al. 1974; Hanafusa ez al. 1976;
Troesch & Vogt 1985). Mezi jednotlivymi podskupinami ALV a RSV muze probihat rekombinace, coz

dokazuje mnozstvi chronicky 1 akutné onkogennich izolovanych kmenua (Temin & Kassner 1976).

Kazda z podskupin A-E vyuziva néktery z bunécnych receptortt kédovanych v lokusech #a, b ¢t tve
(tumor virus A, B, C) (Rubin 1965; Payne & Biggs 1960). Tyto lokusy byly objeveny jiz v sedesatych le-

tech, neexistovaly ale metody pro identifikaci proteinovych produktu.

V lokusu #a je kédovan protein TVA pattici mezi receptory pro LDL (low-density lipoprotein). Jeho
smycka, ktera vaze LDL, slouzi jako receptor podskupiné A (Bates ez 2/ 1993; Young e al. 1993). Pri-
marn{ transkript je alternativné sestfthovan do dvou forem: kratsi TVA800 s GPI kotvou na C-konci

a delsi TVA950 s transmembranovou doménou (Bates ¢z a/. 1993).

Lokus #b ma nékolik alel, mj. #6"" a wb", které koduji proteiny TVB® a TVB®. Ty se od sebe lis zimé-
nou cysteinu (TVB®) za setin (TVB®) v pozici 62. Jedna se o varianty receptoru pro TNF (tumor ne-
crosis factor). Obé varianty proteinu slouzi jako receptor pro podskupiny B a D. Podskupina E vyza-
duje TVB®' (Adkins e /. 2000). Byla objevena také alela #b" v kratich burikich, kterd kéduje protein
TVB', fungujici jako receptor pouze pro ASLV-E (Adkins e# al. 1997).

Gen #ve kéduje protein TVC, ktery vyuziva podskupina C. Je sekvenéné nejvice podobny savéimu imu-

noglobulinu — butyrophilinu BTN1A1 (Elleder ez a/. 2005).

Kazdy z lokusi muze obsahovat také rezistentni alely (2, tva”, wl/, tu¢), rezistence se potom projevuje
vétsinou jako defekt v expresi receptoru — tedy pouze u recesivnich homozygota (Klucking ez a/ 2002;

Elleder ez al. 2004).

Pozdéji objevena podskupina | vznikla pravdépodobné rekombinaci s endogennimi retroviry (Benson ez
al. 1998). Jako receptor vyuziva Na*/H" pfenase¢ NHE1 (Chai & Bates 2006). Na rozdil od ostatnich
ptacich druht nebyla mezi kufaty pro tento receptor objevena rezistentni alela 7y, kvili cemuz se virus

rychle sifi v kufecich chovech (Payne ef o/ 2010; Kucerova ef al. 2013).
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Tabulka 2 | Ptaci retroviry. Zatimco ASLV a LPDV patfi mezi alfaretroviry, REV je gammaretrovirus. Endogenni
retroviry jsou klasifikovany spise jako retrotranspozony, nicméné bylo prokazano, ze vétsina ptacich endogennich
retrovirll je sekvencné pribuznéjsi s beta- a gammaretroviry (Bolisetty et al. 2012).
ASLV, avian sarcoma and leukosis viruses; BTN1A1, butyrophilin, subfamily 1, member A1; CSV, chicken syncytial vi-
rus; CZAV, Carr-Zilber associated virus; GPV, Golden pheasant virus; GQV, Gamble’s quail virus; HPRS, Houghton Poul-
try Research Station; LDLR, low density lipoprotein receptor; LPDV, lymphoproliferative disease virus; MAV, myelob-
lastosis-associated virus; NHE1, Na*/H* exchanger 1; PR-RSV, Prague strain Rous sarcoma virus; RAV, Rous-associated
virus; REV, reticulo-endotheliosis virus; RPV, ring-necked pheasant virus; SNV, spleen necrosis virus; SR-RSV, Schmidt-
-Ruppin strain RSV; SRVR, simian retrovirus receptor; TNFR, tumor necrosis factor receptor. Prevzato z Weiss (1993),

upraveno.
Skupina Podskupina Priklad kmene Hostitel Pienos Receptor
RAV-1
A kure exogenni TVA800, TVA950 (LDLR)
PR-RSV-A
MAV-2
B kute exogenni TVB®', TVB® (TNFR)
PR-RSV-B
RAV-49
C kure exogenni TVC (BTN1AT1)
PR-RSV-C
ASLV
CZAV
D kufe exogenni TVB®', TVB* (TNFR)
SR-RSV-D
RAV-0
E kufe endogenni TVB®', TVBT (TNFR)
RAV-60
J HPRS-103 kure exogenni NHE1
K Js11c kure endogenni -
RPV
F baZant obecny endogenni -
RAV-61
Gaf“e bird GPV bazant zlaty endogenni -
viruses
RAV-62 koroptev polni endogenni -
I GQv krepel ptilbovy endogenni -
REV krocan
REV - csv kure exogenni SRVR
SNV kachna
LPDV - - krocan exogenni -




2.3.2 Vstup viru do bunék

Viry obecné délime na neobalené a obalené (s fosfolipidovou membranou na svém povrchu). Obalené,
mezi které patfi i retroviry, vyuzivaji pro uvolnéni nukleokapsidy do cytoplazmy faze virového obalu
s membranovym systémem hostitelské bunky. Faze je stimulovana bud’ rozpoznanim koreceptoru na
cytoplazmatické membrané, nebo okyselenim vacku po endocytéze virionu. Nékteré retroviry (napf.
HIV-1) dokazou vyuzivat obé¢ cesty, avSak skupina ASLV vstupuje do bunék pouze endocytézou.
I v tomto se jednotlivé podskupiny ASLV odlisuji, konkrétni endocytoticka draha je totiz funkéné spo-

jena s receptorem, ktery ji dokaze aktivovat.

Podskupina ASLV-A vyuziva dvou cest vstupu do bunky. Tou prvni je po interakci s receptorem
TVAS800, ktery je pomoci GPI kotvy pfichycen do oblasti membrany odolné vuci detergentu SDS (de-
tergent-resistant membrane, DRM), DRM zprostiedkovana endocytéza (Narayan ef /. 2003). DRM je
bohatd na cholesterol, sphingolipidy a protein caveolin-1, coz umoznuje tvorbu caveola (Kurzchalia &
Parton 1999, review). Druhou moznosti je vstup pfes transmembranovou formu receptoru TVA950,
pii némz nedochazi k DRM zprostfedkované endocytoze. I osud virionu se lisi — zfejmé sméfuiji clathri-

novou endocytézou do jiného kompartmentu, kde jsou pomalu degradovany (Narayan ez o/ 2003).

ASLV-B vstupuje do bun¢k clathrinem zprostiedkovanou endocytézou (Diaz-Griffero ef al. 2002), kte-

ra je na caveolinu-1 nezavisla. Receptor ' VB nenf asociovan s DRM a je kolokalizovan s clathrinem

(Diaz-Griffero e al. 2005).

Jak pro clathrinovou tak caveolinovou endocytézu je nutny dynamin, ktery se podili na odskrceni vacka
(Damke e al. 1994; Oh et al. 1998), nicméné v bunkich exprimujicich mutantni formu dynaminu
(K44A) jsou vyuzivany alternativni endocytotické drahy na dynaminu nezavislé (Damke e a/. 1995).

Podobné si bunika dokaze poradit i pii absenci clathrinu (Wettey e a/. 2002).

Bylo zjisténo, ze RSV je po vystaveni nizkému pH stale schopen, na rozdil od viru chfipky, vstoupit do
bun¢k. To vedlo k pfedpokladu, ze kyselé endozomalni prostfedi neni pro infekei nutné (Gilbert e al.
1990). Dalsi experimenty vsak ukazaly, Zze virovy obalovy glykoprotein Env prochazi konformacni
zménou pii specifické vazbé na receptor a teprve po této zméné se virus stava citlivym na pH (Mothes
et al. 2000). K miseni virové a endozomalni membrany sice dochazi v neutralnim pH (Earp ez a/. 2003),
pro produktivni infekei je vsak nutné okyselen{ vacku (Diaz-Griffero ef a/. 2002; Narayan ez al. 2003),
a to pomoci vakuolarni H"/ATPazy (Marquez-Stetling ¢# al. 1991). Ta se do ¢asného endozému dostava
jeho splyvanim se starsimi endozomy, které reguluje fosfatidylinositol 3-kinaza (PI3K) prostfednictvim
proteinu Rab5 (Li ez a/. 1995). Pravé PI3K je aktivovana receptorem podskupiny | a clathrinovou endo-
cytézou skupin A a B (Feng ef a/. 2011). Po okyseleni dochazi k dalsim konformacnim zménam vi-

rovych proteint, které vyusti ve fizi membran.



2.3.3 Reverznitranskripce

Ackoli viriony nesou RNA, virova cDNA byla detegova-
na jiz v cytoplazmé (Varmus ez a/. 1974). Po fizi membran
a uvolnéni nukleokapsidy z endozému dochazi ke zfor-
movani RTC (reverse transcription complex), ktery za pfi-
tomnosti deoxyribonukleotidi (dANTPs) a dvojmocnych
kationta pfepisuje gRNA do cDNA. Pro zahdjeni syntézy
DNA je vzdy nutny primer, v pifpadé ptacich retrovirt je
jim tRNA™ navazani na PBS (primer binding site)
v gRNA jiz pii skladani viriont (Folk & Faras 1970).

Schéma reverzni transkripce je zobrazeno na obr. 3.

Presné slozeni RTC neni znamo, protoze je problema-
tické komplex izolovat a jeho velikost se méni podle pou-
zité metody purifikace. Interakce mezi jednotlivymi sloz-
kami jsou slabé a po opusobeni detergenty zanikaji.
Navic i pfimo v bunkach jsou zastoupeny razné
kompletni RTC, pficemz pokud néktery z faktora chybi,
nevede to k produktivni infekci. Byly provedeny izolace
RTC MMLV (Moloney murine leukemia virus) a HIV-1
a z pruniku téchto studif mizeme usoudit, ze v RTC jsou
zastoupeny kromé nukleovych kyselin i virové proteiny
RT a IN. CA protein je soucasti RTC u MMLYV, ale do
jadra uz nevstupuje, v piipadé HIV-1 se CA v RTC nena-
chazi, na rozdil od proteind MA a NC (Fassati & Goff
1999; Fassati & Goft 2001). V ptipad¢ HIV-1 byla po-
psana interakce mezi MA a aktinem, ktera je nutna pro

efektivni reverzni transkripci (Bukrinskaya ez 2/ 1998).

Proces reverzni transkripce je na hostitelskych fakto-
rech nezavisly, s vyjimkou dNTPs a dvojmocnych
kationtd, které jsou pro reakci i wvitro nezbytné
(Rothenberg & Baltimore 1975; Rothenberg & Balti-
more 1977; Clayman e a/. 1979). Pii inkubaci neporu-
senych viriond HIV-1 s dNTPs a polyaminy (napf.
spermin, spermidin) iz vivo byla pozorovana dokonce
reverzni transkripce (tzv. pfirozena endogenni reakce)

jesté pfed vstupem do bunc¢k (Zhang ef al. 1996).
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Obrazek 3 | Schéma reverzni transkripce. tRNA je
asociovana s virovou gRNA (¢erné) a slouzi jako pri-
mer pro reverzni transkripci. Po syntéze 3’ konce mi-
nus-vldkna DNA (oranzové) je komplementarni
gRNA S3tépena reverzni transkriptdzou, respektive
jeji RNazovou aktivitou. Nasledné je pomoci
komplementarity repetitivni sekvence (R) vyuZita
jako templat druha molekula gRNA, kterd je béhem
reverzni transkripce fragmentovdna RN4zovou ak-
tivitou reverzni transkriptdzy. Kratké fragmenty
slouzi jako primery pro syntézu plus-vldkna DNA
(Cervené). Po odstranéni primeru molekula ob-
sahuje lepivé konce, vznikd cirkuldrni meziprodukt,
ktery dava vzniknout linedrni dsDNA. LTR, long ter-
minal repeat; PBS, primer binding site; PPT, polypu-
rinovy trakt; R, repetitivni oblast; U3, U5, netransla-
tované oblasti na 3; resp. 5’ konci. Pfevzato z Te-
lesnitsky & Goff (1997), upraveno.



2.3.4 Preintegracni komplex a jeho vstup do jadra

Prepsana cDNA tvofi spolu s proteiny preintegracni komplex (PIC) (Bowerman e a/. 1989; Lee & Cof-

fin 1990). Jeho tcelem je pfenos virové cDNA do jadra a nasledna integrace.

Vysledky prvotnich vyzkumu byly mylné interpretovany, soudilo se, Zze vstupu do jadra neproliferujicich
bunck jsou schopny jen komplexni retroviry a ty jednoduché museji ¢ekat az na bunécné déleni a roz-
pad jaderné membrany. Pfimo pro ASLV bylo toto omezeni infekce bunck v interfazi experimentalné
dokazano (Humphries & Temin 1972; Humphries & Temin 1974); nasledné vsak bylo zjisténo, ze
retrovirovy cyklus je v nedélicich se bunkach blokovan uz na urovni reverzni transkripce, kdy je v cy-
toplazmé malé mnozstvi ANTPs (Fritsch & Temin 1977). Pozdéjsi pokusy ukazuji, ze bunééné déleni
neni v reprodukci RSV esencialni, nebot’ malé mnozstvi bunék (3 %) bylo infikovano i ve stacionarni

tazi (Hatziioannou & Goff 2001; Katz ez a/. 2002).

PIC je (v ptipadé HIV-1 a MLV) slozen z virové cDNA, integrazy, reverzni transkriptazy, matrixového
a nukleokapsidového proteinu a hostitelského dimeru DNA vazebnych proteind Ku70/Ku80. Ku70
a Ku80 jsou podjednotkami DNA-dependentni protein kinazy (DNA-PK) rozpoznavajici dsDNA zlo-
my (Miller e# al. 1997; Li et al. 2001). Pro svoiji velikost (vice nez 160S) neni PIC schopen volné difize
do jadra skrz jaderné pory. Proto integraza RSV obsahuje bazicky jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear lo-
calization signal, NLS) (Kukolj ¢z a/. 1997; Kukolj ez al. 1998). Pro translokaci IN je sice vyuzivan impor-
tin-B3, ale ne v dimeru s importinem-o. Jako adaptorovy protein zfejmé slouzi néktery z hostitelskych
faktorti (importin-5, importin-7 ¢i transportin-1) vyuzivanych pro transport histonu H1. V procesu také
dochazi ke spotfebé ATP, at’ uz pfi samotném transportu, ¢i pfi doplnovani GTP (Bauetle e a/ 2002;

Andrake e al. 2008).

Pozdéji byly objeveny NLS také v MA a NC doménach polyproteinu Gag. MA neobsahuje bézny
bazicky NLS a je v ptacich bunkach translokovan slabé, a sice pomoci pfenasecu transportin-SR
a importin-11. Hlavni NLS polyproteinu Gag je v NC domén¢ a vyuziva transportn{ systém zalozeny
na importinu-o (Butterfield-Gerson ez a/. 2006). Tato interakce pomaha vstupu PIC do jadra; jeji hlavni

vyznam bude zminén dale (viz kap. 2.3.10 Jaderny export).

2.3.5 Integrace

Segmentované plus-vlakno DNA je v jadfe doplnéno a opraveno a spolu s genomovym minus-vlaknem
muze byt pavodné linearnf molekula cirkularizovana (Shank & Varmus 1978). Na obou procesech se

podileji hostitelské enzymy. Cirkularni forma je vSak vedlejsim produktem a neni pouzita pfi integraci

(Brown et al. 1989).
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Cirkularni molekuly mohou obsahovat jednu, ¢i dvé LTR sekvence. Na vzniku 2-LTR kruht se podileji
nehomologni opravy DNA (nonhomologous end joining, NHE]); 1-LTR kruhy vznikaji i pfi poskozeni
této cesty (Li ez al. 2001) jako vysledek homologni rekombinace zavislé na komplexu MRN (Mrell,
Rad50 a NBS1) (Kilzer ez a/. 2003).

Autointegraci brani hostitelsky protein BAF (barrier-to-autointegration factor), ktery se vaze na virovou
DNA, kondenzuje ji a tim omezuje jeji piistupnost (Lee & Craigie 1998; Skoko e# a/. 2009). Jeho ami-
nokyselinova sekvence je mezidruhové variabilni a mohla by byt zodpovédna za hostitelskou specifitu

viru. Nicméné interakce s alfaretroviry zatim nebyla prokazana.

Pro integraci je zfejmé esencialni DNA-PK| ktera se podili na NHE] (Daniel ¢f a/. 1999). Toto bylo
zjisténo jak pro RSV, tak pro HIV-1 a MMLV. Dalsi prace vsak ukazala, ze minimalné pro integraci
HIV-1 neni DNA-PK nutnd (Baekelandt e 4/ 2000). NHE] se kromé tif podjednotek DNA-PK
(DNA-PKcs, Ku70, Ku80) tcastni i komplex XRCC4-DNA ligaza-IV. DNA-PK muze navic aktivovat
MRN drahu (Smith & Jackson 1999, review).

V bunkach bez funkéni DNA-PK ji nahrazuje ATM (ataxia telangiectasia mutated) kinaza, ktera se na
procesu integrace obvykle nepodili, jeji absence za soucasné aktivity DNA-PK nevede k snizeni virové
transdukce. Nasledné je DNA opravena drahou vyuzivajici ATR (ATM and Rad3-related) kinazy. Inhi-
bitorem aktivity ATM i ATR je kofein — v bunkach pod jeho vlivem je sniZzena integrace jak HIV-1, tak
RSV (Daniel ez al. 2003). Ke snizeni aktivity ATM a ATR o 50 % zn vitro je nutna 0,2, resp. 1,1mM kon-

centrace kofeinu. DNA-PK ke kofeinu senzitivni neni (Sarkaria ez 2/ 1999).

U HIV-1 byla pozorovana také integrace pomoci homologni rekombinace s ucasti MRN inhibovana
proteiny RAD18, RAD51 a RADS52, které interaguji s IN (Lau e# o/ 2004; Lloyd ez al. 2006; Cosnefroy ez
al. 2012).

Pavodni studie, ktera neuvazovala podil hostitelskych faktor na specifité integrace, ukazala, ze integra-
ce probiha do piistupnych oblasti hostitelské DNA s rozvolnénymi nukleozémy, casto se slabou
transkripcni aktivitou. Naopak silnéjsi transkripce integraci inhibuje, nebot” DNA vazebné proteiny
a cely transkripcni aparat brani nasednuti integrazy (Weidhaas ez 2/ 2000). To bylo nasledné prokazano
pro transkripéni faktory HNF3 a GATA4, které brani integraci do svych vazebnych mist (Taganov e7 al.
2004).

Preference integracni oblasti se ale mezi retroviry lisi, coz poukazuje na vliv hostitelskych faktora (Mit-
chell ¢f al. 2004). Napiiklad u HIV-1 byla pozorovana interakce mezi integrazou a LEDGF/p75 (lens
epithelium-derived growth factor), ktery sméfuje PIC specificky k euchromatinu (Cherepanov ez .

2003). Tato interakce je ale lentivirové specificka a u jinych retrovird neprobiha (Busschots ez 2/ 2005).
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Pro klinické vyuziti v genové terapii byla sledovana integrace ASLV v lidskych bunkach. Alfaretrovirové
skych bunkach totiz nepreferuji integraci do transkripénich pocatkt a pouze malo jsou zvyhodnény
transkripéné aktivni oblasti a CpG ostrovy, na které jsou geny bohaté (Mitchell ¢7 2/ 2004; Moiani ef 4.
2014). Za moznou pficinu byla uvadéna absence nékterého z hostitelskych faktora v lidskych bunkach,
proto byla nedlouho po osekvenovani kufectho genomu provedena podobna studie na kufecich em-
bryonalnich fibroblastech (CEF). Ta ale pouze potvrdila data ziskana na lidskych bunkach, které se zfej-
mé ve faktorech ovliviiujicich specifitu integrace ASLV od CEF nelisi — pokud vibec takové faktory
existuji (Barr ef al 2005). Je potieba vzit v potaz, ze lidsky genom je tfikrat vétsi nez kufeci, na cemz se
podili hlavné rozvoj nekédujicich oblasti. ASLV v pfirozeném hostiteli maji vyssi pravdépodobnost, ze

se ,,trefi do transkripcné aktivni lokality, zatimco savéi retroviry se do ni nechavaji nasmérovat.
2.3.6 Replikace provirové DNA

Virus je ve formé proviru integrovan do nékterého z hostitelskych chromozomu a jeho DNA se nijak
nelisi od svého okoli. Ma pouze niz$i obsah GC para oproti transkribovanym kufecim geniam (Robin-
son et al. 1965). Replikacni aparat nema $anci provirus rozpoznat a pfi syntéze DNA v S-fazi bunééné-
ho cyklu vznika jeho kopie. Ta je pfi mitdze a cytokinezi pfedana dcefiné bufice a virova informace se
tak §iff i vertikalnim smérem. Tato myslenka byla poprvé postulovana v 60. letech jako tzv. provirova

hypotéza (Temin 1961; Svoboda ez al. 1963).

Bunky jsou k replikaci DNA stimulovany pomoci virového onkogenu v-Src — protein-tyrosin kinazy, je-
jiz bunécny homolog c-Src se mj. podili na zprosttedkovani signalt pro bunécény rist a déleni v em-
bryonalnim vyvoiji zdravého organizmu (Collett & Erikson 1978; Slamon & Cline 1984).

2.3.7 Transkripce

Provirova DNA je velmi siln¢ transkribovana. Mechanizmus se nelisi od pfepisu hostitelskych gent pro
mRNA, také je vyuzit transkripéni aparat s RNA polymerazou II. Intenzitu transkripce ovliviiuji
regulacni sekvence lokalizované pfed samotnym genem — promotorova oblast, na kterou se vaze poly-

meraza, a kompetice enhancert se silencery, respektive proteint, které se na né¢ vazou.

Tyto regulacni sekvence jsou umistény v LTR oblasti proviru, kterou muzeme rozdé¢lit na regiony
U3-R-U5, pficemz U3 se na 5 konec dostava béhem reverzni transkripce (obr. 3). V U3 oblasti PR-
-RSV-C jsou obsazeny promotorové sekvence GGAAAGAAAAG (CAT-box) a TATTTAAG (TATA-
-box). Transkripce za¢ina zhruba o 20 nukleotidd od TATA-boxu déle dinukleotidem GC, na vzniklém
transkriptu je hostitelskymi enzymy vytvofena 5’ ¢epicka m’GpppGmC (Yamamoto ez /. 1980).

Transkripce je zesflena enhancery pfed promotorem. A prave enhancery definuji transformacéni poten-

cial chronicky onkogennich kment: zatimco endogenni RAV-0 neobsahuje Zadnou enhancerovou sek-
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venci (ackoli promotorovou oblast ano) a nezpusobuje leukézu, RAV-1, RAV-2 a transformacné defekt-
nf RSV vazou regulacni proteiny velmi silné, coz jednak zvySuje mnozstvi vyprodukovaného potom-
stva, zaroven ale i pravdépodobnost transformace bun¢k zesilenou transkripci gena dale v genomu —
potencialnich onkogent (Hayward ez a/ 1981; Weber & Schaffner 1985). Jako enhancery funguji U3 tan-
demové repetice: RAV-0 neobsahuje zadnou, PR-RSV-C dvé a RAV-1 dokonce ctyfi (Hodgson ef /.
1987). Dalsi enhancery byly objeveny za promotorem v gag genu (Arrigo ef al. 1987).

RSV byl hojné vyuzivan jako model pro detekei transkripénich faktorti. Ruddell (1995) popsané interak-

ce pfehledné shrnuje ve svém review.
2.3.8 Sestrih

Veskeré subgenomové mRNA obsahuji stejnou pocatecni sekvenci o zhruba 100 nukleotidech (Weiss ¢#
al. 1977). To vedlo k hypotéze, Zze na vzniku populace mensich mRNA (pro proteiny Env a v-Src) se
podili jaderny sestfih (Stoltzfus & Kuhnert 1979).

Virova pre-mRNA RSV obsahuje jedno 5 normalni a dvé 3’ suboptimalni sestfihova mista (ALV po
jednom), kterd jsou rozpoznavana s nizsi ucinnosti, nez je bézné u hostitelské pre-mRNA (McNally &
Beemon 1992). Komplexni retroviry navic koduji proteiny, které sestfih reguluji negativni zpétnou vazbou
(Feinberg et al. 1986). Zadny z proteini RSV se regulace sestfihu netéastni, nicméné byly identifikovany
RNA sekvence ovlivijici sestfih 7 cis. Jde o oblasti pfed 3’ akceptory a oblast v genu gag, ktera obsahuje

negativni regulator sestiihu (NRS) (Arrigo & Beemon 1988; Katz ez a/. 1988; Stoltzfus & Fogarty 1989).

NRS na sebe vaze vsechny sestithové faktory
U1 37—+ “TCCATTCATApppG-5'

LEer el
U5 a U6 snRNPs), ale navici U1l a2 U12 snRN-  NRS 57—« PCCTTITTATCCTT - - =37

Ps

podilejici se na normalnim sestiihu (U1, U2, U4,

které se podileji na Ul2-dependentnim | [T
U11 37— - “TTCGGGAAAAAPPPG-5'

bl

sestfihu a zde kompetuji o vazebné misto s Ul
, Lo y oy ... Obrazek 4 | Parovani bazi mezi RNA negativniho regulato-
a U2. Tim urcuji pomér sestfizené a nesestfizen¢ py sestiihu (NRS) a sestiihovych faktord U1 a U11. Misto

pre—mRNA (Gontarek of al. 1993: Hibbert ef al rozeznavané U1 je podtrzené, U11 nadtrzené; Sedivé vyzna-
’ ¢eno misto sestfihu. Podle McNally & McNally (1999), upraveno.
1999). Sekvence NRS je podobna béznym 5

sestfthovym mistim pro vazbu Ul a Ul1, obé vazebna mista se ale piekryvaji (obr. 4) a komplementarita

NRS s RNA U1 a Ul1 je pouze v osmi z deseti, respektive Sesti z osmi bazi (McNally & McNally 1999).

Dalsi experimenty s NRS vedly k poznatku, Ze pro vazbu U1l a nasledny U12-dependentni sestfih jsou
nutné RNA vazebné SR proteiny hanRNP H, SF2/ASF a SC35 (McNally & McNally 1996; Fogel &
McNally 2000; McNally e o/ 2006). Také bylo zjisténo, ze lidsky U5 snRNP hPrp8 se na 5 sestiihové
misto v NRS vaze nespravné, nebo se nevaze vibec, coz brani aspésnému dokonceni sestfihu (Giles &
Beemon 2005). V sav¢ich bunkach vsak sestfih virové pre-mRNA neprobiha optimalné a objevuji se

populace anomalné sestfizenych mRNA (Berberich ef a/. 1990; Lounkova et al. 2014).
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2.3.9 Polyadenylace

Sestfihovy aparat navazany na hostitelskou pre-mRNA stimuluje polyadenylaci na 3’ konci. Diky tomu se
z jadra nesestfizena mRNA nedostava, pfipadné je bez poly(A) v cytoplazmé degradovana. Vsechny vi-
rové RNA jsou pfed exportem z jadra také polyadenylovany nezavisle na tom, zda obsahuji intronovou
sekvenci. To zpusobuje NRS element a hlavné jaderné faktory na ném navazané — bez vazby SR proteina
a snRNPs na NRS k dochaz{ k procteni polyadenylacniho signalu a RNA polyadenylovana neni.
Komplex NRS napodobuje funkéni spliceozom a stimuluje polyadenylacni komplex (Fogel ez a/. 2002).

Samotna polyadenylace je pomérné malo ucinna, zhruba v 15 % dochazi k procteni polyadenylacniho
signalu a vznikaji dels$i transkripty. I to ma svuj ucel, nebot’ pfi integraci pfed bunécny protoonkogen
dochazi k zesileni jeho produkce, navic chronicky onkogenni ALV muze inkorporovat tento onkogen

do svého genomu (timto zpusobem se vyvinul RSV) (Herman & Coffin 1980).

Nepredpoklada se, ze by samotna polyadenylace byla zprostfedkovana jinymi hostitelskymi faktory nez
u bunéénych mRNA, i RSV obsahuje standardni polyadenylacni signal AAUAAA. Na néj specificky na-
seda protein CPSF (cleavage and polyadenylation specificity factor) (Christofori & Keller 1988), jehoz
vazba je stabilizovana CstF (cleavage stimulation factor). CstlF rozpoznava naslednou sekvenci bohatou
na U ¢ GU a prave tato oblast je v pfipadé RSV suboptimalni (MacDonald e a/. 1994; Maciolek &
McNally 2008), coz vede ke snizeni ucinnosti polyadenylace. Na procesu se podileji také poly(A) poly-
meraza a cleavage faktory (CF I a II) (Christofori & Keller 1988).

2.3.10 Jaderny export

Nesesttizena bunécnd mRNA neni z jadra exportovana, ale retroviry musi toto omezeni obejit. Komplexni
retroviry kéduji protein Rev (nebo jiny podobny protein), ktery se vaze na Rev-responsible element v env
genu (Malim e# a/. 1989). Nesestfizena virova mRNA diky tomu muze interagovat s jadernym exporti-
nem-1. Jednoduché retroviry podobny protein nekdduji, jsou zavislé na bunécnych faktorech, pro jejichz
vazbu nesou specifickou sekvenci iz ¢is. Pro tento ucel byly v genomu RSV identifikovany pfimé repetice
(direct repeats, DRs) (Ogert e al 1996). Pro export jsou nutné bunécné faktory Tap, jeho kofaktor p15
a DEAD box helikaza Dbp5 (LeBlanc ez 2/ 2007), ale proteiny, které pfimo interaguji s DRs, nejsou znamy.

Cast virové nesestiizené mRNA slouzi jako gRNA a je inkorporovana do viriontl. Pro jeji export z jadra
je pravdépodobné vyuzivan virovy protein Gag, ktery obsahuje jak NLS, tak exportni signal (nuclear ex-
port signal, NES). NLS jsou v doménach MA a NC a podilejf se také na importu PIC do jadra v rané
fazi infekce; NES je lokalizovan v doméné p10, ktera neni soucasti PIC. (Scheifele ¢f o/ 2002). NC NLS
se prekryva s doménou zprosttedkovavajici vazbu Gag s enkapsidacnim signalem W na gRNA, ta je ale
ithned po translaci Gag obsazena importiny, takze k vazbé v cytoplazmé nedochazi. Gag je translokovan

do jadra, kde se importiny oddéli a Gag asociuje s gRNA. To vede k dimerizaci Gag a navazani
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CRM-1/RanGTP komplexu, ktery exportuje Gag/gRNA z jadra (Scheifele ez al 2002; Gudleski ez a.

2010). V cytoplazme dochazi k multimerizaci Gag a vzniku viriont (Swanstrom & Wills 1997).

Export sestfizené i nesestfizené virové mRNA urcené k translaci neni na Gag zavisly (LeBlanc e 4.
2007). Interakce mezi Gag a nékterymi z nesestfizenych virovych mRNA ménf jejich vyznam v repli-

kacnim cyklu na gRNA, ktera uz nenf translatovana.
2.3.11 Translace

Po exportu mRNA z jadra na ni naseda ribozém a translace probiha stejné jako u hostitelskych mRINA.
Ribozém mRNA skenuje a hleda AUG start-kodén. V piipadée proteina Gag(Pro), Gag(Pro)-Pol a Env
translace za¢ina az na ¢tvrtém AUG; pfedchozi tii oteviené ¢teci raimce davaji vzniknout kratkym pepti-
dum, které moduluji replikacni cyklus RSV (Swanstrom e# a/. 1982; Moustakas e/ a/. 1993). V. mRNA se-
tfizené pro syntézu v-Src je AUG4 nasledovan stop-kodénem, funkéni v-Src je translatovan az z patého

AUG (Hughes ez al. 1984).

Oproti jinym retrovirim je virova protedza ASLV soucasti polyproteinu Gag, nikoliv Pol. Gen po/ je
translatovan zhruba 20X méné, protoze musi tésné¢ pied stop-kodonem genu gag dojit k frame-shiftu
o jednu bazi zpét (Jacks & Varmus 1985). Pficinou frame-shiftu je sekvence AAAUUUA a nasledna

sekundarni struktura, ktera posun stimuluje (Jacks ef a/. 1988).

Pri translaci env je signalni sekvence (obr. 5) vznikajictho polyproteinu rozpoznana SRP (signal recogni-
tion particle) a ribozém je pfesunut k membrané endoplazmatického retikula, do jehoz lumen je Env
syntetizovan. Tento proces je shodny s translaci bunéénych proteina sekretorické drahy (Vogt 1997b).

Ac
Gag(Pro) MA p2 CA g NC PR

pl10
PI76 p19 ab p27 p12 p15
|

(W8]

Pol RT IN

p4
Pri180 . p68 p32

Y YYYY Y Y WYY YY Y Y L
Env . SuU ™
signal
gp95 gp85 gp37

v-Src v-Src

pp60 pp60
T 1 T

Obrazek 5 | Proteinové prekurzory RSV. Zvyraznény domény: Gag(Pro): MBD (¢erné), L-doména (3edivé), dvé Zinc-
-finger (svétle zelené), peptidazova A2 (tmavé zelené); Pol: polymerazova (svétle modre), RNaza H (tmavé modfre), in-
tegrazova (fialové); Env: transmembranova (hnédé); v-Src: SH3 (Cervené), SH2 (oranzové), protein kindzova (zluté).
Posttransla¢ni modifikace: acetylace (Ac), glykosylace (Y), palmitoylace (L), myristylace (M) a fosforylace (P). gp, gly-
koprotein; p, protein; pp, fosfoprotein; Pr, prekurzor. S vyuzitim zaznam v databazi UniProt (2015).
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2.3.12 Posttranslaéni modifikace

Po translaci jsou virové proteiny modifikovany bunéénymi enzymy (obr. 5). Na rozdil od ostatnich
retrovira neni Gag na N-konci v ptacich bunkach myristylovan, ale pouze acetylovan (Palmiter ez al.
1978). To brani jeho degradaci bunéénymi enzymy. Zhruba polovina molekul je navic fosforylovana

v MA a NC doménach, tato modifikace ale neni nutna pro retrovirovy cyklus (Lai 1976).

Protoze Env je transmembranovy protein s extracelularni ¢asti, je v endoplazmatickém retikulu bohaté
N-glykosylovan a na dvou cysteinech TM podjednotky palmitoylovan (Martin & Duesberg 1972; Och-
senbauer-Jambor e al. 2001; Pike e# a/. 2011). V Golgiho aparatu je Env pomoci bunécné proteazy furi-
nu $tépen na SU a TM podjednotky, které zustavaji spojeny disulfidickymi vazbami (Leamnson &

Halpern 1976; Garten ¢t al. 1994; Pike et al. 2011).

Z proteinu v-Strc je odstépen N-koncovy methionin a nasledujici glycin je myristylovan. Diky tomu je
v-Src schopen asociovat s plazmatickou membranou (Sefton ef a/. 1982). Protein se také autokatalyticky

fosforyluje na tyrosinu 416 (Neil ez a/. 1981).

2.3.13 Cileni proteinovych prekurzorii k membrdné

Byla objevena interakce Gag proteinu s molekularnim motorem KIF-4 (Tang ef al. 1999), patficim mezi
kineziny, které pfesunujici bunécné kompartmenty smérem k plus-konci mikrotubula (Sekine ef 4/
1994). Pravdépodobné se podili na transportu virovych proteint pod cytoplazmatickou membranu pred

jejich skladanim, nicméné pfesny vyznam této interakce zistava neznamy.

Nasledné¢ Gag pomoci velké bazické MBD (membrane-binding domain) na zac¢atku MA podjednotky
(obr. 5) asociuje s fosfatidylinositol-(4,5)-bisfosfatem (PIP,) (Verderame ez a/. 1996). RSV a HIV-1 jsou
oproti jinym retroviram na PIP, pfimo zavislé, za pfitomnosti gRNA se nevazou k fosfatidylcholinu
a fosfatidylserinu (Inlora ez a/. 2014). Toto omezeni zarucuje, ze ke skladani viriond bude dochazet pod
cytoplazmatickou membranou. Je také mozné, ze MBD interaguje s rozpustnym fosfatidylinositol-
(3,4,5)-trifostatem uz v jadfe a vyuziva jeho cileni k cytoplazmatické membran¢ (Nadaraia-Hoke ez al.
2013).

2.3.14 Pucenivirionii

Do kazdého virionu ASLV je inkorporovano zhruba 100 molekul ubikvitinu (Ub), coz odpovida 5X
vyssi nez cytoplazmatické koncentraci (Putterman ez a/. 1990). Pro srovnani, pocet Gag(Pro) prekurzort
je zhruba 1500, coz odpovida 78 % veskerych proteint ve virionu (Vogt & Simon 1999). Vétsina Ub je
volna, ¢ast je vazana na Gag. Ub je nutny zfejmé az na samotném konci puceni, kdy umoznuje oddéleni

virové a cytoplazmatické membrany (Patnaik e# a/. 2000).
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Podjednotka p2b Gag prekurzoru obsahuje L.-doménu (late assembly domain) (obr. 5) s aminokyseli-
novymi zbytky PPPPYV (Parent ef a/. 1995). Na ni se vazi proteiny LDI-1 a LDI-2 (late domain-inter-
acting) z rodiny Nedd4-like (neuronal precursor cell-expressed developmentally down-regulated) E3

ubikvitin ligdz (Kikonyogo ez a/. 2001).

LDI v cytoplazmé ubikvitinyluji lysiny v MA podjednotce Gag, pficemz do virionu se dostavaji pouze
mono-Ub molekuly (Spidel ez a/. 2004; Vana et al. 2004). To je v rozporu s puvodnim pozorovanim,
podle n¢hoz RSV obsahuje pouze volny Ub (Putterman e a/. 1990); je mozné, ze Ub je pfi maturaci od-
bouravan virovou proteazou, nebo staci pouze malé mnozstvi Gag-Ub pro uspésné vypuceni. Nezbytna
je také samotna L-doména, kterou uméla ubikvitinylace na C-konci Gag nedokaze nahradit (Patnaik ez

al. 2000).

RSV pro vypuceni vyzaduje proteiny Eap20, Eap30, Eap45 drahy ESCRT-II (endocytic sorting
complexes required for transport) a Chmpl-7 s Vps4 AAA ATPazou drahy ESCRT-IIIL. Pravé Vps4
dodava energii pro odskrceni membran, pro svoji funkci vyzaduje ATP a spolupraci s proteinem LIP-5.
RSV na rozdil od HIV-1 nevyuziva drahu ESCRT-I (Medina ez a/. 2005; Scott ez al. 2005; Pincetic ¢t al.
2008).

RSV i HIV-1 obsahuji sekundarni I.-doménu LYPSL v proteinu p10 (resp. p6). Na ni se vaze protein
Alix, ktery je schopen vyuzit ESCRT-I drahu pfes vazbu Tsgl01. Tuto cestu vyuziva pravé HIV-1, ve
wild-type RSV se neuplatiuje (Dilley ez a/. 2010).

2.3.15 Maturace

Vypucené viriony stale obsahuji nestépené proteinové prekurzory, aby byla snizena pravdépodobnost
infekce matefské bunky. Pouze Env je nastépen jiz v Golgiho aparatu. Virova proteaza se sama vystépi
z Gag(Pro) prekurzoru a dale stepi Gag a Pol na funkéni proteiny (von der Helm 1977; Stewart ez 4.

1990). Virion maturuje a je pfipraven infikovat dalsiho hostitele.

HIV-1 navic inkorporuje do viriont hostitelskou peptidyl-prolyl izomerazu cyclophilin A (CyPA), ktera
bé¢hem maturace méni konformaci Gag proteinu, coz umoznuje efektivni vazbu na receptory a vstup
do bunék (Braaten ez al. 1996). Z4adna prace ale nenaznacuje ucast CyPA ani jinych hostitelskych faktora

na maturaci RSV.
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2.4  Restrikcni faktory

Spolecna evoluce hostitelt a jejich virti vedla k vyvinuti u¢inné obrany proti virové infekci. Hostitelské
bunky kéduji a nasledné exprimujf restrikéni faktory, kterymi se snazi zabranit produkei infekéntho vi-
rového potomstva, nebo alespon informovat okolni buriky, potazmo cely organizmus, ze infekce probi-
ha. Viry ovsem maji vysokou mutac¢ni rychlost a velmi rychle naleznou odpovéd na nové vyvinuté bu-
nécné zbrané. Tento nekoneény souboj je zfejme jednim z hlavnich dtvodu pro existenci sestfihu, apo-

ptozy a vlastné celého imunitniho systému hostitele.

vV o, VVvrs

Restrikeni faktory se v posledni dobé tési velkému zajmu védeckych tymu, nebot’ maji potencial v an-
tivirové terapii, zejména proti HIV. Pfestoze se casto jedna o evolu¢né konzervované proteiny, jejich
konkrétni funkce se mezidruhové lisi. I proto o restrikénich faktorech ptacich bunék zatim mnoho ne-

vime.
2.4.1 Restrikéni faktory indukované interferony

Interferony jsou molekuly, které zprostfedkovavaji antivirovou imunitni odpovéd’. Pomoci JAK protein-
-tyrosin kinaz moduluji funkci STAT (signal transducer and activator of transcription) proteind, coz
vede ke zmeéné expresntho profilu bunck. Interferony rozdélujeme na podtypy «, § a vy; jimi vyvolané

reakce se ruznf (Stark ef al. 1998, review).

Protoze se v retrovirovém cyklu nevyskytuje dsRNA, nedochazi ke stimulaci 2°-5’A syntetazy ani PKR
drahy. Interferon-a ale zesiluje expresi proteind Daxx a PML (promyelocytic leukemia) (Greger ef al.

2005; Heuser ef al. 1998).

Savci protein Daxx interaguje s integrazou RSV hned po vstupu PIC do jadra a nasleduje ji do mista in-
tegrace. Reprimuje transkripci na drovni DNA pomoci aktivace metyltranferaz Dnmtl, Dnmt3a
a Dnmt3b, které metyluji CpG v oblasti LTR promotorua. Také zptsobuje epigenetické zmény, nebot’

aktivuje histon-deacetylazy 1 a 2 (HDAC1, HDAC2) (Greger ez al. 2005; Shalginskikh ez a/. 2013).

Dals{ prace poukazuji na vliv multiproteinovych komplext znamych jako NBs (nuclear bodies) a jejich
jednotlivych komponenta, hlavné proteinu PML. Ackoli byly zkoumany interakce mnoha vira s témito

proteiny (Regad & Chelbi-Alix 2001), ASLV mezi n¢ zatim nepatfi.

Interferony ovliviiuji také expresi TRIM E3 ubikvitin ligaz. Byl prokazan vliv savéich TRIM proteint na
razné faze cykla HIV-1, MLV, ale i ALV; vzhledem k evolu¢ni konzervovanosti by mély existovat ho-

mologni proteiny i v ptacich bunkach, ale nemusi plnit stejnou funkci (Uchil e# a/ 2008).

Dale interferony indukujf expresi genu ISG15 (interferon-stimulated gene), ktery kéduje protein homo-

logni k ubikvitinu. Jeho vazba na ESCRT-III proteiny Chmp2A a Chmp5 blokuje jejich transport k bu-
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nééné membrané a zprostiedkovani interakce mezi LIP-5 a ATPazou Vps4, coz nasledné brani od-

stépeni viriont od cytoplazmatické membrany (Pincetic ez a/. 2010; Kuang ef al. 2011).

2.4.2 Cytidin deamindzy

Virovy cyklus HIV-1, SIV (simian immunodeficiency virus), EIAV (equine infectious anemia virus)
a MLV inhibuje lidska cytidin deaminaza APOBEC3G, ktera je inkorporovana do viriontd HIV-1 a vna-
${ mutace do ssDNA pfeménou cytosinu na uracil. To vede k rozpoznani uracil-DNA glykosiddazami
a vzniku abazickych mist a nasledné degradaci DNA. Sav¢i retroviry si proti deaminazam musely vyvi-
nout obranu, z tohoto duvodu HIV-1 kéduje protein Vif (Mangeat ez a/. 2003). Ptaci bunky homology
proteint APOBEC3 neobsahuji a RSV se s nimi bézné nesetkava, proto je na jejich aktivitu velmi citlivy

(Wiegand & Cullen 2007).
2.4.3 CSNé6

Nové objevenym ptacim restrikénim faktorem je CSNO, coz je podjednotka signalozomu COP9. CSN6
je exprimovan v kufecich bunkach, vaze se na katalytickou podjednotku IN a inhibuje jeji funkci (Wang

et al. 2014).

2.4.4 Umlcovdni genii

Prestoze v ptacich bunkach k umlcovani transkripce RSV provira piili§ nedochazi, tato ucinna restrikce
byla pozorovana pii infekci savéich bunck. Cytosin v CpG oblastech LTR a nasledné dalsich virovych
genu je metylovan a exprese je snizena (Seatle ez 2/ 1984). V savcich bunkach k umlceni staci uz slaba
metylace LTR, zatimco v ptacich je nutna vétsi hustota (Hejnar ez 2/ 1999). Metylace je totiz zavisla na
konkrétni sekvenci a da se ji zabranit inzerci CpG casti savciho genu do regulacnich sekvenci RSV

v LTR oblasti (Senigl ez al. 2008).

Za metylaci v lidskych bunkach jsou zodpovédné zejména de novo DNA metyltransferazy Dnmt3a

a Dnmt3b (Senigl ez a/. 2012).

Na represi transkripce se také podili Poly(ADP-ribose) polymeraza-1 (PARP-1), ktera kromé své hlavni
enzymatické aktivity mj. aktivuje histon-deacetylazy a DNA metyltransferazy. V bunkach deficientnich
na PARP-1 dochazi k nékolikanasobnému narastu mnozstvi infekcniho viru, a to jak HIV-1 a MLV, tak
1 RAV-1. Nicméné ani pfitomnost pomérné velkého mnozstvi PARP-1 nebrani transkripci natolik, jak
bychom mohli oc¢ekavat — zfejmé ne vSechny molekuly jsou schopné represe, coz poukazuje na mozny

vliv posttransla¢nich modifikaci ¢i dalsich kofaktora (Bueno e al. 2012).
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2.5 Permisivita hostitelskych bunék vici RSV

Po odhaleni a popsani infekéntho pivodce Rousova sarkomu vyvstala logicka otazka, zda je jeho infek-
tivita omezena pouze na kufata. Zacatkem 40. let byl pozorovan pfenos RSV mezi kufaty a kachnami

(Duran-Reynals 1942) a i proto se zacaly na konci 50. let provadét pokusy o infekci savcich bunek.

Savéim modelem pro studium RSV se staly krysy, ve kterych virus dokazal indukovat rakovinné bujeni
(Svet-Moldavsky 1957). Dokonce se podafilo z jednoho nadoru izolovat infekéni virus (Altaner & Svec
1966), byl ale mutantni v Env glykoproteinu, coz poukazuje na pfizptsobeni se novému hostiteli
(Altaner & Temin 1970). Nicméné tato pozorovani jsou vyjimecnd, virovy cyklus je vétsinou zablo-

kovan po integraci.

Heterotransmisi mezi druhy brani zejména uc¢inna metylace promotorovych a enhancerovych oblasti
proviru, respektive vyssi citlivost transkripcénich faktord na metylaci DNA v nepermisivnich bunkach
(Hejnar e al. 1999). Dochazi také k aberantnimu sestfihu ez mRNA a export nesestfizené mRNA
z jadra je vyrazné mén¢ ucinny (Berberich ez a/. 1990; Lounkova ef al. 2014). Ziejmé z téchto davodu je
v kfec¢ich bunkach exprimovano pouze malé mnozstvi Gag prekurzoru, Env neni syntetizovan vibec
a zadny detegovatelny virus neni produkovan. Expresi proviru lze obnovit fuzi nepermisivnich bunék
s kufecimi bunkami, které zfejmé komplementuji absenci nékterého z hostitelskych faktord — nicméné
vyzkum je teprve v pocatcich a nelze zatim specifikovat, o kolik faktora se jedna a které to jsou (Svobo-

da & Dourmashkin 1969; Lounkova ¢z al. 2014).

Zde je tfeba poznamenat, ze od izolace jednotlivych kment RSV jiz uplynulo mnoho let a diky pasa-

vvvvvv

specifity muze souviset s mutagenezi, nebot’ prvni mezidruhovy pfenos byl pozorovan az 30 let od izo-

lace RSV.
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3. Zaveér

Neustale probihajici souboj mezi virem a jeho hostitelem nam umoznuje nahlédnout do nasi evoluc¢ni
minulosti. Tlak na vyvoj antivirové obrany dal vzniknout nes¢etnému mnozstvi mechanizmu, diky kte-
rym jsou slozitéjsi organizmy schopny obstat v dne$nim svété. Pripominkou ndm muze byt pohled na

nas vlastni genom, jehoz podstatnou ¢ast tvoii retrotranspozony a endogenni retroviry.

Porozuménim obrannym mechanizmtm a jeho aplikaci jsme dnes schopni butikim v tomto boji pomo-
ci: mizeme umeéle zvysovat ucinnost restrikénich faktorti a poskytovat jejich vyhody jednodussim or-
ganizmum. Naopak identifikaci hostitelskych faktort, které virus zneuziva ve svém replikacnim cyklu,
ziskavame jasny cil pro vyvoj léciv.

Virus Rousova sarkomu a jeho chovani v kufecich bunkach jsou pro nas dobrym modelem. Pro vé-
decké pracovniky je RSV bezpecnéjsi alternativou lidskych patogent, mezi které patii HIV. Jednodussi
bezpecnostni opatfen{ snizuji naklady na vyzkum, ziskané poznatky vsak nemaji nizs$i hodnotu a byly
uspesne aplikovany na HIV uz kratce po jeho objevu. Hostitelské faktory RSV ale zustavaly dlouho na

okraji naseho zajmu a zbyva zde doplnit mnoho souvislosti.

Prestoze HIV ztstava nasim primarnim nepfitelem mezi retroviry, i obrana proti RSV ma pro nasi
spolecnost vyznam. Vyvojem vakcin jsme schopni eliminovat ekonomické ztraty, které ptaci retroviry
zpusobuji v chovech drubeze. Naskyta se nam i moznost genetickych manipulaci a to jak na strané
hostitele, tak na strané viru. V soucasnosti probiha vyvoj kufeci linie s bodovou mutaci v receptoru
NHE]1, ktera by se mohla stat rezistentni viaci ALV-]. Kromé technickych problému ale narazime také
na otazku etiky. Pfestoze by se tato linie neméla fenotypove lisit od jinych kufat, jedna se jiz o geneticky
modifikované organizmy a toto stigma je predem fadi na nepopularn{ pozici. Zustava otazkou, zda eko-

nomicky a technologicky piinos pfevazi pfedsudky spolecnosti — ¢i spise kdy se tak stane.

Existence RSV pro nasi spolecnost nemusi byt jen problémem, ale i pfinosem. Do rozvoje genové te-
rapie bylo investovano mnoho prostfedku, vysledky se vsak dostavuji velmi pomalu. A prave k RSV se
nyni pfesouva pozornost. Byl vyvinut vektorovy systém RCAS, ve kterém je mozné nahradit virovy
onkogen s jinym genem, schopnym komplementovat poskozené funkce u dédi¢nych poruch. Tento
systém je bezpecnéjsi nez dfive pouzivané vektory odvozené od gammaretrovira ¢i lentivirt, protoze
alfaretroviry jsou do genomu lidskych bunék integrovany nahodné a pravdépodobnost rozvoje leuké-
mie ¢i jiného nadorového onemocnéni je tak mnohem nizsi. Zatim nevyfesenym problémem vsak zu-

stava transkripéni uml¢ovani proviru v savcich bunkach.

Od Rousova objevu uplynulo jiz vice nez 100 let. Diky intenzivnimu vyzkumu v minulém stoleti jsme
se pfiblizili k pochopeni interakei mezi retroviry a jejich hostiteli, neda se vsak fici, Ze by se neprozkou-
mand oblast zmensila, naopak. Ziskali jsme nadhled nad celou problematikou a nyni se muzeme zaméfit

na konkrétn{ cile. Celime novym vyzvam, které mohou nasi spolecnost posunout zase o kousek dal.
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