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Abstrakt

Viry svym pusobenim zasahly vyvoj vSech organizmti. Maji jednoduchou vnitini organizaci a obsahuji
mens$i mnozstvi, vétSinou dobie popsanych RNA. V ptipad¢ (+)ssRNA virt slouzi genomova RNA rovnéz
jako mRNA. Diky tomu se viry jevi jako idedlni modelovy systém pro ziskani informaci o novych RNA
modifikacich a zaroven k pochopeni funkce modifikaci jiz popsanych.

V této praci byl jako modelovy systém studovan zastupce retrovird, virus lidské imunitni nedostate¢nosti
typ 1 (HIV-1). V dalsi studii byly testovany Ctyii zastupci pikornavird pro popis methylacniho spektra. Pro
ziskani informace o RNA methylacich byla pouzita kombinace dvou technik, kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (LC-MS) a sekvenacnich technik. Vysledky LC-MS analyzy odhalily velké mnozstvi
1-methyladenosinu (m'A) v RNA izolované z HIV-1. Mapovaci technika vytvofena pro m'A pak potvrdila
pritomnost methylace pouze v pfibalenych tRNA. Tento vysledek nasledn¢ vedl k prepocitani RNA
slozeni virové partikule HIV-1.

V piipadé pikornavirti odhalila LC-MS m'A pouze u dvou hmyzich viri (virus pytlickovitého plodu, SBV
a virus deformovanych kiidel, DWV). Stejné tak byla potvrzena i piitomnost 5-methylcytidinu (m°C).
Nasledné sekvenacni techniky (m'A mapovani a bisulfitové sekvenovani) potvrdily p¥itomnost m'A a m°C
pouze v tRNA. Tento objev ukazuje, Ze si i dalsi viry, nejen HIV, pfibaluji hostitelskou tRNA. Navic,
tRNA neni balena ndhodné, ale typy tRNA balené lidskym HIV-1 virem a vcelimi pikornaviry jsou velmi
podobné, coz by mohlo znamenat, ze viry partikularni tRNA vyuzivaji pii infekei.

Klidova slova: RNA modifikace, LC-MS, RNA-seq, 1-methyladenosin, HIV-1, pikornaviry, tRNA, tRNA
fragmenty



Abstract

Viruses are the major force that shapes the evolution of both pro- and eukaryotic organisms. They have
a simple inner organization and contain only a few, wusually well-described RNAs.
In the case of +(ss)RNA viruses, their genomic RNA serves also as mRNA. This makes them
a perfect model system for searching for new mRNA modifications as well as for understanding the role
of already known modifications.

In this work, Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) from the Retroviridae family was used as
a model system. In the following study, four representatives from the Picornaviridae family were tested
for RNA methylation profile. To get the information, a combination of two techniques was developed,
liquid chromatography- mass spectrometry (LC-MS) and sequencing techniques. Results of LC-MS reveal
a surprisingly high amount of 1-methyladenosine (m!A) in RNA isolated from HIV-1. Nevertheless,
the m'A mapping sequencing technique confirm m'A position only in co-packed tRNA. This led to
the recalculation of HIV-1 virion RNA composition.

In the case of Picornaviridae, LC-MS revealed m'A and 5-methylcytidine (m°C) in two insect viruses
(Sacbrood virus, SBV and Deformed wing virus, DWV). RNA seq techniques (m'A mapping and bisulfite
sequencing) confirmed the presence of m'A and m°C only in tRNA. Further analysis revealed that tRNAs
are present in the form of 3" and 5” fragments. This finding shows that also other viruses co-pack tRNAs.
Surprisingly, the types of co-packed tRNAs are similar in distinct virus families: HIV-1
and Picornaviridae. This finding may indicate that particular co-packed tRNAs play some important
general role in viral infection.

Key words: RNA modifications, LC-MS, RNA-seq, 1-methyladenosine, HIV-1, Picornaviridae, tRNA,
tRNA fragments
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1. UvoD

1.1 Modifikace RNA

Chemické modifikace RNA jsou znamy od 50. let 20. stoleti (Davis and Allen 1957) a byly potvrzeny
u eukaryot, prokaryot, archei a jejich virti (Potuznik and Cahova 2020, Boccaletto, Stefaniak et al. 2022).
I kdyz je pritomnost modifikaci v RNA znama jiz nékolik desitek let, jejich dilezitost a kli¢ova role
v biologickych dé&jich v buiice byla objevena az nedavno. Béhem poslednich let se diky znaénému
zdokonaleni detekénich technik podatilo nalézt mnoho dal$ich modifikaci a to i v méné zastoupenych RNA
(Li and Mason 2014). U mnoha z nich je vSak jejich funkce stale neznama. V dne$ni dobé€ je znamo kolem
170 RNA modifikaci (Boccaletto, Machnicka et al. 2018), které byly nalezeny v riznych typech RNA.
Nejlépe prozkoumané jsou rRNA a tRNA, tedy tzv. funkéni RNA, jejichz mnozstvi ¢ini ptes 90 % vSech
RNA v bunice (v zavislosti na organizmu). V jednotlivych skupinach tRNA bylo nalezeno nejvétsi
mnozstvi modifikaci (Suzuki 2021). Oproti tRNA je rRNA mén¢ modifikovana, ale i v jejim pfipade je
poloha a typ modifikace esencidlni pro spravné fungovani molekuly (Sloan, Warda et al. 2017).
V kddujicich mRNA, zastoupené piiblizné z 5 %, pak bylo nalezeno kolem deseti modifikaci (Li and
Mason 2014). Modifikace v tRNA a rRNA ovliviiuyji hlavné funkénost molekuly. V mRNA pfitomnost
modifikaci ovliviiuje schopnost kddovat informaci, kterou mRNA nese. Tento fakt vyvolal velkou vinu
zdjmu a polozil zéklady tzv. epitranskriptomiky (Jurga and Barciszewski 2021). Postranskrip¢ni
modifikace nukleosidii v RNA ovliviiyji Siroké spektrum vlastnosti RNA. Maji casto vliv na stabilitu
molekuly nebo na spravné poskladani translaéniho mechanizmu buriky. To pak dale ovliviiuje napt. tvorbu
proteint. Role modifikaci byla také prokdzana v regulaci genové exprese (Meyer and Jaffrey 2014),
embryonalnim vyvoji, diferenciaci kmenovych bunék (Batista, Molinie et al. 2014) a mnoha dal$ich d¢&ja.
Velké odvétvi vyzkumu modifikaci se vénuje i jejich vlivu na lidska onemocnéni a jejich ptipadnou 1é¢bu
(Batista 2017, Nombela, Miguel-Lopez et al. 2021). Nasledujici podkapitoly se budu vénovat RNA
modifikacim, kterymi se prace zabyvala (Obr.1).
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Obr. 1: Struktury vybranych modifikovanych nukleosid(.

1.1.1 5-methylcytidin (m>C)

5-methylcytidin byl popsan nejdifve v DNA pred vice nez 70 lety (Hotchkiss 1948). V RNA byl m>C
poprvé potvrzen v roce 1975 ve virové mRNA (Dubin and Stollar 1975). m>C byl také detekovén ve vSech
majoritné zastoupenych RNA. V tRNA je jeho pfitomnost dileZita pro dosazeni spravné struktury (Helm
2006). Pozice m°C v rRNA ovliviiuje poskladani ribozomalni jednotky, jeji stabilitu a proces translace
(Sloan, Warda et al. 2017). V mRNA byl studovén jeho vliv na translaci, transport a stabilitu molekuly.
Podle publikovanych studii zavisi efektivita translace mRNA na tom, v jakém tseku mRNA se m°C
vyskytuje. V pripadg, Ze se m°C vyskytuje v kodujici sekvenci mRNA, déa se jeho vliv na translaci
povazovat za negativni (Huang, Chen et al. 2019). Pokud je ale zvy$ené mnozstvi m°C detekovano
v 3’-UTR (neptekladana oblast, untranslated region), vliv na translaci mRNA se jevi jako pozitivni
(Schumann, Zhang et al. 2020). m’C je také nezbytny pro navazani exportniho proteinu (ALYREF) a podili
se tedy na regulaci transportu molekuly z jadra (Yang, Yang et al. 2017). Ani v pfipadé¢ vlivu na stabilitu
mRNA nejsou nazory na ptitomnost m°C jednotné. Studie provedena na modelovém organizmu (Danio
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pruhované) pfichdzi se zavérem, ze béhem aktivace embryonalniho genomu (MTZ, maternal-to-zygotic
transition) byla pozorovana vyssi stabilita matefské mRNA v ptipad¢, Ze byla modifikovana (Yang, Wang
et al. 2019). N¢které dalsi studie ale vliv methylace mRNA na stabilitu mRNA nepozorovaly (David,
Burgess et al. 2017). Role m°C je diskutovana i v oblasti vyzkumu rakoviny, napf. jako biomarker
u pacientll s hepatocelularnim karcinomem (Xue, Zhao et al. 2020).

1.1.2 1-methyladenosin (m!A)

Modifikace m'A byla poprvé popséana v 60. letech (Dunn 1961). Jeji piitomnost byla potvrzena v tRNA,
rRNA a vneddvné dobé i v mRNA (Dominissini, Nachtergaele et al. 2016, Li, Xiong et al. 2016).
Za fyziologickych podminek nese m'A kladny naboj, coz mize ovlivitovat strukturu RNA a/nebo RNA-
protein interakci. Methylova skupina v pozici N! blokuje klasické Watson-Crick parovani béazi, tedy A:U
nebo A:T. m'A je vSak schopny vytvofit vodikovy mistek i s jinymi bazemi (Hoosteen parovani bazi).
Tato vazba je vSak v porovnani s klasickou vazbou A:U nebo A:T méné stabilni (Xiong, Li et al. 2018).
Methylovou skupinu lze chemicky in vitro pfemistit z pozice N' na pozici N® adeninu (Dimrothiv
presmyk). Reakce probiha za alkalickych podminek, kdy dochazi k otevieni kruhu a pfesmyku methylu
(Macon and Wolfenden 1968).

V tRNA je piftomnost m'A nezbytna pro stabilizaci struktury a spravného fungovani molekuly (Liu, Clark
et al. 2016). Modifikace v pozici 1322 lidské 28S rRNA vyrazné¢ napomaha tvorbé 60S ribozomalni
podjednotky (Sharma, Hartmann et al. 2018). Studie zabyvajici se poétem m'A v mRNA jsou prozatim
nejednoznaéné. V lidské mRNA identifikoval Li et al. (Li, Xiong et al. 2017) stovky m'A, oproti tomu
Safra et al. (Safra, Sas-Chen et al. 2017) popsal pouze desitku modifikovanych mist. Ob¢ studie se ale
shoduji, ze m'A obsazen v kodujici oblasti mitochondridlni mRNA, brani diky naruseni Watson-Crick
interakci modifikovanych kodond translaci.

1.2 Metody detekce

Diky stale citlivéjsim technikdm detekce stoupa pocet objevenych RNA modifikaci. Pro pochopeni
biologické funkce jednotlivych modifikaci je vSak zdsadni zndt nejen o jakou modifikaci se jedna,
ale 1 identifikovat RNA, ve které se nachazi, a nasledné jeji pozici v fetézci.

1.2.1 Kapalinova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii (LC-MS)

I vdnes$ni dobé =zistava kapalinova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS) (Obr. 2) velmi dilezitou technikou vyuZzivanou k potvrzeni pfitomnosti modifikace ve vzorku
RNA. Izolovana RNA, ve které ma byt modifikace potvrzena, je enzymaticky $tépena do formy nukleotidi
nebo nukleosidl. Takto pfipravené vzorky jsou podrobeny analyze LC-MS. Obrovskou vyhodou této
metody je jeji citlivost a robustnost (Globisch, Pearson et al. 2011, Gaston and Limbach 2014). Analyza
jednoho vzorku je schopna podat informace o vice modifikacich ve vzorku obsazenych. V kombinaci
s izotopoveé znaCenymi slouCeninami je tato technika také schopna podat informace o mnoZstvi
identifikované modifikace ve vzorku (Briickl, Globisch et al. 2009). Diky zptsobu, jakym jsou vzorky
pripravovany vsak zanikd informace o poloze hledané modifikace v sekvenci, i z jakého typu RNA
modifikace pochazi. Proto je pfiprava a Cistota testované RNA esencialnim krokem. I drobna kontaminace,
zvlasté pak typy RNA, které obsahuji vetSi mnozstvi modifikaci (napf. tRNA, rRNA) muze vést
k zavadéjicimu zaveéru. Ve srovnani se sekvenacnimi technikami, je pro hmotnostni analyzu potiebné
pomérné velké mnozstvi vstupniho materialu, tedy izolované RNA.



1.2.2 RNA sekvenacni techniky (RNA-seq)

Sekvenacni techniky jsou oproti LC-MS schopné podat informaci o pozici modifikace v sekvenci RNA
(Mortazavi, Williams et al. 2008). Tyto metody vSeobecné vyuZzivaji reverzni transkriptazu, ktera prepisuje
RNA do cDNA. cDNA je pak znasobena béhem polymerazové fetézové reakce (PCR). Vyhodou RT pfi
detekci nékterych modifikaci je pfedev§im jeji schopnost reagovat na piitomnost modifikované baze
v sekvenci RNA bud zastavenim piepisu do cDNA nebo vlozenim jiné/neparujiciho nukleotidu
do vznikajiciho fetézce cDNA. Kombinovanim této techniky s metodami, které jsou schopné oznacit
polohu modifikované baze, dochazi k obrovskému posunu v mapovani RNA modifikaci.

Nejcastéjsi metodou znaceni riznych typt modifikaci v fetézci RNA je chemicka uprava modifikované
baze. Takova uprava z pravidla vede ke zvyraznéni pozice modifikované baze a presnéjsi reakci RT pii
prepisu.

Dalsi technikou kombinovanou s RNA-seq je imunoprecipitace (IP). V pfipadé¢ této metody dochazi po
fragmentaci RNA k reakci modifikované baze se specifickou protilatkou. Naslednd IP by pak méla
selektovat pouze fragmenty obsahujici danou modifikaci. PouZzivani protilatek se vsak jiz dnes ukazuje
jako metoda, ktera piinasi pomérné velké mnozstvi falesné¢ pozitivnich vysledki (pozic testované
modifikace), protoZe protilatky nebyvaji tak specificke, jak by se o¢ekavalo (Helm, Lyko et al. 2019).
Nevyhodou sekvenacnich technik oproti LC-MS je nutnost vytvoreni specifické metody pro kazdou
hledanou RNA modifikaci. Dal§im problémem mohou byt chyby vnesené béhem slozité pripravy
sekvenacnich knihoven nebo nespravné zpracovani ziskanych dat.

5-methylcytidin (m>C)

Jedna z metod, které vyuziva protilatky pro detekci m°C se nazyva m°C-RIP (Edelheit, Schwartz et al.
2013). Dalsi technikou vyuZivajici protilatky je Aza-IP. Tato technika k detekci m°’C vyuzivajici
metabolické znaceni (5-azacytidin) v kombinaci s proteinovou imunoprecipitaci (Khoddami and Cairns
2013).Proteinovou precipitaci vyuziva i technika miCLIP. Ta vyuZziva mutantni NSUN2, proti kterému
jsou pak pouzity protilatky (Linder, Grozhik et al. 2015).

Odlisnou technikou je bisulfitové sekvenovani, které je zalozeno na rizné specifické chemické reakci
cytidinu a 5-methylcytidinu. Metoda byla piivodné vytvotena pro detekci 5-methyldeoxycytidinu v DNA,
ale postupn¢ byla upravena pro RNA (Schaefer, Pollex et al. 2009). Toto sekvenovani je zalozeno
na predpokladu, Ze plsobenim ¢inidla dochazi ke konverzi C na U, m°C vSak ziistdva beze zmény.
Podrobnéji bude tato technika popsana dale v praci.

N'-methyladenosin (m'A)

m!A-seq je klasicka sekvenaéni technika vyuZzivajici riizné typy reverznich transkriptaz (RT). Podle typu
RT dochazi pii ptepisu v misté€ m'A bud’ k zastaventi transkripce (Hauenschild, Tserovski et al. 2015) nebo
k vneseni jiného nukleotidu (Safra, Sas-Chen et al. 2017).

Protilatky proti m!'A, nasledna imunoprecipitace fragmentt, které obsahuji modifikovanou bézi a pfepis
do ¢cDNA pomoci RT bylo pouZito u technik m'A-meRIP (Dominissini, Nachtergaele et al. 2016),
m!A-ID-seq (Li, Xiong et al. 2016) a m' A-MAP (Li, Xiong et al. 2017). Hlavnimi rozdily mezi metodami
je priprava kontrolnich vzorki a pouziti riznych typt reverznich transkriptiz. V piipadé m' A-meRIP byl
pro piipravu kontrolnich vzorkd pouzit Dimrothdv piesmyk. Li a jeho skupina vyuzivali pro piipravu
kontrolnich vzorkti demethylazu ALKB. V piipadé m'A-ID-seq byla pouzita AMV RT, kterd by méla
zastavit prepis pii setkani s m'A a v ptipadé m'A-MAP byla pak pouzita TGIRT RT, ktera by méla pii
setkani s m'A vnést jinou bazi. Vzhledem k tomu, Ze velka ¢ast této prace je vénovana pravé mapovani
m!'A, budou technické detaily a zplisob tvofeni knihoven uvedeny a diskutovany nize.



1.3 Viry

Viry jsou drobni vnitrobunééni cizopasnici pohybujici se na pomezi mezi Zivym a nezivym. Casto byvaji
oznacovany jako nebunécné formy Zzivota. Jednd se o velmi riznorodou skupinu. Oproti buitkdm nejsou
viry schopné se samostatn¢ délit, rast, vytvaret energii nebo proteiny. Ke své reprodukci vyuzivaji aparat
hostitelské buriky.

Viry obsahuji pouze svoji genetickou informaci, kddovanou bud’ v RNA nebo DNA. Podle typu nukleové
kyseliny se viry déli do 7 skupin (Baltimorav systém klasifikace)

V ramci vypracovani této dizertani prace byla pozornost vénovana studiu dvéma typim virQ (retroviry
a pikornaviry). Proto se dalsi ¢ast prace bude vénovat popisu téchto skupin a zastupciim v préci pouzitych.

1.3.1 Retroviry

Retroviry jsou ¢eled virti zplsobujici zavazné onemocnéni hlavné u lidi, dalsich savct a ptakl. Jedna se
o kulovité, obalené viry o priméru 80-100 nm. Vn¢jsi lipidovy obal prostupuji glykoproteiny. Obal kryje
kapsida, kterd ukryva dvé kopie +ssRNA, kazdd o délce 7000-11000 nukleobazi. Po priiniku do buiiky
a uvolnéni gRNA (genomova RNA) dochazi k prepisu gRNA do cDNA pomoci reverzni transkriptazy.
Virova dsDNA je inkorporovana integrazou do genomu hostitelské buiiky. Hostitelska burika neni schopna
virovou DNA rozpoznat a dochazi tedy k pfepisu a naslednému vyuziti buné¢né masinerie k tvorbé novych
virt (Oxford, Collier et al. 2016).

1.3.1.1 Virus lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV)

HIV patii do pod¢eledi Lentivirus, které zpravidla zplsobuji dlouho trvajici onemocnéni, kterému mize
predchéazet i pomérné dlouhd doba latence. HIV ma dva podtypy. HIV-1 je svétove rozsifen a ma vyssi
infektivitu oproti HIV-2, ktery neni tak infekcni a jeho vyskyt se drzi prevazne v zapadni Africe (Visseaux,
Damond et al. 2016). Pro ucely této prace byl zvolen subtyp HIV-1.

HIV-1 je kulovity virus s vn¢jsim obalem o priméru cca 120 nm. Obal je tvoren lipidovou dvouvrstvou,
kterou prostupuji glykoproteiny gp120 a gp41l. Vnéjsi obal obsahuje matrixovy protein pl7 a kryje
proteinova kapsida (p24), ktera obsahuje dvé kopie genové +ssRNA viru. Obé¢ vlakna jsou pevné navazana
na nukleokapsidovy protein p7. Kapsida dale obsahuje enzymy reverzni transkriptazu, intregrazu, proteazu
a dalsi fragmenty RNA z hostitelské buiiky (Oxford, Collier et al. 2016).

Jedno genomové vlakno je cca 9750 nt dlouhé, mé na 5" konci Cepicku a je polyadenylovéano na 3" konci.
gRNA obsahuje 9 gend kodujicich 3 polyproteiny a 6 proteinti. Gag polyprotein je proteolyticky §tépen
na matrix (MA, p17), kapsidu (CA, p24), nukleokapsidu (NC, p7) a p6 protein. Tyto proteiny jsou
zodpovédné pievazné za interni strukturu virové partikule. Gag-Pol polyprotein obsahuje proteazu (PR,
pl5), reverzni transkriptazu (RT, p66, p51), integrazu (IN, p31). Env polyprotrein (gp160) je slozen
z gp120 a gp41 strukturnich glykoproteinti, zodpovédnych za navazani virové partikule k receptoru CD4
a sekundarnich koreceptorti. DalSich Sest genti koduji regulacni (Tat, Rev) a doplikové proteiny (Vif, Vpr,
Vpu, Nef) ovliviyjici schopnost viru infikovat buiiku a tvorbu novych virovych castic (Foley, Leitner et
al. 2015).

1.3.2 Pikornaviry

V této praci byly studovany dva lidské viry z ¢eledi Picornaviridae a dva véeli viry z Celedi Iflaviridae.



1.3.2.1 Lidské pikornaviry
Jako zastupci lidskych pikornavird byly v této praci studovani dva zastupci z celedi Picornaviridae, oba
z rodu enterovird, lidsky echovirus 18 a lidsky rhinovirus typu 2. Enteroviry jsou velmi po¢etnym rodem
pikornaviri, ¢itajicich 15 druht (Enteroviry A-L, Rhinoviry A-C) (Taxonomy 2019). Lidskymi enteroviry
A-D arhinoviry A-C se ro¢né nakazi miliony lidi po celém svété (Harvala, Broberg et al. 2018). Nejcast&jsi
formou ptenosu je fekaln€ oralni cesta u enterovirti nebo pienosem sekretu dychacich cest u rhinovirt.
Infekce Casto probiha bez piiznaki, ale ndkaza se miize projevit i jako horecka, bolest hlavy, onemocnéni
hornich a dolnich cest dychacich nebo onemocnéni tradviciho traktu. Nekteré enteroviry jsou schopné
napadat nervovou soustavu. Klinicky byla jejich pfitomnost prokdzana u virovych meningitid (zanét
mozkovych blan), encefalitid (zan¢t mozku), myelitid (zanétlivé onemocnéni michy), pii akutni chabé
paréze (periferni obrna) a dalSich (Chen, Lee et al. 2020). NejznaméjSim neuropatickym enterovirem je
poliovirus, patfici mezi enteroviry C, zpisobujici poliomyelitidu (détskou obrnu). Diky o¢kovani v§ak bylo
toto onemocnéni prakticky vymyceno. Studie provedené v Evropé uvadéji, ze 66 % non-polio
enterovirovych onemocnéni (rhinoviry nejsou zahrnuty) se tykalo déti do 5 let. U 45 % vSech testovanych
vzorkl byla infekce provazené neurologickymi pfiznaky, ty mohou byt u takto malych déti zvlaste
nebezpecné (Bubba, Broberg et al. 2020).
Enteroviry maji ikosahedralni neobalené virové partikule o priméru 30 nm s T= pseudo3 symetrii. Kapsida
chrani jednovlaknovou gRNA, prumérné 8000 nt dlouhou. gRNA ma na 5° konci kovalentné navazany
VPg protein, ktery je nutny pro replikaci. Dlouhd neptfekladana oblast (UTR, untranslated region) na 5’
konci obsahuje IRES motiv (internal ribosome entry site). IRES umoziuje pfimou syntézu polyproteinu
(Martinez-Salas, Francisco-Velilla et al. 2015). 3" konec je polyadenylovan a je diilezity nejen pro tvorbu
negativniho vlakna RNA, ale také pro translaci a RNA stabilitu (Agol and Gmyl 2018). Inetakce
s receptorem nebo vystaveni kyselému prostiedi v endozomech aktivuje enterovirovou kapsidu do stavu,
kdy dochazi k uvolnéni gRNA. Enterovirim slouzi RNA i jako mRNA a je ptekladana do jednoho
polyproteinu, ktery je nasledné $tépen na funkcni kapsidové podjednotky (VP1, 2, 3 a 4), proteazy a RDRP.
Strukturni proteiny tvoii protomer, ktery je zdkladnim stavebnim kamenem pro ikosahedralni kapsidu.
Celé kapsida je tvofena 60 protomery, které¢ jsou usporadany do pentamerovych jednotek (Duvaud, Gabella
et al. 2021).
V préaci byly pouziti dva zastupci lidskych pikornaviri:

Echovirus 18,

Rhinovirus 2.

1.3.2.2 Vceli pikornaviry

Jako zastupci hmyzich viri byly studovany virus pytlickovitého plodu (Sacbrood virus-CZ, SBV-CZ)
a virus deformovanych kiidel (Deformed wing virus, DWV), oba z ¢eledi Iflaviridae, oba napadajici véelu
medonosnou (Apis mellifera). Vcela medonosna se vyskytuje po celém svét¢ a hraje vyznamnou roli
v zemé&d¢lstvi, protoze mnoho zemédélskych plodin zavisi na opylovani provadéném ptedevsim vcelou.
I proto je v¢ela nedilnou soucast ekosystému a jeho stability. Virové infekce vcel mohou vést k likvidaci
vcelich kolonii a tim i celkovému poklesu vyskytu vcel. To zptisobuje velké finan¢ni ztraty v zemedélstvi
a naruSuje ekosystém (Brutscher, McMenamin et al. 2016, Gisder and Genersch 2017). K rychlejsimu
a efektivnéj§imu prenosu vcelich vir napomaha i vnéjsi parazit vcely, klestik véeli (Varroa destructor)
(Traynor, Mondet et al. 2020).

Viry z ¢eledi Iflaviridae maji neobalené virové partikule, ikosahedralniho tvaru s T = 3 symetrii a velikosti
30-40 nm. Genom koduje jeden polyprotein, ktery je behem transkripce i po transkripci rozdélen na funkéni
jednotky proteazami, které si virus koduje. Vznikaji tak strukturni proteiny a proteiny (VP1, 2, 3), které
slouzi k tvorbé novych virt. Pfitomnost VP4 strukturniho proteinu nebyla prokazana ani u SBV ani u
DWV. V 5" UTR se nachazi IRES. 3" konec je polyadenylovany. Studium struktury a pochopeni, jakym
zpasobem viry uvoliuji svoji genetickou informaci, jsou stézejni pro vyvoj terapeutik, které zabrani Sifeni
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virt.. Tuto praci komplikuje fakt, Ze pro vceli model neexistuje zadna stabilni tkanova kultura. Vytvotené
modely a pristupy jsou testovany na jednotlivych v¢elach, popiipadé jejich koloniich.
V praci byly pouziti dva zastupci vcelich pikornaviri:

Virus pytlickovitého plodu (Sacbrood virus-CZ, SBV-CZ,)

Virus deformovanych kridel (Deformed wing virus, DWV).

1.3.3 Modifikace ve virech

Pritomnost RNA modifikaci ve virové gRNA nebo mRNA ma rzny vliv na mechanizmus tvorby viru.
Neékteré modifikace narusuji klasické Watson-Crick parovani bazi (m'A, I). Diky tomu mohou byt tyto
modifikované béaze pii pfepisu RT nebo RNA-dependentni-RNA polymerazou ,.chybné* ptecteny
a sparovany s jinou bazi (Potapov, Fu et al. 2018). Stejna situace muZze nastat i béhem translace.
V poslednich letech je velmi studovéna i pfitomnost a/nebo absence m°A a jeho vliv na Zivotni cyklus viru.

1.3.3.1 5-methylcytidin (m>C)

Pritomnost m°C byla prokazana u nékterych retrovirt, kde je podle vieho zodpovédna za zvySeni genové
exprese. Bylo popsano, Zze bunécnd methyltransferaza (NSUN2) je schopna methylovat téz virovy
transkript a tim ovlivnit jeho Zivotni cyklus. Inhibice této methyltransferazy vedla ke sniZeni poctu m>C
mist ve virové RNA a déle inhibici translace HIV-1 (Courtney, Tsai et al. 2019). I v pfipad¢ viru mysi
leukemie (murine leukemia virus, MLV) doslo inhibici NSUN2 ke sniZeni produkce viru (Courtney,
Chalem et al. 2019). 5-methylcytidin byl potvrzen i v genomové RNA SARS-Cov-2 (Kim, Lee et al. 2020).
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2. HYPOTEZA A CiLE PRACE

V nedavné dobé¢ byly u mRNA popsany riizné modifikace. Informace o mnoZzstvi a typu modifikaci se
s presngjSimi technikami méni. Testovana mRNA, byva Casto kontaminovana vice zastoupenymi a vice
modifikovanymi nekddujicimi RNA. Viry maji jednoduchou vnitini organizaci a obsahuji mensi mnozstvi,
vétsSinou dobte popsanych RNA. V piipadé (+)ssRNA virl slouzi genomova RNA rovnéz jako mRNA.
Diky tomu se viry jevi jako idealni modelovy systém pro ziskdni informaci o novych RNA modifikacich
a zaroven k pochopeni funkce modifikaci jiz popsanych. V soucasné dob¢ je asi nejlépe prostudovanou
a nejvice zastoupenou modifikaci v mRNA N®-methyladenosin. V poslednich letech byla né&kolika
skupinami prezentovana pfitomnost 1-methyladenosinu v mRNA. V zavislosti na technice provedeni
experimentu se mnozstvi m'A pohybovalo od tisicti po jednotky pozic v mRNA. Pfesna funkce m'A
v mRNA vsak nebyla dokonale popsana a vyskyt m'A ve virech v dobé& tvorby prace publikovan nebyl.
Proto se prace zamétuje prednostné na tuto methylaci.

Cile préace:

L Ptipravit dostate¢né mnozstvi ¢istych virovych partikuli HIV-1 pro izolaci RNA.

1L Vytvoteni vhodné LC-MS metody k detekci adenosinovych modifikaci v RNA izolované
HIV-1 a jejich kvantifikaci.

111 Vytvofeni mapovaci techniky pro m'A (RNA-seq) a stanoveni ptivodu a pozici methylace.

Iv. Zhodnoceni vyznamu methylace na kompozici RNA obsazenych ve virové partikuli HIV-1

V. Pripravit dostate¢né mnozstvi cCistych virovych partikuli pro izolaci RNA vybranych
pikornaviri.

VL Vytvoteni vhodné LC-MS metody k detekci methylaci RNA vybranych pikornavird a jejich
kvantifikaci.

VII.  Aplikace sekvenacnich technik pro ziskani informace o pozici testovanych modifikaci.
VIII.  Zhodnoceni vyznamu testovanych methylaci na RNA kompozici virové partikule vybranych
pikornaviri.
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3. METODIKA

3.1 Prfiprava virovych partikuli HIV-1

Piiprava virovych partikuli HIV-1 probihala v BSL-3 laboratofi Virologie UOCHB, Praha. Virové
partikule byly pfipraveny RNDr. Janou Trylc¢ovou, Ph.D. a Ing. Barborou Benoni.

3.2 Priprava pikornavir(

Pikornaviry byly pfipraveny v laboratofi Strukturni virologie doc. Mgr. Pavla Plevky, Ph.D. (CEITEC,
Brno). SBV virové partikule byly piipraven Mgr. Karlem Skubnikem, Ph.D. a DWV virové partikule byly
pripraveny Mgr. Michaelou Prochazkovou, Ph.D.. Lidské pikornaviry (E18 a RV2) byly pfipraveny
Mgr. Lenkou Smerdovou, Ph.D..

3.3 LC-MS RNA z HIV-1

Izolovana RNA (1-4 pg) byla plné rozlozena za pouziti nukleazy P1 (NuP1) a alkalické fosfatazy (CIP)
na nukleosidy. Prvni reakce probihala ve 40 uL pufru octanu amonném, pH 4,5; 50 mM za ptitomnosti
NuP1 (1 U/pg RNA, Sigma-Aldrich) 1 h, 37 °C. Dale byl ke smési pfidan CutSmart pufr (vysledna
koncentrace 1x, NEB) a alkalicka fosfataza (1 U/ug RNA, NEB) a reakce pokracovala dalsi hodinu
piti 37 °C. Dale byly vzorky nafedény LC-MS vodou na 200 pL a preciStény na kolonkach
Microcon®-10kDa (Merck). Cast, ktera prosla pies filtr, byla zakoncentrovana pomoci systému SpedVac
na objem 20 pL. Takto ptfipravené vzorky obsahujici nukleosidy byly nana$eny na kolonu.

Vsechny vzorky byly méfeny v technickych duplikatech. Kapalinova chromatografie byla provedena
na sytému I-Class (Waters) s kolonou C18 (Acquity UPLC® BEH C18 1,7 pm, 15 cm, Waters).
Na vyhtatou kolonu (40 °C) bylo naneseno 8 pL. vzorku a separace probihala na gradientu vody (A)
a acetonitrilu (B), oboji obsahovalo 0,1 % (v/v) kyseliny mraven¢i (Tab. 1) (Su, Chan et al. 2014).

Tab. 1: Gradient voda : acetonitril pouzity pfi kapalinové chromatografii.

cas voda (A) acetonitril (B) pratok

0-6 min 100 % 0% 0,5 ml/min
6-7,5 min 100-99 % 0-1% 0,5 ml/min
7,5-9 min 99-94 % 1-6% 0,5 ml/min
9,5-15 min 94 % 6% 0,5 ml/min
15-25 min 94-50 % 6-50 % 0,5 ml/min
25-27 min 50-20 % 50-80 % 0,5 ml/min
27-29,5 min 20% 80% 0,5 ml/min
29,5-30 min 20-100 % 80-0 % 0,5 ml/min
30-40 min 100 % 0% 0,5 ml/min

Kapalinova chromatografie byla spojena s tandemovym hybridnim hmotnostnim spektrometrem (Synapt
G2, Waters) s ESI (elektrosprej) iontovym zdrojem a vyuzivajicim kvadrupdlovy priletovy hmotnostni
analyzator. lonty pfichazejici na analyzator byly skenovany v pozitivnim modu v rozsahu m/z 100-1200.
Parametry nastaveni zdroje ionizace byly: kapilarni napéti 3kV, teplota zdroje 150 °C, sampling cone 40,
extraction cone 5, teplota desolvatace 450 °C, desolvata¢ni prutok 600 L/h. Hodnoty vSech uvedenych
parametrii byly ziskany experimentaln& na zékladé optimalni odezvy pro standard m®A.

Vsechny hmotnostni chromatogramy byly analyzovany softwarem MassLynx V4.1. Smés nukleosidi
(m'A, m®A, Am, A, t°A) byla nanesena na kolonu ve tfech rtiznych mnozstvich (64, 320, 1600 fmol kazdy),
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aby se ovéfila sila signdlu za dané ionizace pro kazdy testovany standard. Smés byla testovana
v technickych triplikatech. Pro kazdy testovany nukleosid byl extrahovan chromatogram (Extracted ion
chromatogram, EIC) na zakladé¢ majoritniho fragmentu (fragmentace bylo dosazeno jiz ve zdroji).
Chromatografické piky EIC byly integrovany a plocha piku (plocha pod kfivkou, area under curve, AUC)
byla pouzita k vypoctu efektivity ionizace testovanych nukleosidu.

3.4 LC-MS RNA izolované z vybranych pikornavirt

Vzorky pikornavirti (1-10 pg) byly enzymaticky rozloZeny, zpracovany a analyzovany podle stejného
protokolu popsaného v predeslé sekci.

Vsechny hmotnostni chromatogramy byly analyzovany softwarem MassLynx V4.1. Smés komeréné
dostupnych standardi od kazdé kanonické baze a jejich mehtylaci (A, m'A, m°A, Am, G, m'G, m’G, m’G,
Gm; C, m’C, m°C, Cm; U, m°U, Um) byla naméfena v poméru 100 x kanonické baze ku 1 x methylované
baze. Takto ptipravené vzorky standardl byly prométeny v triplikatech, za stejnych podminek jako vzorky
virQ,, pro stanoveni odezvy za danych ionizacnich podminek. Nasledna analyza chromatogrami byla
provedena stejnym zpisobem, jaky je popsan v predeslé casti. Chromatografické piky majoritnich
fragmenti byly integrovany a AUC byla pouzita kpfepoctu mnozstvi modifikace
na 100 nemodifikovanych nukleosida.

3.5 Mapovani m'A

Knihovny byly pfipravovany kombinaci tii protokolti (Dominissini, Nachtergaele et al. 2016, Tserovski,
Marchand et al. 2016, Winz, Cahova et al. 2017).

Chemicka fragmentace byla pouzita k ziskani RNA fragmenti o velikosti 50-200 nt. Vzorky RNA
(1-2 pg) byly inkubovany ve fragmentacnim pufru (100 mM ZnCl, in 100 mM Tris-HCI pufru, pH 7,4)
pii 75 °C po dobu jedné minuty. Reakce byla zastavena ptidanim EDTA (vysledna koncentrace 50 mM).
Vzorky byly vysraZzeny ethanolem a velikost fragmentti byla zkontrolovana HS RNA Screen Tape®.
Polovina kazdého vzorku byla inkubovéna s alkalickym pufrem (50 mM Na,CO,, 2 mM EDTA, pH 10,4)
1 hodinu pfi 60 °C, aby bylo dosaZeno co nejvyssi konverze m!A na m°A pomoci Dimrothova pfesmyku.
Vzorky byly pfecistény na kolonkach RNA Clean and Concentration columns (Zymo) a analyzovany HS
RNA Screen Tape®. Takto upravené vzorky slouzi jako negativni kontrola a dale s nimi bylo nakladano
stejnym zplisobem.

Vzorky fragmentované RNA byly denaturovany pti 90 °C po dobu 30 s. Nasledn€ byly zchlazeny na ledu
a defosforylovany. Defosforylace probihala v defosforyla¢nim pufru (vysledna koncentrace 100 mM
Tris-HCI, pH 7.4; 20 mM MgCl; 0,1 mg/mL BSA a 100 mM 2 - mercaptoethanol) po ptidani 0,5 U FastAP
alkalické fosfatazy (ThermoFisher Scientific) po 30 minut ptfi 37 °C. Cely proces byl opakovéan a na zavér
byla provedena deaktivace enzymu teplem pii 75 °C po dobu 5 minut.

Ligace adaptoru na 3" konec RNA byla provedena pii 4 °C po dobu 72 hodin v defosforylacnim pufru,
ktery navic obsahoval 15 % DMSO, 5 uL adenylovany 3" RNA adaptor; 0,5 U/uL T4 RNA ligazu
(ThermoFisher Scientific) a 1 U/uL T4 RNA ligazu 2 truncated (NEB). Reakce byla zastavena zahtatim
na 75 °C po dobu 15 minut. Nenavdzany 3" adaptor byl odstranén 5'-deadenylazou (NEB) a lambdou
exonukleazou (ThermoFisher Scientific). Cela smés byla vysrazena ethanolem.

Pro presnéjsi uréeni mista, kde se nachdzi m'A byly pro reverzni transkripci zvoleny dvé riizné reverzni
transkriptazy, SuperScript 11l a TGIRT™-III.

Reverzni transkripce s enzymem SuperScript III (ThermoFisher Scientific, 10 U/uL) byla provedena
v 30 pL smési obsahujici First-Strand Buffer (1 x), RT-primer (5 uM), dNTP mix (0,5 mM vysledna
koncentrace), DTT (5 mM) a BSA (50 pg/uL). reakéni smés byla zahiata na 50 °C po dobu 1 hodiny.
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Nadbyte¢ny RT-primer byl odstranén kombinaci enzymti (Lambda exonukleaza, exonukledza 1 a FastAP
alkalicka fosfataza (vSe ThermoFisher Scientific). RNA byla degradovana pomoci NaOH a reakéni smés
byla srazena ethanolem.

Reverzni transkripce enzymem TGIRT™-III (InGen, 1 U/pL, 500 nM) byla pre-inkubovana v 19 uL
reakéniho pufru (450 Mm NaCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5) s ptidavkem DTT (5 mM)
a RT-primer (5 pM) po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Poté byla piidana smeés dNTP (vysledna
koncentrace kazdého 1,25 mM) a reakce dale probihala pfi 60 °C 50 minut. Reakce byla zastavena
pfidavkem 1 pL 5 M NaOH a inkubaci pti 95 °C po dobu 3 minut. Vzorky byly neutralizovany ptidavkem
1 pL 5 mM HCI a srazeny ethanolem.

Prodlouzeni vzniklé cDNA na 3’-konci bylo provedeno pouzitim 1 U/uL enzymu deoxynukleotidyl
transferazy (TdT, ThermoFisher Scientific). Reakce probihala v 1x TdT pufru obsahujicim navic 1,25 mM
CTP po dobu 30 minut pii 37 °C. Reakce byla zastavena zahtatim na 75 °C po dobu 10 minut.

Ligace dsDNA kotvy (1,25 mM) probihala v 50 mM Tris-HCI pufru (pH 7,4), ktery déle obsahoval 10 uM
ATP a 20 mM MgCl, pomoci enzymu T4 RNA ligazou (1,5 U/uL) pii 4 °C 72 hodin. Reakce byla
zastavena zahtatim na 65 °C po dobu 10 minut, vzorky byly srdZzeny ethanolem a rozpustény ve 12 pL
vody (voda pro molekularni biologii).

PCR amplifikace byla provedena se znacenymi PCR primery (barcoded primers) v 38 cyklech. Reakce
probihala v 1 x ThermoPol reakénim pufru (NEB) s pfidavkem 5 uM obou znacenych primerd, 0,5 mM
dNTP (kazdy) a 0,25 U TagDNA polymerazy (NEB) a celkova reakéni smés méla 20 pl. Pocatecni
denaturace byla provedena pii 95 °C po dobu 60 s, annealing 60 s 54 °C, elongaiton 60 s 68 °C, a denturace
305 95 °C. Zavérecné 68 °C 5 min.

Vzorky po PCR byly naneseny na 1,3 % agarézovy gel (140 V, 2 hodiny). Fragmenty mezi 100-400 nt
byly vyfezany z gelu a DNA byla extrahovéana z gelu pomoci kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel).

3.6 Bisulfitové sekvenovani

Pro zjisténi pozice m°C v gRNA véelich virti byla vytvofena metoda na zakladé bisulfitového sekvenovani.
Po chemické fragmentaci (popsano vyse) byly vzorky rozdéleny na dvé ¢asti. Jedna ¢ast kazdého vzorku
byla pouzita pro bisulfitovou konverzi, provedenou Ing. Veronikou Romanskou. Tato konverze probihala
za pouziti kitu EZ RNA Methylation™ Kit (Zamo Res. Com.) podle protokolu dodaného vyrobcem.
Kvalita vzorku byla testovaina HS RNA Screen Tape® a mnozstvi bylo zjisténo RNA High Sensitivity
Assay. Vzorky byly srazeny ethanolem.

Vsechny vzorky byla dale pouzity pro piipravu sekvena¢éni knihovny, od kroku s navazanim
pre-adenylovaného adaptoru, jak je popsano v predchozi sekci.

3.7 Northern blot analyza

RNA izolovana z virovych partikuli HIV-1 a RNA izolovana z neinfikovanych MT4 bun¢k byla rozdélena
na dvé Casti. Jedna Gast byla fragmentovana, jak je popsanu v sekci mapovani m'A. Denaturacni
20 % polyakrylamidovy gel (8 x 10 cm, 1 mm silny) byl pfipraven ze smési 19:1 akrylamid : bis-akrylamid
v 0,5 x MOPS pufru (zésobni roztok viz material) a 7 M mocovina. Pro ustaleni podminek byl
polymerizovany gel zapojen do systému v 0,5 x MOPS pufru po dobu 30 minut pii 100 V. 15 uL vzorku
RNA (400-600 ng RNA na vzorek obsahujici 7,3 % formaldehydu, 50 % formamidu, 0,5 x MOPS pufr
a 0,01 % bromfenolové modii) bylo denaturovano 15 min pii 55 °C a naneseno do jamek na gelu.
Pro zahusténi vzorku v jamkach gelu byly vychozi podminky nastaveny na 50 V po dobu 15 minut,
nasledn€ bylo napé€ti upraveno na 150 V po dobu, nez bromfenolova modi dosahla 90 % délky gelu.
Rozdélené useky RNA byly z gelu pfeneseny na nabitou nylonovou membranu (Amersham Hybond — N+;
GE Healthcare) kapildrnim transferem provedeném ve 20 x SSC pufru pies noc. Membrana byla dvakrat
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crosslinkovana (120 mJ, 30 s) pomovi elektronického UV crosslinkeru (Ultralum). Poté byla membrana
hybridizovana v 10 mL Church pufru pii 45 °C 1 hodinu (ProBlot hybridiza¢ni picka, Labnet).

Proba (5 uL ze 100 uM zasobniho roztoku) byla radioaktivné znacena pouzitim 20 U T4 polynukleotidyl
kindzy (NEB), 2 uL y-**P ATP (3.3 uM, 10 pCi/pL; Hartmann analytic) v 20 uL kindzovém pufru. Reakce
probihala pfi 37 °C, 30 min. Reakce byla zastavena ohfatim na 65 °C po dobu 5 minut a proba byla
precisténa od nadbytecného radioaktivné znaceného trifosfatu na kolonkach Micro Bio-Spin P-30
(BioRad). Znacend préba byla pfidana k membrané s novym Church pufrem (10 mL) a hybridizovana
pii 45 °C ptes noc. Nenavazana proba byla dvakrat 10 min vyplachnuta LS pufrem a nasledné HS pufrem,
vse pfi 45 °C. Membrana byla zatavena do folie, inkubovana v desce pro zobrazeni radioaktivné znaceného
fosforu (GE Healthcare) a prectena pomoci pristroje Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare).

3.8 Bioinformaticka analyza

Bioinformaticka analyza v projektu HIV-1 byla provedena Mgr. Janem Pacesem, Ph.D.. V projektu
pikornaviri byla bioinformatickd analyza provedena Mgr. Janem Pacesem, Ph.D. a Mgr. Lenkou
Gahurovou, Ph.D..
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4. VYSLEDKY

4.1 Studium RNA modifikaci ve virové RNA z HIV-1
Prvni ¢ast prace se zabyva studiem RNA modifikaci RNA ziskané z HIV-1 virovych partikuli.

4.1.1 Analyza RNA izolované z HIV-1 virovych partikuli

HIV-1 virové partikule byly ptipraveny infekci MT4 bun€k a nasledné izolovany z kultivaéniho media.
Virové partikule byly pfecistény na sachardézovém polstati a iodixolovém gradientu. Pfitomnost HIV
partikuli byla testovana analyzou Western blot (Obr. 2A). Tato ¢ast prace byla provedena v laboratofi
Virologie (UOCHB, Praha) RNDr. Janou Tryl¢ovou Ph.D. a Ing. Barborou Benoni.
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Obr. 2: (A) Analyza Western blot vzorkG HIV-1 ziskanych po gradientovém precisténi Optiprep. (B) HS RNA
SceenTape analyza vzorkl HIV. Mock je kontrolni vzorek a jedna se o oznaceni pro RNA izolovanou ze supernatantu

neinfikovanych MT4 bunék.

Ptipadné zbytky bunééné RNA a DNA, které nejsou soucasti virové partikule, byly odstranéni pouzitim
RN4z a DN4zy. Stejny proces byl pouZit pro neinfikované MT4 buriky a jejich supernatant (Mock). Tyto
vzorky byly pouzity jako negativni kontrola (Obr. 2B). RNA z HIV-1 virovych partikuli byla ziskéna
pomoci RNAzolu. Kvalita ziskané RNA byla testovana na HS RNA ScreenTape (Obr. 2B). Pritomnost
gHIV RNA byla potvrzena metodou Real-time PCR.

Vzorky RNA byly déale vysrazeny ethanolem a nastépeny do formy nukleosidi pomoci nukleazy P1
a alkalické fosfatazy. Smés nukleosidl byla analyzovana L.C-MS systémem (Synapt G2) (Obr 3).

Pro ovéfeni spravnosti identifikace analyzovanych kanonickych i modifikovanych nukleosidt byly také
analyzovany synteticky pfipravené standardy, které poskytuji stejné fragmentacni spektrum a jsou
eluovany ve stejném case, jako nukleosidy testované.
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Obr.3: Schematické znazornéni pfipravy vzorkd HIV-1 pro LC-MS analyzu.
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Pomoci LC-MS analyzy byly detekovany methylované adenosiny. VSeobecné nejhojnéji se vyskytujici
methylovany adenosin m°A byl v RNA izolované z virovych partikuli HIV-1 zastoupen ve velmi malém
mnoZstvi, pouze kolem 1 % (Tab. 2A). Oproti tomu mnozstvi m'A bylo pomérn& vysoké, okolo 4,1 %
vSech adenosinti piitomnych v riiznych RNA obsazenych ve virové partikuli (Tab. 2A). Z dalSich zndmych
adenosinovych modifikaci byly potvrzeny pouze Am, t°A a mS?t°A (Tab. 2A). Nékteré dalsi byly obsazeny
stopové a jejich pfitomnost byla ur¢ena pouze na zaklad¢ m/z, bez testovani standardi.

Tab. 2: (A) Poméry mnoZstvi adenosinovych modifikaci v HIV-1 vzorcich méfenych LC-MS (Ctyfi biologické replikaty).
(B) Poméry mnozstvi adenosinovych modifikaci ve vzorcich supernatantu neinfikovanych MT4 bunék (Mock, jedno
kontrolni méreni).

*Za predpokladu, Ze mS?t®A mé stejné ionizaéni podminky jako t°A.

A Nukleosidy * % B Nukleosidy * %
A 89,3+2,0 A 98,8
m'A 4,1+1,0 miA 01
m°A 1,1£0,2 meA 0
Am 0,9+1,0 t5A 0,5
t°A 3,240,8

Am, mSZt°A 0,6

mS2t°A 1,5+0,9 *

Aby bylo potvrzeno, Ze nalezené modifikované adenosiny opravdu pochdzeji z RNA obsazené ve virové
partikuli, byl pfipraven kontrolni vzorek. Ten byl ziskan stejnou upravou supernatantu z neinfikovanych
MT4 bunek (Mock). Takto ziskand RNA byla podrobena stejnému postupu ptipravy na hmotnostni analyzu
jako vzorky virovych partikuli. Nasledna analyza prokazala pouze stopové mnozstvi modifikovanych
adenosini (Tab. 2B). To potvrdilo hypotézu, Zze modifikované adenosiny nalezené ve vzorcich
infikovanych HIV-1 skute¢né pochazi z RNA obsazenych ve virové partikuli.

Na zékladé¢ informaci z literatury o ptitomnosti a po¢tu jednotlivych RNA obsaZenych ve virové partikuli
HIV-1 (dvé genové RNA, 14 kopii 7SL RNA a zhruba 70 kopii tRNA) (Obr 4A, B) (Bilbille, Vendeix et
al. 2009, Kleiman, Jones et al. 2010, Telesnitsky and Wolin 2016) a Gdaji o0 mnozstvi m'A ziskanych
piepoctem z hmotnostni spektrometrie bylo dopocitano, Ze na jednu virovou partikuli spada zhruba 340
m'A (Obr. 4C). Pfitomnost m'A byla doposud prokdzana pouze u riiznych tRNA (pozice 58 v tRNAM),
coz by vedlo k zavéru, ze 270 m'A modifikaci pfipada na dalsi RNA ve virové partikuli obsazenych.

A Poéet kopii Pocet A B - Virova
Tvp RNA RNA Délka na ; (genova)
yp na zakladé (nt) sekvenci {RNAYS32.1) 8 RNA (2 kopie)
o v <+
literatury (nt) \ (k;,
HIV-1 gRNA 2 9181 3272
7SL RNA
7 SLRNA 14 299 56 (14 kopii) > ;
tRNA W TTT31 8 76 15 N
lys CTT-2.1
RN s 12 76 15 &
tRNA lys CTT-1.1 .. o 12
Dalsi tRNA P Jiné RNA
Dal3i tRNA 50 Primér Q 0 (ncRNA, mRNA
76 w rRNA fragmenty)

C x=m'A=4,1%n
n=SA = (2*3272)+(14*56)+(70*15) = 8378

x =343 m'A

Obr. 4: Zastoupeni jednotlivych typl RNA ve virové partikuli (A) Tabulka zastoupeni RNA a poctu adenosinG
v jednotlivych typech RNA obsaZenych v HIV-1 virové partikuli. (B) Schematické znazornéni zastoupeni jednotlivych
typl RNA v HIV-1 virovych partikulich. (C) Podet m'A molekul na jednu virovou partikuli. Vypocet na zékladé
hmotnostni analyzy, vztazeny na publikovana data.
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4.1.2 Mapovani m'A

Pro ové&fent, z jaké RNA m'A pochazi a ovéfeni pozice v sekvenci bylo nutné vytvofit mapovaci techniku.
K tomuto ucelu byla vyuzita kombinace n¢kolika protokolli pouZivajici metodu zaloZenou na reverzni
transkripci (Dominissini, Nachtergaele et al. 2016, Tserovski, Marchand et al. 2016, Winz, Cahov4 et al.
2017). RNA pro ptipravu knihoven pochdzela ze tfech biologickych vzorkt. Kazdy vzorek byl rozdélen
na dvé &asti. Jedna Cast byla vystavena vlivu zéasaditého prostiedi k ziskani konverze m'A na m°A
(Dimrothtv pfesmyk).

N®-methyladenosin je reverzni transkriptdzou &ten jako A, proto upraveny vzorek slouzil jako negativni
kontrola. Pro pfipravu tfech sekvenaénich knihoven byla pouzita reverzni transkriptaza SuperScrip™ II1.
Ta by pfi styku s m'A méla ukongit transkripci, popt. m'A chybné& precist a vlozit do pfepisovaného fetézce
jiny nukleotid (tzv. misreading). Pro jednu knihovnu byla pouzita reverzni transkriptaza TGIRT™, ktera
by pfitomnost m'A v fetézci méla potvrdit vlozenim jiného nukleotidu.

Pro ptipravu sekvenaéni knihovny byly pouzity nasledujici kroky (Obr. 5): Rizn¢ dlouhd RNA ziskana
z virovych ¢astic byla podrobena chemické fragmentaci pro ziskani zhruba 100 nt dlouhych fragmentd.
Defosforylaci byla zajisténa jednota 3" konctit RNA fragmenti a byla provedena ligace prvniho adaptoru
na 3” konec. Nasledovala reverzni transkripce, prodlouzeni fetézce CTP (cytidintrifosfatem) a ligace
druhého adaptoru. Dale byla provedena PCR se znaCenymi primery a reakéni smés byla rozdélena
na agar6zovém gelu. Z gelu byly vyfezany fragmenty odpovidajici velikosti 100-350 nt (v¢etné adaptortt).
Vzorky izolované z gelu byly odeslany na sekvenovani technologii lonTorrent.
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Obr. 5: Schématické znazornéni postupu pripravy sekvenacnich knihoven.

Bioinformatickou analyzou dat (provedenou Mgr. Janem Pacesem Ph.D.) ziskanych ze sekvenacnich
knihoven, bylo potvrzeno, Ze virova ¢astice HIV-1 obsahuje pfevazné tRNA, 7S RNA a genomovou
HIV-1 RNA. Vsechny ostatni bunééné RNA se vyskytovaly v zanedbatelném mnozstvi (0,1 %).

Analyzou ziskanych dat se dale podafilo identifikovat m'A v pozici 58 u tRNAWS TTT31 RN ALys CTT-2.1
tRNALYS CTTLL g (RNAAS GTT21 3 v pozici 9 u tRNAAP STC2! [iteratura uvadi, Ze v piipadg, Ze reverzni
transkriptaza narazi na m'A, zastavi svou ¢innost (Hauenschild, Tserovski et al. 2015). Déle byly popsany
situace, kdy dochazelo k chybnému precteni m'A a ptepis pokracoval (Hauenschild, Tserovski et al. 2015,
Kietrys, Velema et al. 2017). Nase data prokazovala obg& varianty v zavislosti na pozici m'A. Inkorporace
chybného nukleosidu v transkriptu byla v nasich datech pozorovana u m'A v pozici 58 u nékterych tRNA.
Asi 70 % téchto pozic bylo v ptipadé obou testovanych transkriptdz chybné precteno (Obr. 6, zndzornénou
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modrou barvou) jako G nebo T [SuperScript™ III. - knihovna 1-3 (Lib 1-3), TGIRT™ — knihovna 4
(Lib 4)]. V kontrolnich vzorcich, které byly vystaveny alkalickému prosttedi, byl v pozici 58 pozorovan
stejny jev pouze z 30 % (Obr. 6), coz odpovida predpokladané konverzi m'A na m°A ve vzorcich RNA.
Zéaroveri se také jednd o potvrzeni skutecné piitomnost m'A v této pozici. Pfitomnost jiného
modifikovaného adenosinu by sice mohla vyvolat vloZeni chybného nukleosidu, ale tento pomér by se
po vystaveni vzorku alkalickému prostfedi nezménil.

V pozici 9 u tRNAAP G121 by] pozorovan stejny fenomén, tedy vloZeni chybného nukleosidu (prevainé
T) pouze v ptipadech, kde byla pouzita TGIRT™ reverzni transkriptdza. Vzorky, ve kterych byla pouzita
SuperScript™ III ukazovaly v této pozici zastaveni transkripce, a to ze zhruba 85 % (Obr 6, oranzova
barva).

NH; HN-CH3
|| | N A cHy  OH NSy
RT Stop VioZeni jiné baze 1 N°  Dimrothiv N I N .
0% o% presmyk m°A
tRNA Lib 1 m'A Lib2 m'A Lib3 m'A Lb4am'AT | Lib1meA Lib 2 m°A Lib 3 m°A Lib 4 mPA-T
{RNA L TTT31 58 (A) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
_ 74 % (G 55 %) 35%(G30%) 29%(G23%) 38%(G30%)  42% (G22%)
tRNA Lys CTT21 58 (A) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
63%(T32%) T74%(T48%) 60 % (T 40 %) 9% (T4%)  28%(T18%) 20%(T17%) 39 % (T 24 %)
tRNA s CT11 58 (A) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
63 % (T 33 %) _ 65% (T 43 %) 9% (T4%)  26%(T16%) 30%(T18%) 30 % (T 22 %)
tRNAAGTC219 (A) 7% 87 % 85% 45% 65 % 47% 4%
10 % (T 6 %) 0% 5% (T 4 %) 0% 0% 1% 11% (T 11 %)
{RNAA GTT21 58 (A) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
70%(G37%) T4%(G37%) 51%(T28%) 6%(G3%)  17%(T8%) 23%T(13%)  17%(T11%)

Obr. 6: Tabulka zobrazujici Cetnost zastaveni transkripce (oranzova barva) a vloZeni jiného nukleotidu do transkriptu
(modra barva) u nejvice zastoupenych tRNA v pfipravenych knihovnéch. Pro pfipravu knihovny (Lib) Lib 1-3 bylo
pouzita SuperScript™ Il RT a pro Lib 4-T byla pouZzita TGIRT™ reverzni transkriptaza.

Pro potvrzeni, Ze takto vytvoieny protokol na mapovani m'A funguje i na dlouhé RNA, byla vytvoiena
kontrolni knihovna s pouzitim 28S rRNA z buné¢k HEK293T. V ptipad¢ této RNA bylo pozorovano
zastaveni transkripce v pozici m'A 1317 u obou reverznich transkriptdz (ze zhruba 80 % v piipadé
SuperScript™ III a okolo 50 % v ptipadé TGIRT™). V experimentech, kde byla pouzita TGIRT™ RT
bylo dale pozorovéano inkorporovani chybného nukleotidu, G.

Tyto vysledky nas ptivedly k zavéru, Ze chovani RT zavisi nejen na typu RNA, ale také na sekvenci
a prostorovém uspotradani RNA. Ve vSech experimentech s obéma RT vSak ukonceni transkripce nebo
vloZeni ndhodného nukleotidu potvrzuje piitomnost m'A v RNA.

Krom¢ zastaveni transkripce a vloZzeni chybného nukleotidu bylo dale publikovano, Ze methylace
adenosinu v pozici 1 je zavisld i na sekvenci, konktrétné GUUCNANNC (zvyraznéné A obsahuje
methylaci) (Safra, Sas-Chen et al. 2017). Tato sekvence byla potvrzena v tRNA v misté vyskytu m'A,
proto byla v datech pro 7SL RNA a genomovou RNA hledana kombinaci vSech tfi fenoméni; vlozeni
chybného nukleotidu, ukonceni pfepisu a ptitomnost vyse uvedené sekvence.

V gRNA bylo nalezeno né€kolik mist s danou sekvenci, pfesto ani jedno z téchto mist, kde by mélo byt
m'A neukazovalo vyrazné zastaveni transkripce ani vloZeni jiného nukleotidu. Stejn& tomu tak bylo i mimo
definovanou sekvenci. 7S RNA obsahovala jeden sekven¢ni motiv, ale ani zde nebyly pozorovany
vyrazné zmény v transkriptech, které by potvrdily p¥itomnost m'A. Vzhledem k faktu, Ze se ve virové
partikuli nevyskytuji ve vétSim mnozstvi Zadné dalsi RNA kromé tRNA (Telesnitsky and Wolin 2016),
bylo dospéno k zavéru, ze m'A detekovan pomoci LC-MS pochézi z ptibalenych hostitelskych tRNA.
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Aby bylo ovéfeno, ze precisténi HIV-1 virovych partikuli na sacharézovém polstati bylo dostatecné
a ziskana data neobsahuji RNA z moznych extracelularnich vezikul (Narayanan, lordanskiy et al. 2013),
byla pouzita i dal$i metoda dociSténi s vyuzitim hustotniho gradientu OptiPrep. RNA ziskand z virovych
partikuli docisténych na hustotnich gradientu obsahovala 96 % RNA ziskané z virovych partikuli
precisténych pouze na sachar6zovém polstati. RNA z odpadnich frakei z OptiPrep hustotniho gradientu
obsahovala 1000x méné genomové HIV-1 RNA. Dale ve frakcich nebyly detekovany zadné tRNA.

Pomoci dat ziskanych ze sekvenac¢nich knihoven bylo odhaleno, Ze virova partikule obsahuje zhruba 96 %
hostitelskych RNA, pfevazné tRNA. Z této skupiny RNA jsou nejvice zastoupeny tRNADY T34 zhruba
30 %, dale tRNADYS CTT21 23 g (RNAWSCTTL 116 %, (RNAAP CTC21 6 9 a t(RNAAGTT213 g

4.1.3 Northern blot analyza tRNA z HIV-1 virovych partikuli

V sekvena¢nich datech byla pozorovana pouze 3” polovina tRNAY TTT31 T mohlo byt zpisobeno
piitomnosti prostorové vyrazné modifikace v mS?t°A nad antikodonovou smy¢&kou, ktera zabranila ¢teni
reverzni transkriptazy nebo to mohlo byt zptisobeno tim, Ze virova partikule obsahuje pouze 3" fragment
tRNA.

K ovéteni, ktera hypotéza je spravnd, byla vyuzita northern blot analyza tRNA. Radioaktivné znacené
proby byly navrzeny pro 3” konec tRNAWS TTT-31 g (RNALys €TT2.L (LD -~ yzhledem k podobnosti sekvenci
5" konce vSech tii tRNA, hybridizovala takto navrzena préba se vSemi zminénymi. S pouZitim sekvence
tRNALY TTT-31 byly in vitro transkripei ptipraveny fragmenty definované velikosti (18 nt, 39 nt a 76 nt),
které byly pouzity jako métitko a pomohly lepé definovat velikost fragmenti na gelu. K potvrzeni, zda
virova partikule obsahuje pouze fragment tRNA nebo k fragmentaci dochazi az v prubéhu ptipravy
knihovny, bylo pro analyzu pouZzita RNA izolovana z virovych partikuli pted a po fragmentaci a stejnym
zpisobem byla jako kontrolu pouzita RNA z infikovanych MT4 bunék. Pfitomnost 3” fragmentii byla
pozorovana pouze u vzorki RNA zvirovych partikuli po fragmentaci (Obr. 7). Tyto analyzy vedly
k zavéru, Ze m'A obsaZeny v RNA pochazi z celkové tRNA a k tvorbé fragment dochézi az v prib&hu

ptipravy knihovny.
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s o«
E ek £ >z £
£ Bl e SnE L A RO O T
S = < < > E o <
& = = = = Ly R s

-

@.. s D - -

-

¢

Obr. 7: Northern blot analyza RNA izolované HIV-1 virovych partikuli pfed a po fragmentaci (FR) a z HIV-1
infikovanych MT4 bunék (inf.) pfed a po fragmentaci. (A) Radioaktivné znatené préby pouZity pro 5 konec tRNA'Y
TT-31_(B) Radioaktivné znadené préby pouZity pro 3° konec tRNAY 731 7|yt4 &isla uvadéii velikost fragmentd (v
nt) tRNAYSTTT31 piipravenych synteticky podle sekvence tRNALYSTTT-31

Podle literatury (Schopman, van Montfort et al. 2012, Eckwahl, Sim et al. 2015, Eckwahl, Arnion et al.
2016) je tRNA ptitomna ve virovych partikulich zhruba v 70 kopiich. To vSak neodpovida ziskanym datim
v této praci. Zohlednime-li, ze pomoci dat ze sekvenacnich knihoven se potvrdila pfitomnost m'A pouze
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v tRNA a sloué¢ime-li tuto informaci s vypoc¢itanym mnoZstvim m'A z LC-MS analyzy, dostaneme se na
zhruba 10- krat vyssi pocet tRNA na virovou partikuli. Na 2 kopie genové RNA, 14 kopii 7SL. RNA pak
ptipada zhruba 770 kopii tRNA. (Obr. 8 A, B)

A

x=m!A
n=3A

41% n=0.041n=x
G =2 gRNAHIV=6544 A

RNA obsaZené ve
virové partikuli

Pocet Pocet
kopii RNA  kopii RNA
na zdkladé na zakladé
literatury* LC-MS

S=147SLRNA =784 A 8RNA HIV-1 2 2
1tRNA=T=15A 7 SLRNA 14 14
Lys TTT-3.1
1/15 T=x tRNAY 8
0.067 T=0.041n tRNA Lys CTT-2.1
n=1634T tRNA bs CTT-1.1 12
n=T+784+6544 770
1.634 T=T+784+6544 tRNA Asp GTC2
0.634 T=7328 tRNA Asn GTT-2.1 50
T=11558 / 15
dal3i tRNA
tRNA= 770

Obr. 8: (A) Vypocet tRNA obsazenych ve virové partikuli HIV-1 v zavislosti na datech ziskanych LC-MS a RNA-seq,
(B) Tabulka srovnavajici data ziskana z literatury a data prezentovana v této praci, *(Telesnitsky and Wolin 2016).

Studiem RNA ziskané z virové partikule HIV-1 jsme zjistili, 7¢ gRNA ani 7SL. RNA neobsahuji m'A.
Veskery detekovany m'A pochézi z ptibalenych hostitelskych tRNA. Déle prace pfinesla novou metodu
vypoctu mnoZstvi tRNA pFitomnych ve virové partikuli HIV-1 a tim i nové informace o kompozici RNA
ve virové partikuli HIV-1.

4.2 Studium RNA methylaci ve vybranych pikornavirech

Pfi studiu RNA ziskané z HIV-1 nebyla v gRNA HIV-1 potvrzena 7adnd modifikace. Detekované
modifikace pochazely z ptibalenych tRNA. Pro ziskani informaci o RNA modifikacich ve virové gRNA
byl proto zvolen jednodusi model vird, pikornaviry. U pikornavirti byla popsana pouze pfitomnost gRNA
ve virové partikuli, kterd slouzi zaroven jako mRNA. V praci byli pouziti dva zastupci vcelich virti a dva
zastupci lidskych pikornavirti.

4.2.1 Analyza RNA izolované z rtiznych pikornavir(

Virové partikule ze dvou testovanych lidskych (E18 a RV2) a dvou véelich (SBV a DWV) byly ptecistény
pomoci CsCl gradientu. Jejich Cistota byla kontrolovana kryoelektronovou mikrografii. Aby se zabranilo
externi kontaminaci ndhodn¢ pfibalenymi fragmenty RNA a/nebo DNA, byly piecisténé virové partikule
podrobeny enzymovému §tépeni RNazou a DNazou. Tato ¢ast prace probihala v laboratoti Strukturni
virologie (CEITEC, Brno). Virové partikule pikornavirii byly ptipraveny Mgr. Karlem Skubnikem, Ph.D.,
Mgr. Michaelou Prochézkovou, Ph.D. a Mgr. Lenkou Smerdovou, Ph.D.. Z takto pie¢isténych virovych
partikuli byla izolovana RNA pomoci RNAzolu. Kvalita ziskané RNA byla testovana HS RNA
ScreenTape (Obr. 9A, B).
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Obr 9: HS RNA SceenTape analyza vzorkl RNA izolované z (A) virovych partikuli pikornavirli a (B) vcely.

Izolovand RNA byla $tépena do formy nukleosidii nukledzou P1 a alkalickou fosfatdzou. Ptipravené
vzorky byly analyzovany pomoci LC-MS. Naméiené vysledky ziskané LC-MS analyzou RNA z virt byly
porovnany s nukleosidovymi standardy (m'A, m°A, Am, m'G, m’G, Gm, m*C, m°C, Cm, m°U a Um)
(Obr. 10).
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Obr. 10.: Schematické znazornéni pfipravy vzorkd pikornavirl pro LC-MS analyzu.

LC-MS analyzou byly detekovano né€kolik modifikaci. 2’-O-methylace jsou u mRNA popsany
a byly detekovany témé&f u vSech vzorkd. Stejné tak se dala ocekavat pritomnost méA.
U testovanych lidskych pikornaviri se dale nepotvrdila ptitomnost zadné dal$i methylace.
U testovanych véelich virt byla prokazana pfitomnost riznych methylaci (m'A, m'G, m?’G, m°C...),
vyskytujicich se prevazné v tRNA (Tab. 3).

Tab. 3: Prehled detekovanych methylovanych nukleosidi pro SBV, DWV, RV2, E18. Vidy vztazeno na 100
nemodifikovanych nukleosidd. Odstiny modré ilustruji mnoZstvi zastoupené methylace.

Genome m'A/100A m°A/100A | Am/100A m!G/100G | m?G/100G | m’G/100G | Gm/100G m3C/100C m°C/100C Cm/100C m°U/100U | Um/100U
length (nt)
SBV 8832 10,06+0,02|0,01+0,01|0,18 +0,12[0,08 + 0,03 (0,22 + 0.08|0,19 + 0,04 | 0,66 + 0,31 | 0,03 + 0,04 [ 0,28 + 0,13 1,00 £ 0,60| 0,03 + 0,04 (0,36 + 0,32
Dwv 10071 10,37 +0,01|0,06 +0,01|0,95 + 0,06 | 0,53 + 0,02 [1,32 + 0,07|0,99 + 0,01 | 2,43 +0,19| 0,16 + 0,02 | 1,44 + 0,02 3,67 + 1,09 | 0,60 + 0,01 | 1,75 + 0,16
RV2 7120 10,01 +0,01 |0,05 + 0,06 [0,20 0,07 0,01 +0,01|0,03 +0,01|0,04 + 0,04|0,90 +1,14| 0,00 0,00 |014%+0,17| 0,00 0,00
E18 7410 0,00 0,00 [012+0,07| 000 [002+003| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
| 0-0,05 | 0,05-0,2 | 0,2-1 | 14 | Pocet modifikovanych nukleosid( na 100 nemodifikovanych

4.2.2 Mapovani m!A a bisulfitové sekvenovani pikornavirQ

Pro zjisténi pozic m'A a m>C byly pfipraveny sekvena&ni knihovny pro mapovani m'A (SBV) a m°C (SBV
a DWYV). Pro mapovani m'A byla pouzita stejna technika, jako v piipadé HIV-1. Pro mapovani m>C bylo
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pozito bisulfitového sekvenovani (Obr. 11). Data z obou pfipravenych knihoven byla namapovéna

na virovou gRNA.
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Obr. 11: Schéma bisulfitového sekvenovani.

Bioinformaticka analyza (provedena Mgr. Janem Pacesem, Ph.D. a Mgr. Lenkou Gahurovou, Ph.D.),
nepotvrdila pfitomnost m'A a m>C v gRNA ani u jednoho z testovanych viri. Vzhledem k tomu, Ze tRNA
obsahuje obé zminéné modifikace a na zaklad¢ naSich zkuSenosti v predeslé studii s HIV-1, byla data
namapovana na tRNA hostitelského organizmu, véely. Vysledkem bylo potvrzeni ptitomnosti n€kolika
druhti hostitelskych tRNA v RNA izolované z virovych partikuli SBV i DWV. Bliz§i analyza nepotvrdila,
7e by se jednalo pouze o tRNA, které jsou hostitelskym organizmem nejvice uzivané (Tab. 4). Nejvice
zastoupené byly 3 typy tRNA: tRNASYOCC! {RNAAPETC 3 (RNAWTIT v obou veelich virech a déle
tRNALCTT y SBV a tRNASHCTC y DWV (Tab. 4).

Mapovici technika pro m'A prokazatelné nepotvrdila pfitomnost m'A v genomové RNA SBV. Podatilo
se ale potvrdit pfitomnost methylace napf. pro pozici 59 tRNAWCTT g pozici 56 tRNASYSCC! Snizeni
mnozstvi inkorporace chybného nukleotidu pro RNA, ktera byla ponechdna pisobeni zdsaditému
prosttedi, bylo pozorovano pro ob€ nebo alesponi jednu z pouzitych reverznich transkriptdz. Chybné
vneseni nukleotidu v pozici, kde se nachazi A bylo pozorovano i u jinych tRNA a to v pozici, kde se
typicky m'A vyskytuje (pozice 8 a 10 v tRNAAPSTC a v pozici 59 tRNAMWTIT) V obou piipadech viak
nebylo pozorovano sniZzeni misinkorporace pro vzorky, které byly vystaveny alkalickému prostiedi.
To vede k zavéru, Ze na t&chto pozicich je jina modifikace nez m'A.

Tab. 4: Porovnani zastoupeni tRNA detekovanych ve virovych partikulich SBV, DWV a véele (uZiti kodonu vcely).
Modra pole vyznacuji typy tRNA, které jsou ve shodé s nejvice uzivanymi tRNA u hostujiciho organizmu (vcely).

tRNAVSBV tRNAvDwy VAt kedonu
véely

1. Lys CTT Gly GCC-1 Glu GAA
2. Gly GCC-1 Asp GTC Lys AAA
3. Lys TTT Lys TTT Asn AAT
4, Asp GTC Glu CTC Asp GAT
5. Ala TGC His GTG GIn CAA
6. Glu CTC GluTTC Leu TTA
7. Glu TTC Met-1 CAT Glu GAG
8. Val AAC Ala TGC lle ATT

I vysledky bisulfitového sekvenovani potvrzuji pfitomnost nékterych tRNA v RNA izolované z virovych
partikuli SBV a DWV. 5-methylcytidin byl potvrzen v nejhojnéji zastoupenych tRNA obsazenych ve
virové partikuli v&elich virt. V piipadé SBV byl m°C potvrzen napi. na pozici 49 v tRNASNTTC g dalich.
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V ptipadé DWV byl m°C potvrzen na pozici 47 v tRNASYSCC na pozici 37 v tRNAMPSTC na pozici 49
v tRNACMCTC 3 v dalgich, méné zastoupenych tRNA. V ptipadé uvedenych tRNA je ptitomnost m°C
ve specifickych pozicich pozorovana v 98-100 % readt. V genomové RNA byla po bisulfitové reakci
v nékterych pozicich pozorovana pouze ¢astecna konverze z C na U (6-7 % pro dané pozice). V téchto
ptipadech se ale da predpokladat, Ze se jedna pouze o nekompletni bisulfitovou reakci nez o pritomnost
m’C v sekvenci.

Ob¢ sekvenadni techniky potvrzuji piitomnost m'A a m°C pouze v ptibalenych tRNA. Pro dal3i podpofeni
ziskanych vysledki byly z hmotnostnich chromatogramii ziskana data o ptitomnosti a/nebo absenci dal§ich
modifikaci, specifickych pro eukaryontni tRNA (t°A, mS*t°A, i°A) pro viechny testované viry. P¥itomnost
t&chto modifikovanych nukleosidii byla potvrzena na zékladé detekované hmoty a retenéniho Casu pro t°A
(porovnanim se standardem t%A) a na zakladg& spocitané hmoty pro dalsi dvé modifikace (mS?t°A, i°A).
Uvedené modifikace byly pozorovany u obou vcelich virGl, SBV i DWV. Nebyly vsak nalezeny
v chromatogramech lidskych viri E18 a RV2. Toto pozorovani tedy potvrzuje teorii, Ze veskeré
detekované RNA modifikace skuteéné pochazeji z tRNA. Tyto modifikace dale zplsobuji zastaveni
reverzni transkripce pfi pfipravé sekvenacnich knihoven (viz vyse). I tento fenomén byl v sekvenacnich
datech nalezenych tRNA pozorovan.

4.2.3 Northern blot analyza pikornavirQ

Pro dals$i potvrzeni pfitomnosti tRNA ve virové partikuli SBV a DWYV byla provedena analyza northern
blot. Krom¢ RNA izolované z virG byla analyzovana i RNA izolovana ze v¢eli larvy (hostitelského
organizmu). Analyza probéhla s radioaktivné (*P) znatenymi probami pro 3’a 5° konec tRNAGNOCC!
tRNAAPETC g (RNALSTIT {(RNADYSCIT 3 tRNASCTC, Jako méFitko byly piipraveny riizné dlouhé sekvence
tRNADSTTT (21, 38, 75 nt). V piipadé v&elich larev obsahovaly vzorky testované tRNA v celé délce.
V ptipadé tRNA testovanych ze vzorkli obou viri byly pozorovany pouze fragmenty tRNA. Velikost
3" fragmetl byla okolo 38 nt. Velikost 5° fragmentl (v piipadé tRNASYOCE! (RNALSTIT {RNALSCTT
a tRNASCTC) byla srovnatelna nebo mensi nez v pfipadé 3 fragmentd (Obr. 12). Vzhledem k tomu, Ze
v ptipad¢ hostitelského organizmu nebyly fragmenty detekovany, je pravdépodobné, Ze pritomnost viru je
za tvorbu fragmentll zodpovédna a Ze si tyto fragmenty ptibaluje do své virové partikule.

tRNAWSTTT tRNALSCTT tRNAASPSTC tRNACGYGCC1 gRNASIETC

5'proba pro:  tRNAWTTT tRNAWSCTT RNAARSTC {RNAGGCCT tRNASKCTC 3'proba pro:

75nt
75 nt -
- -— -

38nt - - -

38 nt |

o @ o *-

| e >| o >| e >| = >| = o > |= o >|o >|=

Blo 2 0 = ° 2 e o 2 21nt w>;w>§w>;w>;w>
uam T 2 2| 2 2L 33| L23 8322 t2:1882l8z2213335188 3
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Obr. 12: Northern blot analyza véelich pikornavird dokazujici pfitomnost fragmentd hostitelskych tRNA pfitomnych
ve virovych partikulich SBV a DWV.

Studiem vybranych pikornavira bylo zjisténo, Ze gRNA ani jednoho z testovanych vird (SBV, DWV, RV2
ani E18) neobsahuje m'A ani m°C. Obé& modifikace vSak byly potvrzeny ve fragmentech tRNA, které byly
izolovany z virovych partikuli SBV a DWV. Tato prace pfinasi jako prvni informaci o tom, Ze virova
partikule pikornavirit SBV a DWV obsahuje kromé gRNA i fragmenty hostitelské tRNA.
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5. DISKUZE

5.1 Studium RNA modifikaci ve virové RNA z HIV-1

Doposud bylo uvadéno, ze HIV-1 virova partikule obsahuje 2 kopie gRNA, 14 kopii 7SL RNA a okolo
70 kopii tRNA. Tato data se ale opiraji o nepiimé techniky detekce. V této praci bylo poprvé pouzito pfimé
metody, kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni detekci, pro studovani slozeni HIV-1 virové
partikule. Uvedenou technikou bylo odhaleno pomémé velké mnozstvi m'A a proto se prace dale
zaméfovala pouze na tuto modifikaci. Pro mapovani m'A byla vybrana metoda zaloZena na pouziti reverzni
transkriptazy a jejiho specifického chovani v pifipadé, ze je v sekvenci modifikace ptitomna. Mapovani
m'A potvrdilo pfitomnost methylace pouze v tRNA. Ve viech ostatnich RNA pfitomnych ve virové
partikuli HIV-1 nebyla pfitomnost modifikace prokazana. Poté, co byla potvrzena ptitomnost pouze celych
molekul tRNA byl proveden piepocet obsahu RNA celého virové partikule. Na zdkladé LC-MS bylo
dopocitano, ze virova partikule obsahuje 2 kopie gRNA a 14 kopii 7SL RNA a 770 kopii riznych tRNA.

V minulosti byl RNA-seq pro analyzu virové partikule HIV-1 pouzit pouze jednou (Eckwahl, Arnion et
al. 2016). Podle Eckwahl et al. obsahuje virova partikule HIV-1 dokonce méné nez 8 kopii tRNALYSTTT31.)
jak bylo uvadéno diive. Zarovei ale autofi pfipousti, Ze tento nizky pocet tRNA readti mize byt zptisoben
fragmentacnim krokem. V pfipad€, ze je fragment mensi nez 50 nt, nemusi se vyskytovat v cDNA.
V ptipadé této dizertacni prace je ale pocitdno i s tRNA fragmenty okolo 40 nt. Oproti prezentovanym
datim tedy nebyla ztracena informace z t&chto kratkych sekvenci. A konkrétn& v piipadé tRNAMWTTT-31,
dochézi téméf vzdy k preruSeni transkripce RT v pozici 37, kde se nachazi objemna molekula mS?t°A
a Ctena sekvence v cDNA je tedy 39 nt dlouha.

Ze sekvenacnich dat vypliva, ze okolo 69 % RNA v HIV-1 virové partikuli je tvofeno tfemi verzemi
tRNAD®, Toto mnozstvi koresponduje s daty prezentovanymi v praci Kleiman et al., kde je pomé&r popsan
jako 60 % (Jiang, Mak et al. 1993). S vyuzitim microarray a 2D PAGE metody byl stejnou skupinou
pozdgji tento pomér sniZen na 45 % tRNA™* (Pavon-Eternod, Wei et al. 2010). Popsané sniZeni ale mohlo
byt zptsobeno nedokonalym znacenim, vzhledem k faktu, ze ob€ metody pouzivaji liga¢ni reakce.

Na zaklad¢ hmoty (cca 1/3 virové partikule) a primérné délky RNA (cca 100 nt) bylo stanoveno, ze pocet
nekodujicich RNA pfibalenych z hostitelské bunky pievySuje gRNA v retrovirech zhruba 50-krat
(Telesnitsky and Wolin 2016). Ve vétsin€ pracich je kvantifikace piibalenych tRNA ve virové partikuli
zanedbavana. Tato dizertacni prace pii kvantifikaci tRNA vysla z faktu, Zze kazda molekula tRNA obsahuje
v sekvenci pouze jeden m'A. Na zdkladé hmotnostni analyzy pak bylo dopocteno, ze HIV-1 virova
partikule obsahuje 770 pribalenych tRNA. To je v rozporu s n¢kterymi jinymi studiemi. V téchto jsou ale
pro produkci virovych partikuli pouzivany jiné bunécné linie jako COS-7 (Jiang, Mak et al. 1993) a CEM-
SS (Onafuwa-Nuga, Telesnitsky et al. 2006) nebo jsou virové partikule ziskany pomoci transfekce bunék
(Kleiman, Jones et al. 2010), nikoliv infekce. VSechny uvedené pak mohou mit vliv na slozeni virové
partikule HIV-1.

Béhem vzniku dizerta¢ni prace byla publikovana data popisujici vyskyt modifikaci ve virovych gRNA
(MclIntyre, Netzband et al. 2018). Tato studie vyuziva pro ziskani ¢istych virovych gRNA specifické préoby.
V pripadé gRNA HIV-1 popisuje vyskyt m'A a dalsich 37 modifikaci. Autofi této studie stavi své vysledky
pouze na hmotnostni analyze, coZ znamena4, ze neni vylouc¢ena kontaminace hojné modifikovanymi tRNA.
U vsech testovanych virti, véetné HIV-1, byly nalezeny nékteré modifikace, které byly doposud popsané
pouze u bakterii (Lorenz, Liinse et al. 2017, Boccaletto, Stefaniak et al. 2022). Zde je ale na mist¢ diskuze,
zda eukaryoticka bunka vibec ma metabolicky aparat pro tvorbu bakteridlnich modifikaci nebo zda se
spiSe jedna o kontaminaci vzorkl. Déle bylo v publikované studii k piipravé vzorku vyuzita transfekce
bun¢k plazmidem pNL4-3. Plazmid obsahujici HIV-1 genomovou sekvenci mize byt cely pfepisovan do
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RNA. Béhem kompletace dat v této dizertacni prace byl proveden screening sekvence HIV-1. Bylo
zjisténo, ze plazmid pNL4-3 obsahuje motiv GUUCNANNC, ktery by podle jiné publikované studie
(Safra, Sas-Chen et al. 2017) mohl byt methylovan. Sekvenacni technika pouZzita v této praci by nebyla
schopna zachytit pozice modifikované z méné nez 5 %. Proto ziskané vysledky nemohou upln¢ vyloucit,
ze nékteré pozice v gRNA HIV-1 mohou byt z méné nez 5 % methylované. Kromé toho, Ze se takto nizké
mnozstvi m'A v gRNA HIV-1 nezda byt biologicky relevantni, nemélo by ani zasadné ovlivnit vysledky
ziskané z hmotnostni analyzy v této praci.

Vzhledem k velkému mnoZstvi m'A zjisténého hmotnostni analyzou a profilem ziskanym ze sekvenaénich
dat byl vpraci zohlednén a testovan vyskyt 3" tRNA fragmentl. Jinymi skupinami publikovana
pyrosekvenace a RNA-seq malych nekoédujicich molekul v HIV-1 infikovanych buiikdch odhalila
piitomnost 18-nukleotidéi dlouhych 3° tRNA fragmenti tRNAWSTTT3  Tyto fragmenty jsou
komplementarni mistu, kde dochazi k navazani primeru u HIV-1 (Yeung, Bennasser et al. 2009,
Schopman, Willemsen et al. 2012). Tyto fragmenty vSak nefunguji jako primer reverzni transkripce, ale
naopak. Pokud je pfitomnost 3" fragmentil vyssi, dochézi ke snizeni replikace viru. Technikami, které byly
v dizerta¢ni praci pouzity, nebyla pfitomnost 18 - nt 3" fragmentd potvrzena a to ani v RNA izolované
z infikovanych bunék ani v RNA izolované z HIV-1 virové partikule. Analyza northern blot odhalila
pritomnost riznych fragmentti pouze u vzorku, kde ke fragmentaci cilené dochazi (Obr. 11, A, B). Zaroven
tim bylo vylouceno, Ze by m'A pochazel z 3" fragmenti tRNA.

5.2 Studium RNA methylaci ve vybranych pikornavirech

Objev modifikaci na mRNA dal zaklad nové oblasti vyzkumu, epitranskriptomice (Meyer and Jaffrey
2014). Hledani novych modifikaci na mRNA se vSak ukazuje jako naro¢ny ukol. mRNA je v bufice
zastoupena minoritné a pii izolaci mRNA byvaji ¢asto izolovany i molekuly tRNA nebo rRNA. Nekodujici
RNA jako je tRNA a rRNA jsou hojné modifikovany a modifikace v takto kontaminovaném vzorku mtize
byt chybné interpretovana jako modifikace z mRNA. Pro popséni novych mRNA modifikaci bylo v této
praci pouzito virti z fddu Picornavirales, jako modelovych systémt. Doposud bylo uvadéno, ze virova
partikule téchto virti obsahuji pouze gRNA, ktera ale zaroven slouzi jako mRNA. Proto by RNA izolovana
z virové partikule pikornaviri neméla obsahovat zadné kontaminace jinymi (bunéénymi) RNA. Vliv
nékterych RNA modifikaci pti pomoci viru obejit imunitni systém hostitele jiz byl popsan (Potuznik and
Cahova 2020). Pfesto by objeveni novych modifikaci v gRNA pikornavird mohlo pfinést nové informace
napf. o Zivotnim cyklu viru.

Pro tuto dizerta¢ni praci byly zvoleny Ctyfi zastupci z rodu pikornaviri: dva hmyzi iflaviry (SBV a DWV)
a dva zastupci lidskych pikornavirti (E18 a RV2). U kazdého viru byla izolovana RNA a nasledn¢ §tipana
do formy nukleosidl. Takto pfipravené vzorky pak byly podrobeny analyze LC-MS a vysledky byly
srovnany s externimi standardy. Tato analyza odhalila pomérné velké mnozstvi methylovanych nukleosidi
(m'A, Am, m'G, m*G, m’G, Gm, m°C, Cm a Um ) v piipad& hmyzich vird.. Lidské pikornaviry obsahovaly
pouze stopové mnozstvi 2’-O-methylovanych nukleosidi a m°A, ktery byl nedavno potvrzen i u enteroviru
71 (Hao, Hao et al. 2019).

Pro urleni pfesné pozice m'A a m°C v sekvenci virové gRNA obou hmyzich virli, byly pfipraveny
sekvena¢ni knihovny. Bioinformatické analyza dat ziskanych z knihoven nepotvrdila p¥itomnost m'A ani
m°C v genomové RNA ani u SBV ani u DWV. Podafilo se ale identifikovat ur¢ité typy tRNA v obou
testovanych virech a dale pfinesla analyza dat informace o pfesné pozici hledanych modifikaci v téchto
tRNA sekvencich. To vede k zavéru, Ze uvedené modifikace pochazi pouze z pribalenych tRNA. Ziskané
informace dale podporuji teorii, Ze m'A neni hojné zastoupen v mRNA (Safra, Sas-Chen et al. 2017).
V dfive publikované studii (Mclntyre, Netzband et al. 2018) byly pomoci LC-MS potvrzeny rizné
modifikace v riznych testovanych virech véetné zastupce pikornavird, polioviru. U polioviru bylo popsano
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47 modifikaci. [ v tomto piipadé ale byly nékteré¢ modifikace popsany pouze u bakterii (2-methyladenosin,
5-methylaminomethyluridin a dalsi) (Lorenz, Liinse et al. 2017, Boccaletto, Stefaniak et al. 2022).
Na zéklad¢ dostupnych informaci se proto tato dizertacni prace pfiklani k nazoru, ze mRNA ani gRNA
virll neobsahuje tak Siroké spektrum modifikaci, jak bylo dfive publikovano (Dominissini, Nachtergaele
et al. 2016, Mclntyre, Netzband et al. 2018).

Podobné jako v ptipadé HIV-1 i u readii v€elich pikornavirt bylo pozorovéano zastaveni transkripce, které
byva vétsinou zplusobeno objemnéjs$imi modifikacemi v blizkosti antikodonové smycky. Proto byla
v hmotnostnich datech hledana piitomnost tff A modifikaci, specifickych pro tRNA (t°A, mSt°A a i°A).
Vyskyt v§ech tii byl potvrzen u obou véelich viri (SBV i DWYV). Toto zjisténi dale potvrzuje domnénku,
ze popsané modifikace skutecn€ pochazi z pribalenych tRNA.

Aby bylo vylouceno, Ze si virus nahodn¢ ptibaluje nejvice zastoupené tRNA v hostitelském organizmu,
byl typ detekovanych tRNA porovnan s v€elim vyuzitim kodonu. To ukdzalo, Ze kromé jedné vyjimky
(tRNATTT) " zastoupeni tRNA z virové partikule neodpovida nejvice vyuzivanym tRNA v hostitelském
organizmu (Tab. 4). V RNA izolované z virovych partikuli SBV byly identifikovany tRNASGNGCC!
tRNAMPETC 5 (RNAWSTIT {(RNAWCTT 3 ve virovych partikulich DWV tRNAGYOCCT T (RNAASPCTC
a tRNADSTTT (RNASNCTC v obou piipadech tvoiily uvedené &tyfi typy tRNA okolo 60 % viech tRNA
ve virovych partikulich detekovanych. Coz vede k zavéru, ze zbytek tRNA byl ptibalen nahodné. Tti z vice
zastoupenych tRNA pfibalenych iflaviry (tRNAWSCTT {(RNAWSTIT (RNAAPSTC) jsou také typické pro
tRNA piibalené lidskym retrovirem HIV-1, ktery ale pouziva tRNAYWTT jako primer pro reverzni
transkripci. Role dalSich ptibalenych tRNA v HIV-1 partikuli neni zcela objasnéna. Nékteré publikace
uvadeji, ze nekomplementarni tRNA hraji roli pfi replikaci HIV-1. tRNA navazané na matrix doménu
(MA) brani interakci s intracelularnimi membranami pied tim, nez Gag protein dojde k plazmatické
membrané (Cullen 2014, Kutluay, Zang et al. 2014). Dalsi hypotéza ptinasi informace o tom, Ze tyto tRNA
se podileji na transportu HIV-1 do jadra (Zaitseva, Myers et al. 2006) nebo ze HIV-1 infekce méni
zastoupeni hostitelskych tRNA v zavislosti na fazi infekce (van Weringh, Ragonnet-Cronin et al. 2011).
Vhledem k faktu, ze viry z fadu pikornavird nekoduji Gag protein a jejich genom neni transportovan do
jadra ani z jadra, nevysvétluji tyto teorie pfitomnost piibalenych tRNA v jejich virovych partikulich.

Hlavni rozdil mezi tRNA ptibalenymi retroviry a iflaviry je v jejich velikosti. U HIV-1 byly popsany tRNA
o celkové délce (viz vyse). SBV a DWV obsahuji 3" a 5 tRNA fragmenty (Obr. 12). Vznik takovych
fragmentd byl popsan u nadorovych bun€k a pfi virové infekci (Yu, Xie et al. 2021). Béhem infekce
lidskym respira¢nim syncytidlnim virem (RSV, -ssRNA) byl popsan vznik 3" a 5" tRNA fragmentt (Zhou,
Liu et al. 2017). 5" tRNA fragmenty z tRNASYCC a tRNAY €TT podporuji replikaci RSV. 5” fragment
z tRNA rozpoznéva 3’-UTR anti-RSV proteinu (apoliprotein E receptor 2) a snizuje jeho expresi (Deng,
Ptashkin et al. 2015). 3" konec tRNAP™ byl popsan ve virové partikuli lidského viru leukemie T-bunék
typu 1, kde slouzi jako primer reverzni transkripce (Ruggero, Guffanti et al. 2014).

V testovanych lidskych pikornavirech (E18 a RV2) se nepodafilo detekovat m'A ani m°C. To vede
k z&véru, ze virové partikule E18 a RV2 neobsahuji ani tRNA fragmenty ani celé tRNA. Ptiprava obou
lidskych vird vSak probihala transfekci a viry byly izolovany z bunéénych kultur. Oproti tomu, v piipade
vcelich pikornavirt Slo o izolaci pfimo z infikovanych organizmi (larev vcel). Nemize byt proto
vylouc€eno, Ze tento rozdil v pivodu virti mohl vést k rozdilnému pozorovani a zavéru.

Vyskyt tRNA fragmentli nebyl doposud publikovan u zadnych +ssRNA virti. Publikovana data pro jiné
typy virt vSak potvrzuji dulezitost tRNA fragmentd, vzhledem k tomu, Ze jejich pfitomnost mutze
podporovat replikaci viru nebo inhibovat antivirovou odpovéd hostujiciho organizmu. Pro objasnéni
funkce pfitomnosti tRNA fragmentl u testovanych iflavird by bylo tfeba dalSich studii.

28



IL.

III.

IV.

VL

VIL

VIIIL

6. ZAVER

Ve spolupraci s oddélenim virologie (Mgr. Jan Weber, Ph.D., UOCHB, Praha) se podafilo
pripravit dostate¢né mnozstvi HIV-1 virovych partikuli. Z virovych partikuli byla vhodnou
metodou izolovana RNA, ktera byla nasledné pouzita pro dalsi analyzy.

Byla vytvofena vhodna metoda LC-MS pro detekci m'A. Metoda potvrdila pfitomnost m'A
v RNA izolované z HIV-1. Technika byla pouzita i pro popis dalSich adenosinovych modifikaci.
Dale byla provedena kvantifikace nejvice zastoupenych adenosinovych modifikaci (Tab. 2).

Kombinaci n&kolika sekvenacnich technik byla vytvofena nova metoda pro mapovani m'A.
Analyzou sekvenacnich dat bylo zjisténo, Ze m' A obsahuji pouze pfibalené molekuly tRNA.

Pfitomnost m'A byla potvrzena pouze u celych tRNA. Na zakladé LC-MS byla pfepocitina
kompozice RNA ve virové partikuli HIV-1, kterd obsahuje 2 kopie gRNA, 14 kopii 7SL RNA a
770 kopii riiznych tRNA (Simonova, Svojanovska et al. 2019).

Ve spolupraci se skupinou Strukturni virologie (doc. Mgr. Pavel Plevka, Ph.D., CEITEC, Brno)
se podarilo ptipravit dostate¢né mnozstvi dvou lidskych a dvou vcelich pikornaviri. Ze vSech
pikornavirii byla izolovana RNA a ta byla ndsledné pouzita pro dalsi analyzy.

LC-MS technikou byla analyzovana pfitomnost methylaci kanonickych bazi v RNA ziskané ze
vSech testovanych pikornavirt. U lidskych virG nebylo popsano vyrazné mnozstvi zadné
methylace, kromé Am. Mnozstvi detekovanych methylaci u véelich pikornavirt bylo pomémé
vysoké (Tab. 3).

Pro stanoveni pozice m'A a m°C v sekvenci véelich virt bylo vyuZito sekvenaénich technik
mapovani m'A a bisulfitové sekvenovani. Analyza dat z obou technik prokazala vyskyt
testovanych modifikaci pouze u tRNA fragmentd.

Doposud nebylo popséano, ze by si vceli iflaviry ptibalovaly hostitelkou RNA. V této praci byly

zkombinovany dvé techniky, pfinasejici informaci o tom, Ze SBV a DWYV si pfibaluji n€které typy
tRNA fragmentt z hostitelské buiiky (Simonova, Romanska et al. 2022).
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