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Abstrakt

Viry svym pusobenim zasdhly vyvoj vSech organizmi. Maji jednoduchou wvnitini
organizaci a obsahuji men$i mnoZzstvi, vétSinou dobife popsanych RNA. V piipadé
(+)ssRNA vira 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 pouzit zastupce retrovird, virus lidské imunitni
nedostatecnosti typ 1 (HIV-1). V dalsi studii byli testovani Ctyii zastupci pikornavirt
pro popis methyla¢niho 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 pfitomnost methylace pouze v piibalenych tRNA. Tento vysledek
nasledné vedl k pfepocitani RNA slozeni virové partikule HIV-1.

V piipadé pikornaviri odhalila LC-MS m'A pouze u dvou hmyzich vird (virus
pytlickovitého plodu, SBV a virus deformovanych kiidel, DWV). Stejn¢ tak byla
potvrzena i pfitomnost S5-methylcytidinu (m°C). Nasledné sekvenaéni techniky
(m'A mapovani a bisulfitové sekvenovéni) potvrdily piitomnost m'A a m>C pouze
v tRNA. Tento objev ukazuje, Ze si 1 dalsi viry, nejen HIV, ptibaluji hostitelskou tRNA.
Navic, tRNA neni balena ndhodné, ale typy tRNA balené lidskym HIV-1 virem a v¢elimi
pikornaviry jsou velmi podobné, coz by mohlo znamenat, Ze viry partikularni tRNA

vyuZivaji pfi infekci.

Kli¢ova slova: RNA modifikace, LC-MS, RNA-seq, I-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, usually 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



Obsah

SEZNAM ZKIrateK ...e.vuurereireiereirereireirereirereresresesseseesassessesassessssessesassessssesse 10

Lo UVO ettt ettt sttt st st 14
1.1 NUKIEOVE KySEIINY (NK)...ciiiieee ettt et e e e vte e e s e baee e e enae e e e eanes 14
1.1.1 Deoxyribonukleovd kyselina (DNA) .........oocieeecieeciie et 14
1.1.2 Ribonukleovd kyselina (RNA) .......ooiiieiieeceeeee ettt bae e e 15
11220 TYPY RNA ettt ettt st s be sttt sae et e s bt e tesbeeaeens 16
1.1.2.2  PosttranskripCni UPravy ....ccc.eeeocciereeiiieee et csree e esree e e sree e e vee e e eavae e e e enreeas 18

1.2 MOAITIKACE DINA ..ottt st et e sttt e s bt e sare e sareesabeeesabeeenns 19
13 MOAITIKACE RNA.....c ettt ettt st e s b e e st e sab e e sneeesabeeenns 19
1.3.1 T Yo T 1 o () TSRS 20
1.3.2 LY YU Lo Fo YU T To 11 T (N ) ISR 21
1.3.3 MELYIACE RNA.....co ittt et e e e e tte e e e e bt e e e s ebteeesebtaeeseseaeeeeanes 21
1.3.3.1  5-methyleytidin (MPC) oottt ettt et e 21
1.3.3.2  27-0-mMethylace (NM) ..eeoeeieieecee et e et aae e ee e e ba e e saree s 22
1.3.3.3  1-methyladenosin (MIA) .....c.ccoioiiiieeececeeeeeeee et 22
1.3.3.4  N6-methyladenosin (MOA) ...ccoceeeriiieeetece ettt et s steereens 23
134 DalSi MOAIfIKACE ....eeeieee e e 23
1.4 Epitranskriptomika a role MOA V DUMCE.......ccccuieuiiricieieeeeeeceeeee e 23
1.4.1 Proteiny vytvarejici MCA vV RNA (,WHLEIS™) ..covireirreeereeeieeereeeteeee e 24
1.4.2 Proteiny demethylujici MBA (,,erasers™) ... ciiiceeeiieeeee e 24
1.4.3 Proteiny schopné rozpoznat m®A v molekule RNA (,,readers”) ......cccevvvvevvrveenee. 24
1.5 MELOAY HETEKCE ..eeeeiiiee ettt ettt e et e et e e e e tte e e e e bt eeeeebtaeeeebtaeeeestaeaesanes 25
1.5.1 Kapalinovd chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) .26
15.2 RNA sekvenacni techniky (RNA-SEQ) ...ccveecieerciieeiiee et et eree e svre e e 26
1.5.2.1 Pfima sekvenace RNA pomoci Oxford Nanopore technologie ......................... 27
1.5.2.2 Techniky detekce jednotlivych RNA modifikaci .........cccceeeeciiiiieciiiiieieecee, 28

1iB M iIY ettt ettt h et b e et be bt e e e bt ehe et sae et e beeanen 31
1.6.1  ZIVOINT CYKIUS VIFU.c.veveieieieicieeceeeceeteeeeee ettt sttt s aeseesnes 33
1.6.2 VYDBIANE VMY oottt ettt e e e etre e e e rbee e e e saba e e e e eabae e e e nbaaeeennsaeas 34
0t R 0= o )V | VNS 34
1.6.2.2  PIKOINAVIIY...ueiiiiiiiee ettt e e e e e e e e et bre e e e e e s e e abaraeeeeeeeesnnnnnnns 42
1.6.3 MOdiIfiKaCe VE VIFECN ... 45
ST 0 R [ Vo XY 1o T () TSRO 45



1.6.3.2  5-methylcytidin (MZC) .eocviieeceicreereere ettt ettt e reereeresaeereens 46

1.6.3.3  2°-0O-methyl modifikace (NM) ....c.ooeiieieee e 46
1.6.3.4  N.-methyladenosin (MOA) ......c.ccoiiiiiiieiecieeeeeeee et 46
1.6.3.5  DalSi MOAIfIKACE ....eeeeiiiiiiiiieeee e 47

2. Hypotéza acile prace ......cccivveiiiiiiirnniiiiiinnniiiniieness. 48
R 1/ = 1 =1 T | N 49
3.1 Laboratorni pristroje @ POMUCKY .......ccccuieeciiiiiie et ee e e e srae e sree e 49
3.2 Yo Tl u =] ool g F= Y (= o T | PSSP 49
3.3 Chemikalie, roztoKY @ Kity ...cc.veeiecieeeecciiee et et e e e eaaae e e 50
3.4 P Y ettt e e e e ettt e e s b te e e e eabtae e e e btaeeeereeeeeanee 51
3.5 BUNBENE TINIE .ttt ettt et st esbe e e sabeesabeesbeeesabeeeans 52
3.6 VirY @ Plazmidy .oeeee i e e areeas 52
3.7 oY a1 - 4 YRRt 52
3.8 L aVAY 1 01 52
3.9 (0] 1707 o [1] {{=Te) 41« 1Y 2RSSR 53

L |V 1= o Yo L1 - T Y -

4.1 LVA=Te] o 1Yol =T (=T oo 11 VAP 56
4.2 Priprava virovych partikuli HIV-T1.......c.ooeiiiiiiee ettt 57
421 TKANOVE KUIUIY ..veeiiiiee ettt e e e st e e e snre e e e eanes 57
4.2.2 Izolace malych a velkych RNA frakci z bunéénych kultur........cccccooeiiiniiinnncnnnnne. 57
4.2.3 INFEKCE .ttt sttt st e 57
4.2.4 Izolace na sachardzoVEem POISLATi .....c.eeveieciiiee e 58
4.2.5 CigtEni Na gradientu OPLIPIEP. ...c.ccviveeeeieeeeeeeeeeeee ettt 58
4.2.6 ANalyza WeStern blot........oeeiiiiee et 58
43 PHPrava Pikornavirl.......c.cecceeeciee et et re e s e e e sbae e s ree e 59
43.1 INFEKECE SBV ...ttt st sttt b e bt sae e et ee s 59
4.3.2 INFEKEE DWWV ..ttt ettt st sttt e b e st s ae e st eaee s 59
433 Priprava lidskych pikornavirl..........ccceeciiiiieecciiecee e 60
4.4 LC-MS RNA Z HIV-T oottt ettt sttt sttt s b e bt enaeeneens 61
4.5 LC-MS RNA izolované z vybranych pikornavirQ.........cccceeceeeeiieiieecceeecee e 62
4.6 Priprava sekvenacnich Knihoven............oocciiiiiciiii i 62
4.6.1 [ Y To 1Yz LTI 22 N 62
4.6.2 BisUIfitOVE SEKVENOVANT.......oiviiiiieieee e 64
4.7 NOFENEIN BIOT .. s s 64



4.8 Bioinformatickd analyza........cooccieeiiciiiii e 65

4.8.1 Bioinformaticka analyza knihoven HIV-1 ...t 65
4.8.2 Bioinformaticka analyza knihoven pikornavirQ..........ccccoccveeeceeecceeccie e, 66

T VA2 [T |1V 67
5.1 Studium RNA modifikaci ve virové RNA zZ HIV-1.....ccccvrviiiiiiinieeeeeeniecsies e 67
5.1.1 Analyza RNA izolované z HIV-1 virovych partikuli.........ccooeeieiiiiiiniiiiiieeeee, 67
5.1.2 MAPOVANT MIA ..ottt ettt et ettt et et e e saeseeaeeteebeeaeerens 70
5.1.3 Northern Blot analyza tRNA z HIV-1 virovych partikuli.........cccocoeeiiiiiiiiniiiiennnnns 74

5.2 Studium RNA methylaci ve vybranych pikornavirech .........ccccocoiiiiieeiiiiee e, 77
5.2.1 Analyza RNA izolované z rdznych pikornavirl ........cccceeeeeeeeieeecee e 77
5.2.2 Mapovani m'A a bisulfitové sekvenovani pikornavird...........ccceeeveeveveeeeeeeneenen, 79
5.2.3 Northern blot analyza pikornavirl..........cccceeeciieiiee e 81

L 0 T (U R 83
6.1 Studium RNA modifikaci ve virové RNA Z HIV-1......cccvvveeiiiiiiieeceecsee e 83
6.2 Studium RNA methylaci ve vybranych pikornavirech ........cccccocciiviiiiiiniiei e, 85
2 £ V- RS 88
(0 ToT o] Lo T TTo f ] o] g 1 1 T- 1l 89
PouzZitd literatura .......ccccoiieeiiiieiiiiiiiiiinreec e reae s se s s sene 109
PHIONY «eevveverereeereeeeseseessessaseseessessasassesassesssseesassesasssessnsessassssasssessasanes 122



A
ADAR
ADAT
AIDS
ALKBH5
Am
APOBEC1
APOBEC3
AUC
Aza-IP
bnAb
BP

C

CA
ca’dC
CAPRIN1
CART
CCR5
cDNA
CeU-seq
CIP

Cm
CMC
CoA
CRL5
cryo-EM
CuAAC
CXCR4
DART-seq
DENV
DI

DNA
Dnmt
dsDNA
dsRNA
DWV
E18

El

EIC
elF3D
f5dC
FAD
FBS
FMR1

SEZNAM ZKRATEK

adenin

RNA specifickd adenosin deaminaza

tRNA specifickd adenosin deamindza

syndrom ziskaného selhani imunity

RNA demethylaza (alkB homolog 5)
2’-O-methyladenosin

apolipoprotein B, mRNA upravujici katalytickd podjednotka 1
apolipoprotein B, mRNA upravujici katalyticky polypeptid 3
plocha pod ktivkou

5-azacytidin zprostfedkovana RNA imunoprecipitace
Siroce neutralizujici protilatky

berlinsky pacient

cytosin

kapsida

5-karboxy-deoxycytidin

protein 1 asociovany s bunécnym cyklem

kombinovana antiretrovirova terapie

chemokininovy receptor 5 s C-C motivem
komplementarni DNA

N3-CMC-nabohacené psedouridinové sekvenovani
alkalicka fosfataza

2’-0O-methylcytidin

karbodiimid

koenzym A

ubiquintin ligdzovy komplex

kryo-elektronovy mikroskopie

médi-katalyzovana azid-alkyn cykloadice
chemokininovy receptor 4 s C-X-C motivem

mCA sekvenovéni (Deamination Adjacent to RNA modification Targets)
virus horecky dengue

doplfujici informace

deoxyribonukleova kyselina

DNA methyltransferaza

dvouvlaknova DNA

dvouvldknova RNA

virus deformovanych kfidel

Echovirus 18

inhibitory vstupu viru do bunky

extrahovany chromatogram

eukaryoticky translacni iniciacni faktor 3, podjednotka D
5-formyl-deoxycytidin

flavinadenindinukleotid

fetdIni hovézi sérum

ribonukleoprotein 1 (Fragile X Messenger Ribonucleoprotein 1)

10



FTO

G
G3BP1-3
ges?U
Gm

gp
gRNA
HCV
HDV
HIV
hm>dC
hnRNA
HPLC

|

ICE seq
IGF2BP
IN

INSTI

IP

IRES
iISEQ
LC-MS
IncRNA
LP

LSU

m/z
m'A
m'G
m?G
m3C
m>C
m°C-RIP
m>dC
m°U
mbA
meAm
mbdA
m’G
MA
METTL14
METTL16
METTL3
miCLIP
MiCP

FTO alfa-ketoglutarat dependentni dioxygenaza
guanin

G3BP faktor 1-3 tvorby stresovych granul
2-geranyl-thiouridin

2’-0O-methylguanosin

glykoprotein

genomova RNA

virus hepatitidy C

virus hepatitidy D

virus lidské imunitni nedostate¢nosti
5-hydroxymethyl-deoxycytidin

heterogenni jaderné RNA

vysokotlaka kapalinova chromatografie

inosin

inosin seq. (Inosine Chemical Erasing seq)

IGF-Il mRNA vazajici protein

integraza

inhibitor integrazy

imunoprecipitace

vnitfni misto pro vstup ribozomu (Internal Ribosome Entry Site)
inosin specifické sekvenovani (Inosine Specific sequencing)
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
dlouhé nekddujici RNA

londynsky pacient

velkd podjednotka ribozomu

hmotnost lomeno naboj

1-methyladenosin
1-methylguanosin
2-methylguanosin
3-methylcytidin
5-methylcytidin
5-methylcytosin-RNA imunoprecipitace
5-methyldeoxycytidin
5-methyluridin
6-methyladenosin
N¢,2°-O-dimethyladenosin
6-methyldeoxyadenosin

7-methylguanosinu

matrix

methyltransferaza 14

methyltransferaza 16

methyltransferaza 3

NSun2- zprostfedkované RNA sekvenovani
drobny kapsidovy protein (Minor Capsid Protein)

11



miRNA
MLV
mRNA
MS
mS2t°A
NAD
NC
NGS
NK

Nm
NNRTI
NpnNs
NRTI
NSun2
nt
NtRTI
NuP1
PA-m6A-seq
PBS
PCIF1
PCR

Pl

PPT

PR
RBM15/15B
RDDP
RDRP
RNA
rRNA
RSV

RT

RV2
SARS-CoV-2
SBPV
SBV
SCARLET
snoRNA
snRNA
ssRNA
SSuU

T

t°A

TdT
Tet
TLC

mikro RNA

murine leukemia virus
medidtorova RNA
hmotnostni spektrometrie

2-methylthio-Nt-threonylkarbamoyladenosin
nikotinamidadenindinukleotid

nukleokapsida

sekvenovani dalsi generace (Next Generation Sequencing)
nukleové kyseliny

2’-0O-methyl nukleosid

nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
dinukleosid polyfosfaty

nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy
NOP2/Sun RNA methyltransferaza 2

nukleotid

nukleotidovy inhibitor reverzni transkriptazy
nukledza P1

m&S seq. vyuZivajici crosslinking (Photo-crosslinking-Assisted m°®A seq)
misto navazani primeru

forsforylovany CTD reaguijici faktor
polymerdzova fetézova reakce

inhibitor proteazy

sekvence bohaté na puriny

protedza

protein vazajici RNA motiv

RNA-dependentni DNA polymeraza
RNA-dependentni RNA polymerdza
ribonukleova kyselina

ribozomalni RNA

respiracni syncytialni virus

reverzni transkriptaza

rhinovirus 2

respiracni onemocnéni (Severe Acute Respiratory Syndrome-related Coronavirus)

virus pomalé vceli paralyzy
virus pytlickovitého plodu

mEA seq. (Single-Cell Algorithm for Recontructing Loss-supported Evolution of Tumors)

malé nukleolarni RNA

malé jaderné RNA
jednovldknova RNA

mala podjednotka ribozomu
thymin
N®-threonylcarbamoyladenosin

deoxynukleotidyl transferaza
enzym Ten-eleven translocation
tenkovrstevna chromatografie

12



tRNA transferova RNA

U uracil

UDP-Glc uridin 5’-difosfo-N-acetylglukdza
UDP-GIcNAc uridin 5’-difosfo-N-acetylglukosamin
Um 2’-0O-methyluridin

UPLC-MS/MS  ultra vykonna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
UTR neprekladané useky

VIRMA mRNA vazajici protein (VIR like m®A Methyltransferase Associated)
WTAP WT1 pfidruzeny protein

YTHDC1 YTH N°-methyladenosin RNA vézajici protein C1

YTHDC2 YTH N°-methyladenosin RNA vézajici protein C2

YTHDF1 YTH N°-methyladenosin RNA vézajici protein F1

YTHDF2 YTH N°-methyladenosin RNA vézajici protein F2

YTHDF3 YTH N°-methyladenosin RNA vézajici protein F3

ZC3H13 RNA vazajici protein (zinc finger CCCH-type containing 13)

ZCCHC4 protein s rRNA methyltransferdzovou aktivitou (zinc finger CCHC-type containing 4)
ZIKV ZIKA virus

W pseudouridin

13



1. UVOD

1.1 Nukleové kyseliny (NK)

Nukleové kyseliny (NK) jsou nositelkami genetické informace a jsou zodpovédné za
tvorbu proteinii. Radime sem deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) a ribonukleovou
kyselinu (RNA). NK vznikaji spojovanim nukleotidli, které¢ obsahuji dusikatou bazi,
aldopentézu a zbytek kyseliny fosforecné. Baze jsou bud pyrimidinové: thymin (T),
cytosin (C) a uracil (U), nebo purinové: adenin (A) a guanin (G) (Obr. 1). Cukerna Cast je
tvofena D-rib6zou v pfipadé RNA a D-2-deoxyribézou v ptipadé DNA. Vzniklym
fetézcim se fikd polynukleotidy. Dusikatd baze je vazédna na cukernou slozku
N-glykosidickou vazbou v pozici 1". Jednotlivé nukleotidy jsou spojené fosfodiesterovymi
vazbami a tvoii cukr-fosfatovou kostru. Retézec ¢éteme od 5” ke 3" konci (Blanco and
Blanco 2017).

cytosin cytosin
NH, @ nukleobaz NH, @
f“\n | =N
o o
guanin @ guanin @

Q (o]

. NH
(N )\ N/}“\NH?
H

N NH
( \ N/}“‘NHZ

. - N

parovani H

: bazi :
adenin adenin
HoN IEI HoN @
N "B N "3
Jo\ 4 I\ 2
L3y P
H 3
thymin T uracil
o \ o @
"N by kr-fosf: f‘\,t
cukr-fosfatova
N kostra N
Nukleobaze Nukleobaze
PNA DNA RNA RNA
Deoxyribonukleova Ribonukleova
kyselina kyselina

Obr. 1: Struktury nukleobazi a schématické znazornéni retézci DNA a RNA.

1.1.1 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

DNA je chemickym podkladem dédi¢nosti a je organizovana do gent, které jsou
zékladnimi jednotkami genetické informace. U eukaryotickych bunék nachdzime DNA
v jadre. U prokaryotickych organizmii se DNA nachazi v cytoplazmé a je formovana do
nukleoidu. V DNA se vyskytuji ¢tyii zakladni baze, A, G, C, T, které tvoii fetézec. DNA

14



je zpravidla tvofena dvéma vlakny, kterd jsou na zakladé komplementarity spojena
v pravotoc¢ivou dvousroubovici. Watson — Crickovo parovani neboli komplementarita je
parovani bazi, které je umoznéno specifickou interakci zaloZenou na tvorbé vodikovych
mustki mezi nukleobazemi (Obr. 2). Pomoci dvou vodikovych mustkt se paruji A a T,
pomoci tfech vodikovych mustkii G a C. O vlaknech DNA ftikame, Ze jsou antiparalelni,
coz znamena, ze jedno vladkno probiha smérem od 5” ke 3" konci a druhé opacné, tedy
od 3" k 5" konci. V prvnim, tzv. templatovém fetézci, je uchovana genetickd informace.

Druhy fetézec je vice podobny transkriptu RNA a je povazovan za kédujici fetézec.

Obr. 2: Schématické znazornéni Watson — Crick parovani bazi pomoci vodikovych mustkd.

Geneticka informace v sekvenci DNA slouZi ke dvéma hlavnim G¢elim. V prvni fad¢ je
DNA matrici pro replikaci, coz je ptepis DNA do DNA a zajist'uje dédicnost. Replikace
je pomérn€¢ pomaly proces a je zajiStovan skupinou enzymi, které¢ se nazyvaji DNA
polymerazy. V druhém piipadé poskytuje DNA informace pro tvorbu vSech proteinti
organizmu. V tomto piipad¢ slouzi DNA jako templat pro transkripci (pfepis) informace
do RNA. U vétSiny piipadi se jedné o prepis jednoho genu, ktery slouzi k tvorbé jednoho
specifického proteinu. Takto vzniklé vldkno RNA se tvoii na principu komplementarity

pomoci RNA polymerazy (Voet and Voet 1995).

1.1.2 Ribonukleova kyselina (RNA)

Ribonukleova kyselina je zpravidla jednovldknovy polynukleotid tvofeny A, C, G a U.
Tvorba RNA je prvnim mezikrokem pfi pfepisu informace z DNA do funk¢niho proteinu.
Proces piepisu z DNA do RNA se nazyva transkripce a je zajiStén enzymem RNA

polymerazou.

Témeét vSechny molekuly RNA u eukaryotickych buné€k se podileji na syntéze proteint.
Neékteré molekuly RNA maji vlastni katalytickou aktivitu (tzv. ribozymy) (Elliott and
Ladomery 2017). U nékterych virt slouzi RNA jako nositelka genetické informace. Tyto
viry (napf. retroviry) pak pouzivaji RNA-dependentni DNA-polymerazu (neboli reverzni
transkriptazu) pro piepis svoji genetické informace do dvouvlaknové DNA. Ta pak byva
zabudovana do hostitelského genomu (Rybicki 2023).
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1.1.2.1 Typy RNA

Ve vSech eukaryotnich a prokaryotnich organizmech existuji tfi hlavni skupiny RNA,
messengerovd (mRNA), ribozomalni (rRNA) a transferovda RNA (tRNA) (Obr. 3).

»Ml\u»

mRNA rRNA tRNA

Obr. 3: Schématické znazornéni typl RNA.

Medidtorové RNA (MRNA)
mRNA jsou kodujici RNA a tvoti prechodovy krok mezi pfepisem proteinu kodovanym

v DNA a jeho produkei na ribozomu v cytoplazmé buiiky. Co se tyce velikosti a stability,
jedné se o velmi riznorodou skupinu RNA. Eukaryotické mRNA se vétSinou skladaji
z menS$ich komponent, které jsou vystfizeny a znovu spojeny (sesttih, splicing) z ptivodné
ptepsané pre-mRNA, kterd je piesnou kopii genu. Mimo sestfih prodélavd molekula
mRNA jesté dalsi upravy, jako napft. cepi¢kovani nebo polyadenylaci (viz nize). Po vSech
upravach se molekula mRNA stava funk¢ni, je schopna se navéazat na ribozom a slouzit

jako templét pro vznik proteinu.

Mimo nepostradatelné funkce v bunice, se molekuly mRNA staly zajimavé i pro tvorbu
novych typli vakcin. Oproti béZné pouzivanym vakcinam (oslabeny nebo mrtvy virus,
DNA vakciny) maji mRNA vakciny nékolik vyhod. Jednd se predevSim o vyssi
bezpec€nost. V pfipadé mRNA vakcin nehrozi infekce oslabenym virem. Déle je to jejich
vysoka efektivita a potencial k levné vyrobé. V klinickych studiich jsou pfevazné mRNA
vakciny proti virovym infekcim (HIV-1, chiipka, Zika, Ebola...). Kromé& nich se do
klinickych studii dostavaji i mRNA vakciny proti riznym typiim rakoviny (rakovina plic,
prostaty...) (Pardi, Hogan et al. 2018). Prvni dvé mRNA vakciny byly ve zrychleném
fizeni schvaleny a aplikovany proti viru SARS-CoV-2 (Verbeke, Lentacker et al. 2021).

Ribozomdlni RNA (rRNA)

rRNA je nekddujici, ale funkéni molekula RNA. rRNA je soucasti ribozomu, coz je
nukleoprotein (komplex proteinu a nukleové kyseliny), ktery je zodpovédny za syntézu
proteint. V eukaryotech rozezndvame 4 ribozomalni RNA (58S, 18S, 5.8S a 28S). 18S,
5.8S a 28S rRNA wvznikaji sestiihem molekuly pre-rRNA, kterd je piepisovana
polymerazou I z DNA. 5S rRNA vznikd piepisem DNA polymerazou III. VSechny
4 molekuly rRNA jsou soucasti ribozomalnich podjednotek tvoficich ribozom. 18S rRNA
spolu s 33 ribozomalnimi proteiny tvoii tzv. malou podjednotku ribozomu (SSU). 5S, 5.8S

a 28S rRNA spolu s 47 ribozomalnimi proteiny tvoii velkou ribozomalni podjednotku
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(LSU). rRNA v ribozomu vaze tRNA (LSU) i mRNA (SSU) a iniciuje syntézu proteinu
(Aubert, O’Donohue et al. 2018). Poskladani eukaryotického ribozomu je velmi
komplexni a specificky fizeny proces. Chyby vtomto procesu nebo vysledném

nukleoproteinu jsou spojovany s rakovinou a s ribozomopatiemi (Klinge and Woolford Jr
2019).

Transferova RNA (tRNA)

tRNA je zodpoveédna za prenos aminokyseliny k ribozomu pfi tvorbé polypeptidového
fetézce. tRNA jsou zpravidla molekuly o velikosti 70-93 nukleotidii a také vznikaji
sestfihem z prekurzorovych molekul. Kazda buiika obsahuje alespon 20 druhti tRNA, kdy
vzdy alespoii jedna odpovida jedné z aminokyselin potfebnych k proteosyntéze. Sekvence
nukleotidii u vSech tRNA umoziuje diky komplementarité nékterych tsekli vytvoreni
specifické sekundarni struktury oznacované jako jetelovy list. Tato struktura disponuje
nékolika c¢astmi. Akceptorové rameno obsahuje koncovou sekvenci CCA, kde je
ke 3" hydroxylovému konci pfipojen karboxyl pfisluSné aminokyseliny. Antikodonové
rameno rozpozna kodon (triplet nukleotidi) na mRNA. Dale obsahuje D-rameno,

v

T-rameno a nejvariabilngjsi usek molekuly tzv. extra rameno (Obr. 4).

Akceptorové
rameno

T-rameno

Variabilni

Antikodonové rameno

rameno

Antikodon

Obr. 4: Schematické zndzornéni molekuly tRNA.

Regulujici RNA

Kromé vyse zminénych tfech hlavnich skupin RNA disponuje butika jesté dalSimi RNA.
Casto se jim souhrnné Fika regulujici RNA, protoZe maji vliv na genovou expresi nebo
na uspotradani genomu (Morris and Mattick 2014). Patii sem napi. malé jaderné RNA
(snRNA, small nuclear RNA) ovliviiujici sestfih pre-mRNA. mikro RNA (microRNA,
miRNA) maji schopnost se vdzat na komplementarni iseky v mRNA a tim oznacit danou

mRNA k degradaci; snoRNA (small nucleolar RNA) hraji vyznamnou roli pfi editaci
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piedevsim rRNA (methylace, pfeména U na pseudouridin W). Dale jsou to napf.
heterogenni jaderné RNA (heterogenous nuclear RNA, hnRNA), dlouhé nekddujici RNA
(long non-coding RNA, IncRNA) a dalsi (Elliott and Ladomery 2017).

1.1.2.2 PosttranskripCni Upravy

Po prepisu genetické informace do RNA dochazi k sérii reakci, pti kterych je primarni
transkript (pre-RNA) upravovan a vzniké tak funkcni molekula RNA. Vsechny popsané
upravy RNA maji velmi dilezitou biologickou roli. Zahrnuji cilené vymény jedné
chemické skupiny za jinou [editace A-I (adenosin — inosin), nebo C-U] nebo chemické
upravy RNA fetézce (napt. methylace). Tyto procesy probihaji pomoci jednoho nebo vice

v

enzymu. Nejznaméjsi upravy RNA jsou detailnéji popsany nize.

Upravy na 5  konci.

Na 5" konci molekuly pre-mRNA probihd cepickovani. Dochdzi zde k navazani
tzv. kanonické ¢epicky, 7-methylguanosinu (m’G). Takto o¢epickovana molekula RNA je
chranéna pred exonukledzami a dile je rozpoznavana proteinovymi faktory pro
polyadenylaci, sestiih a transport zral¢ molekuly mRNA z jadra (Ramanathan, Robb et al.
2016).

Kromé& m’G &epicky byly b&hem poslednich let identifikovéany i tzv. nekanonické cepicky.
Mezi takové patii napt. kovalentné vazany nikotinamidadenindinukleotid (NAD) (Chen,
Kowtoniuk et al. 2009, Cahové, Winz et al. 2015), koenzym A (CoA) (Kowtoniuk, Shen
et al. 2009, Bird, Zhang et al. 2016), FAD, UDP-Glc, UDP-GlcNAc (Julius and
Yuzenkova 2017, Wang, Alvin Chew et al. 2019) nebo dinukleosid polyfosfaty (NpaNs)
(Hudecek, Benoni et al. 2020).

Upravy na 3" konci.

Pfi dozravani molekuly mRNA dochazi také k polyadenylaci, coZ je ptfidani fetézce
cca 250 A na 3’ konec molekuly pre-mRNA. U eukaryotickych organizmu je tato Uprava,
podobné jako v predchozim ptipad€, nezbytna pro spravné dozrani molekuly mRNA a ma
tedy vliv na jeji funkcnost, stabilitu a schopnost ptepisu do proteinu (Proudfoot, Furger et

al. 2002). U bakterii slouzi polyadenylovany 3" konec jako promotor pro odbouravani
mRNA (Steege 2000).

I u tRNA probihd uprava 3° konce. Plvodni uridinové zbytky jsou nahrazeny CCA
sekvenci, kterou pak nachdzime u vSech zralych tRNA (Xiong and Steitz 2004).

Splicing (sestfih)

Sestiih neboli splicing je nejlépe popsan u mRNA. Jedna se o upravu pre-mRNA, kdy
dochazi k vysttizeni nekddujicich tsekl (intronil) a spojeni kodujicich usekii (exont),
a tim k tvorbé funkéni molekuly mRNA. D¢j je katalyzovan spliceozomem, coZ je RNA-
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proteinovy komplex, ktery obsahuje pét malych jadernych RNA (small nuclear RNA,
snRNA) a pfiblizn€ 100 proteint. Kazda snRNA se vaZe na set téchto proteint a tvoii tak
ribonukleoproteiny (small nuclear ribonukleoprotein, snRNP) (Wilkinson, Charenton et
al. 2020). Podobnou upravou prochazi i molekula pre-rRNA a pre-tRNA (Schwarz,
Berkemer et al. 2020).

Krom¢ splicezomu byly popsény i tzv. self-splicing introny nebo ribozymy, které¢ dokazi

katalyzovat svoje vlastni vystfizeni z molekuly pre-RNA (Gray and Gopalan 2020).

1.2 Modifikace DNA

Modifikace DNA hraji vyznamnou roli v regulaci genové exprese buiikky. Methylovany
deoxycytidin (m>dC) byl popsan v roce 1948 a je nejlépe prostudovanou DNA modifikaci
tvofici pfiblizné 4 % vSech deoxycytidind v lidském genomu. Methylace deoxycytidinu
muze dlouhodob¢ utlumit genovou expresi a jednd se také o mechanizmus transkripéni
regulace na trovni DNA. Za methylace deoxycytidinu je zodpovédny enzym Dnmits.
Enzym Tet (ten-eleven translocation) je schopny aktivovat demethylaéni kaskadu DNA,
kdy dochdzi koxidaci m’dC na 5-hydroxymethyldeoxycytidin  (hm>dC),
5-formyldeoxycytidin (f5dC) a 5-karboxydeoxycytidin (ca’dC) (Kumar, Chinnusamy et
al. 2018). Mimo m>dC a jeho oxida¢ni produkty byl popsan 6-methyladenosine (m°dA)
v DNA bakterii a eukaryot (Bilyard, Becker et al. 2020, Broche, Kohler et al. 2023). Diky
zdokonalujicim se technikdm pouzivanych k detekci modifikaci DNA dochazi
k objevovani dalSich (Sood, Viner et al. 2019).

1.3 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 vird (Obr. 5) (Potuznik and Cahova
2020, Boccaletto, Stefaniak et al. 2022). I kdyZ je pfitomnost modifikaci v RNA znama jiz
nékolik desitek let, jejich dllezitost a kli€ova role v biologickych dé&jich buiky byla
objevena az nedavno. Béhem poslednich let se diky znaénému zdokonaleni detek¢nich
technik podafilo nalézt mnoho dalSich modifikaci, a to 1 v méné zastoupenych RNA (Li
and Mason 2014). U mnoha z nich je vsak jejich funkce stile nezndma. V dne$ni dob¢ 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 pfes 90 % vSech RNA v buiice (v zavislosti
na organizmu). V jednotlivych skupindch tRNA bylo nalezeno nejvétsi mnozstvi
modifikaci (Suzuki 2021). Oproti tRNA je rRNA mén¢ modifikovana, ale i v jejim ptipadé
je poloha a typ modifikace esencialni pro spravné fungovani molekuly (Sloan, Warda et
al. 2017). V kodujicich mRNA, zastoupenych pfiblizné z 5 %, pak bylo nalezeno kolem
deseti modifikaci (Li and Mason 2014). Modifikace v tRNA a rRNA ovliviiuji hlavné
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funk¢énost molekuly. V mRNA pfitomnost modifikaci ovliviiuje schopnost kddovat
informaci, kterou mRNA nese. Tento fakt vyvolal velkou vlnu zajmu a polozil zaklady
tzv. epitranskriptomiky (Jurga and Barciszewski 2021). Postranskripéni modifikace
nukleosidi v RNA ovliviiuji Siroké spektrum vlastnosti RNA. Maji ¢asto vliv na stabilitu
molekuly nebo na spravné poskladani translacniho mechanizmu bunky. To pak dale
ovliviiuje napt. tvorbu proteini. Role modifikaci byla také prokdzana v regulaci genové
exprese (Meyer and Jaffrey 2014), embryondlnim vyvoji, diferenciaci kmenovych bunék
(Batista, Molinie et al. 2014) a mnoha dalSich d&ji. Velké odvétvi vyzkumu modifikaci se
vénuje 1 jejich vlivu na lidskd onemocnéni a jejich pfipadnou 1écbu (Batista 2017,
Nombela, Miguel-Lopez et al. 2021). Nasledujici podkapitoly se budu vénovat RNA
modifikacim, které byly v posledni dobé nalezeny v mRNA.
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Obr. 5: struktury vybranych RNA modifikaci.

1.3.1 Inosin (l)

Inosin je modifikace, kterd vznika editaci RNA. Jednd se o enzymovou deaminaci
adenosinu (Zinshteyn and Nishikura 2009). Tento dé€j je umoznén skupinou deaminaz
specifickych pro rizné RNA a organizmy. U eukaryot je enzym ADAR zodpovédny za
tvorbu inosinu v mRNA a nekddujicich RNA. Deamindza ADAT je specificka pro tRNA

20



(Nishikura 2010). U E. coli je tato funkce piipisovana enzymu tadA (Wolf, Gerber et al.
2002).

Pozice As4 je v tRNA témét vzdy modifikovana na Is4 (Rafels-Ybern, Torres et al. 2019).
Vzhledem k tomu, Ze je inosin schopen se parovat s A-, C- 1 U- dochazi k zesileni efektu
kolisavého parovani bazi (wobbling) modifikovaného antikodonu.

Editaci A na I v kodujicich ¢astech mRNA dochdzi ke zméné sekvence, kterd je kddovana
v genomu. Inosin se preferencné vdze na cytosin a je Cten jako guanosin, coz vede
k substituci aminokyseliny v proteinovém fetézci (Licht, Hartl et al. 2019). Inosin
pritomny v nekddujicich ¢astech mRNA ma vliv na sekundarni strukturu molekuly. Podle
baze se kterou se paruje, dochdzi k ovlivnéni stability dvouvldknova RNA (dsRNA)
(Levanon, Eisenberg et al. 2004). Inosin v téchto castech déale ovliviluje splicing
a transport mRNA (Hundley and Bass 2010, Srinivasan, Torres et al. 2021).

1.3.2 Pseudouridin (V)

Pseudouridin je jedna z prvnich objevenych a nejvice zastoupenych modifikaci v bunééné
RNA. Proto je n¢kdy oznafovan jako ,pata baze* (Davis and Allen 1957). Vznika
enzymovou izomeraci uridinu. Pseudouridin byl nalezen v kodujicich 1 nekddujicich RNA
(Charette and Gray 2000). V tRNA jeho pifitomnost nema vliv na strukturu, ale ukazuje
se, ze hraje dulezitou roli ve spravném navazani tRNA na ribozom. V rRNA je jeho pozice
dilezitd pro lokalni stabilizaci sekundéarni a terciarni struktury ribozomu. Proto je jeho
ptitomnost klicova pro tvorbu proteinu (Adachi, De Zoysa et al. 2019). V ptipadé mRNA
neni role pseudouridinu zatim objasnéna. Existuji studie prokazujici stabilizacni efekt ¥
na mRNA u kvasinek (Schwartz, Bernstein et al. 2014), ale zaroven byl publikovan opacny
efekt u parazita Toxoplasma gondii (Nakamoto, Lovejoy et al. 2017). Pfitomnost
pseudouridinu v mRNA miiZe také ménit zpiisob a rychlost translace (Karijolich and Yu
2011, Eyler, Franco et al. 2019).

1.3.3 Methylace RNA

Methylace jsou velmi rozSifenou skupinou modifikaci. Stejné jako napt. pseudouridin,
byly methylace nalezeny napfi¢ celym RNA spektrem. Methylovand muze byt jak baze
nukleosidu (nékdy i na vice pozicich), tak i rib6za na pozici 2°-O. Neni vyjimkou ani

kombinace obou.

1.3.3.1 5-methylcytidin (m°C)

5-methylcytidin byl popsan nejdiive v DNA pted vice nez 70 lety (Hotchkiss 1948).
V RNA byl m°C poprvé potvrzen v roce 1975 ve virové mRNA (Dubin and Stollar 1975).
Zaroven byl m°C detekovan ve vSech majoritng zastoupenych RNA. V tRNA je jeho
piitomnost dileZitd pro dosaZeni spravné struktury (Helm 2006). Pozice m°C v rRNA
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ovliviiuje poskladani ribozomalni jednotky, jeji stabilitu a proces translace (Sloan, Warda
et al. 2017). V mRNA byl studovan jeho vliv na translaci, transport a stabilitu molekuly.
Podle soucasnych studii zavisi efektivita translace mRNA na tom, v kterém useku mRNA
se m°C vyskytuje. V piipadé, Ze se m°C vyskytuje v kodujici sekvenci mRNA, d4 se jeho
vliv na translaci povazovat za negativni (Huang, Chen et al. 2019). Pokud je ale zvysSené
mnozstvi m°C detekovano v 3"-UTR (nepiekladana 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 tim se podili na regulaci
transportu molekuly z jadra (Yang, Yang et al. 2017). Ani v piipad¢ vlivu na stabilitu
mRNA nejsou nézory na ptitomnost m°C jednotné. Studie provedend na modelovém
organizmu (Dénio pruhované) pfichazi se zdvérem, ze béhem aktivace embryondlniho
genomu (MTZ, maternal-to-zygotic transition) byla pozorovana vyssi stabilita matetské
mRNA v pfipadé, Ze byla modifikovéana (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 diskutovand i v oblasti vyzkumu rakoviny, napf. jako biomarker u pacienti

s hepatocelularnim karcinomem (Xue, Zhao et al. 2020).

1.3.3.2 2°-0-methylace (Nm)

2’-0O-methylace, tedy methylace, které modifikuji 2’-hydroxy skupinu na ribdze, byly
popsany v 60. letech 20. stoleti (Jones and Robins 1963, Hall 1964). Pokud je tato
methylace pfitomna v eukaryotické mRNA na prvnim a druhém nukleotidu za 5" ¢epickou,
tvoti tzv. Capl a Cap2 (Cepicku 1 a 2). Ty jsou nasledn¢ zodpoveédné napt. za translaci,

stabilitu molekuly nebo jeji odbourdvani (Smietanski, Werner et al. 2014, Picard-Jean,
Brand et al. 2018).

1.3.3.3 1-methyladenosin (m?*A)

Modifikace m'A byla poprvé popsana v 60. letech (Dunn 1961). Jeji pfitomnost byla
potvrzena v tRNA, rRNA a v neddvné dobé i v mRNA (Dominissini, Nachtergaele et al.
2016, Li, Xiong et al. 2016). Za fyziologickych podminek nese m'A kladny néboj, coz
muZze ovlivilovat strukturu RNA a/nebo RNA-protein interakci. Methylova skupina
v pozici N! blokuje klasické Watson-Crickovo parovani bazi, tedy A:U nebo A:T. m!A je
vSak schopny vytvoftit vodikovy mustek i s jinymi bazemi (Hoosteen parovani bazi). Tato
vazba je vSak mén¢ stabilni v porovnani s klasickou vazbou A:U nebo A:T (Xiong, Li et
al. 2018). Methylovou skupinu lze chemicky in vitro ptemistit z pozice N' na pozici
N® adeninu (Dimroth@iv pfesmyk). Reakce probihd za alkalickych podminek, kdy dochézi
k otevieni kruhu a pfesmyku methylu (Obr. 6) (Macon and Wolfenden 1968). Této reakce
bylo vyuzito pro pfipravu kontrolnich vzorkid v n€kolika sekvenacnich technikach
(Dominissini, Nachtergaele et al. 2016, Li, Xiong et al. 2017).
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Obr. 6: Schéma Dimrothova presmyku.

V tRNA je pfitomnost 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 podjednotce (Sharma, Hartmann et al. 2018). Studie
zabyvajici se podtem m'A v mRNA jsou prozatim nejednoznaéné. V lidské mRNA
identifikoval Li et al. stovky m'A (Li, Xiong et al. 2017), oproti tomu Safra et al. popsal
pouze desitku modifikovanych mist (Safra, Sas-Chen et al. 2017). Obé studie se ale shoduji
v tom, Ze pokud je m'A obsazen v kodujici oblasti mitochondrialni mRNA, brani translaci,

diky naruseni Watson-Crick interakce.

1.3.3.4 N®-methyladenosin (m®A)

P¥itomnost mA byla v savéich mRNA potvrzena v 70. letech (Desrosiers, Friderici et al.
1974). Jednd se o nejvice zastoupenou modifikaci v eukaryotické mRNA (Zhao,
Roundtree et al. 2017). V poslednich letech se tato modifikace stala centrem z4jmu mnoha
studii. Jeji vyskyt a/nebo naopak celkova absence v riznych transkriptech mRNA, a dale
schopnost dynamicky ménit svou pfitomnost v molekule mRNA, dala vzniknout novému
odvétvi ve vyzkumu RNA, epitranskriptomice (Saletore, Meyer et al. 2012, Yue, Liu et al.
2015).

1.3.4 Dalsi modifikace

wvewr

0 multienzymové reakce  jako je napf. pridani aminokyseliny
(N?-threonylcarbamoyladenosin, t°A) (Perrochia, Guetta et al. 2013), cukru (galaktosyl
queuosin, galQ) (Thumbs, Ensfelder et al. 2020) nebo mastné kyseliny
(2-geranylthiouridin, ges?’U) (Haruehanroengra, Vangaveti et al. 2020). Tyto slozit&jsi
modifikace byly zatim popsany pouze v tRNA. To ale mize byt zpiisobeno pomérné
vysokym zastoupenim téchto RNA v buiice a neznamena to, Ze se nevyskytuji i v jinych

RNA.

1.4 Epitranskriptomika a role m®A v burice

Béhem studia m®A a jeho vlivu na RNA doslo k velkému posunu v chapani jeho vlivu,

kdyz se podatilo identifikovat bunéné proteiny, které jsou schopné piidat methylaci
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do pozice N adeninu (,,writers*), odebrat tuto methylaci (,,erasers*) nebo s ni interagovat
(,,readers®). Studium celého aparatu m®A odhalilo, ze m®A ovliviiuje mnoho bunéénych
déji spojenych s biologickymi procesy RNA (napt. sestiih, lokalizace nebo translace
RNA). Pfitomnost m®A m4a také vliv na strukturu a stabilitu molekuly RNA.
Z biologického hlediska miizeme ¥ici, Ze m®A ovliviiuje vyvoj organizmu, diferenciaci

kmenovych bun¢k, imunitu buiiky, krvetvorbu, onkogenesi, funkci neuront a dalsi.

1.4.1 Proteiny vytvarejici m®A v RNA (,writers*)

Hlavni enzym schopny pfidat methyl do pozice N° né&kterych A v mRNA je
methyltransferdza METTL3. Vlastnosti tohoto enzymu jsou ale zavislé na interakcich
s dal$imi proteiny, METTL14, WTAP, ZC3H13, VIRMA (KIA1429) a RBM15/15B (Liu,
Yue et al. 2014, Ping, Sun et al. 2014, Wen, Lv et al. 2018, Yue, Liu et al. 2018).
Kromé METTLS3 (a jeho komplexti) byly v nedavné dob¢ objeveny jesté dalsi tfi enzymy,
vykazujici m®A methyltransferdzovou aktivitu u eukaryot. Patii mezi né¢ ZCCHC4, ktery
je schopen vytvofit m®A v 28S rRNA. Enzym METTL16 pfiddva methylovou skupinu
k U6 snRNA, ale také k n¢kterym dalsim mRNA. Enzym PCIF1 je ,.Cepi¢kovy* enzym,
ktery katalyzuje vznik m®Am v ramci RNA &epicky a zavisi na piitomnosti 2"-O-methyl

skupiny.

1.4.2 Proteiny demethylujici m®A (,erasers”)

Enzymy, které jsou schopné demethylovat m®A na A jsou FTO a ALKBHS5. ALKBHS je
schopen odebrat methyl nejen z m°A, ale také z m®Am (Jia, Fu et al. 2011, Mauer, Luo et
al. 2017). Objeveni téchto m®A demethylaz a zji§téni, Ze methylované skupiny z pozice
N°methylace na A je mozné ptidat ¢i odebrat z mRNA v z4vislosti na uréitych podminkach

dala vzniknout novému oboru, epitranskriptomice.

1.4.3 Proteiny schopné rozpoznat m°®A v molekule RNA (,,readers”)

m°A piitomny v RNA je rozpozndvan proteiny, které jsou schopné se na toto misto
navazat, a tak regulovat stabilitu, polyadenylaci, export z jadra, sestiih a efektivitu
translace u cilovych RNA. Nejlépe popsané m°A vézajici proteiny jsou tzv. YTHD
proteiny (YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3, YTHDCI a YTHDC2). Na m®A se vazi pies
svoji C-terminalni YTH doménu. Pokud mRNA obsahuje m°A, je YTHDF1 schopny
podporovat translaci, Y THDF2 naopak svym navazanim podporuje odbouravani mRNA.
YTHDF3 a YTHDC2 maji schopnost regulovat oba procesy. YTHDCI1, se vyskytuje
v bunécném jadru a reguluje sestfih a alternativni polyadenylaci (Wang, Lu et al. 2014,
Wang, Zhao et al. 2015, Shi, Wang et al. 2017).
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Kromé vyse uvedenych proteinti obsahujicich YTH doménu, jsou popsany i dalsi proteiny
vézajici se na RNA obsahujici m®A (elF3D, FMR1, IGF2BP1-3...). Dale byly popsany
proteiny, které jsou RNA obsahujici m®A odpuzovany (G3BP1-2, CAPRIN1). Ob¢
skupiny byly objeveny v nedavné dobé a jejich pfesna funkce zatim nebyla dostate¢né
prozkouména (Williams, Gokhale et al. 2019).

I u nékterych dalSich modifikaci byly detekovany proteiny zodpovédné za ptidani,
odebrani ¢&i ¢teni dané modifikace. Z pohledu epitranskriptomiky vsak m®A ziistava
nejlépe charakterizovanou modifikaci (Lauman and Garcia 2020).

1.5 Metody detekce

Diky stale citlivéj$im technikdm detekce stoupa pocet objevenych RNA modifikaci.
Pro pochopeni biologické funkce jednotlivych modifikaci je vSak zasadni znat nejen
o jakou modifikaci se jednd, ale i identifikovat RNA, ve které se nachazi, a nasledn¢ jeji

pozici v fetézci.

Historicky byly prvni modifikace identifikovany pomoci tenkovrstvé chromatografie
(Thin Layer Chromatography, TLC) (Cohn 1959). Na pielomu 60.-70. let pomohl
k identifikaci modifikaci objev hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS).
Neznamé modifikace byly lépe popsany a bylo mozné pripravit syntetické standardy.
Ty dale prispély k potvrzeni danych modifikaci a hojné se vyuzivali pti TLC (Grosjean,
Keith et al. 2004) a pozdéji vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Dal$i posun
nastal spojenim HPLC separace s MS detekei (Banoub and Limbach 2009). Tyto techniky
sice byly a jsou schopny detekovat rizné typy modifikaci v RNA, v pribehu zpracovani
vzorku se ale ztraci informace o pozici dané modifikace v sekvenci. Proto byly dale
vyvijeny metody, které se snazily co nejvice upiesnit pozici dané modifikace v sekvenci
RNA.

Prvni technikou snazici se o pfesnéj$i mapovani dané¢ modifikace v sekvenci RNA byla
kombinace ribonukledzového st€peni RNA (RNaza) a elektroforetické separace (Sanger,
Brownlee et al. 1965). Tato metoda je zaloZzena na RNazovém §tépeni, které piindsi rizne
dlouhé fragmenty analyzované RNA, které v piipadé¢, Ze obsahuji modifikaci, rozdilné
migruji. Nasledn¢ pak ale vyZaduje sekvenaci danych fragmentli pro lokalizaci
modifikace. Toto narocnd a nepfesnd metoda byla nahrazena po objeveni reverzni
transkriptazy (RT). RT patii do skupiny enzymt s polymerazovou aktivitou a katalyzuje
transkripci jednovlaknové RNA (ssRNA) do jednovldknové DNA (ssDNA). Vyuziti
tohoto enzymu v kombinaci s polymerazovou fetézovou reakci (Polymerase Chain
Reaction, PCR) vznikla technika RT-PCR. RT-PCR je variantou klasické PCR, kde se ale
k amplifikaci pouzivd RNA jako templat (misto DNA u klasické PCR), kterd je pomoci
RT ptevedena do cDNA a dalsi pokracovani je stejné, jako u klasické PCR. Oproti
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puvodnim, je metoda citlivéjsi a schopna 1épe mapovat modifikace v riznych RNA
(Motorin, Muller et al. 2007).

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

I vdnesni dob¢ zistdva kapalinovd chromatografie kombinovand s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS) (Obr. 7) velmi dulezitou technikou vyuzivanou k potvrzeni
pritomnosti modifikace ve vzorku RNA. Izolovana RNA, ve které ma byt modifikace
potvrzena, je enzymaticky Stépena do formy nukleotidii nebo nukleosidii. Takto piipravené
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 schopnd podat informace o vice modifikacich ve vzorku obsazenych. V
kombinaci s izotopové znaCenymi slouceninami je touto technikou mozné stanovit
mnozstvi identifikované modifikace ve vzorku (Briickl, Globisch et al. 2009). Diky
zpusobu, jakym jsou vzorky pfipravovany vSak zanikd informace o poloze hledané
modifikace v sekvenci, i1 z jakého typu RNA modifikace pochazi. Proto je pfiprava a
Cistota testované RNA esencidlnim krokem. I drobné kontaminace, zvlasté pak typy RNA,
které obsahuji vétsi mnozstvi modifikaci (napt. tRNA, rRNA) miize vést k zavadéjicimu
zavéru. Ve srovnani se sekvenacnimi technikami, je pro hmotnostni analyzu potfebné

pomérné velké mnozstvi vstupniho materidlu, tedy izolované RNA.

Nastfik vzorku,
Roztoky mobilni faze  Proplachovaci Hmotnostni detekce
roztoky

1
Hmotnostni
spektrometr

e

_—

Zdroj
ionizace

N—
Separacni
Kapalinovd chromatografie kF(;Iona Analyza dat,
Chromatogram

Obr. 7: Schéma kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

1.5.2 RNA sekvenacni techniky (RNA-seq)

Sekvenaéni techniky jsou oproti LC-MS schopné podat informaci o pozici modifikace

v sekvenci RNA (Mortazavi, Williams et al. 2008). Tyto metody vSeobecné vyuZzivaji
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reverzni transkriptazy (RT), které prepisuji RNA do cDNA. cDNA je pak znéasobena
béhem polymerdzovou fetézové reakci (PCR). Vyhodou RT pfi detekci nékterych
modifikaci je predev§im jeji schopnost reagovat na pfitomnost modifikované baze
v sekvenci RNA bud’ zastavenim piepisu do cDNA nebo vlozenim jiného/neparujiciho
nukleotidu do vznikajiciho feté¢zce cDNA. Kombinovanim této techniky s metodami, které
jsou schopné oznacit polohu modifikované baze, dochézi k obrovskému posunu

v mapovani RNA modifikaci.

Nejcastéjsi metodou znaceni rtiznych typtt 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 (Obr.8A).

Dalsi technikou kombinovanou s RNA-seq je imunoprecipitace (IP) (Obr. 8B). V piipade
této metody dochdzi po fragmentaci RNA k reakci modifikované baze se specifickou
protilatkou. Nasledna IP by pak meéla selektovat pouze fragmenty obsahujici danou
modifikaci. Pouzivani protilatek se vSak jiz dnes ukazuje jako metoda, kterda pfinasi
pomérné velké mnozstvi falesné pozitivnich vysledkli (pozic testované modifikace),
protoZze protilatky nebyvaji tak specifické, jak by se ocekéavalo (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

be&hem slozité pripravy sekvenacnich knihoven nebo nespravné zpracovani ziskanych dat.

A})‘\} Chemicka dprava
modifikované baze NGS

> ——

Protilatka Nabohaceni

modifikované RNA

T\

Obr. 8: Schéma RNA-seq technik. (A) Chemické znaceni modifikované baze. (B) Znaceni

modifikované baze protilatkami a imunoprecipitace (IP).

1.5.2.1 Pfima sekvenace RNA pomoci Oxford Nanopore technologie

Nejnoveéjsi a pravdépodobné budouci sekvenacéni technologii je tzv. nanopore sekvenovani
neboli pfimé sekvenovani (Obr. 9). Tato technika nevyuziva reverzni transkriptdzu ani
amplifikaci pfepsanych tisekil. RNA i jeji modifikace jsou sekvenovany piimo. Retézec
RNA prochazi otvorem v membrang, nanoporem, ktery je obklopen elektrickym polem.
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Pti priichodu dochazi k naruseni tohoto pole. Takto zaznamenany signal je pak pro kazdou
bazi (véetné¢ modifikovanych) unikatni a baze se podle n¢ho dé identifikovat. Nejveétsim
uskalim této technologie je nalezeni vhodného algoritmu, ktery dokaze rozpoznat i velmi
drobné zmény ve vykyvech proudu a efektivné potvrdit o jakou bazi a hlavné o jakou
modifikaci se jedna (Garalde, Snell et al. 2018, Leger, Amaral et al. 2019). Nanopore
sekvenovani neni oproti jinym technikdm jesté rutin€ pouzivano. Jeho zdokonaleni a vyvoj
ale béhem poslednich let prosel velkym pokrokem. Kromé kanonickych bazi bylo tohoto
sekvenovani uspésné vyuzito 1 k detekci nékolika modifikovanych bazi (Wang, Zhang et
al. 2022).

RNA
Nanopor

“A

Membrana ]

/

Zaznam sekvence

Obr. 9: Schéma pfimého sekvenovani technologii Oxford Nanopore.
1.5.2.2 Techniky detekce jednotlivych RNA modifikaci

Inosin (1)

Jak bylo zminéno vySe, v RNA dochazi k editaci A na I (A to I RNA Editing) pomoci
deaminaz (ADAR, ADAT...). Jedna z mozZnosti, jak detekovat tuto modifikaci je vyuziti
prepisu RNA do cDNA pomoci RT, kdy I je RT do sekvence cDNA piepisovano jako G.
K potvrzeni modifikace je takto ziskana cDNA porovnavéna s odpovidajicimi useky
v genomové sekvenci. Metoda je vSak velmi nepfesna a pfinasi velké mnozstvi faleSné
pozitivnich vysledkd (Okada, Sakurai et al. 2015). Proto byla déle upravovéna.

Nedavno byla vynalezena sekvenaéni technika s ndzvem ICE seq (Inosine chemical
erasing seq), kdy inosin selektivné reaguje s akrylonitrilem (kyanoethylenem) a nové
vznikly derivat zpisobi pad RT, coz vede ke zkraceni RT PCR produktt. Pti analyze dat
se pak porovnavaji vzorky ptivodni RNA a RNA po reakci s akrylonitrilem (Sakurai, Yano
et al. 2010, Suzuki, Ueda et al. 2015).

Jind metoda, 1ISEQ (inosine specific sequencing) je sekvenovani vyuzivajici specifitu
enzymu RNazy T1, ktera §tépi RNA v pozici nemodifikovaného G nebo 1. V pfitomnosti
boratu tvofi G stabilni adukt s glyoxalem a ten RNazou T1 rozpozndvan neni. Dochézi
tedy ke Stépeni RNA pouze v mistech kde je I (Cattenoz, Taft et al. 2013).
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Pseudouridin (W)

K mapovani psedouridinu bylo vytvoteno n¢kolik technik. W-seq (Schwartz, Bernstein et
al. 2014), Pseudo-seq (Carlile, Rojas-Duran et al. 2014), PSI-seq (Lovejoy, Riordan et al.
2014) se opiraji o specifickou a stabilni vazbu mezi ¥ a karbodiimidem (CMC). Navazani
Zdokonalenim ptedeslych technik je CeU-seq (Li, Zhu et al. 2015), ktery poziva stejny
princip, tedy vazbu ¥ s CMC. Na CMC je pomoci klik-reakce navazéan biotin. Nasledné
pouzitim vyvazovaci (pull-down) techniky dochazi k nabohaceni vzorku (fragment
RNA) obsahujiciho W jesté pied pouzitim RT. Takto upraveny protokol zvysuje citlivost
metody.

RBS-seq (Khoddami, Yerra et al. 2019) je modifikované bisulfidové sekvenovani (nize).
Technika zahrnuje W-monobisulfidovou adukci, nésledné otevieni rib6zového kruhu
pomoci vysoké teploty a reorientaci molekuly za piitomnosti Mg?*. Takto upraveny
fragment RNA je piepisovan do cDNA pomoci RT. V misté vyskytu ¥ dochézi pti prepisu

pomoci RT k preskoceni baze (deleci).

5-methylcytidin (m>C)

I v pfipadé m>C byly pro detekci pozice methylované baze pouZity protilatky, technika
se nazyva m>C-RIP (Edelheit, Schwartz et al. 2013). Dal§i metodou vyuZivajici protilatky
je Aza-IP. Tato technika k detekci m°C vyuZzivajici metabolické znaceni (5-azacytidin)
v kombinaci s proteinovou imunoprecipitaci (Khoddami and Cairns 2013).

Proteinovou precipitaci vyuziva i technika miCLIP. Ta vyuzivd mutantni NSUN2, proti
kterému jsou pak pouzity protilatky (Linder, Grozhik et al. 2015).

Odlisnou technikou je bisulfidové sekvenovani, které je zalozeno na rtzné specifické
chemické reakci cytidinu a 5-methylcytidinu. Metoda byla ptivodné vytvotena pro detekci
5-methyldeoxycytidinu v DNA, ale postupné byla upravena pro RNA (Schaefer, Pollex et
al. 2009). Toto sekvenovani je zalozeno na piedpokladu, Ze pisobenim ¢inidla dochazi
ke konverzi C na U, m°C v$ak ziistava beze zmény. Podrobnéji bude tato technika popsana

dale v praci.

2°-0-methyl modifikace (Nm)

2’-O-methyl modifikace jsou pomérné nereaktivni a doposud se nepodafilo proti t€émto
modifikacim vyvinout protilatky. Methylace na ribéze muzeme najit jako soucést
,»cepiCky®, kdy se da detekovat pomoci UPLC-MS/MS (Wang, Alvin Chew et al. 2019).
Pro 2’-O-modifikace vyskytujici se uvnitf fetézce, bylo vytvofeno nékolik metod. Tyto
techniky jsou vétSinou postaveny na vysSi chemické odolnosti methylované pozice.
Odolnost vici zasaditému prostiedi vyuziva RiboMetSeq (Birkedal, Christensen-

Dalsgaard et al. 2015). RibOxi-seq a Nm-seq jsou techniky vyuzivajici stabilitu
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modifikace béhem plsobeni oxida¢niho ¢inidla NalO4 a B-eliminace (Dai, Moshitch-
Moshkovitz et al. 2017, Zhu, Pirnie et al. 2017, Dai, Moshitch-Moshkovitz et al. 2018).

N-methyladenosin (m'A)

m'A-seq je klasickd sekvenaéni technika vyuZivajici rlizné typy reverznich transkriptaz
(RT). Podle typu RT dochazi pfi prepisu v misté m'A bud k zastaveni transkripce
(Hauenschild, Tserovski et al. 2015) nebo k vneseni jiného nukleotidu (Safra, Sas-Chen et
al. 2017).

Protilatky proti m'A, nasledn4 imunoprecipitace fragment, které obsahuji modifikovanou
bazi a piepis 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), m'A-MAP (Li, Xiong et al.
2017). Hlavnimi rozdily mezi metodami je pfiprava kontrolnich vzork a pouziti riiznych
typt reverznich transkriptaz. V piipadé m'A-meRIP byl pro ptipravu kontrolnich vzork
pouzit Dimrotiv pfesmyk. Li a jeho skupina vyuzivali pro ptipravu kontrolnich vzork
demethylazu ALKB. V ptipadé m'A-ID-seq byla pouzita AMV RT, ktera by méla zastavit
piepis pii setkdni s m'A a v piipadé 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 vénovéana
pravé mapovani m'A, budou technické detaily a zplisob tvofeni knihoven uvedeny a

diskutovéany nize.

Né-methyladenosin (m°A)
Nejznaméj$i metody vyuzivajici specifické protilatky proti m®A jsou MeRIP-seq (Meyer,
Saletore et al. 2012), m%A-seq (Dominissini, Moshitch-Moshkovitz et al. 2013) a miCLIP
(Linder, Grozhik et al. 2015).
PA-mP®Aseq je metoda, ktera také vyuziva protilatky proti m°A. Je vSak kombinovana

s metabolickym znac¢enim pomoci 4-thiouridinu (4SU) a UV-crosslinkingem (Chen, Lu
et al. 2015).

SCARLET je mapovaci technika, kterd nevyuziva protilatky. Jeji vyhodou je robustnost
(Ize pouzit na celkovou RNA izolovanou z buiiky). VyuZiva kombinaci specifického
Stépeni RN4azou H, ligaci, ribonukleazové $tépeni a TLC. Jednd se ale o metodu velmi
komplikovanou, finanéné naro€nou a oproti klasickym sekvena¢nim technikdm dokéze
stanovit stupent methylace pouze pro jeden testovany adenosin (Liu, Parisien et al. 2013).
DART-seq je jedna z nové&jsich neprotilatkovych technik mapujicich pozici m°A, ktera
vyuzivd APOBECI1 cytidinovou deaminizu spojenou s m°A vazajici doménu YTH
(APOBECI1- YTH). Cytidiny vedle m°®A jsou deaminované na U a ty jsou rozpoznané
pomoci RNA-seq (Meyer 2019).

Protilatky nejsou vyuZivany ani v technice MAZTER-seq. Ta vyuziva k detekci m®A
bakterialni MazF RN4azu, ktera §t€pi RNA v ACA motivu, kde se nevyskytuje methylace.

Podobné jako u m°A-seq je metoda schopna detekovat vice pozic m°A. K nevyhodam
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metody patii fakt, ze MazF RNéaza $tépi v minimalni mife i v jiném nezZ ACA motivu, coz

muze ovlivnit vysledek (Garcia-Campos, Edelheit et al. 2019).

Vzhledem ktomu, 7¢ m®A je jedna znejvice zastoupenych a nejlépe popsanych
modifikaci, existuje mnoho dalsich metod k detekci m®A. Vyse jsou uvedeny nejznamé;jsi

z nich.

Dalsi modifikace
Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD)

Dalsi nedavno objevenou modifikaci je NAD. NAD je modifikace detekovana na 5" konci
RNA a je definovana jako jedna z tzv. kofaktorovych Cepicek. Pro detekci NAD byla
vyvinuta metoda na zékladé hmotnostni spektrometrie (Chen, Kowtoniuk et al. 2009),
ktera byla nasledné zdokonalena, CapQuant (Wang, Alvin Chew et al. 2019). Pii NAD-
capQ se pomoci oxidacni reakce, vytvori barevny produkt métitelny pii 450 nm, ktery je
pfimo imérny mnozstvi NAD v testované RNA (Grudzien-Nogalska, Bird et al. 2018).
Vsechny tii metody jsou schopné kvantitativné stanovit NAD, ale nepfinaseji informace,
z jaké RNA pochazi. K tomuto ucelu byly vyvinuty chemoenzymatické postupy znacici
NAD-RNA v kombinaci se sekvenovanim. NAD captureSeq vyuziva enzymu ADP-
ribozylcyklazy (ADPRC), ktery specificky vyméni nikotinamid za 4-pentyn-1-ol.
Nasledné je vyuzita médi-katalyzovana azid-alkyn cykloadice (CuAAC), tzv. ,klik*
reakce. Pfi t¢ dochédzi k navazani azid-biotinu na misto alkynu v NAD-RNA. Pouzitim
streptavidinu dochéazi k nabohaceni biotynilovanych NAD-RNA a nésleduje standardni
sekvenacéni protokol vyuzivajici reverzni transkriptazu (Cahova, Winz et al. 2015, Winz,
Cahova et al. 2017). CuAAC ,klik* reakce se také uplatiiuje v NAD tagSeq, nasledné je
misto biotinu pouZzito znac¢eni RNA-sekvenci. I takto znacena NAD-RNA je nabohacena
diky vychytavani pomoci komplementarni sekvence. Nabohacené frakce jsou analyzovany
piimou sekvenaci (Oxford Nanopore technology) (Zhang, Zhong et al. 2019). Analogy
k témto technikam jsou SPAAD-NAD-Seq (Hu, Flynn et al. 2021) a NAD tag-Seq 11
(Zhang, Zhong et al. 2021). Ob¢ techniky pouZivaji ADPRC k navéazani azidu a nasledné

,Klik* reakci s biotynilovanym/RNA sekvenci zna¢enym dibenzocyklooktynaminem.

1.6 Viry

Viry jsou drobni vnitrobunééni cizopasnici. Casto byvaji oznacovany jako nebundéné
formy zivota. Jedna se o velmi rtiznorodou skupinu. Oproti buitkdm nejsou viry schopné
se samostatn¢ délit, rast, vytvafet energii nebo proteiny. Ke své reprodukci vyuZzivaji
aparat hostitelské buiiky. Virové castice neboli viriony mohou mit rizny tvar. Uvnitf
virové partikule je nukleova kyselina kodujici vir. NK je obalena proteinovou schrankou,

kapsidou. Dohromady pak tvoii nukleokapsidu. Nejjednodussi virove partikule maji pouze

31



nukleokapsidu (pikornaviry, adenoviry, papilomaviry...). Tzv. obalené viry maji kromé
kapsidy i dal$i obal (retroviry, herpesviry, paramyxoviry...). Tento obal je tvofen proteiny
a lipidy, casto prevzatymi z hostitelsk¢ buiky. Pfitomné glykoproteiny pak slouzi
v interakci s bunéénymi receptory.

Viry obsahuji pouze svoji genetickou informaci, kédovanou bud’ v RNA nebo DNA. Podle
typu nukleové kyseliny se viry déli do 7 skupin (Baltimorav systém klasifikace) (Obr. 10)
(Baltimore 1971, King, Adams et al. 2012):

I: dsDNA viry — virova DNA je pfepsdna do mRNA a translaénim mechanizmem
bunky ptelozena do proteinu. (Herpesviry, Papillomaviry, Polyomaviry, Poxviry).

1I: ssDNA viry — k vldknu virové DNA je syntetizovano komplementarni vlakno.
Vznikla dsDNA je pfepsana do mRNA a nasledné ptelozena do proteinu. (Parvoviry,
Microviry).

III: dsRNA viry - +RNA vlakno slouzi jako mRNA, tedy je piepisovano
do proteinu. -RNA vldkno je pfepsano do +RNA, ktera nasledné slouzi k syntéze
novych virovych RNA. (Reoviry).

IV: (+)ssRNA viry — virova RNA je pfimo vyuzita jako mRNA a je na ribozomech
ptekladana do proteinu. (Picornaviry, Coronaviry, Flaviviry).

V: (-)ssRNA viry — virova -RNA je nejprve prepsana do +RNA a ta je pak vyuzita
k tvorb¢ proteinti. (Paramyxoviry, Rhabdoviry, Orthomyxoviry).

VI: ssRNA-RT viry - +RNA vldkno je RT prepsano do —-DNA a nasledné do +DNA.
Vznikla dsDNA je zabudovana do genomu hostitele. (Retroviry).

VII: dsDNA-RT viry — maji genom kodovany v dsDNA. Oproti dsDNA viriim vSak
béhem své replikace provadi mezikrok, kdy tvoii RNA. (Hepadnaviry).

Trida
| l 1 Vv V VI VI

e e e e
| )
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mRNA

Obr. 10: Schéma Baltimorovy klasifikace viri podle nukleové kyseliny kodujici genom.
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1.6.1 Zivotni cyklus viru

Zivotni cyklus je plné navazan na hostitelkou buiiku. Podle typu viru miZe jeho
reprodukce probihat s drobnymi odlisnostmi. Téchto Sest pilitii v zivotnim cyklu viru v§ak

zustava stejnych pro vSechny viry (Obr. 11).

1) Navazani na hostitelskou (vnimavou) bunku.
V prvni fazi dochazi k navazani viru na hostitelskou buniku. To probihd pomoci virového
receptoru, vétSinou proteinu, ktery rozpoznava bunécny receptor (nejcastéji glykoprotein).
Pokud buiika nema ptislusny vazebny receptor, k interakci nedochazi a butika nemuize byt
virem napadena.

2) Penetrace (prunik viru do buiky).
Po propojeni receptorit dochézi k prichodu viru ptfes membranu. U neobalenych virt tato
interakce spousti mechanizmus endocytozy a vir vstupuje do bunky. V piipadé obalenych
vir dochazi k membranové fuzi a do buiky vstupuje pouze kapsida chranici genetickou
informaci viru.

3) Uvolnéni nukleové kyseliny viru.
Po pruniku viru do bunky dochazi k rozstépeni kapsidy, ktera kryje genetickou informaci
viru. K tomu dochazi pisobenim bunéénych proteolytickych enzym1.

4) Replikace viru.
Po uvolnéni nukleové kyseliny dochéazi primarné k namnozeni genetické informace viru.
Tento krok déle zahrnuje syntézu virové mRNA a tvorbu virovych proteint.

5) Poskladani viru.
Pokud jsou jednotlivé komponenty viru v bufice pfipraveny, dochazi k poskladani nové
virové ¢astice.

6) Uvolnéni viru.
K uvolnéni viru z buniky mize dochazet zpravidla dvéma zplsoby. V prvnim piipade
dochazi k napumpovani buniky virem s naslednym prasknutim buiiky a uvolnénim viru,
tzv. lyze buiiky. V druhém piipad€ dochazi nejprve k vepsani virové genetické informace
do genetické informace bunky. Ta pak pii kazdém déleni tuto informaci nese dal. Virové

¢astice v tomto ptipadé opoustéji buiiku tzv. pucenim.
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Obr. 11: Zivotni cyklus viru HIV-1.
1.6.2 Vybrané viry

V ramci vypracovani této dizertacni prace byla pozornost vénovana studiu dvéma typtim
virtl (retroviry a pikornaviry). Proto se dalsi ¢ast prace bude vénovat popisu téchto skupin

a zéastupctm v praci pouzitych.
1.6.2.1 Retroviry

Retroviridae je ¢eled virti zpsobujici zdvazné onemocnéni hlavng u lidi, dalSich savca
a ptakid. Jedna se o kulovité, obalené viry o priméru 80-100 nm. Vngjsi lipidovy obal
prostupuji glykoproteiny. Obal kryje kapsidu, kterd ukryva dvé kopie +ssRNA, kazda
o délce 7000-11000 nukleobazi. Po priniku do buiiky a uvolnéni gRNA (genomova RNA)
dochazi k ptepisu gRNA do ¢cDNA pomoci reverzni transkriptazy. Virova dsDNA je
inkorporovana integrazou do genomu hostitelské bunky. Hostitelska buiika neni schopna
virovou DNA rozpoznat a dochézi tedy k piepisu a naslednému vyuziti bunécné maSinerie
k tvorbé novych virti (Oxford, Collier et al. 2016).

Virus lidské imunitni nedostatecnosti (HIV)

HIV patti do podceledi Lentivirus, které zpravidla zptisobuji dlouho trvajici onemocnéni,
kterému muze predchazet i pomérné dlouha doba latence. HIV ma dva podtypy. HIV-1 je
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svetove rozsifen a ma vyssi infektivitu oproti HIV-2, ktery neni tak infek¢ni a jeho vyskyt
se drzi prevazné v zapadni Africe (Visseaux, Damond et al. 2016). Pro ucely této prace
byl zvolen subtyp HIV-1.

HIV-1 se nejCastéji prenasi nechrdnénym pohlavnim stykem s nakazenym nebo
infikovanou krvi (nesterilni injek¢ni stiikacky, transplantace...). Déale je mozny pfenos
z matky na dité béhem téhotenstvi, porodu a pfi kojeni. Virus napadd buiiky imunitniho
systému, T lymfocyty (specificky CD4" T butiky), makrofagy a dendritické bufiky. Béhem
infekce dochazi ke kritickému poklesu CD4" T bunék a v piipadg, Ze dojde k poklesu pod
kritickou hranici (niz$i nez 200 bunék/uL krve), dochazi ke ztraté obranyschopnosti
organizmu. To zplisobuje syndrom ziskaného selhani imunity, znamé jako AIDS.
Nemocny nasledné podléha opurtnim infekcim (onemocnéni zpiisobené parazity, kteti za

béznych podminek nejsou patogenni) nebo rakoviné (Powell, Benkova et al. 2016).

HIV-1 je kulovity virus s vnéj$im obalem o primeéru cca 120 nm. Obal je tvofen lipidovou
dvouvrstvou, kterou prostupuji glykoproteiny gpl20 a gp4l. Vnéjsi obal obsahuje
matrixovy protein p17 a kryje proteinova kapsida (p24), ktery obsahuje dv¢ kopie genové
+ssRNA viru. Ob¢ vldkna jsou pevné navdzana na nukleokapsidovy protein p7. Kapsida
dale obsahuje enzymy: reverzni transkriptdzu, integrazu, protedzu a dalsi fragmenty RNA
z hostitelské buiiky (Oxford, Collier et al. 2016).

Jedno genomové vlakno je cca 9750 nt dlouhé, ma na 5" konci Cepicku a je
polyadenylovano na 3° konci. gRNA obsahuje 9 genti kddujicich 3 polyproteiny
a 6 proteind (Obr. 12). Gag polyprotein je proteolyticky Stépen na matrix (MA, pl7),
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, p15), reverzni transkriptazu (RT, p66, p51), integrazu (IN, p31). Env polyprotein
(gp160) je sloZzen z gp120 a gp41 strukturnich glykoproteinti, zodpovédnych za navazani
virové partikule k receptoru CD4 a sekundarnich koreceptorti. DalSich Sest gent koduji
regulacni (Tat, Rev) a doplitkové proteiny (Vif, Vpr, Vpu, Nef) ovliviiyjici schopnost viru

infikovat bunku a tvorbu novych virovych ¢astic (Foley, Leitner et al. 2015).

Cteci ramec
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7 5-LTR PI7  p24  p7p6 1
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Obr. 12: Schéma genomu HIV-1.
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Mechanizmus vstupu HIV-1 do buriky
Pocate¢ni interakce mezi virem a builkou nastavd navazanim gp120 na receptor bunky
CD4. Nasledné konformacni zmény gpl20 (CD4 nebo obou) jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti zapotiebi pro navazani gpl120 na chemokininovy koreceptor (napf.
CCRS5, CXCR4) a vytvoreni stabilngjsi vazby. Tyto interakce by mély nastartovat kaskadu
strukturnich zmén proteinu gp41. N-terminalni konec gp41 prostupuje do membrany
napadené bunky. Nasledné ptelozeni extracelularni Casti gp4l vytvari vlasenkovou
strukturu, diky které dochazi k pfitazeni bunééné membrany k virové Castici a propojeni
obou membran. Nasleduje fuze virové kapsidy do cytoplasmy buitkky (Chen 2019).
Doposud bylo uvadéno, ze kapsida v cytoplazmé podléha castecné nebo celkové
degradaci. Nejnov¢;jsi studie ale piichazeji s informaci, Ze cela kapsida prostupuje do jadra
bunky (Muller, Zila, et al. 2022). Pfesny mechanizmus ale popsan neni. Dale startuje

replikace HIV-1 pomoci reverzni transkriptazy, kterou si virus piinesl s sebou.

RT je schopna vytvorit virovou DNA v n¢kolika krocich, vyuzitim enzymové aktivity
RNA-dependentni DNA polymerdzy (RDDP), RNazy H a DNA-dependentni DNA
polymerazy (Obr. 13). Na 5" konci virové genové ssRNA se nachazi sekvence 18 nt
znamych jako misto navazani primeru (primer binding site, PBS). To je komplementarni
s 18 ntna 3" konci lidské tRNAM, ktera slouzi jako primer. Navazanim tRNAY} na PBS
HIV gRNA dochazi ke vzniku duplexu (dsRNA) (Obr 13A). Tento duplex je rozpoznan
RT (RDDP aktivita) a iniciuje syntézu negativniho DNA vlakna komplementarniho
k virové ssRNA. Syntéza probiha k 5" konci virové ssSRNA za vzniku RNA/DNA hybridu
(Obr. 13B). Nasledn¢ dochazi k selektivni degradaci RNA vldkna z hybridu RNA/DNA
pomoci RNazy H (Obr. 13C). Nové vzniklé DNA vlakno je pfeneseno k 3" konci gRNA,
kde dochézi k hybridizaci (Obr. 13D). Tento proces je nazyvan pfenosem prvniho vlakna.
Nasleduje dokonceni syntézy (-) DNA (Obr. 13E). V dalS§im kroku je templatové vlakno
gRNA, krom¢ tuseku bohaté na puriny (polypurine, PP), degradovano RHazou H
(Obr. 13F). RT zacina syntézu (+) DNA vldkna z mista PP, kterého vyuziva jako primeru.
Syntéza (+) DNA vlakna postupuje az k prvnimu z 18 nukleotidi navazané tRNAM, kde
je pritomnosti velkého mnoZstvi modifikovanych bazi zablokovédna (Obr. 13G). Déle
dochazi k odstranéni tRNA (Obr 13H) a tzv. ptenosu druhého vlédkna, tedy navazani PBS
nove vzniklé (+) DNA k PBS (-) DNA (Obr. 13I). Cely proces je ukon¢en obousmérnym
dosyntetizovanim DNA a vznikem virové dsDNA (Obr. 13J) (Singh and Das 2022).
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Obr.13: Schematické zndzornéni mechanizmu reverzni transkripce. (A) Navazani tRNAY jako
primeru. (B) Syntéza (-) DNA od 5" ke 3" konci. (C) Degradace RNA ze vzniklého RNA/DNA
komplexu pomoci RNazou H. (D) Pfenos prvniho vlakna. (E) Dokonceni syntézy (-) DNA vlakna. (F)
Degradace templatového vldkna. (G) Syntéza (+) DNA vldkna. (H) Odstranéni tRNAYS, (1) Pfenos

druhého vlakna. (J) Dokonceni syntézy obou vldken.

dsDNA (provirova DNA) je pifenesena do jadra builky a integrovana do genomu

hostitelské buniky pomoci virového enzymu integrazy. Inkorporovana provirova DNA se
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chova jako soucast bunécného chromozomu hostitelské buiiky a je replikovana béznym
mechanizmem bunééné DNA. Provirovda DNA zabudovand v chromozomu miiZe ztstat
v klidu i n¢kolik let, anebo mize dojit k okamzité aktivaci. To vSe v zdvislosti na okolnich
podminkach a stavu buiiky. Pro aktivaci HIV transkripce jsou nutné jak bunécné, tak
virové faktory. Aktivace T-bun€k skrz jejich receptory nebo virovou infekei a piitomnost
cytokininll vede ke stimulaci a pienosu bunéénych traskripénich faktorti (napf. NF-kB,
AP-1...) kter¢ transaktivuji pfepis viru. Primarni virovy transkript podléha Stépeni, a tim

davé vzniknout riznym virovym mRNA.

Prvni virovy transkript kéduje mRNA pro Tat, Rev a Nef protein. Tat protein
(transaktivator transkripce) vyrazné zvySuje mnozstvi virové RNA. Podporuje virovou
transkripci diky zapojeni bunécnych faktorti (P-TEFb, TAR) a podporuje syntézu virové
gRNA (Spector, Mele et al. 2019). Rev protein je post-transkripcni regulacni protein. Rev
je schopen transportovat virovou RNA z jadra na cytozomalni ribozom. Zde jsou pak
vrané fazi syntetizovany tzv. dopliikové proteiny Vif, Vpr, Vpu a v pozd¢jsi fazi
i strukturni proteiny (Gag a Pol) (Pai, Mudgal et al. 2021). Vif protein je lokalizovan
v cytoplazmé a protoze fyzicky interaguje s virovou gRNA najdeme ho i ve virové
partikuli. Vif je déale zodpovédny za zvySeni infektivity, diky své schopnosti vyuzit
bunéény komplex CRLS5 (ubiquintin ligdzovy komplex), ktery degraduje APOBEC3
(buné&ény obranny mechanizmus) (Salamango and Harris 2021). Vpr protein byl také
nalezen ve virové partikuli (vaZe se na Gag protein) i v cytoplazmé hostitelské bunky. Vpr
je zodpovédny za zastaveni bunécného cyklu ve fazi G2, a tim podporuje replikaci viru
(Fabryova and Strebel 2019). Vpu se nachazi v cytozolu buiiky, ale také na membrané
buniky. Podporuje uvolnéni virovych partikuli z bunky a déle je zodpoveédny za degradaci
CD4 receptort (Khan and Geiger 2021). Nef protein je faktor virulence a ovliviiuje buitku
nékolika zpiisoby. Nef je zodpov&dny za sniZzeni produkce CD4 a MHC-1 membranovych
proteint. Diky tomu je pro imunitni systém buiika nerozpoznatelna. Déle je zodpovédny
za zablokovani proapoptickych proteinl. Infikovand bunka tedy neumira, ale dale

produkuje virové ¢astice (Duette, Hiener et al. 2022).

piepisem nesestiizené mRNA. Gag-Pol protein je produkovan posunem c¢teciho ramce
ribozomu na gag-pol RNA transkriptu. Posun je zplsoben cis regula¢ni oblasti, kterou
tvoti sekvence sedmi nukleotidl (SS1) a kratka smycka (SL1). Tato oblast z 2 % -10 %
polyproteinu. Timto zptisobem slouzi jedna virova mRNA jako templat pro syntézu dvou
proteind. Strukturni proteiny a virova gRNA migruji k vnitini ¢asti membrany bunky. Env
protein gp160 prochazi Golgiho aparatem, kde je Stépen na proteiny gp120 a gp41. Oba

proteiny jsou transportovany k vnitini membrané buiky, kde gp4l ukotvi gpl20
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k membran¢ infikované bunky. Gag a Gag-Pol polyproteiny se také vazi k bunécné
membrang a s nimi i virovd gRNA. Nasledné dochézi k puceni virové partikule a oddéleni
nezralé virové castice od bunky. Pfibalena virova protedza nasledné §tépi Gag protein
a dava tim vzniku MA, CA NC, a tim i dozrani virové partikule (Oxford, Collier et al.
2016).

HIV farmakoterapie
Na pocatku 80. let 20. stoleti byly publikovany studie popisujici pneumocystickou

pneumonii a agresivni formu dosud velmi vzacné rakoviny kize (Kaposiho sarkom)
v disledku vyrazného poklesu koncentrace CD4+ T-lymfocytt v krvi (Centers of Disease
Control and Prevention, 1981). V roce 1983 bylo dvéma skupinami potvrzeno, ze oslabeni
imunity je zpisobeno virovou infekci a byla izolovéna a identifikovan HIV (Barré-
Sinoussi, Chermann et al. 1983, Gallo, Sarin et al. 1983). Virus ma zoonoticky ptvod.
S nejvétsi pravdépodobnosti je jeho plivod ve viru opi¢i imunodeficience (SIV) a jeho
prinik do lidské populace je zfejm& zplisoben konzumaci nedokonale tepelné
zpracovaného masa a organli nakaZenych primatl obyvateli rovnikové Afriky (Sharp and
Hahn 2011). V roce 1987 byl na trh uveden prvni antiretrovirovy preparat zidovudin
(nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptdzy, NRTI) a s nim doSlo k zdsadni zméné
v zivoté pacientll nakazenych HIV. Od té doby byly k 1é€bé HIV infikovanych pacientii
schvaleny desitky latek, které rozd¢lujeme do né€kolika zékladnich skupin (nize). Tato
lIé¢iva jsou rozdélena podle faze bunétného cyklu viru, ve které pusobi. Fakt, Ze
kombinace latek z riznych skupin zvySuje ucinnost terapie, dal v devadesatych letech
vzniknout moderni antiretrovirové terapii znamé jako cART (combination antiretroviral
therapy). Zpravidla se jednd o kombinaci 3 latek, kdy dvé byvaji zastupci nukleosidovych
/ nukleotidovych inhibitor RT a tfeti latka je z jiné skupiny. cART pfinesla vyrazné
zkvalitnéni a prodlouzeni Zivota pacienti s HIV (Cihlar and Fordyce 2016).

Inhibitory vstupu viru do bunky (El)
Tyto latky zabrafiuji navazani, fizi a prichodu viru do buiiky. Maraviroc je antagonista
pomocného chemokininového receptoru CCRS, ktery se nachazi na povrchu hostitelské

buniky. Enfuvirtide blokuje gp41 na povrchu viru.

Nukleotidové a nukleosidové inhibitory RT (NRTI, NtRTI)
NRTI a NtRTI byly prvni popsané a doposud patii k vyznamnym latkdm pouzivanych
v terapii HIV. Po prvnim schvéaleném léCivu (zidovudin), ptibyly v devadesatych letech
dalsi (napf. zalcitabine, abacavir, lamivudine...). V roce 2001 byl pro klinické pouziti
schvéalen NtRTI tenofovir. Tato latka je objevem prof. Antonina Holého a stala se jednou
z nejucinngjSich a nepouzivanéjSich nejen v boji s HIV, ale téZ byla schvalena pro 1écbu
chronické hepatitidy typu B, pro kterou byla piivodné zamyslena. NRTI a NtRTI zastavuji

reverzni transkripci a tim je zabranéno pfepisu RNA viru do DNA a nasledné inkorporaci
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do genomu. NRTI a NtRTI jsou kompetitivni substratové inhibitory a navzajem se ¢asto
kombinuji. V disledku zktizené rezistence vSak neni doporu¢ovana kombinace vice jak tii
téchto latek.

Nenukleosidové inhibitory RT (NNRTI)
NNRTI se chovaji jako nekompetitivni inhibitory RT. Inhibice RT probiha navazadnim
na alosterické misto enzymu. V kombinaci s NRTI jsou velmi G¢inné v inhibici RT. Latky
z této skupiny miizeme rozd¢€lit na tvz. prvni generaci (napf. nevirapine, efavirenz)
a druhou generaci (napf. etravirine a rilpivirine). Zejména druha generace latek vykazuje

velkou ucinnost proti rezistentnim variantdm viru.

Inhibitory integraz (INSTI)
INSTI jsou léky inhibujici enzym integrazu, ktery je zodpovédny za integraci virové DNA
do DNA hostitelské bunky. Raltegravir byl jako prvni schvalen v roce 2007. Tato latka
nevykazuje zkiiZenou rezistenci s ostatnimi skupinami antivirotik a ma pomérné vysokou
ucinnost u multirezistentnich HIV-1 pacientii. Dal§imi schvalenymi latkami z této skupiny

jsou dolutegravir, elvitegravir a bictegravir (schvaleny 2022).

Proteazové inhibitory (PI)
Saquinavir a ritonavir byly po inhibitorech RT prvni latky 0¢inné v boji s HIV-1.
PI blokuji virovou proteazu, a tim zabranuji Stépeni prekurzorovych proteinii Gag a Gag-
Pol. Diky tomu nedochdzi k dozrani virové partikule a ty jsou defektni a neinfekéni.
Do této skupiny 1é¢iv patii napt. lopinavir, nelfinavir, ritonavir. Darunavir a atazanavir

jsou doporucovany jako tzv. 1€ky prvni volby.

Dalsi cesty lécby HIV-1

V dnesni dobé¢ Zije zhruba 38 miliont lidi s HIV-1 a1kdyz diky cART doslo k obrovskému
zkvalitnéni a prodlouzeni zivota nakazenych, uzivani 1¢kt kazdy den, vznikajici rezistence
a 1 ptes dalsi vyvoj latek piisobicich proti HIV-1 stale pomérné velké mnoZstvi vedlejSich

ucinkd 1€k, vedlo k vytvofeni dalSich strategii, jak s virem bojovat.

Protilatky se Sirokym spektrem
Imunoterapie HIV-1 je zaloZend na tzv. Siroce neutralizujicich protilatkach (broadly
neutralizing antibodies, bnAb). Tento typ protilatek byl izolovan u velmi malého mnozstvi
pacientli s HIV-1, jejichZz imunitni systém byl schopen s virem bojovat sdm, bez 1¢kt.
Jedna se o produkt specifickych B bun¢k. Genetické inzenyrstvi dalo vzniknout druhé
generaci bnAb. V pfipadé HIV-1 je v pre-klinickych a klinickych studiich cileno
predevsim na rizné ¢asti Env proteinu (CD4 vazebné misto, V3 klicka, glykoproteiny...)
(Caskey, Klein et al. 2019). Protilatky by mély byt schopné zamezit mnozeni viru,
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likvidovat nakazené buiiky a zaroven by méli byt ndpomocné pii tvofeni imunity proti
viru. Pouziti bnAb se nepotyka s vyskytem vedlejSich ucinki a nevznika na né rezistence
(Gruell and Klein 2018). Nejnad€jnéjsi je momentalné probihajici klinicka studie
pouzivajici kombinaci dvou bnAb, 3BNC117 (cilici na ,,spike* protein) a 10-1074 (V3
klicku Env proteinu). Jedna se o jednu z prvnich studii dokazujicich potlaceni viru bez
ART (Sneller, Blazkova et al. 2022).

Vakcina

Jiz nékolik desitek let se vyvoj ucinné vakciny proti HIV-1 potykd se zasadnim
problémem, a to je obrovska variabilita viru a jeho schopnost unikat imunitnimu systému
(Haynes, Wiehe et al. 2022). I udalosti poslednich let a uspésnému zavedeni mRNA
vakciny proti SARS-CoV-2 posunula vyvoj mRNA vakciny proti HIV-1. V klinické studii
je mRNAHIV-1 vakcina, kterd by méla vést k tvorbé bnAb (viz. vyse). Prvni davka by
meéla stimulovat vzacné B-lymfocyty ke specifickému vyvoji. Dalsi davky vhodné
zvolenych imunogenti by mély vést ke zrani B-lymfocytt do stddia plazmatickych bunék
produkujicich bnAb (Leggat, Cohen et al. 2022).

Genova terapie

Genova terapie je odvétvi mediciny, které se vénuje genetické modifikaci bunék.
Modifikované bunky jsou vyuzity pro 1é€bu nebo nahrazuji defektni geneticky material.
V piipad¢ HIV-1 se jedna o transplantaci hematopoetickych kmenovych bun€k s mutaci
CCRS koreceptoru (CCR5A32). Diky této mutaci nejsou buiiky schopny exprimovat tento
protein, ktery je stézejni pro vstup HIV-1 do hostitelské buiiky. Nejzndméjsi jsou ptipady
tzv. Berlinského (BP) a Londynského pacienta (LP). V obou ptipadech se jednalo
o nakazen¢ HIV-1, u kterych byla dale diagnostikovana i rakovina krve. V ptipade BP se
jednalo o akutni myeloidni leukemii a v ptfipadé LP o Hodgkinsiv lymfom. V obou
pfipadech se podafilo nalézt vhodného darce se zminénou mutaci a UspéSné provést
transplantaci kmenovych bunék (HSCT, Hematopoetic Stem Cell Transplantation).
U obou zminénych byla 1écba uspé$na a po nekolika mésicich byla 1écba ART preruSena.
S odstupem nékolika let, 9 let u BP a cca 2 roky u LP, byli pacienti testovani riznymi
technikami na pfitomnost HIV-1. Oba pacienti vykazovali remisi viru (Peterson and Kiem
2019, Gupta, Peppa et al. 2020). V souvislosti s dosazenymi vysledky se ¢asto hovofti
o nalezeni 1éku na HIV-1. Obrovské riziko pii transplantaci, specificita, vysoka cena
a narocnost provedeni vzhledem k mnoZzstvi nakaZenych jsou aspekty, které prozatim
znemoziuji plosné pouziti. I tak probihaji studie zabyvajici se zjednoduSenim celého
procesu a vyuziti genové terapie v 1é€bé HIV-1 (Peterson, Wang et al. 2018, Jensen, Knops
et al. 2023).
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1.6.2.2 Pikornaviry

V této praci byly studovéany dva lidské viry z Celedi Picornaviridae a dva vceli viry

z ¢eledi Iflaviridae.

Picornavirales je pocetny fad malych neobalenych virti napadajicich obratlovce, hmyz
a rostliny. Genom tvoii jednovldknova RNA s pozitivni polaritou (+ssRNA). U vétSiny
Clen genom koduje autoproteolytické enzymy, RNA-dependentni RNA polymerazu
(RDRP)

a strukturni proteiny. Strukturni proteiny tvoii ikosahedralni kapsidu (dvacetistén)
o velikosti zhruba 30 nm v praméru. Délka genové RNA byvd mezi 7000 az 12 500
nukleotidy.

Az na vyjimky je na 5" konci gRNA navazédn VPg protein (3-5 kDa) a 3" konec je
polyadenylovany. Virova RNA je infekéni, slouzi jako mRNA a zéaroven jako templat

pro replikaci.

Lidské pikornaviry

Jako zastupci lidskych pikornavirti byly v této praci studovani dva zastupci z Celedi
Picornaviridae, oba z rodu enterovirt, lidsky echovirus 18 a lidsky rhinovirus typu 2.
Enteroviry jsou velmi pocetnym rodem pikornavird, ¢itajicich 15 druhti (Enteroviry A-L,
Rhinoviry A-C) (Taxonomy 2019). Lidskymi enteroviry A-D a rhinoviry A-C se rocné
nakazi miliony lidi po celém svété (Harvala, Broberg et al. 2018). Nejcastéjsi formou
pfenosu je fekaln€ oralni cesta u enteroviri nebo pienosem sekretu dychacich cest
u rhinovirt. Infekce ¢asto probiha bez ptiznaki, ale ndkaza se mize projevit i jako horecka,
bolest hlavy, onemocnéni hornich a dolnich cest dychacich nebo onemocnéni traviciho
traktu. Né&které enteroviry jsou schopné napadat nervovou soustavu. Klinicky byla jejich
pfitomnost prokdzana u virovych meningitid (zanét mozkovych blan), encefalitid (zanét
mozku), myelitid (zanétlivé onemocnéni michy), pti akutni chabé paréze (periferni obrna)
a dalSich (Chen, Lee et al. 2020). NejzndméjSim neuropatickym enterovirem je poliovirus,
patfici mezi enteroviry C, zptsobujici poliomyelitidu (détskou obrnu). Diky o€kovani vSak
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 % vsSech testovanych vzorkil byly infekce provazené neurologickymi piiznaky, ty
mohou byt u takto malych déti zvlasté nebezpecné (Bubba, Broberg et al. 2020).

Enteroviry maji ikosahedralni neobalené virové partikule o priméru 30 nm s T= pseudo3
symetrii. Kapsida chrani jednovlaknovou gRNA, primérné 8000 nt dlouhou. gRNA ma
na 5" konci kovalentné navazany VPg protein, ktery je nutny pro replikaci. Dlouha

nepiekladand oblast (UTR, untranslated region) na 5" konci obsahuje IRES motiv (internal
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ribosome entry site). IRES umoziiuje pfimou syntézu polyproteinu (Martinez-Salas,
Francisco-Velilla et al. 2015). 3" konec je polyadenylovan a je dilezity nejen pro tvorbu
negativniho vldkna RNA, ale také pro translaci a RNA stabilitu (Agol and Gmyl 2018).
Interakce s receptorem nebo vystaveni kyselému prostiedi v endozomech aktivuje
enterovirovou kapsidu do stavu, kdy dochazi k uvolnéni gRNA. Enteroviriim slouzi RNA
i jako mRNA a je ptekladéna do jednoho polyproteinu, ktery je nasledné $t€pen na funkéni
kapsidové podjednotky (VPI1, 2, 3 a 4), protedzy a RDRP. Strukturni proteiny tvoii
protomer, ktery je zakladnim stavebnim kamenem pro ikosahedralni kapsidu. Cela kapsida
je tvofena 60 protomery, které jsou usporadany do pentamerovych jednotek (Duvaud,
Gabella et al. 2021).

Lidsky echovirus 18 (E18)

E18 patii do skupiny enterovirit B. Virus obsahuje pouze genomovou RNA (cca 7410 nt),
kterd zarovei slouzi jako mRNA. Jedna se o lidsky virus, ktery miize zpisobovat zazivaci
potize, exantémy (vyrazky), akutni tonzilitidy a herpanginy (virové onemocnéni dutiny
ustni) u déti. Jeho vyskyt byl potvrzen i u pacientli s onemocnénim ruka-noha-usta (Zhang,
Zhao et al. 2017, Chen, Ji et al. 2019). Pokud virus pronikne do nervové soustavy, pacienti
vykazuji pfiznaky aseptické meningitidy (Graf, Hartmann et al. 2019, Sun, Miao et al.
2019) nebo virové encefalitidy (Chen, Li et al. 2017). Pti virové encefalitide je E18 tfetim
nejcastéji identifikovanym enterovirem (Suresh, Rawlinson et al. 2020). V ojedinélych
ptipadech byla ptitomnost E18 zjiSténa i u pacientd s akutni chabou parézou (Suresh,
Forgie et al. 2018).

Virova RNA je uvolnéna z kapsidy po prtiniku viru do bunky. Nedavné studie pouzivajici
cryo-elektronovou mikroskopii prokazaly, ze pokud je kapsida vystavena kyselému
prostfedi, dochazi k odlomeni 1 az 3 sousednich pentamerovych jednotek kapsidy
auvolnéni gRNA. Takto vznikly otvor je dostate¢né velky na to, aby byla gRNA uvolnéna
bez strukturnich zmén, tedy 1 se svoji dsSRNA casti (IRES) (Buchta, Fiizik et al. 2019),

ktera slouzi k navazani ribozomu a spusténi translace.

Lidsky rhinovirus typ 2 (RV2)
Lidsky RV2 patfi do skupiny enterovird. Virus obsahuje pouze genomovou RNA
(cca 7120 nt), ktera zaroven slouzi jako mRNA. Rhinoviry, véetné RV2, jsou zodpovédné
za vice neZ 50 % onemocnéni béZnou rymou, a tim znacné zatéZzuji ekonomickou a socialni
sféru spolecnosti (Jacobs, Lamson et al. 2013). Pfenos probihd kontaktem s nakazenou
osobou, s kontaminovanymi piedméty nebo kapénkami. Male déti za rok onemocnéni
rhinoviry 4krat vice nez dospé€li a 1 kdyz je pribéh onemocnéni vétSinou mirny, jsou
thinoviry druhymi nej¢astéjSimi plivodci virovych bronchiolitid, které mohou vést

v

cest byl prokdzan i na nasledny vyvoj astmatu a opakujici se sipani v détstvi (Jartti and
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Gern 2017, Vandini, Biagi et al. 2019). U astmatickych déti virové infekce zplsobuji
zhorSeni stavu pacienta (Toivonen, Schuez-Havupalo et al. 2016). Rhinovirova infekce
pro pacienty s chronickou obstruktivni plicni chorobou, cystickou fibrozou, ale
1 astmatem, muze byt az Zivotu nebezpecna (Georgieva, Stoyanova et al. 2021). I proto
probihaji v poslednich dekadach pokusy o vytvoreni vakciny. Z divodu velkého mnozstvi

sérotypu (pfes 160) tyto pokusy zatim nejsou tspésné (Stobart, Nosek et al. 2017).

Vceli pikornaviry

Jako zastupci hmyzich virti byly studovéany virus pytlickovitého plodu (Sacbrood virus-
CZ, SBV-CZ) a virus deformovanych kiidel (Deformed wing virus, DWV), oba viry jsou
z Celedi Iflaviridae a napadaji v€elu medonosnou (Apis mellifera). Vcela medonosna se
vyskytuje po celém svéte a hraje vyznamnou roli v zemédélstvi, kde mnoho zemédélskych
plodin zavisi na opylovani provadéném predevSim vcelou. Vcela je nedilnou soucasti
ekosystému a jeho stability. Virové infekce véel mohou vést k likvidaci véelich kolonii,
a tim 1 celkovému poklesu vyskytu véel. To zptisobuje velké finanéni ztraty v zeméd¢lstvi
a naruSuje ekosystém (Brutscher, McMenamin et al. 2016, Gisder and Genersch 2017).
K rychlejsimu a efektivnéjSimu prenosu vcelich vird napomdhd i vnéjsi parazit vcely,
klestik veeli (Varroa destructor) (Traynor, Mondet et al. 2020).

Viry z Celedi Iflaviridae maji neobalené virové partikule, ikosahedralniho tvaru s T = 3
symetrii a velikosti 30-40 nm. Genom kdduje jeden polyprotein, ktery je béhem
transkripce i po transkripci rozdélen na funkéni jednotky protedzami, které si virus koduje.
Vznikaji tak strukturni proteiny a proteiny (VP1, 2, 3), které slouzi k tvorbé novych vira.
Pritomnost VP4 strukturniho proteinu nebyla u SBV a DWV prokézéna. V5" UTR se
nachazi IRES. 3" konec je polyadenylovany. Studium struktury a pochopeni, jakym
zpusobem viry uvolnuji svoji genetickou informaci, jsou stézejni pro vyvoj terapeutik,
které zabrani Sifeni vir. Tuto praci komplikuje fakt, Ze pro v€eli model neexistuje zddna
stabilni tkanova kultura. Vytvofené modely a pfistupy jsou testovany na jednotlivych
vcelach, poptipadé¢ jejich koloniich.

Virus pytlickovitého plodu (Sacbrood virus-CZ, SBV-CZ)
V této praci byl pouZit Cesky druh SBV. Vir patii do ¢eledi Iflaviridae a napada vceli larvy.
Nékaza je pro larvy smrtelnd, proto dochazi béhem infekce ke zhorSeni stavu celé kolonie.
Virus obsahuje pouze genomovou RNA (8832 nt), kterd zaroven slouzi jako mRNA.
Kapsida SBV ma kulovity tvar s ploSinami kolem ikosahedralni péti¢etné osy symetrie.
Struktura SBV virové partikule byla studovana pomoci rentgenové krystalografie. Tyto
studie prokazaly pfitomnost malych kapsidovych proteind (minor capsid protein, MiCP)
na povrchu virové partikule. MiCP nebyly charakterizovany u zadnych jinych pikornavird.
Tento protein je nejspiSe zodpoveédny za interakci s membranu buiiky, a tim 1 za uvolnéni

gRNA viru do bunééné cytoplazmy (Prochdzkova, Fiizik et al. 2018). Pro lepsi pochopeni
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mechanizmu rozpadu virové kapsidy a uvolnéni gRNA bylo vyuzito i kryo-elektronoveé
mikroskopie (cryo-EM). In vitro bylo pozorovéano, ze v kyselém prostfedi dochazi
v piipadé SBV k otevieni (prasknuti) virové partikule a uvolnéni gRNA viru v pomérné
kompaktni formé. Celkovy proces je tak rychlejsi, coz pravdépodobné snizuje riziko
degradace této RNA RNazami (Skubnik, Sukenik et al. 2021).

Virus deformovanych kfidel (Deformed wing virus, DWV)

Jako dalsi zastupce Celedi Iflaviridae byl zvolen veeli virus deformovanych kiidel (DWV).
Infekce DWV muze vést ke smrti kukly, na dospélych vcelach se infekce projevuje
deformaci kiidel, zmensenim zadecku, popft. i koncetin. VEely jsou slabé a rychle umiraji,
coz vede ke kolapsu celé kolonie. Jeho vyskyt byl potvrzen v 32 zemich, a tim se stava
nejrozsifenéj§im vcelim virem (Martin and Brettell 2019). Virova kapsida obsahuje
genomovou RNA (cca 10 100 nt), kterd zaroven slouzi jako mRNA. Pifekladem mRNA
vznika i zde polyprotein, ktery je dale Stépen na funkéni podjednotky. Kapsida DWV je
tvofena strukturnimi proteiny VP1, VP2 a VP3. Pomoci cryo-EM a rentgenové
krystalografe byla objevena globuldrni vychlipenina (P doména) strukturniho proteinu
VP3. Diky tomu, Ze P doména vystupuje do prostoru, je kapsida DWV o néco vétsi nez
u ostatnich zastupcti pikornavirii. Tato strukturni doména obsahuje katalytickou triddu
Asp-His-Ser, kterd je zfejmé zodpovédnd za navdzani na receptor nebo poskytuje
protedzovou, lipazovou nebo esterdzovou aktivitu, kterd je potiebna pro vstup viru
do hostitelské buiiky. V ptipade DWV byla dale objevena unikétni interakce gRNA
s vnitfnim povrchem ikosahedralniho virové partikule. Tato vazba RNA-kapsida ma
ziejmé vliv na stabilitu partikule a maZe hrat roli pii tvorbé virové partikule (Skubnik,
Novacek et al. 2017). Dalsi in vitro studie popisuji, Ze oproti SBV nebo viru pomalé vceli
paralyzy (slow bee paralysis virus, SBPV) nedochazi u DWV k prasknuti virové partikule.
Otevieni virové partikule se pfirovnava k otevieni kvétu. Proces je ale podobné rychly
jako u SBV a SBPV (Skubnik, Sukenik et al. 2021).

1.6.3 Modifikace ve virech

Pritomnost RNA modifikaci ve virové gRNA nebo mRNA ma riizny vliv na mechanizmus
tvorby viru. Nékteré modifikace narusuji klasické Watson-Crick parovani bazi (m'A, I).
Diky tomu mohou byt tyto modifikované baze pii piepisu RT nebo RNA-dependentni-
RNA polymerédzou ,,chybn&* piecteny a sparovany s jinou bazi (Potapov, Fu et al. 2018).
Stejnd situace miZe nastat i béhem translace. V poslednich letech je velmi studovédna

i pfitomnost a/nebo absence m®A a jeho vliv na Zivotni cyklus viru.

1.6.3.1 Inosin (l)
Inosin byl popsan u riiznych typh vird. Patii sem lidsky herpesvirus 8 (dsDNA virus),

lidsky orthopneumovirus (-ssRNA virus, téZ zvany jako respiracni syncytialni virus, RSV)
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a virus hepatitidy D (HDV) (Jayan and Casey 2002, Gandy, Linnstaedt et al. 2007, Liao,
Thakur et al. 2011). Modifikace samotnd nebo deamindzy za ni zodpovédné maji vliv na
zivotni cyklus viru a to at’ uz pfimou interakci s modifikaci nebo v ramci odpovédi

imunitniho systému proti viru (Nie, Hammond et al. 2007).

1.6.3.2 5-methylcytidin (m>C)

Pfitomnost m°C byla prokazana u nékterych retroviri, kde je podle vieho zodpovédna
za zvyseni genové exprese. Bylo popsano, ze bunéénd methyltransferaza (NSUN2) je
schopna methylovat téz virovy transkript, a tim ovlivnit jeho zivotni cyklus. Inhibice této
methyltransferazy vedla ke sniZeni po¢tu m>C mist ve virové RNA a dale inhibici translace
HIV-1 (Courtney, Tsai et al. 2019). I v ptipad¢€ 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).

1.6.3.3 2°-O-methyl modifikace (Nm)

Ve virech byla 2’-O-methyl modifikace popsana jako soucast cepicky i jako modifikace
uvnitf fetézce RNA. Neékteré viry (flaviviry, pikornaviry, coronavirus...) potfebuji mit
o¢epickovanou RNA k tomu, aby mohly zah4jit svoji translaci. K tomuto vyuzivaji bud’
systém hostitelské buiikky nebo maji kdédovany sviij vlastni aparat. Nékteré viry jsou
schopné i1 odcizit ¢epicku z hostitelské mRNA a tu pak pouzit (vir chiipky) (Koonin and
Moss 2010, Decroly, Ferron et al. 2012). V ptipadé, ze v Cepicce 2’-O-methylace chybi,

muze na sebe vir buniku upozornit a spustit systémovou imunitni reakci.

Dalsi studie se veénovaly pfitomnosti 2’-O-methyl modifikace uvniti fetézce RNA.
V piipadé, ze bylo zabranéno v methylaci ribozy u virové RNA, vykazovala infekce virem
velkou imunitni reakci (Ringeard, Marchand et al. 2019). Z toho vyplyva, Ze Nm jsou
ditlezitou soucasti funk¢ni virové RNA, jsou potiebné pro uspésny pribéh Zivotniho cyklu
viru a také slouzi viru jako mimikry. Dalsi pole vyzkumu vyuZiva nezbytnosti Nm ve
virové RNA pro tvorbu tzv. vakcin vyuZivajicich oslabeny vir (attenuated vaccine) (Li,
Dong et al. 2013, Menachery, Yount et al. 2014, Zhang, Wei et al. 2014). V tomto ptipadé
je inhibovéna methylace virové RNA. Vir je funkcni, ale velmi oslaben. Je schopny

aktivovat imunitni systém, ktery vytvofi protilatky, ale bez rizika infekce.

1.6.3.4 N®-methyladenosin (m®A)

Nékolik studii prezentovalo rizny vliv m®A na Zivotni cyklus HIV. Protein obsahujici
YTH doménu je schopny se piimo vézat na m®A v 3° UTR virové mRNA. Nadprodukce
proteinu vede ke zvySeni virové exprese. Naopak vyfazeni vazajiciho proteinu pak virovou
expresi velmi snizuje (Kennedy, Bogerd et al. 2016). Jina studie ukazuje, Ze nadprodukce
proteinu YTHDF redukuje mnozstvi virové gRNA a inhibuje RT (Lu, Tirumuru et al.

2018). Dalsi prace prezentuje, Ze m®A potlacuje tvorbu virovych proteind, a tim i uvolnéni
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viru z bunky (Tirumuru, Zhao et al. 2016). Raznorodost vysledki mize byt zpiisobena
pouzitim jiného typu bunék, bunééné faze nebo zapojeni jinych technik pro detekci m°A.
Nemaly vliv na mnoZstvi m°A v bufice miize mit i probihajici infekce (Lichinchi, Gao et
al. 2016).

wewvr

virus hepatitidy C (HCV) a zika virus (ZIKV). Vy$§i mnozstvi m®A ve virové RNA brani
replikaci viru a naopak niz§i mnozstvi m®A zvysuje produkci viru (Bradrick 2017).
Nadprodukce YTHDF vede k navazani na m®A ve virové RNA a tim brani pfepisu
a produkci viru (Gokhale, Mclntyre et al. 2016). Obdobna situace byla popséana i u ZIKV
(Lichinchi, Zhao et al. 2016).

1.6.3.5 Dalsi modifikace

Ve virové RNA byl potvrzen vyskyt i dalSich modifikaci. K takovému screeningu se
nejcastéji pouziva kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. Tato technika byla
pouzita pro testovani ZIKV, viru horecky dengue (DENV), HCV, HIV-1 a polioviru
a odhalila 32, 39, 42, 36 a 41 riznych chemickych modifikaci RNA (Mclntyre, Netzband
et al. 2018). Mnozstvi a typ modifikaci u HIV-1 je ale v rozporu s pozorovanim v této

praci a bude diskutovano nize.
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2. HYPOTEZA A CILE PRACE

V nedavné dob¢ byly u mRNA popsany riizné modifikace. Informace o mnozstvi a typu
modifikaci se ale s pfesnéjSimi technikami meéni. Testovand mRNA, byva casto
kontaminovéna vice zastoupenymi a vice modifikovanymi nekodujicimi RNA. Viry maji
jednoduchou vnitini organizaci a obsahuji mensi mnozstvi, vétSinou dobie popsanych
RNA. V pripad¢ (+)ssRNA virt slouzi genomova RNA rovnéz jako mRNA. Diky tomu
se viry jevi jako idedlni modelovy systém pro ziskdni informaci o novych RNA
modifikacich a zaroven k pochopeni funkce modifikaci jiz popsanych. V soucasné dobe¢ je

asi nejlépe prostudovanou a nejvice zastoupenou modifikaci v mRNA NS-methyladenosin.

V poslednich letech byla né¢kolika skupinami prezentovana piitomnost 1-methyladenosinu
v mRNA. V zavislosti na technice provedeni experimentu se mnoZstvi m'A pohybovalo
od tisicti po jednotky pozic v mRNA. Piesna funkce m'A v mRNA vsak nebyla dokonale
popséana a vyskyt m'A ve virech v dobé& tvorby prace publikovan nebyl. Proto se prace

zamétuje prednostné na tuto methylaci.

Cile prace:

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

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

II1. Vytvoreni mapovaci techniky pro m'A (RNA-seq) a stanoveni piivodu a pozici
methylace.

IV.  Zhodnoceni vyznamu methylace na kompozici RNA obsaZzenych ve virové
partikuli HIV-1

V. Ptipravit dostatecné mnozstvi Cistych virovych partikuli pro izolaci RNA
vybranych pikornavirti.

VI.  Vytvofeni vhodné LC-MS metody k detekci methylaci RNA vybranych
pikornavirt 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 pikornavirt.
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3. MATERIAL

3.1 Laboratorni pfistroje a pomucky

Pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Chlazena centrifuga Eppendorf 5810R (Eppendorf, Némecko)
Eppendorf ThermoMixer® C (Eppendorf, Némecko)

NanoDrop ONE (Thermo Scientific, USA)

Qubit 4 Fluorometr (Thermofisher, USA

Mastercycler Eppendorf nexus GSX1 (Eppendorf,Némecko)
RT-PCR LightCycler (Roche, Svycarsko)

4200 TapeStation Systém (Agilent, USA)

Vortex IKA® MS 3 (IKA-Werke, Némecko)

LC system, [-Class (Waters, USA)

Hmotnostni spektrometr Synapt G2 (Waters, USA)

C18 column, Acquity UPLC® BEH C18 1.7 pm (Waters, USA)
Elektronicky UV crosslinker (Ultralum, USA)

ProBlot hybridiza¢ni picka (Labnet, USA)

Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, USA)

Vortex (Heidolph, Némecko)

Jenway pH metr 3510 (Cole-Parmer Jenway®, Velka Britanie)
Zdroj EPS — 600 (C.B.S. Scientific, USA)

Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Mini Star (VWR, USA)

Speedvac Concentrator Savant SPD121P (ThermoScientific, USA)
Deska pro vyvoj radioaktivné znaCenych vzorkd (phosphor imaging plate, GE
healthcare, USA)

Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, USA)

CCD kamera (Las-3000, software Image Reader Las-3000, Fujifilm, Japonsko)
Dounce homogenizator (piston-wall distance 0.075 mm) (Bellco Glass Inc, USA)
Ti50.2 rotor s fixovanym thlem (Beckman Coulter, USA)

SW41 rotor s vykyvnymi kapsami (Beckman Coulter, USA)
Allegra 25R centrifuga (Beckman Coulter, USA)

Optima X80 ultracentrifuga (Beckman Coulter, USA)

Firereader V10 (Uvitec Cambridge, VB)

3.2 Spotrebni material

Laboratorni plastik bez RNaz a DNaz
Centrifugaéni filtry Microcon® -10 kDa (Merck Millipore, USA)
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nylonovd membrana (Amersham Hybond-N+ (GE Healthcare, USA)
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrana (BioRad, USA)

RNA High Sensitivity Assay strip (Agilent, USA)

Micro Bio-Spin P-30 kolonky (BioRad, USA)

0.45 um pore size cellulose-acetate filtr (VWR, USA)

Vialky, Waters, USA

NAP™ -5 kolonky (Merck, USA)

3.3 Chemikalie, roztoky a kity

RNAZzol reagent (Sigma-Aldrich, USA)

Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus (Zymo Reaserch, USA)

RNA Clean & Concentrator columns (Zymo Reaserch, USA)
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey —Nagel, Némecko)
Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (NEB, USA)

EZ RNA Methylation™ Kit (Zymo Research, USA)

Agardza (Sigma-Aldrich, USA)

SYBR™ Gold (Thermo Fisher Scientific, USA)

Rotiphorese sequencing gel solution (Carl Roth, Némecko)
Acrylamide/Bis Solution (30% / 40%) (Bio-Rad Laboratories)
Mocovina (Sigma, USA)

40% (w/v) 19:1 akrylamid:bis-akrylamid (BioRad, USA)

10% (w/v) amonium persulfat (APS) (Sigma-Aldrich, USA)
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin (TEMED) (Sigma, USA)
Formaldehyd (40%) (Sigma, USA)

Formamid (de-ionizovany) (Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, USA)

Xylen cyanol FF (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), (Sigma-Aldrich, USA)
Octan sodny (NaOAc) (Sigma-Aldrich, USA)
4-(3-sulfonatopropyl)morpholin-4-ium , MOPS (Sigma-Aldrich, USA)
NaCl (Sigma-Aldrich, USA)

MgCl (Sigma-Aldrich, USA)

CaCl, (Sigma-Aldrich, USA)

CsCl (Sigma-Aldrich, USA)

Na;CO> (Sigma-Aldrich, USA)

NaOH (Sigma-Aldrich, USA)

HCI (Sigma-Aldrich, USA)

KCI (Sigma-Aldrich, USA)



2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

Trizma béaze (Sigma-Aldrich, USA)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

Penicilin (Sigma-Aldrich, USA)

Streptamycin (Sigma-Aldrich, USA)

Citronan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin, BSA (Sigma-Aldrich, USA)
Dihydrogen fosforecnan sodny (NaH2PO4) (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogen fosfore¢nan sodny (Na;HPOs) (Sigma-Aldrich, USA)
Acetonitril Optima™ LC/MS Grade (Fisher Chemical™, USA)
Ethanol absolutni (Merk, USA)

Isopropanol p.a. (Penta, CZ)

Kyselina mravenci (Penta, CZ)

Kyselina borita (Sigma-Aldrich, USA)

Dubecco modifikované Eagle médium (Sigma-Aldrich, USA)
Fetélni hovézi serum, FBS (Sigma-Aldrich, USA)

Kasein (Blocked casein, ThermoFisher Scientific, USA)

v3?P ATP (Hartman analytic, Némecko)

dNTP a rNTP (NEB, USA)

modifikované rNTP (Jena BioScience, Némecko)

Super signal West Femto Maximum sensitivity substrat (Thermo Scientific, USA)

3.4 Pufry

Fosfatovy pufr (PBS pufr), pH 7,4 (137 mM NacCl, 4 mM Na,HPO4, 2,68 mM KClI,
1,76 mM KH2PO4)

TBE puft, pH 8,3 (90 mM Trizma baze, 90 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA)

10 x MOPS puft, pH 7 (200 mM MOPS, 50 mM NaOAc, 10 mM EDTA)

20 x SSC pufr, pH 7 (3 M NaCl, 0,3 M citronan sodny)

Church pufr, pH 7,2 (7% SDS, 1% BSA, 1 mM EDTA, 70 mM NaH>PO4, 180 mM
Na;HPOy4)

Fragmentacni pufr, pH 7,4 (100 mM ZnClz v 100 mM Tris HCI pufru, pH 7.4)
Alkalicky pufr pH 10,4 (50 mM Na>CO», 2 mM EDTA)

5 x Defosforylacni pufr pH 7,4 (500 mM Tris HCI, pH 7,4; 100 mM MgCl»; 500 mM
2-mercaptoethanol)

TGIRT™-III reakéni pufr, pH 7,5 (450 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Tris-HCL, pH
7,5)
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3.5 Bunécné linie
Lidské embryonalni ledvinové HEK293T buiikky (ATCC, LGC Standards, Velka
Britanie)
Lidské CD4+ T-buitkky MT4 (NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID,
NIH from Dr. Douglas Richman)
TZM-bl buitky (NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH from
Dr. Douglas Richman)
GMK, 84113001 (Sigma-Aldrich, USA)
HeLa (ATCC-CCL2)

Larvy vcel

3.6 Viry a plazmidy

cell-free HIV-1 linie NL4-3

pNL4-3 plazmid (obdrzeno pies NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS,
NIAID, NIH od Dr. Malcolm Martin)

Virus pytlickového plodu (SBV)

Virus deformovanych kiidel (DWV)

Echovirus 18 (linie METCALF, obdrzeno pies ATCC-VR-852TM)

Rhinovirus 2 (linie HGP, ATCC-482)

3.7 Protilatky

Polykonalni anti HIV-1 CA protilatka (séra kraliku imunizovanych CA proteinem
HIV-1, ptipraveno na FGU AV CR; fedéni 1:1000, 1 h, laboratorni teplota).
Sekundéarni protiladtka, Anti-Rabbit IgG konjugovéna s kienovou peroxidazou,
produkovana v kozach (Merck kat. €. A0545, 1:10000, 1 hour, laboratorni teplota).

3.8 Enzymy

Trypsin

DNaza I (10 U/ml, New England BioLabs, USA)

RN4éza I (200 U/ml, Thermo Fisher Scientific, USA)

RN4éza A (20 mg/ml, Thermo Fisher Scientific, USA)

Nukleaza P1 (Sigma-Aldrich, USA)

Alkalicka fosfatdza (Calf Bovine Alkaline phosphatase) (New England BioLabs,
USA)

FastAP alkalicka fosfataza (Thermofisher Scientific, USA)

T4 RNA ligaza (Thermofisher Scientific, USA)

T4 RNA ligaza 2 truncated (New England Biolabs, USA)
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5’-Deadenyldza (New England Biolab, USA)

Lambda exonukle4za (ThermoFisher Scientific, USA)
SuperScript III (ThermoFisher Scientific, USA)
Exonucledza 1 (ThermoFisher Scientific, USA)

TGIRT™-III (InGex, USA)

Deoxynukleotidyl transferaza (ThermoFisher Scientific, USA)
Taq DNA Polymeraza (NEB, USA)

Q5 High-Fidelity DNA Polymeraza (NEB, USA)

T4 Polynukleotid kindza (ThermoFisher Scientific, USA)

3.9 Oligonukleotidy

Oligonukleotidy byly piipraveny firmou Generi Biotech, CR.

5'-fosforylovy oligomer

RT primer

cDNA kotva sense

cDNA kotva antisense

5 p-CNNNNNNAGATCGGAAGAGCACACGTCTG- (C3)
5 CAGACGTGTGCTCTTCCGAT

5 p-CAGATCGGAAGAGCGTCGTGT- (C3)

5 " ACACGACGCTCTTCCGATCTGGG

NGS primery pro projekt HIV-1

FWDPrimer MID1s
FWDPrimer MID5s
FWDPrimer MID11s
FWDPrimer MID12s
FWDPrimer MID27s
FWDPrimer MID29s
FWDPrimer MID34s
FWDPrimer MID35s
FWDPrimer MID36s
FWDPrimer MID37s
FWDPrimer MID39s
FWDPrimer MID40s
REVPrimer MID3s
REVPrimer MID7s
REVPrimer MID14s
REVPrimer MID18s
REVPrimer MID32s
REVPrimer MID33s
REVPrimer MID50s
REVPrimer MID55s
REVPrimer MID61s

ACGAGTGCGTACACGACGCTCTTCCGATCT
ATCAGACACGACACGACGCTCTTCCGATCT
TGATACGTCTACACGACGCTCTTCCGATCT
TACTGAGCTAACACGACGCTCTTCCGATCT
ACGCGAGTATACACGACGCTCTTCCGATCT
ACTGTACAGTACACGACGCTCTTCCGATCT
CACGCTACGTACACGACGCTCTTCCGATCT
CAGTAGACGTACACGACGCTCTTCCGATCT
CGACGTGACTACACGACGCTCTTCCGATCT
TACACACACTACACGACGCTCTTCCGATCT
TACAGATCGTACACGACGCTCTTCCGATCT
TACGCTGTCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AGACGCACTCCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CGTGTCTCTACAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CGAGAGATACCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
TCTACGTAGCCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
AGTACGCTATCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
ATAGAGTACTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
ACTAGCAGTACAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CGATCGTATACAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CTATAGCGTACAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
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REVPrimer MID84s AGTGACACACCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
REVPrimer MID91s CATACTCTACCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
REVPrimer MID93s CGAGACGCGCCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

NGS primery pro mapovani methylaci v pikornavirech

m!A mapovani

SBV_m°®A_SS Il FWDPrimer CACGCTACGTACACGACGCTCTTCCGATCT
REVPrimer ACTAGCAGTACAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

SBV_m*A_SS Il FWDPrimer CAGTAGACGTACACGACGCTCTTCCGATCT
REVPrimer CGATCGTATACAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

SBV_m°PA_TGIRT FWDPrimer ACGCGAGTATACACGACGCTCTTCCGATCT
REVPrimer AGTACGCTATCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

SBV_m*A_TGIRT FWDPrimer ACTGTACAGTACACGACGCTCTTCCGATCT

REVPrimer ATAGAGTACTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
Bisulfitové
sekvenovani

SBV+ FWDPrimer ACGAGTGCGTACACGACGCTCTTCCGATCT
REVPrimer AGACGCACTCCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

SBV- FWDPrimer TGATACGTCTACACGACGCTCTTCCGATCT
REVPrimer CGAGAGATACCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

DWV + FWDPrimer ATCAGACACGACACGACGCTCTTCCGATCT
REVPrimer CGTGTCTCTACAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

DWV- FWDPrimer TACTGAGCTAACACGACGCTCTTCCGATCT
REVPrimer TCTACGTAGCCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

Préby a templaty pro Northern blot analyzu HIV-1

Lys TTT 3" konec 5 TGGCGCCCGAACAGGGAC

Lys CTT 5" konec 5 ACCGACTGAGCTATCCGGGC

Lys CTT 3" konec 5 TGGCGCCCAACGTGGGGC

Lys CTT méritko 18 nt sense TAATACGACTCACTATTAGGGTCCCTGTTCGGGCGCCA

Lys CTT méfitko 18 nt antisense TGGCGCCCGAACAGGGACCCTAATAGTGAGTCGTATTA

Lys CTT méfitko 39 nt antisense TAATACGACTCACTATTAGGGATCTGAGGGTCCAGGGTTCA
AGTCCCTGTTCGGGCGCCA

Lys CTT mé¥itko 39 nt antisense TGGCGCCCGAACAGGGACTTGAACCCTGGACCCTCAGATCC
CTAATAGTGAGTCGTATTA
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TAATACGACTCACTATTAGGGCCCGGATAGCTCAGTCGGTA
GAGCATCAGACTTTTAATCTGAGGGTCCAGGGTTCAAGTCC
CTGTTCGGGCGCCA
Lys CTT méritko 76 nt antisense TGGCGCCCGAACAGGGACTTGAACCCTGGACCCTCAGATTA
AAAGTCTGATGCTCTACCGACTGAGCTATCCGGGCCCTAAT
AGTGAGTCGTATTA

Lys CTT méritko 76 nt sense

Préby a templaty pro Northern blot analyzu pikornavird

LysTTT 3' konec TCGCCCGAACAGGGACTCG
LysTTT 5' konec GACTGAGCTATCCGGGCG
LysTTT central CCCTCAGATTAAAAGTCTGATGC
LysCTT 3' konec TCGCCCAACGTGGGGCTC
LysCTT 5' konec GACTGAGCTAGCCGGGCA
AspGTC 3' konec TCTCCCCGACGGGGAATCG
AspGTC 5' konec CACTATACTATCGAGGAA
GlyGCC-1 3' konec TGCATCGGCCGGGAATCGA
GlyGCC-1 5' konec CCACTGAACCACCGATGC
GIuGTC 3' konec TTCCGGTACCGGGAATCGAACC
GIuGTC 5' konec CCACTAGACCATACCGGA

LysTTT méfitko 21 nt sense
LysTTT méritko 21 nt antisense
LysTTT méfritko 38 nt sense

LysTTT méritko 38 nt antisense

LysTTT méfitko 75 nt sense

LysTTT méFitko 75 nt antisense

CAGTAATACGACTCACTATAGGCGAGTCCCTGTTCGGGCGA
TCGCCCGAACAGGGACTCGCCTATAGTGAGTCGTATTACTG
CAGTAATACGACTCACTATAGGTCTGAGGGTCCAGGGTTCG
AGTCCCTGTTCGGGCGA
TCGCCCGAACAGGGACTCGAACCCTGGACCCTCAGACCTAT
AGTGAGTCGTATTACTG
CAGTAATACGACTCACTATAGGCCCGGATAGCTCAGTCGGT
AGAGCATCAGACTTTTAATCTGAGGGTCCAGGGTTCGAGTC
CCTGTTCGGGCGA
TCGCCCGAACAGGGACTCGAACCCTGGACCCTCAGATTAAA
AGTCTGATGCTCTACCGACTGAGCTATCCGGGCCTATAGTG
AGTCGTATTACTG
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4. METODIKA

4.1 VsSeobecné techniky
SDS PAGE

12% gel byl ptipraven smichdnim roztokl Rotiphorese sequencing gel solution, 2x TBE,
TEMED a 10% ASP. Nasledné byl gel ekvilibrovan 10 min pti 600 V a po naneseni vzorkt
probihala separace 2 hodiny piti 600 V. Separace probihala v prostiedi 1x TBE a gel byl

po celou dobu chlazen.

20% denaturacni polyakrylamidovy gel pouZzity pro nothern blot analyzy byl pfipraven
smichanim 4,2 g moc¢oviny, 0,5 mL 10x MOPS pufru, 5 mL 40% (w/v) 19:1 akrylamid:bis-
akrylamidu, 1,25 mL destilované vody, takto pfipraveny roztok byl smichén a zahtivan,
dokud se mocovina nerozpustila. Nasledné bylo pfiddno 70 pL 10% APS a 2,5 pL
TEMED. Separace probihala v 1x MOPS, ekvilibrace gelu 30 min 100 V, separace 3-4 h
pti 150 V.

Agarozovy gel

Agarozové gely byly pripravovany v hustoté 1% - 2%. Agardza byla rozpusténa
v1 x TBE pufru a po zchladnuti bylo pfidano vizualiza¢ni ¢inidlo SYBR™ Gold
(0,8 uL / 100 mL gelu). Separace probihala v 1 x TBE puftru, 2 hodiny pti 140 V.

PCR

Pro ziskani maximalnich vytézka byly pro metodu PCR testovany dvé polymerazy (Taq
DNA Polymeraza a Q5 High-Fidelity DNA Polymerdza) a rizné teplotni a Casové profily.
Finalni PCR reakce byly provadény Taq DNA Polymerazou za podminek uvedenych nize
(Tab 1.).

Tab 1: Podminky PCR reakce.

Teplota  Cas

95°C 30s

95°C 305 4+

54*C 60s 38 cykld
68°C 60s —

68°C 5 min

Real Time — PCR

Pro Real Time — PCR byl pouzit kit Luna Universal One-Step RT-qPCR. Reakce
probihala na stoji RT-PCR LightCycler za popsanych podminek (Obr. DI1).
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4.2 Priprava virovych partikuli HIV-1

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

4.2.1 Tkanové kultury

T-bunééna linie MT4 lidskych CD4" a lidské embryonalni ledvinové buiiky, bunééna linie
Hek293T byly kultivovany podle standardnich protokoll pti 37 °C, vlhkosti >90 % a pod
atmosférou 5 % CO2 / 95 % vzduch. Bunééna linie MT4 byla kultivovana v RPMI 1640
w/o L-glutamin s pfidavkem 10 % fetdlniho hovéziho séra (FBS), penicilinu (100 U/mL)
a streptomycinu (100 pL/mL. Buné¢na linie Hek293T byla kultivovana v DMEM mediu
s vysokym obsahem glukézy s piidavkem 10 % FBS, penicilinu (100 U/mL)
a streptomycinu (100 pL/mL).

4.2.2 lzolace malych a velkych RNA frakci z bunéénych kultur

MT4 buiiky byly sesbirany a stoc¢eny (225 x g, 5 min, 20 °C), Hek293T buiky byly
trypsinovany, sesbirdny a nasledné staceny (225 x g, 5 min, 20 °C). Bunééné pelety byly
promyty PBS a lyzovany RNAzolovym c¢inidlem. Frakce velkych a malych RNA byla
ziskana podle protokolu vyrobce a mnozstvi a Cistova ziskané RNA byla kontrolovana na
HS RNA ScreenTape (4200 TapeStation, Agilent). Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci
RNA High Sensitivity Assay (Qubit 4 Fluorometer).

4.2.3 Infekce

Hek293T bunky byly transfekované plazmidem pNL4-3. Ziskany virus HIV-1 linie NL4-
3 byl pouzit pro infekci MT4 buné¢k. Infikovana bunécna kultura byla nasledné zvétSena
ko-infekci. 48 h po infikovani byl supernantant obsahujici virové partikule
a infikované buiiky pfidany k neinfikovanym MT4 buiikdm (5*10° bunék/mL) v poméru
1:9. Ko-kultivace byla synchronizovéna tfemi po sob& jdoucimi piidavky infikované
kultury k neinfikovanym MT4 buiikdm (5*10° bunék/mL, 27 h odstup mezi ptidavky).
Po 40 hodinach od posledniho synchroniza¢niho kroku byl supernatant obsahujici virove
partikule sebran, stocen (225 x g, 5 min, 20 °C), filtrovan ptes 0,45 um celul6zo-acetatovy

filtr a zamrazen (-80 °C).

Kvalita infekce byla ovéfena analyzou TZM, kdy byl titr HIV-1 méfen 10-ti ndsobnou
sériovou infekci bunék TZM-bl v triplikatech. Titr viru byl vypocten metodou Reed
Muench a vyjadien jako 50% infekéni davka tkanové kultury.
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4.2.4 Izolace na sacharézovém polstari

Virové partikule byly zakoncentrovany z ¢istého kultivacniho média sto¢enim skrz 20 %
(v/v) sachar6zu v PBS pufru (90 000 x g, rotor JS 24.38, 90 min, 4 °C). Peleta byla
resuspendovana v reakénim pufru pro RNazu/DNazu (Tris HCl 100 mM, MgCl, 25 mM,
CaClz 25 mM). Pro zbaveni se zbytki DNA a RNA z bunék byla pouzita DNéza I
(10 U/ml), RNaza I (200 U/ml) a RNaza A (20 mg/ml. Reakce probihala 2 h pti 37 °C
a byla zastavena pfidanim RNAzolu.

Kontrolni vzorek bez infekce byl pfipraven stejnym zpisobem z neinfikovanych
MT4 bun¢k.

4.2.5 Cidténi na gradientu OptiPrep.

Pred¢isténé pelety virovych partikuli (viz vySe) byly rozsuspendovany v PBS pufru,
naneseny na povrch pfipraveného iodixanového gradientu (6 % - 35 % OptiPrep Density
Gradient medium fedéno PBS pufrem) a sto¢eny (90 000 x g, rotor MLS50, 90 min, 4 °C).
Kvalita frakci obsahujicich HIV-1 byla ovéfena analyzou Western blot (Obr. 14A, str.67).
Frakce obsahujici HIV-1 virové partikule byly spojeny, pét krat ziedény PBS a stoceny
pro ziskani pelety (90 000 x g, rotor MLS50, 90 min, 4 °C). Ziskané pelety byly
resuspendovana v reakénim pufru pro RNazu/DNézu (Tris HCl 100 mM, MgCl, 25 mM,
CaClz 25 mM). Pro zbaveni se zbytki DNA a RNA z bunék byla pouzita DNéza I
(10 U/ml), RNéaza I (200 U/ml) a RNaza A (20 mg/ml. Reakce probihala 2 h pii 37 °C

a byla zastavena pfiddnim RNAzolu.

4.2.6 Analyza Western blot

Vzorky z kazdé frakce OptiPrep gradientu byly smichény s nanaSecim pufrem v poméru
5:1 a denaturovany 5 min pii 95 °C. Rozdéleni probihalo na 15 % SDS
polyakrylamidovém gelu po dobu 90 min a napéti 150 V. Proteiny rozdélené na gelu byly
pfeneseny na polyvinylidenfloridovou membranu (PVDF) a blokovany kaseinem. HIV-1
kapsidovy protein (CA protein) byl detekovan pomoci polyklondlni anti HIV-1 CA
protilatky (krali¢i sérum imunizované precisténym HIV-1 CA proteinem; fedéni 1:1000,
1 h, RT) a jako sekundérni protilatka byla pouZita anti IgG protilatka znacend kienovou
peroxidazou (1:10000, 1 h, RT). Po oplachnuti byla membrana inkubovana se SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity Substrat a intenzita chemiluminiscence byla zjisténa

pomoci CCD kamery.

RNA z virovych partikuli byla izolovédna s pouZzitim Zymo-Spin™ IIC Columns (Direct-
zol™ RNA MiniPrep Plus) podle protokolu vyrobce. Kvalita RNA vzorku byla ovéfena
na HS RNA ScreenTape (4200 TapeStation, Agilent) (Obr. 14B, str. 67) a mnozstvi RNA
bylo naméfeno na fluorometru Qubit 4 pomoci RNA High Sensitivity Assay. Pfitomnost
virové RNA byla potvrzena RT-PCR (LightCycler, Roche) (Obr 15, str. 68).
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4.3 Priprava pikornavirt

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 pfipraveny Mgr. Michaelou Prochazkovou, Ph.D..
Lidské pikornaviry (E18 a RV2) byly pfipraveny Mgr. Lenkou Smerdovou, Ph.D..

4.3.1 Infekce SBV

Barevné a strukturni prvky vicka komurky v pléastvi byly pouzity k identifikaci mist, kde
dozravaji vceli kukly. Bilo-oké kukly byly poté opatrné vyjmuty z komtirek a polozeny
bfisni (ventralni) stranou nahoru do drazek poskladaného papiru. Inokulum SBV (1 pL)
bylo vpichnuté skrz mezisegmentalni kutikuly mezi Ctvrty a paty strenit pomoci
Hamiltonovy sklenéné mikropipety (jehla 30 - gauge, 22 mm dlouhd). Infikované kukly
byly vloZeny do petriho misek a inkubovany pii 30 °C a 75 % vlhkosti po dobu péti dnt.
Vysoké mnozstvi viru v infikované kukle vede ke zméné zbarveni centralni ¢asti oka
kukly. Po inkubaci byly kukly pro uchovani zamrazeny (-20 °C, nebo pro dlouhodobé

uchovani -80 °C) nebo dale zpracovavany.

256 infikovanych vcelich kukel bylo homogenizovdno (Dounce homogenizator,
vzdalenost pistu od stény zkumavky 0,075 mm) ve 100 mL PBS, pH 7.4. Extrakt byl
sto¢en (10 000 x g, 30 min, 4 °C). Sebrany supernatant byl dale ultracentrifugovan (50 000
RPM) na Ti50.2 rotoru s fixnim thlem (Beckman-CoulterTM) po dobu 3 hodin. Vysledna
peleta byla rozsuspendovana v 5 mL PBS. Pro zbaveni se zbytki DNA a RNA, které
nepochazeni z viru byla pouzita DNéza a RNaza. K resuspendované peleté byl ptidan
roztok MgCl, (vysledna koncentrace 5 mM), 20 pg/mL DNazy I a 20 pg/mL RNazy.
Reakce probihala pti laboratorni teploté po dobu 30 min a poté byla reak¢éni smés stocena
15 min pii 6 000 x g. Vysledny supernatant byl rozdélen na gradientu CsCl (0,6 g/mL)
v PBS pomoci ultracentrifugace (rotor SW41, 30 000 RPM, 15 h). Opalescentni prouzky
odpovidajici viru byly vyjmuty z centrifugacni zkumavky jehlou (18 - gauge). Ve vzorcich
obsahujicich virové partikule byl vyménén pufr na PBS a vzorek byl zakoncentrovan.

Takto provedeny protokol vedl k vytéZku okolo 7 mg viru vhodného pro dalsi analyzy.

4.3.2 Infekce DWV

Pribéh infekce a produkce DWV je velmi podobny produkci SBV (viz vyse). Strucné,
2 581 vybranych vcelich kukel bylo infikovano vpichem 1 pL inokula DWV mezi Etvrty
a paty sternit. Kukly s unikajici hemolymfou byly vyfazeny. Infikované kukly byly
inkubovany pét dni, pfi teploté 30 °C a vlhkosti 75 %. Dale byly skladovany pii -20 °C
nebo -80 °C pro dlouhodobé uskladnéni.
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600-700 experimentaln¢ infikovanych kukel bylo homogenizovano (Dounce
homogenizator, vzdalenost pistu od stény zkumavky 0,075 mm) ve 30 mL PBS, pH 7,5.
Extrakt byl stocen (15 000 x g, 30 min, 10 °C). Sebrany supernatant byl dale
ultracentrifugovan (150 000 x g) na Ti50.2 rotoru s fixnim thlem po dobu 3 hodin.
Vysledna peleta byla resuspendovéana v 5 mL PBS. K resuspendované peleté byl ptidan
roztok MgCly (vyslednad koncentrace 5 mM), 20 pg/mL DNazy I a 20 ug/mL RNazy.
Reakce probihala pii laboratorni teploté po dobu 30 min a poté byla reakéni smés stocena
15 min pii 5 500 x g. Vysledny supernatant byl rozdélen na gradientu CsClI (0,6 g/mL)
v PBS pomoci ultracentrifugace (rotor SW41, 30 000 RPM, 16 h). Prouzky obsahujici
virus byly vyjmuty z centrifuga¢ni zkumavky jehlou (18 - gauge). Ve vzorcich

obsahujicich virové partikule byl vyménén pufr na PBS a vzorek byl zakoncentrovan.

4.3.3 Ptiprava lidskych pikornavir(
Echovirus 18 (linie METCALF, obdrzena od ATCC-VR-852TM) byl namnozen

v permanentni linii ledvinovych bunék kockodana zelené¢ho (African green monkey,
GMK) v Dulbecco modifikované Eagle médiu s ptidavkem 10 % FBS.

Rhinovirus 2 (linie HGP, ATCC-482) byl namnozen v HeLa bunkach (ATCC-CCL2)
v Dulbecco modifikované Eagle médiu s piidavkem 10 % FBS.

Pro ptipravu viru bylo pouzito 50 kultivacnich misek o poloméru 150 mm. Infekce
probihala 2-3 dny, do bodu, kdy 90 % bunék projevovalo cytopaticky efekt. Medium bylo
sebrano. Zbytky adherentnich bun€k bylo seskabnuto ze dna kultivaéni misky a bunécna
suspenze byla stocena (15 000 x g, rotor A-10, 10 °C, 30 min). Vysledna peleta byla
resuspendovana v 10 mL PBS. Roztok byl podrobem tfem cyklim zmrazeni (-80 °C)
aroztani 37 °C a homogenizovan (Dounce homogenizator). Smés byla stocena 30 min pfi
teploté 10 °C a otackach 3 000 x g (centrifuga Beckamn Coulter Allegra 25R, rotor A-10).
Supernatant byl pfidan k médiu sebranému z infikovanych bunek. Virové partikule byly
vysrazeny piidanim PEG-8000 a NaCl (vysledna koncentrace 0,6 M) a inkubovany pies
noc pii mirném tfepani a 10 °C. Inkubovanid smés byla sto€ena 30 min pi1 10 °C
(15 000 x g, centrifuga Beckamn Coulter Allegra 25R, rotor A-10). Bila sraZenina byla
resuspendovéana ve 12 mL PBS. Ke smési byl pfidan MgCl, (vysledna koncentrace 5 mM)
a aby byly virové partikule zbaveny zbytki RNA a DNA z buné¢k, byly podrobeny
enzymové reakci s DN4azou 1 a RNazou (vyslednd koncentrace 10 pg/mL). Reakce
probihala pfi laboratorni teploté 30 min. Nasledné byla reakce zastavena pfidanim trypsinu
(vysledna koncentrace 0,5 pg/mL, 30 °C, 10 min). Nésledn¢ byla ptidina EDTA (vysledna
koncentrace 15 mM, pH 9,5) a detergent NP-40™ (vyslednd koncentrace 1 %). Virové
partikule byly pfeCiStény na sachar6zovém polstati (30 % (w/v) sacharéza v PBS)
ultracentrifugaci (21 000 x g, centrifuga Optima X80, rotor Beckman Coulter SW41Ti,
18 hodin, 10 °C). Neprithledné prouzky obsahujici virus byly jehlou
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(20 - gauge na 5 mL stiikacce) pfeneseny do mikrozkumavky, pufr byl vyménén za PBS

a vzorek byl zakoncentrovan (2 mg/mL).

4.4 LC-MS RNA z HIV-1

Izolovana RNA (1-4 ug) byla pln¢€ rozlozena za pouziti nukleazy P1 (NuP1) a alkalické
fosfatazy (CIP) na nukleosidy. Prvni reakce probihala ve 40 puL pufru octanu amonném,
pH 4,5; 50 mM za ptitomnosti NuP1 (1 U/pg RNA) 1 h, 37 °C. Déle byl ke smési pfidan
CutSmart pufr (vysledna koncentrace 1x) a alkalicka fosfatdza (1 U/pg RNA) a reakce
pokracovala dalsi hodinu pti 37 °C. Dale byly vzorky natedény LC-MS vodou na 200 puL
a piedistény na kolonkdch Microcon®-10kDa. Cast, kterd prosla ptes filtr, byla
zakoncentrovana pomoci syst¢ému SpedVac na objem 20 pL. Takto pfipravené vzorky

obsahujici nukleosidy byly nanaseny na kolonu.

Vsechny vzorky byly méteny v technickych duplikatech. Kapalinova chromatografie byla
provedena na systému I-Class s kolonou C18 (Acquity UPLC® BEH CI8 1,7 um,
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
mravenci (Tab.2) (Su, Chan et al. 2014).

Kapalinova chromatografie byla spojena standemovym hybridnim hmotnostnim
spektrometrem (Synapt G2, Waters) s ESI (elektrosprej) iontovym zdrojem a vyuzivajicim
kvadrupdlovy prilletovy hmotnostni analyzator. Ionty pfichdzejici na analyzator byly
skenovany v pozitivnim moédu 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 pritok 600 L/h. Hodnoty vSech
uvedenych parametri byly ziskdny experimentalné na zaklad€ optimalni odezvy pro

standard m°®A.

Tab. 2:.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
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Vsechny hmotnostni chromatogramy byly analyzovany softwarem MassLynx V4.1. Smés
nukleosidfi (m'A, m®A, Am, A, t°A) byla nanesena na kolonu ve tfech riiznych mnoZstvich
(64, 320, 1600 fmol kazdy), aby se ovéfila sila signdlu za dané ionizace pro kazdy
testovany standard. Smeés byla testovana v technickych triplikatech. Pro kazdy testovany
nukleosid byl extrahovan chromatogram (Extracted ion chromatogram, EIC) na zdklad¢
majoritniho fragmentu (fragmentace bylo dosazeno jiz ve zdroji) (Obr. DI2-DI3).
Chromatografické piky EIC byly integrovany a plocha piku (plocha pod kiivkou, area

under curve, AUC) byla pouzita k vypoctu efektivity ionizace testovanych nukleosidi.

4.5 LC-MS RNA izolované z vybranych pikornavir(

Vzorky pikornavirti (1-10 pg) byly enzymaticky rozlozeny, zpracovany a analyzovany

podle stejného protokolu popsaného v predesié sekci.

Vsechny hmotnostni chromatogramy byly analyzovany softwarem MassLynx V4.1. Smés
komeréné dostupnych standardii od kazdé kanonické baze a jejich methylaci (A, m'A,
mA, Am, G, m'G, m*G, m’G, Gm; C, m*C, m°C, Cm; U, m°U, Um) byly naméfeny
v poméru 100 x kanonickd baze ku 1 x methylované baze. Takto pfipravené vzorky
standardd byly promeéteny v triplikatech, za stejnych podminek jako vzorky vird, pro
stanoveni odezvy
za danych ioniza¢nich podminek. Nésledna analyza chromatograml byla provedena
stejnym zpusobem, jaky je popsan v piedeslé ¢asti. Chromatografické piky majoritnich
fragmentt byly integrovany a AUC byla pouzita k pfepoctu mnozstvi modifikace na 100
nemodifikovanych nukleosidii (Obr. DI§-DI12).

4.6 Priprava sekvenacnich knihoven

4.6.1 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 ziskdni RNA fragmentl o velikosti 50-200 nt.
Vzorky RNA (1-2 pg) byly inkubovany ve fragmenta¢nim pufru (100 mM ZnCl»
ve 100 mM Tris-HCI pufru, pH 7,4) pti 75 °C po dobu jedné minuty. Reakce byla
zastavena priddnim EDTA (vyslednd koncentrace 50 mM). Vzorky byly vysraZeny
ethanolem a velikost fragment® byla zkontrolovana HS RNA Screen Tape®.

Polovina kazdého vzorku byla inkubovana 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 pifeciStény na kolonkdch RNA Clean and
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Concentration columns (Zymo) a analyzovany HS RNA Screen Tape®. Takto upravené

vzorky slouzi jako negativni kontrola a dale s nimi bylo nakladéno stejnym zptsobem.

Vzorky fragmentované RNA byly denaturovany pii 90 °C po dobu 30 s. Nasledn¢ byly
zchlazeny na ledu a defosforylovany. Defosforylace probihala v defosforyla¢nim pufru
(vyslednd koncentrace 100 mM Tris-HCI, pH 7,4, 20 mM MgCl, 0,1 mg/mL BSA
a 100 mM 2 - mercaptoethanol) po ptfidani 0,5 U FastAP alkalické fosfatazy po 30 minut
pii 37 °C. Cely proces byl opakovan a na zavér byla provedena deaktivace enzymu teplem
pti 75 °C po dobu 5 minut.

Pre-adenylovany adaptér byl pfipraven dle publikovaného protokolu (Winz, Cahova et al.
2017). Stru¢né, adenosin-5'-fosfoimidazolid (ImpA) byl ptipraven Ing. Oldfichem
Hudeckem Ph.D. podle protokolu (Hafner, Landgraf et al. 2008). 50 uL smési
syntetizované¢ho ImpA (100 mM) a MgCl, (50 mM) bylo smichéno s 50 pL komeréné
dodaného 5’-foforylovaného oligomeru (50 nmol). Reakéni smés byla zahtivana na 37 °C
po dobu 20 min. Nasledn¢ byla teplota zvysena na 50 °C a pfi této teploté reakce probihala
1,5 h. Dale bylo ke smési ptiddno 50 pL ImpA (50 mM) a inkubace probihala dalsi 1 h.
Reakéni smés byla pfecisténa na kolonkach NAP™-5 (Merck, USA). Pfitomnost pre-
adenylovaného adaptéru (3° RNA adaptéru) v jednotlivych frakcich byla testovana
pristrojem NanoDrop One. Frakce, které adaptér obsahovaly, byly smichany a kvalita
vzorku byla kontrolovana 12% SDS PAGE.

Ligace adaptéru na 3~ konec RNA byla provedena pii 4 °C po dobu 72 hodin
v defosforylacnim pufru, ktery navic obsahoval 15 % DMSO, 5 pL adenylovany 3" RNA
adaptér; 0,5 U/uL. T4 RNA ligazu a 1 U/uL T4 RNA ligazu 2 truncated. Reakce byla
zastavena zahtatim na 75 °C po dobu 15 minut. Nenavazany 3’- adaptor byl odstranén

5’-deadenylazou a lambda exonukledzou. Cel4 smés byla vysrdzena ethanolem.

Pro presnéj$i uréeni mista, kde se nachazi m'A byly pro reverzni transkripci zvoleny dva

rizné enzymy (transkriptazy), SuperScript III a TGIRT™-III.

Reverzni transkripce s enzymem SuperScript 11 (10 U/uL) byla provedena v 30 uLL smési
obsahujici First-Strand Buffer (1 x), RT-primer (5 uM), dNTP mix (vysledna koncentrace
0,5 mM), DTT (5§ mM) a BSA (50 pg/uL). reakéni smés byla zahtata na 50 °C po dobu
1 hodiny. Nadbyte¢ny RT-primer byl odstranén kombinaci enzymi (Lambda exonukleéza,
exonukledaza 1 a FastAP alkalickd fosfatdza). RNA byla degradovdana pomoci NaOH

a reak¢ni smés byla vysrazena ethanolem.

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

HCI a vysrazeny ethanolem.

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

Ligace dsDNA kotvy (1,25 mM) probihala v 50 mM Tris-HCI pufru (pH 7.,4), ktery dale
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 zahiatim na 65 °C po dobu 10 minut, vzorky byly

vysrazeny ethanolem a rozpustény ve 12 uL 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 s pfidavkem 5 pM obou
znac¢enych primerti, 0,5 mM dNTP (kazdy) a 0,25 U TagDNA polymerazy a celkova
reakéni smés méla 20 pL. Pocatecni denaturace byla provedena pii 95 °C po dobu 60 s,
annealing 60 s 54 °C, elongace 60 s 68 °C, a denaturace 30 s 95 °C. Zavérecny krok
68 °C, 5 min.

Vzorky po PCR byly naneseny na 1,3 % agar6zovy gel (140 V, 2 hodiny). Fragmenty mezi
100-400 nt byly vyfezdny zgelu a DNA byla extrahovana zgelu pomoci kitu
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

4.6.2 Bisulfitové sekvenovani

Pro zjisténi pozice m’C v gRNA veelich virG byla vytvofena metoda na zakladé
bisulfitového sekvenovani. Po chemické fragmentaci (popsano vySe) byly vzorky
rozdéleny na dvé Casti. Jedna ¢ast kazdého vzorku byla pouzita pro bisulfitovou konverzi,
provedenou Ing. Veronikou Romanskou. Tato konverze probihala za pouZiti kitu EZ RNA
Methylation™ Kit podle protokolu dodaného vyrobcem. Kvalita vzorku byla testovana
HS RNA Screen Tape® a mnozstvi bylo zjisténo RNA High Sensitivity Assay. Vzorky

byly vysraZeny ethanolem.

VsSechny vzorky byla dale pouzity pro ptipravu sekvenac¢ni knihovny, od kroku

s navazanim pre-adenylovaného adaptoru, jak je popséno v piedchozi sekci.

4.7 Northern blot

Northern blot analyza pro studii pikornavirt byla dod€lana Ing. Barborou Svojanovskou

a Ing. Kristinou Spustovou.
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RNA izolovana z virovych partikuli HIV-1 a RNA izolovana z neinfikovanych
MT4 bunék byla rozdélena na dvé ¢asti. Jedna Cast byla fragmentovana, jak je popsano
v sekci mapovéani m'A. Denaturaéni 20 % polyakrylamidovy gel (8 x 10 cm, 1 mm silny)
byl pfipraven ze smési 19:1 akrylamid:bis-akrylamid v 0,5 x MOPS puftru (zasobni roztok
viz material) a 7 M mocoviny. Pro ustaleni podminek byl polymerizovany gel zapojen
do systému v 0,5 x MOPS pufru po dobu 30 minut pii 100 V. 15 pL 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
ananeseno do jamek na gelu. Pro zahusténi vzorku v jamkach gelu byly vychozi podminky
nastaveny na 50 V po dobu 15 minut, ndsledné¢ bylo napéti upraveno na 150 V po dobu,
nez bromfenolova modi dosdhla 90 % délky gelu. Rozd€lené tiseky RNA byly z gelu
pieneseny na nabitou nylonovou membranu (Amersham Hybond — N) kapilarnim
transferem provedeném ve 20 x SSC pufru pfes noc. Membrédna byla dvakrat
crosslinkovana (120 mJ, 30 s) pomoci elektronického UV crosslinkeru. Poté byla
membrana hybridizovana v 10 mL Church pufru pti 45 °C 1 hodinu (ProBlot hybridiza¢ni
picka, Labnet).

Préba (5 uL ze 100 pM zéasobniho roztoku) byla radioaktivné znac¢ena pouzitim 20 U
T4 polynukleotidyl kindzy, 2 pL y-**P ATP (3,3 uM, 10 pCi/uL; Hartmann analytic)
v 20 pL kindzovém pufru. Reakce probihala pti 37 °C, 30 min. Reakce byla zastavena
ohfatim na 65 °C po dobu 5 minut a proba byla piecisténa od nadbyteéného radioaktivné
znaceného trifosfatu na kolonkach Micro Bio-Spin P-30 (BioRad). Znacena proba byla
pfidana k membrané€ s novym Church pufrem (10 mL) a hybridizovana pti 45 °C pies noc.
Nenavazana proba byla dvakrat 10 min vyplachnuta LS pufrem a nasledné HS pufrem, vse
pii 45 °C. Membrana byla zatavena do folie, inkubovdna v desce pro zobrazeni
radioaktivné znaceného fosforu a piectena pomoci ptistroje Typhoon FLA 9500.

4.8 Bioinformaticka analyza

Bioinformaticka analyza v projektu HIV-1 byla provedena Mgr. Janem Pacesem, Ph.D..
V projektu pikornavirii byla bioinformaticka analyza provedena Mgr. Janem Pacesem,
Ph.D. a Mgr. Lenkou Gahurovou, Ph.D..

4.8.1 Bioinformaticka analyza knihoven HIV-1

Knihovny byly zpracovany programy cutadapt (50) a Atropos (51). Cisté sekvence delsi
nez 20 bp byly namapovanyna lidsky genom a HIV-1 genom pouZitim systému bwa
aligner v0.7.10-r789 (52). VSechny statistiky a grafy byly vyrobeny vytvofenym skriptem
(github).
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4.8.2 Bioinformaticka analyza knihoven pikornavir(

Kontrola kvality byla provedena systémem FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) a knihovny byly dale
rozdéleny pomoci fastx toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx toolkit/index.html/).
Knihovny byly zbaveny barcodovych a technickych sekvenci kombinaci softwart
trimmomatic(26) and cutadapt(27). Sekvence delsi nez 20 bp byly namapovany pouzitim
bwa aligner v0.7.17 (28). Ready byly namapovany na modifikované¢ sekvence SBV
(GeneBank accesion NC 002066.1) a DWV (NC 004830.2) virového genomu. Vceli
tRNA byly podle literatury seskupeny a pouze jeden zastupce kazdé skupiny byl pouzit
pro mapovani. Detekce a statistické vyhodnoceni vneseni chybného nukleosidu,
prodlouzeni, zkraceni nebo piedcasného konce byly udélany vlastnim softwarem
https://github.com/bioinfocz/rnamod/ pod MIT licenci. Program pouzivda SAM soubory
vytvofené bwa jako vstup a z pole fetézce CIGAR detekuje rozdily a provadi parovy t-test
mezi vzorkem a kontrolou, poté vytvari graficky a textovy vystup pokryti a vyznamnych
pozic. Parametry pro vyznamné pozice pouZité pro nespravnou inkorporaci a pred¢asny
konec byly: (coverage >100 && err >0.4) || (coverage >100 && p-value < 0.1 && err >
0.1); for insertion or deletion simply err > 0.3(29).
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5. VYSLEDKY

5.1 Studium RNA modifikaci ve virové RNA z HIV-1

Prvni Cast prace se zabyva studiem RNA modifikaci RNA ziskané z HIV-1 virovych
partikuli. Pro tuto studii byly pouzity dvé techniky, kapalinovd chromatografie
s hmotnostni spektrometrii a mapovaci technika pro 1-methyladenosin (m'A).

5.1.1 Analyza RNA izolované z HIV-1 virovych partikuli

HIV-1 virové partikule byly pfipraveny infekci MT4 bunék a nésledné izolovany
z kultiva¢niho media. Virové partikule byly piecistény na sacharézovém polStaii
a iodixolovém gradientu. Pfitomnost HIV partikuli byla testovana analyzou Western blot
(Obr. 14A). Tato &ast prace byla provedena v laboratofi Virologie (UOCHB, Praha) RNDr.
Janou Trylc¢ovou Ph.D. a Ing. Barborou Benoni.

E-méFitko

nt
Mock
fr.1

fr.2

fr. 3_HIV
fr.4

4000
—— D ——— 2000

| I e ] g | 1000
fr.1 fr. 2 fr.3 fr. 4 500 l
- -

Obr. 14: (A) Analyza Western blot vzork( HIV ziskanych po gradientovém precisténi Optiprep.
(B) HS RNA ScreenTape analyza vzorkd HIV. Mock je kontrolni vzorek a jedna se o oznaceni pro

RNA izolovanou ze supernatantu neinfikovanych MT4 bunék.

Ptipadné zbytky bun&né RNA a DNA, které nejsou soucasti virové partikule, byly
odstranény pouzitim RNaz a DNazy. Stejny proces byl pouzit pro neinfikovan¢ MT4
buniky a jejich supernatant (Mock). Tyto vzorky byly pouzity jako negativni kontrola
(Obr. 14B, 15). RNA z HIV-1 virovych partikuli byla ziskana pomoci RNAzolu. Kvalita
ziskané RNA byla testovana na HS RNA ScreenTape (Obr. 14B). Pfitomnost gHIV RNA
byla potvrzena metodou Real Time-PCR (Obr. 15).
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Obr. 15: Graficky zaznam analyzy Real Time-PCR vzorkd RNA prokazujici pfitomnost gHIV RNA

v testovanych frakcich.

Vzorky RNA byly dale vysraZzeny ethanolem a nastépeny do formy nukleosidii pomoci
nukledzy P1 a alkalické fosfatdzy. Smés nukleosidi byla analyzovana LC-MS systémem
(Synapt G2) (Obr 16).

Infekce .
HIV-1 Inkub Cisténi virovych
virové / nkubace partikuli Izolace RNA
partikule
S > % —
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Obr.16: Schematické znazornéni pripravy vzorkd HIV-1 pro LC-MS analyzu.

Pro kvalitativni stanoveni kanonickych i modifikovanych nukleosidi byly také
analyzovany synteticky pfipravené standardy, které poskytuji stejné¢ fragmentacni
spektrum a jsou eluovany ve stejném case, jako testované nukleosidy (Obr 17, Obr. DI2,
DI3).
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Obr. 17: Modifikace adenosinu identifikované v nastépené RNA z HIV-1.

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.3 A.). Oproti tomu
mnozstvi m' A bylo pomérné vysoké, okolo 4,1 % vsech adenosini ptitomnych v riiznych
RNA obsazenych ve virové partikuli (Tab. 3 A). Z dalSich zndmych adenosinovych
modifikaci byly potvrzeny pouze Am, tSA a mS*°A (Tab. 3 A). Né&které dalsi byly
obsazeny stopové a jejich pfitomnost byla urcena pouze na zékladé m/z, bez testovani
standardt (Tab. DI1.).

Tab. 3: (A) Poméry mnozstvi adenosinovych modifikaci v HIV-1 vzorcich mérenych LC-MS (Ctyfi
biologické replikaty). (B) Poméry mnozZstvi adenosinovych modifikaci ve vzorcich supernatantu
neinfikovanych MT4 bunék (Mock, jedno kontrolni méfeni).

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

A Nuklecsidy * % B Nukleosidy * %
A 89,3+2,0 A 98.8
m'A 4,1+1,0 miA 0,1
m°A 1,1+0,2 meA 0
Am 0,9+1,0 A 0,5
t°A 3,2+0,8

Am, m5%t®a 0,6

mS2t®a 1,5+09*

Aby bylo potvrzeno, Ze nalezené modifikované adenosiny opravdu pochazeji z RNA
obsazené ve virové partikuli, byl pfipraven kontrolni vzorek. Ten byl ziskan stejnou
upravou supernatantu z neinfikovanych MT4 bunék (Mock). Takto ziskand RNA byla
podrobena stejnému postupu piipravy na hmotnostni analyzu jako vzorky virovych

partikuli. Naslednd analyza prokéazala pouze stopové mnozstvi modifikovanych adenosinti
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(Tab. 3 B). To potvrdilo hypotézu, ze modifikované adenosiny nalezené ve vzorcich

infikovanych HIV-1 skute¢né pochéazi z RNA obsazenych ve virové partikuli.

Na zaklad¢ informaci z literatury o pfitomnosti a poc¢tu jednotlivych RNA obsazenych ve
virové partikuli HIV-1 (dvé genomové RNA, 14 kopii 7SL RNA a zhruba 70 kopii tRNA)
(Obr 18A, B) (Bilbille, Vendeix et al. 2009, Kleiman, Jones et al. 2010, Telesnitsky and
Wolin 2016) a udaji o mnozstvi m'A ziskanych piepocétem z hmotnostni spektrometrie
bylo dopo¢itino, Ze na jednu virovou partikuli spadd zhruba 340 m!A (Obr. 18C).
Pfitomnost m'A byla doposud prokazana pouze u riiznych tRNA (pozice 58 v tRNADY),

coz by vedlo k zavéru, ze 270 m'A modifikaci pfipada na dalsi RNA ve virové partikuli

obsazenych.
A Pocet kopif Poget A B . Virova
RNA Délka na m (genomova)
Typ RNA ) . ) \! !
na zakladé (nt) sekvenci TRNAWS32) g |~ RNA (2 kopie)
literatury (nt) ‘;ci?)
HIV-1 gRNA 2 9181 3272 N
75L RNA
7 SLRNA 14 299 56 (14 kopil) 5
tRNA lysTTT-3.1 8 76 15
lys CTT-2.1 Py ;‘.\&) %(: :-' / ~
TRNA 8 12 76 15 PRk @
tRNA ys CTT-1.1 . - . L,
Dalsi tRNA / ; Jiné RNA
Dalii tRNA 50 Primér 15 [fj ™ (ncRNA, mRNA
76 w rRNA fragmenty)

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

x =343 m!A

Obr. 18: Zastoupeni jednotlivych typt RNA ve virové partikuli (A) Tabulka zastoupeni RNA a poctu
adenosind v jednotlivych typech RNA obsazenych v HIV-1 virové partikuli (Telesnitsky and Wolin
2016). (B) Schematické znazornéni zastoupeni jednotlivych typl RNA v HIV-1 virovych partikulich.
(C) Pocet m*A molekul na jednu virovou partikuli. Vypolet na zakladé hmotnostni analyzy,

vztaZeny na publikovand data (vyse).

5.1.2 Mapovani m*A

Pro ovéfeni, z jaké RNA m'A pochéazi a ovéfeni pozice v sekvenci bylo nutné vytvofit
mapovaci techniku. K tomuto ucelu byla vyuzita kombinace né¢kolika protokolt
pouzivajici metodu zaloZenou na reverzni transkripci (Dominissini, Nachtergaele et al.
2016, Tserovski, Marchand et al. 2016, Winz, Cahova et al. 2017). RNA pro piipravu
knihoven pochézela ze tfech biologickych vzorki. Kazdy vzorek byl rozdé€len na dvé Casti.
Jedna ¢&ast byla vystavena vlivu zasaditého prostiedi k ziskani konverze m'A na mSA

(Dimrothiiv pfesmyk, viz vyse Obr. 6, str. 23).
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N®-methyladenosin je reverzni transkriptazou &ten jako A, proto upraveny vzorek slouzil
jako negativni kontrola. Pro pfipravu tiech sekvenacnich knihoven byla pouzita reverzni
transkriptaza SuperScript™ II1. Ta by pii styku s m'A méla ukongit transkripci, popt. m'A
chybné precist a vlozit do prepisovaného fetézce jiny nukleotid (tzv misreading). Pro jednu
knihovnu byla pouzita reverzni transkriptaza TGIRT™, kter4 by pfitomnost m'A v fetézci

meéla potvrdit vlozenim jiného nukleotidu.

Pro ptipravu sekvenacni knihovny byly pouzity nasledujici kroky (Obr. 19): Rtizn¢ dlouha
RNA ziskana z virovych ¢astic byla podrobena chemické fragmentaci pro ziskani zhruba
100 nt dlouhych fragmentd. Defosforylaci byla zajisténa jednota 3" koncii RNA fragmentii
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 zna¢enymi primery a reakéni smés byla rozdélena na agarézovém gelu.
Z gelu byly vyfezany fragmenty odpovidajici velikosti 100-350 nt (v€etné adaptor).

Vzorky izolované z gelu byly odeslany na sekvenovani technologii IonTorrent.
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Obr. 19: Schématické znazornéni prostupu ptipravy sekvenacnich knihoven.

Bioinformatickou analyzou dat (provedenou Mgr. Janem Pacesem, Ph.D.) ziskanych
ze sekvenacnich knihoven, bylo potvrzeno, ze virova ¢astice HIV-1 obsahuje pievazné
tRNA, 7SL RNA a genomovou HIV-1 RNA (Obr. 20, Obr. DI4, DIS, Tab. 2 A, B).

Vsechny ostatni bunééné RNA se vyskytovaly v zanedbatelném mnozstvi (0,1 %).
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7SL  HIV NL43
dalsi tRNAs 3%, 1 01%
18% 8 |

tRNA Asn GTT-2.1 | /
33% ' tRNA Lys TTT-3.1
tRNA Asp GTC-2.1 30,2 %
6,4 %

tRNA Lys CTT-1.1

Obr: 20: Procentudlni zastoupeni RNA nejhojnéji se vyskytujicich ve virové partikuli HIV-1

na zakladé dat ze sekvenacnich knihoven.

Analyzou ziskanych dat se dale podafilo identifikovat m'A v pozici 58 u tRNALs TTT-3-1,
tRNADYS CTT21 (RN ALY CTT-LL g (RNAASY GTT-21 3 v pozici 9 u tRNAAP STC21 T jteratura
uvadi, e v piipadé, Ze reverzni transkriptdza narazi na m'A, zastavi svou &innost
(Hauenschild, Tserovski et al. 2015). Dale byly popsany situace, kdy dochéazelo
k chybnému piecteni m'A a piepis pokradoval (Hauenschild, Tserovski et al. 2015,
Kietrys, Velema et al. 2017). Nase data prokazovala ob¢ varianty v zavislosti na pozici
m!A. Inkorporace chybného nukleosidu v transkriptu byla v nasich datech pozorovana
u m'A vpozici 58 u nékterych tRNA. Asi 70 % téchto pozic bylo v piipadé obou
testovanych transkriptaz chybné ptecteno (Obr. 21, zndzornénou 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 prostiedi, byl v pozici 58
pozorovan stejny jev pouze z 30 % (Obr. 21), coz odpovida predpokladané konverzi m'A
na m®A ve vzorcich RNA. Zarovei se také jednd o potvrzeni skute¢né 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 prostredi

nezménil.

V pozici 9 u tRNAAP STC21 byl pozorovan stejny fenomén, tedy vloZeni chybného
nukleosidu (pfevazné T) pouze v piipadech, kde byla pouzita TGIRT™ reverzni
transkriptaza. Vzorky, ve kterych byla pouzita SuperScript™ III ukazovaly v této pozici

zastaveni transkripce, a to ze zhruba 85 % (Obr 21, oranZzova barva).
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. 100 % . 100 % ‘“ m
’ RT Stop VloZeni jiné baze 'A ﬁ {5
0% 0%
tRNA Lib 1 m'A Lib 2 m'A Lib3m'A Lib 4 m'A-T Lib 1 mSA Lib 2 m*A Lib 3 mfA Lib 4 meA-T
{RNA Ls TTT31 58 (A) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
_ 74 % (G 55 %) 35%(G30%) 29%(G23%) 38%(G30%)  42% (G 22 %)
1RNA s CTT21 58 (A) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
63 % (T 32 %) 74%(145%) su%rrw%) 9% (T4%)  28%(T18%) 20%(T17%) 39 % (T 24 %)
tRNA L CTT-1.1 58 () 0% 0% 0% 0% 0%
63%(T33%) _ ss%rru%) 9% (T4%) 26%(T16%) 30%(T18%) 30 % (T 22%)
tRNA A0 GTC219 (A) 87 % 45 % 65 % 47 % 44%
10% (T 6 %) 0% 5% (T4 %) 0% 0% 1% 11% (T 11 %)
{RNAAS GTT21 58 (A) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
T0%(G37%) T4%(G37%)  51%(T28%) 6% (G 3 %) 17%(T8%) 23%T(13%) 17 % (T 11%)

Obr. 21: Tabulka zobrazujici ¢etnost zastaveni transkripce (oranZova barva) a vlozeni jiného
nukleotidu do transkriptu (modrda barva) u nejvice zastoupenych tRNA v pfipravenych
knihovnach. Pro pfipravu knihovny (Lib) Lib 1-3 bylo pouZita SuperScript™ Ill RT a pro Lib 4-T byla

pouzita TGIRT™ reverzni transkriptaza.

Pro potvrzeni, Ze takto vytvofeny protokol na mapovani m'A funguje i na dlouhé RNA,
byla vytvotena kontrolni knihovna s pouzitim 28S rRNA z bunék HEK293T. V ptipadé
této RNA bylo pozorovano zastaveni transkripce v pozici m'A 1317 u obou reverznich
transkriptaz (ze zhruba 80 % v pripadé¢ SuperScript™ III a okolo 50 % v ptipadé
TGIRT™). V experimentech, kde byla pouzita TGIRT™ RT bylo déale pozorovano
inkorporovéni chybného nukleotidu (Obr. DI6).

Tyto vysledky nés ptivedly k zavéru, Ze chovani RT zavisi nejen na typu RNA, ale také
na sekvenci a prostorovém usporadani RNA. Ve vSech experimentech s obéma RT vSak
ukonéeni transkripce nebo vloZeni nahodného nukleosidu potvrzuje pfitomnost m'A
v RNA.

Kromé¢ zastaveni transkripce a vlozeni chybného nukleotidu bylo dale publikovéno,
ze methylace adenosinu v pozici 1 je zavisla i1 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 hledédna kombinace vSech tfi fenoménti; vlozeni chybného nukleotidu, ukonceni

pfepisu a piitomnost vySe uvedené sekvence.

V gRNA bylo nalezeno nékolik mist s danou sekvenci, pfesto ani jedno z té€chto mist, kde
by mélo byt m' A neukazovalo vyrazné zastaveni transkripce ani vloZeni jiného nukleotidu.
Stejné tomu tak bylo i mimo definovanou sekvenci. 7SL RNA obsahovala jeden sekven¢ni
motiv, ale ani zde nebyly pozorovany vyrazné zmény v transkriptech, které¢ by potvrdily
piitomnost 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 piibalenych hostitelskych tRNA.
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Aby bylo ovéteno, ze precisténi HIV-1 virovych partikuli na sachar6zovém polstafi bylo
dostatecné a ziskana data neobsahuji RNA z moznych extracelularnich vezikul
(Narayanan, lordanskiy et al. 2013), byla pouzita 1 dal§i metoda docisténi s vyuzitim
hustotniho gradientu OptiPrep. RNA ziskana z virovych partikuli docisténych
na hustotnim gradientu obsahovala 96 % RNA ziskané z virovych partikuli ptecisténych
pouze na sachar6zovém polstaii. RNA z odpadnich frakci z OptiPrep hustotniho gradientu
obsahovala 1000x mén¢ genomové HIV-1 RNA. Dale ve frakcich nebyly detekovany
zadné tRNA.

Pomoci dat ziskanych ze sekvena¢nich knihoven bylo odhaleno, ze virova partikule
obsahuje zhruba 96 % hostitelskych RNA, pfevazné tRNA. Z této skupiny RNA jsou
nejvice zastoupeny tRNADS TTT31 "7hruba 30 %, dale tRNALS CTT-21 23 o4 {RNALys CTT-
1116 %, tRNAAP CTC21 16 04 3 tRNAAST STT-21 3 04 (Obr 20, str. 72, Tab DI2 A, B).

5.1.3 Northern Blot analyza tRNA z HIV-1 virovych partikuli

V sekvenaénich datech byla pozorovana pouze 3" polovina tRNADYS T30 (Obr, 22).
To mohlo byt zpiisobeno pfitomnosti prostorové vyrazné modifikace v mS*°A nad
antikodonovou smyckou, kterd zabranila ¢teni reverzni transkriptazy nebo to mohlo byt

zpusobeno tim, Ze virova partikule obsahuje pouze 3" fragment tRNA.
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Obr. 22: Zdznam vysledkl bioinformatické analyzy pro tRNAYS,

K ovéfeni, kterd hypotéza je spradvna, byla vyuZzita northern blot analyza tRNA.
Radioaktivné znagené proby byly navrzeny pro 3" konec tRNALYS TTT-3-1 5 fRNALys CTT-2.1,
(D Vzhledem k podobnosti sekvenci 5 konce vsech tif tRNA, hybridizovala takto
navrzena proba se viemi zminénymi. S pouzitim sekvence tRNALYS TTT3:1 byly in vitro
transkripci pfipraveny fragmenty definované velikosti (18 nt, 39 nt a 76 nt), které byly
pouzity jako méftitko a pomohly lepé definovat velikost fragmentl na gelu. K potvrzeni,
zda virova partikule obsahuje pouze fragment tRNA nebo k fragmentaci dochazi az
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v prubéhu pfipravy knihovny, bylo pro analyzu pouzita RNA izolovana z virovych
partikuli pred a po fragmentaci a stejnym zptisobem byla jako kontrola pouzita RNA
z infikovanych MT4 bun¢k. Pfitomnost 3” fragmentd byla pozorovana pouze u vzorki
RNA z virovych partikuli po fragmentaci (Obr. 23). Tyto analyzy vedly k zavéru, ze m'A
obsazeny v RNA pochazi z celkové tRNA a k tvorbé fragmenti dochdzi az v pribéhu

ptipravy knihovny.
A _, . B . .
5°tRNA Lys TTT proba 3"tRNA Lys TTT proba
o
LL &
é" E‘ E > > E
Sl e o L5 T S
= s o = “;' § = d=
> = = = = =
= = = > = = =
R == s L v A S G~

Obr. 23.: Northern blot analyza RNA izolované z HIV-1 virovych partikuli pred a po fragmentaci
(FR) a z HIV-1 infikovanych MT4 bunék (inf.) pfed a po fragmentaci. (A) Radioaktivné znacené
proby pouZity pro 5" konec tRNAY* ™31 (B) Radioaktivné znacené préby pouZity pro 3" konec
tRNAYs T3 71utd &isla uvadéji velikost fragment( (v nt) tRNAY*TT31 p¥ipravenych 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 pfitomna ve virovych partikulich zhruba v 70 kopiich. To
vSak neodpovidd ziskanym datim v této préaci. Zohlednime-li, Ze pomoci dat ze
sekvena¢nich knihoven se potvrdila piitomnost m'A pouze v tRNA a slou¢ime-li tuto
informaci s vypo¢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. 24 A, B)
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x=mlA
n=3A

41% n=0.041n=x

G =2 gRNA HIV=6544 A
S=147SLRNA=784 A
1tRNA=T=15A

1/15T=x

0,067 T=0,041n
n=1634T

n = T+784+6544
1,634 T=T+784+6544
0,634 T=7328
T=11558/15

tRNA= 770

Pocet Potet
RNA obsazené ve  kopii RNA  kopii RNA
virové partikuli na zakladé na zakladé
literatury® LC-MS

gRNA HIV-1 2 2
7 SLRNA 14 14
tRNA Lys TTT-3.1 8
tRNA Lys CTT-2.1
tRNA Lys CTT-1.1 12
tRNA Asp GTC-2.1 770
tRNA Asn GTT-2.1 50
dalsi tRNA

Obrazek 24: (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 préci, *(Telesnitsky and Wolin 2016).

Studiem RNA ziskané z virové partikule HIV-1 jsme zjistili, Ze gRNA ani 7SL RNA
neobsahuji m'A. Veskery detekovany m'A pochazi z piibalenych hostitelskych tRNA.

Dale prace ptinesla novou metodu vypoctu mnozstvi tRNA ptitomnych ve virové partikuli

HIV-1, a tim 1 nové informace o kompozici RNA ve virové partikuli HIV-1.
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5.2 Studium RNA methylaci ve vybranych pikornavirech

Pii studiu RNA ziskané z HIV-1 nebyla v gRNA HIV-1 potvrzena zadna modifikace.
Detekované modifikace pochézely z pfibalenych tRNA. Pro ziskani informaci o RNA
modifikacich ve virové gRNA byl proto zvolen jednodusi model virii, pikornaviry.
U pikornavirti byla popséna pouze piitomnost gRNA ve virové partikuli, kterd slouzi
zaroven jako mRNA. V préci byli pouziti dva zastupci v¢elich virt a dva zéstupci lidskych

pikornavirg.

5.2.1 Analyza RNA izolované z rliznych pikornavirt

Virové partikule ze dvou testovanych lidskych (E18 a RV2) a dvou vcelich (SBV a DWV)
byly precistétny pomoci CsCl gradientu. Jejich Ccistota byla kontrolovana
kryo-elektronovou mikroskopii (Obr. DI7 A, B). Aby se zabranilo externi kontaminaci
nahodné pfibalenymi fragmenty RNA a/nebo DNA, byly pfecisténé virové partikule
podrobeny enzymovému $tépeni RNazou a DNazou. Tato ¢ast prace probihala v laboratofi
Strukturni virologie (CEITEC, Brno). Virové partikule pikornavirit byly pfipraveny
Mgr. Karlem Skubnikem, Ph.D., Mgr. Michaelou Prochazkovou, Ph.D. a Mgr. Lenkou
Smerdovou, Ph.D.. Z takto piecisténych virovych partikuli byla izolovana RNA pomoci
RNAzolu. Kvalita ziskané RNA byla testovana HS RNA ScreenTape (Obr. 25 A, B).
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Obr 25: HS RNA SceenTape analyza vzork( RNA izolované z (A) virovych partikuli pikornavir( a (B)

vcely.

Izolovand RNA byla Stépena do formy nukleosidii nukledzou P1 a alkalickou fosfatazou.
Ptipravené vzorky byly analyzovany pomoci LC-MS. Naméfené vysledky ziskané LC-MS
analyzou RNA z virii byly porovnany s nukleosidovymi standardy (m'A, m°A, Am, m'G,
m?G, m’G Gm, m*C, m°C, Cm, m°U a Um) (Obr. 26, DI§-DI12).
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Obr. 26.: Schematické znazornéni pripravy vzorkl pikornavird pro LC-MS analyzu.

LC-MS analyzou byly detekovany tyto modifikace (m'A, m°A, Am, m'G, m*G, m’G, Gm,
m3C, m°C, Cm, m°U a Um). 2’-O-methylace jsou u mRNA popsany a byly detekovany

témé&f u viech vzorki. Stejné tak se dala odekavat piitomnost m®A. U testovanych lidskych

pikornavird se dale nepotvrdila pfitomnost zddné dalsi methylace. U testovanych véelich

virdt byla prokidzdna pifitomnost riznych methylaci (m'A, m'G, m?’G, m°C...),
vyskytujicich se pievazné v tRNA (Tab. 4).

Tab. 4: Prehled detekovanych methylovanych nukleosid(i pro SBV, DWV, RV2, E18. VZdy vztazeno

na 100 nemodifikovanych nukleosidd. Odstiny modré ilustruji mnoZstvi zastoupené methylace.

Délka
Virus genomu miA/100A mPAf100A | Am/100A m'G/100G | m?G/100G | m’G/100G | Gm/100G
{nt)
SBV 8832 106+ 0,02|0,0140,01|0,18 +0,12|0,08 + 0,03|0,22 + 0.08|0,19 + 0,04 | 0,66 £ 0,31
DWV 10071 |0,37+ 0,01 |0,06 2 0,01|0,95 + 0,06 |0,53 + 0,02 1,32 + 0,07| 0,99 + 0,01 |2,43 £ 0,19
RvV2 7120 1601 +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
E18 7410 0,00 000 |0,12+007| o000 |002+003] o000 0,00
Délka
Virus genomu m3Cf100C | mSC/100C | Cm/100C m*U/100U | Um/100U
{nt}
SBV 8832 10,031 0,04|0,28 £0,13|1,00 £ 0,60|0,03 + 0,04 (0,36 £ 0,32
DWV 10071 10,16+ 0,02|1,44 £0,02|3,67 = 1,09|0,60 + 0,01 |1,75 + 0,16
RvV2 7120 0,00 0,00 |014+0,17| 0,00 0,00
E18 7410 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 0-0,05 | 0,05-0,2 | 0,2-1 | 1-4 | Pocet modifikovanych nukleosid(i na 100 nemodifikovanych.
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5.2.2 Mapovani m*A a bisulfitové sekvenovéni pikornavir(

Pro zjiténi pozic m'A a m°C byly piipraveny sekvenaéni knihovny pro mapovani m'A
(SBV) a m°C (SBV, DWYV). Pro mapovani m'A byla pouzita stejnd technika, jako
v ptipadé HIV-1 (Obr. 19, str.71). Pro mapovani m’C bylo pozito bisulfitového

sekvenovani (Obr. 27). Data z obou pfipravenych knihoven byla namapovana na virovou

gRNA.
Bisulfitove u— ‘
CW mlA— |
4. Druha adaptorova

< A RT
jm 2. Reverzni transkripce - e
; ) \ ‘) ligace s
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fragmentovana RNA o _— e @l =" knihovny
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3. Prodlouzeni
1. Adaptorova ligace RT

Obr. 27: 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 virl. Vzhledem k tomu, Ze tRNA obsahuje obé zminéné modifikace a na
zékladé nasich zkuSenosti v predeslé studii s HIV-1, byla data namapovana na tRNA
hostitelského organizmu, vcely. Vysledkem bylo potvrzeni pfitomnosti nekolika druhti
hostitelskych tRNA v RNA izolované z virovych partikuli SBV 1 DWV. BliZ§i analyza
nepotvrdila, Ze by se jednalo pouze o tRNA, které jsou hostitelskym organizmem nejvice
uzivané (Tab. 5). Nejvice zastoupené byly 3 typy tRNA: tRNACYGECC! RNAASPCTC
a tRNAMTTT v obou véelich virech a dale tRNAYCTT v SBV a tRNASHCTC y DWV
(Tab. 5).

Mapovaci technika pro m'A prokazateln& nepotvrdila pfitomnost m'A v genomové RNA
SBV. Podatilo se ale potvrdit piitomnost methylace napt. pro pozici 59 tRNALSCTT
a pozici 56 tRNASYSCCT (Obr DI13). Snizeni mnozstvi inkorporace chybného nukleotidu
pro RNA, ktera byla ponechana piisobeni zasaditému prostiedi, bylo pozorovano pro obé
nebo alespont 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 tRNAAPCSTC 3 v pozici 59 tRNAWYSTIT) 'V obou ptipadech
vSak nebylo pozorovano sniZeni misinkorporace pro vzorky, které byly vystaveny
alkalickému prostiedi. To vede k zavéru, Ze na téchto pozicich je jina modifikace nez m'A.
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Tab. 5: Porovnani zastoupeni tRNA detekovanych ve virovych partikulich SBV, DWV a vcele (uziti
kodonu vcely). Modra pole vyznacuji typy tRNA, které jsou ve shodé s nejvice uzivanymi tRNA

u hostujiciho organizmu (vcely).

fRNAVSBY tRNAvDwy  UAt kodonu
véely
1. LlysCTT Gly GCe-1 Glu GAA
2. GlyGce-1 Asp GTC Lys AAA
3. Lys TTT Lys TTT Asn AAT
4. AspGITC Glu CTC Asp GAT
5. AlaTGC His GTG Gln CAA
6.  GluCTC Glu TTC Leu TTA
7. GlTTC Met-1 CAT Glu GAG
8. Val AAC Ala TGC lle ATT

I vysledky bisulfitového sekvenovani potvrzuji ptitomnost nékterych tRNA v RNA
izolované z virovych partikuli SBV a DWV. 5-methylcytidin byl potvrzen v nejhojnéji
zastoupenych tRNA obsazenych ve virové partikuli véelich virt. V piipadé SBV byl m°C
potvrzen napf. na pozici 49 v tRNASUTTC 3 dalgich (Tab DI4 A). V piipadé DWV byl m>C
potvrzen na pozici 47 v tRNASYSCC na pozici 37 v tRNAAPSTC na pozici 49 v tRNAGMCTC
a v dalSich, méné zastoupenych tRNA (Tab. DI4 B). V ptipadé uvedenych tRNA je
piitomnost m°C ve specifickych pozicich pozorovana v 98-100 % readii. V genomové
RNA byla po bisulfitové reakci v nékterych pozicich pozorovana pouze ¢aste¢na konverze
z Cna U (6-7 % pro dané pozice). V téchto piipadech 1ze ptedpokladat, Ze se jedna pouze
o nekompletni bisulfitovou reakci nez o ptitomnost m°C v sekvenci (Tab. DI5 A, B).

Obé sekvenaéni techniky potvrzuji pfitomnost m'A a m>C pouze v ptibalenych tRNA.
Pro dalsi podpofeni ziskanych vysledkli byly z hmotnostnich chromatogramt ziskéna data
o ptitomnosti a/nebo absenci dalsich modifikaci, specifickych pro eukaryontni tRNA (t°A,
mS*t°A, i®A) pro vSechny testované viry. Piitomnost téchto modifikovanych nukleosidii
byla potvrzena na zakladé detekované hmoty a reten¢niho ¢asu pro t°A (porovnanim se
standardem t°A) a na zakladé spocitané hmoty pro dalsi dvé modifikace (mS?t°A, i°A).
Uvedené modifikace byly pozorovany u obou véelich virti,, SBV i DWV. Nebyly vSak
nalezeny v chromatogramech lidskych virtt E18 a RV2 (Tab. 4, Obr. DI11, DI12). Toto
pozorovani tedy potvrzuje teorii, Ze veSkeré detekované RNA modifikace skutecné
pochazeji z tRNA. Tyto modifikace nasledné zplsobuji zastaveni reverzni transkripce pii
ptipravé sekvenacnich knihoven (viz vyse). I tento fenomén byl v sekvenac¢nich datech

nalezenych tRNA pozorovan.
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5.2.3 Northern blot analyza pikornavir(

Pro dalsi potvrzeni ptitomnosti tRNA ve virové partikuli SBV a DWV byla provedena
analyza northern blot. Kromé RNA izolovan¢ z virti byla analyzovana i RNA izolovéna ze
véeli larvy (hostitelského organizmu). Analyza probéhla s radioaktivné (*2P) znadenymi
probami pro 3’a 5 konec tRNASNOCC1 (RNAAPCTC 3 {RNALSTTT {RNALYSCTT
a tRNASMCTC Jako métitko byly pFipraveny rtizné dlouhé sekvence tRNAMTTT (21, 38,
75 nt). V ptipad¢ vcelich larev obsahovaly vzorky testované tRNA v celé délce. V piipadé
tRNA testovanych ze vzorkli obou virl byly pozorovany pouze fragmenty tRNA. Velikost
3’ fragmetii byla okolo 38 nt. Velikost 5" fragmentii (v pfipadé tRNASYCCC-! {RNALSTTT
tRNADSCTT 3 {tRNACUCTC) byla srovnatelnd nebo mensi neZ v piipadé 3° fragmenti
(Obr. 28). Vzhledem k tomu, Ze v piipadé hostitelského organizmu nebyly fragmenty
detekovany, je pravdépodobné, Ze pfitomnost viru je za tvorbu fragmenti zodpovédna

a ze si tyto fragmenty ptibaluje do své virové partikule.

5°proba pro: tRNAYSTTT tRNAWXTT tRNAAPETC jpNAGvGCC-1 fRNASHCTC

75 nt . e e e

38 nt | &

o & .q“

21nt

véela
SBV
DWV
véela
SBV
DWV
vcela
SBV
DWV
véela
SBV
DWV
véela
SBV
DWV

méfitko Lys'™"

3'proba pro: tRNA™™™ tRNAWCTT tRNAAPGTC {RNASWSCC-1 tRNASCTC

5nm g ¢ -
38 nt - -
o > |m >| © > | ® > |® >
21 nt ’m>g)w>§>w>gam>§m>
¢ 2 ZEHENENE 2 21¢ 3 2SN

méfitko Lys™™"

Obr. 28: Northern blot analyza vcelich pikornavirl dokazujici pfitomnost fragment( hostitelskych

tRNA pfitomnych ve virovych partikulich SBV a DWV.
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Studiem vybranych pikornaviri bylo zjisténo, ze gRNA ani jednoho z testovanych virt
(SBV, DWV, RV2 ani E18) neobsahuje m'A ani m°C. Ob& modifikace viak byly
potvrzeny ve fragmentech tRNA, které byly izolovany z virovych partikuli SBV a DWV.
Tato prace piinasi jako prvni informaci o tom, ze virova partikule pikornaviri SBV
a DWYV obsahuje krom¢ gRNA 1 fragmenty hostitelské tRNA.
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6. DISKUZE

6.1 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 neptfimé 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
pomérné velké mnozstvi m'A a proto se prace dale zaméfovala pouze na tuto modifikaci.
Pro mapovani m'A byla vybrdna metoda zaloZen4 na pouziti reverzni transkriptazy a jejiho
specifického chovani v piipadg, Ze je v sekvenci modifikace piitomna. Mapovani m'A
potvrdilo pfitomnost methylace pouze v tRNA. Ve vSech ostatnich RNA vyskytujicich se
ve virové partikuli HIV-1 nebyla pfitomnost modifikace prokazana. Poté, co byla
potvrzena pfitomnost pouze celych molekul tRNA byl proveden piepocet obsahu RNA
celého virové partikule. Na zakladé 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 virové partikule HIV-1

dokonce méné nez 8 kopii tRNALYSTIT-31.

, jak bylo uvadéno diive. Zéaroven ale autofi
pfipousti, ze tento nizky pocet tRNA readii miize byt zptsoben fragmenta¢nim krokem.
V ptipadé, Ze je fragment mensi nez 50 nt, nemusi se vyskytovat v cDNA. V ptipad¢ této
dizertaéni prace je ale pocitdno i s tRNA fragmenty okolo 40 nt. Oproti prezentovanym
datiim tedy nebyla ztracena informace z té€chto kratkych sekvenci. A konkrétné v piipadé
tRNASTIT31 " dochazi témér vzdy k pireruseni transkripce RT v pozici 37, kde se nachazi

objemné molekula mS*t®A a ¢tena sekvence v cDNA je tedy 39 nt dlouha.

Ze sekvenacnich dat vyplyva, Ze okolo 69 % RNA v HIV-1 virové partikuli je tvofeno
tfemi verzemi tRNAM™. Toto mnozstvi koresponduje s daty prezentovanymi v praci
Kleiman et al., kde je pomér popsan jako 60 % (Jiang, Mak et al. 1993). S vyuzitim
microarray a 2D PAGE metody byl stejnou skupinou pozd¢ji tento pomeér snizen na 45 %
tRNAY (Pavon-Eternod, Wei et al. 2010). Popsané snizeni ale mohlo byt zpiisobeno

nedokonalym znafenim, vzhledem k faktu, Ze obé metody pouzivaji liga¢ni reakce.

Na zakladé hmoty (cca 1/3 virové partikule) a primérné délky RNA (cca 100 nt) bylo
stanoveno, ze pocet nekodujicich RNA pribalenych z hostitelské buiiky prevysuje gRNA
v retrovirech zhruba 50-krat (Telesnitsky and Wolin 2016). Ve vétSiné pracich je
kvantifikace pfibalenych tRNA ve virové partikuli zanedbavéana. Tato dizertacni prace
pfi kvantifikaci tRNA vysla z faktu, Ze kazda molekula tRNA obsahuje v sekvenci pouze
jeden m'A. Na z4klad& hmotnostni analyzy pak bylo dopoéteno, ze HIV-1 virova partikule
obsahuje 770 ptibalenych tRNA. To je v rozporu s nékterymi jinymi studiemi. V téchto
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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 (Mclntyre, Netzband et al. 2018). Tato studie vyuziva pro ziskani
gistych virovych gRNA specifické proby. V piipadé gRNA HIV-1 popisuje vyskyt m'A
a dal$ich 37 modifikaci. Autofi této studie stavi své vysledky pouze na hmotnostni analyze,
coz znamena, ze neni vylouena kontaminace hojné¢ modifikovanymi tRNA. U vSech
testovanych vira, 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 misté diskuze, zda eukaryotickd buiikka viibec ma metabolicky aparat
pro tvorbu bakterialnich modifikaci nebo zda se spise jedna o kontaminaci vzorki. Déle
bylo v publikované studii k ptfipravé vzorku vyuzita transfekce bunék plazmidem pNL4-
3. Plazmid obsahujici HIV-1 genomovou sekvenci miize byt cely prepisovan do 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. Sekvenac¢ni
technika pouzitd v této praci by nebyla schopné zachytit pozice modifikované z mén¢ nez
5 %. Proto ziskané vysledky nemohou tpln¢ vyloudit, 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 zadsadné ovlivnit vysledky

ziskané z hmotnostni analyzy v této praci.

Vzhledem k velkému mnozstvi m'A zjisténého hmotnostni analyzou a profilem ziskanym
ze sekvenacnich dat byl v praci zohlednén a testovan vyskyt 3 tRNA fragmentt. Jinymi
skupinami publikovana pyrosekvenace a RNA-seq malych nekddujicich molekul v HIV-
1 infikovanych bunikach odhalila pfitomnost 18-nukleotidii dlouhych 3" tRNA fragmentt
tRNAWSTIT31  Tyto fragmenty jsou komplementarni mistu navazani primeru v 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" fragmentti
vy$$i, dochazi ke snizeni replikace viru. Technikami, které byly v dizerta¢ni préaci pouZity,
nebyla pfitomnost 18 - nt 3" fragmentti potvrzena a to ani v RNA izolované z infikovanych
bun¢k ani v RNA izolované z HIV-1 virové partikule. Analyza northern blot odhalila
pfitomnost riznych fragmentl pouze u vzorku, kde ke fragmentaci cilené¢ dochéazi (Obr.

23, A, B, str. 75). Zarovei tim bylo vylougeno, Ze by m' A pochazel z 3" fragment(i tRNA.
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6.2 Studium RNA methylaci ve vybranych pikornavirech

Objev modifikaci na mRNA dal zdklad nové oblasti vyzkumu, epitranskriptomice (Meyer
and Jaffrey 2014). Hledani novych modifikaci na mRNA se vSak ukazuje jako narocny
ukol. mRNA je v bunice zastoupena minoritné a pii izolaci mRNA byvaji ¢asto izolovany
1 molekuly tRNA nebo rRNA. Nekddujici RNA jako je tRNA a rRNA jsou hojné
modifikovany a modifikace v takto kontaminovaném vzorku miize byt chybné
interpretovana jako modifikace z mRNA. Pro popsani novych mRNA modifikaci bylo v
této praci pouzito vira z fadu Picornavirales, jako modelovych systémii. Doposud bylo
uvadéno, ze virova partikule téchto virG obsahuji pouze gRNA, kterd ale zaroven slouzi
jako mRNA. Proto by RNA izolovana z virové partikule pikornaviri nemé¢la obsahovat
zadné kontaminace jinymi (bunéénymi) RNA. Vliv nékterych RNA modifikaci pfi pomoci
viru obejit imunitni systém hostitele jiz byl popsan (Potuznik and Cahova 2020). Pfesto
by objeveni novych modifikaci v gRNA pikornaviri mohlo pfinést nové informace napf.

o zivotnim cyklu viru.

Pro tuto dizerta¢ni praci byly zvoleny Ctyii zastupci z rodu pikornavirti: dva hmyzi iflaviry
(SBV a DWYV) a dva zastupci lidskych pikornavirti (E18 a RV2). U kazdého viru byla
izolovana RNA a nasledné¢ Stipana do formy nukleosidii. Takto ptipravené vzorky pak byly
podrobeny analyze LC-MS a vysledky byly srovnany s externimi standardy (Obr. DI8-
DI12). Tato analyza odhalila pomé&mé velké mnozstvi methylovanych nukleosidd (m'A,
Am, m'G, m’G, m’G, Gm, m°C, Cm a Um ) v piipadé hmyzich virti. Lidské pikornaviry
obsahovaly pouze stopové mnozstvi 2’-O-methylovanych nukleosidii a m°A, ktery byl

nedavno potvrzen i u enteroviru 71 (Hao, Hao et al. 2019).

Pro uréeni piesné pozice m'A a m°C v sekvenci virové gRNA obou hmyzich vird, byly
pfipraveny sekvenacni knihovny. Bioinformatickd analyza dat ziskanych z knihoven
nepotvrdila piitomnost m'A ani m>C v genomové RNA ani u SBV ani u DWYV. Podatilo
se ale identifikovat urcité typy tRNA v obou testovanych virech. Analyza dat pfinesla
informace o ptfesné pozici hledanych modifikaci v téchto tRNA sekvencich. To vede
k zavéru, ze uvedené modifikace pochazi pouze z pribalenych tRNA. Ziskané informace
déle 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 riizné modifikace v riznych testovanych virech véetné zastupce pikornavird,
polioviru. U polioviru bylo popsano 47 modifikaci. I v tomto ptipad¢ ale byly nékteré
modifikace popsdny pouze u bakterii (2-methyladenosin, 5-methylaminomethyluridin
a dalsi) (Lorenz, Liinse et al. 2017, Boccaletto, Stefaniak et al. 2022). Na zakladé
dostupnych informaci se proto tato dizertacni prace ptiklani k ndzoru, ze mRNA ani gRNA
virti neobsahuje tak Siroké spektrum modifikaci, jak bylo diive publikovano (Dominissini,
Nachtergaele et al. 2016, MclIntyre, Netzband et al. 2018).
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Podobné¢ jako v ptipadé HIV-1 i u reada vcelich pikornavirti bylo pozorovéano zastaveni
transkripce, které byva vétSinou zplsobeno objemnéjSimi modifikacemi v blizkosti
antikodonové smycky. Proto byla v hmotnostnich datech hleddna ptitomnost tii A
modifikaci, specifickych pro tRNA (t°A, mS*t°A a i°A). Vyskyt vSech tfi byl potvrzen
u obou vcelich vir (SBV 1 DWV) (Tab. DI6). Toto zjisténi dale potvrzuje domnénku, ze
popsané modifikace skutecné pochazi z ptibalenych tRNA.

Aby bylo vylouceno, Ze si virus nahodné¢ piibaluje nejvice zastoupené tRNA
v hostitelském organizmu, byl typ detekovanych tRNA porovnan s velim vyuzitim
kodonu. To ukédzalo, ze kromé jedné vyjimky (tRNAMTTT) zastoupeni tRNA z virové
partikule neodpovidd nejvice vyuzivanym tRNA v hostitelském organizmu (Tab. 5).
V RNA izolované zvirovych partikuli SBV byly identifikovany tRNASGYGCCT
tRNAAPCTC 3 {(RNADSTTT {RNADSCTT 3 ve virovych partikulich DWV tRNAGYECE-!
tRNAAPETC g (RNADYSTIT {RNASNCTC v obou piipadech tvofily uvedené ¢tyti typy tRNA
okolo 60 % vSech tRNA ve virovych partikulich detekovanych. Coz vede k zavéru, ze
zbytek tRNA byl ptibalen ndhodné. Tti z vice zastoupenych tRNA pfibalenych iflaviry
(tRNADYSCTT {(RNADSTTT {RNAAPSTC) jsou také typické pro tRNA pribalené lidskym

retrovirem HIV-1, ktery ale pouziva tRNALYSCTT

jako primer pro reverzni transkripci. Role
dalsich ptibalenych tRNA v HIV-1 partikuli neni zcela objasnéna. Nékteré publikace
uvadéji, ze nekomplementarni tRNA hraji roli pfi replikaci HIV-1. tRNA navazané na
matrix doménu (MA) brani interakci s intracelularnimi membranami pfed 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 pikornaviri nekdduji Gag protein a jejich genom neni transportovan do jadra
ani zjadra, nevysvétluji tyto teorie piitomnost 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 28, str. 8). Vznik takovych fragmentl byl popsan u nadorovych bunék a
pii virové infekci (Yu, Xie et al. 2021). Béhem infekce lidskym respiracnim syncytidlnim
virem (RSV, -ssRNA) byl popsan vznik 3" a 5" tRNA fragmentt (Zhou, Liu et al. 2017).
5" tRNA fragmenty z tRNASYCC 3 (RNADS CTT podporuji replikaci RSV. 5° fragment
z tRNA rozpoznava 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).
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V testovanych lidskych pikornavirech (E18 a RV2) se nepodaftilo detekovat m'A ani m°C.
To vede k zavéru, ze virové partikule E18 a RV2 neobsahuji ani tRNA fragmenty ani celé
tRNA. Pfiprava obou lidskych virtt vSak probihala transfekci a viry byly izolovany
z bunéénych kultur. Oproti tomu, v pfipad¢ vcelich pikornavirti Slo o izolaci piimo
z infikovanych organizma (larev vcel). Nemtze byt proto vylouceno, Ze tento rozdil

v puvodu virti mohl vést k rozdilnému pozorovani a zavéru.

Vyskyt tRNA fragmenti nebyl doposud publikovan u zadnych +ssRNA virti. Publikovana
data pro jiné typy vird vsak potvrzuji dillezitost tRNA fragmentl, vzhledem k tomu, ze
jejich pritomnost miize podporovat replikaci viru nebo inhibovat antivirovou odpoveéd’
hostujiciho organizmu. Pro objasnéni funkce piitomnosti tRNA fragmentl u testovanych
iflavira by bylo tieba dalSich studii.
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7. ZAVER

Ve spolupréci s oddélenim Virologie (Mgr. Jan Weber Ph.D., UOCHB AV CR,
Praha) se podarilo pfipravit dostatecné mnozstvi HIV-1 virovych partikuli.
Z virovych partikuli byla vhodnou metodou izolovana RNA, ktera byla nasledn¢
pouzita pro dalsi analyzy.

Byla vytvofena vhodnd metoda LC-MS pro detekci m'A. Metoda potvrdila
piitomnost m'A v RNA izolované z HIV-1. Technika byla pouZita i pro popis
dalsich adenosinovych modifikaci (Tab. DII). Déle byla provedena kvantifikace
nejvice zastoupenych adenosinovych modifikaci (Tab. 3).

Kombinaci né¢kolika sekvenacnich technik byla vytvofena nova metoda pro
mapovani m'A. Analyzou sekvenaénich dat bylo zjisténo, Ze m'A obsahuji pouze
ptibalené molekuly tRNA.

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

Ve spolupraci se skupinou Strukturni virologie (doc. Mgr. Pavel Plevka, Ph.D.,
CEITEC, Brno) se podatilo ptipravit dostate¢né mnozstvi dvou lidskych a dvou
vcelich pikornavirti. Ze vSech pikornavirt byla izolovana RNA a ta byla nésledn¢
pouzita pro dal$i analyzy.

LC-MS technikou byla analyzovana pfitomnost methylaci kanonickych bazi
v RNA ziskané ze vSech testovanych pikornavird. U lidskych vir nebylo popsano
vyrazné mnozstvi zadné methylace, kromé Am. MnoZstvi detekovanych methylaci
u veelich pikornavirt bylo pomérné€ vysoké (Tab. 4).

Pro stanoveni pozice m'A a m°C vsekvenci véelich vir bylo vyuZito
sekvena¢nich technik mapovéani m'A a bisulfitové sekvenovani. Analyza dat
z obou technik prokazala vyskyt testovanych modifikaci pouze u tRNA fragmenti.

Doposud nebylo popsano, ze by si vceli iflaviry ptibalovaly hostitelkou RNA.
V této praci byly zkombinovany dvé techniky, pfinasejici informaci o tom, ze SBV
a DWV si piibaluji nékteré typy tRNA fragmenti z hostitelské buiiky (Simonova,
Romanska et al. 2022).
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DOPLNUJICI INFORMACE

1 LightCycler® 480 Software
am— AEEEEEEREEW
:’llllcpurt_ iEEEEEEEEN
AS_HIV_180803
Experiment
Creation Date | 08/03/2018 10-20:37 AM Last Modifted Date| 00032018 12:26:21 PM
Cperator | operator Cwner| operator
Start Time 08032018 10:45:43 AM End Time 0032018 12:01:57 PM
Run State | Compieted Software Version LCS480 15162
Meacro Macro Owner
Macro Status
Tempiates BS una Run Protocol Flate ID
Test ID Lot ID
Coior Comp ID
Run Notes
Programs
Program Mame | Feserse Transcription
Cycles | 1 Analysis Mode  None
Tanget Acouistion Hold Ramp Rate | Acquisiions SecTarget | Stepsize  Step Delay
("C) Mode (hh:mmss) "Cis) (per °C) ('C) c) {cycles)
5 None 00:15:00 4.40 0 0 0
Program MName | Pre ncubation
Cycles | 1 Analysis Mode | None
Taget | Acquisition Hold Ramp Rate | Acquisitions SecTarget | Stepsize | Step Delay
"C) Mode (hh:mmiss) "Cis) (per °C) c) L] {cycles)
@ MNome 00:01:00 4.40 0 0 1]
Program Mame  Amplificaton
Cycles | 40 Analysis Mode | Cuantification
Taget | Acquisiion Hold Ramp Rate = Acquisitions | Sec Target siza  Step Delay
"C) Mode (hh:rmmess) ("Cis) (per °C) ('C) 'C) {cycles)
b Mo 00:00:10 440 0 0 0
63 Singho 00:00:30 220 0 0 0
Program MName | Deraturace
Cycles 1 Analysis Mode | Melting Cures
Tamget | Acquisition Hoid RampRate | Acquisitions | SecTarget | Stepsize | Step Delay
"C) Mode (hh:mm:ss) "Cis) (per °C) ('C) 'C) {cycles)
£l Nome 00:00:01 220 0 0 1]
9% Continuous 0.11 5 0 0 1]
2 MNone 00:00:10 1.50 0 0 [1]

Obr DI1: Podminky Real Time PCR.



EIC pro fragment m/z 136,062 + 0,03 Da. EIC pro fragment m/z 150,078 + 0,03 Da. EIC pro fragment m/z 281,100 + 0,03 Da.
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Obr DI2: Extrahované chromatogramy (EIC) pro standardy modifikovanych adenosind.

EIC pro fragment m/z 136,062 + 0,03 Da. EIC pro fragment m/z 150,078 + 0,03 Da. EIC pro fragment m/z 281,100 0,03 Da.
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EIC pro fragment m,z 327,088 + 0,03 Da.
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Obr DI3: Extrahované chromatogramy (EIC) potvrzenych adenosinovych modifikaci v RNA z HIV-
1.
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Tab. DI1: Seznam znamych adenosinovych modifikaci, které byly hledany v chromatogramu

Stépené RNA z HIV-1 virové partikule (n.d. = nebylo detekovano, detekovano = pouze stopové

mnoZstvi).
Vyskyt v RNA
Modifikace Vzorec Zkratka
z HIV-1
1,2'-0O-dimethyladenosin C1204NsH17 m1Am n.d.
1,2'-0-dimethylinosin C1205N4H16 mlim n.d.
1-methyladenosin C1104NsH1s m1A potvrzeno
1-methylinosin C1105N4H14 m1l n.d.
2,8-dimethyladenosin C12H17Ns0q m2,8A n.d.
2- methylthiomethylenethio-N¢- _
. . C17H25N504Sz msms2i6A n.d.
isopentenyl-adenosin
2-methyladenosin C1104NsH1s m2A n.d.
2-methylthio cyclic N°-
. C17H21Ns05S ms2ct6A n.d.
threonylcarbamoyladenosin
2-methylthio-N®-(cis-hydroxyisopentenyl)
X C1605NsH23S; ms2io6A n.d.
adenosin
2-methylthio-Né-
i C1708N5H24S1 ms2hn6A n.d.
hydroxynorvalylcarbamoyladenosin
2-methylthio-N°-isopentenyladenosin C1604NsH3S1 ms2i6A detekovano
2-methylthio-N®-methyladenosin C1204NsH17S: ms2m6A n.d.
2-methylthio-N®- )
) C1608N6H 251 ms2t6A detekovano
threonylcarbamoyladenosin
2'-O-methyladenosin C1104NsH1s Am potvrzeno
2’-O-methylinosin C1105N4H14 Im n.d.
8-methyladenosin C1104NsH;s m8A n.d.
N¢,2'-O-dimethyladenosin C1204NsH17 m6Am n.d.
N®, N6,2'-O-trimethyladenosin C1304NsH1g m6,6Am n.d.
N®, Ne-dimethyladenosin C1204NsH17 m6,6A n.d.
N°¢-(cis-hydroxyisopentenyl)adenosin C1505NsH,1 i06A potvrzeno
N®-acetyladenosin C1205NsH;s acbA n.d.
Né-formyladenosin C11H13NsOs f6A n.d.
Neé-glycinylcarbamoyladenosin C1307N6H16 g6A n.d.
Neé-hydroxymethyladenosin C11H15NsOs hm6A n.d.
Né-hydroxynorvalylcarbamoyladenosin C1608NgH 22 hn6A n.d.
N®-isopentenyladenosin C1504NsH31 i6A detekovano
N°-methyl- Né-threonylcarbamoyladenosin C160sN6H 2 m6t6A n.d.

91


http://modomics.genesilico.pl/modifications/m1Am/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/m1Im/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/m1A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/m1I/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/m2,8A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/msms2i6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/msms2i6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/m2A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2ct6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2ct6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2io6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2io6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2hn6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2hn6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2i6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2m6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2t6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/ms2t6A/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/Am/
http://modomics.genesilico.pl/modifications/Im/

Né-methyladenosin C1104NsH;s m6A potvrzeno

N¢-threonylcarbamoyladenosin C1508N6H 20 t6A potvrzeno
cyclic N-threonylcarbamoyladenosin C1507NgH1s Ct6A n.d.
hydroxy- N°-threonylcarbamoyladenosin CisH20N60q ht6A n.d.
inosin C1005NsH12 I n.d.

A) Porovnani sekvenci tfi lidskych lysinovych tRNA

hs-tRNA-Lys-TTT-3-1 GCCCGGATAGCTCAGTCGGTAGAGCATCAGACTTTTAATCTGAGGGTCCAGGGTTCARGTCCCTGTTCGGGCG
hs-tRNA-Lys-CTT-1-1 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGACTCTTAATCCCAGGGTCGTGGGTTCGAGCCCCACGTTGGGCG

hs-tRNA-Lys-CTT-2-1 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGACTCTTAATCTCAGGGTCGTGGGTTCGAGCCCCACGTTGGGCG
Fkkkkk khkkkdd Rk Rk kkkkdkddk  kkkk kkkkdk ok kkkk kR kkkE kk Ekk * kEkkkE

B) Odlisné pozice pro tfi lidské lysinové tRNA a procento poctu éteni pro kaZdou z téchto pozic

hstRNA-Lys-TTT-3-1

GCCLEE A TAGCTCAGTCCETACAGCAT & A GACT T TTAATE T [ AGGETIC ¢ A GEGTTC A AGT cee T G L ®E GEELE
A 99.0 0.0 99.8 1.7 0.0 0.0 0.0 100 100 Q.0 0.0 0.0 0.0 0.0
e: 0.9 $9.5 0.0 0.8 0.0 0.0 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100
G: 0.0 0.5 0.1 0.4 0.0 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100 0.0 0.0
T: 0.0 0.0 0.0 87.0 100 0.0 0.0 0.0 0.0 100 100 c.0 100 0.0
hstRNA-Lys- =1=1
GCCCGG C TAGCTCAGTCGGTAGAGCAT G G GACT C TTAATC C c AGGGTC G T GGGTTIC G AG C ccc A c G TT GGGCG
A 0.6 0.1 0.7 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.1 99.8 0.0 0.0 0.0
[-H 9%.1 0.0 0.0 99.8 100 95.9 0.0 0.1 0.0 98.4 0.1 9%.9 0.0 0.3
G: 0.1 99.8 99.3 0.0 0.0 0.0 99.9 0.2 99.9 1.5 0.1 0.0 99.9 0.0
T 0.2 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.1 99.7 0.1 0.1 0.0 c.o 0.0 99.7
hatRNA-Lya-CPT-2-1
A: mmg‘l e TOG.O ?00 i g‘l S :.0 g‘i st g.O :.0 g.(} mg.l e 29.8 :.0 g.O T:‘O i
c: 99.4 0.1 0.0 99.8 0.4 99.9 0.0 0.1 0.1 98.7 0.1 $9.9 0.0 0.3
G: 0.1 99.9 0.0 0.0 0.0 0.0 99.9% 0.2 85.8 1.1 0.1 c.0 99.9 0.0
T: 0.1 0.1 0.0 0.1 99.5 0.0 0.1 99.7 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 99.7
Obr. DI4: Kvalita mapovani tfech lidskych lysinovych tRNA (tRNAYS).
Tab. DI2: Bioinformaticka analyza.
A) Pocty cteni (readi) nejvice zastoupenych RNA sekvenci detekovanych v sekvenacnich datech
z HIV-1 (libAS je symbol pro knihovnu, ¢islo uvadi Cislo dané knihovny).
RNA libAS2- libAS2- libAS3- libAS3- libAS4- libAS4-
m1AHIV m6AHIV m1AHIV m6AHIV m1AHIV mG6AHIV
7SL 74,98 56,88 43,15 33,44 90,61 31,29
gHIV-1
2,82 1,30 1,10 1,05 5,13 1,80
(HIVNL43) ' ’ ’ ’ ’ ’
ALU 0,72 0,67 0,61 0,53 2,82 0,80
RNU1-1 0,11 0,06 2,96 0,67 1,39 0,54
RNU6-1 0,79 0,35 0,70 0,55 1,73 0,79
VTRNA1-1 0,59 0,73 0,83 0,55 1,31 0,33
SNAR-A1 0,05 0,06 0,04 0,03 0,15 0,03
L1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,03
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B) Pocty Cteni prvnich 20 lidskych tRNA sekvenci detekovanych v sekvenacnich datech HIV-1.

lidska tRNA libAS2- libAS2- libAS3- libAS3- libAS4- libAS4-
m1AHIV m6AHIV m1AHIV m6AHIV m1AHIV m6AHIV
Lys-TTT-3-1 1312,6 157,12 914,85 278,86 440,15 214,88
Lys-CTT-2-1 330,63 62,05 1341,64 85,73 572,93 154,7
Lys-CTT-1-1 274,87 52,61 874,39 72,15 382,84 96,52
Asp-GTC-2-1 28,62 16,01 354,96 22,65 239,89 47,31
Asn-GTT-2-1 54,97 26,35 195,3 23,65 44,53 20,55
Lys-CTT-4-1 68,94 38,16 125,66 38,84 41,88 29,49
Glu-CTC-1-1 24,08 13,57 64,41 16,33 86,05 34,78
Lys-CTT-3-1 46,89 36,18 69,83 34,12 27,88 22,23
Lys-TTT-4-1 73,06 7,5 86,49 14,58 38,05 13,83
Lys-TTT-2-1 66,38 6,75 82,14 13,97 35,56 13,47
Gly-GCC-2-1 15,51 12,55 108,18 19,98 36,63 15
Asn-GTT-3-1 25,52 20,51 56,48 15,35 9,97 6,24
His-GTG-1-1 9,97 3,62 32,92 5,71 21,01 7,94
Gly-TCC-2-1 7,61 1,86 34,1 4,24 18,67 8,55
Met-CAT-6-1 10,48 5,97 23,73 7,43 12,56 7,67
Lys-TTT-5-1 16,69 4,53 18,03 5,99 9,82 1,95
Asp-GTC-3-1 51 8,72 13,32 5,85 13,11 6,63
Gly-GCC-1-1 5,35 4,16 19,21 4,77 8,57 3,75
Asp-GTC-1-1 1,77 1,59 24,16 1,9 12,02 3,02
Met-CAT-1-1 7,86 1,3 15,66 3,79 10,15 5,65
Glu-TTC-2-1 3,01 1,66 19,2 2,86 11,98 3,11
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Obr. DI5: Vysledky bioinformatické analyzy sekvenagnich knihoven mapujicich m*A v HIV-1
(vybrana data, vice viz (Simonova, Svojanovska et al. 2019)). Grafy znazorfiuji neupravené vzorky

(m'A) a vzorky po pUsobeni alkalického prostiedi (konverze na méA).
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Obr. DI6: Vysledky bioinformatické analyzy sekvenaénich knihoven mapujicich m*A v rRNA 28S

(Hek 293T). (vybrana data, vice viz (Simonovd, Svojanovska et al. 2019)). Grafy znazorfiuji

neupravené vzorky (mA) a vzorky po plsobeni alkalického prostiedi (konverze na m®A).
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A) SBV

————1 100 nm —— 100 nm

SBV virion Pentamer Pentamer DWYV virion
kapsidového kapsidového
proteinu proteinu

Obr. DI7: Snimek z cryo-EM precisténych SBV (A) a DWV (B) virovych partikuli po plsobeni DNazy
a RNazy a pred izolaci RNA. Mensi ¢astice jsou pentamery kapsidovych proteint plivodem
z prasklych oballl. Méfitko 100 nm. (Fotografie byly potizeny v laboratofi Strukturni virologie,

CEITEC, Brno.)

Tab. DI3: Seznam modifikaci, které byly hledany v chromatogramu stépené RNA z pikornavird.

Presna Detekovana ..
A . Struktura Retencni
Nazev modifikace Zkratka hmota hmota .
fragmentu cas
fragmentu [X+H]*

NH,
Adenosin A quN 135,054 136,062 8,2 min
N N/)
H
NH,
2'-0-methyladenosin Am </Nj|\)j"‘ 135,054 136,062 13,3 min
NN
NH
1-methyladenosin m*A </Nj|\)L)N/ 149,070 150,078 4,3 min
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Né-methyladenosin

INe-
threonylcarbamoyladenosin

Guanosin

2'-O-methylguanosin

1-methylguanosin

N?-methylguanosin

7-methylguanosin

Cytidin

2'-0-methylcytidin

3-methylcytidin

5-methylcytidin

Uridin

m6A </N ‘\)N
N N/
H
o
NH
t°A OHo%\NH
SN
<1
N —
NN
o)
N
NH
G </ﬁ
N7 N7 NH,
o)
Gm <,N M
N /)\
NT N ONH,
o}
N ~
m'G ¢ )N\
—
H N~ “NH,
0
m2G <,NfLNH
N N/)\N/
H H
;0
N+
we Y
—
N N~ "NH,
NH,
AN
C f N
NAO
N
NH,
AN
a1
NS0
N
NH
7~
me (X
N o
H
NH,
m>C \\l
N o
H
o)
U ‘ NH
N o
H

149,070

279,121

151,049

151,049

165,065

165,065

166,072

111,043

111,043

125,059

125.059

112,027

150,078

280,128

152,057

152,057

166,072

166,072

166,072

112,051

112,051

126,067

126,067

113,035

13,6 min

20,3 min

9,1 min

13,8 min

13,6 min

13,8 min

5,9 min

2,9 min

6,7 min

3,9 min

4,4 min

5,0 min
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2'-O-methyluridin

5-methyluridin

)
Um fk"‘
N
H

o)
m°U \fk
u/&

H
e}

NH
6}

112,027

126,043

113,035

127,051

13,5 min

11,4 min
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EIC pro fragment m/z 136,062 + 0,03 Da.

EIC pro fragment m/z 150,078 + 0,03 Da.

EIC pro fragment m/z 281,100 + 0,03 Da.
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Obr. DI8: Extrahované chromatogramy (EIC) pro standardy modifikovanych nukleosidu.
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EIC pro fragment m/z 136,062 + 0,03 Da. EIC pro fragment mvz 150,078 + 0,03 Da.
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Obr. DI9: Extrahované chromatogramy (EIC) pro detekované nukleosidy v RNA z SBV.
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100 EIC pro fragment m/z 136,062 + 0,03 Da.

EIC pro fragment m/z 150,078 + 0,03 Da.
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Obr. DI10: Extrahované chromatogramy (EIC) pro detekované nukleosidy v RNA z DWV.

101



EIC pro fragment m/z 136,062 + 0,03 Da.

EIC pro fragment m/z 150,078 + 0,03 Da.
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Obr. DI11: Extrahované chromatogramy (EIC) pro detekované nukleosidy v RNA z hRV2.
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Obr.

EIC pro fragment m/z 136,062 + 0,03 Da.
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DI12: Extrahované chromatogramy (EIC) pro detekované nukleosidy v RNA z E18.
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Tab. DI4: Seznam pribalenych tRNA potvrzenych bisulfitovym sekvenovanim pro SBV (A)

a DWV (B).
A} gy Cpozice % Zetnosti
cteni bez
pribalené konverze na
tRNA U v této
pozici

Ala TGC 49 97%

Glu CTC 49 95%

Gly TCC 49 100%

His GTG 48 75%

Val CAC 49 100%

Dwv C pozice % Cetnosti
cteni bez
pribalené konverze na
tRNA Uvtéto
pozici

Ala TGC 49 97%

48 33%

Glu CTC 49 98%

Gly GCC 47 100%

His GTG 48 96%

50 50%

Pro AGG 418 100%

Pro CGG 48 100%

ProTGG 48 100%

Thr AGT 49 100%

Val AAC 49 87%
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Tab. DI5: Detekované pozice m°C v genomové SBV (A) a DWV (B) po bisulfitovém sekvenovani.

A)

% Cetnosti % Cetnosti
Cteni bez Cteni bez
C pozice konverzena C( pozice konverze na
U v této U v této

pozici pozici

1080 5 4676 59

1663 5,6 4801 54

1949 51 5008 5,4

1873 58 6114 51

2154 52 6648 57

2633 91 6843 7.2

2768 52 7240 53

3285 6,1 7439 59

3993 b 7513 7,2

4207 8,7 8142 6,2

4278 6,2 8491 51

4554 59 8772 58

B)

% Cetnosti

cteni bez
Cpozice konverze na
U wvitéto
pozici

1073 16,7

1113 59

4512 74

7055 9,1

9009 51
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Tab. DI6: Pritomnost typickych eukaryotickych tRNA modifikaci v analyzované RNA z virovych

partikuli pikornavird.

Délka
gRNA t°A/100A mS’t A/100A i’A/100A
(nt)
SBV 8832 0,02+0,01  0,01+0,004 0,000,004
DWV 10071 016+0,01  0,06+0,004  0,03+0,04
RV2 7120 0 0 0
E18 7410 0 0 0

Obr. DI13: Vysledky bioinformatické analyzy sekvenaénich knihoven mapujicich m*A v SBV virové
partikuli  (vybrand data, vice viz  (Simonovd, Romanskd et al. 2022)
a https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home pod projektovym ¢islem PRIEB53666). Grafy
znazorfuji neupravené vzorky (m!A) a vzorky po plsobeni alkalického prostfedi (konverze

na méA).
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