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Abstrakt

Posttranskripéni modifikace mRNA molekul u vira ¢eledi Poxviridae, do které
patfi také virus vakcinie, maji kliCovou roli v regulaci genové exprese viru a ovliviuji
také interakce viru s hostitelskou burfikou. Mezi tyto modifikace patfi syntéza
7-methylguanosinoveé Cepicky, 2-O-methylace, polyadenylace 3° konce vlakna mRNA,
hydrolyza 7-methylguanosinové CepiCky a polyadenylace 5° konce mRNA vilakna.
Studium posttranskripCnich €i kotranskripénich modifikaci mMRNA u vird celedi
Poxviridae muze pfispét k lepSimu porozuméni virové patogenezi a vyvoji novych
strategii v 1é€bé infekci zplsobenych viry z této Celedi. Cilem této bakalarské prace je
shrnuti poznatkl o kotranskrip&nich Ci posttranskripénich modifikacich mRNA molekul

u vir éeledi Poxviridae se zvlastnim zfetelem na virus vakcinie.

KliCova slova: Poxviry, virus vakcinie, mRNA, posttranskripéni modifikace

Abstract

Post-transcriptional modifications of mRNA molecules in viruses belonging to the
Poxviridae family, including the vaccinia virus, play a key role in regulating viral gene
expression and also influence virus-host cell interactions. These modifications include
the synthesis of a 7-methylguanosine cap, 2'-O-methylation, 3' polyadenylation of the
mMRNA strand, hydrolysis of the 7-methylguanosine cap, and 5' polyadenylation of the
mMRNA strand. Studying post-transcriptional or co-transcriptional mMRNA modifications
in Poxviridae viruses can contribute to a better understanding of viral pathogenesis
and the development of new strategies for treating infections caused by viruses in this
family. The aim of this bachelor's thesis is to summarize current knowledge of
co-transcriptional or post-transcriptional mRNA modifications in Poxviridae viruses,

with a special focus on vaccinia virus.
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Seznam zkratek

AA aminokyselina

AdoHcy S-adenosyl-L-homocystein

AdoMet S-adenosyl-L-methionin

ASFV virus afrického moru prasat (African swine fever virus)
ATP adenosintrifosfat

bp bazicky par

Cap 0 Cepicka typu 0

Cap 1 Cepicka typu 1

CE capping enzym

dsDNA dvouvlaknova DNA

dsRNA dvouvlaknova RNA

GMP guanosinmonofosfat

GTaza guanylyltransferaza

GTP guanosinmonofosfat

HCC hepatocelularni karcinom

kbp tisic bazickych paru

kDa kilodalton

MTaza methyltransferaza

MVA modifikovany virus vakcinie Ankara
NTaza nukleotidyltransferazova doména
NCDLV velké nukleocytoplazmatické DNA viry
OB fold oligonukleotid/oligosacharid vazebna doména
ORF otevieny Cteci ramec

POLADS kratké netranslatujici polyadenylované sekvence



TF
TPaza
VACV
VARV
VETF
VITF-1
VITF-2
VITF-3
VRNAP
VTF
VACV
WR
WT

YY1

transkripCni faktor

RNA trifosfataza

virus vakcinie

virus varioly

vaccinia early transcription factor

vaccinia intermediate transcription factor 1
vaccinia intermediate transcription factor 2
vaccinia intermediate transcription factor 3
virova RNA polymeraza

vaccinia termination factor

virus vakcinie

western reverse

wild type

transkrip€ni faktor YinYang1



1. Uvod

Cilem této bakalaiské prace je reSersSni shrnuti poznatkl o kotranskripénich a
posttranskrip&nich modifikacich mRNA molekul u cytoplazmatickych dsDNA virli Celedi
Poxviridae se zamé&renim na virus vakcinie.

Poxviry jsou Celedi velkych nukleocytoplazamtickych vird (NCDLV), jejich Zivotni
cyklus probiha pouze v cytoplazmé hostitelské buriky. Tyto viry jsou schopné infikovat
Siroké spektrum hostitelll, pisobi onemocnéni u lidi, ale i u rdznych zivocichld. Mezi
viry této Celedi patfi napfiklad virus variola, ktery je pavodcem pravych nestovic nebo
virus vakcinie, ktery je povazovan za model transkripéni regulace vSech poxviru. Pravé
z toho duvodu se tato prace zaméfuje na poznatky o posttranskripénich modifikacich
u tohoto viru.

Posttranskripéni modifikace mRNA molekul jsou dulezitym mechanismem regulace
genové exprese u vSech organismud. Tyto modifikace ovliviuji stabilitu, transport a
translaci mMRNA, coz ma vliv na produkci proteinu, které jsou v burikach syntetizovany.
Posttranskripni modifikace jsou také idealnim mistem, na které by mohla byt mifena
antitivirova terapie.

V avodu této prace jsou predstaveny viry Celedi Poxviridae a prubéh jejich
transkripce. Dale jsou popsany jednotlivé posttranskripéni modifikace jako syntéza
7-methylguanosinové Cepicky (kapitola 4.1.), 2-O-methylace mRNA (4.2.), hydrolyza
7-methylguanosinové cepicky (4.3.), polyadenylace 3 konce mRNA (4.4.) a
polyadenylace 5’ konce (4.5.).



2. Velké nukleocytoplazmatické DNA viry

Velké nukleocytoplazmatické viry (NCDLV) jsou skupinou s nejvétSim poctem
zastupcul napadajicich eukaryotické bunky. Do této skupiny se fadi Celedi Asfarviridae,
Ascoviridae, Marseilleviridae, Iridoviridae, Phycodnaviridae, Pithoviridae, Mimiviridae
a Poxviridae, také se sem fadi Molliviry, Pandoraviry a Faustoviry, které zatim ovSem

nebyly zahrnuty do oficialniho taxonomického systému vird (Koonin & Yutin, 2019).

Viry této skupiny nejsou silné zavislé na replikacnim nebo transkripénim systému
hostitelské bunky. Dokazi se replikovat v cytoplazmé hostitelské buriky nebo maji ve

svém zivotnim cyklu jak cytoplazmatickou, tak i jadernou fazi (Koonin & Yutin, 2010).

Po ziskani kompletni sekvence genomu nékolika velkych dsDNA virl eukaryot,
byla provedena srovnavaci genomicka analyza, diky niZz se prokazalo, ze Poxviry,
virus afrického moru prasat (ASFV) a viry Celedi Iridoviridae, Ascoviridae a
Phycornaviridae sdileji mnoho homolognich genu (viz nize) a je pravdépodobné, ze

pochazeji z jednoho spolecného viralniho predka (lyer et al., 2001).

Béhem dalSich experimentu bylo zjisténo, Zze vSechny velké nukleocytoplazmatické
DNA viry obsahuiji pét gent vykazujicich vyznamnou homologii, konkrétné se jedna o
gen kodujici hlavni kapsidovy protein, ortolog proteinu D13L viru vakcinie, virovy
transkripcni faktor (u VACV kédovan genem A2L), komplex helikaza-primaza (VACV
D5R), podjednotku DNA polymerazy rodiny B (VACV E9L) a ATPazu, ktera slouzi
k baleni DNA do kapsidy (VACV A32L). VétSina, ale jiz ne vSechny viry ze skupiny
NCLDV sdili dalSich pfiblizné 50 genu, které jsou pfitomny v poslednim spolecném
predku celé skupiny NCLDV, coz je dukazem toho, ze vSechny tyto viry maji

spolec¢ného predka (Yutin et al., 2009).

2.1. Viry €eledi Poxviridae

Viry jsou malé, nebunétné organismy, replikujici se pouze v hostitelskych
bunkach. Viry z ¢eledi Poxviridae jsou odpovédné za mnoho lidskych, ale i riznych
zivociSnych onemocnéni, mezi které patfi nestovice (opici, kravi, kozi) molluscum

contagiosum nebo nodularni dermatitida skotu (Moss, 2013). Pravé neStovice, které



jsou zplUsobované virem variola (VARV) byly jednou z nejsmrtelnéjSich nemoci
v historii lidstva. V druhé poloviné 20. stoleti byly pravé nestovice vymyceny diky
globalni vakcinaci za pomoci dalSiho viru z eledi Poxviridae, viru vakcinie (VACV)
(Strassburg, 1982).

Poxviry jsou vyuzivany jako vakcinaéni vektory proti jinym virdm, jako je virus
vztekliny (Kieny et al., 1984), SARs-CoV (Chen et al., 2005). Vyuziti modifikovaného
viru vakcinie Ankara (MVA) jako vektoru pro vyvoj vakciny proti viru Zika se jevi jako
slibny pfistup (Pérez et al., 2018). Poxviry jsou navic pouzivany také jako prostfedky
onkolytické viroterapie v kombinaci s jinymi terapiemi napfiklad u pacientl
s hepatocelularnim karcinomem (HCC) (Guo et al., 2019).

Viry Celedi Poxviridae jsou velké DNA viry o velikosti partikule 230 az 300 nm.
Jejich genom je tvofen dsDNA molekulami s vlasenkou na obou koncich, jeho velikost
se pohybuje od 130 kbp u parapoxvird do pfiblizné 300 kbp u avipoxvirl (Broyles,
2003). Genom poxvirt je tvofen dvéma linearnimi komplementarnimi viakny DNA a
kéduje pres 100 strukturnich proteind, nékteré z nich mimo strukturni funkce vykazuji
i enzymatickou aktivitu (Bednar et al., 1996). Poxviry maji vysokou urovern nezavislosti
na hostitelské burice. Od jinych tfid NCDLV vira se poxviry odliSuji tim, Zze cely proces

jejich replikace a transkripce probiha v cytoplazmé hostitelské buriky (Moss, 2013).

2.2. Virus vakcinie

Virus vakcinie (VACV) je jednim z nejintenzivngji studovanych c¢lenu celedi
Poxviridae. Tento virus se povazuje za model transkrip&ni regulace u vSech poxvirQ
(Prideaux et al., 1990).

Genom viru Vakcinie jako u ostatnich poxvird je linearni, nesegmentovany,
dvouvlaknovy. Jeho délka je pfiblizné 190 kbp [velikost genomu prototypického kmene
WR (Western Reverse) je 194711 bp] (Yang et al.,, 2011) a ma na kazdém konci
vlasenkovou smyc¢ku (Obrazek 1) (Goebel et al., 1990). Genom tohoto viru kéduje vice
nez 200 proteind, které jsou potfebné pro jeho cytoplasmatickou replikaci, pfenos mezi
hostiteli nebo uniku pfed imunitnim systémem hostitele. Genomem jsou také kédovany
enzymy, které jsou zodpovédné za transkripci (podjednotky RNA polymerazy) a
modifikaci mMRNA, jako je syntéza 7-methylguanosinové Cepicky, 2’-O-methylace
mRNA, hydrolyza 7-methylguanosinové Cepicky a polyadenylace mRNA na 3‘ konci
(Moss, 2013).
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Exprese genl viru vakcinie probiha temporalné regulovanym kaskadovym
zpusobem, ktery je odliSny pro geny rané, stfedni a pozdni ¢asové tfidy. Geny rané
tfidy jsou kédovany 118 otevienymi ¢tecimi ramci (ORF) a jsou exprimovany pred
replikaci virové DNA. Na rozdil od nich stfedni a pozdni geny jsou exprimované az po
replikaci virové DNA (Vos & Stunnenberg, 1988).
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Obrazek 1 - Virus vakcinie jako reprezentativni poxvirus; A) snimek z transmisniho
elektronového mikroskopu virionu viru vakcinie s dvojitou membranou (vlevo); struktura virionu
viru vakcinie se znazornénymi komponenty virionu (vpravo) (Harrison et al., 2004); B)
Organizace genomu VACV - linearni dsDNA genom VACV s vliasenkovou smy¢kou na obou
koncich. Geny umisténé v centralni ¢asti genomu jsou konzervované a jsou obvykle nezbytné
pro virovou replikaci a morfogenezi, geny v koncovych ¢astech genomu nejsou konzervované
a koduiji faktory virulence (Smith & McFadden, 2002); C) Geny viru vakcinie jsou rozdéleny do
expresnich ¢asovych tfid podle toho, kdy jsou exprimovany. Barevné jsou rozlieny do skupin
dle Casu své exprese (Assarsson et al., 2008).

11



3. Genova exprese poxviru

Podobné jako u vétSiny ostatnich tfid vird i poxviry koordinuji procesy replikace
genomu a sestaveni virionU prostfednictvim regulace ¢asovani exprese jednotlivych
genu (Obrazek 2). Tato regulace je klicova pro spravnou funkci viru a umoZznuje mu
replikovat se a Sifit se v hostitelskych burikach. Poxviry jsou schopny nacasovat
exprese svych genu tak, aby byly v optimalnim ¢ase aktivovany geny zodpovédné za
replikaci viralniho genomu, transkripci a sestaveni novych virion. Timto zplisobem se
poxviry pFizplsobuji hostitelskému prostfedi a maximalizuji svou schopnost prezit a
Sifit se v hostitelském organismu (Lee-Chen et al., 1988). Proteiny, které se podileji
na replikaci virové DNA, syntéze nukleotidl a transkripci gent stfedni tfidy jsou
syntetizovany jako geny rané tfidy. Geny, které se ucastni virionové morfogeneze a
sestaveni viroveé Castice patfi mezi geny stfedni a pozdni tfidy a jsou exprimovany az
po replikaci virové DNA (Broyles, 2003).

Regulace genové exprese probiha na urovni iniciace transkripce prostfednictvim
kaskadového mechanismu. TranskripCni faktory (TF), které jsou potfebné pro expresi
genu stfedni tfidy jsou exprimovany jako proteiny rané tfidy. Transkripéni faktory,
které jsou potfebné expresi genli pozdni tfidy jsou exprimovany jako proteiny stfedni
tridy. TF, které jsou potfebné pro expresi genl rané tfidy jsou pozdni genové produkty,
které jsou balené uvnitf viriona pro pouziti v dal§im cyklu infekce cilové bunky (Garcés
et al., 1993).

Early Transcrigtion
———

DM& Replication

Intermediate Transcription
— — -

Late Transcrigtion

Infections Particle Formation

o 4 B 12 16 20 24
HOUAS
Obrazek 2 — Schématické znazornéni prabéhu jednotlivych ¢asti genové exprese viru vakcinie

v Case (Moss et al., 1991).
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3.1. RNA polymeraza viru vakcinie

Poxviry kéduji vicepodjednotkovou DNA-dependentni RNA polymerazu (VRNAP),
ktera se sklada z osmi podjednotek kdédovanych ranymi virovymi geny. Celkova
hmotnost této polymerazy je zhruba 500 kDa. Podjednotky jsou oznacené podle jejich
zdanlivych molekulovych hmotnosti Rpo147 (kédovana genem J6R viru vakcinie),
Rpo132 (A24R), Rpo35 (A29L), Rpo30 (E4L), Rpo22 (J4R), Rpo19 (A5R), Rpo18
(D7R) a Rpo7 (G5R) (Broyles, 2003; Grimm et al., 2019). Aminokyselinové sekvence
dvou nejvétSich podjednotek virové RNA polymerazy, tedy podjednotky Rpo147 a
Rpo132, vykazuji zhruba 20% shodu s podjednotkami RPB1 a RPB2 eukaryotické
RNA polymerazy Il. Tato virova RNA polymeraza transkribuje vSechny tfi Casové tfidy
genu (Knutson & Broyles, 2008).

Holoenzym virové RNA polymerazy (Obrazek 3) obsahuje krom samotné osmi
podjednotkové RNA polymerazy také transkripéni faktory Rap94, VETF-I, VETF-s
(kbdovany geny A7L a D6R) VTF/CE (vaccinia terminator factor/capping enzyme)
(produkt gentt D1R a D12L), NPH-I (nukleoside phosphohydrolase ) (kédovan genem
D11L), strukturni protein E11L a hostitelskou tRNAGIn. Tento komplex je schopen
iniciace transkripce genu rané tfidy, elongace a nasledné terminace transkripce. Tento
holoenzym ma vahu zhruba 900 kDa (Grimm et al., 2019).

Transkripce ranych genl, ktera byla zkoumana nejpodrobnéji, vyzaduje
heterodimericky Vaccinia Early Transcription Factor (VETF), ktery interaguje
s oblastmi ¢asnych promotor( lokalizovanymi na pozicich -12 az -29 nukleotid(
upstream a +7 az +10 nukleotidi downstream od pocCatku transkripce (Barnes et al.,
2015; Broyles et al., 1991). VETF zprostfedkovava spole¢né s Rap94 nasednuti
VRNAP na promotor a pfechod z iniciacni do elongaéni faze transkripce. DalSi virem
koédované proteiny Ucastnici se virové transkripce genu rané tfidy jsou VTF/CE, ktery
se ucCastni syntézy 5' koncové 7-methylguanosinové CepiCky a terminacni faktor
NPH-I, ktery spole¢né s poly(A) polymerazou syntetizuje polyadenylované sekvence
na 3’ koncich mRNA (Grimm et al., 2019).
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Obrazek 3 - Schéma holoenzymu virové RNA polymerazy viru vakcinie; A) schématické
znazornéni dalSich transkripénich faktor( transkripce viru vakcinie, VTF/CE (vaccinia
terminator factor/capping enzyme), VETFI, E a NPH-I, které jsou obsazeny v holoenzymu
VRNAP. Je zde také znazornéna podjednotka Rpo30 a transkripéni faktor Rap94; B) Model
kompletniho vVRNAP komplexu, ziskano metodou CryoEM, barevné zobrazeni v B je shodné

s barevnym zobrazenim A samotny komplex VRNAP je barveny Sedé (Grimm et al., 2019).
3.2. Expresni ¢asové tridy genu viru vakcinie

Geny viru vakcinie se rozdéluji do tfi zakladnich ¢asovych tfid (viz Kapitola
3 - Genova exprese poxvirt) (Obrazek 4). Brzy po infekci hostitelské buriky se aktivuji
geny rané tfidy, ty kdduji proteiny nezbytné pro expresi a replikaci virového genomu.
Poxviry maiji specifické transkripéni faktory, které umoznuiji transkripci gentd rané tfidy,
zacCatek této transkripce je zprostfedkovan transkripénim faktorem VETF (Broyles et
al., 1991). Enzymy, které jsou potfebné pro transkripci gena rané tfidy jsou soucasti
infek¢ni partikule viru (Baldick et al., 1992b). Genl exprimujicich se pfed replikaci
virové DNA bylo identifikovano 118. Gen, které se exprimuji az po replikaci virové
DNA bylo identifikovano 93, jedna se o geny stfedni a pozdni tfidy (Yang et al., 2010).

Gen stfedni tfidy se v genomu viru vakcinie nachazi 53 a podileji na interakci

s nové syntetizovanym virovym genomem. GenuU pozdni tfidy ma virus vakcinie 38,
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koduji proteiny, které jsou kli€ové pro tvorbu a zrani viriond, v€etné téch, které

umoznuji vstup viru do hostitelskych bunék (Yang et al., 2011).
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Obrazek 4 — Mapa transkriptomu VACV. Oteviené ¢teci ramce VACV WR jsou zobrazeny jako
barevné Sipky ukazujici smér transkripce. Cisla od 1 do 194711 oznaduji pozice nukleotidd
v genomu VACV. Geny rané tfidy jsou vyznaCeny modrou barvou, geny stifedni tfidy jsou
vyznaceny barvou zelenou, geny pozdni tfidy maji barvu €ervenou, zluté jsou vyznaceny

neexprimované geny (Yang et al., 2011).

3.2.1. Transkripce gent rané tridy

Mezi geny rané tfidy se fadi pfiblizné polovina gent VACV (Oda & Joklik, 1967)
konkrétné jde o 118 genu. Enzymy a dalSi proteiny, které jsou potfebné pro syntézu
mMRNA si virus pfinasi do hostitelské buriky spole¢né s molekulami genomové DNA ve

svém virionu. Mezi nimi jsou také enzymy nezbytné pro modifikaci MRNA molekul jako
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je mRNA capping enzym (kédovany geny D1R a D12L), poly(A) polymeraza (E1L,
J3R) nebo 2‘-O-methyltransferaza (J3R) (Broyles, 2003).

Iniciace syntézy genl rané ftfidy vyzaduje virovou RNA polymerazu a
transkripéni faktor VETF. Tento transkripéni faktor je heterodimer virovych protein(
kodovanych geny D6R a A8L, je to jediny znamy poxvirovy protein, ktery se vaze na
virové promotory genu rané tfidy (Broyles et al., 1991; Gershon & Moss, 1990).
Navazani VETF na promotor umoznuje nasednuti RNA polymerazy a zahajeni
transkripce. Pro iniciaci transkripce je potfeba energie ve formé ATP, jehoz hydrolyza
zpusobuje disociaci VETF z promotoru. Po uvolnéni VETF mize RNA polymeraza
zacit transkribovat (Broyles, 1991).

K ukon&eni transkripce genu rané tfidy je potfeba signalni sekvence
5-TTTTTNT-3‘ (N pfedstavuje libovolny nukleotid). Transkripce je ukonéena pfiblizné
30-50 nukleotidi za touto signalni sekvenci (Yuen & Moss, 1987). K ukonc&eni
transkripce jsou potfeba nejméné dva proteiny, témi jsou capping enzym a NPH I.
Capping enzym a NPH | jsou soucasti holoenzymu RNA polymerazy. Po prepisu vyse
uvedené signalni sekvence do mRNA dochazi ke kontaktu této sekvence s capping
enzymem a nasledné aktivaci NPH | a uvolnéni transkriptu za spotfeby energie
(Christen et al., 1998; Deng & Shuman, 1997).

3.2.2. Transkripce genu stredni tridy

Typické promotory genu stfedni tfidy obsahuji dvé ¢asti, iniciatorovou sekvenci
v misté startu transkripce a A-T bohatou upstream sekvenci (Baldick et al., 1992a).
Geny stfedni tfidy viru vakcinie muzeme rozdélit do dvou podskupin podle struktury
jejich promotoru (Obrazek 5B/C). Prvni podskupina obsahuje 21 genu stfedni tfidy,
jejich promotory obsahuji sekvence typické pouze pro geny této tfidy. Druha
podskupina obsahuje 31 gena stfedni tfidy, jejich promotory obsahuji elementy
promotoru stfedni tfidy, ale i elementy typické pro promotory genu tfidy pozdni (Yang
etal., 2011).

Promotory prvni podskupiny obsahuji vzdy sekvenci TAAA, nékteré promotory
pak obsahuji sekvenci TAAAT a pouze nékolik promotorl této podskupiny obsahuje
sekvenci TAAATG. Promotory této podskupiny neobsahuji konzervované thymidinové

zbytky lokalizovany 10 nukleotidu pfed TAAAT sekvenci (pozice -10), ale obsahuji AT
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bohatou oblast na pozicich -15 az -19 od této sekvence (Obrazek 5B) (Yang et al.,
2011).

Promotory druhé podskupiny obsahuji prvky typické jak pro promotory stfedni
tridy, tak prvky, které se objevuji pouze u promotori pozdni ¢asové tfidy. U promotoru
této podskupiny se Castéji objevuje thymidinovy zbytek za sekvenci TAAA, také se zde
objevuje thymidinovy zbytek na pozici -10 od TAAAT sekvence (Obrazek 5C). Nékteré
promotory genl stfedni tfidy obsahuji dinukleotid GG hned za TAAAT motivem.
Napfiklad promotor genu stfedni tfidy 1L se fadi do této druhé podskupiny. Tento
promotor obsahuje znaky promotorl pozdni tfidy, tedy sekvenci TAAATGG a
thymidinovy zbytek na -9 nebo -10 nukleotidu od TAAAT. Obsahuje ale také A-T
bohatou oblast typickou pro promotory stfedni tfidy. Sekvence TAAATGG predstavuje
vazebné misto pro jaderny transkripéni faktor YinYang1 (YY1), ktery je dulezity pro
spravnou iniciaci transkripce tohoto genu (Broyles et al., 1999; Yang et al., 2011).

Pro transkripci genu stfedni tfidy je vzdy vyZzadovana de novo syntéza virové
RNA polymerazy. Geny vSech podjednotek RNA polymerazy jsou pod kontrolou
promotort rané Casové tfidy (Wright & Coroneos, 1995). DalSimi transkripénimi
faktory, které jsou potfebné pro transkripci gena stfedni tfidy jsou VITF-1 (30 kDa
podjednotka virové RNA polymerazy) (Rosales, Harris, et al., 1994), VITF-2 (ktery neni
kédovan virovou DNA) (Rosales, Sutter, et al., 1994), VITF-3 (heterodimer virovych
genovych produkti A8L a A23R) (Sanz & Moss, 1999), a opét také capping enzym
(Broyles & Moss, 1987).

3.2.3. Transkripce gent pozdni tridy

Promotory genli pozdni Casové tfidy se skladaji, stejné jako promotory genu stfedni
tfidy, ze dvou oblasti, iniciatorové a upstream A-T bohaté oblasti (Davison & Moss,
1989). Viniciatorové oblasti je sekvence TAAAT, ktera byva nasledovana
guanosinovym zbytkem. Pro promotory pozdnich genu je typicky vyskyt thymidinového
zbytku na -10 pozici od TAAAT sekvence (Obrazek 5A) (Yang et al., 2011). Pro
transkripci genli pozdni tfidy je opét vyuzivana nové syntetizovana virova RNA

polymeraza. Pro Uplnou aktivitu promotor pozdnich genu jsou zapotifebi minimalné tfi
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transkripCni faktory kdédované geny G8R, A1L a A2L. VSechny tyto transkripCni faktory
patfi mezi geny stfedni Casové tfidy (McCraith et al., 2000).

Terminace transkripce genu stfedni a pozdni Casové tfidy neni podrobnégji
popsana. Béhem této terminace virova RNA polymeraza nereaguje na specifické
signaly pro ukonceni transkripce. Je znamo, Ze jsou s terminaci transkripce genl
téchto Casovych tfid spojovany ftfi virové proteiny, tyto proteiny jsou kodovany geny
A18R, G2R a J3R.

Gen A18R interaguje s RNA polymerazou a blokuje elongaci transkripce virové
mRNA. Pfi mutaci genu A18R jsou transkripty genu stfedni Casové tfidy znacné delSi
nez transkripty genu stfedni tfidy viru neobsahujiciho mutaci v tomto genu. Toto
zjisténi nasvédCuje tomu, Ze protein kédovany genem A18R podporuje uvolfiovani
transkriptu od templatu (Xiang et al., 1998).

Protein kddovany genem G2R funguje jako transkripéni elongacni faktor. Pfi mutaci
v tomto genu jsou 3° poly(A) konce transkriptl stfedni a pozdni tfidy jsou kratSi nez u
WT (wild type) viru (Penelope & Condit, 1996). Bylo také zjisténo, ze geny A18R a
G2R jsou minimalné Castecné zastupitelné, jelikoz mutace genu G2R mulze pUsobit
jako extragenovy supresor mutaci v genu A18R (Condit et al., 1996).

Treti protein ovliviujici terminaci transkripce je kodovany genem J3R. Protein
kédovany genem J3R se vaze na volny poly(A) konec pre-mRNA a tim podporuje
syntézu dlouhych poly(A) fetézcu. J3R plsobi také jako elongacni faktor béhem
transkripce genl stfedni a pozdni tfidy. Pfi mutaci v genu J3R dochazi k snizeni
hladiny syntézy velkych protein pozdni genové tfidy, stejné tak jako ke zkracovani 3°
poly(A) koncu genu stfedni a pozdni tfidy. Mimo jeho plsobeni béhem terminace
transkripce stfednich a pozdnich genu viru vakcinie pusobi produkt genu J3R také jako
virova mRNA  2-O-methyltransferaza, pfenasejici methylovou  skupinu
z S-adenosyl-L-methioninu na 2‘ uhlik ribézového zbytku v RNA molekule za vzniku
struktury Cepicky typu 1 (cap 1) (Gershon et al., 1991; Schnierle et al., 1992; Xiang et
al., 2000).
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Obrazek 5 - Motivy promotort VACV. Tyto motivy byly vygenerovany programem MEME
s pouzitim sekvenci o délce 50 nukleotidi upstream a 4 nukleotidy downstream od prvniho
kodonu (ATG); A) reprezentuje promotory pozdni tfidy; B) reprezentuje stfedni promotory prvni
podskupiny; C) reprezentuje stfedni promotory druhé podskupiny upraveno dle (Yang et al.,
2011)

4. Posttranskripéni Gpravy mRNA

Bezprostfedné po transkripci, €i dokonce jiz vjejim pribéhu dochazi
k posttranskripénim, &i kotranskripénim upravam mRNA.

MRNA je syntetizovana jako pre-mRNA molekula, ktera nasledné prochazi
procesnimi kroky, coz vede k vytvofeni funkéni mRNA. Virus vakcinie kéduje proteiny,
které zajistuji tyto upravy jako syntézu 7-methylguanosinové C&epiCky (capping),
2'-O-methylaci mRNA, hydrolyzu 7-methylguanosinové Cepicky, polyadenylaci 3’
konce mRNA a polyadenylaci 5’ konce mRNA.
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4.1. Syntéza 7-methylguanosinové ¢epicky na 5 konci mRNA

Syntéza 7-methylguanosinové CepiCky je prvni kotranskripcni modifikace 5°
konce mRNA (Martin et al., 1975). Cepitka na 5‘ konci je charakteristickym znakem
pro eukaryotické a virové mRNA, v archealnich a bakterialnich transkriptech neni tato
Cepicka pfitomna (Shuman, 2000). Koncovy 7-methylguanosin a prvni ribonukleotid
MRNA vlakna jsou spojeny svymi 5° hydroxylovymi skupinami pomoci trifosfatového
mustku unikatni 5-5' vazbou (Shatkin, 1976). Cepicka je potfebna pro stabilitu viakna
mMRNA a efektivni translaci. K jeji syntéze dochazi kotranskripéné, jakmile vznikajici
vlakno mRNA dosahne délky 27-31 nukleotidi (Hagler & Shuman, 1992). Syntéza
7-methylguanosinové Cepicky na mRNA viru vakcinie probihda za pomoci virovych
enzymU ve tfech krocich (Obrazek 6A). B&€hem prvni reakce je 5°' trifosforylovana
pre-mRNA hydrolyzovana na difosforylovanou pre-mRNA pomoci enzymatické aktivity
RNA trifosfatazy (TPaza). Poté je k difosforylovanému konci pomoci enzymatické
aktivity guanylyltransferazy (GTaza) pfipojen gunaosinmonofosfat (GMP). K tomuto
procesu dochazi ve dvou krocich, v prvnim kroku guanylyltransferaza reaguje s GTP
a dochazi k tvorbé meziproduktu GTaza-GMP a anorganického pyrofosfatu (PPi).
V druhém kroku se vznikly GMP pfenasi z guanylyltransferazy na 5° difosforylovany
konec mRNA, ¢imz vznika GpppRNA struktura na 5° konci mRNA. Treti reakci je
GpppRNA pfeménén na 7-methylgunanosin RNA (m’GpppRNA) za vzniku struktury
CepicCky typu 0 (cap 0) enzymem RNA (guanin-N7)-methyltransferaza (MTaza) (Martin
& Moss, 1975; Shuman & Hurwitz, 1981). Donorem methylu pro tfeti reakci je
S-adenosyl-L-methionin (AdoMet) (Shuman & Moss, 1989). Odstépenim methylové

skupiny z S-adenosyl-L-methioninu vznika S-adenosyl-L-homocystein (AdoHcy).

4.1.1. Capping enzym viru vakcinie

Capping enzym VACV je heterodimer tvofen produkty gend D1R (o velikosti
844 AA) a D12L (287 AA). Tento enzym provadi vSechny tfi kroky syntézy
7-methylguanosinové Cepicky (Obrazek 6A). Autonomni monomerni doména
TPaza-GTaza se sklada z aminokyselin 1-545 polypeptidu D1R (Yu & Shuman, 1996).
Podjednotka D12L se vyskytuje pouze u virl z Celedi Poxviridae, jeji homolog nebyl

pozorovan v zadném eukaryotickém organismu ani u zadného viru z jiné Celedi

20



(Schwer et al., 2006). GTazova doména se sklada ze dvou domeén, N-koncové
nukleotidyltransferazové domény (NTaza) a C-koncové oligonukleotid/oligosacharid
vazebné domény (OB fold) (Shuman & Lima, 2004) (Obrazek 6B/C). MTazova doména
je lokalizovana na pozicich od 548 do 844 polypeptidu D1R a tvofi heterodimer
s podjednotkou D12L, ktera stimuluje MTazovou aktivitu (Cong & Shuman, 1992; De
La Péa et al., 2007).

Capping enzym neslouzi pouze k syntéze 7-methylguanosinové Cepicky, také
se ucastni terminace transkripce genu rané tfidy, proto byva v literatufe oznaCovan
také jako VTF/CE (vaccinia termination factor/capping enzym) (Luo et al., 1995). Obé
podjednotky (D1R a D12L) tohoto enzymu interaguji s virovou RNA polymerazou,
pfevazné s podjednotkami Rpo147, Rpo132, Rpo35 a Rpo18 (Hillen et al., 2019).

A B
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Obrazek 6 — Struktura capping enzymu viru vakcinie; A — tfi reakce vzniku struktury cepicky
typu 0, katalyzované TPazou, GTazou a MTazou, P; (fosfat), PP; (pyrofosfat), AdoMet
poskytuje methylovou skupinu za vzniku AdoHcy; B — schématicky diagram ukazujici
usporadani virovych capping enzymu vird vakcinie, mimiviru, bakuloviru a chlorela viru.
TPéazova doména je vyznacena fialovou barvou, NTazova doména je vyznacena zeleng, OB
doména ma Sedou barvu, MTazova doména je vyznaCena Cervené a podjednotka D12 je
znacena Zlutou barvou; C — stuzkovy model capping enzymu viru vakcinie ukazujici jednotlivé
domény, jednotlivé domény jsou barevné znaceny stejné jako na obrazku B (Kyrieleis et al.,
2014).
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4.2. 2’-0O-Methylace mRNA

Virus vakcinie kdéduje protein VP39 (J3R), ktery pfenasi methylovou skupinu
z S-adenosyl-L-methioninu na 2‘-O pozici prvniho nukleotidu za vzniku Cepicky typu 1
m’GpppN™ (cap?) (Schnierle et al., 1992). K 2'-O-methylaci dochazi obvykle zejména
u mRNA vyS$sich eukaryot, nicméné byla popsana také u poxvirli, coronavir(, flavivirQ
a viru HIV-1. U coronavirl je tato modifikace zprostfedkovana proteinem NSP16, u viru
HIV-1 hostitelskym proteinem FTSJ3 a u flavivira proteinem NS5 (Decroly et al., 2008;
Ray et al., 2006; Ringeard et al., 2019).

Diky methylaci na 2’-O pozici se mlze virus vakcinie vyhnout imunitni odpovédi
hostitele. Hostitelska bufka obsahuje proteiny IFIT (interferon induced protein with
tetratricopeptide repeats), které rozpoznavaji virové RNA molekuly a snizuji miru jejich
translace, ¢imz brani pomnozeni viru v hostitelské burice. Pokud virova mRNA ma
CepiCku typu 1, tak je méné efektivné rozeznavana imunitnim systémem hostitele
(Daffis et al., 2010).

Protein VP39 (kddovany genem J3R) je také soucasti heterodimeru VP39/VP55,
ktery slouZi k polyadenylaci 3 konce mRNA vlakna (viz Kapitola 4.4.) (Schnierle et al.,
1992).

4.3. Hydrolyza 7-methylguanosinové ¢epic¢ky

Hydrolyza 7-methylguanosinové cepicky je klicovym krokem patogeneze
poxvird. Umoznuje snizovat syntézu proteinl hostitelské buriky a omezovat hromadéni
virové dsRNA, ktera je spoustéem antivirové odpovédi (Liu et al., 2015).

Poxviry vyuzivaji nékolik mechanisml ke snizeni konkurence s hostitelskymi
MmRNA a zaroven snizuji syntézu faktord pro imunitni odpovéd hostitele. Jednim
z téchto mechanismu je rychly pokles syntézy proteint hostitele, kterého je dosazeno
degradaci hostitelskych mRNA. Podobné jako eukaryotické mRNA, obsahuji i mRNA
poxvirl 7-methylguanosinovou €epiCku na 5° konci a poly(A) sekvenci na 3‘ konci.
Nicméné, transkripty poxvird jsou modifikovany virovymi enzymy v cytoplazmé
hostitelské bunky, na rozdil od hostitelskych mMRNA, u nichz syntéza

7-methylguanosinové Cepicky probiha v jadfe (Broyles & Moss, 1987).
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Odstranénim 5° Cepicky poskytnou D9R a D10R mRNA k degradaci 5°-3°
exonukleaze Xrn1, ktera degraduje mRNA ve sméru 5°-3‘ (Burgess & Mohr, 2015).

VACV kéduje dva enzymy pro hydrolyzu 7-methylguanosinové c&epicky,
konkrétné se jedna o proteiny kdédované geny D9R a D10R. Tyto enzymy (respektive
jejich homology) jsou pfitomny i u jinych virl podceledi chordopoxvird, pfiCemz
homolog enzymu D10R je pfitomen u v8ech zastupcu této podc&eledi. Bylo prokazano,
Zze enzymy D9R a D10R maji schopnost odstrafiovat 7-methylguanosinovou Cepicku
z 5 konce virovych i hostitelskych mRNA. D10Rp vykazuje vyssi afinitu k m’GpppG
CepiCkoveé struktufe, ktera se objevuje u hostitelskych mRNA a mRNA gen( rané tfidy,
nez ke struktufe m’GpppA, kterou obsahuji mMRNA genu stfedni a pozdni tfidy (Parrish
et al., 2007; Parrish & Moss, 2006, 2007).

Bylo také ukazano, Zze opakovanym pasazovanim viru MVA (modified vaccinia
virus Ankara) divokého typu (WT) ¢i MVA s mutovanym genem D10R doslo k nékolika
spontannim mutacim, ve vysledku vedoucimu k mirnému narustu celkové virové
MRNA u WT MVA viru. Mutace tohoto genu tedy pravdépodobné snizuje hydrolyzu
7-methylguanosinové Cepicky a tim zvySuje stabilitu mRNA (Erez et al., 2021).

Enzymy, které hydrolyzuji 7-methylguanosinovou ¢€epiCku obsahuji NUDIX
hydrolazovy motiv, ktery je kliCovy pro rozstépeni fosfodiesterové vazby mezi
7-methylguanosinem a mRNA fetézcem, coz vede k uvolnéni 5° monofosforylované
RNA a 7-methylguanosin difosfatu (Bessman et al., 1996).

Enzym D9R ucastnici se odstrafiovani 7-methylguanosinové ¢epicky se exprimuje
brzy po vstupu viru do hostitelské bunky, zatimco D10R se exprimuje azZ po replikaci
virové DNA (Yang et al., 2011). Pokud dojde k inaktivaci enzymu D9R, zvySi se
efektivita translace mMRNA molekul s poly(A) fetézcem na 5° konci mRNA (viz Kapitola
4.5 Polyadenylace 5° konce mRNA), zatimco pokud dojde k inaktivaci enzymu D10R,
tak se aktivita translace snizi pro oba typy mRNA, jak ty s poly(A) fetézcem na 5‘ konci,
tak ty bez poly(A) fetézce. Kombinace faktorl D9R a D10R dava translaéni vyhodu
molekuldm mRNA s 5° koncovym poly(A) Fetézcem, tim znacné pfispiva k translaci
virovych post-replikacnich mRNA a tedy syntéze virovych proteint pfed bunéénymi
proteiny (Cantu et al., 2020).
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4.4. Polyadenylace 3‘ konce mRNA

Polyadenylace je proces, béhem kterého je syntetizovan poly(A) fetézec skladajici
se z adenosinovych zbytkd na 3’ konci mMRNA. Polyadenylace chrani mRNA pfed 3‘-5’
exoribonukleasami, napomaha také k optimalni translaci mRNA (Proudfoot, 2011).
VACV kéduje heterodimericky poly(A) polymerazovy komplex proteind VP55/VP39.
Protein VP55 (o velikosti 55 kDa) je kddovan genem E1L, v burice se vzdy vyskytuje
jako heterodimer spole¢né s proteinem VP39. Protein VP39 (39 kDa) je kddovan
genem J3R a v burice se vyskytuje jako soucast heterodimeru VP55/VP39, ale takeé je
v burice pfitomny i v monomerni formé (Gershon et al., 1991). Protein VP39 se také
UCastni  syntézy CepiCky typu 1, kdy prfenasi methylovou skupinu
z S-adenosyl-L-methioninu na 2‘-O pozici prvniho nukleotidu viakna mRNA na 5 konci
(viz kapitola 4.2.) (Schnierle et al., 1992). Protein VP55 je také schopen polyadenylovat
hostitelské miRNA, coz vede k jejich degradaci (Backes et al., 2012).

Béhem infekce VACV virova poly(A) polymeraza polyadenyluje také hostitelské
molekuly RNA jako snRNA, tRNA, mRNA a také virové small mRNA, které jsou
kodované v genomu VACV. Jejich uCelem je vytvoreni kratkych netranslatovanych
polyadenylovanych sekvenci (POLADS) (Lu & Bablanian, 1996). Primérna délka
poly(A) u POLADS je vice nez 100 adenosinovych zbytk({, coz je podobna délka jako
délka 3‘ poly(A) u genu viru vakcinie. POLADS pusobi jako selektivni inhibitory
translace hostitelské mRNA, translaci virové mRNA ovliviiuji minimalné. POLADS maji
v rané fazi infekce schopnost vazat protein PABP [poly(A) binding protein] a elF-4A a
tim zpusobit jejich nedostatek. Jejich nedostatek vede k omezeni translace
hostitelskych mRNA molekul (Su & Bablanian, 1990).

4.4.1. Poly(A) polymeraza viru vakcinie

Jak jiz bylo zminéno Poly(A) polymeraza VACV je heterodimericky komplex
proteind VP55 a VP39. Tento heterodimer dokaze katalyzovat pfipojeni nékolika
stovek adenylatl na 3‘ konec vlakna virové mRNA. Bylo prokazano, ze po oddéleni
podjednotky VP55 od podjednotky VP39 zlstava polyadenylaéni aktivita zachovana,
nicméné délka poly(A) fetézce je znacné kratSi. Po opétovném pfidani podjednotky
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VP39 byla obnovena schopnost syntézy poly(A) fetézce bézné délky. Monomer VP55
virem kédované poly(A) polymerazy dokazal béhem experimentu pfidat na 3’ konec
RNA primeru nanejvy§ 35 adenylatu velmi rychlym zpusobem, poté ale doSlo
k prudkému zpomaleni a polyadenylace se stala neprocesivni. Naproti tomu
heterodimer VP55/VP39 katalyzuje tvorbu poly(A) fetézce nékolik stovek nukleotidl
dlouhého, VP39 tedy pusobi jako efektor polyadenylace, zvySuje procesivitu
polyadenylace tim, Ze pomalou, neprocesivni polyadenylaci, ktera probiha po rychlém
startu v pfitomnosti monomeru VP55, pfeménuje na polyadenylaci rychlou (Gershon
& Moss, 1993).

4.5. Polyadenylace 5° konce mRNA

Poly(A) fetézec na 5° konci mRNA je pozoruhodnym rysem vSech post-
replikativnich poxvirovych mRNA, pficemz poskytuje témto virovym mRNA translacni
vyhodu oproti mMRNA hostitelské burky (Dhungel et al., 2017).

Béhem transkripce post-replikativnich mRNA viru vakcinie muze dochazet ke
klouzani virové RNA polymerazy. Polymeraza mize sklouznout zpét o jeden nebo vice
nukleotidi na templatovém fetézci na sekvenci TAAAT (INR) (Initiator Nucleotide
Sequence) (Obrazek 5), coz ma za nasledek pfidani adenosinovych zbytku na 5° konec
vznikajiciho vlakna mRNA (Deng & Shuman, 1997; Schwer & Stunnenberg, 1988).

Transkripty genu rané tfidy nemaiji 5° poly(A) fetézec, zatimco vSechny mRNA genl(
stfedni a pozdni tfidy tuto sekvenci maji. U genu stfedni tfidy je nejCastéji uvadéna
délka 8-9 adenosinovych zbytkd u genu pozdni tfidy je to 11-12 adenosinovych zbytki
(Yang et al., 2012). Nejvétsi transla¢ni vyhodu v burikach infikovanych VACV maji
transkripty s 5’ poly(A) fetézcem, ktery ma 12 adenosinovych zbytk( (Dhungel et al.,
2017). Zda se, ze enzymy odstrafiujici 7-methylguanosinovou ¢epicku jsou dllezité
pro translaci virové mRNA bé&hem infekce viru vakcinie. Pokud jsou tyto enzymy
aktivni, tak poly(A) fetézec na 5 konci mRNA umoziiuje zvySenou translaci. Zatimco
mMRNA s jinymi sekvencemi na 5 konci nejsou jejich aktivitou vyraznéji ovlivnény
(Cantu et al., 2020).
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5. Zavér

Viry z €eledi Poxviridae patfi do skupiny velkych nukleocytoplazmatickych virt, jsou
odpovédny za mnoho lidskych i zivo€iSnych onemocnéni. Virus vakcinie je jednim
z nejintenzivnéji studovanych vira této Celedi a je povazovan za vzor transkripni
regulace u vSech poxvirli, pravé proto jsem se v této praci zaméfila na transkripci a
posttranskripéni modifikace mRNA molekul tohoto viru.

Geny viru vakcinie jsou transkribovany pomoci kaskadového mechanismu, kratce
po infekci bunky, jesté pred replikaci virové DNA, dochazi k transkripci virovych gen
rané tfidy. Proteiny kédované geny rané tfidy se ucastni dalSich krokl kaskadového
mechanismu transkripce. Po replikaci virové DNA dochazi k transkripci genu stfedni a
pozdni tfidy, ty jsou nezbytné pro tvorbu novych virovych Castic.

Hlavnim cilem této prace bylo reSersni shrnuti poznatkl o typech a mechanismech
posttranskripénich modifikaci mMRNA molekul u virl ¢eledi Poxviridae se zaméfenim
na virus vakcinie. Mezi tyto postranskripéni, respektive i kotranskripéni, modifikace
patfi syntéza 7-methylguanosinové CepiCky. 7-methylguanosinova Cepicka typu O je
nezbytna pro stabilitu a efektivni translaci virovych mRNA. Cepicka je syntetizovana
heterodimernim capping enzymem, ktery interaguje s virovou RNA polymerazou.
Podjednotka capping enzymu kdédovana genem D12L je unikatni pro viry Celedi
Poxviridae, homolog této podjednotky nebyl nalezen v zZzadném eukaryotickém
organismu nebo u jiné virové Celedi. Pravé z tohoto divodu by na podjednotku D12
virového capping enzymu mohl byt sméfovan dalSi vyzkum antivirotik ucinkujici
v l1é¢bé virovych infekci zpusobenych viry z Celedi Poxviridae.

Cepicka typu 0 mGze byt dale modifikovana na éepicku typu 1, kdy je methylova
skupina z S-adenosyl-L-methioninu je za pomoci proteinu VP39 pfenasena na 2-O
pozici prvniho nukleotidu. Tato modifikace umoziiuje virovym mRNA molekulam
uniknout imunitnimu systému hostitele.

Polyadenylace na 3' konci chrani mRNA molekuly pfed 3‘-5° exoribonukleazami, a
napomaha k optimalnimu prekladu mRNA. Virus vakcinie kéduje komplex proteint
VP55 a VP39. Virova poly(A) polymeraza také polyadenyluje virové small mRNA za
vzniku kratkych netranslatovanych polyadenylovanych sekvenci POLADS pUlsobicich

jako selektivni inhibitory translace hostitelské mRNA, translaci virové mRNA ale
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ovliviiuji pouze minimalné. Toto je dalsi mechanismus, diky kterému dochazi k uniku
viru pfed imunitnim systémem hostitelské bunky.

Diky hydrolyze 7-methylguanosinové Cepicky dochazi k uniku pred imunitnim
systtmem hostitele. Enzymy D9R a D10R viru vakcinie odstranuji
7-methylguanosinovou Cepicku z vilakna mRNA. Brani hromadéni virové dsRNA a
timto zplsobem inhibuji antivirovou odpovéd buriky.

Posledni popsanou posttranskripéni modifikaci v této praci je polyadenylace 5
konce mRNA vlakna. Tato modifikace se objevuje na viaknech post-replikativnich
MRNA a poskytuje témto viaknim prekladovou vyhodu oproti hostitelskym mRNA

vlakndm.
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