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Abstrakt:

Tato prace se veénuje experimentdlné dolozenym sekundarnim strukturdm
v 5" neptekladanych oblastech +RNA virt a retroviri. Zabyva se hlavnimi rysy struktury
RNA a jejim srovnanim se strukturou DNA. Popisuje metody ur¢ovani sekundarni struktury
se zaméfenim na enzymatické a chemické mapovani. Kratce shrnuje vyznam sekundéarnich
struktur v 5” koncovych oblastech. Hlavni ¢ast je vénovana popisu sekundéarnich struktur
v 5" koncovych neptekladanych oblastech konkrétnich virGi z celedi: Flaviviridae,
Picornaviridae, Coronaviridae, Arteriviridae, Dicistroviridae, Potyviridae, Potexviridae

a Retroviridae.

Klicova slova: databaze experimentaln¢ dolozenych struktur, 5" UTR, sekundérni struktury

RNA, +RNA viry, mapovani RNA



Abstract:

This work is devoted to experimentally documented secondary structures
in the 5" untranslated region of +RNA viruses and retroviruses. It is focused on main
characteristic attributes of the RNA structure and its comparison with the DNA structure. It
describes methods of the RNA secondary structure prediction with specialization to enzymatic
and chemical mapping. It briefly summarizes meaning of secondary structure elements
in the 5" ending regions. Main part is aimed at the description of secondary structure elements
in the 5" untranslated regions of specific viruses from families: Flaviviridae, Picornaviridae,

Coronaviridae, Arteriviridae, Dicistroviridae, Potyviridae, Potexviridae and Retroviridae.
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1 Uvod

Svou bakalafskou praci budu ptispivat ke vzniku nové databdze sekundarni struktur
medidtorové RNA (mRNA), kterd bude obsahovat jen experimentdlné ovéfené struktury.
Jedin€ kombinaci pocitatové predikce, enzymatickym a piipadné i chemickym mapovanim
a komparativni analyzou lze vytvorit opravdu spolehlivy model sekundarni struktury. Proto
studie, které jsem vybirala do své bakalaiské prace, jsou zalozeny soucasné na vSech tiech
téchto hlavnich metodach.

Existuje jiz né€kolik databazi zabyvajicich se strukturami nukleovych kyselin.
Naptiklad UTRdb (Pesole et al., 2000) je specializovana databaze sekvenci v 5" a 3" nepfe-
kladanych oblastech eukaryotické mRNA. UTRdb navic obsahuje tfi specializované sekce
UTRef, UTRait a UTRexp, ta obsahuje strukury, u kterych byla experimentalné prokazana
néjaka funkéni role (Mignone et al., 2005). Dalsi databazi je IRESdDb, ktera zahrnuje primarni
strukturu eukaryotickych i virovych vnitinich ribozém vazebnych mist (Bonnal et al., 2003).

Ma prace je zaméfena na sekundarni struktury nachazejici se na 5° konci RNA.
Ke zpracovani téchto struktur jsem si vybrala +RNA viry, protoze jsou unikatni v tom, ze
jejich RNA slouzi zaroven jako genomova RNA, nese veskerou informaci pro reprodukci
viru, a také jako mediatorovd RNA kodujici proteiny. +RNA je pifi vstupu do buiiky sama
o0 sobé& infek¢ni a virus si ve své virové partikuli nenese zadnou vlastni RNA polymerazu. Tim
se lisi od —RNA virt, které se také mnozi replikaci RNA, ale virovou polymerazu si musi nést
v infekéni partikuli s sebou. Pfed translaci proteini kdédovanych —RNA viry musi dojit
k pfepisu —RNA do komplementérni + formy.

Pro srovnani s ,,obycejnymi +RNA viry” jsem do své bakalarské prace zaradila také
retroviry. Ve své virové partikuli si sice také nesou +RNA verzi svého genomu, ale jejich
replika¢ni strategie je naprosto odliSna. Jsou schopné reverzni transkripce do DNA a integrace
do hostitelského genomu. Ve své virové partikuli si nesou kromé +RNA 1 virovou reverzni
transkriptazu a specifickou tRNA, které slouzi jako primer pro syntézu minus feté¢zce DNA.

Dalsi nedilnou soucasti mé bakalaiské prace jsou kapitoly zabyvajici se strukturou
RNA a jejim srovnanim se strukturou DNA, metodami mapovani sekundéarni struktury a
kapitola, v niZ popisuji vyznam sekunddrnich struktur nachazejicich se na 5" konci mRNA.

Prace je doplnéna prilohou, ktera obsahuje schematicky piepis sekundarnich struktur
na 5" koncich + RNA virt a zapis vSech experimentalnich podminek a ¢inidel, které byly v

jednotlivych studiich uvedeny.



2 Struktura RNA

Molekula RNA se skladd z polynukleotidového vldkna slozeného ze Ctyf typa
nukleotidii (nt), ale na rozdil od DNA jsou vlakna neboli fetézce RNA mnohem kratsi.
Primérni struktura je ddna potfadim neboli sekvenci nt. Nukleotidy RNA jsou tvoieny
petiuhlikatym cukrem — ribosou a fosfatovou skupinou, dohromady tvoii cukr-fosfatovou
patef, a jednou ze Ctyf bazi: adeninem (A), cytosinem (C), guaninem (G) ¢i uracilem (U),
ktery zastupuje thymin (T) pfitomny v DNA. V RNA mohou byt zastoupeny také vzacné
méné obvyklé baze jako jsou alkylované A, C, G, U nebo 7-methylguanosin, ktery tvoii
cepickovou (angl. ,,cap®) strukturu na 5" konci vétSiny mRNA, dihydrouridin, inosin a dalsi
(Saenger, 1984).

Tak jako u DNA i u RNA mize dochdzet k parovani bazi (par bazi, pb) a RNA muize
nabyvat dvoufetézcové formy (angl. ,,double stranded®, ds). Krom¢ klasického Watson-
Crickovského parovani bazi u ssRNA nachazime také kolisavé parovani bazi G-U (Varani
a McClain, 2000) A-C a dalsi nekanonické typy parovani jako jsou tieba G-A nebo A-U pary
(Nagaswamy et al., 2000).

Molekula RNA mize byt tvofena dlouhymi ds oblastmi, které jsou spojeny kratkymi
jednofetézcovymi useky (angl. ,single strange®, ss), nebo naopak dlouhymi ss oblastmi
s kratkymi ds tseky. VétSina biologicky aktivnich RNA jako je tRNA, rRNA a snRNA
obsahuje mnozstvi ds oblasti. RNA miZe zajiStovat kromé funkce pfenosné také funkci
katalytickou, strukturni a regulacni: RNA-RNA, RNA-DNA a RNA-protein interakce hraji
roli v mnoha biologickych pochodech (Saenger, 1984).

Narozdil od DNA, jejiz dvoufetézcova struktura muize nabyvat mnoha forem, je
dvouretézcova struktura RNA diky pfitomnosti ribosy misto deoxyribosy omezena jen na dveé
blizce piibuzné pravoto¢ivé formy dvousroubovice A a A’.' Stejné jako u dsDNA jsou
1u dsRNA vlakna antiparalelni. A forma obsahuje 11 pb na jeden zavit a vyska zavitu je 2,85
nm. A" forma obsahuje 12 pb na zavit, ktery je vysoky 3,6 nm. Obé A formy se vyznacuji
hlubokym velkym zldbkem (angl. ,major groove®) a velmi plytkym malym zlabkem
(angl. ,,minor groove®) (Saenger, 1984).

Sekundarni struktura RNA je tvofena vySe zminénymi dvousSroubovicemi

a mnozstvim dal$ich strukturnich motivl jako jsou vlasenky (angl. ,,hairpin loop*) skladajici

! Kdyz nebereme v (ivahu homopolymerni vlakna a nekanonické typy pb, které jsou schopny tvofit i jiné formy
helixd, jako je (angl. ,.triple helix*“)(Kankia, 2003).



se ze stonku (angl. ,,stem®) a smycky (angl. ,,loop*), vyduté neboli boule (angl. ,,bulge®),
smycky vnitini (angl. ,,interior loop*) a rozvétvené (angl. ,,multi — branched loop*) nebo
pseudouzly (angl. ,,pseudoknot*)(Alberts et al., 2004; Ding a Lawrence, 2003). Pseudouzly se
ovSem stejné jako tzv. ,kissing loop* ve vétSin¢ prament fadi jiz mezi prvky struktury
tercialni, kterou tvoii kone¢na trojrozmérna struktura molekuly (Weixlbaumer et al., 2004;

http//wikipedia.org/wiki/Pseudoknot).
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Obriazek 1: Zjednodusené zobrazeni elementl sekundarni struktury: a) dvousroubovice, b) vlasenka, c) vydut’
neboli boule, d) vnitini smycka, e) rozvétvena smycka
Prevzato a upraveno z Ding a Lawrence, 2003
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Obrazek 2: Schématické zobrazeni elementt terciarni struktury: a) pseudouzel, b) ,,kissing loop*
Prevzato a upraveno z Nowakowski a Tinoco, 1997

Struktura RNA je také ovlivnéna slozenim iontového roztoku, ve kterém se nachazi,
napiiklad ptitomnost hotfecnatych iontli a polyaminti stabilizuje tercialni strukturu molekuly

(Knapp, 1989).



Pozitivng nabité ionty jako jsou krom& Mg*" také Cu®*, Ni*", Zn*", Co™", Ca®", Sr*",
Ba’", Cd*", Fe’" a dalsi (Tan et al., 2007; Duguid et al., 1995) maji velky efekt na sekudéarni
strukturu, nicméné pozitivni divalentni ionty mnohem vice ovliviiuji strukturu tercidlni.
Navazani kovovych iontli na dusikaté baze (Castéji ionty piechodnych prvkd) ¢i na
cukrfosfatovou kostru (Castéji ionty kovi alkalickych zemin) redukuje elektrostatickou repulzi
fosfatovych skupin sekundérnich elementi, které se spolu dostavaji do interakce v tercialni
struktute. Bivalentni ionty mizeme rozdé¢lit na dva druhy, oba se vaZou na pfedem pfipravena
mista v RNA jako je napiiklad G-U par ve velkém zlabku helixu. Prvni druh vyznamné
neméni strukturu téchto iont vazebnych mist, druhy druh je soucasti tercidlni struktury, bez
kovového iontu by iont vazebné misto ¢i tercidlni struktura jako jsou pseudoknoty ¢i ,,kissing
loop* nemohly vzniknout. Dal§im dulezitym zplsobem jakym ionty ovlifuji nukleové
kyseliny je zména pH. (Tinoco a Bustamante, 1999; Duguid et al., 1995).

I pies to, ze nukleové kyseliny maji negativni naboj, se mohou anionty jako je SO4>
a Cl" dostat do sousedstvi pozitivné nabitych skupin amino, imino nebo hydroxylovych
skupin adeninu, cytosinu a guaninu a tvofit s nimi pfimé kontakty. Na thyminu nebo uracyl se
anionty nevazou. Aniont vazebnych mist je podstatné méné cca 13 nez vazebnych mist pro

kladné inoty (Auffinger et al., 2004).

3 Metody urcovani sekundarni struktury

3.1 Pocitacové predikce

Pocitatové predikce vychdzeji z primarni struktury nukleovych kyselin. Pocitacové
algoritmy mohou pifesné namodelovat, jaké usporadani sekunddrni struktury bude mit
nejmensi volnou energii, problém je v tom, Ze molekuly Casto termodynamicky nejvyhodné;si
strukturu nezaujimaji. Navic se pro zjednoduSeni programii vétSinou pracuje s piedpoklady,
které nejsou zcela presné: tieba u patrovych interakci se prepokladda interakce s nejblizSim
sousedem, nepotita se s moznosti tvorby pseudouzlii atd.” Tato zjednoduseni, atkoli jsou
nutnd pro minimalizaci ukladaciho mista a casu, které program vyzaduje, samoziejme

ovliviiuji pfesnost vysledného modelu.

* Samoziejmé existuji i algoritmy, které dokazi predikovat i pseudozoly (Rivas a Eddy, 1999)



(http://www.comp.nus.edu.sg/~ksung/cs5238/project/final/rnafold YeNan.pdf;
http://cmgm.stanford.edu/biochem218/Projects%20Spring%202003/Silverman.pdf).

Predikénim programem, se kterym se setkame u drtivé vétSiny studii, jejichZ soucasti
je mapovani sekundarni struktury, bude Mfold, s dalSimi jako tfeba s RNAfoldem ¢i
s Sfoldem se setkame spise ziidka.

Ve vysledku tedy pocitacové predikce vytvaii primdrni predstavu o sekundéarni
struktute, ktera se dale ovétuje a uptesiiuje, bohuzel zdaleka ne ve vSech ptipadech, mnozi
autofi na pocitacovou predikci zcela spoléhaji (Rijnbrand et al., 1995), experimentalné
pomoci enzymatického a/nebo chemického mapovani sekundarnich struktur a komparativni

analyzou, ktera je také provadéna pomoci pocitacovych programii.

3.2 Enzymatické a chemické mapovani sekundarnich struktur

Experimentalni mapovani sekundéarnich struktur se uskute¢fiuje pomoci ribonukledz
neboli RNaz ¢i chemickych cinidel, pfi obou zptisobech je nutné dodrzovat pufrovaci
podminky (pH, iontova sila, teplota, koncentrace hoicikovych iontl), které jsou pro kazdé
¢inidlo specifické. Presné slozeni reak¢nich a skladovacich pufrii véetné vhodné teploty a pH
pro jednotlivé &inidla se 1isi také podle vyrobet’.

RNazy katalyzuji hydrolyzu fosfodiesterové vazby v RNA. Existuje mnoho druht
RNaz, zminim jen nékolik endoribonukledz, se kterymi jsem se v odbornych publikacich
setkala nejcastéji:

o RNaza V1 z kobiiho (Naja naja) jedu, nékdy je nazyvana také RNaza CV (angl.
,Cobra Venom®, CV) stépi nespecificky v ds oblastech, mtize $tépit i v ss oblastech,
které prechodné¢ zaujimaji helikdlni strukturu nebo patrové interaguji, generuje
fragmenty s 5° P, optimalni pH je mezi 4-9, potfebuje nejméné 1mM koncentraci Mg

e RNaza T1 z Aspergillus orizae $tépi na nesparovaném G, generuje fragmenty s 3" P,
ma dvé pH optima 4,5 a 7,5, vyZzaduje koncentraci soli optimélni pro fyziologické

procesy

? Tyto informace nalezneme www strankach mnoha vyrobct, zde uvadim jen nékolik piikladi:
Fermentas - http://www.fermentas.com

Sigma-Aldrich - http://www.sigmaaldrich.com

Amersham - http://www.amersham.com

Ambion - http://www.ambion.com

Boehringer Ingelheim - http://www.boehringer-ingelheim.com

United States Biochemical - http://www.usbweb.com
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RNaza T2 také piavodem z Aspergillus o. §tépi na nesparovaném A, generuje
fragmenty s 3" P, pH optimum je 4,5, je vSak stabilni 1 pfi neutrdlnim pH, je
inhibovana ionty t&zkych kovii zejména Cu*"

RNiaza A $tépi na nesparovaném C a U, generuje fragmenty s 3" P vyzaduje
fyziologickou koncentraci soli

nukleaza S1 pivodem z Aspergillus o. $tépi nukleotidové nespecificky v ss oblastech,
generuje fragmenty s 5° P, optimalni pH je 4,5 mize byt pouzita i v neutrdlnim pH, ale
ve vyssi koncentraci, je stimulovana ionty Zn*" (Stern et al., 1988; Ehresmann et al.,

1987)

Chemické mapovani se provadi pomoci nespecifické alkalické hydrolyzy, vzniklé

fragmenty maji Gaussovo rozdéleni velikosti. Dalsi chemicka ¢inidla jsou:

dimethyl sulfat (DMS) modifikuje nesparovany C, A a G, jenom modifikace C a A
zastavuje reverzni transkripci, abychom detekovali modifikaci G je nutné oSetfeni
sodium borhydridem a anilinem, které indukuje ptestfizeni fetézce
diethylpyrokarbonat (DEPC), né¢kdy zkracovan jenom jako DEP, modifikuje
nesparovany A, nema vliv na nt, které jsou zahrnuty v patrovych interakcich
1-cyclohexyl-3-(2-morphopolinoethlyl)-carbodiimid metho-p-toluen sulfonat
(CMCT) modifikuje nesparovany U a G, vyzaduje bazické pH a fyziologickou
koncentraci soli

2-keto-3-ethoxybutyraldehyd, nazyvany zkracené kethoxal, modifikuje nesparované
G, také potiebuje bazické pH a obdobnou koncentraci soli jako CMCT (Stern et al.,
1988; Ehresmann et al., 1987)

hydroxymethylpsoralen zkracené psoralen se vmezetuje do ds oblasti a pti ozatfovani
ultrafialovym svétlem o vinové délce 366 nm tvoii kovalentni spojeni s pyrimidiny

hlavné s U (Harrison et al., 1992)

RNéaza | RN4za | RNéaza | RNaza | nukledza
nazev DMS | DEPC | CMCT | psoralen
Vi T1 T2 A S1
mista ds nesp. | nesp. | nesp. ss nesp. | nesp. | nesp. ds
plsobeni | oblasti G A CaU | oblasti [CaA| A | UaG | oblasti
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Chemicka modifikace i1 preruSeni fetézce pomoci RNaz se oboje projevuje zastavenim
reverzni transkripce, tedy zastavenim prodluzovani primeru (HuQu et al., 1983). P#i chemické
modifikaci se prodluzovani primeru zastavi na nt, ktery se bude nachdzet na 3" strané
od modifikované baze. Pii enzymatickém ptestiiZzeni se prodluzovani zastavi na poslednim nt

pted prestiizenim. (Kolupaeva et al., 1996)

Fragmenty — produktry prodluzovédni primeru pfipravené vhodnou smési RNé4z jsou

nasledné rozdélovany gelovou elektroforézou (viz déle).

3.3 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza se pouziva k déleni fragmentd RNA (i DNA) podle velikosti,
princip je zaloZen na rozdilné velikosti naboje fragmentii rliznych délek. Smés fragmenti se
nanese do zlabku na jednom konci agar6zového nebo polyakrylamidového gelu (agar6zovy
gel je vhodny pro fragmenty o velikosti 200-6000 bp, polyakrylamidovy gel se pouziva pro
mensi fragmenty o velikosti 100-1000 bp) a gel s fragmenty je umistén do elektrického pole.
RNA se diky svému zdpornému naboji pohybuje smérem ke kladné elektrod¢, pticemz dlouhé
fragmenty se pohybuji kvili své velikosti pomaleji. Protoze pohyblivost RNA v gelu je kromé
velikosti fragmentii RNA ovlivnéna také jejich konformaci, provadi se elektroforéza
v pfitomnosti denaturantt jako je tfeba glyoxal, formamid nebo formaldehyd (Farrell, 1993).

RNA je tfeba v gelu n&jak zviditelnit, jednou z metod detekce je smichani RNA s
ethidium bromidem - EtBr, ktery po navazani na RNA floreskuje v ultrafialovém svétle. Déle
se pro barveni RNA se pouziva akridinova oranz nebo toluidinova modi. Jinou detekéni
metodou je radioaktivni znageni nukleotidi **P pomoci T4 polynukleotid kinazy, navazuje se
gamma *’P ATP na 5' konec RNA. Mizeme pouzit také radioaktivni znaGeni pomoci RNA
ligazy, v tomto piipadé se na 3' konec RNA navazuje alfa P ATP. Takto oznadené
fragmenty lze detekovat pomoci autoradiografie, protoze &astice emitované z *°P zpiisobuji
zmény na fotografickém filmu, po vyvolani je poloha vSech RNA fragmenti viditelna
(Farrell, 1993).

Podle rozlozeni fragmentii na gelu se urCuji ss a ds oblasti RNA a zpfesiiuje se model

vytvofeny pocitacovou predikci.
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3.4 Komparativni analyza

Srovnavaci neboli komparativni analyza je zaloZzena na primarni struktute RNA a na
srovnani se sekvencemi pfibuznymi zkoumané RNA. Jeji princip je zaloZen na faktu, Ze
sekundarni struktura nekodujici RNA, kterd se podili na n¢jaké funkci, je v evoluci
konzervovana, kuptikladu fylogeneticky ptibuzné viry budou mit funkéné homologickou
RNA stejné sekundarni struktury, i kdyz jejich primarni struktura bude odlisna. Aby toto
mohlo byt splnéno, muselo v evoluci dochazet ke kompenza¢nim mutacim — zaménam bazi,
které se neprojevi na zméné sekundérni struktury, jinymi slovy kompenzaéni zamény bazi
udrzuji komplementaritu (Parsch et al., 2000).

Jeden z komparativnich pfistupi je kovariancni model zalozeny na konsensu primarni
1 sekundarni sekvence. Je schopny rozpoznat i velmi mirné¢ konzerovované sekvence.
K predikei sekundarni struktury vyuziva primarni strukturu RNA — kovariantni nukleotidové

substituce (Eddy a Durbin, 1994).

Nékdy se pii vytvareni modelu sekundéarni struktury vychazi kromé postupti

zminénych vysSe také z modelu struktury terciarni, proto jsem chtéla stru¢né zminit asponi

vvvvvv

3.5 Krystalografie

Krystalografie se zabyva analyzou prostorové struktury malych molekul, nejvétsi
mozné rozliSeni je jeden Angstrém. Je zaloZena na difrakci (rozptylu) rentgenového zateni.
Krystal studované latky je ozafovan monochromatickym rentgenovym zafenim a pusobi jako
miizka, ktera ohyba paprsky zatfeni, které dopadaji na stinitko. Z takto vzniklych inter-
ferencnich obrazcll, lze pak vypocitat trojrozmérné mapy elektronové hustoty krystala.
Krystalografie je ¢asové naro¢na metoda kviili pomalé tvorbé krystalt

(http://en.wikipedia.org/wiki/Crystallography).
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3.6 NMR spektroskopie

Zkratka NMR se pouzivd pro jadernou magnetickou rezonanci (angl. ,nuclear
magnetic resonance®). Narozdil od krystalografie jeji vyuziti nezavisi na schopnosti latek
krystalizovat, protoze se provadi v roztoku umisténém v silném magnetickém poli. Nuklearni
magnetickou rezonanci lze vyvolat jen ujader s magnetickym momentem. Mezi né patii
jadra, ktera maji lichy po&et protonti nebo nukleont, ¢asto se pouzivé jadro izotopu vodiku H'
(Alberts et al., 2002; http://en.wikipedia.org/wiki/NMR).

Silné elektromagnetické pole zptsobi prechod jadra do jiného spinového stavu. Kdyz
se excitované jadro vraci do plvodniho (uspofddaného stavu), emituje méfitelné
radiofrekvencni zareni. Jadra lezici vedle sebe se navzajem ovliviluji, coZ se projevuje
na povaze emitovaného zafeni, a prave tyto interakce dovoluji ur€it vzdalenosti mezi riznymi
c¢astmi molekuly. Spolu se znalosti primarni struktury umoziiuji urcit strukturu tercialni

(Alberts et al., 2002; http://en.wikipedia.org/wiki/NMR).

4 +RNA viry

+RNA viry obsahuji ,,sense* verzi svého genomu — genomova RNA (gRNA) slouzi
zéroven jako mediatorovd RNA, kterd muze byt ihned po vstupu do hostitelské bunky
prekladana jejim translacnim apardtem do proteinli. Po pfelozeni sekvence kodujici virovou
polymerazu, mtize zacit prepis RNA do — formy, z niz je transkribovana virova subgenomova
RNA (sgRNA) a samoziejm¢ mnozstvi molekul +RNA, které slouzi jako piedloha pro dalsi
virové proteiny nebo jsou zabaleny do infekénich virovych partikuli a slouzi k dalS§imu §ifeni
viru (Zavada, 1999).

Na obou koncich virovych 1 vétSiny eukaryotickych mRNA se nachazeji
netranslatované oblasti (angl. ,,nontranslated region* nebo ,,untranslated region®, NTR nebo
terminacnim, ale jsou vysoce strukturované a maji mnoZzstvi regulacnich funkci (Zéavada,
1999; Flint et al., 2004; http://en.wikipedia.org/wiki/5%27 UTR).

5" UTR +RNA vir velmi c¢asto obsahuje IRES, byly nalezeny u flavivird,
pikornavira, dicistrovird, retrovir a nachazeji se také u nékterych eukaryotickym mRNA.

IRES je sekvence s malo konzervovanou primarni strukturou, ale s mnozstvim
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konzervovanych sekundarnich motivi, kterd fidi interni iniciaci translace navazanim 40S
AUG kodonem. IRES muizeme rozdélit do péti druhi. Mechanismus funkce vSech IRES neni
stejny napf. u flavivirt probiha iniciace translace bez pfitomnosti nékterych eukaryotickych

..........

pikornaviry zase navazuji 40S nepiimo pies elF4G (Schuler et al., 2006, Fletcher a Jackson,
2002; Flint et al., 2004).

4.1 Celed’: Flaviviridae

rody: Pestivirus, Hepacivirus, Flavivirus,
Hepaciviry a pestiviry narozdil od rodu flavivird nemaji na svém 5" konci ¢epickovou
strukturu, tudiz maji na Cepicce nezadvislou iniciaci translace a ve své 5" UTR vzdy obsahuji

pfiblizn€ 350 nt dlouhé IRES.

Hepaciviry: Virus Zloutenky typu C (angl. ,,Hepatitis C virus®, HCV)
schéma: 1, 3, 4, 5

I kdyZ mezi izoldty HCV z rlznych pacientll jsou velké sekvenéni variace (tzv.
kvazidruhy), sekundarni struktura 5" UTR je velmi konzervovand. IRES zabira 330 nt z 341
nt dlouh¢ 5° UTR, ta se sklada ze Ctyt hlavnich domén I-IV. 5" UTR obsahuje rozsahlé

sparované useky. Pfi iniciaci translace se ribozoém pfipojuje piimo na IRES bez pomoci

.....

v

hydrolyzu jako u pikornavirové IRES. ITI. doména je nejclenit&jsi, z hlavni velké vlasenky,
ktera ma pii zakladné pseudouzel, se odvétvuji dalsi vlasenky — subdomény II1Ta — I1Te.
Pfi iniciaci translace hraji roli hlavné domény ITI-IT1, ty se podileji na vytvafeni Cetnych
interakci s 40S podjednotkou ribozému. I. doména se v fizeni translace neuplatiiuje a IV.
pusobi dokonce jako negativni regulator translace (Kolupaeva et al., 2000).

Victoria Kolupaeva (2000) zjistovala ptesnou polohu nukleotidii interagujicich s 40S
pomoci enzymového footprintingu pted a po navazani ribozémové podjednotky, hledala které

nt jsou nové chranény pied atakem RNaz. Nejvice interakci nalezla na vrcholu subdomény

* Schémata - zjednoduseny zéapis sekundarni struktury jsou spolu s experimentalnimi podminkami, enzymy a
chemickymi ¢inidly uvedeny v pfiloze.
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II1Id, v helixu mezi subdoménami IIIc a IIId a v pseudouzlu. Subdoména ITIIc
interaguje s elF3, ale na interakci s 40S se nepodili. Navazani ribozému indukuje zmény v

IIIb, pseudouzlu a v doméné IV.
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Obriazek 3: Sekundarni strukura 5 UTR HCV urc¢ena pomoci pocitacové predikce, komparativni analyzy i
enzymatického mapovani. Sekundarni struktura I. domény se v této studii neovétovala experimentalng, proto na
obrazku chybi, doména IV (nt. 331 — 354) je pro zjednoduSeni znadzornéna jako linearni sekvence. Na obrazku
jsou trojuhelnicky a kosoctverci oznaceny mista se zménénou citlivosti k RNazam T1 a V1, v dtsledku navazani
ribozémové podjednotky 40S (tedy oblasti interagujici s 40S). Koleckem jsou oznacena mista, kde po navazani
408 dochazelo k zastaveni prodluzovani primeru.

prevzato z Kolupaeva et al., 2000
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Pseudouzel (ITII. doména) je konzervovan mezi vSemi podtypy HCV i mezi ¢leny
pestivirové Celedi a jeho nepostradatelnost pro efektivni translaci odhalil uz Changyu Wang v
roce 1995.

Oblast IRES, a to jak primarni sekvence, tak i sekundarni struktura je velmi
konzervovana nejen v sérotypech HCV, ale 1 v pfibuzném rodu pestiviri, primarni struktura
pestivirt a hepacivir se shoduje z vice nez 70 %. Strukturni konzervovanost u flaviviridd,
které infikuji Siroké spektrum hostitelll a maji rtiznorodé cilové tkané, je diukazem, ze
flaviviridové struktury interaguji s vysoce konzervovanymi elementy hostitelského aparatu.
I kdyz jsou sekundarni struktury 5 UTR hepacivirti a pikornaviri odlisné, sdileji spolecny
rys, ktery u pestivir nenajdeme, kratké oligopyrimidinové useky (Brown et al., 1992).

Masao Honda (1999) navrhl na zdkladé fylogenetického srovnani s se savéim

hepatotropnim virem GBV-B upravenou strukturu domény IT.

Pestiviry: Bovine Viral Diarrhea (BVDV)
Classical swine fever virus (CSFV)
schéma: 2, 6

Stejné jako u HCV i BVDV vétSinu z cca 385 nukleotidi dlouhé 5° UTR tvofi IRES, 1
pocet domén maji oba sptiznéné viry totozny (Ctyii) (Brown et al., 1992). Vlasenka nejblize
5" konci shodné jako u HCV neni potfebnd pro IRES funkci (pro navazéani ribozomu). Jeji
stonek je tvoren nt (1-9 a 24-32), stonek Ize jesté dale rozdélit na dva rozlisitelné elementy:
nizs$i ¢ast stonku-6pb a vysSi ¢ast stonku-3pb, jejich primarni struktura je konzervovana,
zatimco smycka (10-23) je tvofena variabilnimi nukleotidy. Tato vldsenka plsobi pfi
pfepinani mezi virovou translaci a replikaci pomoci virového NS proteinu a pro efektivni
translaci je nezbytna. PieruSeni ve stonkové architektufe vldsenky (naruseni parovani bazi
pomoci mutace), vede k zastaveni translace (v disledku i k zastaveni replikace viru).
Variabilni smyckovéa oblast se podili na translaci méné, respektive mutace v oblasti smycky
nemaji na translaci takovy vliv (Yu et al., 2000).

5" UTR CSFV se sklada ze tfi domén I-III. CSFV IRES zacind piiblizné na 65 nt,
obsahuje celou doménu II, ale ne sekvence pfed ni. Delece v doméné IT vcetné téch
malého rozsahu (n€kolik nt) redukovaly IRES aktivitu na 20%. Tato zbytkova aktivita byla
uplné odstranéna az mutaci, kterd zasahla pseudouzel nachazejici se za doménou III. Bylo
zjisténo, ze mutace ve velmi konzervativni oblasti IITa ptekvapivé translaci neovliviuji

(Fletcher a Jackson, 2002).
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4.2 ¢eled’: Picornaviridae

rody: Enterovirus, Rhinovirus, Aphtovirus, Hepatovirus, Cardiovirus

Enteroviry: poliovirus
schéma: 8, 10, 11, 14

5" UTR enteroviri obsahuje strukturu pfipominajici jetelovy list slozenou ze smycek
A-C, ktera lezi hned u 5" konce viru, je oznacovana jako doména I, za ni nésleduje dalsich 5
domén II-VI. 5" UTR polioviru je dlouhd 742 nt a je vysoce strukturovana. Translace
virovych proteind je ovliviliovana vlasenkami IT-VI, které maji IRES funkci, tyto vlasenky
se nachazeji se mezi nt 135 — 585 (Gamarnik a Andino, 2000).

Andrea Gamarnik (2000) mapovala mista interakce bunééného poly(C) vazebného
proteinu (PCBP) potiebného pro virovou replikaci s 5° UTR polioviru a prokazala interakce s
doménou I a IV. Afinita domény IV k PCBP je Sestkrat vyssi nez k doméné I, nicmén¢ tento
pomér je modifikovan interakci virového proteinu 3 CD s doménou I. (ten dramaticky
zvySuje afinitu této domény k PCBP). Dokonce i1 razné dal§i pikornaviry jako je
coxsackievirus a virus encephalomyokarditidy a také bunécné proteiny mohou s poliovirem o
bunéény PCBP kompetovat.

Evgeny Pilipenko (1989b) mapoval oblast 5" UTR polioviru mezi nt 236-628, nalezl
tfi domény A-C>, tyto domény odpovidaji doméndm IV-VI ve studii Andrey Gamarnik
(2000). Doména A je tvoiena velkou vétvenou vlasenkou a ma stejn¢ jako doména I tvar
trojlistku, nachéazi se mezi nt 236-442, doména B (nt 451-559) a doména C (nt 564-628) tvoii
nevétvené vlasenky s vydutémi.

Dal8i model byl vytvofen Michaelem Skinnerem (1989), ve své studii se vénoval
struktuie celé oblasti 5° UTR polioviru, avSak experimentalné podlozil pouze sekundérni
strukturu oblasti mezi nt 240-540. Struktura dvou domén, které se v této oblasti nachazeji, je
podobna struktufe odpovidajicich domén ve vySe zminénych studiich.

Protein-RNA interakce studoval Lyle Najita (1990), zam¢fil se na interakci oblasti
mezi nt 178-224 s 50 kDa proteinem, ten obsahuje cysteinové oblasti, které jsou nezbytné pro

navazani na RNA.

> Evgeny Pilipenko nazval domény I-III, aby viak nedoslo k zaméné s doménami I-I1I z piedchozi studie, jeho
nazvoslovi jsem pro potieby této prace upravila.
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Aftoviry: virus slintavky a kulhavky (angl. ,,Foot and Mouth Disease Virus*, FMDV)
Kardioviry: virus encefalomyokarditidy (angl. ,,Encephalomyocarditis virus®, EMCV)
schéma: 9, 12

Ackoli sekundéarni struktura 5° UTR aphtovirG a kardiovird je hodné podobnd, se
strukturou 5” UTR hepacivirti nebo enterovirti ma spole¢ného velmi malo. EMCV ma 5” UTR
tvotenou sérii vlasenek A-N (vice nez 65% nt je sparovanych), které tvori pét strukturnich
domén T-V (Pilipenko et al., 1989a).
vlasenky H-N, jeho ss tiseky maji tendenci tvorit smycky a vyduté, které nejspis hraji pfimou
roli v interni iniciaci translace (Kolupaeva et al., 1996).

Victoria Kolupaeva (1996) mapovala oblasti interagujici s proteinem vazajicim se na
pyrimidinové oblasti (angl. ,,polypyrimidin tract binding protein®, PTB) na IRES EMCV a
sptiznéné¢ho FMDV. Oba sice patii do rtiznych rodi, ale sekundéarni struktura jejich 5" UTR je
velmi podobna (5" UTR FMDV je tvofeno také péti doménami s obdobnou strukturou),
primarni struktura vykazuje o néco nizs$i 40% identicnost. PTB, které svym navazanim
stabilizuje aktivni konformaci IRES, se vaze na Sest mist v 5 UTR, z nichz Ctyfi tvofi
oligopyrimidinové oblasti. Ov§em samotna sekvence téchto oblasti k navazani PTB nestaci, je
nutnd i pfitomnost strukturnich elementii v IRES, které tyto oblasti prezentuji v konformaci,

ve které je umoznéno navazani PTB.

Hepaciviry: virus Zloutenky typu A (angl. ,,Hepatitis A virus*, HAV)
schéma: 7, 13

Vysoce konzervovana cca 730 nt dlouhd 5° UTR hepacivirii obsahuje Sest hlavnich
strukturnich domén I-VTI a vice nez deset start kodoni AUG. IRES se nachazi mezi nt 152-
735 a nezahrnuje prvni dv€é domény. Efekt IRES na translaci je mnohem niz8i neZ u ostatnich
pikornavirt, v kompetici s EMCV IRES o transla¢ni faktory buniky je HAV IRES 25x mén¢é
aktivnéjsi (Brown et al., 1994).

5" UTR obsahuje dvé vysoce strukturované oblasti 1-94 (ve které se nachdzi domény T
a IT)a 155-735 (ve které se nachazi domény ITI-VI). Ob¢ oblasti jsou oddélené Cistym
polypyrimidinovym traktem 99-124, ktery obsahuje 5 tandemovych repetic (U) UUCC (C), u
lidskych hepatoviri se pocet repetic pohybuje od tii do péti. II. doména se sklada ze dvou
mensich vlasenek s tendenci k tvorbé pseudouzli. Domény IV a V byly diky kovarianéni

analyze urCeny nejpfesnéji. IV. doména je velkd vétvend vlasenka s nékolika vnitfnimi
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smyckami, mé zasadni vyznam pro translaci, o néco mensi V. doména je tvotend také
vétvenou vlasenkou, ktera muze tvotit pseudouzel (Brown et al., 1991; Brown et al., 1994).

HAV 5" UTR je odlisnd od ostatnich pikornavirti, ma vsSak nékolik strukturnich
motivl spoleénych s aftoviry a cardioviry — vlasenkové struktury s tendenci k tvorbé
pseudouzli pred IRES oblasti, polypyrimidinovy trakt, doména IV HAV je velmi podobna
doméné IIT EMCV, v obou pifipadech je doména tvofena dlouhou vlasenkou s mnozstvim
bublin zakoncenou ¢tytlistkovou strukturou. Mensi podobnost sdili 5 UTR HAV s rhinoviry
a nejméné je podobna 5" UTR enterovirt (Shaffer et al., 1994).

4.3 rad: Nidovirales

4.3.1 éeled’: Coronaviridae

Bovine Coronavirus (BCoV)
schéma: 15, 16

BCoV ma 5" UTR dlouhou 210 nt, obsahuje ¢tyfi vysoce usporddané vlasenkové
domény I-1V, které ptisobi v replikaci, transkripci a translaci. Vlasenka T je tvofena z nt 11-
42, vlasenka IT z nt 51-84. Vlasenka IITI (nt 97-116) s nejjednodussi strukturou bez
jakychkoli vyduti ¢i vétveni se podili na replikaci defektnich interferujicich (DI) RNA a je
asociovana s ORF, ktery za¢ind na 100. nt a potencialné kdéduje osm aminokyselin a mozna
funguje jako zesilovac replikace DI RNA. Iniciacni kodon tohoto ORF udrzuje stonkovou
integritu vlasenky ITTI. Vlasenka IV (nt 186-215) je také potifebna pro replikaci DI RNA.
Vlasenky III a IV by mohly mit funkci v sestavovani RNA replikacniho komplexu.
Vlasenky IT-IV interaguji s bunéénymi proteiny pii virové replikaci. Na vlasenku IV se
muze navazat Sest bunécnych proteinti (jesté nebylo zjisténo o jaké proteiny se jednd) o
velikosti 25-58 kDa. Sekundarni struktura 5" UTR je mezi koronaviry relativné riizna (Raman

et al., 2003; Raman a Brian, 2005).

4.3.2 ¢eled’: Arteroviridae

Equine arteritis virus (EAV)

schéma: 17
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Na 5" konci gRNA EAV se nachazi ¢epickova struktura. 5 UTR EAV je dlouha 244
nt a diky své vysoké strukturovanosti chrani RNA pted degradaci exonukledzami, umoziuje
propojeni 5" a 3" koncli gRNA a ma roli 1 pii sgRNA syntéze. 5" UTR obsahuje IRES, které
se uplatiiuje v fizeni translace. Erwin van de Born (2004) zjistil, ze 313 koncovych nt
obsahuje deset vlasenek A-J. Vlasenky tvofi dvé konzervované domény (I. doména —
vlasenky A-E, IT. doména vlasenky F-J), domény jsou spojeny variabilni oblasti.

Sedmé vlasenka G ma nejdelsi smycku, ve které se nachazi transkripci regulujici
sekvence (TRS), tato vlasenka se nazyva LTH (angl. ,,Leader TRS Hairpin®) a je nezbytna
pro syntézu ngNA, ze které se pfeklédaji Véechny strukturni proteiny. Na stonku LTH se
ziejmée 1 koronaviry. Erwin Van de Born (2005) navrhl, Ze by se LTH a pfilehl¢ oblasti mohly
skladat do rozsifené konformace (eLTH), ptilehl¢ oblasti by se sparovaly a tim rozsitily LTH
stonek. Toto konformac¢ni piepnuti by mohlo regulovat produkci sgRNA tim, ze ptilehlé

oblasti v konformaci eLTH zvySuji efektivitu syntézy sgRNA
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Obriazek 4: Model sekundarni struktury 5" koncovych 313 nt EAV. Tuén}'/m pismem je ZV}'Iraznéna

.....

nt, které se lis$i v riznych izolatech EAV. Pocitacem vytvoreny model Je podpofen vysledky fylogenetické
analyzy a chemickym i enzymatickym mapovanim sekundarni struktury.
Pievzato z Van de Born, 2004

4.4 ¢eled’: Dicistroviridae

schéma: 18
V roce 2002 byla vytvorena na zasedani mezinarodni komise pro virovou taxonomii

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/fs_dicis.htm) nova ¢eled vira Dicistroviridae,
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obsahujici hmyzi viry. Do jediného rodu Cripavirus — pojmenovan podle viru cvréci paralyzy
(angl. ,,Criket paralysis virus®, CrPV), byly ptidany viry Triatoma virus (TrV) and Black -
queen cell virus (BQCV) a virus akutni v¢eli paralyzy (angl. ,,Acute bee paralysis virus®,
ABPV) (Mayo 2002). Pozdé&ji byly do Cripavirt ptidany jesté dalsi viry: Rhopalosiphum padi
virus (RhPV), Aphid lethal paralysis virus (ALPV), Drosophila C virus (DCV), Himetobi P
virus (HiPV), Plautia stali intestine virus (PSIV) a Taura syndrome virus (TSV).

Pivodné byly dicistroviry fazeny do skupiny pikornavird, lisi se vSak v pfitomnosti
dvou otevienych ctecich ramcii (angl. ,,open reading frame*, ORF). Jediny ORF picornavirii
kéduje jeden polyprotein, z néhoz jsou nastiithany vsSechny virové proteiny strukturni
1 nestrukturni. Na rozdil od pikornavirti genom dicistrovirii obsahuje dva neptekryvajici se
ORF a kazdému z nich pfedchézi jedno IRES. Tato IRES jsou evolu¢né odlisnd od IRES
sav¢ich a rostlinnych virti. Prvni ORF kéduje nestrukturni proteiny druhy proteiny strukturni.
Prvni IRES lezi v 5° UTR oblasti (5" IRES) a druhé mezi obéma ORF v intergenovém regionu
(IGR IRES). IGR IRES Dicistrovirt maji konzervovanou strukturu a funguji nejenom
v hmyzich, ale i v rostlinnych (extrakt ze zarodecnych bunck pSenice) a savCich buiikach
aktivngj$i nez jejich 5 protéjsky, coz se projevuje ve zvétSeni poméru vytvarenych
strukturnich proteinti ku proteiniim nestrukturnim (Domier et al., 2000; Wilson et al., 2000).

5" IRES PSIV je funk¢ni jenom v hmyzich bunkach, naproti tomu 5° IRES RhPV
a TrV pracuji nezéavisle na translacni specifité hostitelského aparatu. 5° IRES CrPV funguji

v sav€ich bunkach ale ne v rostlinnych. Tyto rozdily ukazuji, ze 5" IRES elementy maji

.....

......

misto translace neni stejné, u DCV a TSV zac¢ina na druhém AUG v ORF, jinde na prvnim,
v nékterych ptipadech zacina translace i na nemethioninovém kodénu (Shibuya a Nakashima,

2006).

Plautia stali intestine virus (PSIV)

Martin Schuler (2006) pomoci vylepsené cryo — EM mikroskopie s rozlisnim 0,73 nm
zjistil, ze IRES obsahuje tfi domény, kazda z nich obsahuje pseudoknot — doména I obsahuje
pseudoknot II, doména I T pseudoknot III a doména ITIT pseudoknot I. Tyto tfi domény jsou
potfebné pro iniciaci translace na nemethioninovém kodonu. Kazda z téchto domén ma

specifickou funkci: I. doména interaguje s 60S ribozomem v E a P misté, IT. doména

22



interaguje s 40S ribozomem v E misté¢ a III. doména umistuje alaninovy start kodon do A
mista. IRES struktura je schopna podstupovat konformacni zmény, TII. doména se béhem

dekddovani alaninového start kodonu Gplné vysouva z A mista.

4.5 Rostlinné +RNA viry

+RNA viry rostlin mlizeme rozdélit do dvou superrodin, jedna je ptibuznd zivociSnym

pikornavirim a druha alfavirim.

Pikornavirova superrodina
Celed’: Potyviridae
Virus leptané mozaiky tabdku (angl. ,,Tobacco Etch virus®, TEV)
schéma: 21

Na 5 konci gRNA obsahuje virovy protein Vpg, ktery je vSak odstranén pred
navazanim ribozomu. TEV obsahuje 143 nt dlouhou 5" UTR, na rozdil od Zivoéi§nych
AUG kodénem. 5" UTR obsahuje IRES, které svou velikosti patii mezi jedno z nejmensich.
5" UTR obsahuje domény I (nt 28-65 ) a II (nt 66-118), I obsahuje jeden pseudouzel,
IT dva. Pomoci delecnich mutantt bylo zjisténo, ze pro IRES funkci je kritickd jenom oblast
mezi nt 28-75 a ze translace je spi$ nez jednim velkym regionem fizena nc¢kolika menSimi

oblastmi (Zeenko a Gallie, 2005).
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Obrazek 5: Sekundarni struktrura 5° UTR TEV. Pocitacovy model je podpofen vysledky enzymatického a
chemického mapovani. Sedymi ¢arami jsou naznadeny pseudouzlové struktury. Zkratkou KE je oznaden
kethoxal.

Pfevzato z Zeenko a Gallie, 2005
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Alfavirova superrodina

¢eled’: Potexviridae

Virus bramboru X (angl. ,,Potato virus X*, PVX)
schéma: 20

5" UTR PVX je velmi kratka, obsahuje jenom 84 nt. 5" UTR lze rozdélit na dvé oblasti
o (nt 1-41) a B (nt 42-84), prvnich 31 nt oblasti o je nesparovanych. 5" UTR (od nt 32) spolu
s dalSimi 22 nt gRNA tvoii vlasenku SLI1, ktera kromé¢ koncové ctyinukleotidové smycky
obsahuje jesté dalsi tii nesparované useky (Miller et al., 1998).

Konzervovany oktanukleotid nachazejici se pfed dvémi hlavnimi sgRNA stejné jako
elementy v 5" UTR ovliviluje akumulaci sgRNA. Tyto dvé oblasti spolu paruji, i kdyz jsou
oddéleny dlouhou sekvenci nt (interakce na dlouhou vzdalenost). Mutace v 5° UTR, které¢
snizuji komplementaritu s oktanukleotidem, ovliviiovaly hladinu sgRNA i1 gRNA. Pro
optimalni akumulaci sgRNA je navic kritickd 1 priméarni struktura oktanukleotidu, mutanti
v tomto Useku dokonce ztraceji infekEnost. Interakce na dlouhé vzddlenosti mohou byt
ovlivilovany bunénymi ¢i virovymi proteiny, které mohou stabilizovat ¢i destabilizovat
RNA-RNA parovani skrz RNA-proteinové interakce ¢i protein-proteinové interakce (Kim

a Hemenway, 1999).

¢eled’: Tombusviridae
Virus kefickovosti rajcat (angl. ,,Tomato Bushy Stunt Virus®, TBSV)
schéma: 19

5" UTR TBSYV je dlouhd 166 nt. Baodong Wu (2001) se zaméfil na 5” koncovych 78
nt, které se sklddaji do domény tvaru T. Tato doména je nezbytna pro efektivni replikaci viru,
jeji funkce byla testovana na replikaci DI, bez této domény akumulace DI poklesla az 20x.
Doména tvaru T je uzaviena sparovanym usekem mezi nt 1-10 a 69-78, tento usek ma na

efektivitu replikace nejvetsi vliv.

5 Celed’: Retroviridae

Ackoli Retroviry ve virové partikuli obsahuji +RNA svého genomu, maji diky své
odlisné replikacni strategii (RNA je pfepisovana virovou reverzni transkriptazou do dsDNA,

ta se pomoci virové integrazy zaclefiuje do genomu hostitele a integrovany provirus je poté
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genomu. 5° UTR obsahuje velké mnozstvi informaci ve formé sekvenci a zaroven
strukturnich motivl, které jsou rozeznavany proteiny nebo jinymi RNA a které reguluji
klicové kroky virového cyklu jako je transkripce, translace, polyadenylace, sestiih, jaderny
export a dalsi. Dalsi podstatny rozdil od ostatnich vird je diploidita retrovir, infek¢ni
partikule obsahuji dvé kopie virové RNA. Hostitelské bunky exprimuji dva razné proviry
a mohou produkovat i heterozygotni viriony. RNA genom na 5" konci za¢ind termindlni
repetici, nasleduje unikatni sekvence (U5) a vazebné misto pro primer (angl. ,,primer binding

site*, PBS), které je komplementarni k bunééné transferové RNA (Zéavada, 1999).

Virus lidské imunodeficience (angl. ,,Human Immunodeficiency virus®, HIV)

Clovéku jsou nebezpeéné dva typy tohoto viru HIV-1 a HIV-2. HIV-1 sdili nejvétsi
homologii s opi¢im lentivirem (angl. ,,Simian Immunodeficiency viruses®, SIV) izolovanym
z Simpanzu (angl. ,,chimpanzee®, SIV-CPZ) a primarni struktura HIV-2 je nejvice homologni
se SIV izolovanym z mangabejti rudohlavych (angl. ,,Sooty Mangabey*, SIV-SMM) a se SIV
izolovanym z makaku (angl. ,, Macaque®, SIV-MAC). Tyto homologie podporuji piedstavu
o prenosu viru z opic do lidské populace a to dokonce dvakrat (Berkhout, 1992; Flint et al.,
2004)

S touto teorii evolucni piibuznosti HIV-SIV virii souhlasi také komparativni analyza
transkripci aktivujiciho regionu (TAR) HIV-1 s SIV-CPZ, kterd nalezla podobnosti
v sekundéarni struktufe, u obou je TAR tvofeno stabilni jednoduchou vlasenkou. Dalsi
podobnost byla komparativni analyzou nalezena piekvapivé mezi TAR HIV-2 a TAR opiciho
lentiviru mandril SIV-MND (angl. ,,mandrill)°, i kdyZ ve fylogenetickém stromu vytvofeném
na zéklad¢ primarni struktury, byly zafazeny do odliSnych skupin. U obou je TAR tvoifeno

rozvétvenou vlasenkou (Berkhout, 1992).

Virus lidské imunodeficience 1 (angl. ,,Human Immunodeficiency virus 1%, HIV-1)
schéma: 22, 26, 27, 28, 30, 31, 33

5" UTR obsahujici 335 nt je strukturné¢ nejkonzervovanéjsi ¢ast HIV-1 geonomu
a obsahuje regula¢ni motivy, které se uplatiiuji ve vSech krocich virového cyklu — TAR.
polyadenylacni (poly(A)) signalni vlasenku, jiz zminéné¢ PBS, vlasenku obsahujici

dimeriza¢ni misto (DIS), sestfihové misto (angl. ,,splice donor®, SD), potfebné pro tvorbu

vy v

% Mezi HIV-2 a SIV-MAC nebo SIV-SMM neni témé&f zadna sekvenéni variace, a proto se pro n& predpoklada
stejna sekundarni struktura.
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sgRNA a signal y, ktery zprostfedkovava zabaleni do virovych partikuli (Abbink a Berkhout,
2003).

K enkapsidaci viru HIV do virové partikule je nezbytna interakce Gag prekurzorového
proteinu (p55) a jeho derivatu nukleokapsidového proteinu (p12) s y signalem (Clever et al.,
1995; Damgaard et al., 1998)

Takuma Hayashi (1993) mapoval oblast HIV-1 mezi nt 750-795, které je nezbytna pro
enkapsidaci viru. Tuto oblast tvofi 46 nt dlouhd vladsenka nesouci signal y. Svoji studii
provadél na genomové RNA, jez byla na svém 5” konci prodlouzena o 455 nt (signal pro
navazani ¢epickového proteinu tato RNA nese az na 455. nt).

O rok diive mapoval oblast y signdlu HIV-1 Geoffrey Harrison (1992), svou studii
provadél taktéz na prodlouzené RNA, ale s UpIn¢ odlisnymi vysledky, nalezl rozvétvenou
vlasenku tvaru Ctyflistku mezi nt 676-790, ktera zahrnuje také SD.

Ani sekundérni struktura oblasti y signalu HIV-1 navrzend Jardem Cleverem (1995)
se s dvémi predchozimi modely neshoduje (také prodlouzena RNA). Clever mapoval oblasti
interakce p55 a p12 s RNA HIV-1 a zjistil, Ze tyto proteiny se vazou na oblast dlouhou 206 nt
(od 632. nt do 837. nt), obsahujici 4 vlasenky SL1-SL4’. Kazda z nich funguje jako
nezavislé Gag vazebné misto a kazdd vaze Gag protein s afinitou rovnajici se ¢vrtiné afinity
celé oblasti y signalu.

Christian Damgaard (1998) mapoval vazebnd mista pro Gag protein
a nukleokapsidovy proteina na 5° koncovych 401 nt gRNA HIV-1 (oblast 5 UTR + 66 nt
z Gag ORF). Zjistil, Ze vlasenka nesouci y, pouziva pro ni alternativni nazev PSI vlasenka
(angl. ,,Packing Signal®, PSI), hraje hlavni roli v baleni do virovych partikuli. Ale ukézalo se,
ze 1jiné oblasti jako je vldsenka s DIS, RNA zahrnujici SD, balici signal a vlasenku s AUG
mohou proces baleni pozitivé ovliviiovat. Zjistil také, ze proteiny HIV-1 interagovaly i s RNA
HIV-2 a to pfedevsim s vlasenkou PSI-3, ktera je homologni s vlasenkou PSI HIV-1.
experimentalnich podminek dvé vzajemné se vylucujici konformace — jednu s interakcemi na
dlouh¢ vzdalenosti (angl. ,,long distance interaction®, LDI) a druhou s ¢etnymi rozvétvenymi
vlasenkami (angl. ,branched multiple hairpin“, BMH). V obou konformacich tvofi
nesparované nt 39 procent v§ech nt. Obé konformace se 1isi ve schopnosti tvofit diméry, LDI

konformace je dimerizace neschopna, ale je termodynamicky stabilngjsi.

.....

al., 1998)
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Obrazek 6: Sekundarni struktura 5" UTR HIV-1. Model je podloZen daty z enzymatického mapovani RNazami
T1, T2 a V1. Vlasenky jsou pojmenovany po regula¢nich motivech, které nesou.
Pievzato a upraveno z Damgaard et al., 1998

Piedpoklada se, ze prepnuti konformace RNA z LDI formy do BMH formy iniciované
pritomnosti nukleokapsidového proteinu, muze koordinovat funkce spojené s UTR:
zpusobovat inhibici translace a aktivaci dimerizace a enkapsidace (Huthoff a Berkhout, 2001;
Abbink a Berkhout, 2003).

V BMH konformaci existuje interakce na dlouhou vzdalenost — parovani mezi
iniciatnim kodénem proteinu a unikatni oblasti (U5 — AUG duplex), toto parovani se
projevuje v regulaci translace a je jim aspon Castecné zvySovan také dimerizacni efekt. U5 —
AUG duplex je konzervovany 1 mezi dal§imi primatimi lentiviry jako je SIV a HIV-2, i kdyz
v primarni struktufe existuji rozdily. V LDI existuje parovani mezi poly(A) a DIS, které
zpisobuje maskovani DIS struktury a tim neschopnost dimerizace. V této konformaci ma
vlasenka vyznamné rozsitenou formu yE, obsahuje 1 SD signal a Gag start kodon (Huthoff
a Berkhout, 2001; Abbink a Berkhout, 2003).

Jean Christophe Paillart (2004) provedl studie ex vivo v infikovanych bunkach a ve
virionech a nalezl drobné rozdily mezi svymi vysledky a vysledky pokust in vitro. Hlavni

rozdil je v nt 267-271 DIS, nejsou reaktivni in vitro ale ex vivo vykazuji slabou reaktivitu,
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DIS struktura je tedy destabilizovana. Ex vivo studie ukazuji, Ze naprosto majoritni ¢ast virové
RNA se nachazi v BMH formé, tudiz neni moc termodynamicky stabilni, a naznacuji také, ze

k dimerizaci genomové RNA by mohlo dochazet jiz v cytoplazmé infikovanych buné¢k.

Virus lidské imunodeficience 2 (angl. ,,Human Immunodeficiency virus 2%, HIV-2)
schéma: 24, 25

Primérni struktura 5° UTR HIV-2 se rychle méni (velké odliSnosti v raznych
izolatech), ale nékteré sekundarni struktury v této oblasti zlstavaji stale stejné. Prvnich 400 nt
5" UTR HIV je ptfevazné sparovanych, skladd se z mnoha kratkych helixid, které jsou
prerusovany raznymi strukturnimi nepravidelnostmi jako jsou vyduté a vnitini smycky. TAR
oblast je tvofend dvouvétevnou vladsenkou a nachdzi se mezi nt 1-124 (sekvencné i strukturné
stejnd rozvétvend vlasenka se nachazi v TAR SIV-SMM a SIV-MAC, stejnou strukturu,
ale jinou sekvenci obsahuje i TAR SIV-MND). Polyadenylac¢ni vlasenky se nachazeji mezi nt
125-184. Ben Berkhout (1993) ptedpokladd, Ze navazani primeru usnadnuji i oblasti
obklopujici 18 nt PBS, proto PBS oblasti nazyva celou oblast mezi nt 197-379, ktera se sklada
ze tit domén PBS-T, PBS-C, PBS-B (Berkhout, 1992; Berkhout a Schoneveld, 1993).

Moloney Murine Leukemia Virus (MoMLV)
schéma: 23, 32

5" UTR MoMLYV je dlouha 621 nk. Marylene Mougel (1993) mapovala sekundarni
strukturu oblasti nachazejicich se pted a za doménou s balicim signdlem . Tato nezdvisla a
zarovenl vysoce strukturovand oblast se nachdzi cca mezi nt 212-563 a skldda se z osmi
vlasenek 4-11, i kdyz pro zabaleni virové RNA do partikuli nejsou pravdépodobné nutné
ani vlasenky nachazejici se za 400. nt (8-11) (Alford et al., 1991).

Oblast U5-PBS domény obsahujici poly(A), PBS (mezi nt 111-145) a SD muze
zaujimat dvé odlisné konformace, konformaci stabilni rozsSifené helikalni struktury (angl.
»Extended helical structure®, E) a konformaci nepravidelné trojvétevné struktury (angl. ,,three
Branched structure®, B). Vldsenka nejbliZze 5" konci zabirajici 26 nt z 68 nt dlouhé terminalni
repetice spolu s vlasenkou nachazejici se mezi nt 113 a 143 svou konformaci neméni. Stejné
jako u HIV je pfepinani mezi obéma konformacemi fizeno ziejme¢ pritomnosti
nukleokapsidového proteinu, ktery reguluje dimerizaci a enkapsidaci. gRNA ve formé

monomeru mizeme najit v obou konformacich, gRNA diméry existuji jenom v mirné
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se mezi nt 590-630 (Mougel et al., 1993).

Spleen necrosis virus (SNV)
schéma: 34

5" UTR SNV byl rozdélen do tii oblasti A nt 4-42, B nt 46-115 a C nt 115-165.
A a C oblast tvofi dveé synergicky ucinkujici vlasenky, které jsou nezbytné k zachovani
translacni aktivity. A vlasenka obsahuje jen jedinou vydut’, ktera spolu se smyckou vlasenky
funguje dohromady jako vazebné misto pro protein Ci proteiny hostitelské buiky. Delece
jenom jediného nt vyduté vyznamné sniZila produkci proteind. C vlasenka obsahuje dvé

vnitini smycky a jednu vydut’ (Roberts a Boris-Lawrie, 2003).

Manson — Pfizer opici virus (angl. ,,Manson — Pfizer monkey virus®“, MPMV)
schéma: 29

MPMV zpusobuje imunodeficienici u mlad’at macaca rhesus. Geoffrey P. Harrison
(1995) provedl mapovani oblasti MPMV od 3" konce PBS do 130. nt nachazejiciho se uz
v Gag kddujici sekvenci — od cca 750 nt do 1020 nt. Objevil tzv. ,,stem with heptaloop®- tedy
velkou smycku, ze které se vétvi sedm vlasenek, tato struktura je dilezitd pro enkapsidaci.
Mezi identifikovanymi enkapsida¢nimi signaly retroviri nebyla nalezena sekvenéni
konzervovanost, z toho vyplyva, Ze rozpoznani balici signdlu y je nejspi§ umoznéno
pritomnosti unikatnich sekundarnich ¢i tercialnich struktur. Stejné jako 5° koncova oblast
HIV i 5" koncova oblast MPMV mize in vitro zaujimat dvé rozdilné konformace. Vlasenka
lezici mezi nt 838 az 863 je konzervovana mezi mnoha ptibuznymi retroviry a i kdyz se
nachazi pred SD, ovlivituje enkapsidaci vlasenky. I u fylogeneticky vzdalenéjsiho HIV a viru

Rousova sarkomu byly nalezeny pied SD sekundarni struktury, které ovliviiuji enkapsidaci.

6 Vyznam 5" koncovych sekundarnich struktur +RNA virt

vvvvvv
.....
.....

.....
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Druhy zptisob je navazani iniciatniho komplexu pfimo na vnitini ribozoém vazebné misto
Role sekundérni struktury je u obou zptsobt iniciace translace odliSnd. Pfi iniciaci translace
zavislé na Cepickové struktufe je efektivita translace redukovana piitomnosti stabilnich
elementl sekundarni struktury a to zejména, kdyz je vysoce strukturovana oblast v blizkosti
5" konce. Divodem je, ze elementy sekundarni struktury mohou blokovat navazani
podjednotky ribozomu 40S ¢i znesnadiiovat nebo dokonce zcela zastavit pohyb ribozomové
struktufe byva 5" koncova oblast vysoce strukturovana a jeji strukturovanost je nezbytna pro
navazani 40S ribozomové podjednotky (Flint et al., 2004).

Dalsi souvisejici uplatnéni 5” koncovych sekunddrnich struktur je v interakci, a to jak s
dal$imi strukturami RNA nachazejicimi se mimo 5" koncovou oblast (Kim a Hemenway,
1999), tak s virovymi a bunécnymi proteiny (Kolupaeva et al., 1996; Kolupaeva et al., 2000;
Raman a Brian, 2005) nebo celymi nukleoproteinovymi komplexy, jako je jiz dfive zminény
interakci vladsenky se y signadlem s virovymi proteiny p55 a pl12 (Harrison a Lever, 1992;
Hayashi et al., 1993; Damgaard et al., 1998 ).

Strukturni elementy nachazejici se v 5° UTR mohou byt v nékterych ptipadech
nezbytné i pro virovou replikaci, pfinejmensim pro efektivni virovou replikaci a to jak pro
akumulaci + RNA (Miller at al., 1998; Kim a Hemenaway, 1999) tak i pro vytvafeni - RNA
formy (Yu et al., 2006).

Dalsi relativné nové objevenou schopnosti je pifepindni mezi dvémi funkcemi
spojenymi s 5" UTR oblasti. Pfepnuti je zpisobeno konformacni zménou, kterd je vyvolana
interakci s proteinem. U retrovirii je to pfepnuti z translace viru na dimerizaci spojenou
s enkapsidaci pomoci nukleokapsidového proteinu, bylo objeveno jak u viru lidské
imunodeficience (Huthoff a Berkhout, 2001; Abbink a Berkhout, 2003) tak u Moloney Murine
Leukemia viru (Mougel et al., 1993). Podobné piepnuti bylo nalezeno i u arterovirt - Equine
arteritis virus, zde je pomoci konformaéni zmény regulovana produkce sgRNA, ze které se
prekladaji vSechny strukturni proteiny (Van de Born et al., 2005).

Analyza sekundarni struktury RNA se diky konzervovanosti funk¢énich strukturnich
elementll mize stdt pomocnym nastrojem pro urcovani fylogenetické ptibuznosti (Berkhout,

1992)
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7 Diskuze

Jednotlivé studie se i pies to, Ze pro mapovani sekundérni struktury pouZzily kombinaci
vSech tfi hlavnich metodickych postupt (pocitacové predikce, enzymatické a chemické
mapovani, komparativni analyza), ve vyslednych modelech sekundarni struktury 5° UTR
oblasti riznych +RNA virt ¢i retrovira Casto lisi.

Tyto odliSnosti mohou byt zplisobeny nékolika faktory, jednim z nich je pouzivani
riznych sérotypti virQ, dal$im z faktord je postupné zdokonalovani pocitacovych programt,
pouzivani RNaz a chemickych ¢inidel od rtiznych vyrobct a za riznych experimentalnich
podminek nebo obtizné reprodukovatelné vysledky nckterych RNaz. Prikladem muze byt
oblast HIV 1 obsahujici y signal, sekundarni strukturu namodelovana riznymi studiemi se
vyrazn¢ lisi (Harrison a Lever, 1992; Hayashi et al., 1993, Clever et al., 1995) V nékterych
studiich je pfimo upozornéno na Useky, pro které nebyla udélana kovarian¢ni analyza nebo
kde existuje vice moznych usporadani sekundarni struktury (Skinner et al., 1989).

DalSim problémem pro orientaci v sekundarnich strukturach urcenych vice studiemi se
stava Cislovani domén, které nijak nezohlediiuje piesnou polohu domén, ale jenom jejich
potfadi ve zkoumané sekvenci. Takze ve studii, kterd provadi mapovéani 3° koncové casti
5" UTR, je naprosto bézné a normalni, Ze se domény zacnou cislovat od jednic¢ky (Pilipenko
et al, 1989b). Komplikace taktéz nastava, kdyz riizné studie urc¢i odlisny poc¢et domén, toto se
vSak nastésti nedéje ptilis Casto.

Proto mé pii zpracovavani nebo spiSe vyhledavéani podkladi (odbornych studii) pro
mou bakalafskou praci nejvice piekvapilo, kolik studii se spoléhd jenom na jeden
z metodickych postupll (nejéastéji na pocitatovou predikci). Nebo dokonce vyvozuje zavéry
tykajici se funkci uzce spjatych se sekundarni strukturou (jako je virova replikace, translace,
virulence, interakce s bunénymi a virovymi proteiny...) na zdklad¢ jediné studie sekundarni
struktury provedené pied mnoha roky, aniz by autofi studie takovyto model jakkoli ov&fili.®

Obavam se, ze takovéto zaveéry nemohou byt piilis divéryhodné, a proto se vytvoreni
databaze sekundarnich struktur spolu se stalym vylepSovanim predik¢nich programil stava

nezbytnosti pro spolehlivy vyzkum funkci souvisejicich se sekunddrnimi strukturami.

¥ Typickym piikladem je pouzivani modeli z Brownovych studii 5" UTR HAV a HCV.
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8 Zavér

Studium funkci spojenych se sekunddrnimi strukturami RNA jako je translace ¢i
replikace a mnohé dalsi je podminéno znalosti téchto struktur. ZvIasté u vird je znalost jejich
sekundarni struktury RNA velmi dualezita, oblasti s konzervovanymi strukturnimi elementy
jako jsou IRES se mohou stat specifickym cilem 1éciv. Kromé vylepSovani pocitacovych
predikénich programil bude jednim z prostiedkd, které by mély vyzkum sekundarnich struktur
a s nimi spojenych funkci ulehCovat, také nové se vytvarejici databaze experimentalné
dolozenych sekundarnich struktur v 5 UTR RNA, na jejimz vzniku se svou bakalaiskou praci
podilim. Tato databaze bude agregovat schematické prepisy sekundarnich struktur RNA spolu
s experimentalnimi podminkami a pouzitymi chemickymi ¢inidly a enzymy. Pomoci ni budou
moci védci vyhledavat a porovnavat informace o sekundérni struktufe RNA virt ¢i
eukaryotické RNA, kterymi se budou zabyvat a podle shody dat se budou moci rozhodnout

0 moznosti zopakovani urceni sekundarni struktury.

CCA-69

O O O G G O O P O O (Y QP )))) e O O O N (PP )))))))))))
UAGGAGAAAUAUCUCAGGAUUUGACCGUCCGGUGAGUUGCGCUUAUCACUUGCGUAAGGUAU

)))) ...
UuCuUCCA

Obrazek 7: Schématicky zapis hypotetické sekundarni struktury.
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PRILOHA
FLAVIVIRIDAE

1 HCV (Brown et al., 1992)

B O O O G G B I I I S (G G (P (CCCCCCCaennnnn ))
GCCAGCCCCCUGAUGGGGGCGACACUCCACCAUGAAUCACUCCCCUGUGAGGAACUACUGUC
)))))) e O O O O O Y))))) e ... ) ) ) ) ) e e e e e e e e e e e
UUCACGCAGAAAGCGUCUAGCCAUGGCGUUAGUAUGAGUGUCGUGCAGCCUCCAGGACCCCC
OO COCCCCa o e CCCCCCaeaa)))))) CCCCa ..
CCCUCCCGGGAGAGCCAUAGUGGUCUGCGGAACCGGUGAGUACACCGGAAUUGCCAGGCGAC
O ))))) e ))))))))))) (e e))))))) L)) )) ).
CGGGUCCUUUCUUGGAUAAACCCGCUCAAUGCCUGGGAUUUGGGCGUGCCCCCGCAAGACUG

B O O O PP (CCeeennn ))) e )))))))))) L)) (C((eeea)))))) e et
CUAGCCGAGUAGUGUUGGGUCGCGAAAGGCUUGUGGUACUGCCUGAUAGGGUGCUUGCGAGU

(OIIII))eee))) e ((Cevennn
GCCCCGGGAGGUCUCGUAGACCGUGCAUCAUG

od 0,2 do 0,5 U RNaza Tl (Pharmacia), RNaza V1 (Pharmacia),
RNaza T2 (Bethesda Research Laboratories)

pufr: 10 mM Tris (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 50 mM KC1

50 U S1 nukledza (Pharmacia)

pufr: 10 mM Tris (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 50 mM KC1l, 1 mM ZnSO4
pokojova teplota

2 CSFV (Fletcher a Jackson, 2002)

......... COCCCCe (e e COCCe e L0 e eaaae )N e ))ad))) et
CUAGGGCACCCCUCCAGCGACGGCCGAAAUGGGCUAGCCAUGCCCAUAGUAGGACUGCAAAC
)))))) CCCCCCC. e CeCCCC. CeCCCCCCCe e CCCCCCaeaa)))))) o (0
GGAGGGACUAGCCGUAGUGGCGAGCUCCCUGGGUGGUCUAAGUCCUGAGUACAGGACAGUCG
(Co OO0 (e CCanaa)))))a))))eee))))ee))))) (((ee))) )
UCAGUAGUUCGACGUGAGCADUAGCCCACCUCGAGAUGCUACGUGGACGAGGGCAUGCCCAA
))) <)) )) ) e (e )))))))) ) e CCCCCCaa)))))))))))) ) ) (
GACACACCUUAACCCUGGCGGGGGUCGCUAGGGUGAAAUCACAUUAUGUGAUGGGGGUACGA

((CCee e )))))) e COIIII)) e e ) ) ) ) ) ) ) et e e e i e
CCUGAUAGGGUGCUGCAGAGGCCCACUAGCAGGCUAGUAUAAAAAUCUCUGCUGUACAUGGC

ACAUGGAGUUGAAUCAUUUUGA
RN4dza A, RNéaza T1l, kethoxal
pritomna pseudouzlova struktura

3 HCV (Honda et al., 1999)

-------- (CCCe e e e e ) OO e (O e e e ) )))) ) eees)
AUCACUCCCCUGUGAGGAACUACUGUCUUCACGCAGAAAGCGUCUAGCCAUGGCGUUAGUAU

))))) e )))) e
GAGUGUCGUGCAGCCUCCAGGACCCCCCC
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RN4za V1 (Pharmacia)

pufr: 10mM MgCl,-10 mM Tris (pH 7,6)

RNéaza S1 (Pharmacia)

pufr: 10mM MgCl,-10 mM Tris (pH 7,6), 1 mM ZnSO,
pokojova teplota

cas: 10 min.

4 HCV (Kolupaeva et al., 2000)

SO O O (G O o (P (G (O (o G G O (P (o (G G O (P )))))) ) )))
CUCCCCUGUGAGGAACUACUGUCUUCACGCAGAAAGCGUCUAGCCAUGGCGUUAGUAUGAGU
) )))) e ))))))) ) e O O G O G O O G G O P o o G G o (P (o (G G O (P
GUCGUGCAGCCUCCAGGACCCCCCCUCCCGGGAGAGCCAUAGUGGUCUGCGGAACCGGUCAG

B I I 0 I I I G G O G G O G G G o G G G G O (P )))))))) e al))))))))
UACACCGGAAUUGCCAGGACGACCGGGUCCUUUCUUGGAUCAACCCGCUCAAUGCCUGGAGA
)) - (CCaaa))))))) D)) ) ) e COCCCCCCCCC(ennnnn ))))))))))))))))))
UUUGGGCGUGCCCCCGCAAGACUGCUAGCCGAGUAGUGUUGGGUCGCGAAAGGCCUUGUGGU

))) (O ))) e D)) ) ) ) ) e e
ACUGCCUGAUAGGGUGCUUGCGAGUGCCCCGGGAGGUCUCGUAGACCGUGCACCAUGAGCAC

GAAUCCUAAACCU

0,0007, 0,00105 U/ml RN&za V1 (Amersham Pharmacia Biotech),
0,015, 0,025 U/ml RN&aza Tl (Amersham Pharmacia Biotech)

pufr: 20 mM Tris-HCl1 (pH 7,5), 2,5 mM octan horec¢naty, 100 mM
KCl, 2 mM dithiothreitol

teplota: 37°C

¢as: 10 min.

pritomna pseudouzlova struktura

5 HCV (Wang et al., 1995)

............ )IN)))))) o)) ) ) e (S
GCUUGCGAGUGCCCCGGGAGGUCUCGUAGACCGUGCAUCAUG

40-100 U RN&za PhyM (USB), 0,1-0,4 U RN&za V1 (USB), 0,4-1 U
RNaza T1 (USB), 100-400 RN&za A (USB)

pufr: 10 mM Tris (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 50 mM KC1

pokojova teplota

Cas: 15 min. (pro RNazu PhyM 30 min.)

1 pl DMS (Aldrich)

pufr: 100 mM Hepes (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 50 mM KCI

pokojova teplota

cas: 5 min.

pritomna pseudouzlova struktura
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6 BVDV (Yu et al., 2000)

S O R )ININNN)) et
GUAUACGAGAAUUAGAAAAGGCACUCGUAUACAUAUUG

0,5, 1 ml DMS (Fluka)

pufr: 20 mM HEPES-KOH (pH 7,9), 60 mM KC1, 12 mM MgCl,
teplota: 30°C

¢as: 5 min.

210, 420 mg CMCT (Sigma, Deisenhofen, Germany)

pufr: 80 mM boradt sodny (pH 8,1), 60 mM KC1l, 12 mM MgCl,
teplota: 30°C

cas: 10 min.

PICORNAVIRIDAE

7 HAV (Brown et al., 1991)
(COCCCCCCCCa CCCCCCaaa)))IIINIIIIN))))) eeeeins (CCCCCCa e
UUCAAGAGGGGUCUCCGGGAAUUUCCGGAGUCCCUCUUGGAAGUCCAUGGUGAGGGGACUUG
D)) el (CCCCaann. ) ) ) ) ) e e e
AUACCUCACCGCCGUUUGCCUAGGGUAUAGGCUAAATUUUUCCCUUUCCCUUUUCCCUUUCCU
.............................. O O O O G G o G (P o (o (o G (P O (o (O (P (R GG
AUUCCCUUUGUUUUGCUUGUAAAUAUUAAUUCCUGCAGGUUCAGGGUUCUUAAAUCUGUUUC
(e, )))) L)) e ))) ) e ))))) e a)))) e )))) ) e e (((
UCUAUAAGAACACUCAUUUUUCACGCUUUCUGUCUUCUUUCUUCCAGGGLCUC cccuuGeecu
O O O O G A G O (PP ))))))))) (e CCCCCC(eann. ))))))) o)) ) ) ) ) .
AGGCUCUGGCCAUUGCGCCCGGCGGGGUCAACUCCAUGAUUAGCAUGGAGCUGUAGGAGUCU
------- )))) CCCCCa COCCCCC e e a e et (e e e (OO (e e (O
AAAUUGGGGACACAGAUCUUUGGAACGUCACCUUGCAGUGUUAACUUGGCUUUCAUGAAUCU
B e O G O O (o G (o (P (O (P )) - -2))))))) (... (((ennn. )))
CUUUGAUCUUCCACAAGGGGUAGGCUACGGGUGAAACCUCUUAGGCUAAUACUUCUAUGAAG
D)) CCCCCCCCCCCa (e CCCCeaa ((Canennn ))) o)) ).
AGAUGCCUUGGAUAGGGUAACAGCAACAGAUAUUGGUGAGUUGUUAAGACAAAAACCAUUCA
D)))) e )))))))))))))I))) e ) ) a)) ) ) ) ) ) e )))) ) ))) .
ACGCCGGAGGACUGACUCUCAUCCAGUGGAUGCAUUGAGUGGAUUGACUGUCAGGGCUGUCU
.......... )))))))) e ) ) ) ) ) e (OO (e
UUAGGCUUAAUUCCAGACCUCUCUGUGCUUAGGGCAAACAUCAUUUGGCCUUAAAUGGGAUU
(Cewennnn )))))))) e (e ))))) L)) )))) e )))))) e (!
CUGUGAGAGGGGAUCCCUCCAUUGACAGCUGGACUGUUCUUUGGGGCCUUAUGUGGUGUUUG

(CCCCCCeennn ))))) ) ) ) ) ) ) ) e e e e e
CCUCUGAGGUACUCAGGGGCAUUUACCUUUUUCCUCAUUCUUAAAUAAUAAUG

od 0,2 do 0,5 U RNaza Tl (Pharmacia), RNaza V1 (Pharmacia),
RNaza T2 (Bethesda Research Laboratories)

pufr: 10 mM Tris (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 50 mM KC1

50 U S1 nukledza (Pharmacia)

pufr: 10 mM Tris (ph 7,5), 10 mM MgCl,, 50 mM KC1l, 1 mM ZnSO4
pokojova teplota

vyskyt pseudouzlovych struktur
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8 poliovirus (Gamarnik a Andino, 2000)

B O O G O G G G (Y O O O G (PP (CCCa o COCCa e CCCa o a OO0
GCUUAUGUACUUCGAGAAGCCCAGUACCACCUCGGAAUCUUCGAUGCGUUGCGCUCAGCACU
(eeeenn. ))))) ) (OO CeeCeCCC (e (CCCCaea D))
CAACCCCAGAGUGUAGCUUAGGCUGAUGAGUCUGGACAUCCCUCACCGGUGACGGUCGUCCA
)))) D)) ) e )))))) ) ) ) ) e CCCCCCC)))) e et ))))e))))) ...
GGCUGCGUUGGCGGCCUACCUAUGGCUAAAGCCAUGGGACGCUAGUUGUGAACAAGGUGUGA

-------- ))))) )N )) e
AGAGCCUAUUGAGCUACAUAAGAUCCU

RNaza T1 (Sigma), RNaza T2 (Sigma)
pokojova teplota
cas: 15 min.

9 EMCV, FMDV (Kolupaeva et al., 1996)

EMCV

(CCCCCCCCaa))III)))) e e e )))))I))I))))) .. (e

AGGGCCCGGAAACCUGGCCCUGUCUUCUUGACGAGCAUUCCUAGGGGUCUUUCCCCUCUCGC
S O O O O O O (P O O O G G G G o G o G G G O (o (PP I T T T (o (O G G G (o QP G (Y

AAAGGAAUGCAAGGUCUGUUGAAUGUCGUGAAGGAAGCAGUUCCUCUGGAAGCUUCUUGAAG
O G G O G G O G G P o G G o G G G G G G O G G G G O (P (CCCCCaaaa))))))))

ACAAACAACGUCUGUAGCGACCCUUUGCAGGCAGAGGAACCCCCCACCUGGCGACAGGUGCC

))))) (... ))) e (CCCCaa)))) ) ))))) w (CCC((eneenn ))))) )

UCUGCGGCCAAAAGCCACGUAUAAGAUACACCUGCAAAGGCGGCACAACCCCAGUGCCACGU

))) e e e ))))) D)) )) et ))) ) ) ))) ) ))) e a)))))))))) ) ))))
UGUGAGUUGGAUAGUUGUGGAAAGAGUCAAAUGGCUCUCCUCAAGCGUAUUCAACAAGGGGC

) «+2)))))))))))))-))))) - CCCCCCCCCa o CCCO)IIINIIIIIIID) v ee e
UGAAGGAUGCCCAAGGUACCCCAUUGUAUGGGAUCUGAUGGGGCCUCGGUGCACAUGCUUUA

O O O O O O O O O O O S S G (CCCC OO COCCCCCCaeaa)))))))) e
CAUGUGUUUAGUCGAGGUUAAAAAGCGUCUAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGUGGUUUUCC

UUUGAAAAACACGAUGAUAAUAUG

FMDV

........ (CCOCCCa e (e COCCCa (e e ))))) eeeeea))))) o)) o))
CACAAACCGUGCAACUUGAAACUCCGCCUGGUCUUUCCAGGUCUAGAGGGGUAACAUUUUGU
)) - CCCCCCCC - COC o COCCOC COCCCe e (O e e (CCCCCe- 000 (.
ACUGUGUUUGACUCCACGCUGCGAUCCAACUAGCGAGUGUUAGUAGCGGUACUGCUGUCUCG
..... CCOCCCCCOC e e e CCCCCCa ) )))))))))))) (O ee)
UAGCGGAGCAUGUUGGGCCGUGGGAACACCUCCUUGGUAACAAGAACCCACGGGGCCGAAAG
)) - CCCCa22))))2)))))))) (il n 20D e )))))) e )
CCAUGUCCUAACGGACCCCAAGAUGUGUGCAACCCCAGCACGGCAGCUUUACUGUGAAACCC
)))) e ))))) e ) )))) e e ))) e )))) D)) ) e S O e O G O S N G G
ACUUCAAGGUUGACAUUGCAUACUGGUACUCAAACACUGGUGACAGGCUAAGGAUGCCCUUC

O U N N S PP ))-)))) ) ))))))))))))))))) e (CCC o
AGGUACCCCGGUAACAAGCGACACGGGAUCUGAGAAGGGGACUCGGGACUUCUUUAAAGUGC

(COCCCCeeeenan )))) ) )))) e CCCCCCOCCaaa)))))))) ) ee i es
CCGAGUUUAAAAAGCUUCUACGCCUGAAUAGGUGACCGGAGGCCGGCACCUUUCCUUUUAUA

ACCACUGAACACAUG
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RN&za V1, RNaza ONE, DMS, CMCT

10 poliovirus (Najita a Sarnow, 1990)

........ (CCCCCe .o COCCCCae ) ))))) e ) )))) ) e e
CCCGGUGAUGUCGUAUAGACUGCUUGCGUGGUUGAAAGCGACGGAUC

0,2 pul a-sarcin

pufr: 5 mM Hepes (pH 7,6), 25 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA,
3.8% (vol/vol) glycerol, 2 mM dithiothreitol

¢as: 30 min.

0,0016 U/ul RNaza T1

pufr: 5 mM Hepes (pH 7,6), 25 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA,
3.8% (vol/vol) glycerol, 2 mM dithiothreitol

teplota: 30°C

¢as: 5 min.

DMS

11 poliovirus (Pilipenko et al., 1989)
O O G G O G G o (G QP (o (PR (CCCCCCaeenann O O O O G O O e O G (P (X T
CUCAUGAUCUUCGAGAAGCCUAGUAUCGCUCUGGAAUCUUCGACGCGUUGCGCUCAGCACUC
....... ))))) ) CCCCCCCe e COCCCCCC (e (CCCCCaeaa))))))N)))
AACCCCGGAGUGUAGCUUGGGCCGAUGAGUCUGGACAGUCCCCACUGGCGACAGUGGUCCAG
))) e ))))))) CCCCCCC (e ))))NIINII)) L)) ) ) e ))))))) e
GCUGCGCUGGCGGCCCACCUGUGGCCCAAAGCCACGGGACGCUAGUUGUGAACAGGGUGUGA
D) )))) ) ) e O O P o G (e G Qe (o (e O O P S ¢
AGAGCCUAUUGAGCUACAUGAGAGUCCUCCGGCCCCUGAAUGCGGCUAAUCCUAACCAUGGA
B O G O o P o O O O (P ))))) e a) ) ) ) ) e e ))))))))))) L)) ) ..
GCAGGCAGCUGCAACCCAGCAGCCAGCCUGUCGUAACGCGCAAGUCCGEUGGCGGAALCCGACU
D) ))) e ))) e (e e (CCoa e COCCCCCeeeCCaaa))))
ACUUUGGGUGUCCGUGUUUCCUUUUAUUCUUGAAUGGCUGCUUAUGGUGACAAUCAUAGAUU

)))IN)))) L)) ) e )))
GUUAUCAUAAAGCGAGUUGGA

25, 50 ng RN&za CV1 (the Academy of Sciences of the Estonian
SSR, Tallin)

pufr: 200 mM NH,C1l, 10 MgCl,, 20 mM Tris-HCl (pH 7,5)
teplota: 37°C

¢as: 10 min.

2 U nukledza S1 (Pharmacia)

pufr: 50 mM NaCI, 5 mM MgCl,, 2 mM ZnCl, . 3 NH4,Cl, 40 mM
acetadt sodny (pH 4,7)

teplota: 37°C

c¢as: 10 min.

0-0,25% DMS

pufr: 100 mM kakodylat sodny (pH 7,0), 20 mM MgCI,
teplota: 37°C

c¢as: 20 min.
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12 EMCV (Pilipenko et al., 1989 )
(CCCCCCCeeann ))))) ) ) ) e (O e (OO0 e enn ))))) e
GGAAGGGUAUGUGUUGCCCCUUCCUUCUUGGAGAACGUGCGCGGCGGUCUUUCCGUCUCUCG
D)D) ) ) e (O e e (e e (e e (e (e (OO aeaa g
ACAAGCGCGCGUGCAACAUACAGAGUAACGCGAAGAAAGCAGUUCUCGGUCUAGCUCUAGUG
SO CCCe e CCae e ) COCCCCCCCCCe (Ceeennn (CCCCCava))))
CCCACAAGAAAACAGCUGUAGCGACCACACAAAGGCAGCGGAACCCCCCUCCUGGUAACAGG
)))))))) (e ans ))) - CCCCCCaaa)))))))NIN))) ) ) (OO (e ennn. )))
AGCCUCUGCGGCCAAAAGCCACGUGGAUAAGAUCCACCUUUGUGUGCGGUGCAACCCCAGCA
)))))))))))) e )))))))) e )) ) e ))) e)) e ))) ) ) ) ) ) ) ) ) ) (o
CCCUGGUUUCUUGGUGACACUCUAGUGAACCCCUGAAUGGCAAUCUCAAGCGCCUCUGUAGG
COCCC O e CCCCECCaaeaIIIIII)N)) ) ))) o 0. (
GAAGCCAAGAAUUCCAGGAGGUACCCCUUCCUCUCGGAAGGGAUCUGACCUGGAGACACAUC
(CCCCCaen e ))))))) e ))))) e ))) <)) ea)))))) ) - (OO0 (e . e
ACACGUGCUUUACACCUGUGCUUGUGUUUAAAAAUUGUUACAGCUUCCCCGAACCAAGUGGU

)))))))
CUUGGUU

25, 50 ng RN&za CV1 (the Academy of Sciences of the Estonian
SSR, Tallin)

pufr: 200 mM NH,C1l, 10 MgCl,, 20 mM Tris-HCl (pH 7,5)
teplota: 37°C

cas: 10 min.

2 U nukledza S1 (Pharmacia)

pufr: 50 mM NaCI, 5 mM MgCl,, 2 mM ZnCl, . 3 NH.C1l, 40 mM
acetat sodny (pH 4,7)

teplota: 37°C

cas: 10 min.

0-0,25% DMS

pufr: 100 mM kakodylat sodny (pH 7,0), 20 mM MgCI,
teplota: 37°C

Cas: 20 min.

13 HAV (Shaffer et al., 1994)
CCCCCCCCCOC OO0 ) )N ) ) e e e (COCCCCa e
UUCAAGAGGGGUCUCCGGGAAUUUCCGGAGUCCCUCUUGGAAGUCCAUGGUGAGGGGACUUG
Il (COCCaann J))) )
AUACCUCACCGCCGUUUGCCUAGGCUAUAGGCUAAAUUUUCCCUUUCCCUUUUCCCUUUCCU
.............................. CCCCC OO0 000 e e COCC . (OO0
AUUCCCUUUGUUUUGCUUGUAAAUAUUAAUUCCUGCAGGUUCAGGGUUCUUAAAUCUGUUUC
(R )))) ) e ))) ) e ))))) e ))) ) e ))))) e (
UCUAUAAGAACACUCAUUUUUCACGCUUUCUGUCUUCUUUCUUCCAGGGCUCUCCCCUUGCC
OO O O O O O O S G G P )1 ) e (CCCCCC. O - (o«

CUAGGCUCUGGCCGUUGCGCCCGGCGGGGUCAACUCCAUGAUUAGCAUGGAGCUGUAGGAGU
CUAAAUUGGGGAC
RN4dza Tl (Pharmacia), RN&za T2 (BRL), RN&aza V1 (Pharmacia)

pufr: 10 mM MgCl,-10 mM Tris (pH 7,6)
RN4dza S1 (Pharmacia)
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pufr: 10 mM MgCl,-10 mM Tris (pH 7,6), 1 mM ZnSO4
pokojova teplota

pritomny pseudouzlové struktury

14 poliovirus (Skinner et al., 1989)

--------- O G G O G G O G I ) e (N G O (N (s G O G
UUAAAACAGCUCUGGGGUUGUUCCCACCCCAGAGGCCCACGUGGCGGCUAGUACACUGGUAU
..... ) ) ) ) e e ) ) ) ) ) e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CACGGUACCUUUGUACGCCUGUUUUAUACUCCCUCCCCCGCAACUUAGAAGCAUACAAUUCA
B O O O O P, (CCCCCC (e II))))) ) ) ) ) ) ) e e e e e
AGCUCAAUAGGAGGGGGUGCAAGCCACCGCCUCCGUGGGCAAGCACUACUGUUUCCCCGGUG
OO e e COCCCCa e ) ))))) ee e ) )))) ) e (CCCCeCe. e
AGGCCGCAUAGACUGUUCCCACGGUUGAAAGUGGCCGAUCCGUUAUCCGCUCAUFUACUUCG
O O O (CCCCeeanann )))))
AGAACCCUAGUAUCGGUCUGGAAUCUUCGACGCGUUGCGCCUCAGCACUCAACCCCGGAGUG
..... (CCOCCCCa e COCCCCCCCaaaaa))))) e CCCCOIIIIII)) eeee))
UAGCUUGGCCCGAUGAGUCUGGACAGUCCCCACUGGGGACAGUGGUCCAGGUUGLCGLCUGGLG
)))))I))))))) .. O O O G O G G ))))))) el ))..))))
GCCCACCUGUGGCCCAAAGCCACGGGACGCUAGUUGUGAACAGGGUGUGAAGAGCCUAUUGA
S I 0 I B ) (CCaa e COCCCCC. 0. e
GCUACAUGAGAGUCCUCCGGCCCCUGAAUGCGGCUAAUCCUAACCAUGGAAGCAGGCAGCUC
...... ))))) e ) ) ) ) ) e e ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) e e
CACCCAGCAGCCAGCCUGUCGUAACGCGCAAGUCCGUGGCGGAACCGACUALCUUUGGGUGUC
........................... COCCCCCECEEECCCaa I y)yan
CGUGUUUCCUUUUAUUCUUGAAUGGCUGCUUAUGGUGACAAUCAUAGAUUGUUAUCAUAAAG

)
C

0,5-50 U/ml RNaza T1 (Pharmacia, England), 5-500 U/ml RNaza T2
(Pharmacia, England), 8-800 U/ml RN&za CV1 (Pharmacia,
England)

pufr: 30 mM Tris HCl1 (pH 7,8), 20 mM MgCl,, 300 mM KC1

cas: 30 min.

0-3% DMS (BDH, England), O, -0,5 mg/ml kethoxal (United States
Biochemical Corporation, U.S.A.)

pufr: 70 mM Hepes (pH 7,4), lO mM MgCl,, 270 mM KC1

teplota: 30°C

¢as: 5 min.

NIDOVIRALES

15 BCoV (Raman et al., 2003)

............ (CCCCCCCaee))))N))) oo e
CACUCCCUGUAUUCUAUGCUUGUGGGCGUAGAUUUUUCAUAG

0,05, 0,5, 1, 2, 4 U RNaza Ccvl (Pharmacia), 0,05, 0,5, 1, 5,
10 RNaza Tl (Gibco), 0,05, 1, 2, 3, 4 U RNaza T2 (Gibco)
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pufr: 30 mM Tris HCl1 (pH 7,5), 20 mM MgCl,, 300 mM KC1
teplota: 25°C
¢as: 15 min.

16 BCoV (Raman a Brian, 2005)

O O O O O O O O (Y PP J))))) ) ) ) ) e
CUAGGCAGUGGCCGACCCAUAGGUCACAAUGUCGAAGAUCAACA

0,05, 0,5, 1, 2, 4 U RN4za CVl (Ambion), 0,05, 0,5, 1, 5, 10
URN&za Tl (Gibco), 0,05, 1, 2, 3, 4 U RNaza T2 (Gibco)

pufr: 30 mM Tris HCl1 (pH 7,5), 20 mM MgCl,, 300 mM KC1
teplota: 25°C

¢as: 15 min.

17 EAV (van den Born et al., 2004)
------ (CCOCCCCCCCCCCCCeeaaaa)))eeeaaa)))))))))))) CCCCCCCCaata)))
GCUCGAAGUGUGUAUGGUGCCAUAUACGGCUCACCACCAUAUACACUGCAAGAAUUACUAUU
)))) ) e COCCCCa (e )) < )))))) et (CCCCCaaaa)))))) e 0L
CUUGUGGGCCCCUCUCGGUAAAUCCUAGAGGGCUUUCCUCUCGUUAUUGCGAGAUUCGUCGU
P T T T T (CCCCeennn. ))))) e (
UAGAUAACGGCAAGUUCCCUUUCUUACUAUCCUAUUUUCAUCUUGUGGCUUGACGGGUCACU
O O P O (SN ))))) ) )))) ) ((ee))) .
GCCAUCGUCGUCGAUCUCUAUCAACUACCCUUGCGACUAUGGCAACCUUCUCCGCUACUGGA
D)) el (COCCCCaee))))))) eeee (CCCa e )N
UUUGGAGGGAGUUUUGUUAGGGACUGGUCCCUGGACUUACCCGACGCUUGUGAGCAUGGCGC

)))
GGG

0,00005, 0,0001, 0,0005 U RNAza A (Amersham Pharmacia Biotech)
0,1, 0,5 U RNéaza Tl (Invitrogen), 0,01, 0,05, 0,1 RNaza T2
(Invitrogen), 0,0005, 0,001, 0,005 RNaza V1 (Kemotex Bio Ltd.)
pufr: 30 mM Tris-HCl (pH 7,5), 20 mM MgCl,, 300 mM KC1
teplota: 37°C

cas: 30 min.

0,25, 0,5, 0,75, 1% DMS (Fluka)

pufr: 80 mM kakodylat sodny (pH 7,2), 5 mM MgCl,, 100 mM KC1
teplota 37°C

¢as: 10 min.

4,2, 8,4, 12,6, 16,8 mg/ml CMCT (Aldrich)

pufr: 50 mM borat sodny (pH 8,0), 2,5 mM MgCl,, 12,5 mM KC1
teplota 37°C

cas: 10 min.
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DISTROVIRIDAE

18 PSIV (Shibuya a Nakashima, 2006)
...... (CCCCCaaa))))) e s (e e e e e e eI (CCeea e )))) ee
GAGUUGGAUCUAGAAGAUCUAUGCGCUGGCAUAGUAAUCCAGUGUUUCCUGUUUUAGGAUGA
O O O G Gt I T I IO (O O G (O (PR B B T 1 RS (CCCCCe e )))
CCUCUGAAAGUAGAUGACCGUGGAAAGUCACGUAGUGCCCCAAUAAGCACGUUUGGGCAGCG
))) CCCCe o (OO0 ennn (CCeeee)))e))))))e))))e))) e e ))) e
UGCGCUAUCACAAGGCUUGAUCUCCGAGGAGCCCCUUGUUUUAGCUGGCUGGAAGCCAAUGA
............ (CCC 0000 eeeeaae)))))) e )))) e (CCe e a CCCCCCC..
UCUUAAGUAGUAAAGUGCUGUUGCUUGUAGUUCAACAGAAAGCUUUGAGUACGUCUUUCUUG

D)) el (CCCe e )))) o)) ) e ((Cewvnnnn
CGAGAAAGAACACAUGCAUUCUUAUGCUCUCAAUUCUAUUAUUUUUAUUUUGGGCGAAAGGA

UAGCCGGACUGAUUUUACA

5 U RNaza T1 (Ambion)

pufr: 10 mM Tris-HCl1l (pH 7,5), 1 mM MgCl,, 50 mM KC1
teplota: 37°C

¢as: 6 min.

40 mM DMS

pufr: 50 mM kakodylat draselny (pH 7,2), 2 mM MgCl,, 100 mM KCL
teplota: 20°C

¢as: 30 min.

20 mM CMCT

pufr: 50 mM borat sodny (pH 7,4), 2 mM MgCl,, 100 mM KC1
teplota: 20°C

¢as: 40 min.

pritomna pseudouzlovad struktura

ROSTLINNE VIRY

20 PVX (Miller et al., 1998)

............................... O O G G P (o G e o (o (O (o G O (o G (P G (PP
GAAAACUAAACCAUACACCACCAACACAACCAAACCCACCACGCCCAAUUGUUACACACCCG
((Ceee)))) e )Y ))N)) D)) e ))) eeen ) ) ) ) ) e e e
CUUGAAAAAGCAAGUCUGACAAAUGGCCAAAGUGCGCGAGGUUUACCAAUCCUUUACAGACU
.................. (CCCa 0O CCCa e (CCaaa)))ea)a)))))))))) e e
CCACCACAAAAACUCUCAUCCAAGAUGAGGCUUAUAGAAAUAUUCGUCCCAUCAUGGAAAAA

....... (CCCCa e (e ee e e e ))) ) e ) ) )))
CAUAAACUAGCUAACCCGUACGCUCARAACGGUUGAAGCGGCUAA

0,04 U/ml RN&za T1l, 0,0014 U/ml RNaza V1
pufr: 100 mM Tris-HCl (pH 7,6), 100 mM NaCl, 20 mM KC1
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teplota: 25°C

¢as: 15 min., 10 min.

0-5 mM DMS

pufr: 80 mM draselny kakodylat (pH 7,2), 300 mM KC1l, 20 mM
octan horecnaty

teplota: 40°C, 37°C, 90°C

c¢as: 60 min, 20 min., 2 min.

21 TEV (Zeenko a Gallie, 2005)

..................................... (CCCCCeeaaeeaae)))))) e
AAAUAACAAAUCUCAACACAACAUAUACAAAACAAACGAAUCUCAAGCAAUCAAGCAUUCUA

............... O I I B B B I (N S R R R D
CUUCUAUUGCAGCAAUUUAAAUCAUUUCUUUUAAAGCAAAAGCAAUUUUCUGAAAAUUUUCA

CCAUUUACGAACGAUAGCAAUG
RNaza T1, RN&za T2, RN&za A, RNaza S1, RNaza V1

pritomny pseudouzlové struktury

19 TBSV (wWwu et al., 2001)

CCCCCCOCC e COCCeee s OO0 eean ))) e ) ))) s (CCCCeeae e
GGAAUUCUCCAGGAUUUCUCGACCUAGUUCGUUUAUCUGGUGACUUGCGCUACCGUUGCUUU

)))))))))))))))
GCGUAGAGAAUUUCU

0,0125 U/ul RNaza T1

pufr: Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl
teplota: 25°C

c¢as: 1 min.

0,0175 U/pul RNaza V1

pufr: Tris-HCl1 (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl
teplota: 25°C

cas: 1 min.

2 pul (50 mg/ml) CMCT

pufr: Tris-HCl1 (pH 8), 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl
teplota: 25°C

¢as: 15 min.

10% DEPC

pufr: Tris-HCl1 (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl
teplota: 25°C

cas: 20 min.
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RETROVIRIDAE

22 HIV 1 (Abbink a Berkhout, 2003)

LDI konformace

(CCo OO0 COCCCe e COCCaeaann )))))))))))))))))))))) ) ..
GGUCUCUCUGGUUAGACCAGAUUUGAGCCUGGGAGCUCUCUGGCUAACUAGGGAACCCACUG
(CCCCa 00 e eennn (CCCCC O COCCCCCCe e CCCa oo COCo OO0 CCan
CUUAAGCCUCAAUAAAGCUUGCCUUGAGUGCUUCAAGUAGUGUFUFCCCGUCUGUUGUGUGA
O O O O G G s G G G o G G G P G O O (o (N O PP ))) e )))) e )))))))) e
CUCUGGUAACUAGAGAUCCCUCAGACCCUUUUAGUCAGUGUGGAAAAUCUCUAGCAGUGGCG
.............................. ))))))) e )) e )))) e )))) ) )
CCCGAACAGGGACUUGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCUCUCUCGACGCAGGACUCGGC
D))))I)NI)))))))))) e )))) (0. (e OO O P O (Y G (Y (Y (Y O
UUGCUGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGAGGCGACUGGUGAGUACGCCAAAAATUUUUG
SOCCCCeae)))))e)))) el ))))))) e )))))) e )))))))) e
ACUAGCGGAGGCUAGAAGGAGAGAGAUGGGUGCGAGAGCGUCAGUAUUAAGCGGGGGA

BMH konformace

(CCo OO0 COCCCe e COCCaeannn ))))))))))))))))))))))) (OO
GGUCUCUCUGGUUAGACCAGAUUUGAGCCUGGGAGCUCUCUGGCUAACUAGGGAACCCACUG
O O O G G O O G G (P )))))2)))))))))))) . (..
CUUAAGCCUCAAUAAAGCUUGCCUUGAGUGCUUCAAGUAGUGUFUFCCCGUCUGUUGUGUGA
O O G G s G G G o G G G P G G o (o (N G P ))) e )))) e ))))))) ) et
CUCUGGUAACUAGAGAUCCCUCAGACCCUUUUAGUCAGUGUGGAAAAUCUCUAGCAGUGGCG
.............................. )))))) ) ) ee e ) ) ) ) e (O
CCCGAACAGGGACUUGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCUCUCUCGACGCAGGACUCGGC
(COCCCeeeeaeann ))))))) e )))) e ))))))) e (O OO0 e n e )))) .
UUGCUGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGAGGCGACUGGUGAGUACGCCAAAAATUUUUG

o A O O O G O S S S B I B B B B
ACUAGCGGAGGCUAGAAGGAGAGAGAUGGGUGCGAGAGCGUCAGUAUUAAGCGGGGGA

1 pul DMS

¢as: 5 min.

2 pl kethoxal
¢as: 10 min.

23 MoMulV (Alford et al., 1991)

................. ((Ceevee))) e (CCCo e o CCoCCOCC oo COCCL o
CUGCGUCGGUACUAGUUAGCUAACUAGCUCUGUAUCUGGCGGACCCGUGGUGGAACUGACGA

2))))-))))))))) ) e OO0 n e ))) D)) )) e (CCCCe v )
GUUCGGAACACCCGGCCGCAACCCUGGGAGACGUCCCAGGGACUUCGGGGGCCGUUUUUGUG
)))) e OO G O G G P ))))))) ) ) e
GCCCGACCUGAGUCCAAAAAUCCCGAUCGUUUUGGACUCUUUGGUGCA?CCCCCUUAGAGGG
................... (Coe e CCCO0Ceeeae e )))) ) ) ) ) eeee i
GGGAUAUGUGGUUCUGGUAGGAGACGAGAACCUAAAACAGUUCCCGCCUCCGUCUGAAUUUU

o O O O G O O O (PP )))))))) (.. n )))
UGCUUUCGGUUUGGGACCGAAGCCGCGCCGCGLG

5 pL 1:10 dilution 99% DMS

49



4 pl kethoxal
pufr: TNE buffer
15 pnl CMCT
pokojova teplota
¢as: 5 min.

24 HIV 2 (Berkhout, 1992)
O G O O S O o o G G G G G G G O O O P (o G (P O O G (Y (PP 1)) ) ) (.
GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUGGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCUCUCCAGCACUAGCAGGU

A U ))))))))))))-))))) - (et .. )))))))))))))))))) .
AGAGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCUCACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCCC

0,1, 0,3, 0,9 U RN4za S1, O, 0,001, 0,003, 0,01 U RNaza CV,
o, 0,001, 0,003, 0,01, 0,033, 0,1 U RNaza T1
0,5, 1, 2% DEP

25 HIV 2 (Berkhout a Schoneveld, 1993)

O O G O S G G G P G G G G G O G G G G QP O O G O (PP )))))))))))) ) (.
GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUGGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCUCUCCAGCACUAGCAGGU
B O O O )))))))))))) ) )))) OO0 ))))))))))))))))) ).
AGAGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCUCACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGUAGACGGCCC
OO O O G O O O G O G O (Y YI))N)))Y )N ) ) ..
CACGCUUGCUUGCUUAAAAACCUCUUAAUAAAGCUGCCAGUUAGAAGCAAGUUAAGUGUGUG
---------- O O G G G O G G G G O P G G O G G O G G O O G G (P L O
CUCCCAUCUCUCCUAGUCGCCGCCUGGUCAUUCGGUGUUCACCUGAGUAACAAGACCCUGGU
(CCOCCCCCaaa e COCCCCCCCCCaaa))IIIIII)))) e )))))))))))) ) e e e
CUGUUAGGACCCUUCUUGCUUUGGGAAACCGAGGCAGGAAAAUCCCUAGCAGGUUGGCGCCU
................ (CCCCCaae)I)III))) e )))))))))))) ) e i)
GAACAGGGACUUGAAGAAGACUGAGAAGUCUUGGAACACGGCUGAGUGAAGGCAGUAAGGGC

J)))))) e
GGCAGGAACAAACCACGA

o, 0,001, 0,005, 0,0025 U RN&Za T1, O, 0,001, 0,003, 0,0010 U
RNaza Cv, 0, 0,1, 0,3, 09 U nukledza S1

teplota: 37°C

cas: 5 min.

0o, 1-2, 4 pl DEP, O, 4 pl kethoxal, 0, 0,6, 1,2, 1,8 pnl DMS

26 HIV 1 (Clever et al., 1995)
........... (CCCCCCCC0Ceeeeaaaa)))))))ee)))) e CCCCCCCaawn)
UCGACGCCAGGACUCGCUUGCUGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACUGGUGA

)) 2)))) e (CCCCaaaa))))) e i (CCCCaaa))))) e
GUACGCCAAAAAUUUUGACUAGCGGAGGCUAGAAGGAGAGAGAUGGGUGCGAGAGCGUCAGU

AUUAAGCGGGGGAG
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od 0,02 do 0,1 U RNaza T1 (Pharmacia)
teplota: 0°C

c¢as: 20 min.

od 0,15 do 0,7 U Rnédza V1 (Pharmacia)
teplota: 0°C

c¢as: 20 min.

od 0,5 do 1% DMS (Aldrich)

teplota: 0°C

¢as: 20 min.

od 1,5 do 3% karbodiimid (Sigma)
teplota: 25°C

c¢as: 30 min.

od 4 do 8 mg kethoxal (U.S. Biochemical)
teplota: 0°C

cas: 60 min.

pufr: 30 mM HEPES (pH 7,5), 50 mM KC1l, 10 mM ZnCl,, 2 mM
dithiothreitol

27 HIV 1 (Damgaard et al., 1998)

O O P G G O O G G G G o G (P G o (O (S (G G (PR ))))))))N)NN)NNIN))) ) ) (L
GGUCUCUCUGGUUAGACCAGAUUUGAGCCUGGGAGCUCUCUGGCUAACUAGGGAACCCACUG
O O G G O G G O O G O (P ))))))))) ) )) ) et (CCCao 0.,
CUUAAGCCUCAAUAAAGCUUGCCUUGAGUGCUUCAAGUAGUGUGUGCCCGUCUGUUGUGUGA
O O G O G G G o G G G G P o G G O G (Y (PP ))) ) )) e ))))))) ) e
CUCUGGUAACUAGAGAUCCCUCAGACCCUUUUAGUCAGUGUGGAAAAUCUCUAGCAGUGGCG
.............................. ))))))) (CCeaaa)))))))))))) e o (
CCCGAACAGGGACUUGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCUGUCUCGACGCAGGACCUCGGC
O O O (P ))I))))) e (CCCCCCaae))))))) et
UUGCUGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACUGGUGAGUACGCCAAAAAUUUUG

N N S DD B I (COCCCCCCaeea)))))ea)))) e
ACUAGCGGAGGCUAGAAGGAGAGAGAUGGGUGCGAGAGCGUCAGUAUUAAGCGGGGGA

12 U/ml RNase T1l, 200 U/ml RNase T2, 350 U/ml RNase V1
teplota: 0°C
cas: 20 min.

28 HIV 1 (Harrison a Lever, 1992)

.............................................. (CCCCCCC C0Ca e
GCAGUGGCGCCCGAACAGGGACCUGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGCUCUCUCGACGCAGGA

OO O G O O O O (PP )))))))ee))))-))) ) (eea))))) e e
CUCGGCUUGCUGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGGCUGGUGAGUACGCCAAAA

PO (O O O G (o O G (G 1 1 0 10 S T 0 1 I T
AUUUUGACUAGCGGAGGCUAGAAGGAGAGAGAUGGGUGCGAGAGCGUCAGUAUUAAGCGGGG

GAGAAUUGGAUCGAUGG

od 0 do 1 U RN4za V1 (Pharmacia)
teplota: 0°C
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¢as: 30 min.

od 0 do 50 U RNéaza T1 (Boehringer, Lewes, England)
teplota: 0°C

¢as: 30 min.

od 0,05 do 0.3% DMS (BDH, Poole, England)

teplota: 20°C

¢as: 10 min.

kethoxal (United States Biochemical) od 10 do 35 mg/ml ve 20%
ethanol

teplota: 20°C

cas: 10 min

psoralen - UV 370 nm

pokojova teplota

cas: 10 min.

pufr: 30 mM Tris HCl1 (pH 7,8), 20 mM MgCl,, 300 mM KC1

29 MPMC (Harrison et al., 1995)

--------------------------------- (CCCaeeaee)))) e CCCCCa. 0
UGGCGCCCAACGUGGGGUGGAUACGAGGGAAUUUCGUGAGGAAGACGACGLCGUUCGCCGGCC
))))) (e (eevinnn ) ) (o (o COCCCa COCCCeeann ))))))))a)) )
GGCGAUUAAAAGUGAAAGUAAACUCUCUUGGCCGCCGCGGGAACCUGCCGLCGUUGGALCCUGA
D) e O O G (G O G I T 1 T 1 1 I G (o G (o (N (PR (N (P (((ewennn ))) .
AAGUAAGUGUUGCGCUCGGAUAUGGGGCAAGAAUUAAGCCAGCAUGAACGUUAUGUAGAACA
------ )) ) ))) ) ) e OO (eeaaea))))))))eee)))))
AUUGAAGCAGGCUUUAAAGACACGGGGAGUAAAGGUUAAAUAUGCUGAUCUUUUGAAAUUUU

))) et (CCCCCaaaa))))))
UUGAUUUUGUGAAGGAUACUUGUCCUU

od 0 do 1 U RN4za V1 (Pharmacia)

teplota: 0°C

c¢as: 30 min.

od 0 do 50 U RNaza T1 (Boehringer Mannheim)

teplota: 0°C

¢as: 30 min.

od 0,05 do 0.3% DMS (Fluka)

teplota: 20°C

¢as: 10 min.

kethoxal (United States Biochemical) od 10 do 35 mg/ml ve 20%
ethanolu

teplota: 20°C

cas: 10 min.

psoralen (Sigma)

UV 366 nm

pokojova teplota

cas: 10 min

pufr: 30 mM Tris HCl1 (pH 7,8), 20 mM MgCl,, 300 mM KC1
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30 HIV 1 (Hayashi et al., 1993)

O R N N N N N N N O R R R D IR )))))-))))
CGCCAAAAAUUUUGACUAGCGGAGGCUAGAAGGAGAGAGAUGGGUG

0,1, 0,5, 1 U nukledza Sl

pufr: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCI, 2 mM MgCl,
0,5, 1,0, 2,0% DEPC

pufr: 5 mM kakodylat sodny (pH 7,5), 10 mM MgCI,

31 HIV 1 (Huthoff a Berkhout, 2001)

O O P G O O O G G O O G G O o (G (2 O G O (PP ))))))))NINNINIINI)))) ) el
GGUCUCUCUGGUUAGACCAGAUUUGAGCCUGGGAGCUCUCUGGCUAACUAGGGAACCCACUG
(CCea COCCCa e ey O O G G P G P G o G G O G G e G o (P G o (P o (G o G G o (P G (P
CUUAAGCCUCAAUAAAGCUUGCCUUGAGUGCUUCAAGUAGUGUGUGCCCGUCUGUUGUGUGA
(COCCCCa o 00 CCCeaea))))) o COCCCCCa COCCa OO0 annn )))))))))) .
CUCUGGUAACUAGAGAUCCCUCAGACCCUUUUAGUCAGUGUGGAAAAUCUCUAGCAGUGGCG
(((onn.. ))) (e e ))))))))) e ) )))) ) e)) e e )))) e a)))) )
CCCGAACAGGGACUUGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCUCUCUCGACGCAGGACUCGGC

2))))))))))))))))))))))) ) ) ) ...
UUGCUGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGA

0, 1, 2, 4 ml DEPC, 0, 1, 2, 4 ml DMS
pufr: TEN buffer

teplota: 20°C

¢as: 15 min.

32 MoMLV (Mougel et al., 1993)

dimér

O O O O O O O (P ))))) ) ))) (OO Caeeaa)))))) e (CCCCCC.(
GCGCCAGUCCUCCGAUUGACUGAGUCGCCCGGGUACCCGUGUAUCCAAUAAACCCUCUUGCA
(CCCaaa))))) e cecaocccccccccccoccccccccccccccceceeceee. of
GUUGCAUCCGACUUGUGGUCUCGCUGUUCCUUGGGAGGGUCUCCUCUGAGUGAUUGACUACC
(Coee )N ) ) e e CCCCee ) ))))))))) e ee))))))))))
CGUCAGCGGGGGUCUUUCAUUUGGGGGCUCGUCCGGGAUCGGGAGACCCCUGCCCAGGGACC
) 2))) e a)))))))))))) . 0. (===
ACCGACCCACCACCGGGAGGUAAGCUGGCCAG

))2))))))) (e )))))) ) e (CCaa e e COCCCCCCCaaannn
CUUGUCUGCUGCAGCAUCGUUCUGUGUUGUCUCUGUCUGACUGUGUUUCUGUAUUUGUCUGA
))))))))))))) .

AAAUAUGGGCCAGA

monomér-konformace E

(COCCCC0Ceeeennn ))))) e) ) ) ) e (O e e e )))))) e e et (((
GCGCCAGUCCUCCGAUUGACUGAGUCGCCCGGGUACCCGUGUAUCCAAUAAACCCUCUUGCA
O O O ))) CCCCCC CCCCCCCCa (e e CCCCCCCCCCC. ((
GUUGCAUCCGACUUGUGGUCUCGCUGUUCCUUGGGAGGGUCUCCUCUGAGUGAUUGACUACC
(Ceeea)))N))N)DNIDN))))N))N)DN)DN))N)DD)DD)))))-)))) - (OO
CGUCAGCGGGGGUCUUUCAUUUGGGGGCUCGUCCGGGAUCGGGAGACCCCUGCCCAGGGACC

S O G (I ))) - (OGO (000 (===
ACCGACCCACCACCGGGAGGUAAGCUGGCCAGCA
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)))))))))))) e a)) )00 ) )) (OO COCCCCe et ))))))
UGCUGCAGCAUCGUUCUGUGUUGUCUCUGUCUGACUGUGUUUCUGUAUUUGUCUGAAAAUAU

)).-))))
GGGCCAGA
monomér-konformace B

(CCCCCCCCeeeennn ))))) ) ) ) e (OO (e (e e e e e e e e e e ))))
GCGCCAGUCCUCCGAUUGACUGAGUCGCCCGGGUACCCGUGUAUCCAAUAAACCCUCUUGCA
(COCCCCCCa e 0O ceCocccccccccccoccccccccccccecceceeeeee. of
GUUGCAUCCGACUUGUGGUCUCGCUGUUCCUUGGGAGGGUCUCCUCUGAGUGAUUGACUACC
(Coee)IIIIIIIIIIIIIIIII)) ) e e e CCCCeaa)))))))))) e ))))))))))
CGUCAGCGGGGGUCUUUCAUUUGGGGGCUCGUCCGGGAUCGGGAGACCCCUGCCCAGGGACC
)2))) ) )))) (e nt )))))))) ..
ACCGACCCACCACCGGGAGGUAAGCUGGCCAGCAACUUA

D))))) OO0 en e ))))))) e O O P G O O (G G
CUUGUCUGCUGCAGCAUCGUUCUGUGUUGUCUCUGUCUGACUGUGUUUCUGUAUUUGUCUGA

))))))))-))))
AAAUAUGGGCCAGA

-—- znaci vynechany nemapovany Usek RNA

5 pl CMCT (Merek, Germany)

1. pufr: 50 mM borat sodny (pH 8), 40 mM KCl, 5 mM MgCl,

2. pufr: 50 mM borat sodny (pH 8), 300 mM KCl, 5 mM MgCl,
teplota: 20°C

Cas: od 15 do 30 min.

3. pufr: 50 mM borat sodny (pH 8), 1 mM EDTA

teplota: 20°C

Cas: od 5 do 10 min.

1 pl DMS (Aldrich-Chimie, France)

1. pufr: 50 mM kakodylat sodny (pH 7,5), 40 mM KC1l, 5 mM MgCl,
2. pufr: 50 mM kakodylat sodny (pH 7,5), 300 mM KCl, 5 mM MgCl,
3. pufr: 50 mM kakodylét sodny (pH 7,5), 1 mM EDTA

teplota: 20°C

Cas: od 5 do 15 min.

od 3 do 7 pl DEPC (Sigma U.S.A.)

1. pufr: 50 mM kakodylat sodny (pH 7,5), 40 mM KCl, 5 mM MgCl,
2. pufr: 50 mM kakodylat sodny (pH 7,5), 300 mM KC1l, 5 mM MgCl,
3. pufr: 50 mM kakodylét sodny (pH 7,5), 1 mM EDTA

teplota: 20°C

¢as: 15 min.

33 HIV 1 (Paillart et al., 2004)

CCC OO e (000w nnnn ))))))))))))))))))))))) (CC(
GGUCUCUCUGGUUAGACCAUAUCUGAGCCUGGGAGCUCUCUGGCUAACUAGGGAACCCACUG

O O O O O O G (O P ))))))))) )Y ) e (CCCa (o
CUUAAGCCUCAAUAAAGCUUGCCUUGAGUGCUUCAAGUAGUGUGUGCCCGUCUGUUGUGUGA

OO O O O O O O O O O O O O O O O S S S S P ))) e )) e )))))))) e
CUCUGGUAACUAGAGAUCCCUCAGACCCUUUUAGUCAGUGUGGAAAAUCUCUAGCAGUGGCG

(((ennn. ) ) ) e e ))))))) ) e )))) e (CCC.(
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CCCGAACAGGGACUUGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCUCUCUCGACGCAGGACUCGGC

(COCCCa e ))))))) e ))) ) e OO ) ) ) ) )) ) et
UUGCUGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACUGGUGAGUACGCCAAAAAUUUUG

B G G P I I B
ACUAGCGGAGCCUAGAAGGAGAGACAUGGGUG

3 microl Me,S0O; (Acros Organics)
teplota: 37°C
cas: 4, 8 min.

34 SNV (Roberts a Lawrie, 2003)

vldsenka A
(CCCCCCCCCe o CCCCCaaaa))))))))))))))))
GGUCGCCGUCCUACACAUUGUUGUUGUGACGUGCGGLCCC
vldsenka C

O O O O O O O O O O O O S O O O O O O S S G PP ))))))))) ) ))))))))))))))
GAUUUUGUUCGUGGUGUUGGCUCGCCUACUGGGUGGGCGCAGGGAUCCGGACUGAAUCC

RN4dza Tl (Ambion), RNaza A (Ambion), RNaza V1 (Ambion)
pufr: 100 mM Tris (pH 7), 7 M KC1, 100 mM MgCl,
pokojova teplota

¢as: 15 min.
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