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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zaméfuje na studium lokalnich struktur v genomech retrovirt.
Retroviry jsou skupinou viri s RNA genomem, které maji schopnost integrovat svlij genom
do hostitelské DNA. Lokalni struktury v genomu retroviri hraji dilezitou roli v procesech
replikace, regulace genové exprese a interakci s hostitelskymi proteiny. Cilem této prace bylo
analyzovat lokalni struktury u vybranych retroviri pomoci bioinformatickych metod, pficemz
klicovym nastrojem byl G4 hunter, coz je nastroj pro identifikaci G-kvadruplext v genomu.
G-kvadruplexy jsou struktury DNA nebo RNA, které se skladaji z guaninovych zakladu
usporadanych do ¢tvefic a jsou spojeny vrstvenim guaninovych tetradd. G-kvadruplexy jsou
Casto lokalizovany v telomerach a promocnich oblastech gent, a mohou hrat dilezitou roli
vregulaci genové exprese, replikaci DNA a dalSich bunéénych procesech Analyza se
zaméfila predevSim na pritomnost potencialnich sekvenci tvofici G-kvadruplexy (PQS).
Vysledky této prace poskytuji dilezité informace o distribuci a frekvenci PQS v genomech
vybranych retroviri a pfispivaji k lepSimu porozumeéni jejich role v biologii vird.
Vysledky ukazuji, ze G-kvadruplexy jsou vyznamné lokalni struktury a Casto se nachazeji
v regulacnich oblastech genomu, coz naznacuje jejich klicovou roli v procesu virové infekce.

KLIiCOVA SLOVA

G-kvadruplex, retroviry, bioinformaticka analyza, G4hunter

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the study of local structures in the genomes of retroviruses.
Retroviruses are a group of viruses with an RNA genome that have the ability to integrate
their genome into the host DNA. Local structures in the retroviral genome play an important
role in the processes of replication, gene expression regulation, and interactions with host
proteins. The aim of this work was to analyze the local structures in selected retroviruses
using bioinformatics methods, with G4 Hunter being the key tool for identifying
G-quadruplexes in the genome. G-quadruplexes are DNA or RNA structures composed of
guanine bases arranged into quartets and are connected by stacking guanine tetrads.
G-quadruplexes are often located in telomeres, gene promoter regions, and can play an
important role in regulating gene expression, DNA replication, and other cellular processes.
The analysis focused primarily on the presence of potential G-quadruplex-forming sequences
(PQS). The results of this work provide important information on the distribution and
frequency of PQS in the genomes of selected retroviruses and contribute to a better
understanding of their role in viral biology. The results show that G-quadruplexes are
significant local structures and are often found in regulatory areas of the genome, indicating
their key role in the viral infection process.
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1. UVOD
Retroviry predstavuji fascinujici skupinu viri s RNA genomem, které maji schopnost
integrovat svilj geneticky material do hostitelské DNA. Tyto viry jsou znamé pro svou
schopnost zplisobovat vazna onemocnéni u lidi a zvifat, vCetné AIDS a nékolika typu
nadorovych onemocnéni [1].

Prvni ¢ast této bakalarské prace obsahuje literarni reSersi o retrovirech. Zahrnuje analyzu
jejich struktury, dalezitych proteind této skupiny, zivotniho cyklu a raznych typa
onemocnéni, které zpusobuji. Prace je zaméfena na lokalni struktury v genomech retrovirt.
Lokalni struktury jsou specifické strukturalni prvky v sekvencich DNA nebo RNA, které
mohou mit vyznamny vliv na biologické funkce téchto molekul. G-kvadruplexy jsou lokalni
struktury, na které se tato prace soustiedi. Tyto struktury se skladaji z guaninti usporadanych
do Ctvefic, vrstvenim 4 guanini vznikaji guaninové tetrady. G-kvadruplexy mohou vznikat
v jednofetézcové DNA nebo RNA sekvenci, kde jsou guaniny uspotadany do specifickych
motivl. Tyto struktury mohou vznikat za urCitych podminek, jako je napfiklad vyssi
koncentrace vyskytu guaninl a piitomnost kationti, jako je draslik nebo sodik [2, 3, 4].

V experimentalni Casti prace byly identifikovany a analyzovany G-kvadruplexy
v genomech vybranych retroviri pomoci bioinformatickych metod. Vyuzit byl nastroj
G4hunter, ktery umoziuje identifikaci potencidlnich sekvenci tvofici G-kvadruplex (PQS)
v genomech. Analyza téchto struktur poskytla informace o jejich §ifeni, frekvenci a moznych
funkcich v retrovirovych genomech. Studium G-kvadruplexii v genomech retroviri ma
potencial poskytnout nové poznatky o biologii té€chto viri a miuze vést k objevim novych
terapeutickych cilt pro 1é¢bu retrovirovych infekcich [5].

Cilem prace bylo analyzovat skupinu retrovird pomoci bioinformatické analyzy a zjistit
vyskyt PQS v jejich genomech. Dale bylo provedeno srovnani téchto vysledkd s genomem
Cloveka, aby byly zjistény pifipadné odliSnosti v rozlozeni G4 struktur. Zvlastni pozornost
byla vénovana také analyze jednoho konkrétniho retrovirového genomu — HIV-1, ktery je
zodpovédny za vznik syndromu AIDS [6]. Tento vyzkum zahrnoval anotaci genomu pomoci
bioinformatickych analyz, které poskytly informace o potencidlnich funkénich oblastech
virového genomu.

Tato bakalarska prace se snazi prispét k lep§imu porozumeéni funkci retrovird pomoci
kombinace literarni reSerSe a experimentalni bioinformatické analyzy.



1. TEORETICKA CAST

1.1. Charakteristika
Skupina retroviri byla poprvé objevena okolo roku 1900. Pivodni snaha studie této skupiny
virh byla zalozena na vyuziti zvifecich modeld k pochopeni lidskych nadorovych
onemocnéni. Dnes jsou hlavnimi cili retrovirologie 1éCba a prevence AIDS a vyuziti vird jako
nosi¢l genu. Zkoumani retrovird také zahrnuje zaméfeni na vir HIV nebo k vytvareni
virovych vektora [7, 8]

Tyto viry zahrnuji velkou skupinu puvodct (retroviridae), kterou spojuje spolecna
struktura virionu a zpusob replikace. Retroviry byly izolovany z vét§iny druhti obratlovea [1].
Je to skupina virt, ktera je schopna ménit geneticky material hostitelské buiiky. Radime je
mezi RNA-viry, maji tedy namisto DNA genetickou informaci v podobé RNA.
Charakteristickym rysem téchto vira je piepis své RNA na DNA pomoci reverzni
transkriptazy procesem zvanym reverzni transkripce a naslednou integraci virové DNA
do genomové RNA. Timto je jim umoznéno ulozit sviij geneticky material do hostitelského
genomu [ 10, 8].

1.1.1. Struktura
Viriony retrovird jsou obalené Castice o primeéru asi 100-200 nm s vnitinim kulovitym nebo
kuzelovitym jadrem a dimernim genomem polyadenylované RNA o délce 7-0 kilobazi
(kb) [1, 9]. Nezralé castice vykazuji zietelnou morfologii ve tvaru koule. U nezralych castic
retroviru je husta vrstva pod membranou nezralého retroviru tvofena polyproteiny Gag, které
vytvari parakrystalické usporadani [11].

Jadro viru je tvofeno nukleovou kyselinou (2 molekuly jednovldknové RNA), ktera je
chranéna kapsidou, tvofenou virovymi proteiny a dale je obalena fosfolipidovou dvouvrstvou
a glykoproteinovym virovym obalem, ktery je také dale vyuzit pii vstupu virionu do buriky.

Na Obrdazku 1 vidime popsany virion retroviru. Obal virionu chrani matrix a pod nim
kapsidu, ktera obsahuje RNA genom, reverzni transkriptdzu, kterd umoziuje prepis RNA do
DNA a je zaroven kliCovym enzymem pro replikaci retorvirt [10]. Na obrazku je také
zaznacen enzym protedza a integraza. Integraza umoziuje integraci virové DNA do genomu
hostitelské buiky, coz vede k replikaci viru [8].

- RNA genom
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Integraza

Protedza PR

RT Reverzni transkriptdza Matrix MA
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Obrazek 1:Virion retroviru. Obrdzek je schematicky [8]

1.1.2. Obal retroviru
Obal retrovirt je tvoren lipidovou dvojvrstvou, ktera vznika pucenim plazmatické membrany.
Proteiny obalu specificky rozpoznavaji proteiny bunécného povrchu a pomoci endocytozy se



dostavaji do bunék. Vstup iniciuje preména kladné obalené Castice na nukleoproteinovy
komplex, ktery vykonava své funkce, jako je reverzni transkripce a integrace Tyto ukony
vykonéava s minimalni pomoci od hostitelské bunky [10, 15, 12, 16].

1.1.3. Virovy genom

Genom retroviru se skladd z dimeru identickych jednovldknovych molekul RNA o délce
7-10kb. Genomova RNA je modifikovana zptisobem, ktery odrazi jeji syntézu a zpracovani
bunécnymi mechanismy: na 5'konci je uzaviena, na 3'konci je polyadenylovana. Tento
dimerni genom retrovird je schopen slouzit jako posel pro kapsidové proteiny a enzymy.
Sekvence, které reguluji strukturalni transformace virového genomu béhem zivotniho cyklu,
jsou shlukovany na konci RNA (signaly pro zahajeni a prubéh syntézy DNA, pro integraci,
pro piepis viru do RNA, pro zpracovani RNA a pro baleni RNA do ¢astic). Béhem syntézy
virové DNA jsou sekvence, které se nachazeji na koncich virové RNA, duplikovany, coz
vede k vytvoreni dlouhych terminéalnich repetic. Tyto repetice maji délku nékolika set
bazovych para a jsou umistény na obou koncich virové DNA [8].

Kromé genomu obsahuji viriony retrovirti fadu malych molekul RNA (a dokonce i nékteré
molekuly DNA), z nichz vétSina nema zjevnou ulohu pfi replikaci a predpoklada se, ze jde
o nahodné bunécné slozky obsazené ve virionu. Jedinou malou molekulou je molekula tRNA,
ktera je specificky spojena s genomem v ramci parovani bazi, konkrétné zastituje prenos
aminokyselin do ribozom a hraje velmi dilezitou roli v procesu translace [16, 17].

1.1.4. Proteiny u retroviru
1.1.4.1.  Gag-protein

Tyto polyproteinové prekurzory jsou syntetizovany z nesestiihané genomové RNA na
ribozomech bez membrany v cytoplazmé. Poté jsou transportovany na plazmatickou
membranu a indukuji uvolnéni vznikajicich castic v hostitelské burice, kde jsou nastiihany
pomoci proteazy [18]. Gag protein zastava ve virionu retroviri dvé velmi dulezité funkce.
Je soucasti hlavniho prekurzoru, ktery se podili na sestavovani, puceni a fidi tyto kroky. Déle
jako jednotlivy protein, ktery podporuje strukturu virionu a hraje dalezitou roli (v syntéze
DNA, integraci) na pocatku infekce. Tyto dvé funkce davaji za vysledek to, ze lze dosahnou
spojeni protein-membrana, které zpusobi puceni. PuCeni napomaha protein matrixu, ktery
lemuje vnitfni stranu obalu virionu [7, 8].

Vsechny retroviry maji gen Gag na 5' konci svého genomu. Protein Gag je primarni
translacni produkt tohoto genu. V okamziku, kdy je protein Gag zmutovan, ztraceji retroviry
svou schopnost se premistit z plazmatické membrany hostitelské buiky [19, 18].

1.1.4.2. NC-protein

NC-protein neboli HIV-1 je maly zakladni protein, ktery vzniké St€épenim polyproteinu Gag
virovou proteazou behem sestavovani viru v infikované burice. Retroviralni NC proteiny jsou
proteiny vazajici nukleové kyseliny, které maji silnou kondenza¢ni a chaperonovou aktivitu.
NC protein fidi kritické strukturni zmény genomové RNA, zejména dimerizaci RNA
v pribéhu sestavovani viru a annealing virové nukleové kyseliny, ktery je nutny pro replikaci
genomove RNA virovou reverzni transkriptazou [20, 21]. NC podporuje tvorbu duplext
RNA-RNA, coz je pravdépodobné nezbytné pro uskutecnéni asociace genom-primer
a dimerizaci genomu. Je také zodpovédny za rozliSovani mezi sestfizenymi a nesestfizenymi
virovymi RNA [8, 9, 20, 21]

) 1.1.4.3.  Pol-protein
Ulohou proteina Pol je syntéza virové DNA a jeji integrace do hostitelské DNA brzy po
infekci. Ackoli jsou tyto proteiny schopny vykonavat potfebné enzymatické funkce in vitro,



skutecné reakce in vivo probihaji v kontextu slozitési struktury odvozené od virové kapsidy,
ktera muze byt nezbytna pro zajisténi specifi¢nosti [1, 8]

1.1.4.4.  Protedza
Retrovirové protedzy jsou klicovymi enzymy pfi virovém Sifeni a jsou zpocatku
syntetizovany s jinymi virovymi proteiny jako polyproteinové prekurzory, které jsou nasledné
Stépeny virovou proteazovou aktivitou na specifickych mistech za vzniku zralych, funkénich
jednotek [25, 26]. Oblast genomu kodujici protedzu lezi vzdy mezi proteiny Gag a Pol. Je to
asparagova proteaza, jejiz funkéni formou je dimer. Je zodpovédna za vSechna proteolyticka
Stépeni vytvarejici zralé Gag a Pol proteiny béhem zrani virionu [8, 27].

1.1.4.5.  Env-protein

Gen Env je prekladan na polysomech vazanych na membranu, ¢imz vzniké prekurzor, ktery je
nasledné modifikovan glykosylaci a $t€épenim na dva proteiny. Na rozdil od proteind Gag
a Pol jsou proteiny Env zpracovavany bunéénymi systémy. Jedinou ulohou Env proteint je
zprostredkovani asociace virionu s hostitelskou buiikou a vstup do ni [7, 8].

Gen Env obvykle piekryva 3' konec ¢teciho ramce Pol (s vyjimkou lentivird a spumavira)
a akceptor sestfihu pro £Env obvykle lezi v kodujici oblasti Pol. Mira vyuziti tohoto akceptoru
sestfihu urCuje pomér genomu a Env mRNA. Vyuziti tohoto proteinu je ureno sekvencemi
v blizkosti mist sestfihu a uvniti gentt Gag a Pol [30].

1.1.4.6.  Nef-protein

Protein Nef je vyluCovan vSemi lentivirovymi viry primata — HIV-1, HIV-2 a SIV.
Jeho exprese v ranych fazich zivotniho cyklu viru zajis§tuje dva zakladni atributy infekce
HIV - je to aktivace T-bun€k a vytvoreni trvalého stavu infekce. Nef ma pozitivni vliv na
virovou infekci a replikaci tim, ze podporuje prezivani infikovanych buné€k [31]. Nef je
vyrazné exprimovan na pocatku infekce a predpoklada se, ze optimalizuje bunééné prostredi
pro virovou replikaci. Kontroluje zaroverni uroven exprese ruznych povrchovych bunécnych
molekul, které hraji dulezitou roli v imunité hostitele a zivotnim cyklu viru [32].

1.2. Zivotni cyklus retroviri
Zivotni cyklus retrovird zagina reverzni transkripci a integraci do genomu hostitele, nasleduje
vznik mRNA, ktera vznika v procesu transkripce, béhem kterého RNA polymeraza piepisuje
genetickou informaci z DNA do RNA, mRNA nasledné putuje do cytoplazmy, kde probiha
druhy krok, ktery se nazyva translace. Reverzni transkripce probihd ve virové partikuli
v cytoplazmé. Vznikne vysledna cDNA, ktera je poté pomoci virové integrazy zaclenéna do
genomu hostitele [8, 33, 34]. V této fazi viry vyuziji hostitelské mechanismy pro expresi
gend.

Na Obrdzku 2. mizeme vidét Zivotni cyklus tdchto vird. Cast viru vstupujici do oblasti
v levé horni Casti buriky se rozbaluje a vytvari proteinovy komplex, ve kterém se nachazi
virova RNA, Nasleduje proces reverzni transkripce, kdy je prepisovana virova RNA do DNA
pomoci reverzni transkriptazy. Po migraci do builky se komplex integruje do chromozomu
hostitelské buriky. Nasledné je zde zobrazena syntéza virové RNA a proteint, coz vede
k seskupeni Castic, které opoustéji buiku pres plazmatickou membranu. Cyklus konci
uvolnénim novych vira z hostitelské buriky, coz umoziuje infikovat dalsi organismy [8,1].
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Obrézek 2: Zivotni cyklus retrovirii [8]

1.2.1. Reverzni transkripce

Proces transkripce zacina syntézou jednoretézcové DNA (proto také reverzni transkripce,
protoze prepis probiha z RNA do DNA). Molekula tRNA zah4ji reverzni transkripci.
Je komplementarni k mistu vazby primeru (PBS). Poté pfichazi reverzni transkriptaza, ktera
syntetizuje 3'konec virové DNA, RN-aza rozlozi virovou RNA, to umozni parovani
reverznich sekvenci nové vzniklé DNA s 3' koncem RNA viru. Nakonec se reverzni oblast
DNA fetézce presune z 5' konce na 3' konec RNA viru. Poté reverzni transkriptaza dokoncuje
tvorbu kopie s vyuzitim 5' konce. V dal§im kroku RN-aza rozlozi veskerou RNA v duplexu
RNA-DNA s vyjimkou PPT (Primer-Template-Pairing), coz v reverzni transkripci oznacuje
parovani pifedlohy (template) s pocatenim primerem beéhem procesu syntézy
komplementarniho DNA (cDNA) z RNA pomoci reverzni transkriptazy [8, 11, 28].

Tento Gsek je vyuzivan k zah4jeni syntézy dalsiho fetézce DNA, ktery odpovida
3' poloviné retrovirového genomu. Po odstranéni tRNA a genomového RNA z RNA-DNA
dochazi ke druhému ,skoku“, béhem kterého se PBS na 5'konci druhého fetézce DNA
hybridizuje s komplementarnim PBS na 5' konci prvniho fetézce DNA. 3" hydroxylové konce
obou fetézct pak slouzi k zahajeni syntézy DNA, aby mohla byt dokon¢ena dvoufetézcova
molekula. Konverze retrovirové RNA na DNA vede k tvorbé dlouhych koncovych repetic
na obou koncich molekuly [8, 35, 37, 67]. Mechanismus zobrazuje Obrdzek 3.
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Obrazek 3:Mechanismus reverzni transkripce [67]

1.2.2. Integrace

Integrace kopie DNA virového genomu do DNA hostitelské buriky je zakladnim krokem
v zivotnim cyklu vétSiny, ne-li vSech retroviri. Retrovirové molekuly DNA nejsou obvykle
schopny se samostatné replikovat jako epizomy, jejich stabilni udrzeni v dé€licich se buiikach
zavisi na integraci. Po integraci se genom viru (RNA) neboli provirus pienasi jako integralni
prvek hostitelského genomu. Integrace slouzi k piepisu virové DNA do novych kopii
virového genomu a mRNA, které koduji virové proteiny. Integrace proviru tedy definuje
kriticky pfechod v zivotnim cyklu viru od pouhého prezivani k mnozeni [42, 43, 24].

Zallenéni retrovirové DNA do hostitelského genomu je katalyzovano enzymem
integrazou, ktery ma endonukleazovou aktivitu. Stépi se konce dlouhych koncovych repetic
a integraza vytvoii 5' konce. Ty jsou pak pouzity k ataku fosfodiesterovych vazeb v cilové
DNA sekvenci hostitele, katalyzovanych pomoci integrazy. Toto vede k vytvoreni vazeb mezi
retrovirovym fetézcem a fetézcem hostitele. Provirus je v misté zaclenéni duplikovan a stava
se tak uplnou soucasti hostitelské buiiky, ve které se replikuje jako kazdy jiny segment jeji
vlastni DNA [24, 44, 37, 35, 8].
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1.3. Rozdéleni retrovira
Podle aktualniho rozdé€leni z roku 2022 podle ICTV (International Committee on Taxonomy
of Viruses) délime retroviry na 2 podceledi. Orthoretrovirinae je podceled’, kterda ma ve své
skupiné 6 druht retrovird. Druha podceled’ je Spumaretrovirinae, ktera je rozdélena do 5
druht retrovirt.

1.3.1. Orthoretrovirinae
Do této podCeledi jsou zafazeny viry, které zpusobuji velmi zavazna onemocnéni jak
u Cloveka, tak u zvifete. Mezi nejznaméjsi Orthoretrovirinae patfi virus zpusobujici
onemocnéni AIDS —virus HIV. V Tabulce I vidime rozdéleni podceledi Orthoretrovirinae
a druhy této skupiny. U kazdého druhu jsou vypsany nejznaméjsi zastupci retroviru.

Tabulka 1:Rozdéleni Orthoretrovirinae podle ICTT

ORTHORETROVIRINAE
ALPHARETRIVIRUS BETARETROVIRUS | DELTARETROVIRUS EPSILONRETROVIRUS GAMMARETROVIRUS | LENTIVIRUS
ASLV i
. s Viry typu HTLV HIV
(Virus leukozy ptaciho MMTV (Virus lidské T-bun&iné WEHV . MLV SIV
sarkomu) L. (Virus mysi leukémie)
leukémie) FIV
RSV
1.3.1.1.  Virus leukozy ptaciho sarkomu

Virus ptaci leukdzy (ALV) je nejbézn€jsim pfirozené se vyskytujicim ptaim retrovirem,
ktery maze u kufat zpusobit fadu neoplastickych onemocnéni. Kromé toho, ze zpusobuje
neoplazii (tvofeni nové tkan€ ve spojeni s bujenim nadord), je znamo, ze ALV je spojen se
snizenou produktivitou a produkénimi problémy celkové v postizenych hejnech. Typ nadoru
vyvolaného ALV je ovlivnén kmenem viru, davkou expozice, genotypem, pohlavim hostitele
a vékem pfi expozici [46, 47].

Viriony virti ptaci leukozy a sarkomu se od viriona jinych obalenych zivocisnych RNA
vira lisi slozitéjsi strukturou bez jasné pozorovatelné vnitini symetrie a tim, Ze maji vice
proteina [24].

1.3.1.2.  Virus lidské T-bunécné leukémie

Kolem roku 1980 byla v Japonsku popsana ,nova“ leukémie oznaovana jako T-bunécna
leukémie, jinak nazyvan lymfom dospélych T-bunék (ATL). 10 let poté byl izolovan
retrovirus, virus lidské T-bunécné leukémie typu 1 (HTLV-1), ktery toto onemocnéni
zpusobuje. Jedna se o infekénost HTLV, kde onkoprotein HTLV-1 Tax iniciuje transformaci
vytvofenim bunécného prostfedi podporujiciho aneuploidii a poskozeni DNA [47]. Je to
retrovirus, kterym je infikovano 20 miliond lidi na celém svété a zaroveni byl prvnim
retrovirem, u né¢hoz byla prokazana pfi¢inna souvislost s lidskym nadorovym onemocnénim,
lymfomu dospélych T-bunék [46]

Jeho virovy onkoprotein Tax je potfebny k zahajeni, ale nikoli k udrzeni bunécné
transformace. Tax transformuje bunky rdznymi mechanismy, vcCetné vytvareni
chromozomalni nestability, amplifikace centrozomi, poskozeni DNA a aktivace
cyklin-dependentnich kinaz [52].

1.3.1.3.  Virus mysi leukémie
Viry mysi leukémie (MLV) patii mezi nejjednodussi retroviry. Jsou to viry zpusobujici
leukémii a nadorova onemocnéni u infikovanych mysi. MLV jsou studovany jiz mnoho let,
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pocinaje 50. lety 20. stoleti, kdy se zjistilo, Ze leukemie muZe byt pfenasena na novorozené
myS$i. Genom MLV byl také pouzit jako vychozi material pfi vyvoji vektori pro genovou
terapii. V neposledni fadé byly MLV casto povazovany za , modelové™ retroviry [53, 54].
Na bunécné trovni se zda byt infekce MLV témét zcela neSkodnéa, obecné nejsou patrné
zadné ucinky produktivni infekce MLV na rust, fyziologii nebo morfologii bunék [53, 54,
55].

1.3.1.4. HIV

V této dobé zije priblizn€ 37 miliont osob s touto infekci. Nelécena replikace HIV zptsobuje
postupny ubytek CD4*T bunék, coz vede ke zvySenému riziku infekénich, onkologickych
aimunitnich komplikaci. Infekce HIV také prispiva ke wvzniku kardiovaskularnich
onemocnéni, onemocnéni kosti, porucham funkce ledvin nebo jater [6].

Onemocnéni AIDS je zpusobeno virem lidské imunodeficience (HIV). U 1éku Retrovir
(AZT) bylo prokazano, ze se diky nému prodlouzi zivot pacientd s nakazou HIV [58, 57, 59,
60].

1.3.1.5. FIv

Virus koci¢i imunodeficience (FIV), difive koci¢i T-lymfotropni lentivirus, byl poprvé
izolovan ze skupiny kocek v Kalifornii v roce 1986. Replikuje se prednostné v kocicich
T-lymfoblastickych burikach, kde zplsobuje charakteristicky cytopaticky uc¢inek. U kotat
infikovanych FIV se infekce projevuje horeckou. To je spojeno s generalizovanou
lymfadenopatii. Vétsina kocek se z této pocatecni faze onemocnéni zotavi a stane se
celozivotnimi nositeli viru. K tplnému uzdraveni nedochéazi v zddném rozsahu v piirod¢ ani
v laboratornich podminkéch [58, 62, 61].
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1.3.2. Spumaretrovirinae
Do této poceledi fadime viry, které zpusobuji zavazna onemocnéni hlavné u zvifat, jako je
Feline foamy virus napadajici kotky nebo kon&. Radime sem i viry, které zptisobuji
onemocnéni u lidi — HFV. V Tabulce 2 je sepsano rozdé€leni Celedi Spumaretrovirinae
a skupiny tohoto druhu. V kazdé skupiné je zminén jeden hlavni zastupce.

Tabulka 2.: Rozdéleni spumaretrovirinae podle ICTV

SPUMARETROVIRINAE
BOVISPUMAVIRUS | EQUISPUMAVIRUS | FELISPUMAVIRUS | PROSIMIISPUMAVIRUS | SIMIISPUMAVIRUS
. . Feline foamy Brown‘ greater galggo HFV
Bovine foamy Equine foamy . . prosimian foamy e
(vi dajici skot) | (virus napadajici kon¢) (Virus napadajici (virus napadajici komby) (foamy virus
VIrus napadayic v pada) kogky) v pada) Y napadajici lidi)

1.3.2.1.  Feline foamy
Tyto viry jsou mozné izolovat z vétSiny tkani infikovaného zvitete. Jsou to viry napadajici
hlavné kocky. DNA téchto viri jsou pfitomny v lymfocytech zvifete. Pienos viru probiha
nejspiSe kousnutim nebo vzduchem. Tento virus negativné ovliviiuje imunitni systém kocky,
napada urcity organ nebo ¢ast téla [64].

1.4. Vyuziti retrovira
Pouziti retrovird jako vektort se osvédcCilo v mnoha genovych terapiich. Pouziti retrovirovych
vektori ke zméné genové exprese se ukazalo byt cennou alternativou k transgennim
pfistupim. Mnohé z genetickych manipulaci, které se tak osvédCily u mysi, 1ze napodobit
pomoci retrovirovych vektord. Pouziti retrovirt ke zméné genové exprese ma né€kolik vyhod
vyplyvajicich ze snadného vytvareni rlznych expresnich vzorci pomoci stejného viru.
Retroviry mohou byt pouzity k preneseni specificky zaméfeného genetického materialu do
bunék pro studium funkce genti nebo regulaci genové exprese [65, 66].

V genové terapii najdou tedy retroviry také své misto. Genova terapie je 1éCebnd metoda
s potencialem 1€¢it dédicné a ziskané choroby. K pfenosu gent do sav¢ich bunék bylo pouzito
nékolik virovych a fyzikalné-chemickych nosici, ale ve vétsing€ klinickych studii genové
terapie se pouzivaji rekombinantni retroviry [67, 68].

2. LOKALNI STRUKTURY DNA

2.1.Z-DNA
DNA  koéduje  biologickou  informaci  nejméné  dvéma  raznymi  zpusoby.
Zaprvé, prostiednictvim  linearniho  pofadi  nukleotidi  urCuje  sloZeni  proteind.

Zadruhé, prostiednictvim svého tvaru muze DNA poskytovat informace k regulaci sestaveni
bunéénych struktur DNA. Z-DNA je schopna nabyvat mnoha tvart. Jedna ze zmén tvaru je
ta, ke které dochazi pfi prechodu od pravotocivé Sroubovice B-DNA k protahlejsi levotoc¢ivé
konformaci Z-DNA [69, 71, 72]. Na Obrdzku 4 mizeme vidét rozdil mezi Z-DNA a B-DNA.
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Obrazek 4:: Srovnani struktury B-DNA a Z-DNA [71]

Z-DNA je konformace s vyS$si energii nez B-DNA. Z-DNA mohou tvofit sekvence jak GC,
tak GT.Preména na Z-DNA zavisi na sekvenci, nejlepsi sekvence pro tvorbu tohoto typu
DNA je sekvence d(GC)n, tato zkratka znamena, ze sekvence obsahuje dvojici bazi G a C,
,,n“ udava pocet opakovani této dvojice. Dalsi sekvence, ktera tvoii Z-DNA je d(TG)n,
opakovani d(GGGC)n nebo d(TA)n [71, 69, 73, 74, 75, 76, 72].

Energie potfebna k tvorbé Z-DNA in vivo vznika transkripci. Torzni napéti generované
pruichodem RNA polymerazy se pak stava silnym zdrojem energie pro stabilizaci
Z-DNA K preklopeni z formy B do formy Z dochazi, kdyz procesni enzymy, jako jsou
polymerazy a helikazy, vytvareji nedostate¢né navinutou DNA [71, 72].

Dulezitym inflexnim bodem byla identifikace vazebné domény Z-DNA pojmenované
Za 1,2 DNA z dsRNA editacniho proteinu ADAR. Interakce mezi Za a Z-DNA jsou
konformacné specifické. Bylo zjisténo, ze doména Za vaze levotoCivou konformaci Z-RNA
dsRNA (dvojvlaknova RNA) bez sekvencni specifity, coz poskytuje mechanismus pro
zacileni regula¢niho proteinu ADAR na substraty upravujici dsRNA. Uvadi se tedy, ze
Z-DNA podporuje transkripci DNA [69, 70, 73, 74, 75, 76, 77].

2.2. Triplex
Tvorba tfifetézcové, resp. trojité helikalni struktury nukleovych kyselin byla poprvé
pozorovana v roce 1957, kdy prokazali stabilni a specifickou vazbu jednofetézcového
polyuridinového oligonukleotidu na polyuridin/polyadenosinovy duplex [78].

Triplex DNA vznika, kdyz pyrimidinové nebo purinové baze obsadi hlavni drazku dvojité
Sroubovice  DNA a tvoifi Hoogsteenovy pary s puriny Watson-Crickovych bazi.
Mezimolekularni triplexy vznikaji mezi triplexotvornymi oligonukleotidy (TFO) a cilovymi
sekvencemi na duplexni DNA. Intramolekularni triplexy jsou hlavnimi prvky H-DNA
(H-DNA  zahrnuje triplex jako hlavni strukturrni  prvek), které se tvori
v homopurin-homopyrimidinovych oblastech superzavitové DNA [77].

Béhem studia triplexti se ukazalo, ze TFO by mohly byt univerzalnimi 1éCivy (regulace
genové exprese, 1écba genetickych chorob nebo antivirova 1écba), které vykazuji sekvencné
specifické rozpoznavani duplexni DNA [72].

Na Obrazku 5 vidime 3 Casti. V sekci A model DNA, tmava paska znazornujici relativni
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polohu TFO (Cerné vlakno) v hlavni drazce DNA (Sedé a bilé vlakno); plné Cerné Cary jsou
Watsonovy-Crickovy pary bazi. V ¢asti B je pyrimidinovy vazebny motiv. Nahote vazba
TFO v paralelni orientaci na polypurinové vlakno DNA,; Sipky oznacuji jednotliva vlakna
trojité Sroubovice a sméfuji ve sméru 5' az 3'. Dole dva triplety tohoto motivu. Protonizace
N3 cytosinu v tripletu je nutnd pro spravnou vodikovou vazbu s guaninem. V sekci C je
purinovy vazebny motiv. Nahotfe vazba TFO na polypurinové vlakno DNA v antiparalelni
orientaci. Dole tfi kanonické triplety bazi v tomto motivu-Hoogsteenovy vodikové vazby
a Watsonovy-Crickovy vodikové vazby [82, 81]

B

5' > 3’ © TFO

I Polypurinové vidkno DNA
5 Polypyrimidinové vldkno

Vyzadovana o
3 . W
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Obrazek 5:Vznik triplexu, zdakladni rysy interakce trojité Sroubovice zaloZené na oligonukleotidech [78]

2.3. G-kvadruplexy
G-kvadruplexy jsou specifické struktury, které mohou vznikat v sekvencich bohatych na
guanin v DNA nebo RNA. Mohou se vytvaret intramolekularné v jednotlivém fetézci
s vysokym obsahem guaninu nebo intermolekularn€, coz vede k rliznym trojrozmérnym
konformacim [2]. Tyto struktury jsou umistény v kli¢ovych oblastech genomu, jako jsou
telomery, promotory onkogent, vazebna mista transkripcnich faktori a rekombinacni
mista [81].

Intramolekularni skladani vyzaduje pfitomnost Ctyf nebo vice G-traktt v jednom fetézci,
zatimco intermolekularni skladani muze vzniknout ze dvou nebo Ctyf fetézcd, coz vede
k paralelnim nebo antiparalelnim strukturam v zavislosti na orientaci fetézcu
v G-kvadruplexu [85, 86]. Tyto struktury Casto nachazeji spolecné s regulacnimi oblastmi
genll a jsou asociovany s chromosomalnimi zlomy, translokacemi a genetickymi
poruchami. [87, 88, 89].

Sekvence kodujici G-kvadruplexy se nachazi v regulacnich oblastech, hraji roli
v transkripci a také regulaci RNA. Sekvence G-kvadruplexd jsou zastoupeny v promotorech
onkogent (KIT, MYC, KRAS). Jsou tedy vyznamné pro rozvoj nadorovych onemocnéni, kde
jsou terapeutickymi cili pro lé¢bu [90, 91].

Na Obrdzku 6 v Casti A je zobrazena G-tetrdda, coz je plocha struktura, kde kazda
guaninova baze slouzi jako donor i akceptor dvou vodikovych vazeb [92]. Tyto struktury jsou
tvofeny ¢tyfmi guaninovymi bazemi, které jsou uspofadané do rovinného kvartetu, kde kazdy
guanin je vodikoveé vazan na sousedni guanin. Kvartety se pak mohou skladat nad sebou,
¢imz vznika stabilni G-kvadruplexova struktura. G-kvadruplexy jsou charakteristické tim, ze
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obsahuji vrstvy dvou nebo vice G-tetrad, ve kterych jsou Ctyfi guaniny propojeny
Hoogsteenovymi H-vazbami a jsou centralné koordinovany monovalentnimi kationty.
Obecné plati, ze stabilita G-kvadruplexu roste s poctem obsazenych G-tetrad [93, 94].
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Obrazek 6:0brazek 5: Guaninova tetrada a priklady G-kvadruplexu tvoreného jednim nebo vice vidkny nukleovych kyselin.
Obrazek A — guaninova tetrada vytvorena na zdkladé Hoogsteenova pdarovani bazi,Obrazek B — vrstveni guaninovych tetrad
a priklady G-kvadruplexii z jednoho, dvou a ctyr vidken nukleové kyseliny [89]
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2.4. K¥izova struktura

Tyto struktury vznikaji z inverzné umisténych opakovani, kterd mohou mit délku od 6 do
nékolika stovek nukleotidi. Dulezitou roli zde hraje slozeni repetic, coz prispiva k vyssi
stabilité paru cytosin-guanin, stejné jako k parovani mezi opakovanimi, ktera tvori smycku
vlasenky [77]. Pro dosazeni termodynamické stability kiizové struktury je nezbytné, aby
inverzni opakovani mélo délku minimalné 6 bazi [66, 97].

Na Obrazku 7 je znazornén prechod z inverzni repetice jako linearni DNA do kiizové
struktury DNA.

A) Lincrni DNA

B) Kiizovi DNA O Bt
C A
T A
G (@ Vlasenka
gl c——7———
A T
¢ G Rozvétveni
A TTG /
5 3
) ’
3! C C 5

G i
G G

Obrazek 7: dlouhd inverzni repetice. Obrdzek A zobrazuje linedrni DNA a Obrazek B inverzni repetici jako kiiZovou
strukturu [77].

2.5.I-motiv
I-motivy jsou ctyt vlaknové sekundarni struktury DNA, které se mohou tvofit v sekvencich
bohatych na cytosin. Jsou stabilizovany kyselymi podminkami pfi pH mensi nez 7 a skladaji
se ze dvou paralelné vedenych DNA duplexu, které jsou drZzeny pohromadé v antiparalelni
orientaci interkalovanymi pary bazi cytosin-cytosin+ [99].

I-motivové struktury mohou byt tvofeny v regula¢nich oblastech lidského genomu
a podporuji, ze G4 struktury mohou hrat komplementarni roli v regulaci genové exprese [100,
101]. Na Obrazku 8 vidime v sekci (A) C:C+ zakladni par cytosinu, je zde zobrazena
chemicka struktura v¢etné umisténi atomd vodiku, uhliku, dusiku a kysliku. V sekci (B)
vidime vrstveni mezi interagujicimi pary bazi C:C+, ukazuje interakce mezi dvéma
cytosinovymi bazemi. Tyto baze jsou vazany vodikovymi interakcemi. V sekci (C) jsou
zobrazeny trojrozmeérné struktury I-motivu v DNA. Na levé stran€ je pohled z boku, zatimco
na pravé strané je tentyz motiv otocen o 90°, coz ukazuje schodovitou strukturu. Na obrazku
(D) je schéma znazoriujici 3'E (vlevo) a 5'E (vpravo) interkalacni topologie intermolekularni
struktury I-motivu, znazoriuje usporadani cytosinovych bazi a vazeb mezi nimi [101, 77].
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Obrazek 8:: Zobrazeni I-motivu [101]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Analyzované organismy
Pro analyzu byly vybrany retroviry. Pomoci webové stranky NCBI (Narodni centrum pro
biotechnologické informace), ktera je vetfejné dostupnou databazi, byly ziskany genomy
téchto virt. Celkovy pocet ziskanych genomu retrovirt Cinil pfiblizné 8000, nicméné kvili
nekompletnosti nékterych genomu bylo pro analyzu vyuzito pouze 5778 z nich.

3.2. Metody
3.2.1. Software G4hunter
G4hunter je bioinformaticky nastroj navrzeny k identifikaci a predikci potencidlnich
G-kvadruplexit v DNA sekvencich. Pro analyzu PQS sekvenci, které mohou tvofit
kvadruplexy (,,putative quadruplex sequence) byl pouzit webovy nastroj G4hunter, ktery je
soucasti webového serveru DNA Analyser. K identifikaci potencialnich G-kvadruplexa
G4hunter vyuziva algoritmy pro vyhledani sekvenci v . DNA, které maji potencial tvofit
G-kvadruplexové struktury [103, 104, 105]. Vysledky jsou prezentovany pomoci G4hunter
skore.

Byl vytvoren vstupni soubor s koncovkou .csv. Tento soubor obsahoval nazev viru, NCBI
ID viru a tag, ktery obsahoval podc¢eled’, ve které je retrovirus zarazen. NCBI ID je unikatni
kod kazdého viru, pomoci néhoz se z databaze NCBI importuji sekvence nukleovych kyselin,
které pravé G4hunter analyzuje [103].

Vstupni soubor byl nahran na disk Google a ve skriptu (Obrdazek 10) v Google
colaboratory byla provedena samotna analyza. Byly nastaveny parametry pro analyzu
nasledujicim zpusobem, velikost okna pro zobrazeni byla stanovena na 25 nt (poctu
nukleotid) a G4hunter skore (prahova hodnota) na 1,2. Vystupni soubor ze skriptu obsahuje
informace o poc¢tu guanind a cytosini v DNA, informace zahrnuje i cytosin, protoze je vzdy
analyzovano jedno vlakno molekuly DNA a cytosin je komplementarni s guaninem. Soubor
dale obsahuje informace o délkach danych sekvenci, pocet PQS a také informace o frekvenci
nalezu PQS v daném useku G4hunter skore.

Vysledky analyzy jsou ukladany do webové aplikace G4hunter, ktera nam poskytuje
grafické zobrazeni vysledku, pocet PQS, frekvenci PQS, informace o délce sekvence a pomér
GC. Tyto vysledky lze vidét na Obrdzku 9.
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000100000o000000000000000000000000000100000001000020|000000000000100101000|000|..

ysi i ysis results Export Sequence info
Window size: 25 Quadruplexes found: 11 & CSV Individual & CSV Grouped I= Bedgraph Human_immunodeficiency_virus_1
Threshold: 1,2 Frequency: 1,2 / 1000 bp 9181bp

GC: 3867 (42,1%)

~Position sLength Sequence Score chart $G4Hunter score
$(abs)

359 28 Q AGCGGGGGAGAATTAGATCGATGGGAAA 1,107 m
4325 51 Q ATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAG 1,314 m
5250 29 Q TTATGGGGATACTTGGGCAGGAGTGGAAG Text 1138 m
5792 26 Q AGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAGA 1154 m
5795 38 Q ACTTGTGGAGATGGGGGTGGAGATGGGGCACCATGCTC 1,026 m
5986 35 Q GCCTGTGTACCCACAGACCCCAACCCACAAGAAGT [ | -0,971 m
7544 30 @ TCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAAC 1 m
7914 30 Q ATCGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAG [ ] -11 m
8112 34 Q TGTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGTGGGAAGCC 1,029 m
8612 36 Q TTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCAC 0,944 m
9005 39 Q GGGAGGCGTGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCC 1,154 m

Obrazek 9: Snimek obrazovky aplikace G4 hunter, vstupni okno pro HIV' 1 genom, zobrazeni vyskytu POS, vysledky analyzy

cO ¥ complete analyses 05 MD.ipynb ¢
bt Soubor Upravit Zobrazit VloZit Bé&h Nastroje Népovéda Naposledy upraveno 27. biezna

+ Kéd + Text

mport glob
results = glob.glob("'
annotations = glob.glob('/content

results.sort()
annotations.sort()

results

['/content/drive/MyDrive/BP_Praktickd/HIV/virus5098_d1973805-36cd-4559-95ac-f404c8ca99b0_result.csv']

annotations

['/content/drive/MyDrive/BP_Prakticka/Anotace/Human_immunodeficiency_virus_1l.csv']

r result, annotation in zip(results, annotations):
print(result)
print(annotation)
print("’ ‘)

/content/drive/MyDrive/BP_Prakticka/HIV/virus5098_d1973805-36cd-4559-95ac-f404c8ca99b0_result.csv
/content/drive/MyDrive/BP_Prakticka/Anotace/Human_immunodeficiency_virus_1.csv

Obrazek 10: Snimek obrazovky skriptu G4 hunteru Google colaboratory

3.2.1.1. G4hunter skore
G4hunter je nastroj pro predikci G-kvadruplexti v nukleovych kyselinach. Algoritmus, ktery
G4hunter pouziva, pocita s oblastmi DNA nebo RNA, ve kterych se guanin vyskytuje se
zvysenou, nebo sniZzenou &etnosti [103].
P1i vypoctu G4hunter skore maji G kladnou hodnotu a C hodnotu zapornou, pficemz A a T
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maji hodnoty rovny 0. Pokud mame v sekvenci vice G za sebou, hodnota skoére se timto
zvySuje. Na druhé stran€, kdyz je sekvence s vice C za sebou, hodnota se tedy snizuje.
Soucet skore je pak délen délkou okna. Nejvyssi dosazitelné skore je 4/-4 [106] . Pii zahgjeni
analyzy je tfeba na webové aplikaci nastavit nejmensi velikost G4hunter skore, pro kterou
budeme G4 nachézet, tato velikost byla nastavena na 1,2.

Ptiklady vypoctu G4 hunter skore [105]:
« CCC

=>.3-3-3=-9=>.9/3=.3
« GGGGGG
=> 4+4+ 4+ A4+ 444 =24 => 24 / 6 = 4
« ATCCCAAGGGAA
=> 0+0-3-3-3+0+0+3+3+3+0+0=0=>0/12=0
¢ ATGGATGGATGATGAT
=> 0+0+2+2+0+0+2+2+0+0+1+0+0+1+0+0 = 10 => 10 / 16 = 0.625

3.3. Analyza genomu HIV pomoci webové aplikace G4 hunter
Pro analyzu konkrétniho jednoho genomu byl vytvofen vstupni soubor ve formatu .csv., ktery
obsahoval nazev viru, NCBI ID a podceled’, do jaké je retrovirus zafazen. Nasledné byl
soubor zanalyzovan pomoci webové aplikace G4hunter (Obrazek 11). Jako referencni genom
byl nastaven virus s NCBI ID AF033916, tedy Human Immunodeficiency virus 1.

NAME,NCBI_ID,TAG
Human_immunodeficiency_virus_1,AF033819,Lentivirus

Obrazek 11:: Snimek obrazovky vstupniho souboru pro anotace

Vystupni soubory z tohoto kroku obsahovaly podrobné informace o genomu HIV. V tomto
genomu byly ziskany informace o genu, CDS (kodujici oblast genu). Ve vystupnim souboru
také nalezneme informace o 3' UTR a 5'UTR, coz jsou nepiekladané oblasti na konci (3'UTR)
a na zacatku (5'UTR) mRNA. Tyto nepiekladané oblasti jsou dulezité pro regulaci genové
exprese a mohou hrat kliCovou roli pii kontrole, kdy, kde a v jaké mife je gen
exprimovan [107].

Jsou zde také informace o vazebném mist€ primeru a ostatnich nespecifikovanych
oblastech HIV. U vSech téchto vlastnosti G4hunter vygeneroval celkovou délku téchto oblasti
a pocet téchto oblasti v genomu. Dalsi .csv soubor obsahoval informace o poctu PQS
v jednotlivych intervalech G4hunter skore.
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3.4. Vypoclty

Vypocet procentualniho obsahu GC [%]

_ pocet GC [nt]
GC% " délka sekvence [nt] 100
Vypocet frekvence PQS [kb]
p _ pocet PQS
QSsr = -1000 [nt]

délka sekvence [nt]

Pearsonuv korelac¢ni koeficient

Nejcastéji se termin korelace pouziva v souvislosti s linearnim vztahem mezi 2 spojitymi
proménnymi a vyjadiuje se jako Pearsonova soucinova korelace. Korela¢ni koeficient se
pohybuje v rozmezi od -1 do +1, kde O znamend, Ze neexistuje zadna linearni nebo
monoténni asociace a vztah sili a nakonec se blizi prfimce (Pearsonova korelace) nebo stéale
rostouci nebo klesajici kiivce (Spearmanova korelace), jak se koeficient blizi absolutni
hodnoté 1 [108]. Pearsonav korela¢ni koeficient se znaéi ,,r*.

Vzorec pro vypocet Pearsonova korelacniho koeficientu [108]:

=B -1
VI — X)2 3y, - 1)?

Kde Xi a Yi jsou jednotlivé hodnoty dvou proménnych , X a Yjsou priimémé hodnoty X a Y
Mira korelace dat v zavislosti na Pearsonovym korelacnim koeficientu: [108]

0,00 - 0,19- velmi slaba

0,20 - 0,39- slaba

0,40 - 0,59- stredni

0,60 - 0,79- silna

0,80- 1,00- velmi silna
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
Celkem bylo analyzovano 5778 genomd retrovird.

4.1. Analyza PQS
V softwaru G4 hunter byly analyzovany genomy retroviri. Vysledky této analyzy jsou
shrnuty v 7abulce 3.

Tabulka 3: Vysledky obecné analyzy genomil retroviri. Sekvence (pocet zanalyzovanych sekvenci), Nejdelsi (nejdelsi
analyzovand sekvence), Nejkratsi (nejkratsi analyzovana sekvence), POS (pocet nalezenych PQS), GC (primeérny obsah
guaninu a c cytosinu sekvencich, udano v procentech), fmin. (minimdini frekvence POS na 1000 nt), fmax. (maximalni
Jrekvence POS na 1000 nt), fprimer (primérnd frekvence POS na 1000 nt)

Obecna analyza genomu retroviru

Sekvence 5778
Celkova délka v§ecl’1 analyzovanych 51917997
sekvenci [nt]

Nejdelsi [nt] 13885

Nejkratsi [nt] 6529

Pocet PQS 81912

GC [%] 42,17
fmin 0

fmax 10,27

fpramer 1,59

V celkové délce 51917997 nt (nukleotidli) analyzovanych genomu retrovirti bylo nalezeno
81912 PQS. Vyskyt PQS souvisi s vy$§im obsahem guaninu/cytosinu (G/C). PQS byly
indentifikovany v G4 hunteru pii hodnotach G4hunter skore 1,2 a vyssi. Velikost Cteciho
okna byla nastavena 25 nt. Obsah guaninu a cytosinu tvoii v pruméru 42,11 %. Nejkratsi
genom o délce 6529 nt ma virus s nazvem Human immunodeficiency virus 1, zatimco nejdelsi
z analyzovanych genomi ma Simian foamy virus s délkou 13885 nt. Primérna frekvence
vyskytu PQS na 1000 nt je 1,59 u zjisfovanych genomu retrovird. Maximalni frekvence
vyskytu PQS byla nalezena u Human T-lymphotropic viru 2, u tohoto genomu bylo nalezeno
92 PQS v jeho celkové délce 8958 nt, frekvence byla vypoctena na 10,27 na 1000 nt.

25



Tabulka 4: Celkovy pocet POS' v jednotlivych intervalech G4hunter skore, jejich priimérna frekvence vyskytu na 1000 nt a
celkova délka POS

G“sl':zr“eter Potet PQS Frekvﬁflf]e PQAS  Celkova déika [n] Zas“’“[{f/i;‘i PQS
1,2-1,4 42073 0,810 1146863 5136
1,4-1,6 23782 0,458 822826 29,03
1,6-1,8 7720 0,149 209418 9,42

1,8-2 3120 0,060 137158 3.81
>2 5217 0,100 259771 6,37

2

Z Tabulky 4 1ze vycist, ze se zvySujicim se G4hunter skore se snizuje frekvence vyskytu
PQS. Nejvétsi zastoupeni PQS ma G4hunter skore v rozmezi od 1,2-1,4, toto rozmezi
zahrnuje konkrétné intervaly od 1,2-1,399, stejné to je 1 u ostatnich skupin skore. Nejvyssi
frekvence zastoupeni PQS je opét ve skupiné s G4hunter skore od 1,2-1,4. Frekvence vyskytu
PQS jsou v retrovirech je obecné vyssi. Vyssi frekvence PQS v urcitych oblastech genomu
muize naznaCovat, ze tyto oblasti maji zvlastni biologickou funkci, ktera souvisi
s guaninovymi kvadruplexy. Z Tabulky 4 1ze také vysledovat, ze nejdelsi soucet délek je opét
ve skuping, ktera tvoii PQS o skore 1,2-1,4. Tento fakt souvisi s tim, ze PQS jsou zde
objeveny v nejvetsim mnozstvim a také s nejvyssi frekvenci.

Z dat byl také vypocten Pearsonuv korelacni koeficient, ktery byl vypocten z dat frekvenci
a dat obsahti GC [%]. Tento koeficient byl stanoven na 0,466, coz znali, ze korelace mezi
daty je stfedni. Pravé stfedni Pearsontiv korelacni koeficient je nejspiSe zplisoben tim, ze bylo
analyzovano velké mnozstvi dat, ktera mohou obsahovat napfiklad odlehlé¢ hodnoty, které
mohou zplisobit stfedni korelaci.

4.1.1. Analyza PQS v genomu Human immunodeficiency virus 1

Vyskyt PQS byl analyzovan ve funk¢nich oblastech genomu Human immunodeficiency
viru 1. Funk¢ni oblasti, které také mizeme nazvat jako anotovana mista, byly nachazeny
v okoli genomu HIV-1. Vyskyt PQS byl analyzovan konkrétn€ pted, uvnitt a za anotovanymi
misty v genomu HIV-1. Nalezeny byly tyto funk¢ni oblasti genomu: gen, CDS (kddujici
sekvence), misc feature (,,miscellaneous feature™), regulatory (regulacni oblasti), S'UTR
(neprekladand oblast na konci 5' ), 3'UTR (neprekiddand oblast na konci 3' ) a primer bind
(vazba primeru).
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Tabulka 5:Seznam nalezenych anotovanych znakii v genomu HIV 1, jejich pocet a celkova délka [nt]

Funk¢ni oblast Pocet PQS Celkova délka znaku (nt)

gene 9 13801

CDS 11 9135
misc_feature 2 192

regulatory 1 6

SUTR I 85
3'UTR I 455
primer bind 1 18

V Tabulce 5 vidime, ze nejvice PQS v genomu HIV-1 bylo nalezeno ve funkcni oblasti
CDS, coz je kodujici sekvence. Druha nejvétsi Cetnost PQS byla nalezena v okoli genu, ktery
m¢l zarover 1 nejdel$i celkovou délku v genomu ze vSech anotovanych funkcnich oblasti.

Tabulka 6: Pocet POS pred, uvniti a za oblasti anotovaného genomu HI1 1

Pocet PQS

Funkéni oblast pred uvnitr za
gene 1 13 1

CDS 1 11 1
misc_feature 0 0 2
regulatory 0 0 2
S'UTR 0 2 0
3'UTR 0 2 0
primer bind ) 0 0

V tabulce 6 muzeme vidét, ze nejvice funkCnich oblasti se nachazi uvniti anotovaného
genomu HIV 1. V genomu HIV-1 zastava konkrétné gen 13 PQS. Hojné PQS je také uvnit
anotované oblasti CDS.
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Tabulka 7:Frekvence POS/kb pred, uvniti a za oblasti anotovaného genomu HIV-1

Frekvence PQS/kb

Funk¢ni oblast pred uvnitr za
gene 1,11 0,94 1,11
CDS 0,91 1,20 0,91
misc_feature 0,00 0,00 10,00
regulatory 0,00 0,00 20,00
5'UTR 0,00 23,53 0,00
3'UTR 0,00 4.40 0,00
primer bind 20.00 0.00 0.00

>

V Tabulce 7 muzeme vidét jednotlivé frekvence vyskytu PQS v jednotlivych oblastech
genomu pro nalezené funk¢ni oblasti. Vzhledem k faktu, ze gen se nachéazi nejhojnéji ve
vSech genomech a je také jeden z nejCast€ji analyzovanych anotacnich znakd, byl vytvoren
graf frekvence vyskytu PQS v jednotlivych funkénich oblastech pravé vzhledem ke genu.
Gen byl tedy zvolen jako standard pro porovnani vSech dalSich frekvenci pro ostatni funkcni
oblasti. Nejvétsi frekvence vyskytu ku genu byla pozorovana uvniti anotovaného mista pro
5‘UTR. U oblasti primer bind byla nalezena vysoka frekvence vyskytu PQS pted anotovanym
mistem v HIV-1 a u regulatory za anotovanym mistem. U funk¢ni oblasti CDS byly
pozorovany podobné frekvence vyskytu PQS ve funkcni oblasti pred, uvnitf 1 za anotovanou
oblasti.

Vypocty pro jednotlivé frekvence byly provedeny jako podil frekvence PQS dané funkcni
oblasti (pfed, uvnitf 1 za) a frekvence PQS genu dané oblasti. Vypocty frekvenci PQS jsou
uvedeny v Tabulce 7.

Celkové grafické znazornéni vyskytu PQS v oblastech jednotlivych frekvencich ku genu
viru HIV 1 je mozné vidét na Obrdzku 12. Podle analyzy ve skriptu jsme také zjistili, kolik je
v genomu jak dlouhych oblasti a kolik PQS v nich mame.

28



30

Pred
2 2 m Unitf
% 20 - Za
-
8 15 -
o
>
<10 A
fim
7} .
& 3 I
[a
0 ||

Funk¢ni oblasti genu

Obrazek 12: Srovndni frekvenci POS jednotlivych funkcnich oblasti genu HIV 1 vzhledem k frekvenci POS genu

Na Obrdazku 13 je zobrazena zavislost frekvence vyskytu PQS k jednotlivym intervalim
G4hunter skore. Zobrazeny byly vSechny nami anotované funkcni oblasti pfed, uvnitt a za
témito misty.

20
mgen
CDS

15 .
§ misc_feature
? regulatory
§ 10 m5°UTR
E m3°UTR
;E s m primer bind

0

0-1.2 0-1.2 0-12za 12-14 12-14
pied uvnitt pied uvnitt

Intervaly G4Hunter skore
Obrazek 13: Celkové grafické zndzornéni fiekvence POS/kb v genomu viru HIV 1

Na Obrazku 14 je vidét graf zavislosti po¢tu G-kvadruplext na pozici, kde se dany PQS
nachazi. V HIV-1 genomu bylo nalezeno 11 G4, pfi€emz na pozici 5865 nt byly nalezeny
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2 G4. Na jednom misté¢ miZze byt nalezeno vice G-kvadruplext kvili tomu, ze vyskyt téchto
sekvenci pfimo koreluje svyskytem G. Je-li vurCité oblasti vySsi Cetnost vyskytu
guaninovych sekvenci, mize byt vytvofeno vice G-kvadruplexi najednou. Kvadruplexy se
také mohou piekryvat nebo byt umistény tésné vedle sebe [84].

| AL

Count (Quadruplex)

Position (nt) —

Obrazek 14: Zavislost poctu G4 na pozici

Na Obrazku 15 je graficky znazornéno umisténi sekvenci daného proteinu HIV-1.
Cervend oznadené Sarky zna®i piitomnost G-kvadruplext. Vidime tedy, jak se v HIV-1
genomu vyskytuji PQS a geny kodujici proteiny v zavislosti na sob&. Vidime, ze nejvétsi
zastoupeni na kb (kilobazi) genomu HIV-1 je obsazen gen kodujici protein Pol. V tseku, kde
se tento gen nachazi je 1 G-kvadruplex. Frekvence vyskytu PQS v genomu HIV-1 je pfiblizné
2.78 PQS na 1000 nt. Tato frekvence byla vypoctena jako podil po¢tu PQS v genomu HIV 1
(27 PQS) ku celkové délce genomu (9700 nt) vynasobené 1000.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Kb
L 1 L L L L L L 1 1 J
' GAG I \'”F 1 UL INE|F
C——— — REV '+ [ —
POL
s ]} [ ] [jCDD[ 2 ] IU“H]
R US VPR VPU ENV R~ US

Obrazek 15: Zobrazeni poloh proteinii v HIV 1 genomu a poloh POS (Cervené zobrazeno)

4.1.2. Srovnani vyskytu PQS v genomech retrovirua s genomem Homo sapiens
Genomy vsech analyzovanych retrovirti byly srovnavany s genomy Homo sapiens. Data pro
Homo sapiens byla ziskand ze zdroje [65]. V Tabulce 8 jsou zobrazeny pocty PQS
v jednotlivych intervalech jak u Homo sapiens, tak u retrovird. Usek 1,2 znadi interval
G4Hunter skore 1,2-1,399, 14 znaci interval G4Hunter skore 1,4-1,599, stejné je to
1 u dal§ich skupin G4hunter skore.
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Tabulka 8:Pocty POS'v jednotlivych intervalech G5 hunter skore pro genomy Homo sapiens a genomy retrovirii. Frekvence
znaci relativni normalizovanou firekvenci pro konkréini tisek G4 hunter skore.

Kategorie Homo sapiens Retroviry
PQS 1,2-1,4 5112318 42073
Frekvence 1 1
PQS 1,4-1,6 158102 23782
Frekvence 0,03093 0,5653
PQS 1,6-1,8 16953 7720
Frekvence 0,00332 0,1835
PQS 1,8-2,0 2372 3120
Frekvence 0,00046 0,0742
PQS >2,0 951 5217
Frekvence 0,00019 0,1240

Podle frekvenci v intervalu 1,2-1,4 byly normalizovany frekvence pro dalsi skupiny.
Relativni frekvence pro jednotlivé rozmezi G4hunter skore byly tedy vypocteny jako pomér
frekvence v konkrétnim useku ku frekvenci pro 1,2-1,4. Pravé ve skupiné¢ G4hunter skore od
1,2-1,4 se u genomu Homo sapiens nachazi 96,6 % PQS, zatimco u retrovirt je procentualni
nalez PQS mnohem mensi (51,36 %). Z tohoto tvrzeni vypliva, Ze retroviry obsahuji mnohem

stabilnéj§i PQS nez Homo sapiens.

Na Obrazku 16 vidime tendenci klesajici kiivky u obou analyzovanych skupin. Kiivka
s daty Homo sapiens je klesajici mnohem strméji nez kiivka s daty retrovira. Z grafu lze
vycist, ze se zvySujicim se G4hunter skore klesa relativni frekvence vyskytu PQS.

0,1

0,01 A

Relativni frekvence PQS

0,001 A

0,0001

—&—Retoviry

Homo sapiens

1,2 1,3 14

1,5 1,6 1,7
G4Hunter skore

Obrazek 16: Graf zavislosti relativni frekvence POS na G4 hunter skore
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5. ZAVER

Bakalaiska prace je zaméfena na prozkoumani lokalnich struktur v genomech retrovird.
Tato prace se zabyva G-kvadruplexy, coz jsou struktury, které mohou mit zasadni vliv na
regulaci genové exprese a na proces replikace. Vyuzitim bioinformatického nastroje
G4 Hunter byly analyzovany specifické sekvence DNA a RNA, které predstavuji potencialni
G-kvadruplexové motivy v genomu vybranych retroviru.

Vysledky ukazaly, Ze tyto struktury se objevuji na klicovych mistech genomd, coz
naznacuje, ze by mohly hrat dilezitou roli v zivotnim cyklu retrovird. To otevira nové
moznosti pro dalsi vyzkum, ktery by mohl pfispét k objevu novych terapeutickych cest pro
1é¢bu retrovirovych infekci.

Nejprve byla provedena analyza genomu retrovird, ktera byla zaméfena na studium PQS,
coz jsou sekvence s potencidlem tvoiit G-kvadruplexy v jednotlivych genomech. Nejvyssi
frekvence vyskytu PQS byla nalezena ve skupin€ s G4hunter skore od 1,2-1,399. V tomto
useku G4hunter skore bylo nalezeno 41831 PQS. Fakt, ze retroviry jsou obecné velmi bohaté
na tyto useky naznacuje, ze hraji velmi dialeZitou biologickou roli. V praci bylo zjisténo, ze
vyskyt PQS v retrovirovych genomech se shoduje se zjisténim z ¢lanku [4], Ze retroviry maji
vyssi frekvenci vyskytu PQS nez viry zpusobujici akutni infekce. Plati, ze ¢im vice PQS
obsahuji genomy vird, tim horsi infekci viry zpusobuji. Viry s vyssi frekvenci vyskytu PQS
jsou s velkou pravdépodobnosti spojeny se zavaznymi infekcemi, pravé tento fakt muze byt
dulezity pro vyvoj antivirovych terapii, které jsou zaméfeny na G-kvadruplexy [4].

V dalsim kroku je experimentalni Cast zaméfena na anotace jednoho genomu retroviru.
Byl vybran genom HIV-1, coz je jeden z nejvice prostudovanych retrovira jako potencialni
antivirovy terapeuticky cil [2]. G-kvadruplexy se velmi casto vyskytuji v regulovanych
oblastech genomu, jako jsou promotory nebo telomery. Z databaze NCBI bylo zjisténo, ze
genom HIV-1 obsahuje nékolik funkcnich oblasti, konkrétné¢ gen, CDS, misc feature,
regulatory, S’UTR, 3’UTR a primer bind. Toto odpovida tvrzeni z ¢lanku, ze PQS jsou
bohaté zastoupeny v oblastech jako 5S'UTR a 3'UTR, které jsou klicové pro regulaci genové
exprese a replikaci virt [4, 90]. V genomu HIV-1 bylo nalezeno nejvice anotovanych oblasti
genu, konkrétné 13 PQS uvnitt anotované oblasti, 1 PQS pfed a 1 PQS za anotovanou oblasti
genu. Gen Nefje gen kodujici protein, ktery je zastoupen v genomu HIV-1. Podle ¢lanku [90]
muzeme tvrdit, Ze stabilizace G-kvadruplexii v Nef oblasti miZze inhibovat expresi Nef
proteinu a nasledné potlacit infekcnost HIV-1. Toto je dikaz, jak G-kvadruplexy mohou
regulovat genovou expresi a infek¢nost HIV-1. Proteiny, které jsou v genomu HIV-1
obsazeny hraji velmi dilezitou funkci. Nef hraje zasadni roli v upravé hostitelské bunky
a umoznuje viru efektivnéji se replikovat a Sifit, zatimco Pol a Gag proteiny se mnohem vice
podileji na samotném procesu replikace a sestaveni viru [90].

Ve srovnani genomu HIV-1 s genomem HDV (Hepatitis delta virus) z clanku [109]
ukazuje, ze vysoky vyskyt PQS v genomech HIV-1 (27 PQS) a HDV (6675 PQS) naznacuje
jejich klicovou roli v regulaci virové replikace a genové exprese. HDV ma vyrazné vyssi
frekvenci PQS ve svém genomu (8.25 PQS na 1000 nt) ve srovnani s HIV-1 (2.78 PQS na
1000 nt), coz ukazuje rozdily v jejich genomovych strukturach a zivotnich cyklech. Pfi
srovnani genomu HIV 1 s genomy SARS-CoV-2 (Koronavirus 2 zpuasobuyjici tézky akutni
respiracni syndrom), SARS-CoV (Koronavirus zptisobujici tézky akutni respiracni syndrom)
a MERS-CoV (Koronavirus zpusobujici respiracni syndrom na Blizkém vychodé) [110].
Pti srovnani dat z ¢lanku s genomem HIV 1 bylo zjisténo, ze genom HIV 1 m4 mnohem vyssi
frekvenci vyskytu PQS nez analyzované genomy z clanku. Toto naznacuje, ze nizky pocet
PQS v SARS-CoV-2 (0,033 PQS na 1000 nt) a absence PQS v MERS-CoV ukazuji na
odlisné strategie téchto virti pii regulaci genomu a moznou eliminaci téchto struktur, mize to
souviset s jeho mechanismy replikace. Vysoky vyskyt PQS v genomu HIV-1 naznacuje, ze
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G-kvadruplexy mohou hrat kli¢ovou roli v regulaci replikaci a genové exprese, coz z nich ¢ini
potencialni cile pro antivirovou terapii.

V zavéreCném kroku experimentalni casti byla srovnana nameéfena data pomoci
bioinformatické analyzy a data Homo sapiens. Srovnani frekvence PQS ukazala, ze poméroveé
retroviry obsahuji ve svych genomech mnohem vice stabilnich PQS nez Homo sapiens.
To znovu potvrzuje fakt, ze tyto struktury jsou vhodné jako terapeutické cile.
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7. POUZITE ZTKRATKY

A — adenin

ADAR - adenosin deaminaza pusobici na RNA
AIDS - akvizi¢ni syndrom ziskané imunodeficience
bp — part bazi

C — cytosin

cDNA — komplementarni DNA

CDS - kodujici sekvence

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsRNA — dvojvlaknova deoxyribonukleova kyselina
G — guanin

G4 — G-kvadruplex

H - vodik

HIV — virus lidksé imunodeficience

misc_feature — miscelleneous feature

MMTYV - virus mysiho mlééného nadoru

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina
NC-protein — nucleokapsid protein

NCBI - Narodni centrum pro biotechnologické informace
nt — poctu nukleotidu

O — kyslik

PQS - sekvence s potencialem tvofit G-kvadruplexy (potentially Quadruplex-forming
Sequences)

KIT - tyrosin-proteinkinaza (tyrosine-protein kinase)

KRAS - homolog virového onkogenu Kirstenova krysiho sarkomu (Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog)

MY C - onkogen myelocytomatozy (myelocytomatosis oncogene)
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kb — kilobazi

RNA - ribonukleova kyselina

rRNA - ribozomalni ribonukleova kyselina
T — thymin

misc_difference — miscellaneous difference feature
misc_feature — miscellaneous feature
regulatory — regulacni oblasti

3'UTR — nepiekladanana oblast na 3" konci
5'UTR - nepiekladanana oblast na 5 konci
repeat_region — repetitivni sekvence
rep_origin — pocatek replikace

3'UTR — nepiekladanana oblast na 3" konci

5'UTR - neptekladanana oblast na 5" konci

LTR — dlouhé terminalni opakovani (long terminal repeat)
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