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Abstrakt

MicroRNA jsou malé regulacni molekuly RNA kdédované v genomu organismu. Biogeneze mikroRNA
probihd CasteCné v jadie a Castecné v cytoplazmé. Vysledkem je funkéni, 22 nt dlouhd molekula
mikroRNA. MikroRNA jsou schopné uml¢ovat geny za pomoci sekvencné specifické degradace cilové
mRNA, nebo za pomoci represe translace cilovych, komplementarnich mRNA. U savcl je béznéjsi
mechanismus represe translace, kdy je mikroRNA netplné komplementarni k 3'UTR cilové mRNA.
Polyomaviry jsou malé, neobalené DNA viry s cirkuldrnim dsDNA genomem a ikosahedralni kapsidou
tvofenou pentamerami VP1 proteinu. Tyto viry se fadi mezi tzv. onkogenni viry, nebot’ mohou pfispét
k transformaci bun¢k a rozvoji vaznych onemocnéni jako je napiiklad karcinom Merkelovych bunék.
Ve svém genomu koduji regulacni proteiny nazyvané T antigeny, strukturni geny kapsidy, ale také
mikroRNA. Pravé na mikroRNA koédované genomem SV40, MPyV, MCPyV, BKPyV a JCPyV bude

zaméfena tato prace.

Klicova slova: polyomaviry, malé interferujici RNA, mikroRNA, siRNA, RNA interference, mysi

polyomavirus, BK virus, JC virus, SV40



Abstract

MicroRNAs are small regulating molecules of RNA that are encoded by orgamism’s genome.
Biogenesis of microRNA takes place partly in the nucleus and partly in the cytoplasm. Result of this
biogenesis is a 22 nt long microRNA molecule. They are able to silence the genes thanks to sequence-
specific degradation of a target mRNA or thanks to the repression of translation of target,
complementary mRNA. In mammalian cells the mechanism of translational repression is more
common. During this mechanism the microRNA molecule is not entirely complementary to 3"UTR of
its target mRNA. Polyomaviruses are small, non-enveloped dsDNA viruses with a circular genome and
icosahedral capsid composed of VP1 protein pentamers. These viruses belong in a group called
onkoviruses, which can transform infected cells and contribute to development of serious illnesses such
as Merkell cell carcinoma. Their genome encodes regulating proteins called T antigens, structural
capsid proteins and also microRNAs. My main focus in this thesis will be SV40, MPyV, MCPyV,
BKPyV and JCPyV encoded microRNA molecules.

Key words: polyomaviruses, small interfering RNA, microRNA, siRNA, RNA interference, mouse

polyomavirus, BK virus, JC virus, SV40



Seznam pouzitych zkratek

3'UTR (3" Untranslated Region) — 3 'nepiekladana oblast

5-HT2A — 5-hydroxy-tryptamin 2A — serotoninovy receptor 2A

Ago — protein Argonaut

A — jednotka vzdilenosti Angstrom

BKPyV — lidsky polyomavirus BK

bp (base pair) — pary bazi

CTL (cytotoxic T lymphocyte) - cytotoxické T lymfocyty

CXCLS8 (C-X-C motif chemokine ligand 8) - interleukin 8

DCR-1 - lidsky Dicer

DGCRS (DiGeorge syndrome critical region 8) — DiGeorge syndrom kritické oblast 8
DMWD (dystrophia myotonica WD repeat-containing protein)

dsDNA (double-stranded DNA) — dvouietézcova DNA

dsRNA (double-stranded RNA) — dvoufetézcova RNA

ER — endoplazmatické retikulum

ERAD draha (endoplasmatic reticulum associated degradation) — draha degradace spojend s ER
Exp-5 — exportin 5

IL-17F — interleukin 17F

JCPyV — lidsky polyomavirus JC

kbp (kilobase pair) — pary kilobazi

kDa — jednotka molekularni hmotnosti kilodalton

LT (Large tumor antigen) — velky T antigen

MAPK — mitogenem aktivované protein kinazy

miRNA - mikroRNA

MCPyV (Merkel cell polyomavirus) — polyomavirus Merkelovych bunék

miRISC (mikro RNA-induced silencing complex) — komplex nakladajici miRNA duplex
MPyV (Murine polyomavirus) — mysi polyomavirus

MT (Middle tumor antigen) — stfedni T antigen

NCCR (non-coding control region) — nekodujici regulacni oblast

NLS (nucleus localization sequence) — signal/sekvence jaderné lokalizace

nt — nukleotidt

OREF (open reading frame) — otevieny Cteci ramec

PI3K — fosfatidylinositol-3-kinaza

PML (progressive multifocal leukoencephalopathy) — progresivni multifokalni leukoencefalopatie
PP2A — protein fosfataza 2

pRb — retinoblastomovy protein

pre-miRNA — prekursorova mikroRNA

pri-miRNA — primarni mikroRNA



PVAN (polyomavirus-associated nephropathy) - nefropatie spojend s polyomaviry
RISC (RNA-induced silencing complex) — komplex nakladajici siRNA i miRNA duplexi u savci
RPTEC (primary renal proximal tubule epithelial cells) — renalni tubularni epitelialni buiiky

RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) — polymerdzova fetézova reakce s reverzni
transkriptazou

siRNA (small interfering RNA) — mala interferujici RNA

Src (sarcoma) — nereceptorové tyrosinkinazy Src

ssRNA (single-stranded RNA) — jednofetézcovd RNA

ST (Small tumor antigen) — maly T antigen

SV40 (Simian virus) 40 — opici vakuolacni polyomavirus 40
VP (Viral protein) — virovy protein

TNF-o (tumor necrosis factor o) — faktor nadorové nekrozy o
TRBP (TAR-RNA binding protein) — TAR-RNA vazebny protein
Tt (Tiny T antigen) — velmi maly T antigen

ULBP2 (UL16 binding protein 2) — UL16 vazebny protein 2
ULBP3 (UL16 binding protein 3) — UL16 vazebny protein 3
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1. Uvod

Viry jsou systémy na molekularni urovni, které se nachazeji na pomezi zivota a smrti, nebot’
nevykazuji v§echny znaky zivych organismi. Jejich replikacni cykly jsou zcela zavislé na hostitelskych
bunikach a jejich transla¢ni masinérii. Jedna se o nejvice zastoupené entity na této planeté a jejich
vyznam pro koevoluci s ostatnimi organismy i jejich vyznam v ekologii je obrovsky. Konkrétné
polyomaviry jsou sou¢asti Zivota vétSiny z nas, protoze séropozitivita na tyto malé, dvoufetézcové DNA
viry v &eské populaci ¢ini okolo 60%, piicemz 69% Cechti ve véku 6-64 let je séropozitivnich na
BKPyV, 57% na JCPyV a 63% na MCPyV (Sroller et al. 2014). Lidské polyomaviry dokazi v naSich
bunkach persistovat, tedy dlouhodobé¢ piezivat, aniz by ptisobily jakékoli obtize. Situace se ovSsem muize
rapidné zménit u jedincl vykazujicich imunodeficienci, kdy lidské polyomaviry piejdou z perzistence
do aktivniho stavu, reaktivuji svou replikaci, popf. indukuji transformaci infikovanych bunék, a tak

zpusobi nelécitelné, mnohdy fatalni onemocnéni.

Reaktivace virové replikace a transformace bunck indukovana pfitomnosti vir je casto
spojovana s niz$i expresi nekodujicich, regulacnich molekul mikroRNA (miRNA), at’ uz se jednd o
pfimo virem kodované miRNA, nebo miRNA bunécného plvodu, u kterych dochdzi k deregulaci
zpusobené pritomnosti virovych onkoproteind. Jak pfesné virové miRNA ovliviiuji expresi urcitych
virovych a bunécnych proteind, a jak pfesné€ probiha Zivotni cyklus viru je velice diilezité pro pochopeni
zatim nejasnych mechanismi, jakym dochazi k perzistenci polyomavirti v hostitelskych buiikach, k

reaktivaci replikace jejich genomu, k transformaci hostitelskych bun¢k.

Hlavnim cilem této prace je shrnout poznatky o mikroRNA, které jsou kodovany
nejstudovanéj$imi polyomaviry, a to my$im polyomavirem (MPyV), opi¢im polyomavirem (SV40) a

lidskymi polyomaviry BKPyV, JCPyV a polyomavirem Merkelovych bun¢k (MCPyV).
Prace je dale rozdélena na tii dil¢i cile:

Prvnim znich je pfedstavit proces uml¢ovani RNA (RNA silencing) i molekuly, které jej
zpusobuji. Detailngji pak popsat drahu mikroRNA v savéich bunkach, véetné biogeneze mikroRNA a

mechanismu jejich ucinku na cilové transkripty.

Druhym dil¢im cilem je pfedstavit polyomaviry, zafadit je v kontextu klasifikace virt, dale
popsat jejich genom a proteiny, které koduji. A v neposledni tad¢€ predstavit replikacni cyklus a

patologii.

Ttetim dil¢im cilem je shrnout poznatky o polyomaviry kédovanych mikroRNA, jejich tloze
v replikaénim cyklu viru a v interakci s hostitelskou bufikou. Zaméfim se na vySe zminéné zastupce

Celedi Polyomaviridae.



2. Umlcovani RNA pomoci malych nekédujicich RNA

Umlcovani RNA (anglicky RNA silencing) se déje v cytoplazmé bun¢k za pomoci malych
nekodujicich RNA a jejich drah. Malé nekddujici RNA mayji velikost 21-30 nt. Jejich spole¢nym rysem
je asociace s Argonautovymi proteiny (Ago) (shrnuto v Czech & Hannon 2011). Pfi uml¢ovani gend se
chovaji jako negativni regulatory a navozuji posttranskripcni inhibici genové exprese. Tato inhibice je
sekvencné specifickd, nebot’ tyto malé regulacni molekuly RNA cili na c¢aste¢né, nebo Uplné
komplementarni cilové mRNA. Malé nekodujici RNA jsou jednou z hlavnich slozek regulace exprese
genl v eukaryotickych genomech, mluvime o RNA umlcovani, nebot regulace malymi RNA

molekulami ma inhibi¢ni charakter.

2.1. Historie a déleni malych nekédujicich RNA

Objev uml¢ovani RNA byl u¢inén roku 1990 na petaniich (Napoli ef al. 1990). Poté, co Napoli
a jeho spolupracovnici vnesli do rostlin chimericky gen pro chalkon syntazu se daly viditeln¢ odlisit
dva fenotypy rostlin: divoky typ se syté fialovymi korunnimi listky a mutantni fenotyp s bilymi listky,
nebo s fialovymi listky s bilymi skvrnami. Zjistilo se, Ze tyto mutanty se od divokého typu lisi
v mnozstvi mRNA produkované genem pro chalkon syntazu. U petlnii s bilymi misty na kvétu ¢i
s celymi bilymi kvéty byly naméfeny 50x niz$i hladiny mRNA pro chalkon syntdzu. Doslo tedy
k inhibici genové exprese, ovSem nezjistili, jakym mechanismem (Napoli et al. 1990). Dnes uz vime,

ze §lo pravé o sekvencné specifické umlCovani transkriptli za pomoci malych nekodujicich RNA.

Dalsim velkym prilomem v oblasti drah malych nekodujicich RNA byl objev RNA
interference u Caenorhabditis elegans. Za objevem stoji Andrew Fire a Craig C. Mello, kteti zjistili, Ze
po injekci dsSRNA do bun€k dochazi k jejich hybridizaci s endogenni mRNA, coz ma za nasledek
snizeni hladiny cilové mRNA. Tento jev, pti kterém dochazi k sekvencné specifickému snizeni genové

exprese v buiikach na posttranskripéni trovni, nazvali RNA interference (Fire et al. 1998).

Ackoli pojem RNA interference néktefi autofi zobeciji, jedna se jen o jednu ze tii hlavnich
drah umlcovani RNA. RNA interference (RNAi) je zplisobena malymi interferujicimi RNA (siRNA).
Vroce 1998 byl také ucinén objev siRNA a umlcovani gentt u hmyzu, konkrétné u Drosophily
melanogaster (Kennerdell & Carthew 1998). V roce 1999 objevili Hamilton a Baulcombe tyto malé (25
nt dlouhé) nekodujici RNA u rostlin. Zjistili, Ze hraji ulohu v posttranskripnim uml¢ovani genti a jedna
se o sekvenéné specificky obranny mechanismus proti virové mRNA. OvSem siRNA mohou cilit i na
bunécné mRNA (Hamilton & Baulcombe 1999). V roce 2001 bylo objeveno, Ze siRNA vlozené do
bun¢k mohou umlcovat geny v mysim, opi¢im i lidském genomu (Elbashir ef al. 2001). Tento objev
oteviel dvete do diagnostické a experimentalni budoucnosti synteticky vyrobenych siRNA, které maji
v soucasnosti obrovsky vyznam v cilovém umlCovani konkrétnich gend, pfedev$im v zakladnim

vyzkumu a v budoucnosti by mohly byt dobrymi nastroji pfi diagnostice, prognostice a 1écb¢ nemoci.



Druha draha umlc€ovani RNA souvisi s piRNA, coz jsou malé RNA interagujici s PIWI
proteiny. Tteti je mikroRNA draha vyuZzivajici molekuly mikroRNA (miRNA).

V roce 1993 byla objevena prvni molekula mikroRNA v Caenorhabditis elegans, objevitelé
byli Lee a spolupracovnici. Zjistili, ze mikroRNA snizuje expresi proteinu LIN-14 tak, Ze se navaze na
jeho transkript a zabrani translaci. SniZeni tohoto proteinu ma u had’atka za nasledek ptrechod z prvniho
larvalniho stadia (L1) do nasledujiciho larvalniho stadia (L2). Nejprve se myslelo, Ze uml¢ovani gend
za pomoci mikroRNA je pouze u Caenorhabditis elegans, ale pozd¢ji byly objeveny tyto molekuly i u
dalsich organismu (Lee et al. 1993). Ve své bakalaiské praci se zamefim na mikroRNA drahu a jeji

enzymy v sav¢ich bunikach.

2.2. MikroRNA draha v sav¢ich bunkach

2.2.1. Zacatek miRNA biogeneze v jadre savéich bunék

Savéi mikroRNA jsou kodovany pfimo genomem. Ptfiblizné polovina znich je kdédovéana
v intronech protein kodujicich gent. Dal$i moznosti je, ze jsou kodovany v oblastech genomu, které
nekoduji proteiny, vtomto pfipadé se chovaji jako samostatna, nezavisla transkripéni jednotka.
V genomu jsou organizovany bud’ jednotlive, po transkripci maji tedy monocistronni strukturu s jednou
vlasenkou, nebo se nachazi v klastrech a jsou piepisovany jako polycistronni transkripty, obsahujici
jednotky, desitky az stovky vlasenek. Kazda z téchto vlasenek piedstavuje jeden budouci miRNA
duplex a je dale zpracovavana jednotlivé. V klastrech jsou organizovany miRNA, které se fadi do jedné
tzv. rodiny, tyto miRNA ze stejné rodiny maji stejnou cilovou, tzv. ,,seed* sekvenci (Rodriguez et al.
2004). Seed sekvence tvoti nukleotidy na pozici 2 az 7 od 5'konce miRNA, které jsou nezbytné pro
interakci s cilovou mRNA. MiRNA patfici do jedné rodiny maji stejné sekvence na 5’koncich, ale na
3 koncich se mohou lisit (Brennecke et al. 2005). MikroRNA nema vyluéné endogenni piivod, v savci
buiice se mohou nachazet i miRNA exogenniho pliivodu, pfedev§im virového ptvodu. Nékolik ¢eledi
viri ve svém genomu koduji vlastni miRNA, napiiklad herpesviry, adenoviry, bakuloviry nebo

polyomaviry, kterym se v této praci budu vénovat (shrnuto v Grundhoff & Sullivan 2011).

Genomem kodované miRNA jsou az na vyjimky prepisovany RNA polymerazou Il za vzniku
tzv. primarni RNA (pri-miRNA), kterd je tvofena asi 35 bp dlouhym stonkem vlasenky, dale smyckou
ruzné délky na apikalnim konci vlasenky a dvéma jednotfetézcovymi precnivajicimi konci. V piipadé
polycistronnich transkriptli mize pri-miRNA obsahovat takovych vlasenek vice, ¢imz se zvétSuje i jeji
délka. Tak jako jiné produkty RNA polymerazy II nese i pri-miRNA na 3 konci polyA sekvenci a na
5'konci methylguanosinovou ¢epicku. Mala ¢ast miRNA je transkribovana RNA polymerazou I11. (Lee

et al. 2002, Lee et al. 2004).



V jadre je dale pri-miRNA S§tépena na tzv. prekursorovou miRNA (pre-miRNA) za pomoci
jaderného Mikroprocesorového komplexu. Ten se skldda z RNazy III 2. tfidy nazyvané Drosha
(Filippov et al. 2000) a dvou molekul proteinu DGCRS (DiGeorge Syndrome Critical Region 8), které
vazou dsRNA prostiednictvim své dsRNA vazebné domény. Drosha je multidoménovy protein,
domény jsou sefazeny na primdrni sekvenci nasledovné: N-termindlni doména s oblasti bohatou na
prolin, nasleduje oblast bohata na serin a arginin, dale platformovd doména, PAZ-like doména,
konektorova doména, dvé RNazové domény — RIIIDa a RIIIDb, na C-konci se nachazi doména vazici
dvoutetézcovou RNA (dsRBP) (Obr. 1). Interakce Droshy s dvéma molekulami DGCRS8 a s pri-miRNA

substratem je znazornéna na obrazku 2 (Obr. 2).

N-konec

na prolin bohaté oblast —

22 bp
platformova doména
misto stépeni
PAZ-like doména
konektorova doména
11bp

Zinkové prsty: ZnF1

dsRNA vazebna doména ZnF2

C-konec < &
DROSHA  PAZike?
Obr. 1: Domény lidské Droshy a jejich sefazeni Obr. 2: Interakce lidské droshy s DGCR8 a jejich
na primarni sekvenci. Pfevzaté a upravené: domény vyznacen¢ na 3D modelu. Pfevzaté a
Kwon, Nguyen, Choi, Jo, Hohng, Kim, Woo 2016 upravené: Kwon, Nguyen, Choi, Jo,

Hohng, Kim, Woo 2016

Tak jak je tomu i u ostatnich RNaz typu IlI, zavisi i katalytickd aktivita enzymu Drosha na
piitomnosti Mg?* iontd. Ackoli je jiz samotny enzym Drosha schopny $tépit dsSRNA substrat, §tépeni
probiha nespecificky (Gregory et al. 2004). Podle modelu vytvofeného Kwon et al. 2016 se kazdé
vlakno vlasenky pri-miRNA navaze na jednu molekulu DGCRS tak, ze DGCRS8 rozpozna misto, kde
stonek vlasenky dsRNA piechazi na ssSRNA smyc¢ku a od tohoto mista zméfi 22 bp. Poté je Droshou
vyméiena vzdalenost 11 bp od kofene vlasenky, tedy mista, kde precnivajici ssSRNA prechdzi na dsSRNA
stonek, smérem k DGCRS. Misto Sté€peni je tedy vzdaleno 22 bp od apikalniho prfechodu ssRNA na
dsRNA a 11 bp od bazalniho pfechodu ssSRNA na dsRNA (Han ez al. 2006, Kwon et al. 2016).

Drosha funguje jako molekularni pravitko, pfi¢emz na vymefovani mista $tépeni se podili jeji

PAZ-like doména, dale tzv. hrbolek (bulb), mobilni bazicky helix a platformova doména. Model §t€peni



pomoci Mikroprocesorového komplexu byl detailné popsan na zéklad€ krystalové struktury lidské
Droshy v komplexu s C koncovym helixem DGCRS (obr. 2) pii rozliseni 3.2 A (Kwon et al. 2016).
Vyslednym produktem Stépeni je kratS$i vlasenka nazyvand prekursorovd miRNA (pre-miRNA).
Produkt Droshy je dlouhy 70 nt a je charakteristicky svym 2 nt ptesahem a hydroxylovou skupinou na

3’konci, pfi¢emz na 5 konci se nachazi monofosfat (Y. Lee et al. 2003, Han et al. 2004).

2.2.2. Pfesun pre-miRNA do cytoplazmy a pfreména na miRNA

Pre-miRNA jsou z jadra do cytoplazmy transportovdny pomoci exportinu 5 mechanismem

zavislym na Ran-GTP (Yi et al. 2003).

Dalsim, a zaroven poslednim krokem mikroRNA biogeneze v cytoplazmé je Stépeni
pre-miRNA na miRNA duplex za pomoci RNA nukleazy III. rodiny zvanou Dicer (Bernstein et al.
2001). Sav¢i Dicer je protein velky okolo 220kDa, sklada se z nékolika domén, sefazené na primarni
sekvenci od N k C-konci jsou nasledovné: N-terminalni DEAD-like (DExD), N-terminalni helikdzova
doména, doména DUF283, Piwi/Argonaut/Zwille (PAZ) doména, RNazova Illa a RNazova Illb

doména, a C-terminalni dsSRNA-vazebna doména (dsRBD).

|HEL2i‘ ‘ HEL2 ‘ ‘
konektorova doména
Rnazové domény
v
N-konec i 4 PAZ ' N I]C—konec
A
helikdzova doména Platformova doména doména vaiici dsRNA

Obr. 3: Sav¢i Dicer a jeho domény sefazené od N-konce k C-konci. Pfevzaté a upravené: Svobodova, Kubikova,

Svoboda 2016

Tvar Diceru v prostoru pfipomina pismeno L a Ize jej rozdélit do tii zakladnich casti — hlava,
télo a baze. V bazi Diceru se nachazi helikdzova doména, ta patfi do RIG-I helikdzové rodiny a sklada
se ze tii globuldrnich podjednotek — HEL1, HEL2, HEL2i, vSechny tii se nachazi v blizkosti aktivniho

mista RNazovych domén (shrnuto v Svobodova et al. 2016).
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Obr. 4: Model lidského Diceru s vyzna¢enymi jednotlivymi doménami, misty Stépeni pre-miRNA a tfemi ¢asti

— hlavou, télem a bazi. Pfevzato a upraveno: Svobodova, Kubikova, Svoboda 2016

Dvourietézcova RNA je rozpoznavana PAZ doménou, ta se nachdzi na Gplném vrcholu hlavy
Diceru. PAZ doména rozpoznava RNA substraty, které maji na 3 konci 2 nt piesah. V téle Diceru se
nachazi dvé RNazové Il domény (RIlla a RIIIb), kazda $tépi jedno vlakno z pre-miRNA (Lau et al.
2012). RN4zové domény III vyzaduji ke své katalytické funkci Mg?* ionty, stejné jako je tomu u
Droshy. Sav¢i Dicer §tépi 22 nt od PAZ domény, funguje tedy jako molekularni pravitko, podobné jako
Drosha. Produktem Diceru je duplex RNA dlouhy 22 nt s 2 nt pfesahem na 3konci a s fosfatovou
skupinou na 5’konci (Zhang et al. 2004).

Pfi navazaném substratu ma saveéi Dicer bud’ otevienou, nebo uzavienou formu. Pii otevieném
Diceru se pre-miRNA ohyba smérem k helikazové doméné a ma pristup k aktivnim mistim RNazovych
domén, substrat tedy mlze byt Stépen. Pii uzaviené konformaci Diceru je substrat uvéznén mezi
helikdzovou a PAZ doménou, na kterou je navazany, je tedy dale od katalytickych mist RNazovych
domén a nemulze byt nastépen. Uzaviend forma se nejastcji tvofi pfi navazani prekursorii siRNA,
protoze Dicer ma Stépici preferenci pro prekursory miRNA (Taylor et al. 2013). U lidi s Dicerem
interaguji dva dulezité pomocné proteiny — PACT a TRBP. Vyzkumy naznacuji, Ze nejsou piimo
vyzadovany na katalytickou aktivitu Diceru, ale oba proteiny se vazi na helikdzovou doménu Diceru a
vyznamn¢ prispivaji ke stabilit¢ enzymu (Lee ef al. 2006, Wilson et al. 2015). Funkce TRBP spociva
v tom, Ze se navaze na Dicer s navazanou pre-miRNA a navadi tento komplex smérem k Argonautu

(Ago) (Chendrimada et al. 2005).

2.2.3. Maturace miRNA za pomoci RISC
Po dokonceni biogeneze duplexu miRNA nastava dalsi faze miRNA drahy a to vytvofeni
jednotetézcové, maturované miRNA za pomoci komplexu miRISC a jeho hlavniho enzymu —

Argonautu (Ago). Soucasti miRISC je vzdy jeden z Ago proteinti (J. Liu ef al. 2004). RISC (RNA-



inducted silencing complex) je ribonukleoprotein nachdzejici se nejen v cytoplazmé, ale i v bunécnych
kompartmentech, jako naptiklad v ER, GA, lysozomech nebo endozomech. (shrnuto v Makarova et al.
2016). Ago proteiny se nachéazi v cytoplazmatickych P-téliskach, coz jsou centra v buiice, kde probiha

rozklad mRNA (Sen & Blau 2005).

Duplex miRNA se sklada ze dvou vlaken miRNA/miRNA*. Vlaknu, které je oznacené
hvézdickou se fika tzv. ,,passenger vlakno, druhému se fika vedouci, tzv. ,,guide* vlakno. Za guide
miRNA vlakno se dle prvnotnich studii povazovalo vlakno integrované do zralého miRISC komplexu
s termodynamicky mén¢ stabilnim 5 koncem (Khvorova et al. 2003), nicméné novéjsi studie ukazuje,
Ze se na regulaci genové exprese mohou podilet stejnou mérou ob¢ vldkna miRNA duplexu a zvoleni

jednoho, ¢i druhého zavisi na cilové mRNA a na tkani, kde dochazi k jeji expresi (Ro et al. 2007).

Sestaveni miRISC se dé& rozdélit na dveé faze — nakladani a maturace. Pfi nakladani dojde
k pfipojeni miRNA duplexu na Ago, k tomuto procesu je potieba Hsc70 a Hsp90 chaperonti (Naruse et
al. 2018). Pii interakci dvoufetézcové miRNA a Ago se komplexu fika pre-miRISC. Maturace miRISC
zacina tim, ze N-koncova doména Ago odde€li 3" konec guide vlakna, které je pfipojeno na 5’konec
passenger vlakna. Dojde k rozvolnéni dvousroubovice a passenger vlakno je uvolnéno z miRISC do
cytoplazmy. Uvolnéné passenger vlakno je nasledné degradovano. Timto procesem je dokoncCena
maturace miRISC. Maturovany komplex obsahujici pouze jednotetézcovou, guide miRNA a Ago se

nazyva miRISC (shrnuto v Kobayashi & Tomari 2016).

2.2.4. Mechanismus represe genové exprese navozené miRNA

Po maturaci efektorového komplexu miRISC dochéazi k samotnému vyhledavani cilovych
mRNA a k posttranskripéni regulaci jejich exprese. Guide vlakno miRNA, které je v miRISC
komplexu, paruje s cilovou mRNA za pomoci Watson-Crickovského parovani bazi. Rozpoznani cilové
mRNA je uskute¢néno za pomoci uplné komplementarity cilové ,,seed* sekvence miRNA s mRNA,
zbytek miRNA nemusi byt uplné komplementarni. Jak jiz bylo zminéno vyse, ,,seed” sekvence miRNA
je tvofena 2. az 7. nukleotidem, pocitano od 5konce k 3 ’konci miRNA. Vétsina miRNA se vazi do

nepiekladané oblasti na 3 konci cilové mRNA (3"'UTR) (Brennecke et al. 2005).

K represi genové exprese miiZze dochazet dvéma mechanismy. Oba mechanismy zacinaji tim,
ze se guide vlakno miRNA interagujici s miRISC navaze na komplementarni ¢ast mRNA. Jaky
mechanismus se uplatni, zalezi na tom, zda je transkript zcela komplementarni s miRNA, ¢i nikoli. Pii
uplné komplementarité dojde ke Stépeni mRNA vldkna (shrnuto v Makarova et al. 2016). K tomu
dochazi prostrednictvim proteinu Ago2, jediného ze Ctyt Ago proteini, ktery ma endonukledzovou
aktivitu (Meister et al. 2004). Ago2 se skladd ze Ctyt domén, z toho tfi jsou RNA-vazebné: PIWI
doména, stfedni doména (MID) a PIWI/Argonaut/Zwille (PAZ) doména, jedina RNA-nevazebna je N-
terminalni doména (Schirle & MacRae 2012). Vlakno cilové mRNA je nastépeno uprostied parované

sekvence s miRNA a poté je cela mRNA degradovana cytoplazmatickymi exonukledzami (shrnuto v



Makarova et al. 2016). U savct se tento mechanismus uplatituje jen vyjimecné. VétSina miRNA u savcl
totiz paruje se svymi cilovymi molekulami mRNA nedokonale, mluvime o ¢éaste¢né nebo neuplné
komplementarit¢ (shrnuto v Bartel 2009). V pfipadé¢ céastené komplementarity nedochazi ke
katalytickému $tépeni cilové mRNA, nybrz je zablokovana translace tohoto transkriptu. Pfi tomto
scénafi se v miRISC mize nachdzet kterykoli ze Ctyt sav€ich Ago proteinl a zarovei je jeSté potieba
pomocny protein GW182, 182 kDa velky protein obsahujici repetice glycinu a tryptofanu (Elkayam et
al. 2017). Pomoci téchto repetic se GW182 navaze na PIWI doménu Ago a indukuje represi translace

(shrnuto v Makarova et al. 2016).

Nakonec se cely komplex, tedy Ago, GWI182, miRNA i s mRNA piesouva do
cytoplazmatickych télisek nazyvanych P-téliska (P-bodies, processing bodies). Tato téliska obsahuji
rizné enzymy, hlavné exonukleazy a slouzi k hromadéni a nasledné degradaci mRNA molekul (J. Liu
et al. 2005). Uvnitt P-télisek na sebe GW182 vaze enzymy, které deadenyluji 3 polyA konec, a které
odstranuji ¢epicku na 5’konci. Poté¢ dojde k degradaci zbytku mRNA ve sméru od 5" ke 3" konci

(shrnuto v Makarova et al. 2016).

Obr. 5: Draha mikroRNA v sav¢i buiice zacind v jadfe transkripci ¢asti genu ¢i intronu pomoci RNA polymerédzy II nebo

III za vzniku pri-miRNA, ta je dale $tépena komplexem obsahujici DROSHU a DGCRS& a vznika pre-miRNA, ktera je

transportovana do cytoplazmy za pomoci komplexu
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2.3. Funkce miRNA u savci

U savct miize jedna molekula miRNA regulovat vice sekvenéné podobnych transkriptt. Az
tretina savcich i lidskych genti je inhibovana miRNA molekulami, u ¢lovéka je znamo pres 2000
molekul miRNA (shrnuto v Hammond 2015). Mezi hlavni biologické funkce miRNA u savci je
regulace embryogeneze, proliferace, diferenciace bunck, metabolismu a apopt6zy (shrnuto v Ha & Kim
2014). Ke studiu miRNA muaze byt vyuzit témét jakykoli zivocisny model, protoze miRNA spolu
s jejich cilovymi mRNA jsou velice sekvenéné konzervované napfi¢ taxony, od ryb az po savce
(Friedman et al. 2009). U savci se v nékterych piipadech podobné miRNA mohou vzajemné zastoupit
v ptipadé nefunkcnosti jedné z nich. Aby napiiklad doslo ke zméné fenotypu, musime zablokovat vice
molekul zjedné skupiny miRNA. OvSem u savcli neni problém samotnad mensi ¢i zadna exprese
miRNA, ale jeji dusledek, coz je nadmérna exprese ur¢itych mRNA (shrnuto v Vidigal & Ventura
2015). Experimenty u mysi ukazaly, Ze pfi ztraté funkénich miRNA dochazi k vyvojovym vadam vSech
organtl, kostry, svald, kize, dokonce i krvetvorby, dochazi také k bunécnym, fyziologickym defektim
a zménam v chovani (shrnuto v Bartel 2018). Napftiklad delece miR-128 zpiisobuje nadmérnou expresi
nékolika mRNA MAP kindzové drahy a to ma za nésledek epilepsii (shrnuto v Vidigal & Ventura
2015). Delece jedné kopie miR-96 u mysi i u ¢loveka zpisobuje hluchotu, delece jedné kopie klastru
miR-17~92 zase zptisobuje anomalie kosti a vyvojové vady (shrnuto v Bartel 2018). Pii onemocnénich
ruznych tkani je Casto zaznamenana niz$i hladina tkanoveé specifickych miRNA. Toto prokazuje, Ze
miRNA jsou dilezité¢ pro diferenciaci tkdni a udrzovani tkanové specifickych funkci jednotlivych
bune€k. Abnormalni hladiny miRNA jsou také spojené s transformaci bun¢k a rakovinou, napiiklad
nadmérnd exprese miR-21 a miR-17~92 klastru, naopak tkanoveé specifické miRNA jsou pii

transformaci bun¢k snizené (shrnuto v Hammond 2015).

3. Polyomaviry

3.1. Piedstaveni a zaiazeni polyomaviru

Polyomaviry patti do Celedé Polyomaviridae, coz jsou malé, neobalené viry s cirkularnim
dsDNA genomem dlouhym piiblizné€ 5 000 bp (shrnuto v Moens et al. 2017). Podle genomu a strategie
prepisu nukleové kyseliny na mRNA jsou polyomaviry fazeny do 1. tfidy Baltimorovy klasifikace vird
(Baltimore 1971). Na zaklad¢ aminokyselinovych sekvenci jednoho z proteini kodovanych genomem,
konkrétné velkého tumorogenniho antigenu (LT antigen) se daji fylogeneticky rozdélit do ¢ty rodu:
Alfapolymaviry, Betapolymaviry, Gammapolyomaviry a Deltapolyomaviry (shrnuto v Moens et al.
2017). Prestoze polyomaviry mohou infikovat savce, ptaky i ryby, hostitelsky rozsah jednotlivych
polyomavirt je velice uzky (Buck et al. 2016). Ja se v této praci budu blize vénovat dvéma zastupcim
Alfapolymavirii — mySimu polyomaviru (murine polyomavirus, MPyV), lidskému polyomaviru

Merkelovych bun¢k (Merkel cell polyomavirus, MCPyV) a tfem zastupcim Betapolymavirii a to



opi¢imu vakuola¢nimu viru 40 (SV40, Simian Virus 40) a dvéma lidskym polyomavirim - BK viru

(BKPyV) a JC viru (JCPyV).

3.2. Patologie polyomaviri

Polyomaviry patti mezi tzv. onkoviry schopné transformovat infikované bunky. Prvnim objevenym
polyomavirem byl mysi polyomavirus, také byl prvni, u kterého byla prokdzana schopnost
transformovat bunky laboratornich mysi, kieckt a krys. Sarah Stewart poté potvrdila existenci mysiho
viru, ktery je pfi injikaci do opici bunécné tkan€ nebo do mysich embryi, schopen zptisobit transformaci

bun¢k (Morgan 2014).

SV40 byl poprvé prohlasen za DNA tumorovy virus, kdyZ se zjistilo, ze je schopny transformovat
bunky u mlad’at kieckl (Chang et al. 1984). Dale bylo potvrzeno, Zze SV40 je schopny transformovat
rtzné tkané u hlodavct i clovéka. U mysich bunéénych linii neni SV40 schopen dokon¢it Zivotni cyklus,
virus neni schopny se replikovat ani tvofit pozdni proteiny, nebot jeho pfirozeni hostitelé jsou primati

(shrnuto v Pipas 2009).

Prvni dva vyizolované lidské polyomaviry (BKPyV a JCPyV) byly objeveny v roce 1971. Jejich
nazvy jsou odvozeny od inicialii pacientt, ze kterych byly vyizolovany (Gardner et al. 1971, Padgett et
al. 1971). U zdravych jedincii vykazujicich séropozitivitu na lidské polyomaviry nezptsobuji
polyomaviry onemocnéni, pouze dlouhodobé prezivaji v buitkdich. Problém nastavda u
imunodeficientnich jedincii. Konkrétné je problém pfi snizeni mnozstvi T lymfocytl, nebo jejich
nespravné funkcei. U téchto znevyhodnénych jedinct, ktefi jsou zaroven séropozitivni na polyomaviry,
nebo napiiklad ptijali séropozitivni tkan pii transplantaci, mtize dochazet k onemocnénim zptisobenym
polyomaviry, jako jsou naptiklad nefropatie spojena s polyomaviry (anglicky polyomavirus-associated
nephropathy, PVAN) — souvisi s BKPyV, hemoragicka cystitida, selhani ledvinového §tépu (souvisi
s BKPyV a transplantovanou ledvinou od séropozitivniho darce) nebo progresivni multifokalni
leukoencefalopatie (PML) (shrnuto v Ahsan & Shah 2006). PML je onemocnéni, kdy JCPyV infikuje
oligodendrocyty, reaktivuje se zivotni cyklus a dochazi k demyelinizaci mozkové tkané (Takahashi et

al. 2020).

DalSim lidskym polyomavirem je polyomavirus Merkelovych bun¢k (Merkel cell carcinoma
polyomavirus), jak napovida nazev, zpisobuje karcinom Merkelovych bunck. Tvofi se nejcastéji u
bélocht starsich 65 let, konkrétné na mistech vystavenych UV zatfeni. Co se tyka karcinomt, MCPyV
je zodpovédny za ptiblizné 80% veSkerych malignich nadort ktize u lidi Zijicich na severni polokouli

(shrnuto v Tello et al. 2018).
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3.3. Viriony polyomaviri

Polyomaviry maji neobaleny virion s ikosahedralni symetrii o praméru 40-45 nm. Architektura
ikosahedralni kapsidy je neobvykla, sklada se pouze z pentamer, kterych virion obsahuje 72. Pentamery
jsou tvoreny péti molekulami VP1 (viz. obr. 6), coz je majoritni, povrchovy, kapsidovy protein
polyomavirti (Rayment et al. 1982). Mimo protein VP1 kapsidu tvofi také méné zastoupené proteiny
VP2 a VP3. Kapsidu tvoti celkem 360 molekul VP1 a 72 kopii minoritnich proteinit VP2 nebo VP3.
Pocet pentamer tedy odpovida po¢tu minoritnich kapsidovych proteind, protoze vzdy pod jednou
pentamerou se nachazi bud’ protein VP2, nebo VP3 (Kawano et al. 2006). U SV40 se jest¢ nachazi
hypoteticky protein VP4 (Daniels et al. 2007), nicméné jeho existence je v soucasnosti zpochybnéna

(Daniels & Hebert 2020, Henriksen & Rinaldo 2020).

Upvnitt virionu se nachézi jedna kopie genomu polyomavirt. Interakce polyomavirové kapsidy
s virovym genomem je zprosttedkovand N-koncovou doménou proteinu VP1. VP2 a VP3 také mohou

interagovat s genomem polyomaviru, to plati naptiklad u BKPyV (Hurdiss et al. 2016).

pentamera VP1 VP1 VP2 nebo VP3 dsDNA

Obr. 6: Struktura povrchu a priifezu virionu BKPyV, na obrazku A jsou patrné vy¢nivajici pentamery VP1,
které tvoii povrch vsech viriont polyomavirt. Na obrazku B je vidét umisténi minoritnich kapsidovych proteint,
a to pod pentamerou VP1. Genom viru se nachazi uvnitf virionu. Pfevzaté a upravené: Helle, Brochot, Handala,

Martin, Castelain, Francois, Duverlie 2017

3.4. Genom polyomaviri a jeho organizace

Jak jiz bylo zminéno vyse, polyomaviry maji maly, 5 kbp dlouhy, cirkularni genom tvoteny
dvoutetézcovou DNA (shrnuto v Moens et al. 2017). Uvnitt virionu se nachazi jedna kopie dsDNA
sbalena za pomoci bunéénych histoni H2A, H2B, H3, H4 a spolecné tvoti virovy minichromosom.

Histon H1 s virovym genomem neasociuje (Miiller et al. 1978).

Genom polyomavirt je rozdélen na tfi oblasti — nekodujici regulacni oblast (noncoding control
region — NCCR) a dv¢ transkrip¢ni jednotky, které jsou od sebe oddéleny za pomoci NCCR (shrnuto v
Moens ef al. 2017, Hudson et al. 1970). Prvni transkripéni jednotka se nazyva ¢asna oblast genomu,

obsahuje geny kodujici casné proteiny. Ty jsou exprimovany na zacatku infekce, hned po vstupu virionu
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do jadra. Casné proteiny se nazyvaji tumorogenni antigeny (T antigeny), maji regula¢ni funkeci pfi
replikaci genomu viru. Kazdy polyomavirus koduje nejménée dva T antigeny, a to maly (small T antigen
— ST) a velky T antigen (large t antigen — LT) (Crawford et al. 1978). Druhd transkrip¢ni jednotka se
nazyva pozdni oblast, jeji geny koduji pozdni proteiny. Mezi pozdni proteiny patii strukturni, kapsidové
proteiny VP1, VP2, VP3. U nékterych polyomavirti se nachazi i nestrukturni agnoprotein. Jak napovida
jejich nazev, pozdni proteiny jsou exprimovany v pozdni fazi infekce, az po replikaci genomu viru

(shrnuto v Fried & Griffin 1977).

NCCR je velice dulezita oblast, protoze obsahuje pocatek replikace DNA i promotory a
enhancery pro transkripci ¢asnych i pozdnych gend. NCCR se u riznych polyomavira 1isi sekvenci i
strukturou, je to nejméné evolucné konzervované misto na genomu polyomavird, jedna se tedy o velice
heterogenni oblast napfic¢ celou celedi Polyomaviridae. Dokonce i u jednoho zastupce izolovaného
z vice jedinct se mtize NCCR lisit, protoze dochdzi k jeho ptrestavbam, konkrétné k delelcim a/nebo
duplikacim ur€itych oblasti, potom mluvime o kmenu (strain). K nejvice ptestavbam dochézi u lidskych

polyomavirtt JCPyV a BKPyV (Sundsfjord et al. 1990, shrnuto v Moens et al. 1995).

Transkripce obou kodujicich oblasti bézi na opa¢né strany, jedna oblast je pfepisovana po sméru
hodinovych rudicek, druha proti (viz. obr. 7). Casné proteiny jsou kddovany na jednom vldkné a pozdni
na druhém. Kazda koédujici oblast zabira priblizné polovinu genomu polyomavird (Sambrook et al.
1973). Casné geny tvoii jednu pre-mRNA, alternativnim sestiihem se roz§tépi na jednotlivé transkripty
¢asnych proteinii. Pozdni geny jsou transkribovany z druhého, komplementarniho vldkna a transkripce
probiha v opa¢ném sméru nez u ¢asné oblasti. Opét vznika z celé pozdni oblasti pouze jedna molekula
pre-mRNA, ktera je poté alternativnim sestfihem nastfihana na jednotlivé mRNA kédujici jednotlivé
pozdni proteiny (Noble et al. 1986). Jak je vidét na obrazku 7, VP3 ma stejnou sekvenci jako VP2,
nebot’ oba dva proteiny jsou kodovany stejnymi bazemi, jen VP2 je delsi, ma START koddn blize
k NCCR. VP2 a VP3 sdili C-konec (Contreras et al. 1977).
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Obr. 7: Genom mySiho polyomaviru, na
obrazku jsou odliSené vSechny tfi Casti
genomu — NCCR, cCasné i pozdni oblast.
ORI znaéi pocatek replikace. T je oblast
kodujici velky T antigen, t je oblast
kodujici maly T antigen a mt je oblast
kodujici stiedni T antigen. Cteci ramce pro
VP2 a VP3 se prekryvaji, jak je patrné
z obrazku, jen VP2 je delsi a ma tedy
rozdilny N-konec. Pfevzaté a upravené:

King, Adams, Carstens, Lefkowitz 2012

Pozdni oblast

3.4.1. Proteiny polyomaviri a jejich funkce
Proteiny polyomavird se daji rozdélit na dvé skupiny — regulacni proteiny kodované v ¢asné

oblasti a strukturni proteiny tvorici kapsidu viru, které jsou kddovany v pozdni oblasti.

3.4.1.1. Casné proteiny (T antigeny)

Velky T antigen (LT) je multifunkéni protein. Sklada se z nékolika vazebnych a funkénich
domén, které vazou riizné bunééné proteiny, v§echny tyto domény jsou kli¢ové pii virové replikaci i pti
transformaci hostitelskych bunék (shrnuto v Topalis et al. 2013). Domény JCPyV i SV40 jsou sefazeny
smérem od N-konce k C-konci nasledovné: J-doména, kterd dokaze stimulovat ATPazovou aktivitu
napiiklad chaperonu Hsc70 (VanLoock et al. 2002), dale pRb-vazebna doména, DNA-vazebna doména
a ATPazova doména, ktera vaze p53 (shrnuto v Khalili ez al. 2008). DNA-vazebna doména a ATPazova
doména spolecné tvoti helikdzovou doménu. DNA-vazebna doména se dé jesté rozdelit na dve casti —
na ori-vazebnou doménu a na DNA -nespecificky vazebnou doménu. LT se svoji ori-vazebnou doménou
vaze na specifické sekvence v NCCR, ¢imZz umozni zahajeni replikace virového genomu. Vaze se
v podobé hexameru, nékdy se tomuto utvaru také tika prstenec LT. Pro tvorbu hexameru je potieba
ATP. Uprostied tohoto prstence se nachazi centralni kanal, kam jsou nasmérovany vSechny ori-vazebné
domény ze vSech Sesti molekul LT a prave sem se vaze virova dsDNA (VanLoock ef al. 2002). Hexamer
po nasednuti na ori rozvine dsDNA, ma tedy helikdzovou aktivitu, ktera vyzaduje ATP. Dale vaze
bunécné proteiny dulezité pro replikaci genomu, napiiklad o primézu, DNA topoizomerazu I., ssDNA-
vazebny protein nazyvany replikacni protein A (Fairman & Stillman 1988). Vaze i bunécné proteiny
dilezité pro regulaci bunééného cyklu jako jsou pRb a p53 (Klawitz et al. 2001). Oba dva proteiny patii
mezi tumor supresory. Protein pRb blokuje vstup do S-faze v piipadé poskozeni DNA bunky. Pii ztraté

¢i nepritomnosti pRb dochazi k indukci apoptdzy za pomoci p53. Protein p53 je aktivovan pfi stresu
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buiiky, jako je naptiklad poskozeni DNA UV zafenim nebo nepfitomnost pRb. Muze vyvolat apoptézu
za pomoci aktivace dalSich proapoptickych bunéénych proteinti ¢i za pomoci represe protiapoptickych
bunécnych proteinti (shrnuto v Hickman et al. 2002). LT SV40 i JCPyV véze p53, tim ho znefunkéni a
tak zabrani apoptoze (Kellogg et al. 2021). Dalsi dtlezitou funkci LT je aktivace pozdniho promotoru

viru a naopak umlceni ¢asného promotoru viru (shrnuto v Pipas 1992).

Maly T antigen (ST) je dal$im proteinem Casné faze, je lokalizovan v jadfe i v cytoplazmé
(Ellman et al. 1984). U SV40, JCPyV, BKPyV i MPyV byla prokazana velka homologie
aminokyselinovych sekvenci ST, to dokazuje jeho spole¢nou funkci u vsech téchto zastupcti. N-
koncové domény ST i LT antigenu jsou stejné, obsahuji stejnou doménu — J doménu, C-koncové se
naopak lisi, ST mé na C-konci vazebnou doménu pro fosfolipazu 2A (PP2A), se kterou asociuje, tim
inhibuje jeji fosfatovou aktivitu a tak ovliviiuje i MAP kindzovou drédhu (shrnuto v Khalili et al. 2008,
Mungre et al. 1994). ST podobné jako LT aktivuje urcité bunécné promotory, napiiklad promotor pro
cyklin A a cyklin D, jelikoz ST nema DNA-vazebnou doménu, tak tyto dva promotory aktivuje neptimo
(Watanabe et al. 1996). Za pomoci obou cyklini navozuje S-fazi bunééného cyklu v buiice. Déle také
ovliviluje mTOR signaliza¢ni drahu a tak i translaci nékterych bunécnych proteinti ve prospéch

translace virovych proteint (Yu et al. 2005, shrnuto v Mamane et al. 2006).

Stiedni T antigen (MT) se nachazi pouze u nékterych polyomaviri, jako je naptiklad MPyV.
V bunice se mala ¢ast MT nachazi v cytoplazmatické membrané, vétsina se ale nachazi v ER (Dilworth
et al. 1986). Tento protein interaguje s bunéénymi proteiny regulujicimi bunéénych rist, jako je
protoonkogenni tyrosinkinaza s-Src (Dunant et al. 1996), fosfatidylinositol-3-kinaza (PI3K) (Auger et
al. 1992) nebo protein fosfataza 2A (PP2A) (Pallas et al. 1990). MT v buiice mize zastoupit funkci
tyrosinkinazovych ristovych faktorl, které se navazi na své membranové receptory, tyto receptory
dimerizuji a tak je spusténa draha. MT se tak daji brat jako stale aktivované tyrosinkindzové receptory
rustovych faktorti, které nepotebuji na svou aktivaci ligand, tedy rstovy faktor. Pravé tato schopnost
déld z MT hlavni onkoprotein MPyV (shrnuto v Ichaso & Dilworth 2001). Nejdulezitéjsi tlohou MT
v zivotnim cyklu MPyV je udrzovani vysoké hladiny a aktivity MAP kinaz v jadre, tyto kinazy

fosforyluji VP1 a tim napomahaji enkapsidaci genomu viru (Senften ez al. 1997).

Velmi maly T antigen (tiny — Tt) se nachazi u MPyV, stejné jako MT. Spolu s ostatnimi T
antigeny sdili J-doménu, které je schopna vazat chaperony, jako je Hsc70 a stimulovat jejich
ATPazovou aktivitu. Tt ma velice kratkou zivotnost, a proto neni schopen se akumulovat v buiice,

nejspise se jedna o neesecialni protein (Riley ef al. 1997).

3.4.1.2. Pozdni proteiny
Strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3 tvoti kapsidu obklopujici virovy genom (shrnuto v Moens

et al. 2017). Krom¢ funkce strukturni, se VP1 vaze na buné¢ny receptor a tak zprostiedkuje vstup do
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hostitelské buiiky. Pfi vstupu do buiiky napoméha i VP2, jeho N-konec je myristylovan, mize byt

odhalen na povrchu vironu (viz. obr. 8) a napomaha prinikem pres membranu buiiky (Chen et al. 1998).
. Obr. 8: Uspoiadani VP1 a VP2 pod nim, N-koncova doména
1254

VP2 mize proniknout na povrch virionu diky malym mezeram

mezi VP1. Pievzaté: Chen, Stehle, Harrison 1998

VP1

VP2

C

N

VP2 a VP3 u JCPyV napomahaji LT pti vazb€ na ori. Pfi jejich sniZzené koncentraci doslo ke
snizeni vazebné aktivity LT na DNA (Saribas et al. 2014). Dilezitost VP2 a VP3 spociva v jejich
hydrofobicité, diky ni se mohou dostat pfes membranu ER do cytosolu a poté za pomoci jejich signalt
jaderné lokalizace (nucleus localization sequence, NLS) az do jadra, kde mtize zacit transkripce ¢asnych
gentl, poté replikace a nakonec transkripce pozdnich genti (Huérfano et al. 2017). NLS se nachazi u
VP1 na N-konci a u VP2 a VP3 na C-konci, jejich ¢teci ramce se piekryvaji, proto bodova mutace
v NLS u jednoho z kapsidovych proteini se projevi i u zbylych. Pfi mutaci v NLS dojde k poklesu
schopnosti viru infikovat bunky. Za pomoci interakce NLS na jednom ze tfi kapsidovych proteinti a
importinu B1 se virion translokuje do jadra (Soldatova ef al. 2018). U mySiho polyomaviru jesté¢ VP2 a
VP3 prispivaji k lyzi bunky v pozdni fazi bunééného cyklu (Huerfano et al. 2010).

Agnoprotein patii mezi ptidatné, regulacni proteiny, neni soucasti virionu. Nachazi se naptiklad
u SV40, BKPyV a JCPyV, tedy u polyomavirl primati (shrnuto v Moens et al. 2017). V bunce je
lokalizovan v cytoplazmé, nejvice se akumuluje u jadra. Jedna se o protein, ktery je fosforylovan.
Fosforylace ma vliv na stabilitu agnoproteinu. U SV40 agnoprotein pomaha proteinu VP1 dostat se do
jadra, pii jeho znefunkénéni se vétsina proteinu VP1 nachazi v cytoplazmé a v perinuklearnim prostoru
(Carswell & Alwine 1986). Také hraje roli pii formovani virionu, pfi mutaci v agnoproteinu dochazi ke
snizeni produkce virionti a produkuje se vice VP1, agnoprotein tedy také reguluje transkripci VP1
(shrnuto v Gerits & Moens 2012). U JCPyV bylo prokazano, ze agnoprotein nema téméf zadny vliv na
expresi VP1, ovSem vaze se na VP1la zvySuje jeho multimerizaci, pomaha tak formovat nové viriony.
Pti znefunkénéni agnoproteinu JCPyV mély viriony nepravidelny tvar (Suzuki et al. 2012). Také
napomaha LT pfi vazbé na ori, pomaha tedy pfi replikaci virového genomu (Saribas et al. 2012).
Agnoprotein JCPyV se chova jako viroporin, pomaha pfi tiniku virionl z jadra do cytoplazmy na konci
zivotniho cyklu (Suzuki et al. 2010). Agnoprotein BKPyV interaguje s proliferacnim buiikovym

jadernym antigenem (proliferating cell nuclear antigen, PCNA). Navazanim PCNA na agnoprotein
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dojde k velkému snizeni proliferace bunék. PCNA interaguje s DNA polymerazou 9§, po navazani
agnoproteinu na tento komplex dojde k inhibici polymerazy, a tudiz i replikace DNA (Gerits et al.
2015). U BKPyV m4 agnoprotein, podobné jako u JCPyV, vyznam pfti uniku z jadra na konci zivotniho
cyklu (Panou et al. 2018).

3.5. Zivotni cyklus polyomaviri

Zivotni cykly rtiznych druhti polyomaviri se ve své podstaté velmi podobaji, lidi se jen
v detailech zndzornénych v tabulce €. 1 a 2. Pro jednoduchost popisi pouze zivotni cyklus BKPyV. Ten
zacina vstupem virionu do buriky skrze vazbu VP1 pentamer na povrchu virionu na bunécné receptory,
a to gangliosid GD1b a GT1b. Gangliosidy se nachdzi v bunééné membrané v misté€ lipidickych raftt.

Vyskytuji se na povrchu mnoha druht buné€k, coz zarucuje Sirokou tkanovou specifitu (Low et al. 2006).

Po navazani na buné¢ny receptor dochazi k endocytoze. Kazdy polyomavirus vyuziva trochu
jinou cestu, jak se dostat pfes membranu do buniky. BKPyV, ale i SV40, MCPyV a MPyV vyuzivaji
dva zpusoby, a to endocytdézu zavislou na kaveolinu, nebo endocytézu nezavislou na kaveolinu, ani na
klatrinu, také nazyvanou endocytdza za pomoci lipidickych rafti (Anderson et al. 1996, Gilbert &
Benjamin 2000, Zila et al. 2014, Zhao et al. 2016, Becker et al. 2019, shrnuto v Mayberry & Maginnis
2020). Jediny JCPyV vyuziva klatrinové vacky jako zptuisob endocytdzy (Pho et al. 2000). Vsechny
polyomaviry potfebuji na pfesun vacku smérem k ER mikrotubuly a jejich molekularni motory —
kinesin a dynein (shrnuto v Mayberry & Maginnis 2020). BKPyV vyuZziva i mikrofilamenta, dokonce
je schopny infikovat buiiku pii naruseni mikrotubulii, ale neni schopny buiiku infikovat pfi naruseni
aktinu (Eash & Atwood 2005). BKPyV je dale transportovan do ER z vacku pies Casny a pozdni
endozom nebo lysozom (shrnuto v Mayberry & Maginnis 2020).

V ER dojde k ¢astenému rozebrani virionu za pomoci pusobeni enzymi oxidoreduktazy
ERp57, ktera katalyzuje izomerizaci disulfidickych mustkti mezi pentamerami VP1. VP1 k sob¢ vazi
slab&ji, pouze za pomoci vapenatych kationtll. Nasledkem toho dojde k odhaleni VP2 a VP3, které se
nachazely pod pentamerami. Hydrofobni ¢asti VP2 a VP3 jsou dale rozebrany DNAJ-BiP komplexem
a zanotfeny do membrany ER. VSechny polyomaviry opoustéji ER za pomoci ERAD (ER associated
degradation) drahy a jejich proteinti (Magnuson ef al. 2005, Kuksin & Norkin 2012).

Dalsi krok rozlozeni virionu se d&je v cytosolu, v prostfedi s nizkou koncentraci vapniku. Dojde
k rozruseni i vapnikovych vazeb mezi VP1, pticemz VP2 i VP3 jsou i po vstupu do cytosolu stale
navazéany na virion. VSechny strukturni proteiny VP1, VP2 i VP3 obsahuji jaderny lokalizacni signal
(NLS), diky kterému jsou pravdépodobné pieneseny pres pory do jadra (Kuksin & Norkin 2012), a to
za pomoci jadernych importint (Li ef al. 2003, Soldatova et al. 2018, Bennett et al. 2015).

Ihned po vstupu virionu do jadra zadina transkripce Casnych proteinti za pomoci RNA

polymerazy II. a dal§ich bunécnych enzymi. Transkripce zac¢ina z ¢asného promotoru, ktery se nachazi

16



v NCCR. Vytvoii se jedna pre-miRNA, ktera je poté sestfizena na jednotlivé mRNA. Jak jiz bylo
zminéno, mRNA je polyadenylovana na 3 ’konci a na 5 konci mé methylguanosinovou cepic¢ku (Gendra
et al. 2007). Transkripty putuji do cytosolu, kde jsou na ribozomech translatovany, po translaci se vraci
do jadra diky NLS (shrnuto v Silver 1991). Kdyz jsou hotové regulacni T antigeny, mtze byt zahdjena
replikace virového genomu. Virus musi v buiice navodit G1/S fazi, protoze praveé v této fazi bunééného

cyklu se replikuje bunécnd DNA, tudiz v této fazi jsou dostupné bunécné enzymy dillezité pro replikaci.

Jak jiz bylo zminéno vyse, replikace virového genomu se krom¢ bunéénych proteinti tcastni i
¢asné virové proteiny, zejména LT, u nékterych polyomavir i ST (Kwun et al. 2009). Po replikaci je
transkribovana pozdni oblast genomu. Transkripty opét putuji na ribozomy do cytosolu a pak se vraci
do jadra, kde jsou slozeny nové viriony (Brady ef al. 1984). Dtlezité je také zminit, Ze polyadenylacni
signaly primarnich transkriptii casné i pozdni oblasti se ptekryvaji, toto je velice diilezité pro regulaci
zivotniho cyklu. Viry, které pfijdou o tento piekryvajici se polyadenylacni signal nejsou schopné

vstoupit do pozdni faze infekce (Gu et al. 2009).

Posledni fazi Zivotniho cyklu polyomavird je slozeni novych viriond v jadfe a jejich Ginik z jadra
a nasledné i z infikované bunky. U BKPyV pomaha s tnikem z jadra agnoprotein (Panou et al. 2018).
Unik z buiiky konéi nejéastéji jeji lyzi, oviem u SV40 a BKPyV byly zaznamenany piipady, kdy se
viriony dostaly z buiiky bez jeji lyze (Clayson et al. 1989, Evans et al 2015). Obecné lze fici, Ze zivotni
cykly jednotlivych polyomavirii zatim nejsou zcela probadany, zejména potom pravé zpisob uniku
z hostitelské bunky. Na obrazku 9 je shrnut zivotni cyklus BKPyV. V tabulce ¢. 1 a 2 jsou sepsany

rozdily i podobnosti mezi zivotnimi cykly jednotlivych polyomavirti.

Tabulka €. 1: Porovnani rozdilt i podobnosti mezi zivotnymi cykly Alfapolyomavirii MPyV a MCPyV

Alfapolyomaviry
Udalosti v Ziv. cyklu MPyV MCPyV
Vstup do buiiky GDl1a, chondroitin a
(receptory) GT1b [1] heparansulfat [4]
Koreceptory o4-integrin [6] GT1b [4]
, zavisla na kaveolinu [8] zavisla na kaveolinu [8][15]
Endocytéza o e e e,
pres lipidické rafty [11] pres lipidické rafty [8][15]
Presun vacku mikrotubuly [14] mikrotubuly i aktin [15]
Cesta do ER pres casny a pozdni endozom/ casny a pozdni
(endozomy) lysozom [8] e./lysozom [8]
Translokace z ER Derlin2 [20] zatim neobjeveno [15]
Unik z buiiky lyze buiiky [22] deskyamice
a lyze [24]
Unik bez lyze ne ne
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Tabulka €. 2: Porovnani rozdilt i podobnosti mezi zivotnymi cykly Betapolyomavirii SV40, BKPyV a JCPyV

Betapolyomaviry
Udalosti v Ziv. cyklu SV40 BKPyV JCPyV
Vstup do buiiky gangliosid GD1b a glykolipidy,
(receptory) GM1 [1] GT1b [2] glykoproteiny [3]
Koreceptory MHC I. receptory [1] X 5-HT2A [5]
Endocytéza zavisla na kaveolinu [7] zavisla na kaveolinu [8] Zévisl na Klathrinu [10]
pres lipidické rafty [8] pres lipidické rafty [9]
Presun vacku aktin i mikrotubuly [8] [ aktin (i mikrotubuly) [12] | aktin i mikrotubuly [13]
Cesta do ER pres ¢asny a pozdni ¢asny a pozdni ¢asny endozom a
(endozomy) e./lysozom [8] e./lysozom [8] vacek s kaveolinem1 [16]
Translokace z ER Derlinl a Sell [17] Derlinl a Sell [18] Sell [19]
Unik z buitky vakuolizace a lyze buiiky [22] intracel. vesikul.
nasledna lyze [21] transport [23]
Unik bez lyze ano [25] ano [26] ano [23]

[1] Tsai et al. 2003, [2] Low et al. 2006, [3] Neu et al. 2010, [4] Schowalter ez al. 2011, [5] Elphick ez al. 2004, [6] Hara &
Garcea 2016, [7] Anderson et al. 1996, [8] shrnuto v Mayberry & Maginnis 2020, [9] Zhao et al. 2016, [10] Pho et al. 2000,
[11] Gilbert & Benjamin 2000, [12] Eash & Atwood 2005, [13] Ashok & Atwood 2003, [14] Zila et al. 2014, [15] Becker et
al. 2019, [16] Querbes et al. 2006, [17] Schelhaas et al. 2007, [18] Jiang ez al. 2009, [19] Nelson ez al. 2012, [20] Lilley et al.
2006, [21] Motamedi et al. 2020, [22] Henriksen et al. 2016, [23] shrnuto v Moens ef al. 2017, [24] shrnuto v Stakaityté ef al.
2014, [25] Clayson et al. 1989, [26] Evans et al. 2015

Obr. 9: Zivotni cyklus BKPyV za¢ina navazanim
VP1 virionu na gangliosidy (1), pfes kaveolin
zprostiedkovanou endocytézu se dostava do
buniky (2), poté se z pozdniho endozomu dostava
do ER (3), v ER dochazi k ptestavbé za pomoci
enzymu a chaperonit a ERAD drahou virion unika
z ER (4), nasleduje transport do jadra (5), exprese
Casnych gent (6), Casné proteiny jsou po translaci
dopraveny z cytoplazmy zpét do jadra (7), dale

nastdva exprese pozdnich gent (8), kapsidové

proteiny (VP1-VP3) jsou transportovany do jadra,
kde interaguji s nové nasyntetizovanym virovym N “\tt‘j_’f ”“w
genomem a sestavi se viriony (9), nové viriony

jsou uvolnény ven za pomoci lyze buiiky (10), nékteré viriony se z bunky dostanou nelytickou cestou, za pomoci
exocytického vezikularniho transportu buniky (11). Pievzaté a upravené: Helle, Brochot, Handala, Martin,

Castelain, Francois, Duverlie 2017
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4. MiRNA kodované polyomaviry

4.1. Uvod k polyomavirovym miRNA

Pozdni oblast genomu virdt SV40, BKPyV, JCPyV, MPyV i MCPyV kéduje mimo pozdnich
proteint také dveé molekuly miRNA, které jsou dle vétSiny dat exprimovany spolu s pozdnimi proteiny
v pozdni fazi infekce. Obé miRNA kdédované virovym genomem pochazi ze stejné pre-miRNA. Jejich
nazev se li§i pouze koncovkou 5p nebo 3p, podle toho, z jakého konce pre-miRNA jsou vystépeny
(Sullivan et al. 2005, Sullivan et al. 2009, Seo et al. 2008, Seo et al. 2009). Virova miRNA je dokonale
komplementarni k mRNA casnych proteinti. Pro vétSinu miRNA je typické, Ze nasedaji do 3'UTR
cilové mRNA, ovSem polyomavirem kodované miRNA nasedaji pfimo na ORF T antigend (Sullivan et

al. 2005, Sullivan et al. 2009, Seo et al. 2008, Seo et al. 2009).

Biogeneze virovych miRNA probihd shodné s biogenezi miRNA bunécnych a ucastni se ji
stejné enzymy. Na rozdil od vétSiny bunénych miRNA, u kterych funguje jako ,,guide* vlakno pouze
jedno vlakno z miRNA duplexu, u polyomaviri jsou naklddany do miRISC komplexu obé vlakna
virového miRNA duplexu. Ob¢ vlédkna poté slouzi jako maturované miRNA, schopné navodit represi
genové exprese. Skrze svou cilovou sekvenci se tedy obé miRNA mohou navidzat na zcela
komplementarni misto na ORF T antigend, nebo na Gplné ¢i netiplné komplementarni misto na 3"'UTR

bunécnych mRNA, a tak regulovat expresi virovych i bunéénych gent (shrnuto v Lagatie et al. 2013).

4.1.1. miRNA kodovany genomem SV40 a jejich funkce

SV40 patii stejn¢ jako BKPyV a JCPyV mezi Betapolyomaviry, pro néz plati, ze svoje miRNA
koduji na 3 konci antisense vlakne k LT, v pozdni oblasti genomu, jak je vidét na obrazku 10. Vazi se
na mRNA casnych proteinti. MikroRNA kodované genomem SV40 nesou nazev sv40-miR-S1-5p a
sv40-miR-S1-3p, dle toho, zda pochazi z 5 konce pre-miRNA vlasenky, nebo z jejiho 3 'konce (Sullivan
et al. 2005). Sekventni podobnost mezi miRNA SV40 a JCPyV, stejné¢ jako mezi miRNA SV40 a
BKPyV se pohybuje v rozmezi 50-75% (Seo et al. 2008).

V roce 2005 Sullivan a jeho spolupracovnici vyvinuli pocitacovy program na vyhledavani
potencialnich pre-miRNA v genomu SV40. Poté se jim podafilo za pomoci in silico analyzy a northern
blot analyzy potvrdit existenci pre-miRNA kodované na pozdnim fetézci genomu SV40. Zjistili také,
ze se pre-miRNA exprimuje v pozdni fazi infekce, spolu s pozdnimi proteiny. Za pomoci specifickych
sond zjistili, ze z jedné pre-miRNA vznikaji dvé molekuly miRNA, které jsou dlouhé 22 nt a obé€ jejich
vldkna mohou byt inkorporovana do komplexu miRISC, tudiz tvofit funkéni miRNA a reprimovat
genovou expresi cilovych mRNA. K vyzkumu funkce miRNA kdédovanych SV40 byly pouZzity mutanty
SV40 (znacené¢ SM) s mutovanymi nukleotidy v oblasti, kde je kodovana pre-miRNA a zaroven se
zachovanou sekvenci a funk¢nosti T antigent. Tyto mutanty, na rozdil od divoké typu vykazovaly
mnohem vyssi expresi LT i ST a nedochazelo k tvorbé produktti spojenych se $t€épenim T antigent.

Znefunkénéni miRNA nemélo vliv na vytézek viru, ani na mnozstvi pozdnich proteinti. Potvrdilo se
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tak, ze miRNA slouzi jako negativni regulatory exprese LT i ST. Dalsi experiment soustiedili na
skutecnost, Ze cytotoxické T lymfocyty (CTL) cili imunitni odpovéd na T antigeny (Mylin et al. 2000).
K zjisténi, zda produkce miRNA né&jakym zplsobem souvisi s nachylnosti k lyzi buiiky zptsobené
CTL, pouzili stejné mutanty — SM a divoky typ viru. Zjistili, ze pfi ¢asnych fazich infekce nema
nepiitomnost miRNA zadny vliv na SV40, ovSem v pozdni fazi infekce u SM mutanty, na rozdil od
divokého typu, dochazi k velké expresi LT a také mnohem vétsi expresi interferonu y CTL, tudiz i vys$si
nachylnosti k lyzi spusténé CTL. Timto dokézali, ze SV40 kdédované miRNA maji také dtilezitou funkci
v dlouhodobém prezivani v infikované bunice a unikdni imunitni odpovédi za pomoci zabranéni

akumulace LT a vyhnuti se tak lyzi bunky spusténé CTL (Sullivan et al. 2005).

You a jeho spolupracovnici v roce 2012 zjistili, ze sv40-miR-S1-5p je funk¢ni ortolog k lidskeé,
bunéné miRNA hsa-miR423-5p. Nejprve porovnali sekvence SV40 kdédovanych miRNA se
sekvencemi lidskych miRNA v datab4zi miRBase. Pfisli na to, Ze virova sv40-miR-S1-5p i lidska hsa-
miR423-5p miRNA maji totozné ,,seed” sekvence. Pomoci experimentu zalozeného na dudlnim
fluorescencnim reportérovym systému se jim podafilo ovéfit, ze obé miRNA inhibuji expresi cilovych
indikatorovych vektord. Kdyz nasledné hledali potenciondlni cile lidské hsa-miR423-5p, nasli 3'UTR
gentt DMWD a C200rf27. Pomoci dalSich experimentti se jim podafilo ovéfit hypotézu, Ze virova sv40-
miR-S1-5p je schopna regulovat expresi proteinti kddovanych geny DMWD a C200rf27, a tak fungovat
jako ortolog bunécné hsa-miR423-5p (You et al. 2012).

SV40-miR-S1-3p snizuje expresi LT a ST. LT i ST jsou cilem imunitniho systému. Oba dva T
antigeny indukuji expresi TNFa a IL-17F. Protoze IL-17F vyvolava produkci prozanétlivych cytokin
a chemokint, rekrutuje i dalsi bunky imunity jako naptiklad neutrofilni granulocyty a makrofagy.
Nadméma exprese TNFa a IL-17F je tedy nezadouci pro dlouhodobé prezivani SV40 v buiice.
Neutrofily po indukci zptsobuji destrukci tkané napadené viry. Prave tento jev zacinajici nadmérnou
expresi LT, ST a pokracujici indukei IL-17F ma za nasledek nefropatii spojovanou s polyomaviry
(PVAN). Na ochranu pfed obrannymi mechanismy imunitniho systému hostitele, vyuziva SV40 prave
své virové miRNA, diky kterym dojde ke snizeni exprese LT a ST, coz vede ke snizeni TNFa i [L-17F
(Tokorodani et al. 2020).
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5.1.2. miRNA kdédovany genomem MPyV a jejich funkce
MPyV koduje svoje miRNA také na antisense vldknu k pozdnim proteinim, ale u

Alfapolyomavirii se nachéazi u 5’konce LT jak je vidét na obrazku 10 (shrnuto v Lagatie et al. 2013).
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Obr. 10: Porovnani genomii Alfapolyomavirii (MPyV, MCPyV) a Betapolyomavirii (SV40, BKPyV, JCPyV).
U polyomavirti primatt (Betapolyomavirit) jsou miRNA kdédovana u 3'konce LT, kdezto u MPyV a MCPyV

(Alfapolyomaviri) jsou kodovany u 5'konce LT. Pfevzaté a upravené: Lagatie, Tritsmans, Stuyver 2013

Stejné jako u Betapolyomavirii i MPyV koduje ve svém genomu dvé miRNA z jedné pre-
miRNA, nazyvaji se MPV-mir-M1-5p a MPV-mir-M1-3p, dle toho zjakého konce vlasenky pre-
miRNA pochazi (shrnuto v Lagatie ef al. 2013). MiRNA MPyV nasedaji v oblasti 5’konce mRNA LT,
vazi se pfimo na ORF nikoli na UTR na 3 'konci, jak je pro miRNA typické.

Prvni zminka o nevysvétlitelném casném transkriptu, ktery se ale exprimuje az v pozdni fazi
infekce a nema na 5 'konci ¢epicku se objevila jiz v roce 1982, s touto informaci ptisli Fenton a Basilico

pti provedeni northern blot analyzy u mysiho polyomaviru (Fenton & Basilico 1982).

V roce 2009 Sullivan a jeho spolupracovnici zjist'ovali, zda i mys$i polyomavirus, podobné¢ jako
SV40, koduje ve svém genomu miRNA. Za pomoci srovnani sekvenci genomu SV40 a MPyV hledali
oblast, ktera by byla sekvenéné podobna oblasti, ve které SV40 kéduje pre-miRNA. Zadnou sekvenéné
podobnou oblast nenalezli, proto hledali za pomoci Vmiru, pre-miRNA predikujiciho algoritmu.
Nalezli dvé potencialni mista, kde je na genomu MPyV kédovéana pre-miRNA. Pomoci northern blot
analyzy zachytili pfiblizné 65 nt dlouhou pre-miRNA, kodovanou na 5'konci mRNA pro LT. Pii
zkoumani kinetiky exprese pre-miRNA a miRNA zachytili prouzky odpovidajici jak 22 nt dlouhé
miRNA, tak i delsi, 65nt dlouhé pre-miRNA pfiblizn¢ 28 hodin po infekci, ¢imz dokazali existenci

dvou miRNA kodovanych genomem myS$iho polyomaviru. Za pomoci northern blot analyzy a pouziti
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specifickych prob zjistili, z2 miRNA z obou stran pre-miRNA, tedy 3p i 5p, se Gcastni specifického
Stépeni Casnych transkiptl. Aby zjistili, zda tyto dvé miRNA skute¢né snizuji expresi casnych proteint,
provedli biochemické analyzy s pomoci specifickych miRNA inhibitorti. Pfi transfekci inhibitoru 5p
miRNA doslo ke zvySeni hladin vSech tfi T antigenil. Pfi transfekci inhibitoru 3p miRNA byly hladiny
T antigent mnohem niz$i nez u 5p, dokonce byly srovnatelné s negativni kontrolou. Hlavni negativni
regulator T antigent je tedy miRNA, ktery pochazi z 5'konce vlasenky pre-miRNA MPyV. Dale
Sullivan a jeho spolupracovnici provedli experiment s mutantou d11013, tato mutanta ma 21 nt dlouhou
deleci, kterd znemoznuje viru exprimovat funkéni miRNA, ovSem funkce T antigeni zlstava
zachovana. Zjistili, Ze v pozdnich fazich infekce je u mutanty ve srovnani s divokym typem viru znacny
nartst hladin LT i MT a v mensi mife i ST. Divoky typ i mutanta vykazovaly stejné vytézky viru. Timto
dokazali, Zze miRNA kdédované genomem mySiho polyomaviru slouzi, stejné jako u SV40, jako
negativni regulatory T antigent. Na konec provedli i experimenty in vivo na mySich infikovanych bud’
mutantnim, nebo divokym typem viru. Ledviny a slezina byly poté mys$im odebrany po 3, 7 nebo 34
dnech po infekci. Zkoumali, zda se bude li$it imunitni odpovéd’ CD8 T bunék na LT. Ve tiech, casove
rozdilnych odbérech (3, 7 nebo 34 dni) byly vysledky u mutanty i divokého typu srovnatelné, CD8 T
buiiky na obé¢ varianty viru reagovaly stejné. Také nepozorovali zadné rozdily v expresi interferonu vy,
ani cytokint. Pocet kopii u obou variant viru byl srovnatelny. Tato data svéd¢i o tom, ze miRNA

kodované genomem MPyV ziejmé nejsou esencialni pro infekei bunék (Sullivan et al. 2009).

Vroce 2014 Sung a jeho spolupracovnici navazali na snahu pfedchozich tyml nalézt
potencialni bunééné cile miRNA koédovanych mysim polyomavirem (Kriiger & Rehmsmeier 2006,
Lewis et al. 2005). V roce 2005 Lewis, Burge a Bartel pouzili predikéni program TargetScanMouse
Custom verzi 5.1 a zjistili, Ze virové miRNA by mohly cilit na mRNA TgfBRI (Lewis et al. 2005). O
rok pozdéji Kriiger a Rehmsmeier pouzili program RNAhybrid, ten jim ukazal, Ze sekvencné
komplementarni misto k mySim miRNA se nachazi na 3'UTR mRNA pro Smad2 (Kriiger &
Rehmsmeier 2006). Sung a jeho spolupracovnici provedli experiment, aby zjistili, zda nepfitomnost
miRNA ovlivni expresi TgfBRI a Smad2. Infikovali ledviny mySich mlad’at divokym kmenem viru a
vyse zminénou mutantou s deleci d11013, ktera neni schopna produkovat virové miRNA. Ctyficet hodin
po infekei piipravili lyzaty z ledvin infikovanych mlad’at mysi a provedli western blot analyzu. Hladina
proteinu TgfBRI byla u mutanty i u divokého typu stejnd, virova miRNA tedy neovliviiuje expresi
tohoto proteinu. OvSsem hladina Smad2 byla podstatné niz8i po infekci divokym typem viru. U mutanty
byla hladina Smad2 srovnatelna s neinfikovanou, negativni kontrolou. Tyto vysledky napovidaji, ze
miRNA koédované MPyV cili na Smad2 a snizuji jeho hladiny. Smad2 je protein zapojujici se do
apoptické drahy bunky. Pro potvrzeni provedli jesté experiment, pfi kterém infikovali mysi epitelialni
bunky v ledvinach bud’ mutantou, nebo divokym typem, poté v bunkach byla indukovana apoptoza za
pomoci etoposidu a pomoci fluorogennich peptidt sledovali aktivitu kaspazy 3. Ta byla zna¢né nizsi u

divokého typu viru, kdezto u neinfikované kontroly a mutanty d11013 byla aktivita kaspazy 3 vysoka.
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I dalsi experimenty s pouzitim metody western blot, ¢i pomoci dudlniho reportérového systému na
mysich epitelidlnich bunek ledvin potvrdily, ze mySim polyomavirem kédované miRNA se vazi na

3’UTR Smad2 a reprimuji tak jeho expresi (Sung ef al. 2014).

Cilem navazujicich studii (Burke ez a/ 2018) bylo urcit funkci miRNA kédovanych genomem
v pozd¢jsich ¢asovych usecich po infekci. Byly pouzity stejné mutanty MPyV s deleci v genomu
dl1013. Mutanty byly poté porovnavany s divokym typem MPyV. Experimenty opét provedli na
ledvinach a slezin¢ infikovanych mysi. Poté porovnali vytézky virové DNA z infikovanych bunck
v prib¢hu 1-4 tydni po infekci u obou variant viru. Vytézky DNA (pocty kopii virového genomu) obou
variant izolovanych ze stejnych organt byly srovnatelné, velice podobné vytézky byly i v nasledujicich
tydnech (4-10 tydnti od infekce). V 16. tydnu po infekcei bylo ziskano 10x vice kopii virového genomu
z mutanty nez z divokého typu. Béhem 28. tydne od infekce byly naméfeny malé, srovnatelné vytézky
virové DNA u obou variant MPyV. Vysledky z tohoto experimentu potvrzuji, Zze virem kodované
miRNA nejsou esencialni pro vstup MPyV do bunky a pro replikaci v pribéhu casné faze zivotniho
cyklu. Dalsi experiment odhalil, Ze mnozstvi DNA MPyV detekované v moci pfi ¢asnych fazich infekce
zalezi na imunitni odpovédi adaptivni imunity, protoze u zdravych mysi byl detekovan virus v moci jen
u 60 % jedinci, kdezto u imunodeficientnich mysi byla detekovana DNA MPyV u vSech jedinci (Burke
et al. 2018)

5.1.3. miRNA koédovany genomem BKPyV a jejich funkce

BKPyV rovnéz kéduje dvé molekuly miRNA z jedné pre-miRNA, a to na 3 'konci antisense
vlakna k LT (shrnuto v Lagatie et al. 2013). Nazyvaji se BKPyV-miR-B1-5p a BKPyV-miR-B1-3p, je
dilezité zduraznit, Ze oblast z 3 ’konce vlasenky pre-miRNA u JCPyV i BKPyV jsou totozné, ale 5p
miRNA obou lidskych polyomavirt se 1i§i (Bauman et al. 2011).

V roce 2008 Seo a jeho spolupracovnici navazali na Sullivana a jeho objev oblasti kodujici pre-
miRNA na genomu SV40. Za pomoci softwaru vMir, ktery je schopny predikovat, kde se na genomu
BKPyV i JCPyV nachazi pre-miRNA, se jim povedlo nalézt ¢tyfi potencialni homologni sekvence
k pre-miRNA SV40, kde by mohla byt kodovana virova pre-miRNA. Pomoci northern blot analyzy se
jim podafilo identifikovat skute¢né misto, kde virus BKPyV kdduje pre-miRNA a za pomoci 5'RACE
analyzy zjistili, ze obé dvé miRNA (3p i 5p) BKPyV jsou uplné komplementarni k casnym mRNA.
Potvrdili, Ze 1 miRNA kdédované genomem BKPyV reguluji mnozstvi ¢asnych proteint (Seo et al.

2008).

Bauman a jeho spolupracovnici se vroce 2011 zabyvali mi-RNA u BKPyV i JCPyV. Na
zaklad¢ dat ziskanych u herpesvirt (Stern-Ginossar et al. 2007), které snizuji expresi MICB, stresem
indukovaného ligandu pro NKG2D receptor NK bunék a tim unikaji imunitni odpovédi, stanovili
hypotézu, ze by tomu tak mohlo byt i v pfipad¢é polyomavirt BK a JC. Transdukovali buiiky BJAB
endogenné exprimujici NKG2D, GFP reportérovymi vektory pro expresi BKPyV a JCPyV miRNA, a
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to JCPyV-miR-J1-3p (tedy 3p miRNA JCPyV, ktera je totoznd s BKPyV-miR-B1-3p), BKPyV-miR-
B1-5p a JCPyV-miR-J1-5p. Poté byly pozorovany hladiny stresem indukovaného ligandu ULBP3
receptoru NKG2D. U vektoru exprimujici 3p miRNA JCPyV byl patrny pokles hladiny ULBP3. U dvou
zbyvajicich vektord (s 5p miRNA JCPyV a BKPyV) se ULBP3 exprimoval norméln¢ a nedochéazelo
k represi jeho translace. V dalSich experimentech chtéli ovéfit, zda se ostatni stresem indukované
ligandy, na které se vaze NKG2D, také exprimuji méné ¢i nikoli, pouzili tedy vySe zminéné vektory a
jinou bunénou linii — RKO, ktera endogenné exprimuje ULBP2, ULBP3 a MICB. U vektoru
exprimyjici 3p miRNA opét doslo k poklesu hladiny ligandu ULBP3, ostatni dva ligandy m¢ly stejné
hladiny u vsSech vektorti. Za pomoci naslednych analyz zjistili, Ze mRNA ULBP3 nedegraduje, ale
dochazi k represi translace, Ze o 15% v¢tsi inhibice translace ULBP3 ve srovnani s kontrolou sta¢i na
dostate¢né snizeni cytotoxicity NK bunék a Ze cytotoxicky efekt NK bun¢k je mnohem nizsi u bunék
transdukovanymi 3p miRNA, protoZze se nemohly svym NKG2D ligandem navazat na ULBP3 a tak
bunku usmrtit. Potencialni misto vazby JCPyV-miR-J1-3p na mRNA pro ULBP3 bylo stanoveno
pomoci programu RNAhybrid a nasledné ovéteno pomoci dudlni luciferazové eseje. Potvrdili, ze 3p
miRNA BKPyV i JCPyV se ptimo vazi do 3'UTR mRNA ULBP3 a tak snizuji hladinu tohoto ligandu
v bufice. Tim je viru umoznéno vyhnout se imunitni odpovédi ze strany NK bunck a dlouhodobé

prezivat v hostitelské buiice (Bauman et al. 2011).

Dalsi experiment tykajici se regulace replikace za pomoci miRNA BKPyV provedli v roce 2013
Broekema a Imperiale (Broekema & Imperiale 2013). Vyuzili mutantu BKPyV se tfemi bodovymi
mutacemi v misté, kde je kodovana pre-miRNA, tato mutanta nebyla schopna produkovat funkéni
miRNA, ale sekvence kddujici ¢asné proteiny byla zachovana. Divokym nebo mutantnim typem byly
infikovany buniky 293TT. Pomoci luciferazového reportéru exprimujiciho cilovou sekvenci pro miRNA
zjistili, Ze u divokého typu je niz$i luciferazova aktivita nez u mutanty viru bez miRNA. Déle zkoumali
vliv miRNA na replikaci archetypalniho viru v pfirozenych, hostitelskych bunkach, tedy v renalnich
tubularnich epitelidlnich bunikdch (RPTEC). Tzv. archetyp je zakladni podtyp BKPyV, ktery neni
schopny se replikovat v RPTEC, jako druhy podtyp pouzili BKPyV, ktery ma ve svém NCCR
prestavby, a ktery je schopny se v téchto buiikach replikovat. U archetypu BKPyV je transkripce
casnych mRNA pod kontrolou slabsiho ¢asného promotoru, exprese miRNA je naopak pod kontrolou
promotor a exprimuji méné miRNA (Zou et al. 2020). Nasledné analyzy pomoci metod western blot a
RT-PCR ukazaly zvySenou hladinu T antigent1 i casnych mRNA (100x) u archetypalni miRNA mutanty
oproti divokému typu viru, a to 32 dni po infekci. U varianty miRNA mutanty BKPyV s pfestavbami
v NCCR zvyseni ¢asnych mRNA nezaznamenali, ovSem hladina T antigenti byla oproti divokému typu
viru s ptestavbami v NCCR zvySena. U archetypové miRNA mutanty byla oproti divokému typu viru
rovnéz zvysena i replikace virového genomu (50x). U archetypové mutanty byla také zvySena exprese

VP1. Naopak u miRNA mutanty s pfestavbami v NCCR byla mira replikace srovnatelna s divokym
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typem. Tyto experimenty odhalily, Ze miRNA archetypu BKPyV negativné reguluje expresi ¢asnych
mRNA v rendlnich tubuldrnich epitelech a Ze miRNA je zodpovédna za snizeni replikace virového

genomu (Broekema & Imperiale, 2013).

Na experimenty Broekema a Imperiala navazal tym v ¢ele s Martellim a v roce 2018, na rozdil
od Broekema a Imperiala, provadéli experimenty ze vzorkll pfimo od pacientd a zkoumali, jak se zméni
replikace genomu BKPyV za pomoci miRNA ¢i prestaveb v NCCR. Zkoumali, zda miRNA BKPyV
bude schopna snizit replikaci genomu u r-NCCR-BKPyV, tedy BKPyV obsahujici NCCR
s prestavbami. Experiment provedli za pomoci transfekce bun€k ledvin kockodana obecného
transformovanych SV40 (bunécna linie Cos-7) a lidskych bunék rendlnich tubularnich epitelech
(RPTEC) exozomy obsahujicimi plasmid, ktery exprimuje miRNA BKPyV. Poté tyto bunky vystavili
supernatantim pochazejici ze vzorkili moc¢i od 12 pacientil s relaps remitentni formou roztrousené
skler6zy. Exozomy s miRNA BKPyV byly poté vyizolovany po 24, 48 a 72 hodinach od vystaveni
vzorkiim moci. Nasledné izolovali celkovou RNA z obou druhil bun¢k a provedli RT-PCR amplifikaci.
Porovnavali hladiny miRNA u BKPyV s pfestavbami a archetypu BKPyV. U NCCR obsahujici
prestavby (r-NCCR-BKPyV) doslo k poklesu tvorby virovych miRNA a ndrGstu virové replikace.
Ovsem take zjistili, Ze staci jen bodova mutace archetypu (ten ma ptivodni NCCR bez ptestaveb) v misteé
SP1-4 a dojde k nartstu replikace virového genomu a naopak poklesu virovych miRNA i bez ptestaveb
NCCR. SP1-4 je misto v NCCR, které se chova jako hlavni piepina¢ mezi expresi ¢asnych a pozdnich
virovych mRNA. Pfi bodové mutaci v mist¢ SP1-4 dojde k nardstu exprese ¢asné oblasti genomu. U
bun¢k infikovanych archetypovym BKPyV byla hladina miRNA BKPyV mnohem vyss§i nez u

mutantniho viru s mutacemi v SP1-SP4 a mutantniho viru s prestavbami v NCCR (Martelli et al. 2018).

V roce 2021 Demey a jeho spolupracovnici uskutecnili klinickou studii, ve které zkoumali
mnozstvi miRNA a mnozstvi DNA BKPyV ze vzorkli mo¢i ziskanych od 43 pacientd, ktefi podstoupili
transplantaci ledviny. Zjistili, zZe mnozstvi vyizolovanych BKPyV-miR-B1-3p a BKPyV-miR-B1-5p
pfimo koreluje s mnozstvim vyizolované DNA BKPyV. OvSem metody na zachyceni virové DNA jsou
mnohem citlivéj$i a proto leps$i pro prevenci rozvoje nefropatie spojené s polyomaviry (anglicky
polyomavirus-associated nephropathy, PVAN) u pacientli po transplantaci ledviny. Detekce vétsiho
mnozstvi DNA BKPyV indikuje reaktivaci replikace genomu a potencialni nebezpec¢i vzniku PVAN,
naopak pfi detekci velmi malého mnozstvi DNA BKPyV a vét§iho mnozstvi miRNA znaci perzistenci

(Demey et al. 2021).

5.1.4. miRNA koédovany genomem JCPyV a jejich funkce

Poslednim zastupcem Alfapolyomavirii je JICPyV, ten kéduje dvé molekuly miRNA na 3 ‘konci
na antisense vlaknu k LT, ob&é molekuly pochazi z jedné pre-miRNA. JCPyV miRNA nesou nazev
JCPyV-miR-J1-p5 a JCPyV-miR-J1-p3, nazev opét souvisi s tim, zjakého konce vlasenky pochazi
(shrnuto v Lagatie et al. 2013).
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Stejné jako u polyomaviru BK, Seo a jeho spolupracovnici v roce 2008 hledali potencidlni mista
na genomu, kde je kodovana pre-miRNA. Za pomoci pouziti prediktivniho softwaru nasli na JCPyV
genomu dvé mista, kterd byla homologni s pre-miRNA SV40 sekvenci. K obéma mistiim sestrojili
specifické proby 3p a S5p a pomoci northern blot analyzy odhalili skute¢né misto, kde JCPyV koduje
pre-miRNA. Obg& dvé miRNA (3p i 5p) byly uplné komplementarni k casnym mRNA a byly schopny
regulovat hladinu T antigenti v bunice, cozZ se podafilo potvrdit pomoci analyz s pouzitim luciferazové

reportérové eseje a specifickych inhibitortt miRNA (Seo ef al. 2008).

Jak jiz bylo zminéno vyse, p3 miRNA JCPyV i BKPyV jsou sekven¢né totozné, tudiz maji také
stejnou funkci, JCPyV-miR-J1-3p stejné jako BKPyV-miR-B1-3p, snizuje produkci stresového ligandu
ULBP3, ktery je cilem ligandu NKG2D nachdzejicim se na NK buiikdch. Nésledné¢ nedochazi
k NKG2D zprostfedkovanému rozpoznani a usmrceni virem infikované bunky, ¢imz se virus vyhyba

imunitni odpovédi hostitelské buniky (Bauman ef al. 2011).

Link a jeho spolupracovnici se vroce 2014 zabyvali miRNA koédovanych JCPyV a jejich
potencialnim vyuziti v klinické praxi. Systematické analyzy exprese Sp miRNA JCPyV u vzork tkan¢
kolorektalniho karcinomu, zdravé tkané tlustého stieva a také ze vzorkl stolice zdravych jedincl a
pacientl s kolorektalnim karcinomem odhalily, ze se JCPyV-miR-J1-5p exprimuje ve vSech tkanich
tlustého stieva. Tkan kolorektalniho karcinomu stejné jako stolice pacientt s kolorektalnim
karcinomem obsahovala niz§i hladiny JCPyV-miR-J1-5p nez tkan zdrava a nez stolice od zdravych
jedincu. (Link et al. 2014). Tudiz by mohla hladina JCPyV-miR-J1-5p ve vzorcich do budoucna slouzit
jako biomarker infekce gastrointestinalniho traktu, nebo dokonce jako biomarker pro kolorektalni

neoplazii.

Dalsi experimenty zabyvajici se miRNA kodovanymi JCPyV v souvislosti s patologiemi
provedl v roce 2020 Takahashi a jeho spolupracovnici. V 1ézich mozkové tkané ziskanych od 25
pacientt s progresivni multifokalni leukoencefalopatii (PML) provedli in situ hybridizaci, ktera v jadie
bun¢k detekovala obé dvé molekuly miRNA kédované v genomu JCPyV, a to u 24 z 25 vzorku. Zjistili,
7e vSechny tkané s PML vykazovaly mnohem vét§i mnozstvi miR-J1 nez zdravé tkané (Takahashi et

al. 2020).

V roce 2021 Agostini a jeho spolupracovnici zjistovali hladiny JCPyV-miR-J1-5p v mo¢i u 25
pacientl s relaps remitujici roztrouSenou sklerézou. U vSech pacientil byla detekovana DNA JCPyV
v moc¢i, krvi i mozkomis$nim moku. VSem pacientiim byla nasazena lécba v podobé¢ 1éku Natalizumabu,
imunosupresiva, které zabrafiuje migraci leukocytti a jejich prochazeni cévami. Vzorky moci byly od
pacientl ziskany po 1, 12, 24 a 48 mésicich od nasazeni 1écby. U Zadného pacienta se nevyvinula
progresivni multifokalni leukoencefalopatie (PML), kterd je vyvolana reaktivaci genomu JCPyV a
miize byt zpiisobena i uzivanim Natalizumabu. Zadna korelace mezi vékem ¢&i pohlavim a pribéhem

nemoci nebyla nalezena. Do budoucna by JCPyV-miR-J1 mohla byt pouzita jako biomarker v
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diagnostice relaps remitujici roztrousené skler6zy a pomoci pfi vybéru vhodné 1écby (Agostini et al.

2021).

5.1.5. miRNA kodované genomem MCPyV a jejich funkce

Pozice miRNA na genomu MCPyV je stejn¢ jako u MPyV na 5’konci na antisense vlaknu k
LT. Stejné jako predchozi zastupci ma i MCPyV dvé miRNA molekuly — MCV-miR-M1-5p a 3p, tyto
miRNA jsou dokonale komplementarni k casnym mRNA (shrnuto v Lagatie et al. 2013).

V roce 2009 Seo a jeho spolupracovnici zkoumali, zda MCPyV kéduje ve svém genomu stejné
jako SV40, MPyV, BKPyV a JCPyV miRNA a zda maji funkci regulace exprese T antigenti. VSechny
provedené experimenty byly in vitro. Nejprve za pomoci pocitacového programu Vmir nalezli oblast
na genomu MCPyV, ktera by mohla odpovidat pre-miRNA, a to ve stejném miste, jako je kodovana
pre-miRNA MPyV, tedy na pozdnim vlakné u 5konce mRNA pro LT. Pomoci metod genového
inzenyrstvi se jim nasledné podaftilo detekovat dvé miRNA, které pojmenovali MCV-mir-M1 5p a
MCV-mir-M1 3p. Pomoci luciferazového reportérového systému ovérili, Ze miRNA skute¢né snizuji

expresi ¢asnych proteinti (Seo et al. 2009).

Dalsi vyzkumnou skupinou zabyvajici se miRNA MCPyV je Lee a jeho spolupracovnici.
V roce 2011 uskute¢nili n€kolik in vivo experimentt a jako prvni detekovali MCPyV miRNA v lidské
tkani. Bylo pouzito celkem 7 vzorki karcinomu z Merkelovych buné€k a jedna perilezionalni kozni tkan.
Ze vsech 8 vzorkil byla nejprve vyizolovana miRNA, poté se vyizolovana miRNA z kazdého vzorku
separatné sekvenovala a vysledné sekvence se za pomoci pocitatového programu MAQ porovnavala
se sekvenci genomu MCPyV. Nalezly 22 nt dlouhou dokonale homologni oblast mezi sekvenci miRNA
a genomem MCPyV. Ze 7 karcinomu z Merkelovych bunék pouze tfi obsahovaly detekovatelné
mnozstvi virové DNA. Pro ovéfeni svych pozorovani jesté stejnym zpusobem otestovali dalSich 45
tkani karcinomu z Merkelovych bunék, 35 z nich bylo pozitivnich na DNA MCPyV. V téchto vzorcich
byla exprimovana MCV-miR-M1-5p. Naopak u 10 zbylych vzorkd, kde nebyla zachycena virova DNA
MCPyV, nebyla detekovana ani MCV-miR-M1-5p. Po osekvenovani pre-miRNA i miRNA zjistili, ze
sekvence pre-miRNA odpovida pfedchozimu osekvenovani pre-miRNA MCPyV, ovsem MCV-miR-
M1-5p se lisi od predchozich publikaci, sekvence je posunuta o 2 nt, je mozné, Ze se dle fyziologickych
a dalsich vliva v bunce tvoii vzdy trochu jina varianta maturované 22 nt dlouhé miRNA (S. Lee ef al.

2011).

Theiss a jeho spolupracovnici v roce 2015 uskutecnili podrobnou studii zabyvajici se miRNA
kédovanych MCPyV a jejich funkci pti kratkodobé i dlouhodobé replikaci genomu MCPyV. Zjistili, Ze
miRNA muze byt exprimovana i nezavisle na NCCR iniciované transkripci pozdnich gend. Kdyz
analyzovali mnozstvi miRNA v burice, kde probihala replikace viru, zjistili, Ze pfi replikaci genomu
dochazi k expresi velkého mnozstvi MCV-miR-M1. U bun€k odvozenych od bunék karcinomu

z Merkelovych bunék naopak detekovali velmi malé mnozstvi MCV-miR-M1, v téchto bunkach se
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MCPyV nereplikuje. Za pomoci vyuziti dvou variant viru — divokého typu MCPyV a mutanty
s nefunkénimi miRNA zjistili, Ze u mutanty je vice exprimovan LT a oproti divokému typu také
vykazuje zvySenou replikaci virové DNA. MiRNA MCPyV jsou tedy negativni regulatory casnych
mRNA, stejné jako je tomu u SV40, MPyV, BKPyV a JCPyV (Theiss et al. 2015).

V roce 2018 Akhbari a jeho spolupracovnici zkoumali miRNA kodované MCPyV a jaky maji
vliv pfi unikani imunitni odpovédi ve virem infikovanych bunkach. Bunky 293 infikovali divokym
typem MCPyV nebo mutantou, ktera nebyla schopna tvofit pre-miRNA a tudiz ani funkéni miRNA. Po
72 hodinach od infekce z bun€k vyizolovali RNA a proteiny. Kromé toho, ze byl u mutanty zachycen
nartst kopii virového genomu a mnozstvi miRNA a LT bylo ve vztahu negativni korelace, doslo také
k nartstu bunécnych transkriptli souvisejicich s imunitni odpovédi. Za pomoci RNAhybrid programu
provedli srovnani sekvenci MCV-miR-M1 a 3’'UTR deregulovanych, bunéénych mRNA a nalezli
mRNA pro CXCLS, RAET1G, SELPLG a SP100, jako potencialni cilové mRNA. Pomoci
luciferazového reportérového systému nesouci potencialni cilové misto jedné ze Ctyt vySe uvedenych
mRNA a za pomoci molekuly mimikujici MCV-miR-M1 se jim podaftilo dokdzat, ze MCV-miR-M1 se
vaze piimo na 3'UTR mRNA pro SP100 a tak snizuje jeho expresi. Vysledky potvrdily i dalsi
experimenty s mutovanymi 3'UTR sekvencemi mRNA pro SP100. Pomoci biochemickych analyz
stanovujicich hladinu proteinu SP100 ukazali, Ze mRNA pro SP100 je pfimy cil MCV-miR-M1-5p,
jelikoz exprese je touto miRNA sniZena. Podobna data ziskali i v ptipadé proteinu CXCLS8 u bunék 293
stimulovanych TNF-o. Hladina sekretovaného CXCL8 byla zna¢né sniZzena u bunék stimulovanych
TNF-a a obsahujicich mimikujici molekuly obou miRNA MCPyV v porovnani s kontrolou. Nakonec
ukazali, ze kdyZ v buiikach neni ptitomna MCV-miR-M1-5p dochazi k ¢astecnému obnoveni tvorby
CXCLS. Timto dokazaly, ze hladina CXCLS je snizovana diky snizeni hladiny SP100 a hladina SP100
je zase sniZzovana kvili represi translace z divodu navazani MCV-miR-M1-5p na 3’'UTR mRNA
SP100. Snizeni hladiny CXCLS je pro MCPyV velice dulezité, tim se totiz vyhne imunitni odpovédi ze

strany neutrofild a tak mtize v buiice dlouhodobé¢ piezivat (Akhbari ef al. 2018).
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6. Zavér

Polyomavirem kédované miRNA jsou zcela komplementarni k ¢asnym mRNA, reguluji tedy
jejich expresi a diky snizeni T antigenti v infikované bunice miize virus dlouhodob¢ piezivat v buiice a
vyhybat se imunitni odpovédi. Vyhybani imunitni odpovédi hostitele se déje dvéma zakladnimi
principy, prvnim je jiz zminéné sniZeni onkoproteinil, druhym je cilené snizeni bunéénych transkript
souvisejici s imunitni odpoveédi za pomoci virem kédovanych miRNA. Oba dva principy tedy souvisi
s polyomaviry kdédovanymi miRNA. Naptiklad miRNA koédované MPyV snizuji expresi proteinu
Smad2, ktery souvisi s apoptickou drahou. Rovnéz miRNA BKPyV a JCPyV snizuji imunitni odpoveéd’
hostitele, a to za pomoci snizeni exprese ULBP3, jedna se o stresovy ligand vazici se na ligand NKG2D

na NK bunkach.

Mira exprese virem kodovanych miRNA u polyomavirti souvisi s jejich perzistenci ¢i reaktivaci
replikace genomu. Pfi perzistenci se pfitomnost viru vyznamné neprojevi, pouze jsou vyizolovany vyssi
hladiny miRNA, ovSem pfi snizeni hladiny virovych miRNA dochazi k reaktivaci replikace genomu a
miize dojit az k rozvoji nékterych nelécitelnych nemoci u lidi jako je naptiklad progresivni multifokalni
encefalopatie ¢i karcinom Merkelovych bunck. Pravé detekce polyomavirovych miRNA
v infikovanych bunkach, ale i v télnich tekutinach by mohla byt velice uzite¢na do budoucna v klinické
i diagnostické praxi, miRNA urcitych lidskych polyomaviri by mohly slouzit jako biomarkery pii
diagnostice rtiznych, nejen onkologickych onemocnénich. MiRNA jsou dobrym kandiddtem na
biomarkery, protoze spolu s Ago2 tvofi velice stabilni molekulu, ktera se v télnich tekutinach nachazi
po dobu az dvou mésicii. Znalost funkci polyomavirovych miRNA a na jaké bunécné transkripty cili je

velice dilezita jak pro zabranéni transformace bunék, tak pro véasnou diagnostiku.
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