


Zapis ze sch uze vyboru Genetické spole ¢€nosti Gregora Mendela, z.s., konané dne
29.11.2017vBrné

Pritomni: Doskar, Hola, Knoll, Kocova, Masek, Nedvera, Relichov4, Slaninova, Seda,
Sevcéovicova, Smarda, Tomaska, Zadrazil

Omluveni: Cellarova, Zeleny
Program schaze:

1. Projednani pfipravy konference GSGM, kter& se uskutecni v zafi 2018 v
Bratislavé.

Projednani pripravy voleb vyboru GSGM pro nadchéazejici funkéni obdobi.
Informace o €innosti spolku v uplynulém obdobi.

Zhodnoceni 3. ro¢niku Eduka¢niho seminafe a naméty na dalsi podobné
zamérené akce.

Informace o stavu ¢lenskeé zékladny a projednani novych pfihlasek.
Clenské prispévky a platebni moralka ¢lenti GSGM.

Zhodnoceni naplné posledniho €isla IL a projednani obsahu dalSich
ROzné.
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ad 1)

Prof. Toméaska, doc. Slaninova a doc. Sevéovitova informovali o pfipravé genetické
konference, ktera se uskute¢ni 12.-14. zafi 2018 v Bratislavé. Predstavili webové
témér kompletni informace pro budouci zajemce a u€astniky konference. Diskutovalo se
o programu konference, ktery je v hlavnich bodech rovnéz pfipraveny. Upfesnény budou
jesté nékteré zvané prednasky a nékteré organizacni zalezitosti. Na strankach konferen-
ce jsou jiz uvedeny moznosti dopravy a spojeni do mista konani, moznosti ubytovani,
konferenéni poplatky a vSechny dalSi nezbytné detaily. Pfitomni ¢lenové vyboru konsta-
tovali, Ze konference je vyborné pfipravena a organiza¢né zajisténa. Stranky konference
budou zpfistupnény a otevieny pro pfihlaSeni zacatkem roku a ¢lenové vyboru byli po-
Zadani, aby konferenci propagovali na svych domovskych i dalSich pracovistich. Zacéat-
kem roku 2018 budou vSichni ¢lenové GSGM informovéani o konani konference mailem s
odkazem na webové stranky konference a pfihlaSovaci formular. Soucéasti konference je
slavnostni oznameni vysledkl a predani Ceny GSGM, ktera byla vyhlaSena a zverejné-
na v IL 2016. Cena je tradién& sponzorovana firmou MGP Zlin. Clenové vyboru budou
propagovat soutéZ mezi mladymi védeckymi pracovniky a doktorandy na svych praco-
vistich a spolupracujicich institucich. VSichni ¢lenové spolecnosti obdrzi mailem pfi-
pominku o vyhlaSeni soutéZe v€etné detailt pro prihlaseni.



ad 2)

Pfitomni clenové diskutovali pfipravu voleb vyboru spolku pro pfisti volebni obdobi.
Navrhy na kandidaty do nového vyboru budou projednany a schvaleny na valném shro-
mazdéni GSGM, které bude svolano u pfilezitosti konference GSGM v Bratislave.
V predstihu budou vSichni €lenové vyzvani k podavani navrh kandidatd do nového vy-
boru. Organizacéni zajiSténi a zplsob voleb budou projednany na jarnim zasedani vy-
boru spolku.

ad 3)

Pfedseda informoval o ¢innosti spolku v uplynulém obdobi, zejména o rliznych semina-
fich a akcich, které probéhly pfedevsim v Brné. VSichni ¢lenové GSGM jsou o akcich
pfedem informovani a zajemci jsou zvani a mohou se jich G¢astnit. Vybor doporucuje
podporovat a spoluorganizovat podobné aktivity a propagovat je mezi ¢leny spolku.
Pfedseda déle informoval o procesu zapisu zmén do spolkového rejstfiku a o registraci
aktualizovanych stanov spolku. Podékoval dr. Ko¢ové a dr. Holé za vypracovani a revizi
vSech dokumentd, které bylo tfeba pfedloZit soudu pro registraci spolku. PFitomni Cle-
nové vyboru vyjadrfili podékovani predsedovi za znacné usili, které vénoval schvaleni
sidla spolku a za opakovana jednani s rejstfikovym soudem. Cely proces byl, i pfes
komplikace, které bylo nutné prubézné fesit, uspéSné dokoncéen a spolek v¢etné sidla a
stanov je fadné registrovan.

ad 4)

Pfitomni ¢lenove vyboru zhodnotili velmi pozitivné 3. roénik Edukacniho seminafre, ktery
se uskutecnil v kvétnu v Mendelové muzeu MU v Brné. Seminafr, ktery organizoval a fidil
prof. TomaSka se svymi kolegy, se tradi¢né tésil zajmu ¢lenl i ne€lend GSGM z rliznych
Ceskych a slovenskych univerzit a instituci a pfinesl uzite¢né informace o doktorském
studiu na jednotlivych univerzitach. V Informacnich listech byly publikovany dva pfispév-
ky, které shrnuly pribéh seminare a zavéry, které z néj vyplynuly. Diskutovalo se uspo-
fadani dalsiho ro¢niku podobné zamérfeného seminafe na jafe 2018. Vybor podpofil
navrh prof. Tomasky posunout konani 4. ro€niku Edu-seminéfe az na rok 2019, vzhle-
dem k Casové narocné pfipravé genetické konference v roce 2018.

ad 5)

Vybor GSGM obdrzel v uplynulém obdobi tfi nové pfihlasky, které byly projednany a
jednomysiné schvaleny. Nové &lenky spolku Mgr. Zuzana Novosadova, RNDr. Stépanka
Sebestianova, Ph.D. a RNDr. Andrea Kuthanovéa, Ph.D. budou informovéany o pfijeti a o
pravech a povinnostech ¢leni GSGM .

ad 6)

Prof. Knoll informoval o placeni €lenskych pfispévkl. V Informacnich listech je pravidel-
né pfipominana povinnost ¢lend platit v€éas Clenské prispévky. | pfesto se v nékterych
pfipadech opakuje prodleni plateb. Vybor se bude otdzkou platebni moralky vénovat na
dalSim zasedani a v individualnich pfipadech budou vyvozeny patficné zaveéry.



ad 7)

Velice pozitivné byla hodnocena aroven posledniho €isla IL. Vysoce kladné byly hodno-
ceny prispévky prof. Tomasky na téma ,gen* a RNDr. Holé, ktera zhodnotila 3. ro¢nik
Edukac¢niho seminéare. Pfinosné byly i pfispévky prof. Matalové a dr. Matalové z Mende-
liana MZM i dal3ich autor(i. Prof. Smarda vyzval pfitomné redaktory, aby véas dodali
pfispévky pro nadchazejici €islo. Byla diskutovdna moznost pfejit na pouze elektronic-
kou formu IL nebo tiSténou formu zasilat pouze tém ¢lenim GSGM, ktefi si to pfimo
vyzadaji. Po diskusi, v niz zaznély rdzné davody pro i proti, vybor doporucil zlstat u
tradicni formy IL a jejiho rozesilani vSem ¢lenum GSGM v tiSténé podobé.

ad 8)

Pfedseda informoval o dalSim ro¢niku mezinarodniho Mendelova dne organizovaného
Mendelianem MZM ve spolupraci se zahrani¢nimi partnery. Program Mendel Day 2018
v Brné nabizi kontaktni platformu také pro spolupraci GSGM s dalSimi Mendelovymi
spole¢nostmi, zejména Gregor Mendel Gesellschaft. Pfitomni ¢lenové vyboru pozadali
brnénské kolegy z vyboru GSGM o Ucast na této akci a vyjadieni souhlasu s pfipadnou
dalSi spolupraci.

Prof. Knoll informoval o prubézné aktualizaci webovych stranek GSGM. Déle
navrhl vytvoreni sdileného adresare Clenu spolecnosti na webovém Ulozisti Dropbox,
které umoznuje ukladat a sdilet soubory, aby mohly byt pribé&zné provadény vSechny
potfebné Upravy a aktualni soubory byly stale k dispozici vSem ¢lendm vyboru. Editaci
adresare a vytvofenim a zpfistupnénim ulozisté byli povéfeni zastupci vyboru (Knoll,
Kocov4, Slaninova).

Prof. Relichové pozédala ¢leny vyboru, aby na svych pracovistich zvefejnili moz-
nost zakoupit si novou ucebnici Genetiky, kterd v ¢eském prekladu pravé vySla a bude
pfedstavena a uvedena na trh 11. 12. 2017 v Univerzitnim kampusu a 13. 12. 2017 v
Mendelové muzeu MU v Brné. Nova ucebnice bude v téchto dnech prodavana za zvy-
hodnénou cenu. VSichni ¢lenové GSGM budou o této akci informovani mailem.

Prof. Zadrazil navrhl udélit estné ¢lenstvi PhDr. Anné Matalové za mimoradné aktivity

na poli hostorie genetiky. Vybor s ndvrhem souhlasi a po projednani s kandidatkou bude
pfedlozen ke schvaleni na valném shromazdéni na konferenci v Bratislavé.

Zapsala: M. Ko¢ova



OZNAMENI VYBORU GSGM

Pripravujeme Genetickou konferenci 2018 v Bratislav =~ &

Srde¢ne pozyvame vSetkych priaznivcov genetiky na konferenciu Genetickej spolo€nosti
Gregora Mendela, ktora sa uskutoéni 12. - 14. septembra 2018 v kongresovom centre
Druzba v Bratislave. Viac informacii o programe a dolezitych datumoch najdete na
priebezne aktualizovanej stranke: https://fns.uniba.sk/gsgm2018

TeSime sa na stretnutie s Vami.
Za organizatorov,
Lubomir Tomaska

Katedra genetiky
Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave

Geneticka konferencia GSGM 2018
12. - 14. septembra 2018, Bratislava

Pripominka sout éZze o Cenu GSGM

Vybor GSGM pfipomina, Ze do 30. dubna 2018 se pfijimaji pfihlasky do soutéze o Cenu
GSGM pro obdobi 2017-2018. Podminky soutéZe byly zvefejnény v Informacnich listech
GSGM ¢. 48, 2016.



Z Mendelovy korespondence

Anna Matalova

Centrum Mendelianum, Muzejni 1, 602 00 Brno

,,Mi[}’/ Aloisi!

a zakladé vécnéno nalezu, kte stavil Ferdinand, jsi to letos Ty, o némz bylo
N ziklade vioncho nilezu, ey wstavl Ferdinand, i to etes Ty o nims byl
sumarné jednéno a na néhoz je mozno v p[ném souhlasu s pravai normou wvalit
vanolni trest, ktery si mas odsedét v Brné, pokud bude zalarovan{ oznameno dva dny

A V. \4 Ve Y 4 / .
pvedem. Ponévadz ses dosud nepnh[a& dobrovolné k vykonu trestu, nastupuje

Ver/ / V o v/ 4 . / / /7 v /
pouzitt donucovacich prostredku, &tmz se Ti to timto dava na védomd.
Pokud se mj/ch osobnich pocitit tyce, musim priznat, ze proti tomu nemam namitek,
2vlaste ne tentokrat, k y chovam tak velkou touhu prohovoﬁt s Tebou jednu
dilezitou odbornou zalezitost.
Srdetné (loozdravy Ferdinandovi, Jjemuz mohu prat jen vse dobré v jeho praci pii
pitvant, dez inﬁkovz’mi atd; ktera letos vyp[n{ j eho Vanoce.
V nadéj i, ze Té uz Iorzy widim v onom zndmém vézeni, znamendm se, Tviy v.%dy
vérny spriznénec Gregor.
Brno 26/12 883.°

Nékolik dni pfed svou smrti zadal Mendel svého starSiho synovce Aloise Schindlera,
ktery ve Vidni studoval Iékafstvi, aby se cestou z Vidné zastavil ve starobrnénském
klaStefe. Potfeboval s nim probrat néjakou odbornou zéleZitost. Jiz dfive se Mendel
zajimal o to, jak léci Aloisovi vidensti profesofi nemoci srdce a ledvin. V té dobé
Mendeluv synovec Alois studoval interni medicinu u prof. Bambergera. Pamatoval si, Ze
Mendeluv puls byl setrvale velmi vysoky. Pfesto Mendel zastal silnym kufakem az do
smrti. Ani humor ho cely Zivot neopoustél. | tento dopis datovany necelé dva tydny pred
Mendelovou smrti odrazi jeho veselou mysl. Odborna zaleZitost se tykala Aloisovy
UCasti pfi Mendelové pitvé. Od ného vime, Ze se pitva konala v chodbé prelatury v
prvnim poschodi ¢elniho kfidla starobrnénského klastera. Silné mrzlo a mraz kompliko-
val manipulaci s vodou. Ohledaci zpravu zemfelého vystavil 7. ledna H. Kudler, ktery
uvedl, Ze Mendel zemfel v 1 hodinu v noci 6. 1. 1884 a pfiCinou jeho smrti bylo srde¢ni
selhani a Morb. Brightii. Podle H. lltise, ktery pro svou biografii o Mendelovi ziskal mno-
ho informaci od rodiny Mendelovy mladsi sestry Terezie, a jejich synu Aloise a Ferdi-
nanda, chtél Mendel pitvou vyloucit pfipadnou zdanlivou smrt. Jiz od mladi Mendel trpél
opakovanymi projevy své vazné ,potutelné“ nemoci. Za potutelnou ji oznacil Mendeltv



spolubratr Matou$ Klacel. Mendelova psychosomatickd choroba mu zasahla nepfiznivé
do gymnazialniho studia v Opavé, filozofického studia v Olomouci, byla pfi¢inou jeho
odchodu z pastoracni a duchovni €innosti na starobrnénské fafe a pfivodila jeho
neuspéch pfi zkouSce z ucitelské zpusobilosti na videniské univerzité. Zfejmé sehrala i
svou roli v Mendelové rozhodnuti, Ze jako jediny syn nepokraCoval v selské tradici na
zemédélské usedlosti svych rodi¢l v Hyncicich a Zivotni draha ho pfivedla do staro-
brnénského klastera, ktery v humorné ladéném dopisu pfirovnava k zalari.

PhDr. Anna Matalova je nyni emeritni pracovnici Mendeliana Moravského
zemského muzea v Brné. V Mendelianu pasobi jiZz od jeho zaloZeni, po roce
1989 a7 do odchodu do duchodu pracovala jako jeho vedouci. Je autorkou
fady odbornych publikaci, ma kli¢ovy podil na vytvofeni Centra Mendelianum a
pfedstaveni Mendelovy osobnosti nejenom ve védeckém kontextu, ale také
v ramci jeho dasich aktivit ve vztahu k méstu Brnu a dalSim mistam.




ZE SVETA GENETIKY

Pravé vychazi ,Anordnung: Mendel’s Discovery of Inherite d Information”

Lucie Tuzova

Mendelianum, Moravské zemské muzeum, Muzejni 1, Brno

Anordnung:

Mendel’s
Discovery

of Inherited

Information

Moravské zemské muzeum vydava na konci
letoSniho roku préaci Jifiho Sekeraka pod
nazvem “Anordnung: Mendel's Discovery of
Inherited Information” (144 stran, ISBN 978-80-
7028-491-9). Autor v ni analyzuje historicko-
védni kontext Mendelova objevu a poukazuje na
nové moznosti popisu jeho podstaty jako bio-
informacniho procesu. Podrobnym rozborem
Mendelovy plGvodni terminologie, zejména pak
pojmu Anordnung (usporadani), ktery povazuje
za kliCovy, dochazi k zavéru, Ze Ize zcela legi-
timné interpretovat Mendellv objev jako objev
dédi¢né informace ve vSech podstatnych aspek-
tech, které souvisi s dneSni problematikou
zkoumdni Zivota na informacni Urovni. Rovnéz
tim vysvétluje i divody, pro které doSlo k pocho-

peni Mendelova védeckého pfinosu tak pozdé. Sekerakuav pfistup tu velmi vérohodné
ukazuje Mendellv pFesah, ktery nezustal dobové omezen. Naopak pfedstavuje rozvinuti
inspiraci pro feSeni zcela konkrétnich aktualnich otdzek soucasné védy.

AR

- Ing. Mgr. Lucie Tuzova vystudovala biologii na UK v Praze, aktualné pracuje jako
lektorka a kuratkorka Centra Mendelianum Moravského zemského muzea.

Informa éni listy GSGM, 2017, 50: 7-7
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Mendel Day 2018

Eva Matalova

Centrum Mendelianum, Moravské zemské muzeum, Zelny trh 6, 659 37 Brno

Pfisti rok se bude konat jiz tfeti o
ro€nik mezinarodniho Mendelova él ,
dne, a to opét 8. bfezna ve vyrofni - Temt ermmi: ¥ sewenri Nrovare
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tové proslulé pfednasky O pokusech e s
s hybridy rostlin. Ta je neodmyslitelné i
spjata s Brnem, kde Mendel stravil List domévsky Deinmathfdei

témér 40 let svého Zzivota. Proto, a¢ ;

Mendel nebyl roddkem, Brno Se  imio sie pasi predsaveni obee memit sox bem efrtigin @csisbeertashe
vysvidéuji, de: beRitigt wied, daf

pysni oznacenim [nesto Mendelovo. ... g ///”///.
Mendelovu pfislusnost kK Brnu a  samismis: 4
Moravé doklada i dochovany domov- = e 7". /
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sky list (Archlv Mendeliana, MZM e ise e sariage: e

Brno). Z néj se také dozvidame, Ze i do spoicinost obee |3 R o S

- , v « & de mu v ni phisladl prave «7 secres chdre und in iben i
Mendel byl strednl_ postavy, Mel semewc e Nl .,:,f. i
blond vlasy a Sedé o¢i. Tentjt jost: | Derfabe if:
Mendel Day 2018 je VENOVAN  postars o Ghatey M o

pfipomenuti 175. vyro¢i Mendelova ™™ s ot

vrs ~ . - : w Uugen: by oo
pfichodu do Brna. Shodou Zivotnich . s sesmesi: g ——-
okolnosti Mendel nepokracoval v rol- e fride:
nICk? tradICI‘lsve [Odlnyve S!eZSkyCh List tento plati na étyry leta. Dicfer Sdein it ouf die Daner
Hyncicich, pfestoze byl jediny syn, od von vier Saheen giltiy.

néhoz se ocekavalo prevzeti statku. i R PP, e 2 s S
Johann Mendel se stéhoval do Brna P

na podzim roku 1843 po studiich v o Pt
Lipniku, Opavé a Olomouci, kde se - i !

jeho existen¢ni podminky jiz staly netinosnymi.

Jak piSe ve svém zivotopise: ,Jmenovany se narodil roku 1822 v Hyncicich ve
Slezsku, kde jeho otec byl majitelem malého selského statku. Po ziskani zakladniho
vzdélani na tamni vesnické Skole a pozdéji v piaristické koleji v Lipniku, byl pfijat roku
1834 do prvni gramatikalni tfidy c. k. gymnazia v Opavé. Ctyfi roky pozdé&ji neméli jeho
rodiCe pro rychle za sebou nasledujici nestésti moznost uhradit nutné studijni naklady, a
tak se tehdy 16lety podepsany dostal do smutného postaveni, Ze se musel o své Zivoby-
ti postarat sdm. Proto navstévoval vyukovy kurs pro ,Skolni kandidaty a soukromé ucite-
le" pfi krajské hlavni Skole v Opaveé, a ponévadz dostal po sloZeni zkouSky o osvédceni



zpusobilosti nejlepsi doporuéeni, podafilo se mu béhem humanitnich studii soukromym
vyuCovanim vydélat aspon tolik, Ze mohl nuzné Zzit. Po absolvovani gymnazia v roce
1840 bylo jeho prvni starosti, aby si zajistil nutné prostfedky pro pokracovani ve studiu.
Proto se opakované pokousSel v Olomouci nabidnout své sluzby jako soukromy ucitel,
ale vSechny jeho snahy zustaly bezispésné, protoZze tam nemél ani pratele ani dopo-
ruCeni. Zarmutek ze zklamanych nadéji a smutna tisniva vyhlidka do budoucna na néj
zapuUsobily tak mocné, Ze onemocnél a musel se rok zotavovat u svych rodic¢l. V
nasledujicim roce se uctivé podepsany dostal do kyZzeného postaveni, Zze naSel v
Olomouci moznost obZivy a tak mohl pokracovat ve svych studiich. S vypétim vSech sil
mohl absolvovat oba rocniky filozofie.“ Z Zivotopisu je také zfejmé, Ze to byly prave
finanéni starosti, které Mendela nasmérovaly do klastera: ,Uctivé podepsany si uvédo-
moval, Ze neni schopen nadale snaSet takové vypéti, a byl proto po skon&eni filozo-
fického studia nucen vstoupit do stavu, ktery by ho zbavil trpkych existen¢nich starosti,
jeho pomeéry rozhodly o jeho volbé povolani. Pozadal v roce 1843 o pfijeti do augusti-
nianského klastera u sv. Toméase na Starém Brné a byl téhoZ roku pfijat.” Zabezpec&eni
vratilo Mendelovi chut do dalSich studii, ktera v Brné Uspésné absolvoval, a také do
pfirodovédného zkoumani: ,Jeho materialni postaveni se timto krokem podstatné zmé-
nilo. S takovou fyzickou pohodou se uctivé podepsanému navrétila také odvaha a sila,
takZe s velkou chuti a laskou studoval klasické predméty, pfedepsané pro zkuSebni rok.
Ve volném Case se zaobiral malou botanicko-mineralogickou sbirkou, kterou mél v
klaStefe k dispozici. Jeho zaliba pro obor pfirodnich véd rostla tim vice, ¢im vice nacha-
zel prilezitost, jak se s nimi hloubé&ji seznamit.”

Pro naplnéni touhy stat se ucitelem absolvoval Mendel po pfesidleni do Brna
jesté studia na videriské univerzité, a to v letech 1851-1853. Pfisti rok tedy, kromé 175
let od pfichodu Mendela do Brna, uplyne také 165 let od jeho navratu z Vidné do Brna.
Proto Mendelianum pozvalo k Uc€asti na Mendel Day 2018 v Brné zastupce Gregor
Mendel Gesellschaft, se kterou je v dlouhodobém kontaktu. Po pozitivni odezvé nabidlo
Mendelianum aktivni G¢ast také zastupcum dalSich Mendelovych spole¢nosti. Vzhledem
k Uzké vazbé Mendeliana k zaloZzeni GSGM a intenzivni kooperaci s fadou jejich ¢lent
nemohlo chybét ani pozvani zastupcim vyboru GSGM a nabidka smérovala také
k reprezentaci Japan Mendel Society, ktera je jednim ze zahraniCnich organizéatord
Mendelova dne. Na padé Mendeliana se tak v ramci Mendel Day 2018 sejde triumvirat
klicovych Mendelovych spole€nosti s pfilezitosti blizSiho predstaveni jejich cill a aktivit,
osobniho seznameni reprezentantl a vytvoreni SirSi komunikacni platformy pro rozvoj a
sdileni Mendelova védeckého a kulturnino odkazu. Srde¢né zvéani jsou samoziejmé
vSichni ¢lenové GSGM i dalSi zajemci! Dopoledni program bude vénovan Mendelovi -
- uciteli a studentim, v poledni pfestavce nabidne Mendelianum k prohlidce vystavu
Véda fotogenicka, zapGjéenou od AV CR, odpoledni &ast je tematicky zaméfena na
Mendelovy spole¢nosti a bude uzaviena udélenim Mendelovy pamétni medaile za rok
2018 generalnim Feditelem Moravského zemského muzea. Mendellv den ukonéi disku-
sni ¢ast a komentovana podvecerni prochazka Mendelovym Brnem, ktera predstavi
Mendelovu mnohostrannou osobnost v konkrétnich mistech jeho pusobeni.

Aktudlni informace a bezplatna registrace jsou dostupné na www.mendelianum.cz

TéSime se na setkani v prostorech, kde Mendel pracoval v odborném kolegiu Hospo-
darské spolec¢nosti, tehdejSi moravské védecké akademie, a to 8. bfezna 2018 od 14 do
17 h (Mendelianum MZM Brno, Muzejni 1, Brno-stied).
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Komplexni analyza genom u jedine €nych bakteriofag G a plazmid G nesoucich geny
pro exfoliativni toxiny AaBu  Staphylococcus aureus

Tibor Botka

Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity,
Kotlafska 2, 641 37 Brno

Abstrakt

Staphylococcus aureus je vyznamny oportunni patogen a ¢asty puvodce bakterialnich
nozokomialnich nakaz a toxik6z. Asi 5 % kmenQ S. aureus produkuje exfoliativni toxiny
(ET) A a B, které jsou kédovany geny mobilnich genetickych elementl a zpusobuji
epidermolytickd onemocnéni novorozencu a déti pfedSkolniho véku. Mirna lokalni forma
se nazyva bulézni impetigo, zatimco generalizovany a zZivot ohrozujici stav se oznacuje
jako stafylokokovy syndrom opafené kuze (SSSS - Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome).

Cilem této prace je molekularni charakteristika a komparativni analyza genomi
dosud nepopsanych eta-pozitivnich bakteriofagt Celedi Siphoviridae (ETA-fagy) a etb-
pozitivnich plazmidu (ETB-plazmidy), které byly izolovany z kmenu S. aureus zodpoveéd-
nych za epidermolytickd onemocnéni v CR. Analyza genomt ETA-fagtl odhalila jejich
Cetné odliSnosti, které se projevily napfiklad ve strukturnich proteinech virion. Bylo
identifikovano nékolik oblasti ziskanych zfejmé rekombinacnimi procesy. Oba bakterio-
fagy predstavuji dosud nepopsané typy ETA-fagl, které maji schopnost konvertovat
netoxinogenni kmen S. aureus na vysoce efektivniho producenta ETA, ¢imZ potvrdily
svou vyznamnou roli v patogenité hostitelské bakterie.

Studiem ETB-plazmidd bylo zjiSténo, Ze plazmidy izolované z kmenu S. aureus
klonalniho komplexu CC121 sdili rozsdhlou oblast sekvence DNA, ktera zahrnuje geny
pro faktory virulence, ETB a EDIN C. Plazmidy této linie dale obsahuji variabilni Useky
umoznujici jejich typové rozliSeni. PrestoZze se dosud predpokladalo, Zze ETB-plazmidy
jsou relativné uniformni, byl v této praci prekvapivé izolovan a popsan dosud neznamy
typ vykazujici minimalni sekvenéni homologii s ostatnimi ETB-plazmidy. Ten navic nese
geny pro konjugaci a nové varianty genu pro faktory virulence véetné ETB, ¢imz repre-
zentuje zcela novou linii ETB-plazmidua. V této praci byla navrzena multiplex PCR pro
spolehlivou identifikaci vSech typu ETB-plazmidu.

Uvod

Je pricinou Sirokého spektra onemocnéni zahrnujici jak rizné formy koznich infekci, tak
i Zivotu nebezpecné sepse a toxikézy. Vyjimeéna virulence S. aureus je zplsobena fa-
dou povrchovych a extracelularnich proteinu, které usnadnuji vstup bakterie do hostitele
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a jeji dalsi Sifeni. Geny pro extracelularni faktory virulence jsou ¢asto pfenaSeny mobil-
nimi genetickymi elementy, které tak vytvareji jejich neobyc¢ejné Siroky arzenél umoznu-
jici vznik novych toxinogennich kmen.

Exfoliativni toxiny (ET) A a B jsou extracelularni proteiny zodpovédné za vznik
epidermolytickych onemocnéni, kterymi jsou nejCastéji postizeni novorozenci a déti
pfedskolniho véku [1,2]. Lokalizovana forma onemocnéni se nazyva buldzni impetigo,
syndrom oparené klGZe - SSSS. Zatimco u déti se mortalita SSSS pohybuje pod 5 %, u
dospélych (téméf vyhradné imunodeficientnich) pacientl dosahuje az 60 % [3]. Teorie 0
existenci toxinu zpasobujicim SSSS se poprvé objevila v roce 1967, ale jeho existence
byla potvrzena az v roce 1972 [4,5]. O nékolik let pozdé&ji byly identifikovany dva séro-
typy: ETA a ETB [6,7]. Exfoliativni toxiny patfi mezi serinové proteazy, jejichz amino-
kyselinové sekvence se podobaji stafylokokové proteaze V8 [1]. Analyzou krystalické
struktury byla odhalena aktivni ¢ast, tzv. katalytick& triada histidin-aspartat-serin. Vedle
lidi jsou k exfoliatinam citlivé i opice a mysi [8]. ETA je termostabilni protein, ktery se
sklada z 242 aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 26,9 kDa. ETB je naopak termo-
labilni protein s molekulovou hmotnosti 27,3 kDa a je sloZzeny z 246 aminokyselin.
Aminokyselinové Fetézce obou toxinG jsou identické zhruba ze 41 %. Exfoliatiny pusobi
proteolyticky na dezmozomalni glykoprotein desmoglein 1 [8]. Fakt, Ze SSSS postihuje
jen svrchni vrstvu pokozky a nikoliv jeji hlubSi vrstvy, |ze vysvétlit distribuci izoforem
desmogleinu [9]. Exfoliatiny hydrolyzuji vyhradné Dsg1l, ktery je zastoupen rovhomérné
ve vSech vrstvach epidermis. Ostatni formy vyskytujici se hloubéji ve stratum basale a
stratum spinosum zUstavaji intaktni. Rozklad Dsgl tak neni ve svrchnich vrstvach kom-
penzovan, ¢imz dochazi k odlu€ovani keratinocytd na Urovni stratum granulosum a tvor-
bé puchyru [10].

Kmeny S. aureus produkujici ETA se Castéji vyskytuji v Evropé a USA, zatimco
kmeny produkujici ETB pfedevSim v Japonsku [11,12]. Pfestoze dermatologicky efekt
obou toxinl je totozny, zdaji se byt kmeny produkujici ETB virulentnéjSi [3]. Na vzniku
SSSS se nejCastéji podili pravé kmeny produkujici ETB, zatimco v pfipadé bul6zniho
impetiga vyrazna prfevaha zZadného ze sérotypu zjiSténa nebyla [13]. Je mozZné, Ze
aktivita ETB je umocnovana pusobenim faktoru EDIN (Epidermal Cell Differentiation
INhibitor), ktery usnadruje tvorbu a Sifeni infek&nich loZisek [14,15].

Gen kodujici ETA je pfenaSen tzv. ETA-bakteriofagy rodu ,Phietalikevirus® z Cele-
di Siphoviridae prostfednictvim lyzogenni konverze [16,17]. Na zakladé antigennich
vlastnosti kapsidovych protein(i a bi¢ikovych vldken jsou fazeny do serologické skupiny
B [18]. Jedn& se o0 mirné (temperované) fagy, které mohou svou DNA zaclenit do bakte-
ridlniho chromozomu ve formé tzv. profaga. Prvnim ETA-fagem se znamym genomem
byl fag ¢ETA [16]. Velikost jeho genomu je 43 kb, obsahuje 66 otevienych ¢tecich rdm-
cl a je tvofen terminalné redundantni a cyklicky permutovanou linearni dsDNA s obsa-
hem G + C 35,4 %. Gen eta je tedy lokalizovan v terminalni ¢asti profagové DNA.
V oblasti pfed genem eta se nachazeji geny kodujici holin (hol) a amidazu (ami), ktere
tvofi lytickou kazetu. Virion ETA-faga je tvofen hexagonalni hlavickou a nekontraktilnim
flexibilnim bi¢ikem s malym rozSifenim na jeho konci.

Gen kodujici ETB je pfenaSen tzv. ETB-plazmidy, které koduji tvorbu bakterio-
ciny, rezistenci ke kadmiu a nesou geny pro faktory virulence, napf. exfoliativni toxin B a
EDIN C [14]. Plazmid pETBty4 byl prvnim ETB-plazmidem se znamou kompletni nukleo-
tidovou sekvenci. Jeho DNA ma velikost 38,2 kb a obsahuje 50 ORF. Zastoupeni G + C
bylo stanoveno na 27,7 %. Plazmid obsahuje tfi kopie 1S257, které jej rozdéluji na tfi
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oblasti. Prvni oblast tvofi operonovou oblast pro rezistenci ke kadmiovym iontiim. Druha
operonova oblast obsahuje gen pro produkci antibiotik. Tfeti oblast nese geny pro
plazmidovou replikaci a také dva geny souvisejici s virulenci. Jedn& se o gen etb a gen
edinC, ktery kéduje ADP-ribozyltransferazu modifikujici GTPazu Rho. Dosud poslednim
ETB-plazmidem se zndmou sekvenci je pETBrtvs2s [19], ktery je odvozen od pETBrys, a
navic obsahuje 22kb inzerci zahrnujici geny pro multirezistenci k antibiotikim. ETB-
-plazmidy je mozné detekovat prostfednictvim identifikace genu etb, jehoZ jsou vyhrad-
nimi nositeli. Nej¢astéji je detekovan pomoci PCR [20], nicméné Zadna z dosud publiko-
vanych metod neumoZznila presnéjsi identifikaci a rozliSeni jednotlivych typld ETB-plaz-
midd, a tedy ani studium jejich diverzity a evoluce.

Cile diserta €ni prace

PfestoZe byly popsany prvni prototypové ETA-fagy i ETB-plazmidy, dalSi studie zabyva-
jici se genomovou rozmanitosti téchto elementl chybi. Hlavnim cilem této prace byla
molekularni charakterizace dvou dosud nepopsanych ETA-konvertujicich bakteriofagu a
péti ETB-plazmidd, které byly izolovany z klinickych kmenud S. aureus zodpovédnych za
hromadna epidermolytickd onemocnéni v porodnicich a nemocnicich v Ceské republice
v obdobi 1998 - 2015.

Dilci cile prace:

1. komparativni analyza genomu a proteomu dvou ETA-bakteriofagu

2. zhodnoceni jejich role v horizontalni genomice, molekularni epidemiologii a evoluci
kmenu S. aureus

3. charakteristika klinickych kmenu S. aureus produkujicich ETB

4. komparativni genomova a fylogeneticka analyza péti ETB-plazmidl izolovanych z Kli-
nickych kmena S. aureus

5. navrh typiza¢ni metody pro rozliSeni riznych typa ETB-plazmidu

Material a metody

Bakterialni kmeny

Kmeny S. aureus SA166 a SA236 produkujici ETA byly izolovany z puchyiu détskych
pacientd v letech 2008 a 2009. Kmen SA236 obsahoval geny eta i etb a patfil do klonal-
niho komplexu CC121. Kmen SA166 nesl jen gen eta a byl zafazen do klonalniho
komplexu CC9. Bezprofagovy a netoxinogenni kmen S. aureus CCM 4890, ktery byl
pouzit pfi lyzogenizaci, byl ziskdn od Dr. Y. Yoshizawy (Jikei University School of
Medicine, Tokyo, Japonsko). Pro studium ETB-plazmidu bylo vyuzito 11 ETB-produkuji-
cich kmena S. aureus izolovanych z puchyf détskych pacientli mezi lety 1999 — 2015,
dalSi dva byly puvodci SSSS. DalSich ¢trnact kmend ze sbirky LMDM bylo vyuZzito k
verifikaci PCR typizace ETB-plazmidu. VSechny kmeny byly provéfeny na produkci ETB
a/nebo ETA, pomoci testu RPLA (Denka Seiken for Unipath, Tokyo, Japonsko).
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Izolace a propagace bakteriofagu a jejich DNA

Fagy B166 a B236 byly izolovany z kmen(i SA166 a SA236 dle [21]. Fagové lyzaty, pfi-
pravené propagaci na kmeni CCM 4890, byly pouZity pro izolaci fagové DNA, analyzu
strukturnich protein( a lyzogenizaci. Plazmidova DNA byla izolovana dle instrukci vyrob-
ce pomoci High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Diagnostics, SRN) a bakterialni DNA
kitem High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, SRN).

Analyza restrikénich fragmentti a PCR genotypizace

Fagova DNA byla Stépena restrikéni endonukledzou Hindlll (Roche Diagnostics, SRN).
Plazmidova DNA byla Stépena EcoRlI, Hindlll, Pstl a Xbal (Roche Diagnostics, SRN).
Restrikéni fragmenty byly analyzovany gelovou elektroforézou. Restrikéni fragmenty
Smal DNA lyzogenizovanych kmenu byly rozdéleny pomoci CHEF Mapper (Bio-Rad
Laboratories) pfi nasledujicich podminkach: 1,2% agar6za v 1XTAE pufru pfi 14 °C, 6V
cm™, pulzy od 1 s do 55 s po dobu 24 h. Fagy byly zafazeny do ETA-B skupin a sero-
skupin, v jejich genomech byly detekovany geny eta, etb a etd. Charakterizace kmen
S. aureus zahrnovala MLST, spa-typizaci, agr-typizaci a detekci genu pro faktory viru-
lence a rezistence (uvedeno v [22]). ETB-plazmidy byly identifikovany a typizovany dle
[22].

Sekvenovani DNA, bioinformatickd analyza

Sekvence fagovych genomu byly ziskany metodou 454 sekvenovani systémem GS
Junior (Roche 454 Life Science, USA). Sekvence plazmidl byly ziskany systémem
MiSeq (Illumina, USA). Vzorky byly pfipraveny dle instrukci vyrobce. Ziskané sekvence
byly sloZzeny, anotovany a analyzovany. Sekvence fagu a plazmidu byly uloZzeny do
databaze GenBank: fag B166 (pfistupovy kod KP893289), fag B236 (KP893290),
pETB049 (KY436021), pETB459 (KY436022), pETB608 (KY436023), pETB791
(KY436024) a pETB797 (KY436025).

Analyza strukturnich fdgovych proteint

Priprava a purifikace virionovych proteint a proteomicka analyza pomoci vertikalni 1-DE
SDS PAGE a LC-MS/MS je popsana v [23].

Vysledky a diskuze

Charakteristika dvou novych ETA-bakteriofagti B166 a B236

Fagy byly zafazeny do seroskupiny B a typu ETA-B6 (¢B166), respektive ETA-B5
(¢B236). Zatimco profagy typu ETA-B5 byly dfive identifikovany u 24 kmen( S. aureus
izolovanych v osmi €eskych porodnicich, profagy typu ETA-B6 se vyskytovaly u 17 kme-
nu pochazejicich z dvou pomérné vzdalenych nemocnic [12]. Horizontalni pfenos genu
eta byl potvrzen lyzogenizaci eta negativniho kmene S. aureus obéma fagy zvlast. v
obou pfipadech doSlo k Uspésné lyzogenni konverzi netoxinogenniho kmene na vysoce
efektivniho producenta exfoliativniho toxinu A. Stejné jako u predchozich studii [21] se
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DNA ETA-fagu zaclenila do druhého nejvétsiho restrikéniho fragmentu Smal (velikost
~365 kb) recipientniho kmene.

Metodou 454 pyrosekvenovani systtmem GS Junior (Roche) byly stanoveny
kompletni sekvence genomu fagu ¢B166 a $B236. Oba genomy byly anotovany. Vedle
identifikace otevienych &tecich ramcl a jejich produktd byly predikovany i promotory a
terminatory. Genom ¢B166 ma velikost 42,9 kb a obsahuje 64 ORF, které tvofi 94,4 %
genomu. V sekvenci bylo identifikovano 12 promotori a 5 terminator(i nezavislych na
rho faktoru. Genom $B236 ma velikost 43,2 kb, obsahuje 67 ORF (93,7 % genomu), 13
promotord a 7 terminatord nezavislych na rho faktoru. Obsah G + C je u obou fagu
srovnatelny s jinymi B fagy. Na zakladé funk&niho uspofadani, plynouciho z pozice
predikovanych regulaénich elementd a modularniho usporadani, byly fagové genomy
rozdéleny na pét oblasti: oblast | obsahuje geny pro lyzogenii a regulaci transkripce,
oblast Il geny pro replikaci DNA, oblast 1ll geny pro terminazu a strukturni kapsidove
proteiny, oblast IV nese geny pro proteiny bi¢iku a v oblasti V jsou geny pro lyzi a gen
eta. Analyza virionovych proteind metodou SDS-PAGE potvrdila hlavni rozdily ve veli-
kosti kapsidovych proteind obou fagl, na coz ukazovaly i rozdily v odpovidajicich ge-
nech. Podobné byly jiz dfive popséany i rozdily v kapsidovych proteinech ETA-fagt B557
a B122 [21].

Srovnavaci analyza genomt ETA-fagu B166 a B236

Na zakladé sekvencni analyzy Ize konstatovat, Ze fagy B166 a B236 nejsou blizce pfi-
buzné jak navzjem, tak ani v porovnani s jiz popsanymi ETA-fagy (obr. 1). Fag B166
vykazuje sekvencni podobnost 51 % s ¢ETA, 36 % s ¢ETA2, 67 % s ¢ETA3 a 54 %
s fagem B236. V porovnani s non-eta fagy vykazuje ¢B166 vice nez 60% shodu s ¢NM4
a ¢$96. Vysoka sekvencéni shoda oblasti 1ll $B166 s non-eta fagy ukazuje na moznost
spole¢ného predka. Je také mozné, Ze oblast Il byla ziskdna rekombinaci béhem
koreplikace s témito fagy. Fag B236 vykazuje sekvencni podobnost 78 % s fagem
PETA, 37 % s ¢ETA2, 58 % s ¢ETA3 a 53 % s fagem B236. Z non-eta fagu jsou mu
nejpodobnéjsi sekvence ¢71 a ¢$29 se shodou asi 70 %. Vysoce variabilni oblasti | a Il
$B166 a $B236 se od ostatnich ETA-fagu lisi nejvice. Naopak nejvétsi sekvenéni shoda
byla zaznamenana v genu pro integrazu a v oblasti V, ktera obsahuje gen eta kdédujici
exfoliativni toxin A. Stejné jako ¢ETA, ani fagy B166 a B236 nenesou gen Xis pro exci-
zionazu. Z toho Ize usuzovat, Ze vy¢lenéni genomu téchto fagl z hostitelského chromo-
zomu je umoznéno jinym faktorem, nez u fagli ETA2 a ETA3. Rozdily v pozicich regu-
lacnich sekvenci v genomech ETA-fagl jsou dany zejména variabilitou oblasti Il a obsa-
hem pravdépodobnych moronl (napf. ORF09 faga B166, ORF08 a 12 faga B236), které
maji vlastni promotor a terminator.

Genomovy mozaicizmus bakteriofaqu

Mirné fagy jsou typické mozaikovitou strukturou svych genom, vyplyvajici z rekombina-
ci pfi soubézné infekci hostitelské bakterie [24]. Geny pro rekombinacni proteiny byly
nalezeny v ¢B166 i $B236. Na zakladé nizké hodnoty G + C a predikce pomoci InterPro,
bylo identifikovano nékolik genl ¢i sekvenci ziskanych pravdépodobné rekombinaci.
Genom ¢$B236 obsahuje i tfi geny bez homologie ke znamym sekvencim v databazi
GenBank (orf31, orf32 a orf35). Relativné velka ¢ast genomu $B166 (ORF14-22) je ho-
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mologni s odpovidajici oblasti nékterych fagt skupiny F (NM3, PVL a JS01). Misty re-
kombinace byly pravdépodobné okrajové Casti sekvenci odpovidajici ORF13 a 23
$B166, které se nachazeji i u zminénych faga F.

| Il 111 [\ \'

int Iyzéﬁ?’::)agc:nle replikace DNA  sbalovani k:&s::::;/é proteiny biciku ;II:':I?: lyze eta
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Obr. 1: Porovnani znamych genomu ETA-fagl. Srovnani genomovych map fagt ¢B166, $B236,
OETA, $ETA2 a ¢ETAS. Oblasti I-V jsou znazornény v horni ¢asti. Geny jsou znazornény Sipka-
mi, nekddujici oblasti pfimkou. Sekvenéni podobnost je vyjadfena intenzitou zastinu. Velikost
genomu je uvedena v zavorce pod oznaéenim faga.

Podle soucasného déleni Celedi Siphoviridae patfi oba studované fagy do pod-
skupiny | rodu ,Phietalikevirus® [17]. Zajimavosti je vSak pfitomnost genu pro protein
s HNH endonukleazovou doménou (ORF32) u ¢B236, kterd je typickad pro zastupce
rodu ,3alikevirus“. Dale bylo zjisténo, Ze vyjma sekvence genu eta a jeho promotoru je
oblast V homologni s odpovidajici oblasti profaga kmene S. aureus 04-02981
(CP001844). To naznacuje, Ze gen eta, v€etné promotoru, byl rekombinaci za¢lenén do
operonu tzv. lytické kazety mezi gen ami a terminator. Toto zjisténi je v rozporu s dfi-
véjSi teorii 0 aberantni excizi profaga, jakozto pficiny zisku genu eta [16].

Charakterizace kmenU produkujicich ETB

Byla provedena molekularni charakterizace 13 etb-pozitivnich klinickych kmena
S. aureus, které byly izolovany v ¢eskych nemocnicich mezi roky 1999 — 2015 (tab. 1).
Ze 13 kmenul bylo 10 kmend sekvencniho typu ST121, jeden kmen ST2276 a jeden
ST123. Tyto sekvenéni typy jsou soucasti klonalniho komplexu CC121. U Sesti kmenu
produkujicich ETA byl gen eta lokalizovan na profazich, které patfily vyhradné do skupi-
ny ETA-B1, nebo ETA-B5, cozZ je v souladu s dfive publikovanymi vysledky [12]. Z genu
virulence (geny pro enterotoxiny a PVL, tst, mecA) byly prokazany superantigenni geny
pro enterotoxiny sea, seg a sei. Bezprofagovy kmen 608 genotypu ST130/spa t843,
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ktery byl izolovan z pacienta s bul6znim impetigem v roce 2011, produkoval jen ETB a
obsahoval jeden ETB-plazmid. Jak ukazaly restrikéni a sekvencni analyzy, jednalo se o
zcela novy a dosud nepopsany typ. Hostitelsky kmen 608 byl agr typu lll, zatimco u
ostatnich kmenu byl detekovan agr typ IV.

Tab. 1: Molekularni charakteristika 13 klinickych kmen@ produkujicich ETB

kmen klinicky pdvod ~ MLST ?Ss ;{;ZET dEL profagy gei: ETA-B typ
791 dité, puchyf ST121  t159 I B, Fb + B5
445 personal, nos ST121  t159 Il A B,Fb + B1
507 dité, puchyr ST121  t159 Il Fb - -
586 dité, puchyr ST121  t169 I B, Fb + B5
013 dité, puchyf ST121  t169 Il -
459 dité, puchyr ST121  t169 Il Fb - -
049 dité, SSSS ST121 t916 I A B Fb + B1
797 dité, puchyr ST121 t916 Il A B Fb + B1
497 dité, SSSS ST121  t272 Il - - -
151 dité, puchyr ST121  t645 Il Fb
618 dité, nos ST123  t1688 Il Fb - -
420 dité, puchyr ST2276 t876 Il B, Fb + Bl
608 dité, puchyr ST130 843 Y, -

Srovnani plazmidd podobnych pETBtva

Jiz prvni analyzy pomoci Stépeni plazmidové DNA restrikénimi endonukleazami odhalily
rozdilna spektra restrikénich fragmentl izolovanych plazmidd (tab. 1). Proto byla stano-
vena sekvence DNA reprezentativnich zastupct jednotlivych typa restrikénich spekter.
Byly slozeny kompletni genomové sekvence plazmidd pojmenovanych pETB049
(KY436021), pETB459 (KY436022), pETB791 (KY436024) a pETB797 (KY436025).
Velikost plazmidi se pohybovala mezi 37,3 az 45,7 kb. Sekvence byly anotovany a
srovnany s jiz znamymi ETB plazmidy pETBrys (APO03088), pETBtvs2s (AP012457) a
SAPO57A (GQ900415) [14,19].

Bylo zjisténo, Ze vSechny vySe zminéné ETB-plazmidy obsahuji spole¢nou jadro-
vou sekvenci o velikosti 33 kb, a proto byly pojmenovany jako ,pETBrtys-based®
plazmidy (tzn. plazmidy odvozené od archetypalniho pETBrys). Tyto plazmidy se navza-
jem liSi obsahem dvou variabilnich oblasti, na zakladé ¢ehoZ byly rozdéleny do Ctyr typua
pETB (obr. 2). Prvni oblast se nachazi mezi geny pro resolvazu a protein spojeny s
replikaci, zatimco druha mezi genem fagove rezistence abiK a genem pro transponazu.
Plazmidy typu | neobsahuji v téchto oblastech Zadnou inzerci. U plazmidd typu Il a lll je
v prvni oblasti lokalizovan replikaéni gen repA, ktery je rozdélen pred€asnym terminac-
nim kodonem na dvé ¢éasti. U typu Ill mu pfedchazi transpozon Tn552 kodujici beta-
laktamézu [25]. Druha oblast, mezi abiK a genem pro transponézu, obsahuje u vSech
.PETBrys-based” plazmidd operon kodujici geny rezistence ke kadmiu. Z porovnani
sekvenci cad operonu pETBryszs a ostatnich ETB-plazmidd vyplyva, Ze se jeho uspo-
fadani i puvod lisi. Plazmid pETBrvszs typu IV obsahuje v této asti také asi 22 kb velkou
inzerci, ktera kéduje multi-rezistenci k antibiotikiim [19].
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Obr. 2: Srovnani genomu pETB459 (typ Ill) s ETB-plazmidy typu ll, lll a V

Fylogeneticky strom plazmidd podobnych pETBtv4 se déli na dvé vétve, které odpovi-
daji geografickému vyskytu hostitelskych kmena (obr. 3). Jedna zahrnuje evropské
izolaty a druha izolaty japonské. Typ pETB Il a je zfejmé evolu¢né nejstarsi, pficemz
plazmidy typu 11l vznikly naslednou inzerci transpozonu Tn552. Zatimco geny rezistence
byly ziskany integraci inzer¢nich sekvenci a transpozonl (u typu pETB Il a 1V), gen
repA je pravdépodobné plvodni (typ Il a Ill). Jeho ¢teci ramec je rozdélen pred€asnym
terminaCnim kodonem, a je tak ziejmé nefunkéni. Gen repA byl deletovan nezavisle u
evropskych izolatd typu pETB | a spoleéného predka japonskych izolatd typu pETB | a
IV. Typ IV vznikl po rekombinaci cad operonu a zisku velké inzerce s geny multirezisten-
ce.
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Obr. 3: Fylogeneticky strom ,pETBrv4-based” plazmidd. Délka vétvi odpovida uvedenému poctu
substituci na jednu pozici.

Analyza genomu a fylogeneze pETB608

Analyza plazmidu pETB608 ukazala, Ze se jedna o novy typ, ktery je zcela odliSny od
plazmidu pfibuznych pETB+v4 (Obr. 2 a 4). Plazmid pETB608, zafazeny do typu V, je
vyrazné mensi (30,6 kb) a ma vyssi obsah G + C neZ ostatni ETB-plazmidy. V jeho
sekvenci bylo identifikovano 37 gend, 18 promotort a 4 terminatory nezavislé na rho
faktoru. Dale byla identifikovana nova inzer¢ni sekvence 1S608. Oproti jinym ETB-
-plazmidim nebyly v pETB608 nalezeny geny pro rezistenci k antibiotikim ani téZkym
kovim. Zatimco vSechny ,pETBrvs-based” plazmidy koduji identicky exfoliativni toxin B,
plazmid pETB608 kdduje jeho dosud nepopsanou variantu o stejné velikosti, ale pouze
s 84% shodou v proteinové sekvenci. Plazmid pETB608 koduje i dalSi dvé serinove
protedzy trypsinového typu, které patfi do rodiny S1B peptidaz stejné jako exfoliativni
toxiny. Tyto protedzy vykazuji asi 50% podobnost s protedzami druhu Streptococcus
didelphis (WP_018367156), respektive Staphylococcus pseudintermedius
(WP_015728600). Vicenasobné pfilozeni proteinovych sekvenci ETB, SP608A, SP608B
a ETA ukézalo na nékolik konzervativnich oblasti véetné katalytické triady. Plazmid
pPETB608 dale kéduje dva proteiny podobné EDIN A. Prvni z nich vykazuje 93% shodu
se stejné velkym prekurzorem proteinu EDIN A, a je tak moZné jej povazovat za jeho
novou variantu. Druhy, se sekvencni shodou s EDIN A 65%, je pravdépodobné zkracen
vlivem genomovych pfestaveb. Gen, ktery jej kdduje, se nachazi na okraji oblasti, ktera
nese pravdépodobné faktory virulence a jako celek nevykazuje vyraznou podobnost
s jinym zaznamem v GenBank (obr. 4). Inhibi¢ni Gcinek faktord EDIN A a EDIN C na
epidermalni diferenciaci a rust byly popsany jiz dfive [26,14].
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Obr. 4: Srovnani genomu pETB608 (typ V) s plazmidem ETBty,4 (typ 1) a pWBG707. Jednotlivé
ORF jsou ¢islovany dle [22]. Geny vykazujici podobnost s ostatnimi ETB-plazmidy ETB: orf5,
exfoliativni toxin B; orf7, transkripéni regulator; orf8, primaza. Geny pro konjugaci: orf9 — orf29.

Ze ziskanych poznatku vyplyva, Ze vSechny ETB-plazmidy nesou geny pro fak-
tory EDIN. Mezi kmeny produkujicimi EDIN A a C se predpoklada blizka pfibuznost [27],
coz je v souladu s naSi hypotézou o vzniku genomu pETB608. Ten je pravdépodobné
odvozen z konjugativniho plazmidu pWBG707, ktery byl izolovan z malajsijského kmene
S. aureus v roce 1992 [28]. Oproti nému ma deletovanou oblast zahrnujici gen dhfr pro
rezistenci k trimethoprimu. Déle v genomu pETB608 doslo k rekombinacim vedoucim ke
zkraceni nékolika genud a zisku oblasti nesouci geny virulence (obr. 4). K témto postup-
nym zménam doslo nejspiSe v asijskych kmenech S. aureus, které nesly plazmidy typu
PETBry4 a také plazmidy s genem edinA. Pfitomnost tra operonu u pETB608 predjima
schopnost horizontalniho pfenosu tohoto plazmidu konjugaci. PFfitomnost gena traA-M
neni asociovana s zadnou vyvojovou linii S. aureus [29], a proto je pravdépodobné, Ze
pETB608 a jemu podobné plazmidy nejsou vazany vyluéné na kmeny sekvencniho typu
ST130. Mechanismus horizontalniho pfenosu plazmid( pfibuznych pETBrv4 neni dosud
znam. Tyto plazmidy nemaji geny tra ani mob umoznujici konjugaci ¢ mobilizaci. Pfes
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znacnou velikost ETB-plazmidd zlstava nejpravdépodobnéjSim zplsobem horizontalni-
ho pfenosu fagem zprostfedkovana transdukce [30].

Metody identifikace a diferenciace ETB-plazmidt

ProtoZe bylo v této praci identifikovano a popsano nékolik typa ETB-plazmidd, byla navr-
Zena multiplex PCR slouzici k jejich rozliSeni. Bylo provéfeno nejen 13 charakterizova-
nych kmenu (tab. 1), ale také dalSich 14 klinickych kmend S. aureus produkujicich ETB
z laboratorni sbirky. Reakce byla spolehlivé ovéfena jak na bakterialni, tak na plazmido-
vé DNA. Multiplex PCR je zaloZena na detekci sekvenci specifickych pro jednotlivé typy
pETB (obr. 5). Primery byly navrZzeny tak, aby byla amplifikovana oblast zahrnujici ¢ast
spolecné jadrové sekvence a ¢ast navazujici variabilni oblasti. Tim bylo docileno specifi-
ty pro ETB-plazmidy. NejCastéji byl detekovan typ pETB Il (14 plazmidud), dale pETB | (8
plazmid(), pETB 1l (4 plazmidy) a nakonec typ pETB V (1 plazmid). V této praci nebyl
detekovan Zadny plazmid typu pETB IV, do kterého spada v Japonsku izolovany
PETBrvs2s. Dfive pouzivané primery pro detekci genu etb vykazuji cetné nekomplemen-
tarni pozice v cilovych sekvencich u peETB608, coZ vedlo k rozporuplnym vysledkdm.
Primery navrzené v této praci jsou proto pro detekci etb, v€etné jeho nové varianty,
vhodnéjsi.

'yl
+ 5 2 8 £ g
o B o = _ E = o -
b E'E Be BPE RS B2 P2
P 885 W w w w w
—h o o =1 o [=%
1,517 velikost
amplikonu
1,000 959 bp
857 bp
754 bp (eth)
500 500 bp
290 bp (eth)
100

* in silico PCR

Obr. 5: Multiplex PCR pro typizaci pETB. Pouzité primery a podminky jsou uvedeny v [22].

Zaver

V této praci byly popsany dva nové typy bakteriofagl obsahujici gen eta. Genomy fagu
$B166 a $B236 byly detailné charakterizovany a porovnany nejen s ostatnimi zastupci
riznorodé skupiny fagu serologické skupiny B kodujicich exfoliativni toxin A, ale i s fagy
ostatnich skupin negativnimi na gen eta. Toto srovnani ukazalo, Ze oba pfedstavuji no-
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vé linie dosud nepopsanych tzv. ETA-konvertujicich bakteriofagd. Cetné sekvenéni
rozdily, ¢asto heterogenniho plvodu, mohou byt vyuZity pro detailni klasifikaci ETA-
-fagli, ale hlavné poukazuji na jejich velkou rdznorodost vlivem mozaikovité struktury
genomu a rekombinaéni nezavislosti jednotlivych moduld. Z tohoto davodu predstavuiji
vyznamny a stale se ménici zdroj genu, které mohou podléhat rekombinaci s korepli-
kujicimi se fagy nebo chromozomalni DNA hostitelskych kmenua S. aureus, a tim ovlivnit
jejich patogenitu.

DalSim neméné dulezitym zdrojem virulencnich faktora, véetné genu pro exfolia-
tivni toxin B, jsou ETB-plazmidy. Ty koduji nékolik vyznamnych gena zvySujicich invazi-
vitu kmen( S. aureus produkujicich ETB. PfedevSim to jsou geny pro faktory EDIN,
bakteriociny a geny rezistence k antimikrobialnim latkam. Epidermolytické kmeny S.
aureus klonalniho komplexu CC121 nesou spole¢né s ETB-plazmidem c&asto i ETA-
-profaga typu ETA-B1, nebo ETA-B5. Jak se tyto mobilni genetické elementy navzajem
ovliviuji a jaky dopad ma jejich souasna pfitomnost na fenotyp hostitelského kmene,
neni dosud objasnéno.

ETB-plazmidy byly dosud povaZovany za vysoce konzervativhi MGE. Toto je
Castecné potvrzeno existenci jadrové sekvence spolec¢né pro vSechny plazmidy podob-
né prvotné popsanému pETBty4. Plazmidy této linie se vzajemné lisi ve dvou variabil-
nich oblastech, které mohou nést geny pro antimikrobialni rezistenci a dodate¢ny gen
repA. Na zékladé téchto zjisténi byly tyto ETB-plazmidy rozdéleny do &tyf sekvenénich
typu a byla provedena jejich fylogeneticka analyza. Spole¢né s pfedchozimi studiemi se
potvrdila asociace mezi ETB-plazmidy podobnymi pETBrv4 @ kmeny S. aureus CC121.
Existence nékolika malo variant a zachovani jadrové sekvence naznacuje, Ze se tyto
ETB-plazmidy Sifi pfedevSim vertikalné, zatimco horizontalni pfenos je velmi vzacny.

Nové byl objeven a popsan unikatni plazmid pETB608, ktery pfedstavuje zastup-
ce zcela odlisné linie ETB-plazmidu. Pochazi z kmene klonalniho komplexu CC130 a
nese nejen novou variantu genu eta, ale také pro ETB-plazmidy netypické geny podob-
né edinA. Byly identifikovany i geny kodujici predikované serinové protedzy trypsino-
vého typu podobné exfoliativnim toxinim. Objasnéni jejich role pfi epidermolytickych Ci
jinych infekcich vSak vyZaduje dalSi vyzkum. Pro horizontalni pfenos plazmidu pETB608
je zcela zasadni pfitomnost gent pro konjugativni pfenos. PfestoZze schopnost konjuga-
ce neni u plazmidu S. aureus pfiliS ¢astd, predstavuje novou moznost pfenosu genu eta
do kmenl mimo CC130 i dosud typicky CC121, a tim vznik epidermolytickych kmen
s novymi vlastnostmi. Tato prace poskytla novou metodu pro rychlou a spolehlivou dife-
renciaci ETB-plazmidd za pouziti plazmidové i celkové bakterialni DNA klinickych kme-
nu. Zahrnuje i nové popsanou variantu etb, kterd byla stavajicimi metodami obtizné
detekovatelna.
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Uvod

Vznik nadorového onemocnéni je mnohastupnovy proces, pfi kterém dochazi k deregu-
laci bunéc¢né proliferace a rustu. Priblizné 20% umrti spojovanych s rakovinou je primar-
né zapricinéno infekci (Anand P. et al., 2008), pficemz nej¢astéjSim infekénim agens
zpUsobujicim rakovinu jsou viry. Do skupiny onkogennich virl patéi RNA i DNA viry.

Virus Kaposiho sarkomu (KSHV; Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus),
znamy také jako lidsky herpesvirus 8 (HHV8), je onkogenni DNA virus. Tento Clen
gama-herpesvirové subrodiny je asociovan se vSemi klinickymi formami Kaposiho
sarkomu (KS) a se dvéma lymfoproliferativnimi onemocnénimi: primarnim efuznim
lymfomem (PEL) a Castlemanovou chorobou (MDC, multicentric Castleman disease)
(Cesarman E. et al., 1995; Soulier J. et al., 1995; Wen K.W. a Damania B., 2010).
Genomem KSHYV je linearni dvoufetézcova DNA o velikosti 165kbp (Russo R. et al.,
1996), kdédujici nejméné 87 otevienych ctecich ramcl (ORF) tvoricich 140kbp velkou
centralni oblast, obklopenou rozsahlou 801bp dlouhou, nekddujici GC-bohatou (85%)
koncovou repetici (Lagunoff M. a Ganem D., 1997). Nékteré z genu KSHV vykazuji
blizkou homologii s bunéénymi geny, jenz reguluji bunéény rist, imunitni a zanétlivou
odpoveéd ¢&i apoptozu (Boshoff C. et al., 1997; Molden J. et al., 1997; Thome M. et al.,
1997; Bais C. et al., 1998; Moore P.S, a Chang Y., 1998; Lubyova B. a Pitha P.M.,
2000).

Béhem latentni infekce je virovA DNA uchovavana v podobé cirkularniho epizo-
mu, jenZ asociuje s buné¢nymi histony a perzistuje jako neintegrovany minichromozom
v jadfe infikovanych bunék (Toth Z. et al., 2013). V této fazi dochazi k expresi pouze
nékolika latentnich genu, odpovédnych za proliferaci hostitelské buriky, prevenci apo-
ptdézy a udrzeni extrachromozomalniho virového genomu béhem déleni (Dittmer D. et
al.,1998; Sarid R. et al., 1998; Talbot S.J., 1999; Fakhari F.D. a Dittmer D.P., 2002; Lu
M. et al., 2004; Chandriani S. a Ganem D, 2010). Zkoumani latentni faze infekce vedlo k
identifikaci nékolika latentnich gend, k jejichZ expresi dochazi u vSech lymfoproliferativ-
nich onemocnéni asociovanych s KSHV. Jsou jimi LANA (latency-associated nuclear
antigen), v-FLIP (flice-inhibitory protein), v-cyklin a Kaposin B (Dittmer D. et al., 1998;
Umbach J.L. a Cullen B.R., 2009). Navic v bunkach PEL a burkach pochazejicich z
MDC, dochazi k expresi VIRF3 (viral interferon regulatory factor 3) (Rivas C. et al.,
2001).
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VIRF3 (ORF K10.5 a K10.6) je sestfizeny produkt dvou ORF (Lubyova B. a Pitha
P.M., 2000). Tento 566 aminokyselin dlouhy protein je konstitutivné exprimovan v jadre
hematopoetickych tkani infikovanych KSHV zahrnujicich PEL a Castlemanovu chorobu,
diky ¢emuz je nékdy nazyvan také jako LANAZ2 (latency-associated nuclear antigen 2)
(Cunningham C. et al., 2003; Jenner R.G. et al., 2001; Rivas C. et al., 2001; Fakhari
F.D. a Dittmer D.P., 2002). Exprese VIRF3, jenzZ je nezbytna pro proliferaci bunék PEL
(Wies E. et al., 2008), pusobi dramatické zmény v kritickych hostitelskych drahach
zapojenych do regulace apoptozy, bunécného cyklu, protivirové imunity a vyvoje nado-
rd.

VIRF3 a rakovina

Castou pri¢inou onkogeneze je inaktivace nadorové supresorového genu &i aktivace
bunéénych protoonkogenu. vIRF3 kddovany virem Kaposiho sarkomu muaze pfFispét k
VyVoji nadoru nejméné dvéma mechanizmy: 1) aktivaci protoonkogenu c-myc (Lubyova
B. et al., 2007) a 2) asociaci s kli¢ovym nadorovym supresorem p53 (Rivas C. et al.,
2001). VIRF3 je déle zapojen do regulace apoptdzy, bunééného cyklu a modulace dyna-
miky mikrotubuld (Munoz-Fontela C. et al., 2008).

c-Myc pusobi jako univerzalni zesilova¢ genové exprese, ktery ovliviiuje vSechny
aktivni promotory (Nie Z. et al., 2012). Cilové geny, které jsou pod kontrolou c-Myc, se
UCastni regulace a kontroly buné&ného cyklu, proliferace a preziti (Grandori C. et al.,
2000). Vyznamnym regulatorem stability proteinu c-Myc je ubiquitin ligaza Skp2 (S-
phase kinase-associated protein 2) (Jin J. a Harper J.W., 2003; Kim S.Y. et al., 2003;
von der Lehr N. et al.,, 2003; von der Lehr N. et al., 2003b). E-box dependentni
transkripéni aktivita c-Myc je pod kontrolou represoru MM-1 (Myc modulator 1) (Mori K.
et al., 1998; Kimura Y., et al., 2007). V pfitomnosti VIRF3 je MM-1 fizena represe c-Myc
naruSena. Pfima asociace VIRF3 s MM-la vede Kk inhibici tvorby MM-la-c-Myc
komplexu. Uvolnény c-Myc pak stimuluje transkripéni aktivitu nejen promotoru cdk4
(cyclin-dependent kinase 4), ale i dalSich promotort regulovanych c-Myc. VIRF3 je pfes
vazbu na c-Myc navic pfimo asociovan s promotorem cdk4 u bunék PEL. Asociace
VIRF3 s c-Myc posiluje DNA-vazebnou schopnost c-Myc a zvySuje tak jeho transkripéni
aktivitu (Lubyova B. et al., 2007).

p53 je transkripéni faktor indukovany jako odpovéd na stresové signaly, jako je
poskozeni DNA ¢i virova infekce. Aktivace p53 vede k indukci blokace bunééného cyklu
Ci apoptdzy (Vogelstein B. et al., 2000). Zeslabeni funkce p53 je pak jednou z nejCastéj-
Sich pficin vyvoje rakoviny u ¢lovéka (Hussain S.P. a Harris C.C., 1999). U normalnich
tkani je hladina p53 udrzovana na velmi nizké arovni, pficemz rychla degradace p53 je
zajistovana pomoci jeho zdsadniho negativniho regulatoru - E3 ubiquitin ligazy Mdm2
(murine double minute 2). Vystaveni bunék rozdilnym genotoxickym stresovym signa-
lGm, jako je poSkozeni DNA, hypoxie Ci teplotni Sok, vede k aktivaci p53 a jeho nasledné
akumulaci v jadfe (Maltzman W. a Czyzyk L., 1984; Kastan M.B. et al., 1991). Schop-
nost p53 pusobit jako specificky transkripéni faktor je regulovana jeho posttranslaénimi
modifikacemi, protein-protein interakcemi a proteinovou stabilizaci (Ryan K.M. et al.,
2001). Rivas a kol. identifikovali VIRF3 jako potenciélni inhibitor p53 indukované trans-
kripce a apoptozy a in vitro prokazali interakci VIRF3 a p53 (Rivas C. et al., 2001).
Vzhledem k tomu, Ze pfiméa asociace endogenniho VIRF3 a p53 u KSHV infikovanych
bunék PEL prokazéana nebyla, nebyl ani popsan pfesny molekularni mechanizmus,
kterym vIRF3 moduluje funkci p53.
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RNA interference

RNA interference muze byt iniciovana endogenni (pre-miRNA) &i exogenni dsRNA,
kterd aktivuje ribunukleazovy komplex Dicer (Bernstein E. et al., 2001). Tento komplex
Stépi dsRNA na 20-25pb dlouhé fragmenty s pfesahem dvou nukleotidd na 3"-konci
(Castanotto D. a Rossi J.J., 2009) zvanymi siRNA. Dvoufetézcova siRNA je nasledné
rozdélena na jednotliva vlakna. VIakno s komplementarni sekvenci k cilové mRNA (zna-
mé jako guide strand) je inkorporovano do komplexu RISC (RNA-induced silencing
complex), kde dojde k Stépeni pfislusSné mRNA, jenZ tak nemuze byt pouZzita jako temp-
lat pro syntézu proteint (Ahlquist P., 2002).

Hypotézy a cile prace

Hlavnim cilem naSeho projektu bylo pfispét k porozuméni KSHV-indukované neoplazie.
Charakterizace funkce VIRF-3 by mohla v budoucnu poskytnout cile pro terapii, [é€bu €i
prevenci tumord asociovanych s KSHV.

Konkrétni cile prace byly nasledujici:

1. vytipovani siRNA specifickych pro VIRF3 a zavedeni metody RNA interference do
nasi laboratore

2. zjisténi mechanizmu, kterym VIRF3 ovliviiuje stabilitu a transkripéni aktivitu proto-
onkogenu c-myc

3. detailnéji popsat a charakterizovat vliv proteinu VIRF3 na stabilitu a funkci nadorového
supresoru p53

Material a metodika

Bunécéné linie: KSHV-pozitivni BCBL-1 a BC-3, HeLa, HEK293, p53-nulitni Saos2, HCT-
116, BJAB/VIRF3, BJAB/pcDNA

Plazmidy: vIRF3-FL, VIRF3-GST, c-myc-HA, wtMBS1-4, WWP-luc, Skp2-myc, Skp2-
GST, wtp53, p53(1-359), p53(1-292), sestfizené formy c-myc a Skp2, vIRF3 a p53 de-
le€ni konstrukty, c-Myc-GST, His-Myc-Ub, p53(14/19) a p53(22/23), p53-GST

RNA interference: Syntetické siRNA cilici vVIRF3 byly navrZzeny pomoci Sigma-Aldrich a
Dharmacon siRNA designovych center. Burfiky PEL byly transfekovany pomoci trans-
fek&nich Cinidel HiPerFect, nebo X-treme GENE siRNA. Bunécné lyzaty byly analyzo-
vany pomoci real-time RT-PCR.

Imunoprecipitace a Western blot: Bunky byly lyzovany ko-imunoprecipitaénim pufrem,
nebo imunoblotovacim pufrem. Proteinové extrakty byly inkubovany s pfislusnymi proti-
latkami pfi 4°C. K extraktim byly pfidany proteinové agarozové kulicky a nasledovala
inkubace pfi 4°C pfes noc. Imunokomplexy byly analyzovany Western blotem.
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Luciferdzovy test: Buriky byly transfekovany stejnym mnoZstvim luciferdzového reporté-
rového plazmidu a pfislusnymi expresnimi plazmidy spolu s kontrolnim plazmidem pRL-
SV40. Luciferdzova aktivita byla méfena uzitim kitu Dual-Luciferase reporter assay.

GST pull-down: GST fazované proteiny vazané na glutation-sefarézové kuliCky byly
inkubovany s proteiny translatovanymi in vitro. Vazané proteiny byly detekovany
Western blotem.

Oligonukleotidovy pull-down: Pfislusné dvouretézcove oligomery byly syntetizovany a
oznaceny biotinem na 5°-konci vldkna ,sense” a spojeny se streptavidinovymi magnetic-
kymi kulickami. Bunécné lyzéaty byly inkubovany spolu s DNA vazanou na magnetickeé
kulicky. Vazané proteiny byly detekovany Western blotem.

Chromatinovy imunoprecipitacni (ChlP) test: Vazba k endogennimu promotoru p21 in
vivo byla analyzovana uzitim chromatinového imunoprecipitaCniko kitu. Bunky byly
transfekovany expresnim plazmidem vIRF3, nebo prazdnym vektorem. Proteiny vazané
k DNA byly spojeny v pfitomnosti 1% formaldehydu. Bunky pak byly resuspendovany v
lyzaénim pufru a nasledovala sonikace. Po pfedcisténi byly proteinové extrakty vystave-
ny imunoprecipitaci. DNA byla uvolnéna fenol/chloroformovou extrakci. DNA pfitomna
v imunokomplexech byla analyzovana pomoci PCR.

gPCR (kvantitativni PCR): RNA byla izolovana pomoci €inidlaTRIzol. 0,5 - 1 pg RNA
bylo pouZito pro reverzni transkripci s pouzitim oligo(dT) primerd. cDNA byla smichana
se specifickymi sondami, nebo SybrGreen a Universal PCR mastermixem. Kvantitativni
PCR byla provedena systéemem ABI 7300 PCR. Relativhi mira exprese jednotlivych
genu byla stanovena pomoci 2-AACT metody (Livak K. J. a Schmittgen T. D., 2001) a
normalizovana vzhledem k referenénimu genu.

Vysledky

Inhibiéni potencial siRNA specifickych pro vIRF3

Pro vytipovani siRNA specifickych pro VIRF3, které by zajistily u¢inné snizeni exprese
VIRF3, jsme vyuzili Sigma-Aldrich a Dharmacon siRNA designova centra. Celkem bylo
navrzeno 14 siRNA specifickych pro VIRF3: sil24, si291, si379, si380, si442, si453,
si723, si999, si1140, si1187, si1230, si315, sil453 a sil666, jenz jsou oznaceny podle
jejich pocatecni pozice na cDNA VIRF3. Vytipovanymi siRNA byly spolu s nonsense
siRNA transfekovany buriky BC-3. Dva dny po transfekci byly bufiky PEL lyzovany;
specifita a a€innost sniZzeni exprese VIRF3 byla stanovena pomoci real-time RT-PCR.
Jak ukazuje obr. 1, relativni mnoZstvi mMRNA VIRF3 bylo sniZzeno u vétSiny navrZzenych
siRNA. Pro dalSi experimenty jsme si pak zvolili si291 a si999 u nichZ doslo k cca 30-
35% snizeni exprese MRNA VIRF3 ve srovnani s kontrolou v podobé nonsense siRNA.
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Relative RNA levels

Obr. 1: Redukce mnozstvi mRNA VIRF3 u bunék PEL. Bunky BC-3 byly transfekovany non-
sense siRNA a siRNA specifickymi pro vIRF3. Dva dny po transfekci byla z bunék izolovana
RNA, jenz byla analyzovana pomoci real-time RT-PCR.

VIRF3 a c-Myc

VIRF3 reguluje stabilitu c-Myc

VIRF3 asociuje s c-Myc a indukuje jeho transkripéni aktivitu (Lubyova B. et al., 2007).
Na zacCatku naSeho zkoumani jsme pozorovali, Ze stabilni bunécna linie exprimujici
VIRF3 (BJAB/VIRF3), pfi porovnani s kontrolni bunécnou linii (BJAB/vektor), opakované
vykazuje vysSi expresi endogenniho proteinu c-Myc (obr. 2A). Vzhledem k tomu, Ze vel-
ka Cast rakovinnych bunék nese mutovany c-Myc, jenz je pak mnohem stabilngjSi nez
jeho forma wt, analyzovali jsme proteinovou stabilitu transfekovaného exogenniho wt
c-Myc-HA u Hela bunék. Jako je vidét na obr. 2B, zatimco mnozstvi endogenniho
B-aktinu zlstalo nezménéno, mnoZstvi c-Myc-HA rostlo v zavislosti na mnoZstvi trans-
fekovaného VIRF3. Transfekce VIRF3 expresniho plazmidu navic neméla vliv na rela-
tivni mnozstvi mRNA c-myc (obr. 2D), coz naznacuje, ze VIRF3 zvySuje stabilitu c-Myc
na urovni proteinu.

Pro potvrzeni, zda tento objeveny fenomén pulsobi také v pfirozeném prostfedi,
jsme pouzili metodu RNA interference. Exprese VIRF3 byla sniZzena u KSHV-pozitivni
PEL bunécné linie BC-3. Denzitometricka kvantifikace vysledkd ziskanych z Western
blotové analyzy prokézala, Ze redukce mnoZstvi proteinu vVIRF3 dosahla 63% (si291),
respektive 41% (si999). SniZzeni exprese VIRF3 souviselo s redukci proteinu c-Myc o
58% (si291), respektive 0 35% (si999) (obr. 3). Pozorovana redukce proteinu c-Myc
detekovana pomoci Western blotu vS8ak nebyla zaznamenana na drovni RNA (obr. 3B).
Jak ukazuje obr. 3A, si291 ani si999 neovlivnily expresi nejblizSich bunécnych homologu
VIRF3 (IRF-3 a IRF-4), z EehoZ usuzujeme, Ze exprese VIRF3 vede ke zvySeni stability a
akumulace proteinu c-Myc v KSHV-pozitivhich burikdch PEL.
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Obr. 2: vIRF3 zvySuje stabilitu c-Myc. A/ BJAB stabilni bunécna linie exprimujici vIRF3
(BJABNVIRF3) vykazuje vySSi mnoZstvi proteinu c-Myc v porovnani s kontrolnimi burkami
(BJAB/pcDNA3.1). WB, Western blot. B/ HelLa burky byly ko-transfekovany konstantnim
mnozstvim c-myc-HA a vzrlstajicim mnozstvim vIRF3 expresniho plazmidu (0, 0,5, 1,5, 3,0 a
6.0 ug). 48 hod po transfekci byly pfipraveny proteinové extrakty. Proteiny byly rozdéleny na
10% polyakrylamidovém gelu a blotovany s anti-HA (c-Myc), anti-vIRF3 a anti-B-aktinovymi
protilatkami. C/ kvantifikace signalt z obrazku B. Mnozstvi c-Myc bylo normalizovano vzhledem
k signalu B-aktinu a poté vztazeno k signalu ziskaného pfi transfekci 0 pug vIRF3. D/ celkova
RNA byla izolovana z bunék pouzitych na obrazku B a analyzovana pomoci real-time RT-PCR.
Pouzity byly sondy specifické pro c-myc a gapdh. Chybové Usecky reprezentuji odchylku u GtyF
nezavislych experimentl. Kazdy experiment byl proveden v duplikatech.
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Obr. 3: Redukce proteinu c-Myc v bunkach PEL po snizeni exprese VIRF3. A/ Bunky BC-3 byly
bud mock-transfekovany, nebo transfekovany nonsense siRNA (siN), ¢i siRNA specifickou pro
VIRF3 (si291 a si999). Dva dny po transfekci byla polovina bunék sklizena a 8 ug proteinu bylo
analyzovano pomoci Western blotu (WB) s anti-vIRF3, anti-c-Myc, anti-B-aktin, anti-IRF3 a anti-
IRF4 protilatkami. B/ Druha polovina pouzitych bunék BC-3 byla sklizena pro izolaci celkové
RNA a analyzovana real-time RT-PCR se sondami specifickymi pro c-myc a gapdh. Chybové

Usecky reprezentuji odchylku u &tyf nezavislych experimentd. Kazdy experiment byl proveden
v duplikatech.
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Pro potvrzeni vlivu VIRF3 na zvySeni stability c-Myc jsme proveéfili Zivotnost (half-
life) proteinu c-Myc u HelLa bunék po pusobeni inhibitoru proteinové syntézy, cyklohex-
imidu. Podafilo se ndm prokazat, Ze zatimco Zivotnost samotného c-Myc wt byla okolo
40 min, v pfitomnosti VIRF3 byla Zivotnost c-Myc zna¢né prodlouZzena a dosahovala pfi-
blizné 150 min.

VIRF3 spolupracuje s Skp2 pfi aktivaci c-Myc cilovych genu

c-Myc je transkripéni faktor s kratkou Zivotnosti. Jeho rychld degradace je zprostfedko-
vana ubiquitin/proteazomalni drédhou, které se jako ubiquitin ligaza E3 specificka pro
c-Myb UCastni Skp2 (Salghetti S.E. et al., 1999; Kim S.Y. et al., 2003). Na zakladé na-
Sich zjisténi jsme chtéli prozkoumat, zda miZe vIRF3 asociovat s komponenty ubiquitin
lighzového komplexu SCFskp2 a regulovat tak stabilitu c-Myc. Ko-imunoprecipitaCni
experimenty ukazaly, Ze endogenni VIRF3 asociuje s Skp2 u bunék BC-3 a BCBL-1 PEL
(obr. 4). Tyto vysledky pak byly dale podpofeny ko-imunoprecipitaci transfekovaného
VIRF3 a endogenniho Skp2 u bunék HEK293 (obr. 4).

HEK293

| BC-3
BCBL-1
pCDNA3.1
IRF-3-FL

>
IP: anti-Skp2 .
WB: anti-vIRF-3 g g vIRF-3
IP: anti-Skp2 Skp2
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WB: anti-Skp2 ™ — - skp2 | 10%

Obr. 4: vIRF3 interaguje s Skp2. Ko-imunoprecipitace Skp2 a vIRF3v PEL burikach BC-3 a
BCBL-1 a v transfekovanych bunfkach HEK293. Proteinové lyzaty (400ug), byly imunopreci-
pitovany (IP) s anti-Skp2 protilatkami a imunoprecipitované komplexy byly analyzovany Western
blotem (WB) s anti-vIRF3 protilatkami. Pro srovnani je zn&zornéno relativni mnozstvi Skp2 a
VIRF3 ve 40 ug proteinového lyzatu (input 10%). VySSi molekularni hmotnost transfekovaného
VIRF3-FL je zapfi¢inén& pfitomnosti Myc-His tagu na jeho C-konci.

Pro identifikaci oblasti na Skp2, ktera interaguje s VIRF3, jsme pouzili metodu GST pull-
down. Tato analyza prokazala, Ze pro interakci s VIRF3 je dulezita oblast na Skp2, jenz
tvofi F-box (aminokyseliny 94-140). Vzhledem k tomu, Ze je doména F-box odpovédna
za ubiquitinaéni aktivitu Skp2 (Kim S.Y. et al., 2003), mlZe interakce VIRF3 s touto do-
ménou zasahovat do jeho vlivu na regulaci stability c-Myc. Déale jsme potvrdili schop-
nost vazby vIRF3 i Skp2 do stejné domény proteinu c-Myc, kdy v pfitomnosti VIRF3 na-
vic vzrasta schopnost interakce c-Myc se Skp2. Pfi testovani ubiquitinaéniho statusu
c-Myc v burikach exprimujicich VIRF3, jsme pak prokazali, Ze exprese VIRF3 opravdu
vedla k prokazatelnému narustu ubiquitinace c-Myc.
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Skp2 je davan do souvislosti nejen jako degradator c-Myc, ale také jako transkrip-
¢ni koaktivator proteinu c-Myc (Jin J. a Harper J.W., 2003; Kim S.Y. et al., 2003; von der
Lehr N. et al., 2003; von der Lehr N. et al., 2003b). Jiz dfive bylo prokazano, ze VvIRF3
muze stimulovat c-Myc regulovanou transkripci (Lubyova B. et al., 2007). V dalSich ex-
perimentech jsme proto testovali, zda muze vIRF3 pfispivat k aktivaci promotoru cdk4 wt
v burnikach exprimujicich geny c-myc i skp2. Pro toto zjisténi jsme buriky HEK293 trans-
fekovali expresnimi plazmidy c-myc-HA, VIRF3 a skp2 spole¢né s reportérovym kon-
struktem nesoucim luciferazovy gen, jenZ byl navdzan na promotor ckd4. Presto, Ze
samotny c-Myc aktivoval promotor cdk4 pfiblizné 3x, ko-transfekce skp2 nebo VIRF3
vedla k dalSimu zesileni promotorové aktivity cdk4 a to 5,2x v pfipadé skp2, & 4,9x v
pfitomnosti VIRF3 (obr. 5). Ko-transfekce vSech tfi expresnich plazmidd - c-myc-HA,
skp2 a VIRF3 - pak vedla k jesté vyraznéjSi aktivaci transkripce (7x) z promotoru cdk4.
se Skp2 pfi aktivaci transkripce regulované c-Myc. Vysledky analyzy DNA pull-down s
oligodeoxynukleotidy, jenz souhlasi s MBS4 sekvenci lidského wt promotoru cdk4 navic
prokazaly, Zze c-Myc, jeho ubiquitinovana forma, Skp2 a vIRF3 tvofi multikomponentalni
transkripéni komplex, jenz se sestavuje na promotoru cdk4 a aktivuje jeho transkripci.

Pro lepSi porozuméni vzajemné interakce proteind VIRF3, c-Myc a Skp2 jsme
analyzovali oblast na VIRF3, jenZ je potifebn& pro vazbu c-Myc a Skp2. Analyzou GST
pull-down jsme nalezli doménu uvnitf C-koncové poloviny proteinu VIRF3 (aminokyseliny
346-455), jenz je podstatna pro interakci s c-Myc, stejné tak jako se Skp2.
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Obr. 5. Vliv vIRF3 na aktivaci promotoru cdk4. Bunky HEK293 byly ko-transfekovany wt (wild-
type) cdk4 reportérovym konstruktem (wt MBS1-4) a plazmidem pRL-SV40 spolu s prazdnym
vektorem (pcDNA3.1) nebo expresnimi plazmidy c-myc-HA, vIRF3 a skp2-Myc. Luciferazova
aktivita byla analyzovana 48 hod po transfekci jako nasobek aktivace vztazené k bazalnimu
mnozstvi reportérového genu v pritomnosti kontrolniho vektoru (pcDNA3.1). Vysledky byly
normalizovany vzhledem k Renilla luciferazové aktivité. Chybové Usecky reprezentuji odchylku u
tfi nezavislych experimentl. Exprimované mnozstvi transfekovanych proteind je ukazano dole.
RLU, relativni mnozstvi luciferazy (relative luciferase units).
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VIRF3 a p53

VIRF3 negativné reguluje stabilitu proteinu p53

Jiz dfive bylo prokdzano, Ze VIRF3 asociuje s p53 a inhibuje apoptézu zprostred-
kovanou timto proteinem (Rivas C. et al., 2001). Pfesny molekularni mechanizmus toho-
to fenoménu vSak prokazan nebyl. My jsme zjistili, Ze buriky HCT116 exprimujici VIRF3
a nesouci p53 wt (wild type), vykazuji opakované nizSi mnozstvi endogenniho proteinu
p53 ve srovnani s kontrolnimi bufkami HCT-116, jez byly transfekované prazdnym
vektorem (pcDNAS3.1) a to bez ohledu na pfitomnost doxorubicinu (induktor dvouretéz-
covych zlomu na DNA, jenz aktivuje p53) (obr. 6A).
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Obr. 6: Stabilita proteinu p53 je sniZzena v pfitomnosti VIRF3. A/ Bunky HCT-116 exprimujici
VIRF3 vykazuji nizSi mnozstvi p53 nez kontrolni buriky. Bufiky HCT-116 (wt p53+/+) byly trans-
fekovany expresnim plazmidem vIRF3 (sloupce 2 a 4), nebo prazdnym vektorem (pcDNA3.1;
sloupce 1 a 3) a 24 hod po transfekci inkubovany v pfitomnosti (+), nebo nepfitomnosti (-)
doxorubicinu (1uM) po dobu 24 hod. Celé bunécné lyzaty byly analyzovany Western blotem s
anti-p53 (DO-1), anti-vIRF-3 a anti-B-aktinovymi protilatkami. B/ RT-PCR. Celkova RNA byla
izolovana z bunék, jez byly pfipraveny stejnym zplsobem, jenzZ je popsan vy3e (A). Tato RNA
pak byla analyzovdna pomoci RT-PCR za pouziti primer( specifickych pro vIRF3, p53 a
B-aktinovou cDNA. C/ Real-time RT-PCR. p53 cDNA pfipravena stejnym zplUsobem jako pro
RT-PCR byla analyzovana real-time RT-PCR za pouZziti specifickych p53 a B-aktinovych prime-
rd. Chybové Usecky reprezentuji odchylku u &tyf nezavislych experimentd. Kazdy experiment byl
proveden v duplikatech.

Zjisténa redukce proteinu p53 detekovana Western blotem nebyla zaznamenana
na urovni RNA. Vysledky ziskané pomoci RT-PCR (obr. 6B) a kvantitativni RT-PCR
(gQRT-PCR) (obr. 6C) prokazaly, Ze relativni mnozstvi p53 mRNA zUstalo konstantni ve
vSech testovanych vzorcich.

Pro zjisténi, zda VIRF3 snizuje stabilitu proteinu p53, jsme stanovovali Zivotnost
p53 u bunék HCT-116 pfi inhibici proteinové syntézy zpusobené cykloheximidem. Z
vysledku je patrné, Ze v pfitomnosti VIRF3 dochéazi k vyrazné destabilizaci endogenniho
p53. Zatimco zivotnost (half-life) proteinu p53 wt u bunék transfekovanych prazdnym
plazmidem byla okolo 38 min, v pfitomnosti VIRF3 byla Zivotnost p53 snizena na 20 min.
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Mnohem zfetelnéjSi efekt VIRF3 na stabilitu proteinu p53 byl zaznamenan v burikach,
jez byly vystaveny pusobeni doxorubicinu. Stresem vyvolana indukce p53 prodlouZzila
Zivotnost proteinu p53 na vice nez 240 min (4 hod). Naproti tomu, v pfitomnosti VIRF3,
dochézi k prokazatelnému snizeni zZivotnosti proteinu p53, a to pfiblizné na 78 min (1,3
hod).

Pro porozuméni mechanizmu, kterym vIRF3 sniZuje mnozstvi p53, jsme zjiStovali
ubiquitinacni status p53 u bunék exprimujicich VIRF3. Buiiky HEK293 byly ko-transfeko-
vany konstantnim mnozstvim plazmidu exprimujicim ubiquitin (His-Myc-Ub) a VvIRF3
expresnim plazmidem, nebo prazdnym vektorem a poté inkubovany v pfitomnosti pro-
teazomalniho inhibitoru MG132. | pfesto, Ze v burnkéch transfekovanych prazdnym vek-
torem byl p53 jiz ubiquitinovan (obr. 7, sloupec 1), ko-transfekce s VIRF3 expresnim
plazmidem vedla k jasnému zesileni ubiquitinace p53 (obr. 7, sloupec 2).
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Obr. 7: vIRF3 zvySuje ubiquitinaci p53. Buriky HEK293 byly nejprve transfekovany stejnym
mnozstvim His-Myc-Ub a néasledné vIRF3 expresnim plazmidem, nebo prazdnym vektorem
(pcDNA3.1). Sest hod pred lyzi byly buriky vystaveny plGsobeni proteazomalniho inhibitoru
MG132 (50 uM). p53 byl z bunéénych lyzatd imunoprecipitovan (IP) s anti-p53 (DO-1) specific-
kymi protilatkami. Nasledoval Western blot (WB) s anti-Ub protilatkami. Relativni mnozstvi endo-
genniho p53, B-aktinu a transfekovaného vIRF3 ve vstupnim lyzatu (10% input) bylo stanoveno
Western blotem.

VIRF3 inhibuje aktivaci transkripce genu p21 zprostfedkovanou p53

V dalSich experimentech se nam podafilo prokazat, Zze v pfitomnosti VIRF3 dochéazi k
zeslabeni N-koncové fosforylace serinovych zbytkd na p53 (S15/S20). Tato fosforylace
redukuje afinitu p53 k jeho negativnimu regulatoru Mdm2/Hdm2 a podporuje asociaci s
jeho transkripénimi koaktivatory CBP/p300 (Toledo F. a Wahl G.M., 2006), coZ nasledné
vede ke sniZeni ubiquitinace p53 a ke zvySeni jeho proteinové stability. Pfimym duasled-
kem VIRF3 indukované deregulace fosforylace S15/S20 na p53 je pak redukce exprese
p53 cilového genu p21. Nasledné analyzy pak prokazaly vazbu vIRF3 do DNA-vazebné
domény p53 a jeho negativni vliv na oligomerizaci p53, jenZ je nezbytné pro jeho vazbu
k cilovym promotorim. Toto zjiSténi pak bylo potvrzeno testem DNA pull-down, kdy do-
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chazelo k redukci schopnosti vazby p53 na promotorovou sekvenci p21 genu v pfitom-
nosti VIRF3.

PFi testovani vlivu vVIRF3 na p53 zprostfedkovanou aktivaci promotoru p21 jsme
pouZili pfechodnou transfekci s reportérovym plazmidem (WWP-luc), ktery obsahoval lu-
ciferazovy gen pod kontrolou promotoru p21, jenz zahrnoval oblast odpovidajici sekven-
ci 2.4 kp pfed iniciacnim startovnim mistem transkripce p21. Tato promotorova oblast
obsahuje dvé funkéni p53 vazebna mista (p53RE1 a 2) (obr. 8A).
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Obr. 8: VvIRF3 inhibuje aktivaci transkripce p21 zprostfedkovanou p53. A/ Schématické
znazornéni wt p21 (p21p) reportérového konstruktu. Promotor p21 obsahuje dvé potencialni va-
zebna mista pro p53, p53REL a p53RE2. Nukleotidové zbytky znacici p53 konsenzus sekvenci
jsou oznaceny velkymi pismeny (RRRCATGYYYRRRCATGYYY); invariantni C/G baze jsou
oznaleny tucné. B/ Vliv VIRF3 (1-566) na aktivaci promotoru p21 (p21p). Buriky HCT-116 (wt
p53+/+) byly ko-transfekovany lidskym wt p21p reportérovym konstruktem (WWP-luc) a Renilla
luciferazovym plazmidem (pRL-SV40) spolu s VIRF3 (1-566) expresnim plazmidem, nebo prazd-
nym vektorem (pcDNA 3.1). 24 hod po transfekci byly bunky inkubovany v pfitomnosti (+), nebo
nepfitomnosti (-) doxorubicinu (1 uM) po dobu dalSich 24 hod. Luciferazova aktivita byla analy-
zovana jako nasobek aktivace vztazené k bazalnimu mnozstvi reportérového genu v pritomnosti
kontrolniho vektoru (pcDNA3.1). Vysledky byly normalizovany vzhledem k luciferdzové aktivité
Renilla. Vysledky byly stanoveny jako pramér + smérodatné odchylky u tfi nezavislych expe-
rimentd (*, P<0,05). RLU, relativni mnoZstvi luciferdzy (relative luciferase units).

Bunky HCT-116 byly transfekovany reportérovym plazmidem p21spolu s VIRF3
(1-566) expresnim plazmidem, nebo prdzdnym vektorem (pcDNA3.1). 24 hod po trans-
fekci byly burnky inkubovany v pfitomnosti nebo bez doxorubicinu po dobu dalSich 24
hod. Vystaveni bunék plsobeni doxorubicinu zvySilo mnoZstvi luciferdzy pfiblizné 12x
(obr. 8B). V pfitomnosti nezkraceného (FL, full-length) vIRF3 pak doSlo ke sniZeni
mnozZstvi luciferazy pfiblizné 4x. Tyto vysledky tak naznacuji, Ze VvIRF3 je schopny
efektivné sniZzovat aktivaci promotoru p21 doxorubicinem, coZ bylo dale potvrzeno ko-
transfekénimi experimenty v p53 nulitnich burikdch Saos2.

VIRF3 cili na p53 regulaéni drdhy u KSHV-pozitivnich bunék PEL

Pro potvrzeni, Ze vySe pozorovany fenomén ma biologické opodstatnéni a vyskytuje se
taktéz v pfirozeném prostfedi, jsme analyzovali vliv VIRF3 na signalizaci p53 u KSHV-
pozitivni PEL bunécné linie BC-3. | pfes to, Ze mutace nebo delece p53 jsou velmi

béZznou zalezitosti u vétSiny malignich nadort (Hollstein M. et al., 1991), v pfipadé
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KSHYV indukovanych bunék PEL, je p53 pfitomen v nezménéné formé (wt p53) (Dumaz
N. a Meek D.W., 1999; Katano H. et al., 2001). Pro zjisténi odpovédi bunék PEL na
poskozeni DNA jsme nejprve testovali vliv doxorubicinu na aktivaci p53 a indukci expre-
se jeho cilovych genl. Vystaveni bunék BC-3 plsobeni doxorubicinu po dobu 24 hod
vedlo k vyrazné aktivaci a akumulaci proteinu p53 (obr. 9A). NejvySsi mira akumulace
p53 a fosforylace na S15 a S20 byla zaznamenana po Sestihodinoveé inkubaci bunék s
doxorubicinem. Indukce aktivity p53 byla v souladu s transkripéni aktivaci inhibitoru
cyklin-dependentnich kinaz p21, jehoz exprese taktéz vrcholila 6 hod po pfidani doxo-
rubicinu. PFi delSim ¢asovém intervalu aktivace p53 a transkripce genu p21 ustava a
burky podléhaji apoptdze. Hladina aktivace kaspazy 3 a Stépeni proteinu PARP dosa-
huje maxima pfiblizné 24 hod po pfidani doxorubicinu. Navic dochazi 3 hod po pfidani
doxorubicinu k nahromadéni kindzy ATM a také ke zvySeni jeji autofosforylace na serinu
S1981 (obr. 9A). Je znamo, Ze v odpovédi na genotoxicky stres, prochazi kindza ATM
rychlou aktivaci prostfednictvim autofosforylace serinu S1981 (Bakkenist C.J. a Kastan
M.B., 2003). Aktivovana ATM pak fosforyluje p53 na pozici S15 a Mdm2 na pozici S395
(Caspari T., 2000). Tyto modifikace pak vedou ke stabilizaci a aktivaci p53.

Pro zjisténi vlivu nadprodukce VIRF3 na aktivaci p53 drahy v bunkach PEL jsme
transfekovali buriky BC-3 expresnim plazmidem VIRF3 nebo prazdnym vektorem
(pcDNAS3.1), a nasledné jsme bunky vystavili pusobeni doxorubicinu po dobu 0, 6, 9 a
12 hod (obr. 9B). Jak jsme pfedpokladali, mnoZstvi proteinu p53 a hladina jeho S15/S20
fosforylace byla v porovnani s kontrolnimi burikami u bunék exprimujicich vIRF3 reduko-
vana. Navic nadprodukce VIRF3 vedla ke snizeni mnozZstvi proteinu ATM a také ke
sniZzeni hladiny jeho autofosforylace na serinu S1981. Vyrazna deregulace p53 signali-
zace byla dale doplnéna redukci mnozstvi proteinu p21 (obr. 9B).

Opacny efekt pak mélo snizeni exprese VIRF3, jehoz jsme doséhli uzitim RNA
interference (RNAI) (obr. 9C). Buniky BC-3 byly transfekovany siRNA specifickou pro
VIRF3 (si291), nebo nesmysinou siRNA (nonsense siRNA; siN). Dva dny po transfekci
byly bunky vystaveny pusobeni doxorubicinu po dobu 0, 6, 9 a 12 hod. MnozZstvi pro-
teinu VIRF3 bylo, ve srovnani s kontrolnimi burikami, u bunék transfekovanych si291
snizeno pfiblizné o 70% (obr. 9C). MnoZstvi aktinu zustalo stejné u vSech testovanych
vzorkd. Toto vyrazné sniZzeni mnozstvi proteinu VIRF3 bylo asociovano se zvySenim
mnozstvi p53 a ATM proteinu, stejné tak jako se vzrustem hladiny fosforylace p53
(S15/S20) a autofosforylace ATM (S1981) €i s vysSi expresi p21 (obr. 9C). Spole¢né
pak vSechna tato ziskana data potvrzuji, ze VIRF3 zfetelné moduluje funkci p53 u KSHV
asociovaného priméarniho efuzniho lymfomu (PEL).

Diskuse

Virové infekce je €astou pricinou vzniku nadorového onemocnéni u ¢lovéka. Az 15-20%
pfipadd rakoviny je davano do pfimé souvislosti s onkogennimi viry (McLaughlin-Drubin
M.E. a Munger K., 2008), jejichZz onkogenni potencial je nasledkem schopnosti vytvaret
latentni infekci. Virova perzistence je charakterizovana expresi proteind, které kontroluji
buné€nou smrt a proliferaci a jenzZ jim zajiStuji minimalni moznost odhaleni imunitnim
systémem. Castym cilem t&chto virovych protein( jsou pak rtizné buné&&né drahy regulu-
jici klicové nadorové supresorové geny, aktivaci onkogend, angiogenezi ¢i hlavni kom-
ponenty drah signalni transdukce a antigenni prezentace.
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Obr. 9: VIRF3 inhibuje regulaéni drahu p53 u KSHV pozitivhich bunék BC-3. A/ Inkubace bunék
s doxorubicinem vede k aktivaci regulaéni drahy p53 u KSHV-pozitivnich bunék. Buriky BC-3 (wt
p53) byly, nebo nebyly, vystaveny plisobeni doxorubicinu (1 uM) po indikovanou dobu. Bunécéné
lyzaty byly analyzovany Western blotem s anti-p53 (DO-1), anti-fosfo-p53 (anti-phospho-p53;
S15 a S20), anti-ATM, anti-fosfo-ATM (anti-phospho-ATM; S1981), anti p21, anti-kaspaza-3
(anti-caspase-3), anti-PARP, anti-vIRF3 a anti-S-aktinovymi protilatkami. B/ Nadprodukce VvIRF3
v bunikach BC-3 vede k deregulaci regula¢ni drdhy p53. Buriky BC-3 byly transfekovany vIRF3
expresnim plazmidem, nebo prazdnym vektorem (pcDNAS3.1). 24 hod po transfekci byly buriky
inkubovany s 1 uM doxorubicinem po indikovanou dobu. Bunécné lyzaty byly analyzovany
Western blotem s anti-p53 (DO-1), anti-fosfo-p53 (anti-phospho-p53; S15 a S20), anti-ATM, anti-
fosfo-ATM (anti-phospho-ATM; S1981), anti p21, anti-vIRF3 a anti-B-aktinovymi protilatkami.
VIRF-3-endo, endogenni VIRF3; vIRF-3-exo0, exogenni VIRF3. NiZ8i mobilita exogenniho vIRF3
je nasledkem navazani tagu myc. C/ Snizeni expresese VIRF3 v burikach PEL vede k aktivaci
drahy p53. Buriky BC-3 byly transfekovany siRNA specifickou pro vIRF3 (si291), nebo nesmysl-
nou siRNA (nonsense siRNA,; siN). 24 hod po transfekci byly buriky inkubovany s 1 uM doxo-
rubicinem po indikovanou dobu. Bunéc¢né lyzaty byly analyzovany Western blotem s anti-p53
(DO-1), anti-fosfo-p53 (anti-phospho-p53; S15 a S20), anti-ATM, anti-fosfo-ATM (anti-phospho-
ATM; S1981), anti p21, anti-vIRF3 a anti-B-aktinovymi protiladtkami. Ukazana jsou data ziskana
ze tfi nezavislych experimentu.

c-myc je protoonkogen fidici proliferaci, bunéény cyklus a preziti bunék (Grandori
C. et al., 2000). V naSi praci jsme navazali na studii tykajici se stimulace transkrip&ni
aktivity c-Myc zprostfedkované vIRF3, kterou publikovali v roce 2007 Lubyova B. a kol.
(Lubyové B. et al., 2007). Prokazali jsme, Ze VIRF3 muZe stabilizovat protein c-Myc a
prodlouzit jeho Zivotnost (half-life) pfiblizné 4x. Vzhledem k tomu, Ze za rychlou degra-
daci c-Myc zodpovida F-box protein Skp2, testovali jsme, zda VIRF3 interaguje se Skp2.
| pfes to, Ze VIRF3 byl schopny asociovat se Skp2, nevedla tato interakce k naruSeni
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tvorby heterodimeru c-Myc/Skp2. V pfitomnosti VIRF3 naopak dochazelo ke stimulaci
ubiquitinace c-Myc. Studium zaméfené na pfitomnost domén zapojenych do tvorby
VIRF3/c-Myc/Skp2 odhalilo, Zze se VIRF3 vaze do F-box oblasti Skp2, kterd je podle
vSeho potifebna pro regulaci ubiquitinace a stability c-Myc (Kim S.Y. et al., 2003). DalSim
zajimavym aspektem interakce VIRF3/c-Myc/Skp2 je zplsob, jakym c-Myc interaguje s
VIRF3. Prokézali jsme, Ze vazba VIRF3 vyzaduje pfitomnost dvou oblasti na c-Myc: 1/
AMK 128-143 v N-koncové oblasti, pficemz tato oblast odpovida konzervované domeéné
Myc box II (MBII) a 2/ AMK 379-418 v C-koncové ¢asti proteinu. Obé tyto oblasti c-Myc
pro vazbu VIRF3 jsou pak nezbytné pro interakci c-Myc/Skp2 (Kim S.Y. et al., 2003).
Navic C-koncova oblast VIRF3 (aminokyseliny 346-455), je nezbytnd pro vazbu jak
c-Myc tak Skp2. Dohromady tyto vysledky naznacuji, Ze vIRF3 plsobi jako spojka, jenz
pomaha pfiblizeni c-Myc ke svému transkripnimu koaktivatoru Skp2 a usnadriuje tak
iniciaci transkripce zprostfedkované c-Myc. V souladu s timto pfedpokladem jsme proka-
zali, Ze VIRF3 muZe stimulovat transkripci regulovanou c-Myc vedenou z promotoru
cdk4, pficemz tato stimulace je jeSté vice zesilena v pfitomnosti Skp2. Aktivita promo-
toru cdk4 je obrazem pfitomnosti transkripénich faktorl a kofaktor( v této oblasti. Jiz
dfive byla chromatinovou imunoprecipitaci (ChIP) prokazéna pfitomnost komplexu
VIRF3-c-Myc na endogennim promotoru cdk4, jenz byla spojena se zvySenim acetylace
histonu H3 (Lubyova B. et al., 2007). V naSi studii jsme pak pozorovali vliv exprese
VIRF3 vedouci ke zvySeni mnozstvi Skp2 a polyubiquitinovaného proteinu c-Myc asocio-
vaného s wt promotorem cdk4. Tato data tak podporuji hypotézu spojeni ubiquitinace
c-Myc s jeho transkripéni aktivitou (Kim S.Y. et al., 2003; von der Lehr N. et al., 2003).
Ubiquitinace c-Myc mlZe byt navic zvySena v pfitomnosti VIRF3. Na druhou stranu
exprese VIRF3 vede ke zvySeni stability c-Myc. Jednim z moznych vysvétleni tohoto
paradoxu je moznost, Ze VIRF3 inhibuje proteazomalni degradaci c-Myc v pozdé;si fazi
drahy vedouci od ubiquitinace k proteazomalni degradaci a tedy, Zze vIRF3 oddéluje ubi-
quitina¢ni a degradacni drahu. Takovyto mechanizmus regulace byl pozorovan u mu-
tantnich forem c-Myc spojenych s rakovinou, jenz byly efektivné ubiquitinované ligazou
Skp2, ale zaroven byly rezistentni vici proteazomalni degradaci (Salghetti S.E. et al.,
1999; Kim S.Y. et al., 2003). Jinym moznym vysvétlenim je moznost, Zze ubiquitinace
c-Myc, ktera je pod kontrolou VIRF3, mize zahrnovat rozdilnou sadu lyzinovych zbytkd,
jejichz ubiquitinace neni spojena s proteazomalni degradaci.
jimiz vyuZzivaji ubiquitin-proteazomalni systém hostitelské bunky. Jde tedy zfejmé o
Uspésnou strategii, ktera pomaha virlm ziskat zasadni vliv pfi regulaci bunééného cyklu
a preziti hostitelské bunky.

p53 je transkripCni faktor vazajici se do specifickych vazebnych mist v promotoru
mnoha genl (napf. gend pro p21, PUMA, Bax, atd.), ¢imz aktivuje jejich transkripci
(Vogelstein B. et al., 2000). PrestoZe u vétSiny nadortd dochazi diky mutacim ke zmé-
nam exprese p53, u B-bunécnych lymfomd indukovanych KSHV neni p53 modifikovan
(Boulanger E. et al., 2009). V nasi studii jsme prokéazali, Ze KSHV kdédovany VIRF3,
muZe destabilizovat protein p53 a prokazatelné snizit jeho Zivotnost (half-life) pro-
stfednictvim indukce jeho ubiquitinace. Tento efekt je pak jeSté vice patrny u bunék, jez
byly vystaveny puasobeni stresu. PoSkozeni DNA vyvolané doxorubicinem iniciuje kaska-
du vedouci k modifikacim p53 a Mdm2, jenZ jsou zodpovédné za stabilizaci a aktivaci
drahy p53. V nasi studii jsme prokazali, Ze VvIRF3 inhibuje fosforylaci p53 na pozici
serinu S15 a S20 a to v pfitomnosti i bez proteazomalniho inhibitoru. Zda se tedy, Ze
snizena fosforylace p53, vazana na vIRF3, vede ke stabilizaci heterodimeru p53-Mdm2
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a k indukci ubiguitinace p53. Dale jsme odhalili, Zze mnoZzstvi N-koncové fosforylace p53
pfimo souvisi s akumulaci p53 a s p53 zprostifedkovanou transkripéni regulaci p21.
Analyza akumulace proteinu ATM a jeho autofosforylace S1981 prokazala, Zze mnozstvi
proteinu ATM i aroven jeho fosforylace byla efektivné zvySena u latentné infikovanych
bunék PEL po snizeni exprese VIRF3. Tyto vysledky tak naznacuji, ze vIRF3 muze cilit
na drahu vedouci ke kinaze ATM.

DalSim poznatkem pak bylo, Ze VIRF3 specificky interferuje s p53 pfi vazbé do
oblasti promotoru p21 a take, ze vIRF3 naruSuje tetramerizaci p53, jenZ je nezbytna pro
jeho funkci (Jeffrey P.D. et al., 1995). Pro efektivni expresi p21 i Mdm2 musi dojit
k oligomerizaci p53 (Warnock L.J. et al., 2008). Pomoci testd DNA pull-down a chroma-
tinové imunoprecipitace se ndm podafilo ukazat naruseni vazby p53 k promotoru p21 v
pFitomnosti VIRF3. Navic je v burikach exprimujicich VIRF3 redukovana acetylace histo-
nu Gcastniciho se aktivni genové transkripce, tedy histonu H3. Proto se domnivame, Ze
pfima interakce mezi VIRF3 a p53 maskuje DNA vazebnou doménu p53 a inhibuje jeho
vazbu k promotorové DNA. Velka vétSina nddorovych bunék nese mutaci v DNA vazeb-
né doméné p53, jejimz nasledkem je pak neschopnost vazby p53 k DNA vedouci k
naruseni jeho funkce. Strategie blokace schopnosti tvorby oligomert by tak velmi u¢inné
blokovala u¢inek p53. Posttranslaéni modifikace proteinu p53 mé zasadni vliv na funkci
a stabilitu tohoto kliCového nadorového supresoru. Zmény fosforylace a ubiquitinace
p53 zpusobené VIRF3 tak zasadné pfispivaji k oslabeni jeho transkripéni aktivity a
nasledné k deregulaci dulezitych buné&nych drah zapojenych do fizeni bunééného cyklu
Ci apoptozy.

Zaver

Cilem nasi prace bylo objasnéni mechanizmu, kterym KSHV-kdédovany vIRF3 moduluje
funkci zdsadniho onkoproteinu c-Myc a kliCového nadorového supresoru p53. NasSe
vysledky Ize vyuzit k vyvoji novych lé€ebnych postupl, jenz by mohly v budoucnu
pomoci pacientim s onemocnénim asociovanym s KSHV.

Shrnuti vysledku:

1. Podafilo se nam identifikovat dvé siRNA specifické pro vIRF3 (si291 a si999), které
po uspéSném doruCeni do cilovych bunék redukovaly mnozstvi proteinu VIRF3 s 63-
70%, respektive 41% uacinnosti. Tyto siRNA navic nevykazovaly zadny nespecificky
Ucinek ¢i vazbu k buné€nym homologim cilového virového genu.

2. Prokazali jsme zésadni vliv proteinu VIRF-3 na stabilitu c-Myc.

3. VIRF3 poméahéa vazbé c-Myc a jeho transkripéniho ko-faktoru Skp2 k promotoriim
regulovanym c-Myc a efektivné tak zvySuje c-Myc dependentni transkripci.

4. Bunky, ve kterych dochézi k nadprodukci VIRF3, vykazuji vySSi miru ubiquitinace
c-Myc, jenz je ziejmé nezbytna pro transkripci zprostfedkovanou c-Myc.

5. Identifikovali jsme vzajemna vazebna mista jednotlivych komponent komplexu VIRF3/
Skp2/c-Myc.

6. Prokazali jsme, Ze VIRF3 sniZuje stabilitu a Zivotnost proteinu p53 a Ze jeho exprese
mé zasadni vliv na jeho posttranslacni modifikace, tvorbu tetramerud ¢i na jeho DNA va-
zebnou schopnost.

7. Exprese VIRF-3 vede ke snizZeni transkripce genud regulovanych p53.

8. Navrhli jsme mechanizmus, kterym se vIRF3 zaméfuje na funkci p53.
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,U Clovéka se pfi rekombina¢nim mapovani mize pouZivat jen par metod, protoZze ma
velmi maly poc€et potomk.“

*kk

-Princip Sangerova sekvenovani je takovy, Ze syntézou vznika rizné dlouhy polypeptid,
jehoz délka zavisi na sekvenci DNA."

*k%

(Odpoveéd na otazku Popiste principy riznych metod sekvenovani DNA): ,Amplifikovana
DNA se odesle na sekvenaci do specialni sekvenacni laboratore.”

*k%

,PCR = polymerni chromatografie”

*k%

(Odpovéd na otazku Jaké hlavni parametry museji splfiovat modelové organismy?):
~Museji byt snadno ziskatelné (zvifata je jednodussi ziskat/premluvit nez lidi).“
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