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 Pro potvrzení vlivu vIRF3 na zvýšení stability c-Myc jsme prověřili životnost (half-
life) proteinu c-Myc u HeLa buněk po působení inhibitoru proteinové syntézy, cyklohex-
imidu. Podařilo se nám prokázat, že zatímco životnost samotného c-Myc wt byla okolo 
40 min, v přítomnosti vIRF3 byla životnost c-Myc značně prodloužena a dosahovala při-
bližně 150 min. 
 
vIRF3 spolupracuje s Skp2 při aktivaci c-Myc cílových genů 
 
c-Myc je transkripční faktor s krátkou životností. Jeho rychlá degradace je zprostředko-
vána ubiquitin/proteazomální dráhou, které se jako ubiquitin ligáza E3 specifická pro     
c-Myb účastní Skp2 (Salghetti S.E. et al., 1999; Kim S.Y. et al., 2003). Na základě na-
šich zjištění jsme chtěli prozkoumat, zda může vIRF3 asociovat s komponenty ubiquitin 
ligázového komplexu SCFskp2 a regulovat tak stabilitu c-Myc. Ko-imunoprecipitační 
experimenty ukázaly, že endogenní vIRF3 asociuje s Skp2 u buněk BC-3 a BCBL-1 PEL 
(obr. 4). Tyto výsledky pak byly dále podpořeny ko-imunoprecipitací transfekovaného 
vIRF3 a endogenního Skp2 u buněk HEK293 (obr. 4).   
 

 
 
Obr. 4: vIRF3 interaguje s Skp2. Ko-imunoprecipitace Skp2 a vIRF3v PEL buňkách BC-3 a 
BCBL-1 a v transfekovaných buňkách HEK293. Proteinové lyzáty (400µg), byly imunopreci-
pitovány (IP) s anti-Skp2 protilátkami a imunoprecipitované komplexy byly analyzovány Western 
blotem (WB) s anti-vIRF3 protilátkami. Pro srovnání je znázorněno relativní množství Skp2 a 
vIRF3 ve 40 µg proteinového lyzátu (input 10%). Vyšší molekulární hmotnost transfekovaného 
vIRF3-FL je zapříčiněná přítomností Myc-His tagu na jeho C-konci. 
 
 
Pro identifikaci oblasti na Skp2, která interaguje s vIRF3, jsme použili metodu GST pull-
down. Tato analýza prokázala, že pro interakci s vIRF3 je důležitá oblast na Skp2, jenž 
tvoří F-box (aminokyseliny 94-140). Vzhledem k tomu, že je doména F-box odpovědná 
za ubiquitinační aktivitu Skp2 (Kim S.Y. et al., 2003), může interakce vIRF3 s touto do-
ménou zasahovat do jeho vlivu na regulaci stability c-Myc. Dále jsme potvrdili schop-
nost vazby vIRF3 i Skp2 do stejné domény proteinu c-Myc, kdy v přítomnosti vIRF3 na-
víc vzrůstá schopnost interakce c-Myc se Skp2. Při testování ubiquitinačního statusu     
c-Myc v buňkách exprimujících vIRF3, jsme pak prokázali, že exprese vIRF3 opravdu 
vedla k prokazatelnému nárůstu ubiquitinace c-Myc. 
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 Skp2 je dáván do souvislosti nejen jako degradátor c-Myc, ale také jako transkrip-
ční koaktivátor 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). Již dříve bylo prokázáno, že vIRF3 
může stimulovat c-Myc regulovanou transkripci (Lubyová B. et al., 2007). V dalších ex-
perimentech jsme proto testovali, zda může vIRF3 přispívat k aktivaci promotoru cdk4 wt 
v buňkách exprimujících geny c-myc i skp2. Pro toto zjištění jsme buňky HEK293 trans-
fekovali expresními plazmidy c-myc-HA, vIRF3 a skp2 společně s reportérovým kon-
struktem nesoucím luciferázový gen, jenž byl navázán na promotor ckd4. Přesto, že 
samotný c-Myc aktivoval promotor cdk4 přibližně 3x, ko-transfekce skp2 nebo vIRF3 
vedla k dalšímu zesílení promotorové aktivity cdk4 a to 5,2x v případě skp2, či 4,9x v 
přítomnosti vIRF3 (obr. 5). Ko-transfekce všech tří expresních plazmidů - c-myc-HA, 
skp2 a vIRF3 - pak vedla k ještě výraznější aktivaci transkripce (7x) z promotoru cdk4. 
Tyto výsledky tak podpořily naše dřívější pozorování a potvrzují, že vIRF3 spolupracuje 
se Skp2 při aktivaci transkripce regulované c-Myc. Výsledky analýzy DNA pull-down s 
oligodeoxynukleotidy, jenž souhlasí s MBS4 sekvencí lidského wt promotoru cdk4 navíc 
prokázaly, že c-Myc, jeho ubiquitinovaná forma, Skp2 a vIRF3 tvoří multikomponentální 
transkripční komplex, jenž se sestavuje na promotoru cdk4 a aktivuje jeho transkripci. 
 Pro lepší porozumění vzájemné interakce proteinů vIRF3, c-Myc a Skp2 jsme 
analyzovali oblast na vIRF3, jenž je potřebná pro vazbu c-Myc a Skp2. Analýzou GST 
pull-down jsme nalezli doménu uvnitř C-koncové poloviny proteinu vIRF3 (aminokyseliny 
346-455), jenž je podstatná pro interakci s c-Myc, stejně tak jako se Skp2. 
 
 

 
 
 
Obr. 5. Vliv vIRF3 na aktivaci promotoru cdk4. Buňky HEK293 byly ko-transfekovány wt (wild-
type) cdk4 reportérovým konstruktem (wt MBS1-4) a plazmidem pRL-SV40 spolu s prázdným 
vektorem (pcDNA3.1) nebo expresními plazmidy c-myc-HA, vIRF3 a skp2-Myc. Luciferázová 
aktivita byla analyzována 48 hod po transfekci jako násobek aktivace vztažené k bazálnímu 
množství reportérového genu v přítomnosti kontrolního vektoru (pcDNA3.1). Výsledky byly 
normalizovány vzhledem k Renilla luciferázové aktivitě. Chybové úsečky reprezentují odchylku u 
tří nezávislých experimentů. Exprimované množství transfekovaných proteinů je ukázáno dole.  
RLU, relativní množství luciferázy (relative luciferase units). 
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vIRF3 a p53 
 
vIRF3 negativně reguluje stabilitu proteinu p53 
 
Již dříve bylo prokázáno, že vIRF3 asociuje s p53 a inhibuje apoptózu zprostřed-
kovanou tímto proteinem (Rivas C. et al., 2001). Přesný molekulární mechanizmus toho-
to fenoménu však prokázán nebyl. My jsme zjistili, že buňky HCT116 exprimující vIRF3 
a nesoucí p53 wt (wild type), vykazují opakovaně nižší množství endogenního proteinu 
p53 ve srovnání s kontrolními buňkami HCT-116, jež byly transfekované prázdným 
vektorem (pcDNA3.1) a to bez ohledu na přítomnost doxorubicinu (induktor dvouřetěz-
cových zlomů na DNA, jenž aktivuje p53) (obr. 6A). 
 
 

 
 
Obr. 6: Stabilita proteinu p53 je snížena v přítomnosti vIRF3. A/ Buňky HCT-116 exprimující 
vIRF3 vykazují nižší množství p53 než kontrolní buňky. Buňky HCT-116 (wt p53+/+) byly trans-
fekovány expresním plazmidem vIRF3 (sloupce 2 a 4), nebo prázdným vektorem (pcDNA3.1; 
sloupce 1 a 3) a 24 hod po transfekci inkubovány v přítomnosti (+), nebo nepřítomnosti (-) 
doxorubicinu (1µM) po dobu 24 hod. Celé buněčné lyzáty byly analyzovány Western blotem s 
anti-p53 (DO-1), anti-vIRF-3 a anti-β-aktinovými protilátkami. B/ RT-PCR. Celková RNA byla 
izolována z buněk, jež byly připraveny stejným způsobem, jenž je popsán výše (A). Tato RNA 
pak byla analyzována pomocí RT-PCR za použití primerů specifických pro vIRF3, p53 a            
β-aktinovou cDNA. C/ Real-time RT-PCR. p53 cDNA připravená stejným způsobem jako pro 
RT-PCR byla analyzována real-time RT-PCR za použití specifických p53 a β-aktinových prime-
rů. Chybové úsečky reprezentují odchylku u čtyř nezávislých experimentů. Každý experiment byl 
proveden v duplikátech. 
 
 Zjištěná redukce proteinu p53 detekovaná Western blotem nebyla zaznamenána 
na úrovni RNA. Výsledky získané pomocí RT-PCR (obr. 6B) a kvantitativní RT-PCR 
(qRT-PCR) (obr. 6C) prokázaly, že relativní množství p53 mRNA zůstalo konstantní ve 
všech testovaných vzorcích.  
 Pro zjištění, zda vIRF3 snižuje stabilitu proteinu p53, jsme stanovovali životnost 
p53 u buněk HCT-116 při inhibici proteinové syntézy způsobené cykloheximidem. Z 
výsledků je patrné, že v přítomnosti vIRF3 dochází k výrazné destabilizaci endogenního 
p53. Zatímco životnost (half-life) proteinu p53 wt u buněk transfekovaných prázdným 
plazmidem byla okolo 38 min, v přítomnosti vIRF3 byla životnost p53 snížena na 20 min. 
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Mnohem zřetelnější efekt vIRF3 na stabilitu proteinu p53 byl zaznamenán v buňkách, 
jež byly vystaveny působení doxorubicinu. Stresem vyvolaná indukce p53 prodloužila 
životnost proteinu p53 na více než 240 min (4 hod). Naproti tomu, v přítomnosti vIRF3, 
dochází k prokazatelnému snížení životnosti proteinu p53, a to přibližně na 78 min (1,3 
hod). 
 Pro porozumění mechanizmu, kterým vIRF3 snižuje množství p53, jsme zjišťovali 
ubiquitinační status p53 u buněk exprimujících vIRF3. Buňky HEK293 byly ko-transfeko-
vány konstantním množstvím plazmidu exprimujícím ubiquitin (His-Myc-Ub) a vIRF3 
expresním plazmidem, nebo prázdným vektorem a poté inkubovány v přítomnosti pro-
teazomálního inhibitoru MG132. I přesto, že v buňkách transfekovaných prázdným vek-
torem byl p53 již ubiquitinován (obr. 7, sloupec 1), ko-transfekce s vIRF3 expresním 
plazmidem vedla k jasnému zesílení ubiquitinace p53 (obr. 7, sloupec 2). 
 

 
Obr. 7: vIRF3 zvyšuje ubiquitinaci p53. Buňky HEK293 byly nejprve transfekovány stejným 
množstvím His-Myc-Ub a následně vIRF3 expresním plazmidem, nebo prázdným vektorem 
(pcDNA3.1). Šest hod před lyzí byly buňky vystaveny působení proteazomálního inhibitoru 
MG132 (50 µM). p53 byl z buněčných lyzátů imunoprecipitován (IP) s anti-p53 (DO-1) specific-
kými protilátkami. Následoval Western blot (WB) s anti-Ub protilátkami. Relativní množství endo-
genního p53, β-aktinu a transfekovaného vIRF3 ve vstupním lyzátu (10% input) bylo stanoveno 
Western blotem. 
 
 
vIRF3 inhibuje aktivaci transkripce genu p21 zprostředkovanou p53  
 
V dalších experimentech se nám podařilo prokázat, že v přítomnosti vIRF3 dochází k 
zeslabení N-koncové fosforylace serinových zbytků na p53 (S15/S20). Tato fosforylace 
redukuje afinitu p53 k jeho negativnímu regulátoru Mdm2/Hdm2 a podporuje asociaci s 
jeho transkripčními koaktivátory CBP/p300 (Toledo F. a Wahl G.M., 2006), což následně 
vede ke snížení ubiquitinace p53 a ke zvýšení jeho proteinové stability. Přímým důsled-
kem vIRF3 indukované deregulace fosforylace S15/S20 na p53 je pak redukce exprese 
p53 cílového genu p21. Následné analýzy pak prokázaly vazbu vIRF3 do DNA-vazebné 
domény p53 a jeho negativní vliv na oligomerizaci p53, jenž je nezbytná pro jeho vazbu 
k cílovým promotorům. Toto zjištění pak bylo potvrzeno testem DNA pull-down, kdy do-
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cházelo k redukci schopnosti vazby p53 na promotorovou sekvenci p21 genu v přítom-
nosti vIRF3. 
 Při testování vlivu vIRF3 na p53 zprostředkovanou aktivaci promotoru p21 jsme 
použili přechodnou transfekci s reportérovým plazmidem (WWP-luc), který obsahoval lu-
ciferázový gen pod kontrolou promotoru p21, jenž zahrnoval oblast odpovídající sekven-
ci 2.4 kp před iniciačním startovním místem transkripce p21. Tato promotorová oblast 
obsahuje dvě funkční p53 vazebná místa (p53RE1 a 2) (obr. 8A). 
 
 

 
 
Obr. 8: vIRF3 inhibuje aktivaci transkripce p21 zprostředkovanou p53. A/ Schématické 
znázornění wt p21 (p21p) reportérového konstruktu. Promotor p21 obsahuje dvě potenciální va-
zebná místa pro p53, p53RE1 a p53RE2. Nukleotidové zbytky značící p53 konsenzus sekvenci 
jsou označeny velkými písmeny (RRRCATGYYYRRRCATGYYY); invariantní C/G báze jsou 
označeny tučně. B/ Vliv vIRF3 (1-566) na aktivaci promotoru p21 (p21p). Buňky HCT-116 (wt 
p53+/+) byly ko-transfekovány lidským wt p21p reportérovým konstruktem (WWP-luc) a Renilla 
luciferázovým plazmidem (pRL-SV40) spolu s vIRF3 (1-566) expresním plazmidem, nebo prázd-
ným vektorem (pcDNA 3.1). 24 hod po transfekci byly buňky inkubovány v přítomnosti (+), nebo 
nepřítomnosti (-) doxorubicinu (1 µM) po dobu dalších 24 hod. Luciferázová aktivita byla analy-
zována jako násobek aktivace vztažené k bazálnímu množství reportérového genu v přítomnosti 
kontrolního vektoru (pcDNA3.1). Výsledky byly normalizovány vzhledem k luciferázové aktivitě 
Renilla. Výsledky byly stanoveny jako průměr ± směrodatné odchylky u tří nezávislých expe-
rimentů (*, P<0,05). RLU, relativní množství luciferázy (relative luciferase units). 
 
 Buňky HCT-116 byly transfekovány reportérovým plazmidem p21spolu s vIRF3 
(1-566) expresním plazmidem, nebo prázdným vektorem (pcDNA3.1). 24 hod po trans-
fekci byly buňky inkubovány v přítomnosti nebo bez doxorubicinu po dobu dalších 24 
hod. Vystavení buněk působení doxorubicinu zvýšilo množství luciferázy přibližně 12x 
(obr. 8B). V přítomnosti nezkráceného (FL, full-length) vIRF3 pak došlo ke snížení 
množství luciferázy přibližně 4x. Tyto výsledky tak naznačují, že vIRF3 je schopný 
efektivně snižovat aktivaci promotoru p21 doxorubicinem, což bylo dále potvrzeno ko-
transfekčními experimenty v p53 nulitních buňkách Saos2. 
 
 
vIRF3 cílí na p53 regulační dráhy u KSHV-pozitivních buněk PEL 
 
Pro potvrzení, že výše pozorovaný fenomén má biologické opodstatnění a vyskytuje se 
taktéž v přirozeném prostředí, jsme analyzovali vliv vIRF3 na signalizaci p53 u KSHV-
pozitivní PEL buněčné linie BC-3. I přes to, že mutace nebo delece p53 jsou velmi 
běžnou záležitostí u většiny maligních nádorů (Hollstein M. et al., 1991), v případě 
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KSHV indukovaných buněk PEL, je p53 přítomen v nezměněné formě (wt p53) (Dumaz 
N. a Meek D.W., 1999; Katano H. et al., 2001). Pro zjištění odpovědi buněk PEL na 
poškození DNA jsme nejprve testovali vliv doxorubicinu na aktivaci p53 a indukci expre-
se jeho cílových genů. Vystavení buněk BC-3 působení doxorubicinu po dobu 24 hod 
vedlo k výrazné aktivaci a akumulaci proteinu p53 (obr. 9A). Nejvyšší míra akumulace 
p53 a fosforylace na S15 a S20 byla zaznamenána po šestihodinové inkubaci buněk s 
doxorubicinem. Indukce aktivity p53 byla v souladu s transkripční aktivací inhibitoru 
cyklin-dependentních kináz p21, jehož exprese taktéž vrcholila 6 hod po přidání doxo-
rubicinu. Při delším časovém intervalu aktivace p53 a transkripce genu p21 ustává a 
buňky podléhají apoptóze. Hladina aktivace kaspázy 3 a štěpení proteinu PARP dosa-
huje maxima přibližně 24 hod po přidání doxorubicinu. Navíc dochází 3 hod po přidání 
doxorubicinu k nahromadění kinázy ATM a také ke zvýšení její autofosforylace na serinu 
S1981 (obr. 9A). Je známo, že v odpovědi na genotoxický stres, prochází kináza ATM 
rychlou aktivací prostřednictvím autofosforylace serinu S1981 (Bakkenist C.J. a Kastan 
M.B., 2003). Aktivovaná 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 zjištění vlivu nadprodukce vIRF3 na aktivaci p53 dráhy v buňkách PEL jsme 
transfekovali buňky BC-3 expresním plazmidem vIRF3 nebo prázdným vektorem 
(pcDNA3.1), a následně jsme buňky vystavili působení doxorubicinu po dobu 0, 6, 9 a 
12 hod (obr. 9B). Jak jsme předpokládali, množství proteinu p53 a hladina jeho S15/S20 
fosforylace byla v porovnání s kontrolními buňkami u buněk exprimujících vIRF3 reduko-
vána. Navíc nadprodukce vIRF3 vedla ke snížení množství proteinu ATM a také ke 
snížení hladiny jeho autofosforylace na serinu S1981. Výrazná deregulace p53 signali-
zace byla dále doplněna redukcí množství proteinu p21 (obr. 9B). 
 Opačný efekt pak mělo snížení exprese vIRF3, jehož jsme dosáhli užitím RNA 
interference (RNAi) (obr. 9C). Buňky BC-3 byly transfekovány siRNA specifickou pro 
vIRF3 (si291), nebo nesmyslnou siRNA (nonsense siRNA; siN). Dva dny po transfekci 
byly buňky vystaveny působení doxorubicinu po dobu 0, 6, 9 a 12 hod. Množství pro-
teinu vIRF3 bylo, ve srovnání s kontrolními buňkami, u buněk transfekovaných si291 
sníženo přibližně o 70% (obr. 9C). Množství aktinu zůstalo stejné u všech testovaných 
vzorků. Toto výrazné snížení množství proteinu vIRF3 bylo asociováno se zvýšením 
množství p53 a ATM proteinu, stejně tak jako se vzrůstem hladiny fosforylace p53 
(S15/S20) a autofosforylace ATM (S1981) či s vyšší expresí p21 (obr. 9C). Společně 
pak všechna tato získaná data potvrzují, že vIRF3 zřetelně moduluje funkci p53 u KSHV 
asociovaného primárního efuzního lymfomu (PEL). 
  
 
Diskuse 
 
Virová infekce je častou příčinou vzniku nádorového onemocnění u člověka. Až 15-20% 
případů rakoviny je dáváno do přímé souvislosti s onkogenními viry (McLaughlin-Drubin 
M.E. a Munger K., 2008), jejichž onkogenní potenciál je následkem schopnosti vytvářet 
latentní infekci. Virová perzistence je charakterizována expresí proteinů, které kontrolují 
buněčnou smrt a proliferaci a jenž jim zajišťují minimální možnost odhalení imunitním 
systémem. Častým cílem těchto virových proteinů jsou pak různé buněčné dráhy regulu-
jící klíčové nádorově supresorové geny, aktivaci onkogenů, angiogenezi či hlavní kom-
ponenty drah signální transdukce a antigenní prezentace.  
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Obr. 9: vIRF3 inhibuje regulační dráhu p53 u KSHV pozitivních buněk BC-3. A/ Inkubace buněk 
s doxorubicinem vede k aktivaci regulační dráhy p53 u KSHV-pozitivních buněk. Buňky BC-3 (wt 
p53) byly, nebo nebyly, vystaveny působení doxorubicinu (1 µM) po indikovanou dobu. Buněčné 
lyzáty byly analyzovány 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-kaspáza-3 
(anti-caspase-3), anti-PARP, anti-vIRF3 a anti-β-aktinovými protilátkami. B/ Nadprodukce vIRF3 
v buňkách BC-3 vede k deregulaci regulační dráhy p53. Buňky BC-3 byly transfekovány vIRF3 
expresním plazmidem, nebo prázdným vektorem (pcDNA3.1). 24 hod po transfekci byly buňky 
inkubovány s 1 µM doxorubicinem po indikovanou dobu. Buněčné lyzáty byly analyzovány 
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-β-aktinovými protilátkami. 
vIRF-3-endo, endogenní vIRF3; vIRF-3-exo, exogenní vIRF3. Nižší mobilita exogenního vIRF3 
je následkem navázání tagu myc. C/ Snížení expresese vIRF3 v buňkách PEL vede k aktivaci 
dráhy p53. Buňky BC-3 byly transfekovány siRNA specifickou pro vIRF3 (si291), nebo nesmysl-
nou siRNA (nonsense siRNA; siN). 24 hod po transfekci byly buňky inkubovány s 1 µM doxo-
rubicinem po indikovanou dobu. Buněčné lyzáty byly analyzovány 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-β-aktinovými protilátkami. Ukázána jsou data získaná 
ze tří nezávislých experimentů. 
 
 
 c-myc je protoonkogen řídící proliferaci, buněčný cyklus a přežití buněk (Grandori 
C. et al., 2000). V naší práci jsme navázali na studii týkající se stimulace transkripční 
aktivity c-Myc zprostředkované vIRF3, kterou publikovali v roce 2007 Lubyová B. a kol.  
(Lubyová B. et al., 2007). Prokázali jsme, že vIRF3 může stabilizovat protein c-Myc a 
prodloužit jeho životnost (half-life) přibližně 4x. Vzhledem k tomu, že za rychlou degra-
daci c-Myc zodpovídá F-box protein Skp2, testovali jsme, zda vIRF3 interaguje se Skp2. 
I přes to, že vIRF3 byl schopný asociovat se Skp2, nevedla tato interakce k narušení 
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tvorby heterodimeru c-Myc/Skp2. V přítomnosti vIRF3 naopak docházelo ke stimulaci 
ubiquitinace c-Myc. Studium zaměřené na přítomnost domén zapojených do tvorby 
vIRF3/c-Myc/Skp2 odhalilo, že se vIRF3 váže do F-box oblasti Skp2, která je podle 
všeho potřebná pro regulaci ubiquitinace a stability c-Myc (Kim S.Y. et al., 2003). Dalším 
zajímavým aspektem interakce vIRF3/c-Myc/Skp2 je způsob, jakým c-Myc interaguje s 
vIRF3. Prokázali jsme, že vazba vIRF3 vyžaduje přítomnost dvou oblastí na c-Myc: 1/ 
AMK  128-143 v N-koncové oblasti, přičemž tato oblast odpovídá konzervované doméně 
Myc box II (MBII) a 2/ AMK  379-418 v C-koncové části proteinu. Obě tyto oblasti c-Myc 
pro vazbu vIRF3 jsou pak nezbytné pro interakci c-Myc/Skp2 (Kim S.Y. et al., 2003). 
Navíc C-koncová oblast vIRF3 (aminokyseliny 346-455), je nezbytná pro vazbu jak        
c-Myc tak Skp2. Dohromady tyto výsledky naznačují, že vIRF3 působí jako spojka, jenž 
pomáhá přiblížení c-Myc ke svému transkripčnímu koaktivátoru Skp2 a usnadňuje tak 
iniciaci transkripce zprostředkované c-Myc. V souladu s tímto předpokladem jsme proká-
zali, že vIRF3 může stimulovat transkripci regulovanou c-Myc vedenou z promotoru 
cdk4, přičemž tato stimulace je ještě více zesílena v přítomnosti Skp2. Aktivita promo-
toru cdk4 je obrazem přítomnosti transkripčních faktorů a kofaktorů v této oblasti. Již 
dříve byla chromatinovou imunoprecipitací (ChIP) prokázána přítomnost komplexu 
vIRF3-c-Myc na endogenním promotoru cdk4, jenž byla spojena se zvýšením acetylace 
histonu H3 (Lubyová B. et al., 2007). V naší studii jsme pak pozorovali vliv exprese 
vIRF3 vedoucí ke zvýšení množství Skp2 a polyubiquitinovaného proteinu c-Myc asocio-
vaného s wt promotorem cdk4. Tato data tak podporují hypotézu spojení ubiquitinace    
c-Myc s jeho transkripční aktivitou (Kim S.Y. et al., 2003; von der Lehr N. et al., 2003). 
Ubiquitinace c-Myc může být navíc zvýšena v přítomnosti vIRF3. Na druhou stranu 
exprese vIRF3 vede ke zvýšení stability c-Myc. Jedním z možných vysvětlení tohoto 
paradoxu je možnost, že vIRF3 inhibuje proteazomální degradaci c-Myc v pozdější fázi 
dráhy vedoucí od ubiquitinace k proteazomální degradaci a tedy, že vIRF3 odděluje ubi-
quitinační a degradační dráhu. Takovýto mechanizmus regulace byl pozorován u mu-
tantních forem c-Myc spojených s rakovinou, jenž byly efektivně ubiquitinované ligázou 
Skp2, ale zároveň byly rezistentní vůči proteazomální degradaci (Salghetti S.E. et al., 
1999; Kim S.Y. et al., 2003). Jiným možným vysvětlením je možnost, že ubiquitinace     
c-Myc, která je pod kontrolou vIRF3, může zahrnovat rozdílnou sadu lyzinových zbytků, 
jejichž ubiquitinace není spojena s proteazomální degradací.  
 V současné době je stále patrnější, že množství virů vyvinulo různé strategie, 
jimiž využívají ubiquitin-proteazomální systém hostitelské buňky. Jde tedy zřejmě o 
úspěšnou strategii, která pomáhá virům získat zásadní vliv při regulaci buněčného cyklu 
a přežití hostitelské buňky. 
 p53 je transkripční faktor vázající se do specifických vazebných míst v promotoru 
mnoha genů (např. genů pro p21, PUMA, Bax, atd.), čímž aktivuje jejich transkripci 
(Vogelstein B. et al., 2000). Přestože u většiny nádorů dochází díky mutacím ke změ-
nám exprese p53, u B-buněčných lymfomů indukovaných KSHV není p53 modifikován 
(Boulanger E. et al., 2009). V naší studii jsme prokázali, že KSHV kódovaný vIRF3, 
může destabilizovat protein p53 a prokazatelně snížit jeho životnost (half-life) pro-
střednictvím indukce jeho ubiquitinace. Tento efekt je pak ještě více patrný u buněk, jež 
byly vystaveny působení stresu. Poškození DNA vyvolané doxorubicinem iniciuje kaská-
du vedoucí k modifikacím p53 a Mdm2, jenž jsou zodpovědné za stabilizaci a aktivaci 
dráhy p53. V naší studii jsme prokázali, že vIRF3 inhibuje fosforylaci p53 na pozici 
serinu S15 a S20 a to v přítomnosti i bez proteazomálního inhibitoru. Zdá se tedy, že 
snížená fosforylace p53, vázaná na vIRF3, vede ke stabilizaci heterodimeru p53-Mdm2 
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a k indukci ubiguitinace p53. Dále jsme odhalili, že množství N-koncové fosforylace p53 
přímo souvisí s akumulací p53 a s p53 zprostředkovanou transkripční regulací p21. 
Analýza akumulace proteinu ATM a jeho autofosforylace S1981 prokázala, že množství 
proteinu ATM i úroveň jeho fosforylace byla efektivně zvýšena u latentně infikovaných 
buněk PEL po snížení exprese vIRF3. Tyto výsledky tak naznačují, že vIRF3 může cílit 
na dráhu vedoucí ke kináze ATM. 
 Dalším poznatkem pak bylo, že vIRF3 specificky interferuje s p53 při vazbě do 
oblasti promotoru p21 a také, že vIRF3 narušuje tetramerizaci p53, jenž je nezbytná pro 
jeho funkci (Jeffrey P.D. et al., 1995). Pro efektivní expresi p21 i Mdm2 musí dojít 
k oligomerizaci p53 (Warnock L.J. et al., 2008). Pomocí testů DNA pull-down a chroma-
tinové imunoprecipitace se nám podařilo ukázat narušení vazby p53 k promotoru p21 v 
přítomnosti vIRF3. Navíc je v buňkách exprimujících vIRF3 redukována acetylace histo-
nu účastnícího se aktivní genové transkripce, tedy histonu H3. Proto se domníváme, že 
přímá interakce mezi vIRF3 a p53 maskuje DNA vazebnou doménu p53 a inhibuje jeho 
vazbu k promotorové DNA. Velká většina nádorových buněk nese mutaci v DNA vazeb-
né doméně p53, jejímž následkem je pak neschopnost vazby p53 k DNA vedoucí k 
narušení jeho funkce. Strategie blokace schopnosti tvorby oligomerů by tak velmi účinně 
blokovala účinek p53. Posttranslační modifikace proteinu p53 má zásadní vliv na funkci 
a stabilitu tohoto klíčového nádorového supresoru. Změny fosforylace a ubiquitinace 
p53 způsobené vIRF3 tak zásadně přispívají k oslabení jeho transkripční aktivity a 
následně k deregulaci důležitých buněčných drah zapojených do řízení buněčného cyklu 
či apoptózy. 
 
 
Závěr 
 
Cílem naší práce bylo objasnění mechanizmu, kterým KSHV-kódovaný vIRF3 moduluje 
funkci zásadního onkoproteinu c-Myc a klíčového nádorového supresoru p53. Naše 
výsledky lze využít k vývoji nových léčebných postupů, jenž by mohly v budoucnu 
pomoci pacientům s onemocněním asociovaným s KSHV. 
 
Shrnutí výsledků: 
1. Podařilo se nám identifikovat dvě siRNA specifické pro vIRF3 (si291 a si999), které 
po úspěšném doručení do cílových buněk redukovaly množství proteinu vIRF3 s 63-
70%, respektive 41% účinností. Tyto siRNA navíc nevykazovaly žádný nespecifický 
účinek či vazbu k buněčným homologům cílového virového genu.  
2. Prokázali jsme zásadní vliv proteinu vIRF-3 na stabilitu c-Myc. 
3. vIRF3 pomáhá vazbě c-Myc a jeho transkripčního ko-faktoru Skp2 k promotorům 
regulovaným c-Myc a efektivně tak zvyšuje c-Myc dependentní transkripci. 
4. Buňky, ve kterých dochází k nadprodukci vIRF3, vykazují vyšší míru ubiquitinace                  
c-Myc, jenž je zřejmě nezbytná pro transkripci zprostředkovanou c-Myc. 
5. Identifikovali jsme vzájemná vazebná místa jednotlivých komponent komplexu vIRF3/ 
Skp2/c-Myc.  
6. Prokázali jsme, že vIRF3 snižuje stabilitu a životnost proteinu p53 a že jeho exprese 
má zásadní vliv na jeho posttranslační modifikace, tvorbu tetramerů či na jeho DNA va-
zebnou schopnost. 
7. Exprese vIRF-3 vede ke snížení transkripce genů regulovaných p53. 
8. Navrhli jsme mechanizmus, kterým se vIRF3 zaměřuje na funkci p53. 
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„U člověka se při rekombinačním mapování může používat jen pár metod, protože má 
velmi malý počet potomků.“ 

 
*** 

 
„Princip Sangerova sekvenování je takový, že syntézou vzniká různě dlouhý polypeptid, 

jehož délka závisí na sekvenci DNA.“ 
 

*** 
 

(Odpověď na otázku Popište principy různých metod sekvenování DNA): „Amplifikovaná 
DNA se odešle na sekvenaci do speciální sekvenační laboratoře.“ 

 
*** 

 
„PCR = polymerní chromatografie“  

 
*** 

 
(Odpověď na otázku Jaké hlavní parametry musejí splňovat modelové organismy?):  

„Musejí být snadno získatelné (zvířata je jednodušší získat/přemluvit než lidi).“ 
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