













































































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).

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¢inéna 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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W skalovatelnéreSeniautomatickéizolaceod 1-24 vzorka M certifikované (CE-IVD) B
propojitelné do LISu M moznost vyuzit primarni odbérové zkumavky B trekovatelné,
intuitivni B vysoce efektivniarychlé M jizod 200 ulazdo4 ml W validované pro krev,
plazmu,sérum,sputum, BAL, CSF,vytér,moc,stolici, Cerstvouazmrazenoutkan, FFPE B

Roche s.r.0., Dlagnosticka divize
Na Valentince 3336/4, 150 00 Praha 5,
www.roche-diagnostics.cz

Objednavky
= E

ilem: ob y he-d ics.cz

] Elektronicka objednavka na:

http://objednavky.roche-d: cz/objednavky/
Centrum zikaznické podpory
- Tel: 800 11 11 99
[ ] E-mailem: czech.rcsc@roche.com
Potieb 11 vice produktovych Informaci, nal Jena
- https://Idtsolutions.roche.com
] https://lifescience.roche.com

MagNIN Pure

The MagNA Pure 24 System including instrument, kits, and accessories are for in
vitro diagnostic unless otherwise noted.

MAGNA PURE is registered trademarks of Roche. All other product names and
trademarks are the property of their respective owners.

© 2017 Roche Molecular Systems, Inc. All rights reserved.
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/Zvladne vice

....inteligentni, Ssetrna a vzdy ,,cool”. Centrifuga 5920 R.



