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Abstrakt

Pribéh polyomavirové infekce muze byt v jadie regulovan fadou bunécnych proteint.
K replikaci mysiho polyomaviru (MPyV) v bunééném jadie dochdzi v tésné blizkosti jadernych télisek
PML, jejichz soucasti je i protein DAXX. DAXX je restrikénim faktorem mnoha vird, byl vSak popsan
také jeho pozitivni vliv na replikaci nekterych herpesvirti a papilomavirt. Prvni ¢ast této prace
se soustfedila na vliv proteinu DAXX na replikacni cyklus MPyV. V bunkach s potlacenou expresi
DAXX byl pozorovan pokles replikace virové DNA a niz$i hladiny ¢asnych i pozdnich virovych
transkriptl. Vysledky naznacuji pozitivni vliv proteinu DAXX na replikaci MPyV. Dal§im cilem bylo
pripravit bunéénou linii DAXX KO pro studium vlivu DAXX na infekci BK polyomavirem. Modifikace
byla provedena systémem CRISPR/Cas9, byly izolovany potencidlni DAXX KO bunécné klony,
u kterych bude déle ovétena delece genu DAXX.

Druha cast diplomové prace byla zaméfena na interakce velkého T antigenu (LT) MPyV
s bunéénymi proteiny. V ndvaznosti na data ziskand studiem interaktomu LT antigenu MPyV
(experimenty provedené Mgr. Karolinou Staflovou, Ustav organické chemie a biochemie AV CR,
skupina Ing. Ivy Pichové, CSc.) byla sledovana vzajemna lokalizace LT a vybranych bunécnych
proteini. Byla pozorovana kolokalizace LT s proteiny BAF57, BAG2, PRC1, WDR48 a MKK3.
V ptipadé proteini NONO a SMC4 ke kolokalizaci nedochéazelo. Z uvedenych interakénich partnert LT
jsme se dale zaméfili na kinazu MKK3, kterd je soucasti MAP kinazové drahy p38. MKK3
kolokalizovala s LT v infikovanych buiikdch i v neinfikovanych bunkach exprimujicich LT.
V infikovanych buiikach bylo detekovano snizené mnozstvi proteinu MKK3, a naopak zvyseni aktivace
kinazy p38. SniZeni exprese MKK3 pomoci siRNA nemélo vliv na pocet bunék infikovanych MPyV ani
na mnozstvi produkovanych infekénich virionti. Vysledky naznacuji, ze kinaza MKK3 nema vyznamny

vliv na infekci MPyV.

Klic¢ova slova: mysi polyomavirus, DAXX, velky T antigen, MKK3, MAP kinaza, p38



Abstract

The course of polyomavirus infection can be regulated in the nucleus by a number of cellular
proteins. Replication of mouse polyomavirus (MPyV) in the cell nucleus occurs in close proximity to
PML nuclear bodies, which also contain the DAXX protein. DAXX is a restriction factor for many
viruses, but its positive effect on the replication of some herpesviruses and papillomaviruses has also
been described. The first part of this work focused on the influence of DAXX protein on MPyV
replication cycle. A decrease in viral DNA replication and lower levels of both early and late viral
transcripts were observed in cells with suppressed DAXX expression. The results indicate a positive
effect of DAXX protein on MPyV replication. Another goal was to prepare a DAXX KO cell line to
study the effect of DAXX on BK polyomavirus infection. The modification was carried out using the
CRISPR/Cas9 system, and potential DAXX KO cell clones were isolated, in which the deletion of the
DAXX gene will be further verified.

The second part of this thesis was focused on the interactions of MPyV large T antigen (LT)
with cellular proteins. Based on the data obtained from the study of MPyV LT antigen interactome
(experiments performed by Mgr. Karolina Staflova, Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of
the Academy of Sciences of the Czech Republic, group of Ing. Iva Pichova, CSc.) the mutual localization
of LT and selected cellular proteins was examined. Colocalization of LT with BAF57, BAG2, PRCI,
WDRA48 and MKK3 proteins was observed. In the case of NONO and SMC4 proteins, colocalization
did not occur. From the listed interaction partners of LT, we further focused on the MKK3 kinase, which
is part of the p38 MAP kinase pathway. MKK3 colocalized with LT in both infected and uninfected cells
expressing LT. A reduced amount of MKK3 protein and, conversely, an increased activation of p38
kinase were detected in infected cells. Knockdown of MKK3 expression by siRNA did not affect the
number of cells infected with MPyV or the amount of infectious virions produced. The results suggest

that MKK3 kinase does not have a significant effect on MPyV infection.

Keywords: mouse polyomavirus, DAXX, large T antigen, MKK3, MAP kinase, p38
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1 Uvod

Polyomaviry jsou malé neobalené DNA viry, které se replikuji v jadie hostitelskych bunék. Jiz
od objevu prvniho polyomaviru, kterym byl mysi polyomavirus (MPyV), je intenzivné zkouman jejich
vliv na nadorovou transformaci. Studium polyomavird poskytlo mnoho dulezitych poznatki
o molekularnich mechanismech bun&nych procesi. Rada poznatki o eukaryotické transkripci
a replikaci byla ziskana studiem replika¢niho cyklu modelovych polyomaviri SV40 (simian vacuolating
virus 40) a MPyV.

Charakteristickou vlastnosti polyomaviri je schopnost navodit perzistentni infekci. Infekce
zdravych hostitell je Casto asymptomaticka, k rozvoj onemocnéni zpiisobenych polyomaviry je obvykle
spojen s imunosupresi. Mnoho polyomavirtt ma onkogenni potencial, infekce lidskym polyomavirem
Merkelovych bun¢k (MCPyV) je spojena s rozvojem karcinomu Merkelovych bunék.

Polyomaviry kéduji regulacni proteiny, zvané T (tumorogenni) antigeny. Tyto proteiny jsou
exprimovany v ¢asné fazi infekéniho cyklu a jsou kritické pro nastoleni vhodnych podminek pro virovou
replikaci. Velky T antigen (LT) se pfimo tcastni replikace virového genomu a miize piispivat k bunécné
transformaci. Funkce LT jsou zprostfedkovany interakci s mnoha bunénymi proteiny. LT antigen viru
SV40 interaguje napi. s nadorovymi supresory p53 a pRb (retinoblastomovy protein) a inaktivuje je.
Pro replikaci polyomaviri je dillezité navozeni S faze bunécného cyklu a interakce se slozkami
bunécného replikacniho aparatu a také proteiny zucastnénymi v opravach poskozené DNA. Funkce
mnoha interakci mezi LT a bunéénymi proteiny dosud nebyla objasnéna.

Polyomavirové T antigeny reguluji aktivaci diilezitych bunéénych signalnich drah, aktivuji
mimo jiné mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK). Jedna ¢ast této diplomové prace je zaméfena
na interakci LT antigenu MPyV s kindzou MKK3 (mitogenem aktivovana proteinkindza kinaza 3, jinymi
nazvy také MEK3 nebo MAP2K3), ktera je souc¢asti MAP kinazové drahy p38. Aktivace signalnich drah
v pribéhu polyomavirové infekce miize byt soucasti bunééné obrany, viry vSak mohou také vyuzivat
bunécnou signalizaci pro podporu riznych krokt replika¢niho cyklu.

Replikace mnoha vird je v bunécném jadie regulovana jadernymi télisky PML. Zakladni
slozkou teéchto télisek je stejnojmenny protein PML (protein promyelocytarni leukémie), v riznych
podminkach se zde vyskytuje mnoho dal$ich proteinti, mezi nimi také protein DAXX (death domain-
-associated protein 6), na ktery je zaméfena dalsi ¢ast této prace. Protein DAXX je zpravidla povazovan
za restrikéni faktor virové infekce, v nékterych pripadech ale miize podporovat replikaci viru. Funkce
proteinu DAXX je nejlépe charakterizovana v kontextu herpesvirové infekce, kdy se DAXX diky své
funkci histonového chaperonu podili na transkripéni represi virovych gend. Jednim z cild této prace je

prispéet k pochopeni vyznamu proteinu DAXX pro infekci mys$im polyomavirem.
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2 Prehled literatury
2.1 MysSi polyomavirus

2.1.1 Celed Polyomaviridae

Mysi polyomavirus (MPyV) patii do ¢eledi Polyomaviridae, tvofené malymi neobalenymi viry
s dvouvlaknovym DNA genomem o pfiblizné velikosti 5 kb, jejichz replikace probih4 v bunééném jadre.
Taxonomie polyomavirt je zalozena na sekvenci LT antigenu. Celkem bylo identifikovano 117 druhii
polyomavirt, z nichz 112 je zatfazeno do 6 rodi: Alphapolyomavirus, do néhoz spada napi. MPyV nebo
MCPyV, Betapolyomavirus, zahrnujici napf. modelovy virus SV40 a lidské viry BKPyV (BK
polyomavirus) a JCPyV (JC polyomavirus), Gammapolyomavirus, Deltapolyomavirus,
Epsilonpolyomavirus a Zetapolyomavirus. S vyjimkou rodu Gammapolyomavirus, jehoz zastupci
infikuji ptaky, se jedna o savéi viry (shrnuto v Moens, Calvignac-Spencer, et al., 2017). Krom¢ savct
a ptakd byly polyomavirové genomy nebo jejich fragmenty nalezeny také u ryb, plazi a ¢lenovcl (Buck
et al., 2016).

Prvni popsany zastupce ¢eledi Polyomaviridae, mysi polyomavirus, byl objeven v 50. letech
minulého stoleti v extraktech z tkani leukemickych mysi jako nebunécné infek¢ni agens zpuisobujici
nadory po inokulaci novorozenych mysi (Gross, 1953). Pravé schopnost indukovat mnoho (,,poly®)
nadori (,,oma*) stala za pojmenovanim této virové celedi. DalSim objevenym polyomavirem byl virus
SV40, ktery zptsoboval vakuolizaci v opi¢ich bunécnych kulturach a byl detekovan jako kontaminace
Sabinovy zivé atenuované vakciny proti polioviru (Sweet & Hilleman, 1960). Polyomaviry SV40
a MPyV se staly dilezitymi modely pro studium bunécnych procesti véetné metabolismu DNA a RNA
a také signalizace vedouci k nadorové transformaci (shrnuto v Cheng et al., 2009). MPyV je po inokulaci
novorozenych mysi schopen infikovat vice nez 30 riznych bunéénych typti (Dawe et al., 1987).

Prvni lidské polyomaviry, BK polyomavirus a JC polyomavirus, byly objeveny roku 1971.
JCPyV byl izolovany z mozku pacienta s progresivni multifokalni leukoencefalopatii (Padgett et al.,
1971), BKPyV byl objeven v moci pacienta s komplikacemi po transplantaci ledvin (Gardner et al.,
1971). Z dalsich lidskych polyomaviri je vyznamny MCPyV, ktery byl identifikovan ve vzorcich
karcinomu Merkelovych bunék, agresivniho typu rakoviny kuze. Virova DNA se vyskytovala
integrovana do genomu nadorovych bunék. MCPyV je dosud jedinym lidskym polyomavirem, u kterého
byla prokéazana ptima souvislost mezi ptitomnosti viru a vznikem nadorid. MCPyV byl ptitomen v 80 %
pripadd karcinomu Merkelovych bunék (Feng et al., 2008).

Polyomaviry se vyznacuji schopnosti navodit perzistentni infekci. Infekce lidskymi
polyomaviry je u imunokompetentnich jedinci zpravidla asymptomaticka, komplikace nastavaji
pfi imunosupresi. BKPyV je ptivodcem piedevsim nefropatie po transplantaci ledvin, JCPyV vyvolava

u imunokompromitovanych pacienti progresivni multifokdlni leukoencefalopatii. U obou vird
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se predpoklada tumorogenni potencial, ktery vsak nebyl potvrzen (shrnuto v Moens, Krumbholz, et al.,

2017).

2.1.2 Stavba virionu MPyV

Kapsida MPyV o priméru 40-45 nm ma ikosahedralni symetrii a je sloZzena z celkem
360 molekul hlavniho kapsidového proteinu VP1 usporadanych do 72 kapsomer obsahujicich pentamer
VP1, z nichz 60 je hexavalentnich a 12 pentavalentnich (Rayment et al., 1982). Kazdy pentamer VP1
vaze jeden minoritni kapsidovy protein VP2 nebo VP3 (Barouch & Harrison, 1994). C-konec
kapsidového proteinu VP2 nebo VP3 je v podobé vlasenkové struktury vnofen do dutiny pentameru
VP1. Na udrzovani této struktury se podileji hydrofobni interakce (X. S. Chen et al., 1998). Kapsomery
jsou propojeny pomoci C-konct VP1. Struktura kapsidy je stabilizovana prostfednictvim vapenatych
kationtl a disulfidickych vazeb (shrnuto v Moens, Krumbholz, et al., 2017).

V kapsid€ je uzavien virovy genom v podobé minichromozomu asociovaného s bunéénymi
histony s vyjimkou histonu H1. Majoritni kapsidovy protein VP1 interaguje N-koncem s regulacni
oblasti virového genomu (Carbone et al., 2004), minoritni proteiny VP2 a VP3 mohou interagovat

s histony (X. Cai et al., 1994).

2.1.3 Organizace genomu MPyV

Genom MPyV je tvoren cirkularni dvouvlaknovou DNA, jeho velikost je piiblizné 5,3 kb.
Genom lze rozd¢lit na ¢asnou a pozdni oblast (viz Obr. 1), jejichZ exprese je regulovana oddélené. Mezi
¢asnou a pozdni oblasti se nachazi nekodujici kontrolni oblast (NCCR), obsahujici obousmérny pocatek
replikace a regulaéni oblasti (promotory a enhancery) ¢asné a pozdni transkrip¢ni jednotky.

Casny promotor je typickym promotorem bun&éné RNA polymerazy II s TATA boxem.
Alternativni sestiih primarniho transkriptu casné oblasti dava vznik celkem Ctyfem proteintim
se spoleénym N-koncem. Casné proteiny jsou oznat¢ovany jako tumorogenni (T) antigeny. Jedna se o LT
antigen o molekulové hmotnosti 100 kDa, stfedni T antigen (middle T antigen, MT) o molekulové
hmotnosti 56 kDa, maly T antigen (small T antigen, ST) o molekulové hmotnosti 22 kDa a ,tiny* T
antigen (TT) o molekulové hmotnosti 10 kDa (shrnuto v Carmichael, 2016; Moens, Calvignac-Spencer,
et al., 2017). Casna oblast genomu MPyV také koduje 2 miRNA, které indukuji $t&peni ¢asnych
transkriptd (Sullivan et al., 2009).

Pozdni promotor neobsahuje TATA box. Pozdni oblast genomu je transkribovana v opacném
sméru nez ¢asna oblast z komplementarniho vlakna DNA. Alternativnim sestfihem transkriptu vznikaji
pozdni mRNA, které se 1isi svymi 5’ konci. Pozdni oblast koduje celkem tfi strukturni proteiny — VP1,
VP2, VP3. Proteiny VP2 a VP3 jsou translatovany ze stejné¢ho ¢teciho ramce s vyuzitim odlisnych start
kodont. VP3 je kratsi verzi proteinu VP2 se shodnym C-koncem (shrnuto v Carmichael, 2016; Moens,

Calvignac-Spencer, et al., 2017).

13



NCCR
VP1 —

5’ \
VP3 _ \ LT
VP2 - \ MT
53271 ST

1 miRNAs

MPyV

Pozdni
oblast

Casna
oblast

poly(A)

Obr. 1: Organizace genomu mysiho polyomaviru. Genom o pfiblizné velikosti 5,3 kb 1ze rozdélit na ¢asnou
a pozdni kédujici oblast a nekédujici regulaéni oblast (NCCR) s po&atkem replikace (ori). Casna oblast koduje
tumorogenni (T) antigeny: velky T antigen (LT), stfedni T antigen (MT), maly T antigen (ST) a ,,tiny“ T antigen
(TT), a dale miRNA. Pozdni oblast kéduje majoritni kapsidovy protein VP1 a minoritni kapsidové proteiny VP2
a VP3. Polyadenylacni (poly(A)) mista casnych a pozdnich transkripti se caste¢n¢ prekryvaji. Pievzato
z Carmichael, 2016, upraveno.

2.1.4 Replikacni cyklus MPyV

Vstup do buiiky a transport do jadra

Infekéni cyklus MPyV je zahdjen vstupem viru do bunky v disledku vazby na gangliosidové
receptory GDla, GT1b, GTla nebo GD1b. Interakce je zprostfedkovana vazbou kyseliny sialové
na téchto glykolipidech kapsidovym proteinem VP1 (Buch et al., 2015; B. Tsai et al., 2003; You et al.,
2015). Vstupu MPyV do bunky dale napomaha interakce s koreceptorem, kterym je integrin a4f1
(Caruso et al.,, 2003). Krom¢ glykolipidi mize VP1 vézat také kyselinu sialovou pfitomnou
na glykoproteinech. Vazba na glykoproteiny umoznuje vstup MPyV do buiiky, ale zatimco vazba
na gangliosidy vede k transportu do endoplazmatického retikula (ER) a umoznuje dalsi kroky infekce,
po vazbeé na glykoproteiny MPyV nevstupuje do ER a nedochazi k produktivni infekci (M. Qian & Tsai,
2010).

Po vazbé na receptor dochazi k endocytoze viru, ktera mize byt zprostiedkovana kaveolami, nebo
muze probihat zptisobem nezavislym na kaveolinu i klathrinu (Liebl et al., 2006; Richterova et al.,
2001). Od membrany je virus transportovan smérem kjadru za ucasti mikrotubularni sité
a molekularniho motoru dyneinu (Richterova et al., 2001; Zila et al., 2014). Virus putuje ptes casny
a pozdni endozom do endoplazmatického retikula. Pokles pH v endolyzozomalnich kompartmentech je
nezbytny pro produktivni infekci. Vyvolava konformacni zménu VP1 a umoziuje uvolnéni viru z ER

(Liebl et al., 2006; M. Qian et al., 2009). Na rozvolnéni kapsidy se podileji enzymy a chaperony v ER.
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Piisobenim enzymi protein disulfid izomeraz (PDI) dochazi k naruSeni disulfidickych vazeb VP1
a konformacéni zmén€ VP1 vedouci k odhaleni hydrofobnich domén minoritnich kapsidovych proteind.
Proteiny VP2 a VP3 jsou integrovany do membrany ER, kterd je nasledné perforovana vlivem VP2
(Huérfano et al., 2017; Magnuson et al., 2005; Rainey-Barger et al., 2007; Walczak & Tsai, 2011).
Nauvolnéni MPyV z ER se mlze podilet také protein Derlin-2, ktery je soucasti drahy ERAD
(endoplasmic-reticulum-associated protein degradation), jejiz vyznam spociva v exportu Spatné
sbalenych proteint ur€enych k degradaci v cytosolu (Lilley et al., 2006).

V cytosolu mtze byt kapsida déale rozvolnéna ptisobenim chaperonu Hsp70 (heat shock protein
70) (Chromy et al., 2006). Interakce jadernych lokaliza¢nich signalt kapsidovych proteinti s importiny
vede k transportu MPyV skrze jaderny pér do jadra (Soldatova et al., 2018).

Casna transkripce a translace

V bunécéném jadre je genom uvolnén od kapsidovych proteini interakci VP1 s poly(ADP-
-rib6za)polymerazou 1 (PARP-1) (Carbone et al., 2006). Bezprostfedné po uvolnéni genomu je zahajena
transkripce z ¢asného promotoru bunéénou RNA polymerazou II. Sestiihem primarniho transkriptu jsou
generovany mRNA jednotlivych T antigenti (shrnuto v Carmichael, 2016). Mezi Casnymi transkripty je
nejvice zastoupena varianta kodujici LT antigen. Protein LT je detekovan 8 hodin po infekci (hpi)
(L. Chen & Fluck, 2001).

Exprese T antigentl je nezbytna pro replikaci virové DNA. Navozuji S fazi buné¢ného cyklu,
aktivuji mechanismy oprav DNA, reguluji bunééné signalni drahy a vyvolavaji transformaci bunék. LT
je jaderny protein, ST pfevazné cytoplazmaticky a MT je zakotveny do membrany (shrnuto v Cheng
et al., 2009).

LT antigen je zasadni pro navozeni S faze buné¢ného cyklu, replikaci virové DNA a podili se
na aktivaci transkripce pozdnich gend. Funkce LT je podrobnéji popsana v kapitole 2.1.5.

MT antigen je hlavnim tumorogennim proteinem MPyV. Aktivuje bunécné tyrosin kinazy, mezi
které patii napt. protoonkogen Src (Courtneidge & Smith, 1983). Pro funkci MT v aktivaci tyrosin kinaz
a bunécné transformaci je nezbytnd vazba na membranu prostfednictvim C-konce (Carmichael et al.,
1982). Fosforylace MT kinazou Src vede napf. k aktivaci kinazy PI3K (fosfatidylinositol-3-kinaza),
inhibici p53 a bunécné transformaci (W. Qian & Wiman, 2000; Talmage et al., 1989).

ST antigen interaguje s proteinfosfatazou 2A (PP2A) a reguluje fosforylaci proteint, ¢imz
ovliviiuje bunééné signalni drahy. Tato interakce reguluje napt. fosforylaci kindzy Akt (proteinkinaza B)
a mitogenem aktivovanych proteinkinaz ERK (extracellular signal-regulated kinase) a p38. ST inhibuje
funkci p53, podili se na indukci S faze bunééného cyklu, regulaci apoptézy a nadorové transformaci
(Andrabi et al., 2007; W. Qian & Wiman, 2000; Schiichner & Wintersberger, 1999).

TT antigen je tvofen N-terminalni doménou spole¢nou pro vSechny T antigeny. Stimuluje
ATPazovou aktivitu chaperonu Hsc70 (heat shock cognate protein 70). Je produkovan pouze v malém

mnozstvi a jeho Zivotnost je omezena (Riley et al., 1997).
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Replikace DNA, pozdni transkripce a morfogeneze virioni

Po vstupu bunék do S faze je zahajena replikace virové DNA (cca 16—18 hpi) a soucasné dochézi
k pfepnuti z asné transkripce na pozdni (L. Chen & Fluck, 2001). Replikace vyzaduje helikdzovou
aktivitu LT a probiha za ti¢asti bunécné replika¢ni masSinerie (shrnuto v Topalis et al., 2013). Po zahéjeni
v oblasti NCCR probiha replikace v obou smérech (Crawford et al., 1973).

Transkripce z pozdniho promotoru probiha jiz v ¢asné fazi, vzniklé transkripty jsou vsSak
nestabilni, ke zvySené akumulaci pozdnich transkriptt dochazi az po zahajeni replikace virové DNA.
Tato zména je spojena se snizenou akumulaci ¢asnych mRNA a proteini. Na pifepnuti z ¢asné
transkripce na pozdni se mize podilet LT antigen represi casného promotoru a transaktivaci pozdniho
promotoru (shrnuto v Carmichael, 2016).

Dals$i mozny mechanismus pfepnuti z ¢asné transkripce na pozdni spociva ve snizené terminaci
transkripce. Zatimco v Casné fazi infekce jsou produkovany nestabilni polyadenylované pozdni
transkripty, po zahdjeni replikace virového genomu je terminace transkripce a polyadenylace pozdnich
transkriptl snizena, dochazi k procteni polyadenylacniho signalu a vznikaji dlouhé molekuly RNA
obsahujici tandemové repetice sekvence celého virového genomu (Acheson, 1978; Carmichael, 2016).
Pozdni mRNA obsahuji na 5’ konci tandemové repetice S7nukleotidové ,,leader” sekvence. Tato
sekvence je v genomu piitomna pouze jednou, pifi vzniku pozdnich mRNA se uplatiuje sestiih mezi
jednotlivymi leader sekvencemi opakujicimi se v multigenomickém primarnim transkriptu (Treisman,
1980). Vznik multigenomickych transkriptd a sestfih mezi leader sekvencemi je dtlezity pro efektivitu
sestiihu a vznik stabilnich pozdnich mRNA. Nefunk¢ni sestfih mezi leader sekvencemi zpiisobuje
degradaci mRNA (Adami et al., 1989). Mnozstvi transkriptli ¢asného vlakna mtze byt negativné
regulovdno prostfednictvim antisense RNA pozdniho vlédkna. Vznik dvouvlaknové RNA podporuje
editaci bazi. Modifikované transkripty jsou zadrzeny v jadfe a degradovany (Kumar & Carmichael,
1997). Pro ptechod z ¢asné do pozdni faze transkripce tak mtze byt dilezity fakt, ze polyadenylacni
(poly(A)) signaly casného a pozdniho vldkna se Castecné piekryvaji. Spolu s editaci RNA by tento
prekryv mohl podporovat procteni poly(A) signalu a umoziiovat RNA polymerdze II pokracovat
v transkripci podél celého genomu za vzniku dlouhych multigenomickych transkriptt. Zatimco
v pfipad¢ pozdniho vlakna je zajistén efektivni sestiih pfitomnosti opakujicich se leader sekvenci,
hladina ¢asnych RNA by mohla byt sniZovana prostiednictvim antisense RNA a editace bazi adenosin
deaminazami ADAR (adenosine deaminases acting on RNA) (Garren et al., 2015; R. Gu et al., 2009).

Po sestiihu pozdnich transkriptil a translaci VP1, VP2 a VP3 se v cytoplazmé tvoii pentamery
VP1 asociované s minoritnim proteinem VP2 nebo VP3. Kapsomery jsou transportovany do jadra,
interakce s importiny pravdépodobné brani predCasnému skladani kapsid v cytoplazmé (Barouch
& Harrison, 1994; Bird et al., 2008). V jadie probiha morfogeneze virionll za ucasti bunéénych
chaperonti (Chromy et al., 2003). V mysich fibroblastech byly v mistech replikace virové DNA pomoci

elektronové mikroskopie nalezeny tubularni struktury, ze kterych se oddé€luji nové vznikajici viriony.
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Tyto struktury jsou oznacovany jako ,,virové tovarny* a predstavuji meziprodukt pii sestavovani virionti
(Erickson et al., 2012).

Replikaéni cyklus MPyV trva piiblizn€ 48 h (L. Chen & Fluck, 2001), ve vétsiné piipada jsou
noveé vzniklé viriony uvolnény z buriky v disledku nekrozy, replikacni cyklus vSak miize koncit také
apoptézou (K. An et al., 2000). K apoptdéze mohou pfispivat mimo jiné minoritni kapsidové proteiny
VP2 a VP3 diky schopnosti perforovat bunééné membrany (Huerfano et al., 2010; Rainey-Barger et al.,
2007). Faze replika¢niho cyklu MPyV jsou shrnuty na Obr. 2.

Casné proteiny

Obr. 2: Replika¢ni cyklus mysiho polyomaviru. Po vazbé na gangliosidy na bunééném povrchu (1) vstupuje
virus do bunky receptorem zprostfedkovanou endocytézou (2). Nasledné je virus transportovan skrze Casny
a pozdni endozom do endoplazmatického retikula, odkud je uvolnén do cytoplazmy a nasledné transportovan
do bunécného jadra (3). V jadre je virovy genom uvolnén z kapsidy (4) a je zahajena transkripce ¢asné kodujici
oblasti pomoci bunééné RNA polymerazy II (5). Translaci casnych mRNA jsou produkovany ¢asné regulacni
proteiny — T antigeny (6). Velky T antigen je transportovan do jadra (7), kde se spolu s bunéénym replikacnim
aparatem podili na replikaci virové DNA (8). Po zah4jeni replikace genomu dochazi k transkripci pozdni kodujici
oblasti (9). Translaci pozdnich mRNA vznikaji pozdni proteiny — kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3 (10).
Kapsidové proteiny jsou transportovany do jadra (11), kde probiha morfogeneze viriond (12). Vzniklé viriony jsou
uvolnény z bunky v disledku bunééné lyze (13). Pfevzato z White & Safak, 2016, upraveno.

2.1.5 LT antigen MPyV

LT antigen polyomavirti je nezbytny pro pribéh infekéniho cyklu a iastni se jeho regulace
v ruznych fazich. Na pocatku infekce navozuje vstup bunky do S faze a indukuje bunééné mechanismy
oprav poskozeni DNA. Pro replikaci virového genomu je zasadni jeho helikazova aktivita a interakce
se sloZzkami bunécného aparatu pro replikaci DNA. Po zahdjeni replikace virové DNA muze také

podporovat transkripci z pozdniho promotoru.
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Klicové struktury LT spojené s replikaci virové DNA jsou konzervované napfi¢ celedi
Polyomaviridae. LT antigeny jednotlivych polyomavirit se mohou liSit ve funkcich pfispivajicich
k regulaci exprese bunécnych gent, proliferace a apoptdzy. (shrnuto v P. An et al., 2012)

LT antigeny polyomavirit mohou podporovat vznik nadort. Pfi infekci virem SV40 za bunéénou
transformaci zodpovida zejména LT, zatimco v ptipadé MPyV je vyznam LT pro transformaci mensi
(shrnuto v Cheng et al., 2009), miize dopliiovat tumorogenni funkci MT, ke které pfispiva také ST
antigen (Asselin et al., 1983). Mnoho funkci LT z&visi na jeho interakci s nddorovymi supresory z rodiny
Rb (retinoblastomovych proteini). Regulaci Rb proteinit LT napf. imortalizuje primarni buiiky, brani
diferenciaci nebo podporuje apoptozu (Maione et al., 1994; Rassoulzadegan et al., 1983; Sheng et al.,
2000).

Mezi spolecné znaky polyomavirovych LT antigend patii pfitomnost J-domény, OBD (ori
binding domain), domény vazajici zine¢naté kationty a helikazové/ATPazové domény (viz Obr. 3).
Pro funkci LT v bunééném jadie je zasadni ptitomnost jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS), ktery se

v sekvenci LT nachazi pted OBD (shrnuto v Pipas, 1992).
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Obr. 3: Doménova struktura velkého T antigenu (LT) polyomaviru SV40. Polyomavirové LT antigeny
obsahuji doménu J, diky niz podporuji aktivitu chaperonu Hsc70, motiv LXCXE dulezity pro vazbu proteint
rodiny pRb, DNA-vazebnou doménu OBD (ori binding domain), doménu pro vazbu iontt zinku, ktera je dtlezita
pro hexamerizaci LT a ATPazovou doménu s helikazovou funkci. Cisla zna¢i potadi aminokyselin, déle jsou
znazornény bunécné proteiny interagujici s danou doménou. Oproti LT antigenu MPyV ma LT SV40 kratsi oblast
mezi doménami J a OBD, na rozdil od MPyV vaze p53 a obsahuje navic nestrukturovanou C-koncovou oblast,
kterd uréuje schopnost replikace SV40 v riznych typech bunék (HR, host range) a vaze ubikvitin ligdzu Fbw7.
Prevzato z P. An et al., 2012.

LT je nezbytny pro iniciaci replikace polyomavirové DNA (Francke & Eckhart, 1973).
Pro replikaci DNA je dulezita helikazova aktivita LT (Seki et al., 1990). Replika¢ni pocatek je rozpoznan
DNA vazebnou doménou OBD. Po vazbé zine¢natych kationtd dochazi k tvorbé hexameru LT,
hydrolyza ATP helikdazovou doménou podminuje rozvolnéni dvouvlaknové DNA v misté¢ pocatku
replikace a umoziuje zahdjeni replikace virové DNA bunécnym replikacnim aparatem (shrnuto
v Topalis et al., 2013). LT rozvolituje DNA v oblasti replikacniho pocatku v kooperaci se slozkami
transkripcniho faktoru AP-1 (aktivatorovy protein 1), Fos a Jun (Guo et al., 1996), déle je replikace
zajisténa interakci LT s DNA polymerazou a-priméazou a proteinem RPA (replikacni protein A) (Kautz

et al., 2001). Uplatiiuje také interakce LT s acetyltransferazami PCAF (P300/CBP-associated factor)

18



a GCNS5 (Xie et al., 2002). LT se muze dale podilet na transaktivaci transkripce pozdni oblasti genomu.
Aktivace zahrnuje vazbu LT do regulacni oblasti, moZznou interakci s transkripcnimi faktory a snizeni
exprese Casnych genil (Kern et al., 1986).

Diky pfitomnosti J-domény na N-konci funguje LT jako chaperon DnaJ. Chaperony ze skupiny
Dnal reguluji funkci chaperonti, jako je napt. Hsc70. LT interaguje s chaperonem Hsc70 a podporuje
jeho ATPazovou aktivitu, tato interakce je diilezita pro regulaci funkce proteind rodiny Rb. V blizkosti
J-domény se nachdzi doména LXCXE, pomoci které LT antigen MPyV véaze proteiny z rodiny Rb,
konkrétn€ pRb, p107 a p103. Stimulace ATPazové aktivity Hsc70 podporuje uvolnéni transkripcnich
faktortit E2F z komplexu s Rb proteiny, aktivaci transkripce jimi regulovanych gend, vstup do S faze
bunécéného cyklu a imortalizaci bunék (Desjardins et al., 1997; Pilon et al., 1996; Sheng et al., 1997;
Sullivan et al., 2000). K vazbé¢ proteinti z rodiny Rb LT antigenem a aktivaci transkripce prostfednictvim
E2F vsak muze dochazet i nezavisle na J-doméné LT (Sheng et al., 2000). LT také reguluje transkripci
nezavisle na pRb, interaguje s transkripénim faktorem CREB (cAMP-response element binding protein)
prostfednictvim OBD (Love et al., 2005). Aktivace transkripce z promotort regulovanych E2F je
podporovana také interakci LT s histon acetyltransferazovym komplexem slozenym z CBP (CREB-
vazebny protein)/p300 a PCAF, ktera usti v acetylaci histonii v promotorové oblasti (Nemethova et al.,
2004).

Mezi J-doménou a OBD se nachazi variabilni oblast, jejiz délka se mezi polyomavirovymi LT
antigeny liSi. Rozdily v sekvenci této oblasti i dalSich ¢asti LT mohou vést k rozdilnym interakcim
s bunéénymi proteiny a podmiiovat odlisné funkce polyomavirovych LT antigenti. LT MPyV oproti LT
SV40 obsahuje delsi sekvenci v N-terminalni ¢asti mezi J doménou a OBD, a naopak postrada
C-termindlni usek LT SV40 (Pipas, 1992). LT MPyV se od LT SV40 také 1i8i ve schopnosti vazat protein
p53. LT antigeny polyomaviriit mohou prostfednictvim ATP4azové domény vazat p53 a inhibovat jeho
funkce. Napt. vazba p53 LT antigenem SV40 piispiva podobné jako vazba Rb k naddorové transformaci
(shrnuto v Cheng et al., 2009). Tato funkce vSak v ptipadé¢ LT MPyV nebyla popséna. V nadorech
vyvolanych MPyV nebyla pozorovana inaktivace p53, byla zachovéna funkce p53 v odpovédi
na poskozeni DNA (Dey et al., 2000). Dalsi vyzkum naznacil moZnou piimou ¢i nepfimou interakci LT
MPyV s fosforylovanym p53, kterd by mohla pfispivat k regulaci funkci p53 pfi infekci MPyV (Dey
et al., 2002).

LT antigen mize riznym zpusobem regulovat mechanismy oprav poskozeni DNA. Vazbou
proteinu RPA prostiednictvim OBD domény muize LT branit lokalizaci RPA v mistech poskozeni DNA
a inhibovat tak opravy DNA. Nedochazi k asociaci proteintt Rad51 a Rad9 s poskozenou DNA, LT tak
negativné reguluje opravu dvouietézcovych zlomid DNA pomoci homologni rekombinace (Banerjee
et al., 2013). Zaroven vSak byla popsana aktivace odpovédi na poskozeni DNA (DDR) pti infekci MPyV.
LT vtomto piipadé rekrutoval slozky DDR do virovych replikacnich center. MPyV muze
prostfednictvim LT manipulovat signalizaci DDR a vyuzivat nékteré proteiny DDR pro zajisténi uspésné

replikace (Heiser et al., 2016).
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Dalsi funkci LT je regulace interferonové (IFN) odpovédi. LT inhibuje aktivitu IRF3
(interferonového regulacniho faktoru 3) a expresi interferonem stimulovanych gent. Interaguje

s kindzou JAK1 (Janus kiniza 1) a inaktivuje signalizaci zprostiedkovanou receptory IFN-f3 (Weihua

etal., 1998).

LT antigeny polyomaviriit mohou interagovat s fadou buné¢nych proteinti ucastnicich se mnoha
ruznych procesti. Byly detekovany interakce polyomavirovych LT antigenti s proteiny spojenymi
s transkripci, posttranskripénimi tpravami RNA, regulaci translace, posttranslacnich modifikaci
a stability proteint, s chaperony, proteiny regulujicimi intracelularni transport, cytoskeletalnimi
proteiny, regulatory bunééného cyklu a apoptdzy a slozkami riznych signalnich drah (shrnuto v Moens,

Krumbholz, et al., 2017). Funk¢ni vyznam téchto interakci ¢asto neni znadmy a vyzaduje dalsi vyzkum.

2.2 MAP kinazova draha p38 a jeji role pri virové infekci

Jednim z potencidlnich interakénich partnerd LT antigenu MPyV je kinaza MKK3, ktera je
soucasti signalni drahy vedouci k aktivaci MAP kinazy p38.

2.2.1 MAP kinazové signalni kaskady

MAP kinazy jsou skupinou Ser/Thr kindz exprimovanych vsemi eukaryotickymi buiikami,
zapojenych do drah signélni transdukce, které reguluji zasadni bunécné procesy. K jejich aktivaci
dochazi prostfednictvim fosforylaéni kaskady vyvolané velkym mnoZzstvim moznych podnéta.
Aktivované MAP kinazy reguluji mnoho bunécnych funkci, mezi které patii regulace genové exprese,
bunécny metabolismus, bunééna proliferace, diferenciace nebo apoptdza.

Mezi zakladni a nejlépe charakterizované MAPK v savéich bunkach patfi kromé p38 také
kinazy ERK a JNK (c-Jun N-terminalni kinaza). Celkem bylo identifikovano 14 sav¢éich MAPK, které
jsou rozdéleny do 7 podskupin. Patii sem konvenéni MAPK ERK1/2, INK1/2/3, p38a/B/y/d a ERKS,
a dale atypické MAPK ERK3/4, ERK7 a NLK (Nemo-like kinase). Atypické MAPK se od typickych
li$i zejména zplsobem aktivace signalni drahy, ktera neni uspotradana do tiistupnové kinazové kaskady,
jako je tomu v ptipadé typickych MAPK (viz niZe). (shrnuto v Cargnello & Roux, 2011)

Pii aktivaci MAPK je signal pfenasen kaskadou proteinkinaz. Pfenos zahrnuje postupnou
aktivaci MAPKKK (kindzy kinazy MAP kinazy), MAPKK (kindzy MAP kinazy) a MAPK. MAPKK
(oznacované také jako MAP2K) jsou kinazy s dvoji specificitou (Tyr i Ser/Thr), po aktivacni fosforylaci
jednou z nekolika MAPKKK (oznacovanych také jako MAP3K) aktivovanych v reakci na rzné
extracelularni i intracelularni stimuly katalyzuji fosforylaci MAPK na tyrosinovém a threoninovém
zbytku. Aktivni MAPK mohou dale fosforylovat velké mnozstvi riznych jadernych, cytoplazmatickych
1 membranovych proteini. Mezi substraty MAPK patii mimo jiné dal$i proteinkinazy a transkripcni
faktory. Usporadani téchto signalnich drah do podoby fosforylacni kaskady umoznuje amplifikaci
a integraci signalu. Dochazi k interakcim mezi komponentami rdznych MAPK drah, nékteré MAPKKK
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a MAPKK mohou aktivovat vice nez jednu MAPK drahu. Substratova specificita jednotlivych MAPK
se Castecné prekryva, k regulaci nékterych bunéénych procest tak miize piispivat vice MAPK drah.
(shrnuto v Pearson et al., 2001)

Specificita a efektivita MAPK signalizace je regulovdna tvorbou komplexti MAPK s jejich
aktivatory (MAPKK), substraty a regulacnimi proteiny. MAPK interaguji se specifickymi sekven¢nimi
motivy téchto proteind, nejlépe charakterizovanymi motivy jsou D domény (docking domains).
D doména umoziiuje napf. rozpoznani transkripcnich faktorti zrodiny MEF2 (myocyte enhancer
factor 2) MAP kinazami p38 (S.-H. Yang et al., 1999). Interakci s D doménou zajistuje konzervovana
doména MAP kindz, oznacovand jako CD doména (common docking domain). CD doména
identifikovana v kindzadch ERK, JNK i p38 umoziiuje interakci téchto MAPK se specifickymi MAPKK,
substraty, k nimz kromé transkripcnich faktort patfi také napt. MAPKAPK (proteinkinazy aktivované
MAP kinazami), a fosfatazami (Tanoue et al., 2000). Funkce MAPK drah je regulovana rovnovahou
mezi aktivacnimi signaly a inaktiva¢nimi mechanismy. Inaktivace MAPK je zprostiedkovana ¢innosti
fosfataz, mezi které patii fosfatdzy s dvoji specificitou oznaCované jako fosfatazy MAP kinaz (MKP)
(Sun et al., 1993). Na ukonceni signalizace MAPK se podili negativni zpétnovazebné smycky, aktivita
nekterych fosfataz je regulovana vazbou MAPK, fosforylaci pomoci MAPK nebo zvySenim jejich
exprese vlivem MAPK. MKP defosforyluji MAPK v bunécném jadre i v cytosolu. Jaderné MKP jsou
zpravidla kodovany geny indukovanymi stresem nebo ristovymi faktory (shrnuto v Pearson et al.,

2001).

2.2.2 Draha p38

Jednou ze zékladnich MAPK drah v savcich buiikach je draha p38. Na rozdil od MAP kinaz
ERK1 a ERK2, které jsou aktivovany mitogeny, je aktivace kinaz p38 obvykle vyvolana vnéj$im stresem
nebo zanétlivou signalizaci. K aktivaci p38 MAPK dochazi také pti infekci, tumorogenezi nebo bunécné
diferenciaci (shrnuto v Canovas & Nebreda, 2021).

Existuji ¢tyti formy kindzy p38 — p38a, p38p, p38y, p386 (viz Obr. 4a), které jsou kédované
¢tyfmi geny a jejich exprese se lisi mezi riznymi typy bunék a tkani. Kinaza p38a je zpravidla majoritni
formou a stejné jako kinaza p38p je exprimovana ve vSech tkanich. Exprese p38y a p385 vykazuje vyssi
tkanovou specificitu (del Barco Barrantes et al., 2011). Nejlépe charakterizovana je kinaza p38a,

na kterou se zaméruje vétsina literatury.

2.2.2.1 Aktivace p38 a regulace jeji aktivity

Dosud byly charakterizovany tfi zpiisoby aktivace dradhy p38 MAPK (viz Obr. 4c).

Kanonicka draha aktivace p38 zahruje fosforylaci p38 nékterou z MAPKK (viz Obr. 4b)
v zavislosti na bunéném typu a konkrétnim stimulu. Bylo identifikovano 10 MAPKKK, které mohou
prispivat k aktivaci p38 po stimulaci riznymi signaly (shrnuto v Canovas & Nebreda, 2021).

Aktivace p38 muze byt vyvoldna napf. oxidacnim stresem, osmotickym stresem, teplotnim

Sokem, UV zafenim, poSkozenim DNA, cytokiny nebo infekci. VéEtSina z téchto signalt aktivuje také
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drahu JNK, mnoho MAPKKK je tak soucasti jak p38, tak JNK MAPK kaskady. Prozanétlivé cytokiny,
jako je TNF-a (tumor necrosis factor o) nebo interleukiny IL-6 a IL-1p, spousti po vazbé na receptor
na bunééném povrchu signalni drahy vedouci k aktivaci p38. Signalizace TNF-a a IL-1 zahrnuje
adaptorové proteiny TRAF (TNF receptor associated factor), které podporuji aktivaci TAK1 (TGF-f
mohou drdhu p38 aktivovat také dalSi cytokiny, které reguluji mimo jiné bunéCnou proliferaci
a diferenciaci, napt. TGF-B (transformujici rastovy faktor ). K aktivaci signalni kaskady p38 MAPK
dochazi také pti bakterialnich a virovych infekcich. Aktivace mize byt zprostifedkovana Toll-like
receptory (TLR), které jsou vyznamnou soucésti vrozené imunitni odpovédi. Virova infekce mtize
spoustét kanonické i nekanonické drahy aktivace p38, nebo také zpisobovat inaktivaci fosfataz (viz
kapitola 2.2.3). Draha p38 muze byt aktivovana také receptory spfazenymi s G proteinem (GPCR) nebo
malymi GTPazami zrodiny Rho — Rac a Cdc42, které reguluji cytoskelet. (shrnuto v Canovas
& Nebreda, 2021; Cargnello & Roux, 2011; Pearson et al., 2001)

Po aktivaci n¢kterou z MAPKKK katalyzuji MAPKK fosforylaci threoninu 180 a tyrosinu 182
v sekvencnim motivu Thr-Gly-Tyr aktivacni smycky p38a (Raingeaud et al., 1995). Mezi MAPKK
specifické pro signalni drahu p38 patii MKK3 a MKK6, p38 miize byt aktivovana také kinazou MKK4,
ktera je soucasti drahy JNK (Dérijard et al., 1995; Raingeaud et al., 1996). MAPKK zapojené
do aktivace p38 se mohou lisit v zavislosti na druhu signalu. MKK3 a MKK6 jsou kli¢ové pro aktivaci
p38 stimulovanou prozanétlivymi cytokiny, jako je TNF-a, k aktivaci p38 vyvolané UV zafenim
prispivaji kindzzy MKK3, MKK6 i MKK4 (Brancho et al., 2003). MAPKK se lisi svou schopnosti
katalyzovat fosforylaci jednotlivych kinaz z rodiny p38. Na rozdil od MKKS®, ktera fosforyluje vS§echny
Ctyti kinazy p38, kinaza MKK3 fosforyluje pouze p38a, p38y a p385 (Enslen et al., 1998). Kindzy p38a,
B, v a d zastavaji riizné funkce v disledku fosforylace riiznych substratti a specifické aktivaci odlisnymi
MAPKK. Ke specificité aktivace ptispiva selektivni formovani funkénich komplexti mezi jednotlivymi
p38 MAPK a MAPKK dané interakci p38 s D doménami na N-konci MKK3 a MKK6, a dale selektivni
rozpoznani aktivacni smycky jednotlivych forem p38 (Enslen et al., 2000). Byl popsan napt. rozdilny
vliv MKK3 a MKK6 na indukci apoptozy (Y. Wang et al., 1998).

Kromé¢ aktivace prostfednictvim klasické MAP kinazové kaskady existuji dvé nekanonické
drahy aktivace p38. Prvnim zplsobem je autofosforylace p38a vyvoland vazbou proteinu TAB1
(TGF-p activated kinase 1 binding protein 1) (Ge et al., 2002).

Druhy zptusob nekanonické aktivace p38 je charakteristicky pro T-lymfocyty. Stimulace
T-bunééného receptoru (TCR) vede k fosforylaci p38a a p38p kinazou ZAP70 (Zeta chain of T-cell
receptor-associated protein kinase 70) na tyrosinu 323, a nasledné autofosforylaci p38 na threoninu 180
a tyrosinu 182 (Salvador et al., 2005). Na rozdil od kanonické aktivace dochazi k autofosforylaci
prednostné na Tyr180, ¢imz je ovlivnéna kinazova aktivita p38 a specificita fosforylace substratd

(Mittelstadt et al., 2009).
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Obr. 4: MAP kinazy p38 a jejich aktivace. (a) Schematické znazornéni 4 lidskych kinaz p38. V zavorkach jsou
uvedeny nazvy genil. Vyznacena je kindzova doména, vazebné misto pro ATP, aminokyselinové zbytky (Thr a Tyr)
v aktivaéni smycce, jejichz fosforylaci jsou kindzy p38 aktivovany, a dale domény ucastnici se protein-
-proteinovych interakci (ED, CD, PDZ-vazebné misto). Cisla zna¢i pofadi aminokyselin. CD (common docking)
doména obsahuje zaporné nabité aminokyseliny a interaguje s D (docking) doménou aktivatort, regulatora
a substrati kinaz p38. Ke specifické vazb¢ substrati piispiva také ED doména. Kinaza p385 ma navic na C-konci
PDZ-vazebné misto umoziujici vazbu proteini obsahujicich doménu PDZ [post synaptic density protein (PSD95),
Drosophila disc large tumor suppressor (DIgA), zonula occludens-1 protein (zo-1)], které slouzi jako platforma
pro tvorbu proteinovych komplexi regulujicich rizné signalni drahy. (b) Schematické znazornéni 3 lidskych kinaz
MAP kindz (MAP2K) aktivujicich p38. V zavorkach jsou uvedeny nazvy genti. Znazornéna je kindzova doména,
vazebné misto pro ATP, aminokyselinové zbytky (Ser a Thr) v aktiva¢ni smycce, které jsou fosforylovany jednou
z kinaz kinaz MAP kindz (MAP3K), D doména, ktera obsahuje kladn¢ nabité aminokyseliny a slouzi k interakci
sp38 a DVD doména (domain for versatile docking) umoziujici interakci s MAP3K. Cisla zna¢i poradi
aminokyselin. (¢) Mechanismy aktivace p38. Kanonickd draha aktivace mize byt vyvolana riznymi signaly
véetné vazby cytokinu na receptor, stresovych podnéti a vazby ligandu (napf. hormonu, cytokinu, metabolitu nebo
neurotransmiteru) na receptor sprazeny s G proteinem (GPCR). Tyto signaly aktivuji MAP3K prostfednictvim
mechanismu zahrnujicich napt. kindzy, malé GTPazy a ubikvitin ligazy. Mezi zndmé MAP3K drahy p38 patii
ASKI1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), DLK (dual leucine zipper kinase), MEKK3/4 (MAP3K3/4), MLK3
(mixed lineage kinase 3), TAK1 (transforming growth factor-B-activated kinase 1), TAO1/2 (thousand and one
amino acid kinase 1/2), TPL2 (tumor progression locus 2) a ZAK1 (leucine-zipper and sterile-a-motif kinase 1).
MAP2K jsou aktivovany fosforylaci katalyzovanou MAP3K a nasledn¢ fosforyluji p38. Nekanonické drahy
aktivace obnaseji autofosforylaci p38 v dusledku vazby TAB1 (TAK1 binding protein 1) nebo fosforylace kinazou
ZAP70 (zeta chain of T-cell receptor-associated protein kinase 70). Aktivace proteinem TAB1 muze byt vyvolana
v riiznych typech bun¢k dosud neobjasnénym mechanismem (?), k aktivaci prostfednictvim ZAP70 dochazi
v T-lymfocytech po aktivaci T-bunééného receptoru (TCR). Barva fosfatu (P) znaci pfislusnou kindzu, ktera
fosforylaci katalyzuje. Prevzato z Canovas & Nebreda, 2021, upraveno.
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Dutlezitou roli v regulaci aktivity p38 hraji fosfatazy. Ukonceni signalizace p38 miize byt
zprostiedkovano serin/threonin fosfatazami, tyrosin fosfatdzami a fosfatazami MKP s dvoji specificitou
(shrnuto v Canovas & Nebreda, 2021). Pti regulaci aktivity p38 se uplatiiuji mechanismy negativni
zpétné vazby. Pisobenim p38 MAPK je zvySena exprese fosfatazy MKP-1, ktera negativné reguluje
aktivitu p38 a JNK a snizuje tak napf. citlivost bun€k na apoptoézu indukovanou UV zafenim (Staples
etal., 2010). Aktivace MKP-1 pfedstavuje také efektivni mechanismus, ktery umoziuje buiikdm
reagovat na pretrvavajici zanétlivé podnéty, aniz by doslo k nadmérnému poskozeni. Pii dlouhodobé
stimulaci IL-1f dochazi ke kolisani aktivity p38 po jeji pocatecni aktivaci, coz je disledkem negativni
zpétné vazby zahrnujici fosfatdizu MKP-1. To umoziuje ti€innou expresi prozanétlivych faktori, jako
jsou IL-6, IL-8 a cyklooxygenaza 2, pfi soucasném omezeni rizika poSkozeni bun¢k nebo apoptdzy,
ktera by mohla byt zptisobena dlouhotrvajici aktivaci p38 (Tomida et al., 2015).

Krom¢ aktivace fosfataz muze byt p38 MAPK signalizace regulovana také dalSimi
zpétnovazebnymi smycCkami. Piikladem je negativni regulace exprese MKK6 zplsobena snizenim
stability jeji mRNA vlivem p38a (Ambrosino et al., 2003). Také fosforylace proteinu TAB1 kinazou
p38a omezuje dalsi aktivaci p38. TAB1 se krom¢ vySe zminéné indukce autofosforylace p38 muze
podilet na aktivaci p38 kanonickou drahou prostiednictvim MAPKKK TAK1. Fosforylace TAB1 sniZuje
aktivaci kinazy TAK1, ¢imZ negativn¢ reguluje p38 MAPK signalizaci (Cheung et al., 2003). Dalsim
prikladem je aktivace p38 zprostfedkovana ZAP70 a nasledna fosforylace ZAP70 kindzou p3S.
Fosforylace kinazy ZAP70 brani jeji asociaci s TCR, ¢imz je omezena dalsi signalizace prostiednictvim

TCR (Giardino Torchia et al., 2018).

2.2.2.2 Substraty a funkce p38 MAPK

Podobné jako dalsi MAPK, patii i p38 mezi Ser/Thr kinazy. Kinaza p38a fosforyluje vice nez
100 buné¢nych proteind, mezi které patii proteinkinazy, transkripcni faktory, dalsi regulatory transkripce
vcetné epigenetickych modifikatorti, regulatory bunécného cyklu, apoptdézy, DNA a RNA vazebné
proteiny, regulatory endocytozy, regulatory MAPK signalizace a dalSich signalnich drah, membranové
proteiny a strukturni proteiny. Mnoho funkci p38 je zprostiedkovano ptimou fosforylaci transkripénich
faktorti, ktera zpravidla vede kjejich aktivaci. Kromé toho mize byt transkripéni regulace
zprostiedkovana fosforylaci transkripénich faktorti nékterou z kinaz, které jsou substratem p38. (shrnuto
v Canovas & Nebreda, 2021; Han et al., 2020)

Proteinkinazy aktivované p38 fosforyluji dal$i proteiny a rozsifuji tak rozsah procestl
regulovanych drahou p38. Mezi vyznamné substraty p38 patii kindzy ze skupiny MAPKAPK, zejména
MK?2 (MAPKAPK?2) a MK3. Jednou z moznych funkci MK2 po jeji aktivaci kinazou p38 je regulace
transkripce fosforylaci transkripcnich faktort CREB a ATF-1 (activating transcription factor 1) (Tan
etal.,, 1996). MK2 se rovnéz podili na posttranskripéni regulaci genové exprese. Fosforyluje
napf. RNA-vazebny protein tristetraprolin, ktery podporuje degradaci mRNA, timto zptisobem je
regulovana napt. exprese TNF-o (Mahtani et al., 2001). Po aktivaci kinazou p38 fosforyluji MK2 a MK3
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také protein teplotniho Soku HSP27 a mohou tak regulovat dynamiku aktinovych filament (Larsen et al.,
1997; McLaughlin et al., 1996). Dal§imi kindzami aktivovanymi p38 jsou MSK1 a MSK2 (mitogenem
a stresem aktivované kindzy), které reguluji genovou expresi fosforylaci transkripcnich faktort, jako je
CREB, nebo histonu H3 (Deak et al., 1998; Soloaga et al., 2003), a dale kinazy MNK1 a MNK2 (kinazy
elF4E (Waskiewicz et al., 1997).

S mnozstvim substrati souvisi rozsah bunéénych dé&ji regulovanych p38 MAPK signalizaci.
Patfi mezi né transkripce, remodelace chromatinu, regulace stability mRNA, translace, regulace
degradace a lokalizace proteinti, bunéény cyklus, endocytéza, bunéény metabolismus, dynamika
cytoskeletu, opravy poskozeni DNA, bunécénd diferenciace, senescence, autofagie a bunécnéd smrt.
Vyznamna je také role p38 v regulaci odpovédi na bunécny stres a imunitni odpovédi. (shrnuto
v Canovas & Nebreda, 2021; Han et al., 2020)

Aktivace kinazy p38 mize vést k zastaveni bunééného cyklu v disledku pfimé fosforylace
nadorového supresoru pRb nebo inhibice transkripénich regulatort CREB, YAP (Yes-associated protein)
a MYC (Gubern et al., 2016; Muranen et al., 2016). Mutace MKK3 a MKK6 mohou zptsobovat
deregulaci bunécného cyklu a zvyseny vznik nadorti (Brancho et al., 2003). Regulace bunééného cyklu
kinazou p38 se vsak mize lisit v riznych podminkach, v zavislosti na sile a délce trvani jeji aktivace.
Zatimco aktivace p38 bunécnym stresem vede k zastaveni buné¢ného cyklu, slabsi a pfechodna aktivace
p38 mitogennimi podnéty mtize podporovat zvyseni exprese cyklinu D1 a proliferaci bun¢k (Faust et al.,
2012).

Kinaza p38 vykazuje jak antiapoptotické, tak proapoptotické funkce. Mlze branit apoptoze
zvysenim hladiny antiapoptotickych proteint rodiny Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) (Phong et al., 2010),
nebo naopak podporovat apoptéozu napt. fosforylaci proteinu p53 (Perfettini et al., 2005) nebo
proapoptotickych proteinti rodiny Bel-2 (B. Cai et al., 2006; Kim et al., 2006).

Podstatnou ulohou p38 MAPK drahy je regulace imunitni reakce, zejména zanétu. Aktivace p38
kindzou MKK3 podporuje produkci prozanétlivych cytokinti, mezi které patii TNFa, IL-1, IL-6, IL-8
alL-12 (H. Lu et al., 1999; Winzen et al., 1999; Wysk et al., 1999). Draha p38 se také ucastni regulace
interferonové odpoveédi. Pisobeni IFN typu I vyvolava aktivaci p38 a jejich substrati MK2 a MK3,
aktivace p38 podporuje transkripci stimulovanou interferony (Uddin et al., 1999). Jednim
z transkripénich faktor aktivovanych vlivem p38 je IRF3, ktery indukuje expresi IFN-a, IFN-$
a interferonem stimulovanych genti (Navarro & David, 1999). Aktivace p38 v T-lymfocytech podporuje
také expresi IFN-y (Rincén et al., 1998). Exprese cytokind muze byt signalni drahou p38 regulovana
na urovni transkripce prostrednictvim aktivace transkripénich faktord, jako jsou NF-xB (jaderny faktor
k B), IRF3, IRF7, ATF, CREB, cMyc, AP-1 a NF-AT (nuclear factor of activated T-cells). Dale se
uplatiiuji mechanismy posttranskripéni regulace mRNA a regulace translace. Transkripéni faktory

a dalsi regulatory genové exprese mohou byt aktivovany p38 pfimo, nebo prostiednictvim dalsich kinaz,
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jako je MK2 (shrnuto v Chander et al., 2021). Kindza p38a podporuje prostfednictvim aktivace MK2
napft. expresi cytokint IL-6 a IL-8 stabilizaci jejich mRNA (Winzen et al., 1999).

vvvvv

-----

cytokinu IL-10 a fosfatdizy MKP-1, kterd je soucésti negativni zpétnovazebné regulace p38, a mohou
tak branit nekontrolované produkci prozanétlivych cytokinti vyvolané aktivaci p38 skrze TLR
(Ananieva et al., 2008). Dalsim ptikladem je negativni regulace stability mRNA pro TNF-a kindzou p38
prostfednictvim zvysSeni exprese RNA-vazebného proteinu tristetraprolinu a jeho fosforylace kindzou
MK?2 (Mabhtani et al., 2001).

Funkce p38 se mohou lisit v zavislosti na druhu, intenzit¢ a délce trvani aktivac¢niho signalu,
bunécném typu nebo interakci s dalsimi signalnimi drahami, mohou byt ovlivnény také lokalizaci p38
a dostupnosti jejich substrati (shrnuto v Canovas & Nebreda, 2021). Kinaza p38 mize byt podobné¢ jako
jeji aktivatory MKK3 a MKK6 pfitomna jak v cytoplazmg, tak v bunééném jadre (Ben-Levy et al.,
1998). Interakce p38 svelkym mnozstvim substratli sriznou bunécnou lokalizaci mohou byt
regulovany dynamickym piesunem p38 mezi bunéénym jadrem a cytoplazmou. Aktivace p38 kinazami
MKK3/6 zvysuje zastoupeni p38 v bunééném jadie, zatimco atypicka aktivace prostfednictvim TAB1
je spojena se zvySenou aktivitou p38 v cytosolu a endosomech a sniZzenou aktivitou v jadie (Burton
et al., 2023). TAB-1 vaze kinazu p38 v cytosolu, brani jeji interakci s MKK3 a omezuje jeji translokaci
do jadra, ¢imz mize negativné regulovat signalizaci drahy MKK3/p38 a funkce zprostfedkované
jadernymi substraty p38 (G. Lu et al., 2006). Byl také popsan export p38 z jadra v komplexu s kinazou
MK2, kterd je jednim zjadernych substratii p38. Aktivace p38 prostfednictvim MKK3/MKK6 tak
umoznuje fosforylaci MK2 v jadie a nasledny transport p38 spole¢né s MK2 do cytoplazmy (Ben-Levy
et al., 1998).

2.2.3 Role p38 pri virové infekci

Jednim z faktorti vyvolavajicich aktivaci signalni drahy p38 MAPK je virova infekce. Aktivita
p38 MAPK muze podporovat virovou infekci, nebo naopak pfispivat k bunéénym obrannym
mechanismiim, jejichZ pfekonani je nezbytné pro replikaci viru. Aktivace p38 MAPK ovlivituje rizné
aspekty virové infekce. V ramci obrany proti virové infekci reguluje mimo jiné produkei prozanétlivych
cytokinu a interferont. Aktivace MAP kinazy p38 muze také prispivat k nadmérné imunitni reakci
na virovou infekci (cytokinové boufi), ktera vede k poSkozeni tkani. Dale p38 reguluje replikaci
virového genomu, virovou transkripci a translaci, apoptézu, bunéény cyklus, nebo také cytoskelet,
endocytozu a intracelularni transport virti a virovych proteinti (shrnuto v Chander et al., 2021).

Ackoliv objasnéni mechanismi regulace p38 MAPK drahy pfi virové infekci vyzaduje dalsi
vyzkum, je patrné, ze aktivace p38 MAPK mize byt kliCovym faktorem rozhodujicim o pribéhu

infekce. Mnoho RNA i DNA virt vyuZziva modulaci signalizace p38 a dalSich MAPK drah jako soucést
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své strategie pro dosazeni vhodnych podminek k replikaci, aktivita p38 Casto hraje zdsadni roli ve virové
patogenezi. Aktivace p38 MAPK je komplexni proces, ktery mtze byt pii virové infekci regulovan
na riznych trovnich prostfednictvim interakci vird se slozkami signalni kaskady. Kinaza MKK3 tak
muze jakozto MAPKK fosforylujici p38 vyznamné ovliviiovat rizné kroky virového replika¢niho cyklu
a obranné mechanismy hostitele (shrnuto v L. Wang et al., 2022).

Vyznam p38 pro polyomavirovou infekci zistava z velké ¢asti neobjasnény. NiZe jsou shrnuty
poznatky o aktivaci kinazy p38 pfi infekci viry s DNA genomem a vlivu p38 MAPK drahy na replikaci

téchto viru.

Herpesviry

HSV-1 (herpes simplex virus 1) zptisobuje aktivaci p38 MAPK drahy, kterd mize mit rizny
dopad na prubéh infekce. Indukuje fosforylaci p38 prostiednictvim MKK4, kinaza p38 dale aktivuje
transkripéni faktor AP-1. Studie ukazaly, Ze aktivita p38 nema vliv na transkripci HSV-1, podporuje
vSak replikaci viru (Karaca et al., 2004; Zachos et al., 1999). Po aktivaci bezprostiedné Casnym virovym
proteinem ICP27 (infected cell protein 27) mize p38 indukovat apoptozu (Gillis et al., 2009). Infekce
HSV-1 také stimuluje vznik reaktivnich forem kysliku prostfednictvim NADPH oxidazy, aktivuje tak
p38, a podporuje produkci prozanétlivych cytokini (TNF-a a IL-1p) a chemokini (CCL2 a CXCL10)
(Hu et al., 2011). Signalni draha p38 dale reguluje vrozenou imunitni odpovéd’ na virovou infekci.
Fosforylace deubikvitina¢niho enzymu USP21 (ubikvitin specificka peptidaza 21) kinazou p38 v pozdni
fazi infekce HSV-1 podporuje interakci USP21 s adaptorovym proteinem STING (stimulator
interferonovych genil). Ten je soucasti signalni drahy, ktera tisti v produkci IFN po rozpoznani virové
DNA bunéénymi senzory, jako je cGAS (syntaza cyklického GMP-AMP). Vysledkem interakce je
deubikvitinace a inaktivace STING, ¢imz je omezena aktivace transkripcniho faktoru IRF3 a produkce
IFN typu I. Aktivace drahy p38/USP21 tak ptedstavuje mechanismus uniku DNA virti pfed vrozenou
imunitou hostitele (Y. Chen et al., 2017).

Aktivace p38 MAPK drahy v bunkach infikovanych virem Epstein-Barrové (EBV) pfispiva
ke zménam v bunécné signalizaci, které usnadiiuji virovou replikaci a umoznuji reaktivaci latentniho
viru. Tegumentovy protein BGLF2 viru EBV aktivuje p38 a podporuje tak reaktivaci EBV v latentné
infikovanych buiikach. Tento proces zahrnuje aktivaci transkripéniho faktoru AP-1 a zvysSeni exprese
virového proteinu BZLF1 spojené s ptechodem EBV do lytického cyklu (X. Liu & Cohen, 2015).
K reaktivaci EBV vyznamné pfispiva aktivace p38 bezprosttedné casnymi virovymi proteiny BZLF1
a BRLF1 a néasledna aktivace transkrip¢nich faktort, jako je ATF-2 a c-Jun (Adamson et al., 2000).
Kinaza p38 také podporuje reaktivaci EBV z latence prostfednictvim autofagie. Indukce autofagie je
zavisla na aktivaci p38 proteinkinazou C 6 (PKCO) (Gonnella et al., 2015).

K aktivaci p38 dochazi také v ¢asné i pozdni fazi infekce lidskym cytomegalovirem (HCMYV).
Byly popsany dva odlisné mechanismy aktivace — kanonicka aktivace MAPK kaskady a inhibice
fosfataz. V casné fazi infekce nebyla detekovana zvySena fosforylace MKK3, MKK6 ani MKK4,

27



HCMYV v tomto ptipade podporuje aktivitu p38 inhibici jeji defosforylace. V pozdéjsich fazich infekce
je zvySena aktivita MKK3/MKK6. Aktivace p38 je kli¢ova pro modulaci bunécnych procesii v prubéhu
infekce prostfednictvim fosforylace proteini, jako je pRb nebo HSP27 (Johnson et al., 2000). Infekce
HCMYV vede k akumulaci reaktivnich forem kysliku, kterd podporuje replikaci viru aktivaci p38
a indukci transkripce regulované hlavnim bezprostiedné ¢asnym promotorem (MIEP) (Xiao et al.,

2015).

Adenoviry

V burikach infikovanych lidskym adenovirem 2 (Ad2) podporuje aktivace p38 kinazou MKK6
transport virovych castic pomoci mikrotubulit a vstup viru do bunééného jadra. Dulezitou roli
v transportu viru do jadra regulovaném drahou p38 hraje kindza MK2 a jeji substrat HSP27
(Suomalainen et al., 2001). Signalizace p38 muze ovliviiovat rizné kroky adenovirové infekce. Aktivace
drahy p38 prostrednictvim MKK3/6 zplsobuje akumulaci hnRNP Al (heterogenniho jaderného
ribonukleoproteinu Al) v cytoplazmé. Tento RNA-vazebny protein reguluje mnoho aspektii
metabolismu RNA, jeho akumulace v cytoplazmé ovliviiuje mimo jiné alternativni sestfih ¢asného
adenovirového transkriptu E1A (van der Houven van Oordt et al., 2000). Infekce bunck epitelu
dychacich cest virem Ad7 spousti expresi prozanétlivych cytokini, ke které prispiva draha p38/NF-«B.
V infikovanych bunkach je zvysena fosforylace kinazy p38, ktera aktivuje transkripéni faktor NF-xB
a podporuje tak expresi IL-6 (Qi et al., 2020).

HBV

Virus hepatitidy typu B (HBV) vyvolava fosforylaci p38, ktera podporuje syntézu virové DNA,
RNA a proteinti (W.-W. Chang et al., 2008). Signalni drdha p38 muze pfispivat k patogenezi HBV
zvysenim produkce prozanétlivych cytokinti. Virové proteiny HBcAg (core antigen) a HBx aktivuji
MAP kinazy p38, ERK1/2 a transkripcni faktor NF-kB, a zvySuji tak produkci IL-6 v hepatocytech.
Produkce IL-6 vyvoland HBx je zavisla na adaptorovém proteinu MyD88 (myeloid differentiation
primary response protein 88), ktery se tiCastni pfenosu signalu z TLR (Z. Chen et al., 2017; Xiang et al.,
2011). Aktivace p38 proteinem HBx také zvySuje expresi transkripéniho regulatoru SATB1 (special
AT-rich sequence binding protein 1) a podporuje tak metastaticky potencial hepatocelularniho

karcinomu vyvolaného HBV (Tu et al., 2019).

Polyomaviry

Polyomavirova infekce vyvolava aktivaci rznych signdlnich drah, mezi které patfi i MAP
kinazové drahy. Jiz pti vazbé MPyV na receptor na bunééném povrchu jsou aktivovany kinazové drahy
PI3K, FAK (focal adhesion kinase)/Src, ERK a JNK (O’Hara & Garcea, 2016). Vyznamnym
aktivatorem signalni transdukce je MT antigen MPyV, ktery interaguje s fosfatazou PP2A a kindzami
z rodiny Src, coz vede k jeho fosforylaci. MT pak miize asociovat s bunécnymi proteiny Grb2 (growth

factor receptor bound protein 2), SOS (son of sevenless), PI3K nebo fosfolipazou C-y1 (shrnuto v Fluck
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& Schaffhausen, 2009; Rouleau et al., 2016). V bunikach exprimujicich ST antigen MPyV byla
detekovana zvySena fosforylace kindz MKK3/6 a p38 (Andrabi et al., 2007).

ST antigen MCPyV aktivuje p38 prostfednictvim MKK4 a zvysuje tak migraci bunék, aktivace
p38 ma vyznam pro rozvoj karcinomu Merkelovych bunék. ST indukuje fosforylaci p38 a jejich
cilovych proteinti, mezi které patii ATF-2, MSK1 a MK2. Pro aktivaci p38 je kli¢ova interakce ST
s katalytickou podjednotkou protein fosfatazy 4 (PP4C) (Dobson et al., 2020).

Pti infekci SV40 jsou jiz v ¢asné fazi aktivovany MAP kinazy p38, ERK a JNK. V pozdni fazi
infekce je aktivace signdlnich drah zahrnujicich proteiny, jako je protoonkogen Ras, Racl (Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 1), MKK4 a JNK nezbytnd pro vakuolizaci bun€k a uvolnéni viru

v disledku lyze bun¢k (Motamedi et al., 2020).

2.3 Protein DAXX a jeho role pri virové infekci

2.3.1 Protein DAXX a jaderna téliska PML

Objev proteinu DAXX souvisel s jeho funkci v indukci apoptozy (X. Yang et al., 1997). Pozdéji
byly charakterizovany dalsi funkce DAXX zprostiedkované interakcemi s mnozstvim riznych proteind.
Vyznamné funkce DAXX, spojené s regulaci transkripce, a pfedevsim roli DAXX jako histonového
chaperonu, jsou popsany v kapitole 2.3.3.

Délka sekvence lidského proteinu DAXX, kédovaného na chromozomu 6, stejné jako mysiho
homologu DAXX, jehoz gen je lokalizovan na chromozomu ¢. 17, ¢ini 740 aminokyselin, teoreticka
molekulova hmotnost je 81,4 kDa. Aminokyselinova sekvence lidského DAXX je piiblizn¢ ze 70 %
identicka s myS§im DAXX, vice konzervovana je N-terminalni ¢ast proteinu. Protein DAXX je
exprimovan velkym mnozstvim lidskych i mySich tkéni. Je lokalizovan prevazné v bunéném jadre,
v mensi mife se vyskytuje také v cytoplazmé (Kiriakidou et al., 1997; Michaelson et al., 1999; Pluta
et al., 1998; X. Yang et al., 1997). V jadie je protein DAXX soucasti PML télisek (viz nize). Exprese
DAXX je indukovana ptisobenim IFN typu I i II (Maillet et al., 2020). Pisobenim IFN typu I se spolu

se zvysenou expresi DAXX zvySuje jeho zastoupeni v jadernych téliskach (Gongora et al., 2001).

PML-NBs

Jaderna téliska PML (PML-NBs, znama také jako PML onkogenni domény — PODs, nebo
jaderné domény 10 — ND10) jsou kulovité struktury o priméru 0,3—1 um ohrani¢ené vrstvou proteinu
PML (Lang et al., 2010). Protein PML je zésadni pro integritu PML-NBs a akumulaci dalSich proteind
v téchto strukturach. V nepfitomnosti PML se ostatni slozky PML télisek vyskytuji rozptylené v jadre
(Ishov et al., 1999). PML téliska se vyskytuji v jadfe vétSiny sav€ich bunék v poctu 5-30 v zavislosti
na fazi bunééného cyklu, bunééném typu a fyziologickém stavu (shrnuto v Corpet et al., 2020). Pocet
PML-NB:s se zvysuje v G2 fazi bunééného cyklu, nebo také napi. ptisobenim IFN-a a teplotniho Soku
(Everett et al., 1999). Béhem mitézy se PML-NBs rozpadaji, PML se vyskytuje v podobé agregati
a dalsi slozky PML-NBs jsou rozptyleny (Lang et al., 2010).
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Tloustka vnéjsi vrstvy tvofené proteinem PML se pohybuje v rozmezi 50—-100 nm. Vné&;jsi vrstva
umoziiuje pfesun proteinit mezi PML-NBs a nukleoplazmou, mimo PML se v ni vyskytuje protein
Sp100 (speckled 100 kDa protein) a izoformy SUMO (small ubiquitin-like modifier) -1, -2 a -3. V PML
téliskach jsou v riznych podminkach akumulovany dalsi proteiny (Lang et al., 2010). Mezi konstitutivni
proteiny PML télisek se fadi proteiny Sp100, DAXX nebo SUMO. Celkem bylo identifikovano vice nez
270 proteintl, které mohou byt asociovany s PML-NBs (shrnuto v Ryabchenko et al., 2023). Struktura

a proces utvareni PML télisek jsou znazornény na Obr. 5.
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Obr. 5: Struktura a vznik jadernych télisek PML. (A) Zakladem struktury télisek je protein PML
(promyelocytarni leukémie). Lidsky protein PML ma 7 izoforem vzniklych alternativnim sestfihem exonu 7-9.
Obsahuje motiv RBCC (RING finger/B-box/coiled coil) dilezity pro oligomerizaci PML, jaderny lokalizacni
signal (NLS), motiv interagujici se SUMO (SIM). Vyznaceny jsou 4 lysinové zbytky, na nichz mtze byt PML
modifikovan kovalentni vazbou SUMO (small ubiquitin-like modifier). Pii biogenezi PML télisek a asociaci
dalsich proteinti se uplatiuji interakce SUMO-SIM. (B) Schéma vzniku PML télisek. Oxidativni stres vyvolava
vznik disulfidickych vazeb, coz spolu s nekovalentnimi interakcemi zprostfedkovanymi motivem RBCC
podporuje oligomerizaci PML. SUMOylace PML za tiasti enzymu UBC9 (ubiquitin carrier protein 9) a nasledné
interakce SUMO-SIM podporuji usporadani PML do struktury vnéjsi kostry télisek. Prostfednictvim SUMO-SIM
interakci dochazi také k asociaci dal§ich proteinti, které mohou byt soucasti vn&jsi vrstvy spolu s PML
(napf. protein Sp100), nebo se mohou nachédzet ve vnitini ¢asti PML télisek. Dale probiha SUMOylace téchto
proteind, kterd podporuje jejich zadrzeni v PML téliskach. Pievzato z Corpet et al., 2020, upraveno.

Pro funkci PML télisek ma zasadni vyznam SUMOylace, posttranslacni modifikace proteint
kovalentni vazbou SUMO. SUMOylace, podobn¢ jako ubikvitinace, zahruje tfi enzymatické kroky
katalyzované SUMO aktiva¢nim enzymem E1, SUMO konjuga¢nim enzymem E2 (UBC9, ubiquitin
carrier protein 9) a SUMO ligazou E3. Protein PML vykazuje funkci SUMO E3 ligazy, je tedy schopen
katalyzovat SUMOylaci proteinti v PML-NBs (Chu & Yang, 2011). Ke konjugaci jednotlivych izoforem
SUMO dochazi v riznych podminkach. [zoforma SUMO-1 se v buiikach nachazi ptevazné konjugovana

s proteiny, na rozdil od SUMO-2/3, které se vyskytuji pfevazné¢ ve volné formé a jejich vazba
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na substraty se zvySuje v reakci na vnéjsi stres (Saitoh & Hinchey, 2000). Kovalentni modifikace SUMO
umoznuje interakci s proteiny obsahujicimi motiv SIM (SUMO interakéni motiv), mezi které patii také
PML (Shen et al., 2006). Interakce SUMO-SIM mohou byt regulovany posttranslacnimi modifikacemi,
napf. fosforylaci SIM nebo acetylaci SUMO. Fosforylace SIM proteini PML a DAXX podporuje vazbu
SUMO-1 (Cappadocia et al., 2015), acetylace SUMO-1 na rtiznych lysinovych zbytcich inhibuje vazbu
k SIM proteintt PML nebo DAXX (Mascle et al., 2020).

Vzhledem k jejich rozmanitému slozeni se PML-NBs ucastni mnoha bunécnych funkci, mezi
které patii napt. remodelace chromatinu, opravy poskozeni DNA, regulace genové exprese, bunééného
cyklu, apoptézy nebo senescence (shrnuto v Ryabchenko et al., 2023). Proteiny PML-NBs jsou
restrikénimi faktory mnoha DNA i RNA vird, k obrané proti virové infekci ptispivaji také svou roli
ve vrozené imunité. Podporuji mimo jiné interferonovou signalizaci pfi virové infekci. Mnoho vird
vyvinulo mechanismy k pfekonani obranné funkce PML-NBs, zplsobuji rozpad struktury PML-NBs
nebo degradaci nékterych jejich slozek (shrnuto v Scherer & Stamminger, 2016). Vliv PML-NBs
na virovou infekci v§ak nemusi byt pouze negativni, viry mohou po naruSeni struktury PML-NBs

vyuzivat nékteré jejich slozky k usnadnéni replikace (P. Xu et al., 2016).

2.3.2 Struktura DAXX a posttransla¢ni modifikace

Doménové usporadani proteinu DAXX je znazornéno na Obr. 6. V N-terminalni ¢asti DAXX
se nachazi doména DHB (DAXX helix bundle) tvotfend svazkem ctyt helixii. Tato doména umoziuje
interakci s dalSimi proteiny véetné onkogenu RASSF1C (Ras association domain family protein 1
isoform C), p53 nebo ubikvitin ligdzy Mdm2 (mouse double minute 2 homolog) (Escobar-Cabrera et al.,
2010). Dalsi helikalni doména v N-koncové poloviné DAXX byla identifikovana jako histon-vazebna
doména (HBD), diky niz DAXX véze nekanonickou histonovou variantu H3.3 (Lewis et al., 2010). Cést
N-terminalni a vétSina C-terminalni ¢asti DAXX predstavuji  vnitiné neuspofadané oblasti.
Nestrukturovana  C-terminalni oblast obsahuje acidickou doménu s vysokym obsahem
aminokyselinovych zbytki Glu/Asp a useky SPE a SPT s vysokym zastoupenim Ser/Pro/Glu
a Ser/Pro/Thr (Escobar-Cabrera et al., 2010). Pomoci C-koncové oblasti interaguje DAXX s mnoha
proteiny, zaroven je tato oblast cilem posttranslaénich modifikaci. Prostfednictvim acidické domény
v C-terminalni oblasti vaze DAXX napf. pozitivné nabité aminokyseliny C-terminalni domény p53
(L. Y. Zhao et al., 2004), SPT oblast je dulezita napt. pro vazbu histon deacetylazy 2 (HDAC2)
(Hollenbach et al., 2002). Za lokalizaci DAXX v jadie zodpovidaji dva NLS, z nichZ jeden se nachazi
v centralni oblasti (NLS1) a dalsi v C-terminalni oblasti (NLS2). Oba NLS mohou nezavisle na sob¢
zprostfedkovat transport DAXX do jadra prostfednictvim vazby importinu a3 (Yeung et al., 2008).
Na obou koncich proteinu se nachdzi SIM, které mohou nezavisle na sob¢ interagovat se SUMO
(Santiago et al., 2009). Motivy SIM jsou dulezit¢ pro SUMOylaci proteinu DAXX a jeho lokalizaci
v PML-NBs prostednictvim interakce se SUMOylovanym PML. V nepiitomnosti PML je DAXX

namisto s PML-NBs asociovan s kondenzovanym heterochromatinem, tato lokalizace je také
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zprostfedkovana interakci SIM proteinu DAXX se SUMO. Ptitomnost alespon jednoho funkéniho SIM
je zasadni pro interakci s UBC9, jedinym E2 konjuga¢nim enzymem SUMOylaéni kaskady (Lin et al.,
2006; Santiago et al., 2009). Intramolekularni interakci N-koncového SIM s DHB miize byt inhibovana
vazba SUMO. Tato interakce, ptfipadné jeji naruSeni, pfedstavuje mozny autoregulacni mechanismus
DAXX, kterym je regulovana vazba SUMOylovanych proteini pomoci SIM a vazba dalSich
interak¢nich partnertt pomoci DHB (Escobar-Cabrera et al., 2011).

PML, p53, Pax3,
Pax5, Pax7, ETS1,

ZIPK (DAPK3), CRM1 SMAD4, GR, H5F1,
AIRE, HDAC1,
ATRX, BRG1, ASK1, DMAP1, HDAC2, HDAC3,
RASSF1A, RASSF1C, HIPK2, HSP27, CENP-C,
HIPK3, AXIN, DNMT1, p53, UBCY, DJ-1, Fas,
STAT3, SNAI2, MDM2, MSP58, P53,  TGF-BRII, c-FLIP,
PIN1,TSG101, pp71 PP71  RIPK3, GLUT4
e PEST
. : 2 33 3
P/S-rich P/S-rich NLS1 NLS2
{391-395) (630-637)
IDR DMAP1, PTEN, MSP58, IDR

TSG101, BRG1, CDH1,
LANA, BNRF1, PDCD4
183

cDC20

Obr. 6: Struktura lidského proteinu DAXX a vybrané interagujici proteiny. N-terminalni ¢ast obsahuje
domény 4HB (doména tvofena Ctyfmi o-helixy, zndma také jako DHB, DAXX helix bundle) a HBD (histon-
-vazebna doména). Na obou koncich proteinu se nachazi motiv pro interakci se SUMO (SIM1, SIM2). Protein
obsahuje 2 jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS1, NLS2). Na N- a C- konci se vyskytuji vnitiné neusporadané oblasti
(IDR), C-terminalni oblast obsahuje acidickou doménu a oblasti s vysokym zastoupenim aminokyselin Pro, Glu,
Ser, Thr (PEST). Cisla znaéi potadi aminokyselin v sekvenci. Uvedeny jsou vyznamné proteiny interagujici
s vyznacenymi oblastmi proteinu DAXX. Prevzato z Mahmud & Liao, 2019, upraveno.

Izoformy

Kromé nejlépe charakterizované izoformy byly popsany 2 dalsi izoformy lidského proteinu
DAXX wvzniklé alternativnim sestfihem v oblasti exonu 6, DAXX- a DAXX-y. Alternativni sestfih
vede k posunu ¢teciho ramce a zkraceni C-termindlni oblasti. Zatimco majoritni izoforma DAXX ma
740 aminokyselin a molekulovou hmotnost 81,4 kDa, DAXX- je tvofen 688 aminokyselinami
(molekulova hmotnost 76,3 kDa) a DAXX-y 682 aminokyselinami (75,6 kDa) (Wethkamp et al., 2011).
Dle databaze NCBI Gene existuji takeé dalsi varianty lidského transkriptu DAXX a dals$i mozné izoformy
proteinu, které vSak dosud nebyly bliZe charakterizovany.

Zmény v C-terminalni oblasti ovliviiuji interakci s dal§imi proteiny. Izoformy DAXX-f
a DAXX-y se vyznacuji snizenou afinitou k PML, s niZ souvisi rozdilna lokalizace téchto izoforem
oproti hlavni izoformé DAXX. Pfi alternativnim sestiihu jsou zachovany oba NLS, vzniklé izoformy
jsou tak lokalizovany v jadre, jejich distribuce se ale 1i§i od DAXX asociovaného prevazné s PML-NBs.
Lokalizace DAXX-p a DAXX-y se podoba lokalizaci DAXX v nepfitomnosti PML, pravdépodobné
predstavujici akumulaci v mistech heterochromatinu. Zkracena C-terminalni oblast také zpisobuje

snizenou afinitu k p53. [zoformy DAXX-B a DAXX-y nejsou na rozdil od majoritni izoformy schopné
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rekrutovat p53 do PML-NBs a ztraci schopnost represe transkripce regulované proteinem p53. Kromé
toho izoformy DAXX-B a DAXX-y postraddaji schopnost indukce apoptozy interakci s receptorem Fas
(Wethkamp et al., 2011).

Posttransla¢ni modifikace

Protein DAXX podléhd posttranslaénim modifikacim, které maji vyznam pro regulaci jeho
lokalizace a funkci. Patfi mezi né¢ fosforylace, SUMOylace a ubikvitinace.

Fosforylace DAXX v C-termindlni oblasti vyznamné ovliviiuje jeho interakce s proteiny.
S HDAC?2 pravdépodobné interaguje nefosforylovany DAXX, pro interakci s PML je naopak dulezita
fosforylace DAXX (Hollenbach et al., 2002). Fosforylaci mohou byt regulovany interakce DAXX
se SUMOylovanymi proteiny. Nasledkem fosforylace C-koncového SIM kindzou CK2 (casein kinase 2)
na 2 serinovych zbytcich je pfednostni vazba SUMO-1 oproti SUMO-2/3. Fosforylace SIM zvysuje
SUMOylaci DAXX a interakci se SUMOylovanymi proteiny a pfedstavuje vyznamny mechanismus
regulace funkci DAXX. Podporuje interakci DAXX s PML spojenou s akumulaci v PML-NBs a represi
antiapoptotickych gend. Zvysuje citlivost bunék k apoptoze indukované Fas nebo osmotickym stresem
(C.-C. Chang et al., 2011). Mysi protein DAXX také interaguje s kinazou HIPK1 (homeodomain-
-interacting protein kinase 1), kterd ho fosforyluje na Ser 669 a omezuje tak jeho funkci v represi
transkripce (Ecsedy et al., 2003). Fosforylace 2 serinovych zbytkli v N-koncové casti DAXX
kinazou ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) brani degradaci proteinu DAXX (Kitamura et al.,
2009).

DAXX muze byt SUMOylovan na né€kolika lysinovych zbytcich pfevazné v C-terminalni
oblasti (Lin et al., 2006). SUMOylace podporuje transport DAXX z cytoplazmy do jadra, k némuz
ptispiva také interakce DAXX se SUMO prostfednictvim SIM (A. Chen et al., 2006). SUMOylace
DAXX je zvySena napf. pfi bunééném stresu. V disledku teplotniho Soku dochazi k tvorbé poly-SUMO
fetézcl a rozsahlé konjugaci SUMO-2/3 s mnoha proteiny zucastnénymi v regulaci bunééného cyklu,
apoptdze, transportu, skladani a degradaci proteint, transkripci, translaci a replikaci, rekombinaci
a opravach DNA (Golebiowski et al., 2009).

DAXX miize podléhat ubikvitinaci napf. vlivem poskozeni DNA, ubikvitinace vede
k degradaci DAXX proteazomem. Timto zpiisobem je ovlivnéna mimo jiné funkce DAXX v regulaci
MAP kinazové drahy JNK. Protein RASSFIC je lokalizovan v PML-NBs v disledku interakce
s N-terminalni oblasti DAXX. Degradace DAXX indukovana poSkozenim DNA vede k relokalizaci
RASSF1C do cytoplazmy a aktivaci signalni drahy JNK (Kitagawa et al., 2006). Ubikvitinace DAXX
je regulovana jeho fosforylaci. Peptidyl-prolyl izomeraza Pinl rozpoznava fosforylovany motiv
Ser178-Pro lidského proteinu DAXX a vyvolava ubikvitinaci DAXX s naslednou proteazomalni
degradaci. Timto zptisobem je negativné regulovana napt. funkce DAXX v indukci apoptdzy aktivaci

signalni kaskady ASK1/JNK v reakci na oxidac¢ni stres (Ryo et al., 2007).
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Regulace lokalizace a funkci DAXX

Funkce proteinu DAXX souvisi sregulaci jeho transportu mezi jadrem a cytoplazmou.
Napt. k regulaci apoptéozy muze DAXX pfispivat rozdilnymi mechanismy jak v cytoplazmé, tak
v bunééném jadie (viz 2.3.3.1). Lokalizace DAXX je pfevazné jadernd, k translokaci DAXX
do cytoplazmy dochazi napt. v disledku aktivace Fas receptoru nebo pii nadprodukei kinazy ASK1
(Charette et al., 2000; Ko et al., 2001). Dalsi vyzkum pomohl objasnit vyznam ASKI1 pro lokalizaci
DAXX. Pti nedostatku glukézy a oxidac¢nim stresu je prostiednictvim ASK1 spusténa signalizace JNK.
K jeji aktivaci mize pfispivat také protein DAXX, ktery svou C-termindlni oblasti interaguje s ASK1,
zpusobuje oligomerizaci ASK1 a naslednou aktivaci JNK. Kindza JNK fosforyluje kinazu HIPK 1, ktera
nasledné fosforyluje DAXX a podporuje jeho transport do cytoplazmy (Song & Lee, 2003). Export
DAXX z jadra je umoznén pfitomnosti jaderného exportniho signalu (NES) v C-terminalni casti
proteinu. NES je rozpoznavan proteinem CRM1 (chromosomal region maintenance 1, znamy také jako
exportin 1). Fosforylace DAXX kinazou HIPK1 je spojena se zménou konformace a zptistupnénim NES
pro vazbu CRMI. Protein DAXX je pomoci CRMI1 transportovan do cytoplazmy, kde interaguje
s ASK1, indukuje jeji oligomerizaci a podporuje dalsi aktivaci signalni drahy JNK (Song & Lee, 2004).

SUMOylace DAXX podporuje transport DAXX do jadra, kromé toho také zvysSuje jeho stabilitu
(C. Chen et al., 2020). Jaderna lokalizace DAXX je kriticka pro jeho tlohu v regulaci transkripce (Yeung
et al., 2008). Funkce DAXX je také regulovana jeho akumulaci nebo uvoliiovanim z PML télisek.
Napt. interakce DAXX s kinazou HIPK 1 nezavisle na jeho fosforylaci narusuje interakci DAXX s PML
a zpusobuje uvolnéni DAXX z PML-NBs. Po uvolnéni zPML-NBs DAXX asociuje s histon
deacetylazou HDACI a pravdépodobné se podili na represi transkripce (Ecsedy et al., 2003). Zda se,
ze dochézi také k dynamickému presunu DAXX mezi PML télisky a chromatinem v zavislosti na fazi
bunécného cyklu (Everett et al., 1999). DAXX je ve vétSiné bun€k asociovan s PML-NBs nebo
s heterochromatinem, ¢astecné se vyskytuje naptic¢ nukleoplazmou. V pozdni S fazi je DAXX uvolnén
z PML-NBs a asociovan s heterochromatinem. Béhem G2 faze se DAXX vraci do PML-NBs (Ishov
et al., 2004).

2.3.3 Funkce DAXX

2.3.3.1 Regulace apoptozy

Protein DAXX byl objeven v souvislosti s jeho proapoptotickou funkci v dusledku vazby Fas
receptoru a aktivace signalni drahy JNK (X. Yang et al., 1997). DAXX funguje jako adaptorovy protein,
prostfednictvim C-termindlni oblasti vaZze doménu smrti (death domain) v cytosolické ¢asti Fas
receptoru a dale interaguje s kinazou ASK1. Tato interakce vede k aktivaci ASK1, ktera indukuje
apoptdzu spusténim MAP kinazové signalni kaskady. ASK1 jakozto MAPKKK aktivuje kinazu MKK4,
ktera nasledné aktivuje MAP kinazu JNK. Kinaza ASK1 se uplatituje také pii indukci apoptdzy p38
MAPK drahou prostfednictvim aktivace kinaz MKK3 a MKK6 (H. Y. Chang et al., 1998; Ichijo et al.,
1997; X. Yang et al., 1997).
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Dalsi vyzkum ukazal, ze kromé vazby Fas v cytoplazmé reguluje DAXX apoptozu v bunééném
jadfe a mize podporovat apoptozu nezavisle na jeho funkci v aktivaci drédhy JNK. Pro funkci DAXX
v indukci apoptozy je dilezitd jeho pritomnost v PML-NBs (Torii et al., 1999; Zhong et al., 2000).

Kromé apoptézy vyvolané vazbou Fas ligandu byla odhalena role DAXX v apoptoze
indukované TGF-p, kdy interakce DAXX s receptorem pro TGF- vede opét k aktivaci JNK (Perlman
et al., 2001), nebo v apoptoze indukované interferony typu I, kdy ma pravdépodobné vyznam piesun
DAXX do PML-NBs (Gongora et al., 2001). DAXX podporuje také aktivaci JNK pfi apoptodze
indukované TNF-a, vyznamnou roli v tomto procesu hraje fosforylace DAXX kindzou ASK1 (Kitamura
et al., 2009).

Kromé funkce DAXX v indukci apoptdzy byly popsany také antiapoptotické funkce DAXX

souvisejici s regulaci aktivity pS3 (viz nize).
2.3.3.2 Regulace transkripce

Dalsi popsanou funkci DAXX byla jeho uloha v regulaci transkripce v dusledku asociace
s transkripénimi faktory. Interakei s transkripénimi faktory mize byt DAXX naveden k promotorim
cilovych gentl a zpiisobovat jejich epigenetickou represi interakci s DNA methyltransferazami. DAXX
interaguje napf. s RelB, transkripénim faktorem z rodiny NF-kB, a rekrutuje DNA methyltransferazu I,
¢imz podporuje methylaci CpG v promotorech a represi transkripce gent regulovanych RelB (Puto
& Reed, 2008). DAXX se muze také podilet na epigenetické represi transkripce interakci s histon
deacetylazami (Hollenbach et al., 2002; H. Li et al., 2000). Pro interakci DAXX s transkripcnimi faktory
je dilezity motiv SIM. DAXX vaze SUMOylované transkripcni faktory, jako je napt. Smad4 (mothers
against decapentaplegic homolog 4), AR (androgenni receptor) a GR (glukokortikoidni receptor) nebo
CBP a potlacuje jejich transkripéni aktivitu (Lin et al., 2006).

Prestoze byl DAXX ve vétSin€ pripadii charakterizovan jako negativni regulator transkripce,
byla popséna také funkce DAXX v aktivaci transkripce. DAXX interaguje svoji C-terminalni oblasti
s transkripénim faktorem Pax5 (paired box protein 5) a v riznych lidskych a mySich bunécnych liniich
funguje jako korepresor nebo koaktivator transkripce. Aktivace transkripce pravdépodobné zahrnuje
interakci DAXX s histon acetyltransferazou CBP (Emelyanov et al., 2002). DAXX také ptsobi jako
koaktivator transkripce regulované transkripénim faktorem 4 (TCF4), snimZ opét interaguje
C-terminalni oblasti (Y.-S. Huang & Shih, 2009). Podporuje také transkripéni aktivaci zprostfedkovanou
faktorem c-Jun, pro tuto funkci DAXX jsou nezbytné oba SIM (Santiago et al., 2009).

Vyznamnou funkci DAXX je regulace transkripcni aktivity proteinu p53. DAXX interaguje
s p53 svou C-terminalni oblasti, zptisobuje tak represi transkripce regulované proteinem p53 a inhibuje
jeho funkci v indukci apoptozy (L. Y. Zhao et al., 2004). Ovliviiuje také aktivaci p53 pfi poskozeni
DNA. DAXX vaze ubikvitin ligazu Mdm?2, stabilizuje ji interakci s deubikvitinazou USP7 a podporuje
ubikvitinaci p53 proteinem Mdm?2 vedouci k degradaci p53. V reakci na posSkozeni DNA DAXX

35



disociuje od proteinu Mdm?2, ktery podstupuje autoubikvitinaci a degradaci, ¢imz je zvySena stabilita

p53 (J. Tang et al., 2006).

2.3.3.3 Regulace chromatinu

Komplex DAXX/ATRX a funkce DAXX jako histonového chaperonu

V komplexu s proteinem ATRX (alpha-thalassemia/mental retardation, X-linked) se DAXX
ucastni regulace struktury chromatinu. ATRX patii do proteinové rodiny SNF2 (sucrose non-fermenting
2), kterd zahrnuje faktory remodelujici chromatin za hydrolyzy ATP (Picketts, 1996). Mutace ATRX
jsou pri¢inou stejnojmenného syndromu, projevujiciho se o-talasémii a vyvojovymi abnormalitami
vCetné mentalni retardace. Tyto mutace ovliviiuji genovou expresi a methylaci DNA a vyskytuji se
prevazné v N-terminalni ADD doméné (ATRX-DNMT3-DNMT3L) a C-terminalni ATPazové doméné
(Gibbons et al., 2008). Doména ADD je dulezita pro interakci s histonem H3 trimethylovanym na lysinu
9 (H3K9me3) (Iwase et al., 2011). DAXX interaguje svou DHB doménou s DAXX-vazebnym motivem
(DBM) proteinu ATRX (Hoelper et al., 2017).

Protein ATRX se vyskytuje v bunééném jadie asociovany s pericentrickym heterochromatinem
a s PML télisky, do kterych je rekrutovan proteinem DAXX. ATRX asociovany s DNA se uplatiiuje pti
represi transkripce, tato funkce je inhibovana interakci s DAXX vedouci k relokalizaci ATRX do PML
télisek. Pro remodelaci chromatinu komplexem DAXX/ATRX je zasadni ATPazova aktivita ATRX
umoznujici presun ATRX podél DNA a naruseni interakci mezi DNA a histony (McDowell et al., 1999;
J. Tang et al., 2004; Xue et al., 2003).

K dalsimu objasnéni funkce komplexu DAXX/ATRX pfispél objev jeho interakce s H3.3,
nekanonickou variantou histonu H3. Od kanonickych histontt H3.1 a H3.2 se H3.3 li§i pouze péti (H3.1),
resp. Ctyfmi aminokyselinami (H3.2). Na rozdil od histoni H3.1 a H3.2, jejichz exprese je vazana
na S fazi bunécného cyklu a jsou vkladany do nukleozomt pfi probihajici replikaci DNA, je varianta
H3.3 exprimovana v pritbéhu celého bunécného cyklu a jeji inkorporace do nukleozomil je na replikaci
DNA nezavisla (shrnuto v Choi et al., 2024). Depozice H3.1 pfi replikaci DNA je zprostfedkovana
chaperonem CAF-1 (chromatin assembly factor 1), H3.3 je nezavisle na replikaci vkladan
do nukleozomil pomoci chaperonového komplexu HIRA (histone cell cycle regulator) (Tagami et al.,
2004) nebo DAXX/ATRX (Goldberg et al., 2010). V d¢licich se bunkach je mezi formami histonu H3
zastoupena varianta H3.3 ptiblizn€ z 20 %, v diferencovanych bunkach roste podil H3.3 na 90 % (Pina
& Suau, 1987). Nukleozomy s H3.3 jsou sestavovany napf. pii transkripci nebo opravach poskozeni
DNA. H3.3 se uplatiiuje v heterochromatinu pii represi transkripce souvisejici s histonovymi
modifikacemi, jako je hypoacetylace lysinu nebo trimethylace lysinu (shrnuto v Choi et al., 2024).
Chaperony HIRA a DAXX/ATRX sestavuji nukleozomy obsahujici H3.3 v odli$nych oblastech genomu.
Komplex HIRA vklada H3.3 do transkripéné aktivnich i neaktivnich gent, jeho aktivita mize byt
spojena s probihajici transkripci. Komplex DAXX/ATRX vklada H3.3 do oblasti heterochromatinu.
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V mysich embryonalnich kmenovych bunikach je aktivni pfedev§im v oblasti telomer, zodpovida
za represi transkripce nekodujici telomerické RNA (Goldberg et al., 2010).

Kromé inkorporace nové syntetizovanych histontt H3.3 do chromatinu nezavisle na replikaci
DNA byla popsana také recyklace stavajicich H3.3 pfi replikaci DNA. Na opétovném ukladani H3.3
do nukleozom@ béhem S faze se podileji slozky replikacniho aparatu — Mcm2 (minichromosome
maintenance complex component 2, podjednotka replikativni helikazy), katalyticka podjednotka DNA
polymerdzy a a podjednotky 3 a 4 DNA polymerazy €. Ur¢ity vyznam ma i protein DAXX, delece DAXX
vede ke snizenému pienosu ptivodniho H3.3 na replikovanou DNA (X. Xu et al., 2022).

Protein DAXX je schopen vkladat do nukleozomt heterotetramer H3.3/H4 jak v komplexu
s ATRX, tak samostatné. Funguje jako histonovy chaperon specificky pro H3.3 diky vazbé¢ tohoto
histonu prostiednictvim domény HBD. Ukladani H3.3 do chromatinu (napf. pericentrickych oblasti
nebo telomer) komplexem DAXX/ATRX je zavislé na vazbé H3.3 proteinem DAXX, zatimco ATRX je
dilezity pro remodelaci chromatinu, umoziuje posun nukleozoml obsahujicich H3.3 podél DNA
a muze také privadét DAXX do specifickych oblasti chromatinu, napf. telomer (Drané et al., 2010;
Lewis et al., 2010). ATRX je vazan na tandemové repetice vcetné sekvenci s vysokym zastoupenim
guaninovych nukleotidd tvoficich struktury G-kvadruplexu (Law et al., 2010). Pro selektivni interakci
DAXX s H3.3 je zasadni zvySeni stability jak histonu, tak chaperonu v misté jejich kontaktu.
Prostiednictvim domény HBD s Sesti a-helixy obklopuje DAXX 40 % povrchu histonového dimeru
H3.3-H4. V¢tsina tohoto povrchu se shoduje s histony H3.1 a H3.2. Klicové je rozpoznani malého
mnozstvi specifickych aminokyselinovych zbytkii H3.3, kterého se ucastni ,,coiled-coil* struktura
helixit al a a2 v HBD. Pii vyskytu DAXX jako volného monomeru je jeho HBD z vétSi casti
neuspotadana, vyssi stabilitu vykazuje pouze oblast helixii al a a2. Interakce s H3.3 vyvolava skladani
domény HBD a stabilizaci vSech tii sloZzek heterotrimeru DAXX/H3.3/H4 (DeNizio et al., 2014;
Elsésser et al., 2012; C.-P. Liu et al., 2012).

Ukladani H3.3 do chromatinu je regulovano PML télisky, do nichZ se nove syntetizovany histon
H3.3 premistuje v disledku interakce s DAXX. Protein PML se samostatné¢ nebo jako soucast
PML-NBs mize podilet na organizaci chromatinu heterochromatinovych domén, pericentrickych
oblasti a centromer. PML-NBs predstavuji mista akumulace dimeru H3.3-H4, komplexu DAXX/ATRX
a také proteinu HP1 (heterochromatin protein 1), reguluji sestavovani nukleozomt s H3.3 nezavisle
na replikaci DNA a tvorbu heterochromatinu (Corpet et al., 2014; Delbarre et al., 2013, 2017; Drané
etal.,, 2010). Dal§im proteinem, ktery jako soucast PML-NBs reguluje funkci DAXX/ATRX je
chromatin-vazebny protein DEK. DEK snizuje inkorporaci H3.3 do heterochromatinu komplexem
DAXX/ATRX a podporuje akumulaci H3.3 v PML-NBs. V embryonalnich kmenovych bunkach
podporuje asociaci ATRX s telomerami, vkladani H3.3 a udrzovani struktury chromatinu telomer,
v absenci DEK dochdzi kredistribuci H3.3 ztelomer do dalSich oblasti chromatinu vcetné
pericentrického chromatinu (Ivanauskiene et al., 2014). S proteinem PML souvisi také regulace vkladani

H3.3 do chromatinu béhem bunécného cyklu. Proteiny DAXX a PML jsou rekrutovany do oblasti
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heterochromatinu mechanismem zavislym na SUMOylaci. DAXX je v oblastech heterochromatinu
lokalizovan v prabéhu celého bunécéného cyklu. PML je asociovén s heterochromatinem v S fazi, kdy
potlacuje sestavovani nukleozomil obsahujicich H3.3 proteinem DAXX a mize se podilet na udrzovani
epigenetickych modifikaci pfi replikaci DNA (Shastrula et al., 2019).

SUMOylace pravdépodobné vyznamné ovliviiuje lokalizaci DAXX v heterochromatinovych
oblastech. Zatimco akumulace DAXX v PML-NBs je zprostfedkovana SUMO-1 i SUMO-2/3, pro
lokalizaci DAXX v centromerickych a pericentrickych oblastech je zasadni izoforma SUMO-2.
Centromerickd lokalizace DAXX je zprostfedkovana interakci s centromerovym proteinem CENP-B
modifikovanym SUMO-2. CENP-B a DAXX se podileji na udrzovani struktury heterochromatinu,
podporuji akumulaci proteinh HP1 a ATRX a vkladani H3.3 do chromatinu, zvySuji zastoupeni
modifikace H3K9me3 v cetromerach a jsou dulezité pro stabilitu genomu (Morozov et al., 2017). Pro
asociaci DAXX s pericentrickym heterochromatinem by mohla byt dtlezita interakce s ATRX, ktery
muze byt v pericentromerach lokalizovan napt. v disledku interakce s H3K9me3 nebo proteinem HP1
(Iwase et al., 2011).

Inkorporace H3.3 zprostfedkovana DAXX/ATRX neni omezena na centromeru, pericentricky
heterochromatin a telomery. V mysich embryonalnich kmenovych bunkach je ATRX vazan pievazné
na tandemové repetice, endogenni retrovirové sekvence (ERV) nebo CpG oblasti, tato mista se
vyznacuji vysokym zastoupenim histonu H3.3 a modifikaci H3K9me3 a H4K20me3 charakteristickych
pro heterochromatin. ATRX se také ucCastni vkladani H3.3 do chromatinu umlcovanych alel
imprintovanych genti. Depozice H3.3 prostfednictvim ATRX probiha pfednostné na methylované DNA,
podporuje histonové modifikace H3K9me3 a podili se tak na wudrzovani konstitutivniho
heterochromatinu (Voon et al., 2015). DAXX a ATRX se rovnéz podileji na ochrané€ pied replikacnim
stresem zpiisobenym strukturami G-kvadruplext, pro tuto funkeci je dilezita depozice H3.3 a helikdzova
aktivita ATRX. ATRX patrné rozvoliiuje strukturu G-kvadruplexu, kterd pfedstavuje prekazku
pti replikaci DNA, v komplexu s DAXX ukladd H3.3 do chromatinu, podporuje modifikaci H3K9me3
katalyzovanou histon methyltransferdizou SETDB1 (SET Domain, Bifurcated 1) a formovani
heterochromatinu (Teng et al., 2021). Komplex DAXX/ATRX je dualezity pro udrzovani struktury
chromatinu a stability genomu, narusena funkce komplexu DAXX/ATRX muze byt pfi¢inou vzniku
nadorii. Mutace DAXX a ATRX jsou napf. spojeny s chromozomalni nestabilitou a alternativnim
prodluzovanim telomer (mechanismus udrzovani telomer nezavisly na aktivité telomerazy) u pacientti

s pankreatickymi neuroendokrinnimi nadory (Marinoni et al., 2014).

Funkce DAXX nezavislé na ATRX

DAXX muze fungovat také nezavisle na ATRX (viz Obr. 7). Zatimco v komplexu s ATRX se
ucastni represe gend a ovliviiuje strukturu chromatinu telomer, nezavisle na ATRX mize DAXX
v mySich embryonalnich kmenovych bunkach plsobit napt. pii umlcovani ERV, transponovatelnych

elementi obsahujicich dlouhé terminalni repetice (LTR). DAXX interaguje s korepresorem KAP1
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(KRAB-associated protein 1) a enzymem SETDBI1. K umlcovani ERV pravdépodobné pfispiva jak
korepresorovy komplex DAXX/KAP1/SETDBI, tak H3.3 (Elsésser et al., 2015). Inkorporace H3.3
do chromatinu neni nezbytnd pro funkci DAXX vumlcovani ERV, role H3.3 miZze spocivat
ve stabilizaci DAXX. Pro uml¢ovani ERV by mohla mit spolu s methylaci histon enzymem SETDB1
vyznam také interakce DAXX s HDAC1 (Hoelper et al., 2017). Podobnym zpiisobem, zahrnujicim
interakci s enzymem SETDBI a KAP1, se DAXX podili na udrzovani struktury centromerického
chromatinu. Vazba H3.3 ma opét vyznam pro zvyseni stability proteinu DAXX (Pinto et al., 2024).

DAXX se dale ucastni formovani heterochromatinu indukci methylace histont pfed jejich
inkorporaci do nukleozomti. Véaze nové syntetizované histony H3.3-H4 a podporuje katalyzu
trimethylace H3K9me3 methyltransferazami SETDB1 a SUV39H1 (suppressor of variegation 3-9
homolog 1). Schopnost DAXX podporovat modifikaci H3K9me3 je zavisla na interakcich SUMO-SIM
a nezavisla na ATRX (Carraro et al., 2023).

Kromé ATRX interaguje DAXX také s dalSim chromatin remodela¢nim faktorem s ATPazovou
aktivitou, proteinem BRGI1 (Brahma-related gene-1). Disledkem interakce s DAXX je snizeni

transkripce gentl regulovanych BRG1 (Svadlenka et al., 2016).

y
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Obr. 7: Funkce DAXX v komplexu s proteinem ATRX a nezavislé na ATRX. DAXX mize fungovat nejméné
ve dvou komplexech lisicich se funkci a slozenim. Funkei komplexu tvofeného DAXX, ATRX a histony H3.3-H4
je sestavovani nukleozomii obsahujicich H3.3 v telomerach, pericentrickych oblastech a chromatinu
imprintovanych gend. Druhy komplex je slozen z DAXX, H3.3-H4, KAP1 (KRAB-associated protein 1), histon
methyltransferazy SETDBI a histon deacetylazy (HDAC), uplatiiuje se pfi represi endogennich retrovirti (ERV)
v mySich embryonalnich kmenovych bunkach. Tento komplex pravdépodobné reguluje také centromericky
chromatin a miize mit dalsi funkce, které zatim nebyly popsany (?). Pro funkci obou komplexi je dilezita vazba
H3.3 proteinem DAXX. Pfevzato z Hoelper et al., 2017, upraveno.

2.3.3.4 Funkce DAXX jako chaperonu

Kromé znamé funkce DAXX jako histonového chaperonu mize DAXX fungovat jako
molekularni chaperon napoméahajici proteinim zaujmout nativni konformaci nové popsanym zptsobem.
Na rozdil od vétsiny chaperonil je jeho funkce nezévisla na ATP a funguje jako monomer. DAXX brani
agregaci proteintl, solubilizuje proteinové agregaty a rozbaluje Spatné sbalené proteiny. Mezi tyto

proteiny patii napt. p53 a jeho antagonista, ubikvitin ligdza Mdm2. K rozpoznavani $patné sbalenych
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proteinii pravdépodobné pfispivaji elektrostatické interakce acidické oblasti DAXX s bazickymi
aminokyselinami cilovych proteini. Podobna funkce byla zjisténa také u dalSich proteint obsahujicich
oblast s vysokym zastoupenim Asp a Glu, coz naznacuje, Ze tyto proteiny by mohly piedstavovat novy

typ chaperonil nezavislych na ATP (L. Huang et al., 2021).

2.3.4 Role proteinu DAXX a PML télisek pri virové infekci

Podobneé jako dalsi proteiny PML-NBs, také protein DAXX mutize vyznamné ovliviiovat virovou
infekci, a to jak pozitivné, tak negativné. U nekterych virli se vyvinuly mechanismy, jak funkci DAXX
inhibovat nebo pozménit. V nasledujicim textu je popsan vyznam proteinu DAXX pro infekci

vybranymi DNA viry.

Herpesviry

Uloha PML t&lisek a jejich jednotlivjch komponent byla nejvice zkoumana v kontextu
herpesvirové infekce. Proteiny PML, DAXX a Sp100 funguji nezavisle na sob¢ jako restrikéni faktory
virové infekce, kombinace jejich aktivity pfispiva k potlaceni exprese virovych genli a omezeni
replikace napt. viru HSV-1 nebo HCMV (Glass & Everett, 2013).

V jadre bunék infikovanych HSV-1 jsou v blizkosti virovych genomt akumulovany proteiny
PML, DAXX a Sp100 za ucasti motivu SIM téchto proteini, v piipad¢ proteinu PML je klicova jeho
SUMOylace. V blizkosti virovych genomi se vyskytuji také izoformy SUMO-1/2/3 a SUMO E3 ligaza
PIAS2p (protein inhibitor of activated STAT?2), coz naznacuje probihajici SUMOylaci v téchto mistech.
Proteiny DAXX a Sp100 mohou prostfednictvim interakce se SUMOylovanymi proteiny obklopovat
virové genomy i v nepfitomnosti PML (Cuchet-Lourengo et al., 2011; Everett et al., 2006). Také protein
ATRX se v dusledku interakce s DAXX piesouva do bezprostredni blizkosti virovych genomu kratce
po jejich vstupu do jadra. Komplex DAXX/ATRX ptispiva k potlaceni genové exprese a replikace
HSV-1 (Lukashchuk & Everett, 2010). Virovy genom je po vstupu do jadra uspotfadan do struktury
chromatinu. ATRX nema vliv na pocate¢ni formovani virového chromatinu, podporuje ale udrzovani
modifikace H3K9me3 a stabilniho virového heterochromatinu v pribéhu infekce. Pii infekci HSV-1 se
také mohou projevovat funkce DAXX nezavislé na ATRX. Zatimco v komplexu s ATRX ptisobi DAXX
represi virové transkripce, po degradaci ATRX by mohl potencidlné podporovat virovou transkripci
a replikaci. V bunkach ATRX KO vede potlaceni exprese DAXX ke snizeni transkripce pozdniho genu
pro glykoprotein B HSV-1 (Cabral et al., 2018).

Ve strukturach tvorenych proteiny PML télisek je akumulovan také bezprostiedné ¢asny virovy
protein ICPO, a to nezavisle na pritomnosti PML (Everett et al., 2006). ICPO je E3 ubikvitin ligaza, spolu
s E2 konjuga¢nim enzymem UbcH5a vyvolava degradaci PML (H. Gu & Roizman, 2003). Vykazuje
vlastnosti StUbL (SUMO-targeted ubiquitin ligase) — rozpoznava SUMOylované proteiny a indukuje
jejich degradaci ubikvitin-proteazomalni drahou. Motiv SIM proteinu ICPO pfispivd k degradaci

40



restrikénich faktort a stimulaci lytické infekce i reaktivaci z latence. ICPO je vSak schopen indukovat
také degradaci proteinti bez SUMO modifikace (Boutell et al., 2011).

Komplex DAXX/ATRX také miize hrat roli v ustanoveni latence (Lukashchuk & Everett,
2010). Charakteristickym znakem latentni infekce HSV-1 je tvorba PML-NBs obsahujicich virovou
DNA (vDCP-NBs, viral DNA-containing PML-NBs). Tyto struktury obsahuji H3.3 spolu s histon
chaperonovymi komplexy HIRA a DAXX/ATRX. Virovy genom je zde v podobé chromatinu s vysokym
zastoupenim histond H3.3 s modifikaci H3K9me3, virova transkripce je umlcena. Na utvafeni
chromatinu s H3.3 se podili DAXX/ATRX i HIRA, vyznamn4 je také uloha PML. V nepiitomnosti PML
neni komplex DAXX/ATRX v kontaktu s virovym genomem, vysledkem je sniZzend inkorporace H3.3.
Naruseni vDCP-NBs proteinem ICPO podporuje obnoveni virové transkripce a reaktivaci z latence

(Cohen et al., 2018).

V prubéhu lytické i latentni infekce HCMV dochazi k asociaci kanonickych histontt H3.1/2
a nekanonickych histontit H3.3 s virovou DNA nezavisle na virové transkripci a replikaci genomu
(Albright & Kalejta, 2016). Protein DAXX se podili na umlCovani virové transkripce béhem lytické
replikace HCMV. Kratce po infekci DAXX interakei s histon deacetyldzami reguluje formovani
transkripéné neaktivniho chromatinu v oblasti promotoru MIEP a omezuje expresi bezprostfedné
casnych (IE) gent potfebnych pro iniciaci lytického cyklu HCMV (Hwang & Kalejta, 2007; Woodhall
et al., 2006). K represi transkripce IE gent ptispiva také protein ATRX (Lukashchuk et al., 2008).

Proti transkripéni represi virovych genti zprostfedkované DAXX a ATRX puisobi virovy protein
pp71. Protein pp71 je soucasti virového tegumentu, kratce po infekci vstupuje do jadra, kde zptsobuje
disociaci ATRX a pozdéji i DAXX z PML-NBs (Lukashchuk et al., 2008). Indukuje proteazomalni
degradaci DAXX mechanismem nezavislym na ubikvitinaci a umoziuje tak zahajeni lytického
replika¢niho cyklu (Hwang & Kalejta, 2007; Saffert & Kalejta, 2006). Protein pp71 také zpisobuje
SUMOylaci DAXX, vyznam tohoto procesu pro virovou infekci vSak zlstava neobjasnény (Hwang
& Kalejta, 2009).

Navzdory ptredpokladané funkci DAXX jako restrikéniho faktoru HCMV byl v nedavné studii
popsan pozitivni vliv DAXX na expresi bezprostfedné ¢asnych a ¢asnych geni HCMV v endotelidlnich
bunikach. Infekce HCMV zde zptsobovala ztratu SUMOylovaného PML a rozpad PML-NBs. Proteiny
PML a Sp100 mély v souladu s represivni funkci PML-NBs negativni vliv na expresi virovych gent,
protein DAXX vykazoval opa¢ny efekt. Funkce DAXX se muze 1iSit v zavislosti na bunééném typu, pii
infekci fibroblasti byl shodné s pfedchozimi studiemi pozorovan negativni vliv DAXX na expresi
virovych gent (Seitz et al., 2022).

Vliv DAXX na latentni infekci HCMV je dosud nejasny. Béhem latence DAXX podporuje
vkladani H3.3 do transkripén€ neaktivnich oblasti genomu, mohl by se zde tedy uplatiiovat
mechanismus podobny represi [E genti v lytické fazi infekce (Albright & Kalejta, 2016). Spolu s HDAC

DAXX potlacuje transkripci IE gentli v experimentalnich modelech latence HCMV in vitro. Podporuje
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ustanoveni latence v nepermisivnich bunkach, kde by jinak dochéazelo k abortivni infekci. Jeho funkce
neni inhibovana proteinem pp71 pfitomnym v tegumentu, protoze tento protein v nediferencovanych
buiikach zistdva v cytoplazmé a nemiize indukovat degradaci DAXX. Nové syntetizovany pp71
v téchto buitkach vstupuje do jadra (Saffert et al., 2010; Saffert & Kalejta, 2007). Podle dalsi studie
proteiny PML, DAXX a Sp100 ptsobi jako restrikéni faktory pii lytické infekci a reaktivaci latentniho
viru, ustanoveni latence vSak pravdépodobné vyznamné neovliviiuyji. Zatimco pfi infekci
nediferencovanych monocyti nebyl pozorovan vliv PML, DAXX ani Spl100 na expresi [E gent
a ustanoveni latence, knockdown PML, DAXX a Sp100 podporuje expresi IE gend pfi reaktivaci
latentniho HCMV spojené s diferenciaci monocytl a pii lytické infekci makrofagh (Wagenknecht et al.,
2015).

U nékterych virti se vyvinuly mechanismy, jak pozménit funkci DAXX a dal$ich soucasti
PML-NBs ve sviij prospéch. Ptikladem je virus EBV, ktery inhibuje funkci komplexu DAXX/ATRX
a vyuziva DAXX pro ustanoveni latence. Komplex DAXX/ATRX negativné reguluje expresi virovych
genl v Casné fazi primarni infekce B-lymfocytd, knockdown ATRX vede ke zvySeni exprese genti
spojenych s ustanovenim latence. DAXX/ATRX také brani reaktivaci latentniho viru.

Proti funkci DAXX/ATRX piisobi virovy protein BNRF1, ktery je soucéasti tegumentu EBV.
Obsahuje DAXX interakéni doménu (DID), pomoci niz vaze HBD proteinu DAXX a histony H3.3-H4.
V disledku interakce s DAXX je BNRF1 lokalizovan v PML-NBs, nahrazuje ATRX v komplexu
s DAXX a zpusobuje disociaci ATRX z PML-NBs. BNRF1 tak brani asociaci komplexu DAXX/ATRX
s virovou DNA, snizuje depozici H3.3, zvySuje zastoupeni modifikace H3K4me3 spojené s aktivaci
transkripce a podporuje expresi geni EBV potiebnych pro pfechod do latence. Interakce BNRF1
s DAXX umoziuje selektivni aktivaci transkripce latentnich genti spojenou s proliferaci a imortalizaci
B-lymfocytti (H. Huang et al., 2016; K. Tsai et al., 2011, 2014). Na rozdil od jinych herpesvirovych
proteinti véetné ICPO viru HSV-1 a pp71 viru HCMV, které piekonéavaji obrannou funkci PML télisek
mechanismy zahrnujicimi degradaci proteinti, BNRF1 nezpiisobuje degradaci PML, DAXX ani ATRX
(K. Tsai et al., 2011).

Proteiny PML télisek vCetné komplexu DAXX/ATRX ptedstavuji vyznamné restrik¢ni faktory
herpesvirové infekce. U zastupct naptic Celedi Herpesviridae se vyskytuji proteiny inhibujici restrikéni
mechanismy PML-NBs, tyto proteiny jsou funkéné zameénitelné. Bylo prokazano, ze protein BNRF1
viru EBV dokaze nahradit funkci herpesvirovych proteinti ICP0O a pp71 a zajistit tak efektivni genovou

expresi a replikaci HSV-1 a HCMV (Y. Lu et al., 2016).

Adenoviry

Genova exprese a replikace Ad5 je negativné regulovana komplexem DAXX/ATRX nezavisle
na lokalizaci v PML-NBs a funkénim SIM proteinu DAXX. ATRX se vaze na virové promotory
apfivadi k nim protein DAXX, komplex DAXX/ATRX pak vklada H3.3 do nukleozomi
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v adenovirovych promotorech a utvaii kondenzovany transkripcné neaktivni chromatin. DAXX sam
o0 sob€ nema vliv na replikaci AdS5, jeho antivirové ptisobeni je zavislé na interakci s ATRX (Schreiner
etal., 2010, 2013).

Pro zajisténi replikace AdS je dilezity ¢asny protein E1B-55K (early region 1B 55-kDa protein),
ktery vaze ATRX a spolu s E4orf6 (early region 4 open reading frame protein 6) a bunéénymi proteiny
sestavuje komplex E3 ubikvitin ligazy. ATRX je degradovan ubikvitin-proteazomovym systémem
(Schreiner etal., 2013). E1B-55K interaguje také s DAXX a indukuje jeho degradaci, na rozdil od ATRX
neni degradace DAXX z4avisla na E4orf6 (Schreiner et al., 2010), je regulovana bunéénym proteinem
RNF4 (RING-finger protein 4), ktery patii mezi E3 ubikvitin ligdzy rozpoznéavajici SUMOylované
proteiny (STUbL). SUMOylovany protein E1B-55K vdze DAXX a podporuje jeho interakci s RNF4.
DAXX je ubikvitinovan a nasledné degradovan pomoci proteazomu. Degradaci proteinu DAXX
podporuje RNF4 transkripci adenovirovych gent a replikaci viru (Miincheberg et al., 2018).

Represi transkripce zprostfedkované proteinem DAXX brani také kapsidovy protein VI, ktery
je akumulovan v jadfe v blizkosti PML-NBs, vaze DAXX, zpiisobuje jeho uvolnéni z PML télisek
a relokalizaci do cytoplazmy. Prekonani represe zprostfedkované DAXX vyzaduje motiv proteinu VI
pro interakci s ubikvitin ligaizami. Vysledkem je exprese proteinu El1A, ktery je dulezitym

transaktivatorem adenovirovych gent (Schreiner et al., 2012).

Také dalsi virovi antagonisté DAXX, mezi n¢z patfi pp71 viru HCMV a minoritni kapsidovy
protein L2 viru HPV, aktivuji expresi adenovirového E1A. Stejné tak adenovirovy protein VI stimuluje
expresi z cytomegalovirového promotoru. Je ziejmé, Ze inhibice represivni funkce DAXX ptedstavuje

zpiisob pfekonani bunééné obrany spolecny pro vetsi mnozstvi DNA viri (Schreiner et al., 2012).

Papilomaviry

Na rozdil od vyse zminénych virti, u nichz prevazoval negativni vliv DAXX na infekci, DAXX
podporuje transkripci a replikaci genomu lidskych papilomavird (HPV). Replikace papilomavirové
DNA probihd v tésné blizkosti PML-NBs, proteiny DAXX a PML v builkdch U20S castecné
kolokalizuji s virovou DNA a proteinem E2, ktery se t€astni replikace virového genomu. Knockdown
DAXX vede ke snizené transkripci Casnych genti a snizené replikaci DNA HPV11 a HPV18 (Kivipold
et al., 2015). Minoritni kapsidovy protein L2 viru HPV33 zplsobuje reorganizaci PML-NBs. Jeho
C-terminalni oblast obsahuje doménu pro lokalizaci v PML-NBs a interakci s DAXX. Po asociaci
s PML-NBs zpisobuje L2 uvolnéni Sp100, a naopak zvySuje zastoupeni DAXX v PML-NBs. L2
interaguje s DAXX nezavisle na PML, predpoklada se tvorba komplexu DAXX a L2 v nukleoplazmé
a nasledna akumulace tohoto komplexu v PML-NBs (Becker et al., 2003; Florin et al., 2002). Byla také
popsana interakce DAXX s onkoproteiny E6 a E7 viru HPV16, které mohou inhibovat proapoptotické
pusobeni DAXX prostfednictvim regulace drahy DAXX/INK (Ding et al., 2023; S. Tang et al., 2020).
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Role PML-NBs v polyomavirové infekci

Vyznam proteinu DAXX pro polyomavirovou infekci dosud nebyl objasnén. Zda se, Ze
replikace riznych zastupct celedi Polyomaviridae v bunéném jadie je uzce spjata s PML-NBs. Znamé

interakce polyomavirii s PML-NBs jsou shrnuty v nasledujicim textu.

SV40 je jednim z prvnich viri, u nichz byla objevena lokalizace jejich genomu v blizkosti
PML-NBs. Replikace genomu SV40 v blizkosti PML télisek nezpiisobuje zménu jejich struktury (Ishov
& Maul, 1996). Na rozdil od replikace DNA, ktera probiha v blizkosti PML-NBs, neni transkripce SV40
vazana na PML-NBs. Vyzkum ukazal, Ze pro asociaci virového genomu s PML-NBs je nezbytna
pritomnost pocatku replikace a LT antigenu a dochazi k ni pii aktivni replikaci polyomavirové DNA
(Jul-Larsen et al., 2004; Q. Tang et al., 2000). Snizeni exprese PML v buiikach transfekovanych
plazmidem obsahujicim genom SV40 neovlivnilo hladinu LT, tvorbu replikacnich center ani replikaci
virové DNA (Jul-Larsen et al., 2004). V rozporu s piedchozi studii byl také pozorovan pokles replikace
DNA SV40 v buiikach se snizenou expresi PML. Pozitivni vliv PML-NBs na replikaci by mohl souviset
s jejich funkei v regulaci DDR (Boichuk et al., 2011). LT antigen SV40 kolokalizuje s PML a slozkami
DDR, mezi které patii komplex MRN (Mrel1-Rad50-Nbs1) a protein Rad51 (Boichuk et al., 2010).
PML-NBs se ucastni oprav poskozeni DNA, PML je dilezity pro akumulaci proteinti regulujicich
opravy DNA, vcetné rekombindzy Rad51, ktera se podili na opravach dvoufetézcovych zlomti pomoci
homologni rekombinace. LT tak miize lokalizaci v blizkosti PML-NBs zaji§tovat interakci s Rad51
a dalsimi proteiny DDR, které jsou potifebné pro efektivni replikaci DNA SV40 (Boichuk et al., 2010,
2011).

Také replikacni centra BKPyV se nachazeji v tésné blizkosti PML-NBs (Jul-Larsen et al.,
2004). Infekce BKPyV nema vyznamny vliv na expresi hlavnich komponent PML-NBs, proteini PML,
DAXX a Sp100, ackoliv v piipad¢ proteinu DAXX byl pozorovan mirny narust exprese v infikovanych
bunkach. Dochazi vSak ke zvétseni PML-NBs a sniZeni jejich poctu a také uvolnéni proteintit DAXX
a Sp100 z télisek. SUMO-1 zustava v prabéhu infekce asociovany s PML. S postupem infekce se PML
téliska dale zvétsuji. V soucasné dobé neni znamy mechanismus ani funkce téchto zmén PML-NBs.
V casné fazi infekce kolokalizuje LT s PML-NBs, v pozdni fazi infekce byl pozorovan vyskyt virové
DNA v blizkosti PML télisek. Protein DAXX v prubéhu infekce kolokalizuje se shluky LT. Bylo
zji$téno, Ze pro reorganizaci PML-NBs neni dostacujici LT antigen, je nutné zahdjeni replikace virového
genomu. Knockdown PML zptisobil cca 50% pokles hladiny LT, produkce virového potomstva nebyla
vyznamné ovlivnéna. Piestoze infekce BKPyV neni vyrazné ovlivnéna PML télisky, ukéazalo se, ze
BKPyV podporuje replikaci viru HSV-1 s deleci ICPO, pravdépodobné tedy reorganizace PML-NBs BK
polyomavirem piedstavuje zptisob inaktivace bunétné obrany proti virové infekci (Jiang et al., 2011).

Zmény PML-NBs v pribéhu infekce BKPyV byly zkoumény v nedavné studii zaméfené

na mikroskopickou analyzu infekce BKPyV na trovni jednotlivych bunék. Byla pozorovana znacna
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heterogenita odpovédi bunc¢k na infekci. Celkové byl vramci bunck pozitivnich na LT antigen
ve srovndni s neinfikovanymi buiikami snizeny pocet PML-NBs, jednotlivé buiiky s podobnym
mnozstvim LT antigenu se vSak lisily intenzitou signalu PML, poctem a velikosti PML-NBs (Procario
et al., 2023). Vysledky podpofily ptedchozi poznatek, ze spiSe nez vlivem LT mohou byt zmény
PML-NBs vysvétleny pfimym vlivem replikace virového genomu na PML-NBs (Jiang et al., 2011).
Dal$im navrzenym vysvétlenim zmén PML-NBs je nepfimy vliv viru napf. prostiednictvim interakci

s DDR (Procario et al., 2023).

Casné i pozdni kroky infekce JCPyV jsou spojeny s PML-NBs. LT antigen vytvati shluky
v mistech pfilehlych k PML téliskiim obsahujicim proteiny PML, DAXX a Sp100. Virovy genom je
replikovan v blizkosti PML-NBs, JCPyV také vyuzivd PML-NBs jako misto akumulace kapsidovych
proteinit VP1, VP2 a VP3 a sestavovani virionti (Gasparovic et al., 2009; Shishido-Hara et al., 2004,
2008). V lidskych gliovych bunkach infikovanych JCPyV bylo pozorovano zvétseni PML télisek
a snizeni jejich poctu. Protein VP1 byl lokalizovan na povrchu PML-NBs (Shishido-Hara et al., 2012).
Produkce viriont je spojena se zvétSovanim PML télisek, s postupem infekce dochazi k jejich rozpadu
(Shishido-Hara et al., 2014). PML-NBs maji vyznam pro patogenezi progresivni multifokalni
leukoencefalopatie pti infekci JCPyV. Interakce JCPyV s PML-NBs a produkce viriond spojena
s rozpadem PML-NBs by mohly mit vliv na degeneraci oligodendrocyti, demyelinaci a rozvoj
progresivni multifokalni leukoencefalopatie (Shishido-Hara et al., 2008).

Zda se, ze PML-NBs by mohla negativné regulovat transkripci JCPyV. Snizeni hladiny PML
podporuje virovou transkripci, zvySena exprese PML a asociace LT s PML-NBs vyvolana pisobenim
IFN-B ma opacny efekt (Gasparovic et al., 2009).

JCPyV je jedinym polyomavirem, u kterého byl objeven protein zplsobujici reorganizaci
PML-NBs a potencidlni naruSeni jejich funkce v obran¢ proti virové infekci. Nové charakterizovany
protein ORF4 (open reading frame 4), vznikly alternativnim sestfihem pozdniho transkriptu, interaguje
s PML-NBs a zptsobuje zménu jejich uspofadani. Jeho sekvence je shodna s C-termindlni ¢asti VP1
a obsahuje jaderny lokalizacni signal. ORF4 kolokalizuje s PML, DAXX a ATRX, ne vSak s Sp100.
Absence Spl100 v PML-NBs v pfitomnosti ORF4 naznacuje mozny vliv ORF4 na uvolnéni Sp100
z télisek, pfipadné¢ jeho degradaci. Vzhledem k pozorovanému poklesu replikace DNA JCPyV
v disledku mutace ORF4 by tento protein mohl zmirnovat antivirové u¢inky PML-NBs.

Podobny otevieny ¢teci ramec se nachazi také v genomu BKPyV. Po transfekci bunék vektorem
obsahujicim sekvenci kodujici ORF4 BKPyV byla pozorovana kolokalizace tohoto proteinu s PML
a reorganizace PML-NBs (Saribas et al., 2023).

Také pti infekci MCPyYV je LT lokalizovan v blizkosti PML-NBs obsahujicich PML, DAXX
a Sp100. Infekce MCPyV zpuisobuje nartst poctu a velikosti PML-NBs. Prestoze ve vétsin€ bunék se
pii replikaci MCPyV protein Sp100 nadale vyskytoval ve zvétSenych PML-NBs, pfiblizné ve 30 %
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bunck nebyl Sp100 detekovan. Reorganizace PML-NBs je zavisla na replikaci virové DNA. Proteiny
PML a DAXX nemaji vliv na replikaci MCPyV, zvySena replikace MCPyV pfi potlaceni exprese Sp100
naopak poukazuje na funkci Sp100 jako restrikéniho faktoru MCPyV (Neumann et al., 2016).

V bunkach infikovanych MPyV kolokalizuji v blizkosti PML-NBs LT antigen, virovd DNA
a bunécny protein MRE11 (meiotic recombination 11 homolog), ktery je soucasti komplexu MRN
ucastniciho se oprav dvoufetézcovych zlomi DNA. V mysich fibroblastech 3T3 a MEF byla 28 hpi
pozorovana zvétSena PML téliska, nebyla vSak pozorovana piestavba télisek jako napt. v burikdch
infikovanych BKPyV. Knockout PML nemél vliv na lokalizaci LT, virové DNA a MRE11 ani produkci
infek¢nich virovych ¢astic (Erickson et al., 2012).
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3 Cile prace

Vyzkum Laboratofe virologie Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy se soustfedi mimo jiné na roli
jadernych télisek PML a s nimi spojenych chaperond histonu H3.3, kterymi jsou DAXX a HIRA,
pti infekci mySim polyomavirem. DAXX je jednim z proteini jadernych télisek PML, které byly
identifikovany jako restrik¢ni faktory mnoha virti. Ukazuje se vSak, ze DAXX a dalsi slozky PML télisek
mohou mit také pozitivni vliv na virovou infekci. Replikace polyomavirové DNA v bunééném jadie
probiha v blizkosti jadernych télisek PML a proteinu DAXX, v nékterych ptipadech je spojena
se zménami struktury a slozeni téchto télisek. Pfi infekci bunék mysim polyomavirem nebo BK
polyomavirem byla popsana kolokalizace proteinu DAXX s virovymi replika¢nimi centry. Vyznam

proteinu DAXX pro prubeh infekéniho cyklu polyomavirt dosud nebyl objasnén.

Cile prvni ¢asti diplomové praci byly nésledujici:

e Charakterizovat vliv proteinu DAXX na infekci MPyV
o Urcit vliv proteinu DAXX na replikaci virové DNA
o Ur¢it vliv proteinu DAXX na virovou transkripci
o Ur¢it vliv proteinu DAXX na pocet bun¢€k infikovanych MPyV

e Pfipravit bunécnou linii pro studium vlivu proteinu DAXX na infekci BKPyV
o Charakterizovat fenotyp dostupnych linii U20S DAXX KO
o Provést deleci genu DAXX v buiikach HEK293 pomoci systému CRISPR/Cas9
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9)

Dalsim vyzkumnym tématem Laboratote virologie je charakterizace interak¢nich partnerii LT antigenu
MPyV a jejich vlivu na virovou infekci. LT antigeny polyomavird jsou dilezité regulacni proteiny,
jejichz funkce je nezbytna pro Gspésnou replikaci viru. Prostfednictvim interakci s bunéénymi proteiny
reguluji LT antigeny mnoho procesii véetné drah signalni transdukce, mezi které patii MAP kinazové
signalni kaskady. Bylo identifikovano mnoho bunécnych interak¢nich partnerti polyomavirovych LT

antigent, funkce téchto interakci je vSak ¢asto neznama.

Cile druhé ¢asti diplomové prace, tykajici se interakénich partnerti LT antigenu MPyV se zaméfenim
na kinazu MKK3 a p38 MAP kinazovou drahu, byly nasledujici:
e Sledovat vzajemnou lokalizaci LT antigenu MPyV a jeho potencialnich interak¢nich partnert
v infikovanych burikach
e Charakterizovat roli kinazy MKK3 pfi infekci MPyV
o Sledovat vzdjemnou lokalizaci MKK3 a LT v infikovanych bunkach a neinfikovanych
bunkach exprimujicich LT
o Urc¢it vliv infekce MPyV na hladinu kindzy MKK3 a aktivaci MAP kinazy p38
o Urc¢it vliv snizené exprese MKK3 na prib¢h infekce MPyV
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1

Bunééné linie

Mysi bunécné linie

MEF - priméarni linie mysich embryondlnich fibroblasti (Lonza; M-FB-481)

MEF Daxx Tet-On — linie MEF s tetracyklinem inducibilni expresi Daxx (systém Tet-On)
a selekénim markerem v podobé genu pro rezistenci k blasticidinu, poskytnuta Ladislavem
Andérou (Ustav molekularni genetiky AV CR)

NIH/3T3 — linie odvozena od mysich embryondlnich fibroblastti (ATCC; CRL-1658)

3T6 — linie odvozena od mysich embryonalnich fibroblastii (ATCC; CCL-96)

3T6MT — linie 3T6 se stabilni expresi MT antigenu mysiho polyomaviru, pfipravena L. Hykou
(Hyka, 2019)

Lidské bunécné linie

4.1.2

4.1.3

4.14

U20S — linie odvozena od nadorovych buné€k osteosarkomu
U20S DAXX KO (klony ¢. 79, 80, 81) — bunky linie U20S s inaktivovanym genem DAXX,
poskytnuty Ladislavem Andérou (Ustav molekularni genetiky AV CR)

HEK?293 - linie odvozena z bun¢k embryonalnich ledvin, imortalizovana integraci fragmentu

genomu adenoviru 5 (ATCC; CRL-1573)

Bakterialni kmen

Escherichia Coli XL1-Blue (Agilent), chemicky kompetentni, genotyp: recAl endA1 gyrA96
thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB lacl’ ZAM15 Tn10 (Tet")]

Virus

MPyV — mysi polyomavirus, kmen A3
Média pro savéi bunééné kultury

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium — high glucose; Sigma-Aldrich)

Kompletni médium DMEM — DMEM, 10% (v/v) FBS (fetalni bovinni sérum; Sigma-Aldrich)
Kompletni médium DMEM s antibiotiky — DMEM, 10% (v/v) FBS, smés antibiotik pro tkanové
kultury (viz 4.1.7, Antibiotika)

Kompletni médium DMEM pro kultivaci MEF Daxx Tet-On — DMEM, 5% (v/v) FBS, smés
antibiotik pro tkanové kultury, blasticidin 10 pg/ml

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)

Opti-MEM™ [ (Gibco)
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4.1.5

4.1.6

oprezervacni médium — DMEM, 20% (v/v) FBS, 10% (v/v) DMSO (dimethylsulfoxid
Kryop , (v/v) FBS, (v/v) ( y )

Média pro bakterialni kultury

Millerovo LB (lysogeny broth) médium (Sigma-Aldrich): 1% (w/v) pepton, 0,5% (W/v)
kvasni¢ny autolyzat, 1% (w/v) NaCl

LB agar: 1% (w/v) pepton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny autolyzat, 1% (w/v) NaCl, 1,5% (w/v) agar
SOC médium (Super Optimal broth with Catabolite repression): 2% (w/v) pepton, 0,5% (w/v)
kvasni¢ny autolyzat, 20mM glukoéza, 10mM NacCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCl,, 10mM MgSO4

Chemikalie a roztoky

Abberior Mount Liquid Antifade (Abberior)
Agardza (Amresco)
Aprotinin (Sigma-Aldrich), vysledna koncentrace 2 pg/ml
APS (peroxodisiran amonny; Serva)
Blokovaci roztok pro imunofluorescenci — 0,25% (w/v) BSA (bovinni sérovy albumin), 0,25%
(w/v) zelatina v PBS (fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku)
Blokovaci roztok pro western blot — 5% (w/v) roztok suSeného odtu¢néného mléka v PBST
(PBS s Tween®20)
Blotovaci pufr (Towbin buffer; pH 8,3) — 25mM Tris, 192mM glycin, 20% (v/v) methanol
B-pufr — 10mM Tris-HCI (pH 7,4), 150mM NacCl, 0,01mM CacCl,
CsCl (Carl Roth)
DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) — roztok v PBS o koncentraci 1 pg/ml
DMSO (Sigma-Aldrich)
dNTPs (ANTP PCR Mix, 10mM; Serva)
DPBS (BioWhittaker™ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline without Ca and Mg; Lonza)
elektroforeticky pufr pro SDS-PAGE (pH 8,3) — 25mM Tris, 192mM glycin, 0,1% (w/v) SDS
(dodecylsiran sodny)
Ethanol (96%; Lach-Ner)
Fixacni roztok — 4% (w/v) paraformaldehyd (Sigma-Aldrich) v PBS
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)
Glycerol (Lach-Ner)
Chemiluminiscenéni roztoky
o Roztok A: 0,1M Tris-HCI (pH 8,5), 2,5mM luminol, 0,36mM kyselina p-kumarova
o Roztok B: 0,1M Tris-HCI (pH 8,5), 0,03% (w/v) H,0O»
Inhibitory proteaz — cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche), 25x koncentrovany

roztok
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4.1.7

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner)

Laemmliho pufr (5%) — 50% (v/v) glycerol, 25% (v/v) B-merkaptoethanol, 50mM Tris (pH 6,8),
0,005% (w/v) bromfenolova modt, 5% (w/v) SDS

Loading Buffer (10x; Takara Bio)

Lyzac¢ni pufr (5% koncentrovany, pro pfipravu vzorkli na kvantifikaci virovych genomi) —
50mM Tris-HCI (pH 8), 2,5% Tween® 20

Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics)

Parafinovy olej (Carl Roth)

PBS — 137mM NacCl; 2,7mM KCI; 10mM Na,HPOy; 1,8mM KH,PO4

PBST - 0,1% (v/v) Tween® 20 (Serva) v PBS

Permeabilizaéni roztok — 0,5% Triton X-100 v PBS

Peroxid vodiku, 30% (w/w) (Sigma-Aldrich)

poly-D-lysin (Gibco), roztok o koncentraci 0,1 mg/ml

Preextrakéni pufr (pH 7,4) — 50mM NaCl, 3mM MgCl,, 300mM sacharéza, 25mM HEPES-
-KOH, 0,5% (v/v) Triton X-100

RIPA pufr (radioimmunoprecipitation assay buffer) — 150mM NaCl, SmM EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova), 50mM Tris-HCl (pH 7,4), 0,05% (v/v) NP-40, 1% (w/v)
deoxycholat sodny, 1% (v/v) Triton X-100, 0,1% (w/v) SDS

Roztok akrylamidu — 29% (w/v) akrylamid (Serva), 1% (w/v) bisakrylamid (Serva)

Sacharéza (Serva) v B-pufru, 10% (w/v) roztok (sterilizovan filtraci ptes 0,22um filtr)

SDS (Sigma-Aldrich)

TBE (Tris-borat-EDTA) pufr (0,5%; pH 8,3) — 45mM Tris-Hcl, 45mM kyselina borita, ImM
EDTA

TEMED (tetramethylethylendiamin; Sigma-Aldrich)

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan; (Serva))

Triton X-100 (Carl Roth)

trypsin — 0,25% roztok trypsinu v PBS

versen — 0,02% EDTA v PBS

Antibiotika

Smés antibiotik pro tkanové kultury (Antibiotic Antimycotic Solution, 100x koncentrovany
roztok; Sigma-Aldrich), vysledna koncentrace: penicilin 100 U/ml, streptomycin 100 pg/ml,
amfotericin B 250 ng/ml

Blasticidin (InvivoGen), vysledna koncentrace 10 pg/ml

Doxycyklin (Sigma-Aldrich), vysledna koncentrace 0,5 pg/ml nebo 1 pg/ml

Ampicilin (Sigma-Aldrich), vysledna koncentrace 100 pg/ml
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4.1.8

Enzymy

Bpil, restrikéni endonukleéza (Thermo Fisher Scientific), 10 U/ul
Neuraminidaza (Sigma-Aldrich)

Proteinaza K (20 mg/ml)

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
T4 DNA ligaza (Thermo Fisher Scientific), 5 U/ul

Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)

Vent® DNA Polymerase (New England Biolabs)

Reak¢ni pufry

10x Buffer G (Thermo Fisher Scientific)

10x pufr pro T4 DNA ligazu (Thermo Fisher Scientific)
5% Q5® Reaction Buffer (New England Biolabs)

10x ThermoPol® Reaction Buffer (New England Biolabs)
10x Taq Buffer (Thermo Fisher Scientific)

4.1.10 Transfekcni ¢inidla

Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V (Lonza)

Lipofectamine® RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific)

4.1.11 Komer¢ni soupravy

CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay (Thermo Fisher Scientific)
GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel)

NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel)

QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN)

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)
KiCqStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix™ (Sigma-Aldrich)
RNeasy® Mini Kit (QIAGEN)

NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel)

TATAA GrandScript cDNA Synthesis Kit (TATAA Biocenter)
LunaScript® RT SuperMix Kit (New England Biolabs)
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4.1.12 Plazmidy

pSpCas9(BB)-2A-GFP(PX458) (Addgene #48138) — vektor pro expresi nukledzy Cas9
Streptococcus pyogenes, sgRNA (single guide RNA) a EGFP (zeleného fluorescenc¢niho
proteinu), kodujici rezistenci proti ampicilinu (Ran et al., 2013)

pcDNA3.1(+)-LT — vektor pro expresi LT antigenu MPyV v sav¢ich bunkach, gen pro LT pod
kontrolou CMV promotoru (Hana Spanielova)

pcDNA™3.1(+) (Thermo Fisher Scientific) — sav¢i expresni vektor, pouzit jako kontrola

pii transfekci plazmidem pcDNA3.1(+)-LT

4.1.13 siRNA, primery a dalSi oligonukleotidy

siRNA

siRNA (kratka interferujici RNA) pro sniZeni exprese MKK3 v mysich buikach: Silencer®
Select Map2k3 siRNA (Thermo Fisher Scientific)

- sekvence ,,sense*: 5' - GGA UCA ACC CUG AAC UGA Att -3’

- sekvence ,,antisense*: 5’ - UUC AGU UCA GGG UUG AUC Ctc - 3’
kontrolni siRNA: Silencer® Select Negative Control #1 siRNA (Thermo Fisher Scientific)

Oligonukleotidy pro klonovani sekvence DAXX sgRNA do plazmidu PX458

Cilova sekvence v genu DAXX pro systém CRISPR/Cas9 byla zvolena pomoci online néstroje

CHOPCHOP (Labun et al., 2019). Na zaklad¢ této sekvence byly navrZeny oligonukleotidy

pfizptisobené pro inzerci do vektoru PX458 $t€peného enzymem Bpil (podle protokolu! vytvoreného

laboratoti F. Zhanga, Broad Institute of MIT and Harvard).

Sekvence syntetizovanych fosforylovanych oligonukleotidd (Integrated DNA Technologies):

5"-P-CACCGGAGCAGC GCATCCCCTACCG-3'
5"-P-AAA CCG GTA GGG GAT GCG CTG CTC C - 3’

(P = fosfat)

Primery

Primery byly syntetizovany spolec¢nosti Integrated DNA Technologies.

Primery pro ovéreni inaktivace genu DAXX systémem CRISPR/Cas9

,forward* primer DAXX CRISPR f1 5’ - GCG ACT ATG TGA GCT GAAAGAC -3’
»forward* primer DAXX CRISPR 12 5’ - ATC TCT CAG AAT TGG ATGAAC C -3’
,reverse® primer DAXX CRISPR r 5’ - CCC ATA GTC AGG GAA GGTATCA -3’

Primer pro sekvenaci plazmidu PX458

5'- GTATCT TTATAG TCCTGT CG - 3’

! Protokol pro klonovéani sekvence sgRNA do plazmidu PX458 je dostupny na https://media.addgene.org/
cms/filer_public/6d/d8/6dd83407-3b07-47db-8adb-4fada30bde8a/zhang-lab-general-cloning-protocol-target-

sequencing_1.pdf.
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Primery pro kvantifikaci mRNA MKK3
e MKKS3fw5 - CTG CTT CTACAC TGT CACCTTC -3’
e MKK3rev5' - GCACCTTCC GGT AGAACTTAT C - 3’

e MKKS3 orifw5'- GGACCT TCATCA CTATCG GAGAC - 3’
e MKKS3orirev5 - ATG CCG CACTTT CTCTAC CACC -3’
(sekvence paru primeri byla nalezena v nabidce firmy OriGene)

Primery pro kvantifikaci cDNA LT

e LTsplfw 5 - GAACCG GCT TCCAGG GCT C -3’

e LTsplrev5 - CTT AGG CGG CGACTG GTAG-3
Primery pro kvantifikaci cDNA VP1

e spVP1fw 5 - GCCTTT GTACAT TTT GTCTCG C -3’

e spVPlrev5' - GCT GAT CAAGGC TGTACGG - 3’
Primery pro kvantifikaci cDNA GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzy)

e GAPDH fw 5’ - ATG ACATCAAGAAGG TGG TG - 3'

e GAPDH rev 5’ - CAT ACC AGG AAATGAGCT TG - 3’
Primery pro kvantifikaci cDNA PP1A (proteinfosfatazy 14)

o PPI1Afw 5 - AAG ACT GAA TGG CTG GAT GGC - 3’

e PPlArev 5 - CAT TCC TGG ACC CAAAACGC -3’
Primery pro kvantifikaci genomit MPyV

e MPyVE fw5' - GCT GAC AAA GAAAGG CTG CT - 3’

e MPyVErev5 -CCTTTGTCT GGG TGC AGT AG - 3’
Primery pro kvantifikaci bunécné p53 DNA (intron)

e pS3fw S5 -GACTTG GGCTTT GGT GTT GG - 3’

e pS3rev5 -ACCTTGATG ATG GCT GTG GA - 3’

4.1.14 Protilatky

4.1.14.1 Primarni protilatky

(WB = western blot, [F = imunofluorescence)
e MoDAXX — mysi monoklonalni protilatka proti proteinu DAXX (H-7, sc-8043; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:100 (WB)
e RbaDAXX — krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinu DAXX (M-112, sc-7152; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50-1:100 (IF)
o GoDAXX — kozi polyklonalni protilatka proti proteinu DAXX (S-20, sc-7001; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50—1:100 (IF)
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e MoPML — mySi monoklonalni protilatka proti proteinu PML (sc-966; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50 (IF)

e RbaGAPDH - kréli¢i polyklonalni protilatka proti proteinu GAPDH (sc-25778, Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:1000 (WB)

o RbaGAPDH - krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinu GAPDH (G9545; Sigma-Aldrich),
fedéni 1:2000 (WB)

e RtaLT (LT1) — krysi monoklonalni protilatka proti LT antigenu MPyV (Dilworth & Griffin,
1982), fedéni 1:50 (IF)

e RtalT (C1) — krysi monoklonalni protilatka proti T antigenim MPyV (Dilworth & Griffin,
1982), fedéni 1:50 (IF)

e MaVP1 — mysi monoklonalni protilatka proti VP1 MPyV (Forstova et al., 1993), fedéni 1:100
(WB)

e RbaBAF57 — krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinu BAF57 (PA5-92420; Invitrogen)
1:50-1:100 (IF)

e MoBAG2 — mysi monoklonalni protilatka proti proteinu BAG2 (sc-390107; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50 (IF)

e MaNONO — mysi monoklonalni protilatka proti proteinu NONO (sc-376865; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50 (IF)

e MaPRCI — mysi monoklonalni protilatka proti proteinu WDR48 (sc-376983; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50 (IF)

o RbaSMC4 — krali¢i monoklonalni protilatka proti proteinu SMC4 (A3559; ABclonal) 1:50-
1:100 (IF)

e MaWDR48 — mysi monoklonalni protilatka proti proteinu WDR48 (sc-514473; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50 (IF)

o MaMKK3 — mysi monoklonalni protilatka proti proteinu MKK3 (sc271779; Santa Cruz
Biotechnology), fedéni 1:50 (IF)

e RbaMKK3 — krali¢i polyklonalni protilatka proti kindze MKK3 (CST, 5674), fedéni 1:1000
(WB)

e Rbop38 — krali¢i monoklonalni protilatka proti MAP kindze p38 (8690; Cell Signaling
Technology), fedéni 1:1000 (WB), 1:100 (IF)

e Rbap-p38 — krali¢i polyklonalni protilatka proti MAP kindaze p38 fosforylované
na Thr180/Tyr182 (9211; Cell Signaling Technology), fedéni 1:1000 (WB), 1:400 (IF)

4.1.14.2 Sekundarni protilatky

o  GoM-AF488 — kozi polyklonalni protilatka proti mysim imunoglobulinim IgG konjugovana
s Alexa Fluor™ 488 (A11029; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)
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e DoM-AF488 — osli polyklonalni protilatka proti my$im imunoglobulinim IgG konjugovana
s Alexa Fluor™ 488 (A21202; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)

e DaRb-AF488 — osli polyklonalni protilatka proti kralicim imunoglobulinim IgG konjugovana
s Alexa Fluor™ 488 (A21206; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)

e  GoRt-AF488 — kozi polyklonalni protilatka proti krysim imunoglobulinim IgG konjugovana
s Alexa Fluor™ 488 (A11006; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)

o DaG-AF488 — osli polyklonalni protildtka proti kozim imunoglobuliniim IgG konjugovana
s Alexa Fluor™ 488 (A11055; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)

e GoM-Cy3 — kozi polyklonalni protilatka proti my$im imunoglobulinim IgG konjugovana
s Cyanine3 (A10521; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)

e DoRb-AF546 — osli polyklonalni protilatka proti kralicim imunoglobulinim IgG konjugovana
s Alexa Fluor™ 546 (A10040; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)

o  GoaRt-AF546 — kozi polyklonalni protilatka proti krysim imunoglobuliniim IgG konjugovana
s Alexa Fluor™ 546 (A11081; Invitrogen), fedéni 1:1000 (IF)

e GoM-HRP - kozi monoklonalni protilatka proti myS$im imunoglobulinim IgG konjugovana
s kfenovou peroxidazou (Bio-Rad), fedéni 1:2000 (WB)

e  GaRb-HRP — kozi monoklonalni protilatka proti kralicim imunoglobuliniim IgG konjugovana
s kienovou peroxidazou (Bio-Rad), fedéni 1:2000 (WB)

e  GoRt-HRP — kozi monoklonalni protilatka proti krysim imunoglobulinim IgG konjugovana

s kfenovou peroxidazou (Santa Cruz Biotechnology), fedéni 1:1000 (WB)

4.1.15 Markery molekulovych hmotnosti

DNA markery
e GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
o MassRuler™ Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
Proteinové markery
e Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa) (New England Biolabs)
e Black Protein Ladder (Central European Biosystems)

4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace

Roztoky byly sterilizovany v autoklavu pfi teploté 120 °C a tlaku 120 kPa po dobu 30 minut,
stejnym zpisobem byly sterilizovany také materidly jako jsou mikrozkumavky a pipetovaci Spicky.

Laboratorni sklo bylo sterilizovano horkym vzduchem 3 h pfi teploté 180 °C.
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4.2.2 Prace s bunéénymi kulturami

4.2.2.1 Kaultivace a pasaZovani bunék

Savéi bunécné linie byly kultivovany v miskadch nebo destickach pro tkanové kultury
v inkubatoru pii teplot¢ 37 °C v atmosféte s5 % CO,. Bunécné linie pouzité v této praci byly
kultivovany v médiu DMEM s 10% FBS, s vyjimkou linie MEF Daxx Tet-On, pro kterou bylo pouzito
DMEM s 5% FBS a selekénim antibiotikem blasticidinem (viz 4.1.4).

Bunééné linie byly pasaZzovany po dosazeni piiblizné 80-90% konfluence, zpravidla dvakrat
tydné. Potiebné roztoky a média byly predehiaty na 37 °C. Buiiky narostlé v misce pro tkanové kultury
o priméru 6 cm byly zbaveny kultivacniho média a oplachnuty roztokem versenu (2 ml). Poté bylo
pfidano 300 pl roztoku trypsinu a buniky byly inkubovany pti 37 °C, dokud nedoslo k jejich uvolnéni
z povrchu misky (do 5 minut, kontrolovano pomoci mikroskopu). Trypsin byl inaktivovan pfidanim
média s obsahem FBS (1-5 ml), buiiky byly resuspendovéany pipetovanim a pozadovany objem bunécné
suspenze byl pfenesen do nové 6¢cm kultivacéni misky. Bunky U208, U20S DAXX KO a HEK293 byly
pasézovany v poméru 1 : 10, buitky MEF a MEF Daxx Tet-On v poméru 1 : 5—1: 10, bunky 3T6 a 3T3
vpoméru 1 : 10 — 1 : 20. Bunécna suspenze byla doplnéna kultivaénim médiem do celkového objemu
5 ml a buiiky byly déle inkubovany pti 37 °C v atmosféfe s 5 % COa.

V ptipad€ pouziti jinych kultivacnich misek nebo desticek byly objemy pouzitych roztokt

patficné upraveny podle velikosti misky nebo jamky (viz Tab. 1)

versen | trypsin | médium
6¢cm miska 1-3ml | 300 pul | 5ml
10cm miska 5ml 500 pul | 10 ml
6jamkova desticka | 1 ml 200l | 2,5ml
12jamkova desticka | 0,5ml | 100 ul | 1-1,5 ml
24jamkova desticka | 0,3 ml | 50 ul | 0,5-1 ml

Tab. 1: Objemy roztokii pri pasaZovani a kultivaci bunék. V piipad¢ kultivacnich desticek se mnozstvi vztahuje
k 1 jamce.

4.2.2.2 Kryoprezervace bunék

Priprava bunécné konzervy

Bunky narostlé v 6cm misce do 80-90% konfluence byly pfevedeny do suspenze pomoci
roztoku trypsinu (viz 4.2.2.1, Kultivace a pasdzovani bun¢k), resuspendovany v 1 ml média s FBS
a centrifugovany 5 min pi#i 300 x g a laboratorni teploté. Bunéény pelet byl resuspendovan v 1 ml
kryoprezervaéniho média (viz 4.1.4, Média pro bunécné kultury), suspenze byla prenesena
do kryozkumavky a v zamrazovaci nddobé s isopropanolem (Nalgene® Mr. Frosty® Freezing Container,
Thermo Fisher Scientific) postupné zmrazena pii —80 °C do nasledujiciho dne. Kryozkumavky

s bunkami byly nasledné uchovany v parach kapalného dusiku.
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Rozmrazeni bunécné konzervy

Kryozkumavka byla vyjmuta z nadoby s kapalnym dusikem a vloZena do vodni lazn¢ zahtaté
na 37 °C do rozmrznuti bunééné suspenze (cca 2 min). Bunky byly pfeneseny do 6cm misky (ptipadné
rozdéleny do 2 misek) se 4 ml kompletniho média predehiatého na 37 °C. Nasledujici den bylo

vyménéno kultivaéni médium, v pripadé potieby byly bunky pasazovany.
4.2.2.3 Pocitani bunék pomoci Biirkerovy komiirky

Pro stanoveni poctu bunék byla pouzita Biirkerova komtrka (Assistent). Buiiky byly pievedeny
do suspenze trypsinizaci (viz 4.2.2.1), po pfidani média bylo do obou pocitacich siti Biirkerovy komtrky
pod kryci sklo naneseno 10 pl bunééné suspenze (v ptipadé potieby vhodné fedéné). Pod svételnym
mikroskopem byly spo¢itany buiiky v deseti velkych &tvercich (plocha 1 mm?, objem 0,1 mm?),
piipadné ve 24 malych &tvercich (plocha 0,04 mm?, objem 0,004 mm?). Byl stanoven po&et bunék v 1 ml
suspenze — primérny pocet bunék v 1 poli pocitaci komirky byl vynasoben 10* (pfi pocitani bunék

ve velkych &tvercich) nebo 2,5 - 10° (v piipadé malych ¢tverct).
4.2.2.4 Synchronizace bunééného cyklu

Aby bylo pted infekci virem dosazeno synchronizace bunéného cyklu, bylo od bunék odsato
kompletni médium a nahrazeno médiem DMEM bez FBS. Bunky byly kultivovany v bezsérovém médiu

24 h a poté infikovany nize uvedenym zptisobem.

4.2.2.5 Infekce bunék virem

Z kultivaéni misky nebo jamky s bunkami bylo odsato médium a bunky byly oplachnuty
médiem DMEM bez FBS ptredehiatym na 37 °C. Bylo pfidano virové inokulum fedéné v DMEM
bez FBS tak, aby bylo dosazeno pozadované multiplicity infekce (MOI). Objem média s virovym
inokulem ¢inil 1 ml pro 10cm misku, 200 pl pro jamku 24jamkové desticky, 300 pl pro jamku
12jamkové desticky a 500 pl pro jamku 6jamkové desticky. Buiiky byly inkubovany 1-1,5 h pti 37 °C,
kazdych 20 minut bylo s miskami nebo destickami zakyvano pro dosazeni rovnomeérné distribuce
virového inokula. Néasledné¢ bylo doplnéno kompletni médium DMEM piedehiaté na 37 °C
do obvyklého objemu pro danou kultivacni misku nebo desticku. Stejny postup byl pouzit pro ptipravu
negativnich kontrol (neinfikovanych buné€k), s vyjimkou pfidani bezsérového média DMEM namisto
virového inokula. Buiiky byly déle inkubovany pii 37 °C. Cas infekce byl poéitan od ptidani virového

inokula.
4.2.2.6 Neprima imunofluorescence

Kultivace bunek na mikroskopickych sklech

Kryci skla o priméru 12 mm byla sterilizovana ponofenim do ethanolu a opalenim nad kahanem
a vloZena do jamek 24jamkové kultivaéni desticky. Do jamek byly poté piidany buniky s kompletnim

médiem a dale inkubovany pii 37 °C. Pokud bylo potfeba pouzit konkrétni pocet bunék, byly bunky
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pred vysetim do jamek se skly pocitany pomoci Biirkerovy komurky. Pocet bun¢k se v zavislosti
na bunééné linii a typu experimentu pohyboval v rozmezi 3-10*-6-10* bun&k na 1 jamku.
Osetreni povrchu krycich skel poly-D-lysinem

Pfi kultivaci bunék HEK293 na mikroskopickych sklech byla pro zvyseni adheze bunck
k povrchu nanesena na kryci skla vrstva poly-D-lysinu. Roztok poly-D-lysinu o koncentraci 0,1 mg/ml
byl smichan s DPBS v poméru 1 : 1 (v/v). Sterilizovana kryci sklicka ve 24jamkové desti¢ce byla
inkubovéna 1 h ve 100 pl roztoku poly-D-lysinu s DPBS, tfikrat oplachnuta sterilni H,O a vysuSena.

Poté byly ptidany buiky s kultivacnim médiem.
Fixace bunék

Od bungk narostlych na krycich sklech bylo odsato médium, buiiky byly oplachnuty 1 ml PBS
a inkubovany 15 min v 0,2-0,5 ml fixa¢niho roztoku. Po fixaci byla ihned provedena permeabilizace
bunék a imunofluorescencni znaceni proteind (viz nize), nebo byly buiky dvakrat promyty 1 ml PBS

(pti druhém promyti byly ponechany v PBS 10 min) a uchovany v PBS pfi 4 °C.
Fixace bunék s preextrakci

Aplikaci preextrakéniho pufru jsou buiiky permeabilizovany pted fixaci. Preextrakce vede
ke snizeni mnozstvi solubilnich cytoplazmatickych a jadernych proteinti. Umoziuje mimo jiné
efektivnéj$i detekci proteini vazanych na chromatin, napomahd snizeni pozadi pii detekci
imunofluorescence a miize zvysSovat pfistupnost antigenu pro vazbu protilatky.

Preextrakéni pufr a PBS byly vychlazeny na ledu. Bunky kultivované na krycich sklech
ve 24jamkové destiCce byly po odsati média oplachnuty vychlazenym PBS. Desticka byla umisténa
na led a bunky byly inkubovany 5 min v 500 pl preextrakéniho pufru. Poté byly buiikky 1-2% promyty
1 min v 500 ul PBS. Po odsati PBS byl pridan fixa¢ni roztok, bunky byly fixovany vyse uvedenym

zplisobem.

Imunofluorescencni znaceni proteinii

Imunofluorescencni barveni bylo provedeno v jamkach 24jamkové desticky (pti barveni vétsiho
mnozstvi vzorkd souCasn¢ a dostatecném mnozstvi primarni protilatky), nebo na kapkach roztokt
na parafilmu.

Imunofluorescenéni znaceni na parafilmu

Kryci skla s fixovanymi buiikami byla vyjmuta z 24jamkové desticky a polozena na kapku
100 ul PBS stranou s buitkami dolt. Poté byla postupné poklddana na kapky dalSich roztokt. Buiiky
byly nejprve permeabilizovany ve 100 pl permeabilizaéniho roztoku po dobu 5 min (maximalng¢), tfikrat
omyty 10 min ve 100 pul PBS a inkubovany 30 min ve 100 pl blokovaciho roztoku. Nésledovala inkubace
1 h v 50 pl primarni protilatky fedéné v blokovacim roztoku, promyti tfikrat 10 min ve 100 pl PBS
a inkubace 30 min ve 100 ul sekundarni protilatky fedéné v blokovacim roztoku. Od ptidani sekundarni

protilatky byla skla chranéna pied svétlem. Skla byla omyta dvakrat 5 min ve 100 ul PBS, poté byla
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znacena bunécna jadra inkubaci 2 min ve 100 pl roztoku DAPI. Skla byla na 2 minuty poloZena
na kapku 100 pl PBS, oplachnuta v ddH,O a suSena stranou s buiikami nahoru. Poté byla umisténa
na podlozni sklo stranou s buitkami do kapky (2,5 pl) montovaciho média Abberior Mount Liquid
Antifade nebo 50% (v/v) roztoku glycerolu. Pfipravené vzorky byly pozorovany pomoci
fluorescencniho mikroskopu Olympus BX60 nebo Olympus 1X73, piipadné pomoci konfokalniho
mikroskopu LSM 880 NLO (Carl Zeiss).
Imunofluorescenéni znaceni v jamkach 24jamkové desticky

Postup byl obdobny jako pii znaceni na parafilmu, namisto pokladdani skel na kapky roztokt
byly dané roztoky ptidavany do jamek se skly. Pouzité objemy roztokli byly nésledujici: 1 ml PBS,

200 pl permeabiliza¢niho a blokovaciho roztoku, primdrni a sekundarni protilatky a DAPI.
4.2.2.7 Vnaseni nukleovych kyselin do bunék

Transfekce DNA metodou nukleofekce (Amaxa)

Pro vnaseni DNA do sav&ich bunék byla pouzita metoda nukleofekce pomoci soupravy Amaxa®
Cell Line Nucleofector® Kit V (Lonza). Buiiky byly transfekovany po dosazeni 70-80% konfluence.
Po prevedeni bunék do suspenze roztokem trypsinu byl pomoci Biirkerovy komirky stanoven pocet
bunék v 1 ml suspenze. Byl odebran objem odpovidajici pozadovanému poétu bunék (4-10° nebo 2-10°)
a centrifugovan 5 min ptfi 300 X g a laboratorni teploté. Pelet byl resuspendovan ve 100 ul
,,Nucleofector® Solution* a byla piidana plazmidovda DNA v pomé&ru 6 ug DNA na 4-10° bunék. Smé&s
byla promichana a pfenesena do elektroporacni kyvety. V pfistroji Amaxa® Nucleofector® II (Lonza)
byla provedena elektroporace podle programu T-030. Bylo pfidano 500 pl média RPMI-1640
predehratého na 37 °C, smés byla pfenesena do mikrozkumavky a inkubovéana 15 min pii 37 °C.
Nasledné byla bunécna suspenze pienesena do kultivacni misky nebo desticky a doplnéna kompletnim

médiem.
Transfekce siRNA pomoci Lipofectamine®™ RNAiMAX Transfection Reagent

Pro vneseni siRNA do bunék byla zvolena transfekce pomoci ¢inidla Lipofectamine®
RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific), zalozeného na kationtovych lipidech.
Transfekce byla provedena v pfimém nebo reverznim uspotfadani. Reverzni transfekce je méné casové
naro¢na, vzhledem k tomu, ze jsou bunky pasazovany az v den transfekce.

Prima (,,forward*) transfekce

Bunky byly pasazovany a vysety do 24jamkové desti¢ky tak, aby v den transfekce dosahly
60-80% konfluence. Pii samotné transfekci byl natedén RNAiIMAX Lipofectamine Reagent v mnozstvi
3 ul na 50 pl média RPMI-1640 nebo DMEM. Déle byl nafedén 1 pl 10uM roztoku siRNA (Silencer®
Select Map2k3 siRNA nebo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA) v 50 ul média. Uvedené
mnozstvi odpovida transfekci bunck ve 2 jamkach 24jamkové desticky. Roztok siRNA byl smichan

s roztokem transfekéniho cCinidla, smés byla inkubovana 5 min pfi laboratorni teploté¢ a pfidana
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k bunkam (50 pl na 1 jamku 24jamkové desticky, vysledné mnozstvi siRNA na 1 jamku ¢inilo 5 pmol
a objem transfek¢niho €inidla 1,5 pl). Buiiky byly dale inkubovény pti 37 °C.
Reverzni transfekce

Pfi reverzni transfekci je nejprve pfipravena transfekéni smés, k niz jsou nésledné ptidany
buitkky. Buiiky byly transfekovany ve 24jamkovych nebo 12jamkovych kultivac¢nich destickach.
Uvedeny jsou hodnoty potiebné pro transfekci bun¢k v 1 jamce 24jamkové desticky, pro 12jamkovou
desticku bylo mnozstvi zdvojnasobeno. Pfi piiprave transfekéni smési byly smichany 2 pl 10uM roztoku
siRNA (Silencer® Select Map2k3 siRNA nebo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA) se 100 ul
bezsérového média DMEM. Transfekéni ¢inidlo Lipofectamine RNAIMAX bylo promichano a 3 pl byly
pfidany k nafedéné siRNA. Transfekéni smés byla promichana a inkubovana 15 minut pfi laboratorni
teploté. Buiiky 3T3 byly nafedény v médiu DMEM s 10% FBS bez antibiotik tak, aby 500 ul suspenze
obsahovalo 6-10* bunék. Do jamek s transfekéni smési bylo piidano 500 ul bun&&né suspenze, buiiky
byly dale inkubovany pti 37 °C. Pii experimentech zahrnujicich virovou infekci byly buiiky infikovany

24 hodin po transfekci.

4.2.2.8 Stanoveni cytotoxicity pomoci CYQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay (Thermo
Fisher Scientific)

Cytotoxicita byla méfena ve vzorcich bungk 3T3 transfekovanych Silencer® Select Map2k3
siRNA nebo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA ve 24jamkové kultivaéni desti¢ce a nasledng
infikovanych MPyV (MOI 0,5) nebo neinfikovanych. Pro stanoveni cytotoxicity byla pouzita komercni
souprava CyQUANT™ [LDH Cytotoxicity Assay (Thermo Fisher Scientific), zaloZena
na kolorimetrické kvantifikaci enzymu laktat dehydrogenazy (LDH) uvolnéné z bun¢k do kultiva¢niho
média v dasledku poskozeni cytoplazmatické membrany.

Bunky byly kultivovany ve 24jamkové desticce v 500 pl kompletniho média (DMEM,
10% FBS). Byly pfipraveny dvojice vzorki, experimentdlni mnozstvi LDH (mnozstvi LDH uvolnéné
do média v danych experimentalnich podminkach) a maximalni mnozstvi LDH (celkové mnozstvi LDH
po lyzi bungk).

Ve zvoleném Case (24 hpi a 72 hpi) bylo do jamek se vzorky maximdalni mnozstvi LDH ptidano
50 ul ,,10x Lysis buffer”, do jamek se vzorky experimentdlni mnozstvi LDH bylo pfidano 50 ul sterilni
H,0. Zahrnuty byly také kontroly obsahu LDH v pouzitém kultivaénim médiu. Bylo smichano 500 pl
média s 50 ul ,,10x Lysis buffer* (kontrola pro vzorky maximalni mnozstvi LDH) nebo 50 pl sterilni
H,O (kontrola pro vzorky experimentdlni mnozstvi LDH). VSechny vzorky byly inkubovany 45 min
pti37 °C. Po inkubaci byly lyzaty a média pfeneseny do mikrocentrifugac¢nich zkumavek
a centrifugovany 5 min pti 300 x g a 4 °C. Supernatanty byly skladovany pii —80 °C.

Pfi vlastnim stanoveni cytotoxicity bylo pieneseno 50 pul kazdého vzorku v duplikdtech nebo
triplikatech do jamek 96jamkové desticky s plochym dnem jamek. Kromé vzorkt bylo naneseno také

50 pl ,,1x LDH positive control®“. Do jamek bylo pfidano 50 pl ,,Reaction Mixture®, smés v jamkach
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byla promichana a inkubovéana 30 min chranéna pied svétlem. Poté bylo ptidano 50 ul ,,Stop Solution*
a byla zmétena absorbance pfi vinové délce 490 a 680 nm spektrofotometrem Epoch (BioTek). Pred
vypoctem cytotoxicity byla od primérnych hodnot absorbance pii 490 nm odectena absorbance pii
680 nm (pozadi). Od korigovanych absorbanci jednotlivych vzorkil byly odecteny odpovidajici hodnoty
kultivatniho média bez bunck (blank). Z takto ziskanych hodnot mnozstvi LDH byla vypocitana

procentudlni cytotoxicita podle nasledujiciho vzorce:

experimentalni mnozstvi LDH

cytotoxicita [%] = 100 -

maximalni mnozstvi LDH
4.2.2.9 Triidéni bunék pomoci priutokové cytometrie (FACS)

Ttidéni bunek metodou FACS (fluorescence-activated cell sorting) bylo pouzito pii pfipraveé
linie HEK293 DAXX KO pro oddé€leni bun¢k transfekovanych plazmidem PX458 s vloZzenou sekvenci
DAXX sgRNA. Bunky byly 24 hodin po transfekci (hpt) pifevedeny do suspenze pomoci roztoku
trypsinu, po ptidani kompletniho média byly centrifugovany 5 min pti 300 x g a laboratorni teploté.
Pelet byl resuspendovan v médiu Opti-MEM™ I do vysledné koncentrace cca 1:10° bun&k/ml.
Provedeni FACS bylo zajisténo Laboratoii zobrazovacich metod (Imaging Methods Core Facility)
v centru BIOCEV. Pomoci pritokového cytometru BD FACSAria™ Fusion byly jednotlivé buiky
pozitivni na signal EGFP tfidény do jamek 96jamkové desticky s 50 pl kompletniho média. Do jamek
s bunikkami bylo pfidano 50 pl kondiciovaného média (médium odebrané pii kultivaci bunék HEK293,

obsahujici ristové faktory sekretované bunikami). Buiiky byly dale kultivovany pti 37 °C.

4.2.2.10 Priprava vzorku pro kvantifikaci virovych genomi metodou qPCR

Infikované¢ a neinfikované bunky kultivované ve 12jamkové desticce byly pirevedeny
do suspenze roztokem trypsinu. Pro kvantifikaci DNA pomoci kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (QPCR) byla odebrana ctvrtina bunécéné suspenze a centrifugovana 5 min pii 300 x g a 4 °C
(zbytek bunék byl pouzit k pfipravé vzorkt pro kvantifikaci mRNA). Bunécny pelet byl uchovan
pii —80 °C do dal$iho zpracovani. Pelet byl resuspendovan ve smési 20 ul 5x koncentrovaného
lyzaéniho pufru, 80 ul PCR H>O (vody v PCR kvalité) a 0,4 ul proteinazy K (vysledna koncentrace
0,08 mg/ml) a inkubovan 60 min pti 55 °C. Proteinaza K byla inaktivovana inkubaci 10 min pti 95 °C.

Cast vzorku byla 100x zfedéna v PCR H,0 a uchovana spolu s nefedénym vzorkem pii —80 °C.

4.2.3 Prace s viry

4.2.3.1 Izolace MPyV
(podle Hornikova et al., 2015)
Pomnozeni MPyV v buiikach MEF

Buriky MEF byly vysety na 10 misek o priméru 100 mm tak, aby v den infekce dosahly
50-70% konfluence. Bunky byly infikovany my$im polyomavirem s MOI 0,01-0,05. Infikované bunky
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byly inkubovany do projevu masivniho cytopatické¢ho efektu (8—10 dni), v piipadé potfeby bylo
doplnéno kultivacni médium. Misky s buiikami byly zmrazeny pii —80 °C, nasledovala izolace virovych
castic.

Izolace virovych castic z infikovanych bunéek

Misky s infikovanymi bunikami byly celkem tfikrat zmrazeny v —80 °C a rozmrazeny
pii laboratorni teploté za tcelem lyze bunék a uvolnéni virovych castic. Bunky byly ze dna misek
uvolnény Skrabkou pro tkanové kultury a spolu s médiem pieneseny do 50ml centrifugacnich zkumavek.
Nasledovala centrifugace 30 min pfi 4000 x g a 4 °C. Supernatant byl odebran a uchovan piti 4 °C.
Sediment byl resuspendovan celkem ve 2 ml sterilntho B-pufru a homogenizovan
ve vychlazeném Potter-Elvehjemoveé homogenizatoru v 5 cyklech po 10 stlacenich. Mezi jednotlivymi
cykly homogenizace byla suspenze v homogenizatoru chlazena na ledu. Suspenze byla prenesena
do 50ml zkumavky a za ucelem uvolnéni viru vazaného na bunééné receptory byla pfidana
neuraminidaza do vysledné koncentrace 0,01 U/ml spolu s aprotininem o vysledné koncentraci 2 pg/ml.
Smés byla inkubovana pies noc za stalého kyvani pii laboratorni teploté. Nasledujici den byla
opakovana centrifugace pfi vySe uvedenych podminkach, supernatant byl spojen s pfedchozim.
Pro uvolnéni viru nespecificky vazaného na bunééné struktury byl sediment resuspendovan v 1 ml
10mM Tris-Cl, pH = 9 a inkubovan 2,5-4 h za stalého kyvani pii laboratorni teploté. Znovu byla

opakovana centrifugace, supernatant byl spojen s pfedchozim a sediment byl vyhozen.

Koncentrace viru centrifugact pres sacharozovy polstar

Spojené supernatanty byl rozdéleny do centrifugacnich zkumavek pro rotor SW 32 (Beckman
Coulter) a podvrstveny cca 3 ml 10% (w/v) roztoku sachardzy v B-pufru. Zkumavky byly doplnény
sterilnim B-pufrem a vyvazeny s pfesnosti na setiny gramu. Takto pfipravené zkumavky byly
centrifugovany v ultracentrifuze Optima™ XPN-90 (Beckman Coulter) v rotoru SW 32 3 h pfi
25 000 rpm a 4 °C. Supernatant byl odstranén, sediment byl doplnén 1 ml sterilniho B-pufru a uchovan
pii 4 °C.

Precistent viru izopyknickou centrifugaci v gradientu CsCI

Sediment resuspendovany v B-pufru po centrifugaci pies sacharézovy polstar byl prenesen
do homogenizatoru a homogenizovan vySe uvedenym zptsobem. Suspenze byla doplnéna B-pufrem
a smichana s CsCl v hmotnostnim poméru 2,5 : 1,2 (15,80 g virové suspenze fedéné v B-pufrua 7,58 g
CsCl pro 2 zkumavky do rotoru SW 41). Koncentrace CsCl byla ovéfena pomoci refraktometru, index
lomu by se mél pohybovat v rozmezi 1,363—1,366 (odpovida hustoté virovych partikuli 1,33 g/ml).
V piipadé potieby byla koncentrace upravena pfidanim B-pufru nebo CsCl. Smés byla rozdélena
do 2 centrifugacnich zkumavek pro rotor SW 41 (Beckman Coulter) a prevrstvena parafinovym olejem.
Zkumavky byly vyvazeny spfesnosti na setiny gramu a centrifugovany v ultracentrifuze

Optima™ XPN-90 (Beckman Coulter), rotor SW 41, 20-24 h pti 35 000 rpm a 18 °C.
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Gradienty byly rozdéleny do frakci o pfiblizném objemu 0,3-0,5 ml pomoci aparatury pro
odebirdni frakci (Beckman Coulter). Pomoci refraktometru byl zméfen index lomu jednotlivych frakei,
na zakladé téchto hodnot byly vytvoteny spojené frakce I (index lomu > 1,366), II (hlavni virova frakce,
index lomu 1,363-1,366) a III (frakce obsahujici pfevazné prazdné virové partikule, index lomu <
1,363). Spojeni frakci vychazi z hustoty plnych virovych ¢astic 1,33 g/ml, ktera odpovida indexu lomu
1,365-1,366 a hustoty prazdnych virovych castic 1,29 g/ml, odpovidajici indexu lomu 1,362—-1,363.

Dialyza a koncentrace viru centrifugaci pres sacharozovy polstar

Za ucelem odstranéni CsCl byly spojené frakce preneseny do dialyza¢nich membran (prameér
16 mm, hrani¢ni molekulova hmotnost 12—14 kDa; Serva) pfedem povaienych 10 min v destilované
vode¢ a dialyzovany v B-pufru. Dialyza probihala dvoustupiiove pii 4 °C za stalého michani nejprve 1 h
v 1,5 1 B-pufru a poté pies noc ve 2 1 B-pufru.

Po dialyze byly virové Castice zakoncentrovany centrifugaci pies sachar6zovy polstar. Virova
suspenze byla pfenesena do centrifuga¢nich zkumavek pro rotor SW 41, podvrstvena cca 1,5 ml 10%
roztoku sacharozy, doplnéna B-pufrem a vyvazena s piesnosti na setiny gramu. Centrifugace
v ultracentrifuze Optima™ XPN-90 (Beckman Coulter), rotor SW 41 probihala 3 h pii 35 000 rpm
a4°C. Sediment byl rozplaven ve 200 ul B-pufru pies noc pfi 4 °C a homogenizovan
ve sklenéném homogenizatoru na ledu. Homogenni suspenze byla rozdélena do silikonizovanych

mikrozkumavek a skladovana pii —80 °C.

4.2.3.2 Titrace virového inokula

Mysi fibroblasty 3T6 nebo MEF byly vysety do 24jamkové kultivacni desticky
na mikroskopicka skla tak, aby nasledujici den dosahly ptiblizn¢ 50-60% konfluence. Poté byly bunky
infikovany virovou suspenzi fedénou v bezsérovém DMEM (fedéni 102, 10, 10, 107, 10°). Jako
negativni kontrola byly pouzity neinfikované bunky. Po 24 hodinach byly bunky fixovany a byl
detekovan LT antigen MPyV metodou nepfimé imunofluorescence. Ve vhodném fedéni byl stanoven
pocet bunek pozitivnich na LT nejméné ve 20 zornych polich fluorescencniho mikroskopu. Titr
infekénich virovych Castic byl vypocitan podle nasledujiciho vzorce:

ffu/ml =n -k - % v,
kde ffu je pocet infek¢nich virovych castic (fluorescence forming units), n je pramérny pocet pozitivnich
bun¢k na zorné pole, k je pocet zornych poli na jamku 24jamkové kultivaéni desticky (vypocitan jako
podil plochy jamky a plochy zorného pole, pro mikroskop Olympus BX60 ¢ini 211 pro zvétSeni
objektivu 20x a 488 pro zvétseni 40x), d je fedéni virové suspenze a v je faktor pfepoctu objemu na 1 ml

(v =5 pro pouzity objem virového inokula 200 pl).

4.2.4 Prace s bakteriemi

Meédia pro kultivaci bakterii byla sterilizovana v autoklavu pfi teplot¢ 120 °C a tlaku 120 kPa
po dobu 30 minut.
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4.2.4.1 Kaultivace bakterii v suspenzi

Bakterialni kolonie byla pomoci sterilntho paratka nebo pipetovaci Spi¢ky inokulovana
z agarové plotny do LB média s pridanym selek¢nim antibiotikem (ampicilin, 100 pg/ml). Pro izolaci
plazmidové DNA soupravou GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) byla kolonie
zaoCkovana do 1 ml média, pro izolaci soupravou NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel) do 50 ml
média. Bakterie byly kultivovany pfes noc (16-20 h) v orbitalné tfepaném inkubatoru pti 37 °C
a 200 rpm.

4.2.4.2 Kaultivace bakterii na pevném médiu

Na pfipravené LB médium s agarem a selek¢nim antibiotikem (ampicilin, 100 pg/ml) byla
nanesena bakteridlni suspenze a rozetfena bakteriologickou hokejkou sterilizovanou ponofenim
do ethanolu a opalenim nad kahanem, nebo byla pomoci sterilniho paratka ¢i pipetovaci Spicky
prenesena ¢ast biomasy bakterialni kolonie narostlé na agarové plotné. Bakterie byly kultivovany pies
noc (1620 h) pti 37 °C v miskach otocenych dnem vzhtiru. Agarové plotny s narostlymi koloniemi byly

kratkodobé uchovany pfi 4 °C.
4.2.4.3 Transformace bakterii teplotnim Sokem

Chemicky kompetentni bakterie E. coli XL1 Blue, skladované v glycerolovém roztoku
pii —80 °C, byly rozmrazeny na ledu. Do 50 pl bakterialni suspenze byly pridany 2 ul roztoku DNA
(ligacni smési). Smes byla inkubovana 10 min na ledu, 1-2 min pfi 42 °C a 2 min na ledu. Poté bylo
pridano 450 ul SOC média a bakterie byly inkubovany 1 h pii 37 °C v orbitaln¢ tfepaném inkubatoru.
Nasledné byly bakterie vysety na agarové plotny (10 ul, 50 ul, 100 ul a zbytek bakterialni suspenze)
a kultivovany ptres noc (16-20 h) pii 37 °C.

4.2.5 Praces DNA

4.2.5.1 Izolace plazmidové DNA soupravou GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich)
Bakterialni kultura o objemu 1 ml byla sedimentovéana centrifugaci 5 min pii 6000 x g a 4 °C.
Plazmidova DNA byla izolovana soupravou GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
podle navodu vyrobce. VSechny cetrifugace probihaly pii 12 000 x g. DNA byla eluovana 50 pl elu¢niho

roztoku (10 mM Tris-HCI, pH 8,5). Koncentrace a Cistota DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru
NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific). [zolovana DNA byla skladovana pii —20 °C.

4.2.5.2 Izolace plazmidové DNA soupravou NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel)

Bakterialni kultura o objemu 50 ml byla centrifugovana 15 min pii 6000 x g a 4 °C. Plazmidova
DNA byla izolovana pomoci soupravy NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel) podle navodu
vyrobce. Kroky zahrnujici centrifugaci byly provedeny pii 15 000 x g. Koncentrace a Cistota DNA byla
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urena pomoci spektrofotometru NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific). [zolovana DNA byla

skladovana pii —20 °C.
4.2.5.3 Izolace genomové DNA z lidskych bunék

Buniky HEK293 kultivované v 6cm misce do cca 90% konfluence byly pfevedeny do suspenze
a sedimentovany 5 min pii 300 x g a 4 °C. Pfed izolaci DNA byly bunécné pelety uchovany pii —80 °C.
Genomova DNA byla izolovana komeréni soupravou NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) podle
postupu uvedeného vyrobcem. [zolovand DNA ve 100 pl elué¢niho pufru (SmM Tris-HCI, pH =8,5) byla
skladovana pti —20 °C. Koncentrace a cistota DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru

NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific).

4.2.5.4 Restrikéni Stépeni

P1i $tépeni restrikéni endonukledzou Bpil (Thermo Fisher Scientific) byla pripravena reakcni
sm¢s o nasledujicim sloZeni:
e 5 pugplazmidové DNA
e 4l (40 U) enzymu Bpil
e 6 pl reakéniho pufru 10x Buffer G (Thermo Fisher Scientific)
e H,O do celkového objemu 60 pl.

Stépeni probihalo 1 h pii 37 °C, vysledek $tépeni byl ovéten elektroforézou v agarézovém gelu.

4.2.5.5 Hybridizace oligonukleotidi

Nasyntetizované fosforylované oligonukleotidy urcené pro vneseni sgRNA sekvence DAXX
do vektoru PX458 byly resuspendovany v PCR H,O do vysledné koncentrace 100 uM. Dvojice
komplementarnich oligonukleotidi byla hybridizovana podle protokolu vytvoreného Zhangovou
laboratofi (viz 4.1.13, pozn. pod ¢arou 1). Byla pfipravena reakéni smés o celkovém objemu 10 pl, jejiz
slozeni bylo nasledujici:

e 1 pul 100uM roztoku oligonukleotidu ¢. 1

e 1 pl 100uM roztoku oligonukleotidu ¢. 2

e 1 pl 10x pufru pro T4 DNA ligazu (Thermo Fisher Scientific)

e 7ulHO

Smés byla inkubovana 30 min pti 37 °C, 5 min pfi 95 °C, poté byla teplota postupné snizovana

na 25 °C rychlosti 5 °C/min.

4.2.5.6 Ligace

K ligaci hybridizovanych sgRNA oligonukleotid do vektoru PX458 st€peného enzymem Bpil
byla pouzita T4 DNA ligaza (Thermo Fisher Scientific). Byla pfipravena reakéni smés o objemu 10 ul
(Tab. 2).
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Slozka reakce Mnozstvi

Plazmid PX458 stépeny enzymem Bpil 2 ul (50 ng)
200x fedény duplex sgRNA oligonukleotidii | 1 pl

Pufr pro T4 DNA ligazu (10%) 1 ul

T4 DNA ligaza 0,5 ul (2,5 U)
H,O 5,5ul

Tab. 2: SloZeni ligacni reakce.

Paraleln€ byla ptipravena kontrolni reakce bez inzertu. Ligace probihala 1 h pti laboratorni

teploté. Ligacni smés byla pouzita k transformaci bakterii (viz 4.2.4.3).

4.2.5.7 Agarozova elektroforéza

Pro separaci DNA na zakladé¢ délky fragmentu byla pouzita horizontalni elektroforéza
v agarozovém gelu. Podle délky daného tiseku DNA byl piipraven 0,8% nebo 2% (w/v) agarézovy gel
v 0,5% TBE pufru. Smés agar6zy a TBE pufru byla zahiivana v mikrovinné troub¢ do uplného rozpusténi
agarozy a ochlazena ptiblizn€ na 50 °C. Pro vizualizaci DNA bylo pfidano barvivo GelRed nebo Midori
Green. Smes byla nalita do pfipravené formy s vlozenym hfebenem pro vytvoreni jamek. Po ztuhnuti
(20-30 min) byl vyjmut hiteben, gel byl vlozen do elektroforetické aparatury (Cleaver Scientific) a zalit
0,5x TBE pufrem. Vzorek DNA byl smichan s nanasecim pufrem (10x Loading Buffer; Takara Bio)
a nanesen do jamek gelu, pro porovnani velikosti separovanych molekul DNA byl nanesen marker (viz
4.1.15). Elektroforéza probihala pifi konstantnim napéti 5-6 V/cm (vzdalenost mezi elektrodami).
Po ukonceni elektroforézy byla DNA vizualizovdna pomoci UV transiluminatoru InGenius 3 (Syngene),

gely byly fotodokumentovany s pouzitim ptislusného softwaru GeneSys.

4.2.5.8 Izolace DNA z gelu

Po elektroforetické separaci DNA byla na UV-transiluminatoru z agarézového gelu vyfiznuta
skalpelem nebo Ziletkou ¢ast obsahujici pozadovany fragment DNA. V piipad¢ potieby byla vyfiznuta
&ast gelu uchovana pii —20 °C do dalsiho zpracovani. K extrakci DNA byla pouZita souprava QIAquick®
Gel Extraction Kit (QIAGEN) nebo NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Bylo
postupovano podle navodu vyrobce. Koncentrace a Cistota izolované DNA byla zjist€éna pomoci

spektrofotometru NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific). DNA byla skladovéana pii —20 °C.

4.2.5.9 Polymerazova retézova reakce (PCR)

K amplifikaci DNA pomoci PCR byla pfipravena reakéni smés o celkovém objemu 50 pl.
Slozeni reakéni smési podle pouzité DNA polymerdzy je uvedeno v Tab. 3. V termocykleru GenePro
(Bioer Technology) byla spusténa amplifikace podle programu v Tab. 4. Produkty reakce byly ovéieny

agarozovou DNA elektroforézou.
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DNA polymeraza DNA polymeraza DNA polymeraza
Q5 Vent Taq
Slozka MnozZstvi (vysledna koncentrace)
5% Q5® Reaction Buffer 10 pl - -
10x ThermoPol® Reaction Buffer - Sul -
10x Taq Buffer - - S5ul
Smés dNTP (10mM) 1 ul (0,2 mM)
»Forward“ primer (10uM) 2,5 ul (0,5 uM) 123 t;/(l()),Z—O,S 2,5 ul (0,5 uM)
Reverse* primer (10uM) 2,5 1l (0,5 uM) e illv([()),zo,s 2,5 ul (0,5 uM)
Templatova DNA 40-150 ng 40-150 ng 40-150 ng
Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase 0,5 ul (0,02 Ty ) )
Vent® DNA Polymerase - 0,5 ul (0,02 U/ul) -
Taq DNA Polymerase - - 0,5 pl (0,05 U/ul)
PCR H,O do 50 pl

Tab. 3: SloZeni PCR reakci. Uvedena jsou 3 sloZeni reakénich smési v zavislosti na pouzité DNA polymeraze.

DNA polymeraza Vent DNA polymeraza Q5 / Vent / Taq
Krok Teplota [°C] Cas Teplota [°C] Cas
Pocatecni denaturace 95 2 min 98 30s
Denaturace 95 15s 98 15s
30 cykla Nasedani primerQ 52 30s 50-60 15s
Elongace 72 1 min 72 30s
Zavérecna elongace 72 5 min 72 5 min
Chlazeni 4 4

Tab. 4: Program PCR v zavislosti na pouZité DNA polymeraze.
4.2.5.10 Precisténi produkti PCR

Produkty PCR byly pfed sekvenaci DNA pfeéistény pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel) podle navodu vyrobce. DNA v 15 ul elu¢niho pufru (SmM Tris-HCI,

pH =8,5) byla skladovéna pii —20 °C, jeji koncentrace a Cistota byla stanovena pomoci spektrofotometru

NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific).
4.2.5.11 Sekvenace DNA

Sangerovo sekvenovani bylo provedeno v laboratofi Core facility OMICS — Genomika
(BIOCEV). Dle pokynt laboratofe byly ptipraveny vzorky slozené z 5 pmol sekvenacniho primeru,
3 ng/100 bp plazmidové DNA nebo 5 ng/100 bp produktu PCR, objem byl doplnén vodou do 8 pl.
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4.2.5.12 Kvantitativni PCR (qPCR)

Relativni mnozstvi mRNA nebo virovych genomi bylo stanoveno metodou qPCR. S pouzitim
KiCqStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix™ (Sigma-Aldrich) bylo pfipraveno 10 pl reakéni smési,
jejiz slozeni je uvedeno v Tab. 5. Vzorky byly naneseny v duplikatech nebo triplikatech do 384jamkové
desticky na qPCR. Jako negativni kontrola slouzila reak¢éni smés bez ptidané templatové DNA, ptipadné
také kontrola RT(—) u vzorkli cDNA (viz 4.2.6.2). Desticka byla zalepena folii, centrifugovana 3 min
pii 195 x g a laboratorni teploté a vloZena do piistroje LightCycler® 480 Instrument IT (Roche). Reakce
probihala podle programu uvedeného v Tab. 6. Vysledky byly analyzovany s vyuzitim softwaru
LightCycler® 480 (Roche), mnozstvi mRNA nebo virovych genoml bylo stanoveno relativni

kvantifikaci pomoci metody AACt. Grafy byly vytvofeny pomoci GraphPad Prism (verze 10.2.3).

Slozka Objem (vysledna koncentrace)
KiCqStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix™ (2x) 5 ul

,Forward* primer (10 uM) 0,2 ul (0,2 uM)

,»Reverse* primer (10 uM) 0,2 pl (0,2 uM)

PCR H,O 3,6 ul

Templat (cDNA nebo bunéény lyzat vystaveny 1wl

pusobeni proteinazy K)

Tab. 5: SloZeni reakéni smési pro qPCR s pouzitim KiCqStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix™
(Sigma-Aldrich).

Krok Teplota [°C] Cas
Preinkubace 95 10 min
J—— 95 10s
(45 oykld) 60 20s
72 30s
95 5s
Stanoveni kiivky tani 65 1 min
97 -
Chlazeni 40 10s

Tab. 6: Reakéni program qPCR.

4.2.6 Praces RNA

4.2.6.1 Izolace RNA ze sav¢ich bunék

Bunky v kultivaéni desti¢ce byly trypsinizovany a centrifugovany 5 min pii 300 x g a 4 °C.
Bunécny pelet byl v pfipadé potfeby uchovan pred izolaci RNA pfi —80 °C. Celkova RNA byla
izolovéana soupravou RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) nebo NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel). V obou
pripadech bylo postupovano podle navodu vyrobce. Koncentrace a Cistota izolované RNA byla
stanovena pomoci spektrofotometru NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific). RNA byla
skladovana pti —80 °C, pfipadné ihned pouzita k syntéze komplementarni DNA.
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4.2.6.2 Syntéza cDNA

Izolovana RNA byla piepsana do cDNA pomoci soupravy TATAA GrandScript cDNA Synthesis
Kit (TATAA Biocenter) nebo LunaScript® RT SuperMix Kit (New England Biolabs). Dle navodu
vyrobce byla pfipravena reakéni smés o objemu 20 pl. Pro jednu reakci bylo pouzito 100—200 ng RNA.
Pii pouziti soupravy LunaScript® RT SuperMix Kit byla pripravena kontrola RT(—) bez reverzni
transkriptazy s pouzitim No-RT Control Mix (5%). Reverzni transkripce probihala podle programu
doporuceného vyrobcem v termocykleru GenePro (Bioer Technology). Ziskana ¢cDNA byla uchovana

pii —20 °C.
4.2.7 Prace s proteiny

4.2.7.1 Priprava bunééného lyzatu ze sav¢ich bunék

Buiky byly trypsinizovany a centrifugovany 5 min pii 300 x g a 4 °C. Pelet byl resuspendovan
v PBS a centrifugace byla opakovana. Ziskany pelet byl uchovan pii —80 °C pro pozdg&jsi zpracovani,
nebo ihned resuspendovan v RIPA pufru, do kterého byla pfed pouzitim pfidana smés inhibitord protedz
(cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche). RIPA pufr byl pfidan pfiblizné¢ v poméru 100 pl
na 10° bun&k. Buné&ény pelet v RIPA pufru byl 15x protahnut jehlou (primér 0,45 mm) a ponechan
15 min na ledu. Nasledné byl lyzat centrifugovan 10 min p#i 15000 x g a 4 °C, supernatant byl odebran
a skladovan pii —80 °C.

4.2.7.2 Denaturacni proteinova elektroforéza SDS-PAGE

Pro separaci proteini na zakladé molekulové hmotnosti byla pouzita elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE). Do sestavené aparatury pro piipravu
polyakrylamidovych gelti (Hoefer), jejiz utésnéni bylo ovéfeno naplnénim ddH,O, byl nanesen
separacni gel do vysky cca 0,5 cm pod spodni okraj hiebenu. V zavislosti na velikosti proteinu zajmu
byl pouzit 8% nebo 10% separacni gel (viz Tab. 7). Gel byl pfevrstven ddH>O a ponechan polymerovat
30 min. Voda byla odstranéna, na separacni gel byl nanesen gel zaostfovaci, do kterého byl vlozen
hieben pro vytvofeni jamek. Po polymeraci zaostfovaciho gelu (cca 20 min) byl vyjmut hieben, gely
byly vloZeny do ptipravené elektroforetické aparatury (SE260 Mighty Small II Deluxe Mini Vertical
Protein Electrophoresis Unit; Hoefer) a zality elektroforetickym pufrem pro SDS-PAGE. Jamky gelu
byly vyplachnuty elektroforetickym pufrem.

Bunééné lyzaty byly smichany s 5x koncentrovanym Laemmliho pufrem v poméru 4 : 1
a denaturovany 4 min pii 100 °C. Takto pfipravené vzorky byly naneseny do jamek polyakrylamidového
gelu (nanaseno bylo 8-20 ul vzorku, nejc¢astéji 15 ul). Dale byly naneseny 4 ul markeru molekulovych

hmotnosti (viz 4.1.15). Elektroforéza probihala 20 min pfi napéti 80 V a poté cca 2 h pti napéti 140 V.

69



Separacni gel Zaostiovaci gel

Slozka

8% 10% (5%)
ddH,O 405ml 325ml 4,22 ml
Tris-HCI, pH = 8,8 45ml | 4,5ml -
Tris-HCI, pH = 6,8 - - 0,75 ml
10% (w/v) SDS 120l 120l 60 ul
30% (w/v) akrylamid/bisakrylamid 29 : 1 32 ml 4 ml 1 ml
10% (w/v) APS 40 pl 40 l 40 pl
TEMED 85ul  85ul 10l

Tab. 7: SloZeni polyakrylamidovych geli. Slozky byly pfidavany v uvedeném potadi, APS a TEMED byly
pridany bezprostiedné pfed nanesenim gelu mezi elektroforetickd skla. SDS — dodecylsiran sodny, APS —
peroxodisiran amonny, TEMED - tetramethylethylendiamin.

4.2.7.3 Western blot a imunodetekce proteini na membrané

Proteiny byly pieneseny z polyakrylamidového gelu na nitrocelul6zovou membranu metodou
»semi-dry* transfer. Po ukonceni SDS-PAGE byl odfiznut zaostfovaci gel a separacni gel byl
ekvilibrovan 10 min v blotovacim pufru (Towbin transfer buffer). Nitrocelulézova membrana (GE
Healthcare Life Sciences) a 2 kusy extra silného filtracniho papiru o tloustce 2,5 mm (Thermo Fisher
Scientific) byly namoceny v blotovacim pufru. V kazeté pfistroje Trans-Blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad) byl sestaven tzv. blotovaci sendvi¢ v nasledujicim poradi: filtra¢ni papir, nitroceluléozova
membrana, polyakrylamidovy gel, filtra¢ni papir. Vzniklé vzduchové bubliny byly odstranény pomoci
valecku. Pfenos proteini na membranu byl proveden pomoci pfistroje Trans-Blot Turbo podle
prednastaveného programu ,,Standard SD* 30 min pfi konstantnim napéti 25 V.

Po transferu proteinti byla membrana omyta 3 min v PBST na tfepacce a inkubovana 1 h
v blokovacim roztoku. Nasledné byla inkubovéna s primarni protilatkou fedénou v blokovacim roztoku
na parafilmu pfes noc pii 4 °C nebo 1 h pii laboratorni teploté. Membrana byla za stalé¢ho tfepani tfikrat
promyta 10 min v PBST a 30 min inkubovéana se sekundarni protilatkou (konjugovanou s kienovou
peroxidazou, HRP) fedénou v blokovacim roztoku. Nasledovalo promyti tfikrat 5 min v PBST a ttikrat
5 min v PBS na tfepacce.

Proteiny byly detekovany prostfednictvim chemiluminiscence vzniklé pii reakci katalyzované
HRP. Na membranu byly nakapany chemiluminiscen¢ni roztoky A a B (viz 4.1.6) smichané v poméru
1 : 1 bezprosttedné pred vyvolanim signalu. Membrana byla inkubovana 1 min chranéna pted svétlem,
poté byla detekovana chemiluminiscence pomoci pristroje Amersham™ Imager 600 RGB (GE
Healthcare Life Sciences). Denzitometricka analyza intenzity signalu byla provedena v programu

Imagel, grafy byly vytvoteny pomoci GraphPad Prism (verze 10.2.3).
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Inaktivace HRP a opakovana imunodetekce proteinit na membrané

Pfi opakovaném pouziti membrany pro detekci dalSiho proteinu byla nejprve membrana
oplachnuta v ddH-O, poté byla inaktivovana HRP inkubaci membrany 15 min v 30% H»O; na parafilmu
pti 37 °C. Membrana byla omyta 15 min v ddH»O a 15 min v PBS za stalého tfepani. Takto pfipravena

membrana byla znovu pouzita pro imunologickou detekci proteinti po¢inaje krokem blokovani.

71



5 Vysledky

5.1 Priprava inokula MPyV

Pro uskute¢néni experimentti zahrnujicich infekci bunék mySim polyomavirem bylo nutné
nejprve pripravit virové inokulum. Pfi pomnoZeni viru a izolaci virovych ¢astic bylo postupovano podle
kapitoly 4.2.3.1. Virové cCastice byly izolovany z bunék MEF 8-10 dni po infekci MPyV, kdy byl
pti sledovani svételnym mikroskopem jiz patrny vyrazny cytopaticky efekt, projevujici se zménami
bunééné morfologie a uvoliiovanim fetézch a shlukti bun€k od vrstvy adherentnich bunek. Po izolaci
virovych ¢astic z bun€k a centrifugaci pres sachardzovy polstar byl virovy izolat precistén centrifugaci
v gradientu CsCl. Gradienty byly rozdéleny do frakci, které byly na zakladé zméfeného indexu lomu
zafazeny do spojenych frakci I, II a III (Tab. 8). Sloucené frakce byly dialyzovany, poté byly virové
castice koncentrovany centrifugaci ptes sacharézovy polstar. Titr ziskaného virového inokula byl
stanoven ve frakci II a III podle postupu v kapitole 4.2.3.2. Vysledky ze tfi provedenych izolaci jsou
uvedeny v Tab. 9. Pfipravené inokulum bylo pouzito pfi vSech nasledujicich infekcich bun€k virem

MPyV v této diplomové praci.

index lomu

frakce | gradient 1 | gradient 2
1 1,376 1,373
2 1,376 1,371
3 1,373 1,370
4 1,371 1,367
5 1,369 1,366
6 1,368 1,366
7 1,366 1,365
8 1,366 1,365
9 1,365 1,363
10 1,365 1,363
11 1,364

12 1,363

13 1,363

Tab. 8: Indexy lomu jednotlivych frakei gradienti CsCl pfi izolaci MPyV. Dva gradienty jsou oznaceny Cisly
1, 2. Na zakladé indexu lomu byly frakce spojeny do frakce I (zlut€), frakce II s indexem lomu odpovidajicim
kompletnim virionim (zelen¢) a frakce 11l s indexem lomu odpovidajicim prazdnym virionim (modie). Zobrazeny
jsou hodnoty z jedné ze tii provedenych izolaci MPyV.
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Titr MPyV [ffu/ml]
frakce II | frakce III
1.izolace | 5,3-107 | 1,4-107
2.1izolace | 1,8-10% | 2,4-107
3. izolace | 2,5-107 | 2,3-10°

Tab. 9: Infekéni titr frakei I1 a III izolovaného MPyV. Titr byl stanoven detekci LT antigenu MPyV 24 hpi
pomoci nepfimé imunofluorescence. Virové inokulum bylo ptipraveno celkem tiikrat (1.-3. izolace).

5.2 Vliv proteinu DAXX na polyomavirovou infekci

Jedno zvyzkumnych témat Laboratofe virologie je zaméfeno na roli PML télisek
a asociovanych chaperont histonu H3.3 vcetné proteinu DAXX na replika¢ni cyklus polyomavirQ
MPyV a BKPyV. Vzhledem k lokalizaci PML-NBs v blizkosti virovych replikacnich center
a kolokalizaci proteinu DAXX s LT antigenem je mozné, ze DAXX je jednim z faktor( regulujicich
replikaci MPyV nebo BKPyV. Cilem nasledujici ¢asti diplomové prace je charakterizovat mozny vliv

proteinu DAXX na infekci MPyV.

5.2.1 Role proteinu DAXX v replika¢nim cyklu MPyV

Charakterizace buné¢éné linie MEF Daxx Tet-On

Pro vyzkum vlivu proteinu DAXX na infekci MPyV byla pouzita bunéénd linie MEF Daxx
Tet-On s expresi Daxx indukovatelnou tetracyklinovymi antibiotiky. Této vlastnosti by bylo mozné
vyuzit pro porovndni pribéhu infekce MPyV v buiikach produkujicich DAXX po pfidani antibiotika
doxycyklinu a buiikach bez piidaného doxycyklinu, v nichz by méla byt exprese DAXX potlacena nebo
omezena pouze na minimalni uroven.

Vlastnosti bunééné linie byly testovany metodou western blot. Pro indukci exprese Daxx byly
buiiky MEF Daxx Tet-On po dobu 24 h vystaveny pusobeni doxycyklinu ptidaného do kultivaéniho
média (koncentrace 0,5 pg/ml nebo 1 pg/ml). Byly pfipraveny lyzaty z bunék MEF Daxx Tet-On
s pfidanym doxycyklinem nebo bez né&j a z bunék MEF (oznacovanych dale jako wild type, MEF WT).
Pomoci western blotu byl detekovan protein DAXX (Obr. 8). Ve vzorku MEF WT byl dle o¢ekavani
detekovan protein DAXX o ptiblizné molekulové hmotnosti 110—120 kDa. Na rozdil od bun¢k MEF
WT nebyl ve vzorcich MEF Daxx Tet-On viditelny signal DAXX, a to ani ve vzorcich s piidanym
doxycyklinem. Pfi pouzitych koncentracich doxycyklinu se expresi Daxx nepodafilo indukovat.
Potvrdilo se tedy, Ze buitky MEF Daxx Tet-On neexprimuji protein DAXX v detekovatelném mnoZstvi.
Protoze jsme vSak u nich nedokézali indukovat doxycyklinem protein DAXX, nemohli jsme je pouZzit
pro sledovani pribehu replikacniho cyklu MPyV za ptitomnosti proteinu DAXX. Prib¢h replikacniho
cyklu MPyV v buiikach exprimujicich DAXX byl proto analyzovan v bunécné linii MEF WT.
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Obr. 8: Ovéieni vlastnosti bunééné linie Daxx Tet-On MEF. V bunéénych lyzatech MEF (WT) a MEF Daxx
Tet-On bez pfidaného doxycyklinu nebo s doxycyklinem v uvedenych koncentracich byly pomoci SDS-PAGE
a nasledného western blotu detekovany proteiny DAXX (protilatky MaDAXX H-7 a GaM-HRP) a GAPDH
(kontrola mnozstvi nanaSen¢ho vzorku, protilaitky RbaGAPDH sc-25778 a GoRb-HRP). M — marker
molekulovych hmotnosti Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa) (New England Biolabs).

Vliv DAXX na replikaci virového genomu

Prabéh infekce MPyV v bunikkdch MEF Daxx Tet-On a MEF WT byl porovnan kvantifikaci
genomti MPyV metodou qPCR. Bunéény cyklus bunék MEF Daxx Tet-On a MEF WT byl
synchronizovan inkubaci v bezsérovém médiu, buiiky byly nasledné infikovany MPyV s MOI 5.
V casech 16 hpi, 24 hpi a 42 hpi byly pfipraveny vzorky pro kvantifikaci virové DNA (bunécné lyzaty
oSetfené proteinazou K, viz 4.2.2.10). Graf na Obr. 9 (Experiment 1) ukazuje prudké zvySeni poctu kopii
genomu MPyV 42 hpi, které je vyrazn&jsi v buitkdch MEF WT. Pfi opakovani experimentu
(Experiment 2) se postup infekce lisil, ve zkoumaném casovém useku doslo pouze k mirnému
postupnému nartistu mnozstvi virové DNA. V obou piipadech byl zjistén nizsi pocet virovych genomi
v buiikdach MEF Daxx Tet-On oproti MEF WT. V ptipadé experimentu 1 byl pocet genomi MPyV
v bunikach Daxx Tet-On vyrazné nizsi 42 hpi, v experimentu 2 se rozdil projevil také 24 hpi, 42 hpi byl
rozdil méné vyrazny. Porovnani poctu kopii genomu MPyv vyjadfené jako podil MEF Daxx Tet-On /
MEF WT je uvedeno v Tab. 10.
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Obr. 9: Vliv proteinu DAXX na mnoZstvi genomové DNA MPyV. Buikky MEF WT a MEF Daxx Tet-On byly
infikovany MPyV (MOI 5). V ¢asech 16 hpi, 24 hpi a 42 hpi byla provedena relativni kvantifikace virovych
genoml pomoci qPCR. Hodnoty byly normalizovany k poctu kopii bunééného genu pro p53 a vztazeny k MEF
WT 16 hpi. Zobrazeny jsou vysledky dvou nezavislych experimentd.

MEF Daxx Tet-On / MEF WT

experiment 1 = experiment 2

16 hpi 0,50 1,09
24 hpi 1,06 0,21
42 hpi 0,19 0,44

Tab. 10: Podil relativniho poctu kopii genomu MPyV v buiikkich MEF Daxx Tet-On viic¢i buiikim MEF WT.
Mnozstvi genomil stanovené pomoci qPCR 16, 24 a 42 hpi bylo normalizovano k poctu kopii genu pro p53.

Vliv DAXX na virovou transkripci

Déle bylo srovnavano mnozstvi virovych transkriptti v infikovanych bunkach. Vzorky byly
pfipraveny soucasné se vzorky pro kvantifikaci virovych genomt (viz vySe). Z bunék MEF Daxx
Tet-On a MEF WT byla 16 hpi, 24 hpi a 42 hpi izolovana RNA, syntetizovana cDNA a pomoci gPCR
byla méfena hladina ¢asného virového transkriptu pro LT a pozdniho virového transkriptu pro VPI1.
Ve shodé¢ s vysledky kvantifikace virovych genomt byl vyrazny nartst virové transkripce pozorovan
v pribéhu experimentu €. 1, v pfipad¢ experimentu 2 se hladina transkriptti zvySovala pomaleji (Obr.
10). I pies rozdilny prubeh infekce vysledky obou experimentli naznacuji snizeni transkripce virovych
gent v diisledku potlaceni exprese proteinu DAXX.

Hladiny mRNA pro LT i VP1 byly niz§i v buitkich MEF Daxx Tet-On 16, 24 i 42 hpi.
V experimentu 1 se tento rozdil nejvice projevil v expresi LT 42 hpi, kdy doslo ke zna¢nému nartstu
mnozstvi mRNA v buiikach MEF WT, zatimco v buitkach MEF Daxx Tet-On byl nartist mensi.

V experimentu 2 byly hladiny obou transkriptii pro LT i VP1 také nizsi v buitkach MEF Daxx
Tet-On 16, 24 i 42 hpi. Hodnoty relativni exprese virovych mRNA v bunikach Daxx Tet-On vztazené
k hodnotam MEF WT jsou uvedeny v Tab. 11.
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Obr. 10: Vliv proteinu DAXX na virovou transkripci. Bunky MEF WT a MEF Daxx Tet-On byly infikovany
MPyV (MOI 5). V casech 16 hpi, 24 hpi a 42 hpi byla pomoci qPCR stanovena hladina ¢asného virového
transkriptu pro LT a pozdniho transkriptu pro VP1, hodnoty byly normalizovany k expresi GAPDH a vztazeny
k MEF WT 16 hpi. Jednotlivé grafy zobrazuji vysledky dvou nezavislych experimentt (expl a exp2).

MEF Daxx Tet-On / MEF WT

LT VP1
experiment 1 = experiment2 experiment 1 = experiment 2
16 hpi 0,49 0,18 0,34 0,29
24 hpi 0,71 0,22 0,34 0,15
42 hpi 0,09 0,31 0,13 0,51

Tab. 11: Podil relativniho mnoZstvi mRNA pro LT a VP1 MPyV v buiikach MEF Daxx Tet-On vuci buiikam
MEF WT. Relativni exprese mRNA stanovend pomoci qPCR 16, 24 a 42 hpi byla normalizovana k expresi
GAPDH.

Vliv DAXX na pocet infikovanych bunék

Pomoci nepiimé imunofluorescence byla zkoumana casna faze infekce MPyV. Buitky MEF
Daxx Tet-On a MEF WT kultivované na mikroskopickych sklech byly infikovany MPyV (MOI 0,5).
V case 24 hpi byl porovnan pocet infikovanych bunék pozitivnich na LT antigen ve vzorcich bun¢k
MEF Daxx Tet-On a MEF WT. Vzorky byly ptipraveny v duplikatech, LT-pozitivni buriky byly pocitany
vzdy v 10 zornych polich mikroskopu (celkem 20 poli MEF WT a 20 poli Daxx Tet-On). Celkové byl
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pozorovan snizeny pocet LT-pozitivnich bunék MEF Daxx Tet-On oproti MEF WT (Obr. 11), vysledky
se vSak pfedevsim v pripad¢é bunck MEF WT lisily v ramci duplikatu.
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Obr. 11: Vliv proteinu DAXX na pocet infikovanych bunék pozitivnich na LT antigen. Bunky MEF WT
a MEF Daxx Tet-On byly infikovany MPyV (MOI 0,5), po fixaci 24 hpi byl detekovan LT antigen MPyV pomoci
nepiimé imunofluorescence. (A) Reprezentativni snimky bun¢k MEF WT a MEF Daxx Tet-On. LT je znacen
zelené kombinaci protilatek RtoL T (LT1) a GaRt-AF488, bunécna jadra jsou zna¢ena modie pomoci DAPI. Délka
mefitka je 50 pm. (B) Primérny pocet LT-pozitivnich bunék v 10 zornych polich mikroskopu vztazeny
k celkovému poctu bunék + smérodatna odchylka. Vzorky byly pfipraveny v duplikatech v ramci jednoho
experimentu (vzorek 1, vzorek 2). Graf byl vytvofen pomoci GraphPad Prism (verze 10.2.3).

5.2.2 Role proteinu DAXX v replika¢nim cyklu BKPyV

5.2.2.1 Charakterizace bunééné linie U20S DAXX KO

Objasnéni mozného vyznamu proteinu DAXX pro infekci BKPyV by mohlo napomoci studium
replika¢niho cyklu BKPyV v nepfitomnosti DAXX. Pro tyto ti€ely bylo potieba pouzit bunky s ¢astecné
nebo zcela potlac¢enou expresi DAXX. Byla zvolena bunéc¢na linie U20S DAXX KO (3 klony oznacené
¢.79, 80, 81). Pfed zahajenim experimentt bylo nutné ovétit KO fenotyp této linie, prvnim krokem byla
detekce DAXX metodou nepiimé imunofluorescence.

Bunky U20S DAXX KO (klony 79, 80 a 81) a U20S WT kultivované na mikroskopickych
sklech byly fixovany a bylo provedeno imunofluorescen¢ni znadeni DAXX. Signal DAXX byl
pozorovan pievazné v jadie a v mensi mife v cytoplazmé bunék U20S WT, ale také vSech tii
testovanych klont U20S DAXX KO (Obr. 12 A). Bunky U20S WT a DAXX KO 79 byly znaceny také
kombinaci protilatek proti DAXX a PML (Obr. 12 B). Protein PML byl lokalizovan pievazné
v bunééném jadie v podobé te¢ek odpovidajicich PML téliskim. Signal DAXX a PML se z casti
prekryval. Z vysledkd vyplyva, Ze protein DAXX se vyskytuje v PML-NBs, rozptylen¢ v jadre
a v cytoplazmeé bunek U20S WT i U20S DAXX KO, ve kterych by mél byt dle predpokladu gen DAXX

inaktivovan.
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Obr. 12: Charakterizace bunék U20S DAXX KO pomoci nepfimé imunofluorescence. (A)V buikach U20S
DAXX KO (3 klony: KO 79, KO 80, KO 81) a U20S WT byl znacen zelené protein DAXX kombinaci protilatek
RbaDAXX M-112 a DoRb-AF488 (WT a KO 79) nebo GaDAXX S-20 a DaG-AF488 (KO 80, KO 81). Bunécné
jadro je obarveno modfe pomoci DAPI. (B) V bunkach U20S DAXX KO 79 a U20S WT byl spolu s DAXX
(zelen€) znacen Cervené protein PML kombinaci protilatek MaPML a GaM-Cy3. Zobrazeny jsou vybrané snimky
z fluorescencniho mikroskopu BX60.
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Pro ovéfeni exprese DAXX byly bunky U20S a U20S DAXX KO 79, 80 a 81 dale testovany
metodou western blot. Teoretickd molekulovd hmotnost proteinu DAXX je 81 kDa, pozorovana velikost
se vSak obvykle pohybuje v rozmezi 100-120 kDa, pravdépodobné v disledku posttranslacnich
modifikaci (zejména fosforylace), elektroforetickd migrace mize byt ovlivnéna také vysokym
zastoupenim kladné nabitych aminokyselin v neuspotddané C-termindalni oblasti DAXX (Hollenbach
et al., 1999; Kiriakidou et al., 1997). V buiikdch U20S byl detekovan signal odpovidajici molekulovym
hmotnostem pfiblizné 95 a 120 kDa (Obr. 13). Signal o vy$si molekulové hmotnosti se shoduje
s proteinem DAXX detekovanym v mysich buiikdch pfi pouziti stejné protilatky (viz Obr. 8). Prouzek
o niz8i molekulové hmotnosti by mohl piedstavovat nespecifickou vazbu protilatky, odliSnou
posttranslaéni modifikaci DAXX, pfipadné izoformu nebo produkt degradace. Signal o molekulové
hmotnosti pfiblizné 120 kDa, ktery odpovida proteinu DAXX, byl pfitomen ve vSech tfech testovanych
klonech U20S DAXX KO v podobném, pfipadné i zdanlivé vyssim mnozstvi nez v bunikach U20S WT.
Metodou western blot tak byla potvrzena ptedchozi detekce proteinu DAXX imunofluorescenénim
barvenim. Vzhledem k tomu, Ze byl protein DAXX exprimovan ve vSech testovanych liniich, které byly
oznaceny jako KO, nebylo mozné tyto buiiky pouzit pro vyzkum vlivu DAXX na infekci BKPyV.
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Obr. 13: Charakterizace bunék U20S DAXX KO metodou western blot. V buné¢énych lyzatech U20S WT
a U20S DAXX KO (3 klony: KO 79, KO 80, KO 81) byly proteiny rozdéleny SDS-PAGE elektroforézou a pomoci
western blotu byl detekovan protein DAXX (protilatky MaDAXX H-7 a GaM-HRP) a protein GAPDH (protilatky
RbaGAPDH G9545 a GaRb-HRP). Protein DAXX o predpokladané molekulové hmotnosti cca 120 kDa je
oznacen Sipkou. M — marker molekulovych hmotnosti Black Protein Ladder (Central European Biosystems).

5.2.2.2 Ptiprava bunécné linie HEK293 DAXX KO
Vzhledem k tomu, Ze se ndm nepodafilo potvrdit DAXX KO fenotyp u klonti linie U20S, bylo
pro studium vlivu DAXX na replikaci BKPyV potieba vytvorit linii s inaktivovanym genem DAXX.

Pro tento ucel byla vybrana metoda genového knockoutu systémem CRISPR/Cas9 v bunécné linii

HEK293.

Priprava vektoru pro expresi Cas9 a sgRNA

V prvnim kroku byla do plazmidu pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) vlozena sekvence
pro expresi sgRNA cilené proti genu DAXX. Cilova sekvence v genu DAXX pro $tépeni nukleazou Cas9
byla vybrana pomoci online nastroje CHOPCHOP. Na zakladé této sekvence byly syntetizovany
oligonukleotidy, které byly klonovany do sgRNA kostry plazmidu PX458 (Obr. 14 C).

79



Plazmid PX458 byl $tépen restrikéni endonukleazou Bpil, ktera §tépi na dvou mistech za vzniku
odlignych kohezivnich konct, coz brani recirkularizaci plazmidu. Stépeny plazmid byl nanesen na 0,8%
agarozovy gel a po elektroforéze izolovan z gelu (Obr. 14 B). Pfipravené fosforylované oligonukleotidy
byly hybridizovany, 200x zfedény a ligovany se Stépenym vektorem. Vzniklou liga¢ni smési byly
transformovany kompetentni bakterie E. coli XL1 Blue prostfednictvim teplotniho Soku.
Transformované bakterie byly vysety na agarové plotny s ampicilinem a kultivovany do nasledujiciho
dne. Bylo vybrano 16 kolonii, které¢ byly déle kultivovany a byla z nich izolovana plazmidovd DNA
metodou minipreparace (Obr. 14 D). Pro ovéteni ligace byly sekvenovany plazmidy izolované z koloniii
¢. 8, 11 a 14. Misto nasedani sekvenacniho primeru je naznaceno na Obr. 14 A. Vlozeni oligonukleotidil
do plazmidu PX458 bylo potvrzeno ve vSech tfech sekvenovanych plazmidech. Pro dalsi postup byla
vybrana kolonie €. 11, ktera byla kultivovana pro naslednou izolaci plazmidu metodou midipreparace.
Izolace plazmidu byla ovéfena elektroforézou (Obr. 15). Tento plazmid (dale oznacovany jako
PX458-sgDAXX) byl pouzit k transfekci bunek HEK293.
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Obr. 14: Klonovani plazmidu pro CRISPR/Cas9 knockout DAXX. (A) Schéma vektoru PX458 s vyznaCenymi
misty §tépeni restrikéni endonukledzou Bpil. Vyznacena je také pozice sekvenacniho primeru (Primer 1). Schéma
bylo vytvofeno v programu SnapGene. (B) Elektroforéza plazmidu PX458 po S§tépeni enzymem Bpil
a neStépenc¢ho plazmidu PX458. Elektroforéza probihala v 0,8% agarézovém gelu pii 70 V. (C) Schéma
sparovanych oligonukleotidii obsahujicich sekvenci pro expresi DAXX sgRNA vlozenych do vektoru PX458
Stépeného Bpil. Sekvence oligonukleotidd je vyznacena Cervene. (D) Elektroforéza plazmidové DNA izolované
z 16 bakteridlnich kolonii transformovanych plazmidem PX458 po ligaci s duplexem sgRNA oligonukleotidu.
Elektroforéza probihala v 0,8% agarézovém gelu pii 70 V. M — marker GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)
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Obr. 15: Elektroforéza plazmidu PX458-sgDAXX izolovaného z bakterialni kolonie €. 11. Plazmid s vlozenou
sekvenci DAXX sgRNA (ovéfeno sekvenaci) byl izolovan pomoci midipreparace, nanesen ve tiech fedénich (1x,
10x%, 100x) na 0,8% agardzovy gel a separovan pii napéti 70 V. M — marker GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)

Transfekce bunék HEK293 a selekce pomoci FACS

Pripraveny plazmid PX458 s vloZzenou sgRNA sekvenci byl transfekovan do bunék HEK293
metodou nukleofekce (Amaxa). Pro transfekci bylo pouzito 4-10° bun&k a 6 pg plazmidové DNA.
Nasledujici den byla Gspésnost transfekce ovéfena pozorovanim signalu GFP pod fluorescencnim
mikroskopem (plazmid PX458 koduje EGFP). Transfekované bunky byly separovany pomoci FACS
(viz 4.2.2.9). Jednotlivé bunky exprimujici EGFP byly tfidény do 96jamkovych desticek a dale
kultivovany postupné v 96jamkovych destickach, 24jamkovych destickach a 6cm miskach. Timto

zpusobem byly ziskany potencialni DAXX KO bunécné klony, které byly dale testovany.

Ovéreni inaktivace genu DAXX

Uspé&snost modifikace systémem CRISPR/Cas9 byla testovana nejprve na urovni produkce
proteinu DAXX. Z celkem 28 bunécnych klonti byly pfipraveny lyzaty a metodou western blot byl
detekovan DAXX. Buiky po transfekci plazmidem PX458-sgDAXX byly porovnavany
s netransfekovanymi bunkami HEK293 a také s bunkami linie U20S. Signal odpovidajici obvyklé
molekulové hmotnosti DAXX pfi detekci metodou western blot, pfiblizné 120 kDa, byl detekovan
v netransfekovanych bunkach HEK293 a v nékterych transfekovanych klonech (Obr. 16). Podobn¢ jako
v pripadé¢ linie U20S byl ve vétSing transfekovanych klonii detekovan signal, patrné nespecificky,
o pfiblizné molekulové hmotnosti 95 kDa. Identifikaci klonl se snizenym mnoZzstvim proteinu DAXX
komplikovala ptitomnost vét§iho mnozstvi prouzkti v oblasti riznych molekulovych hmotnosti a nebylo
mozné jednoznacné urcit, ve kterych ptipadech se jedna o specificky signal DAXX. Problémem bylo
také nizké mnozstvi vstupniho materialu v disledku pomalého ristu transfekovanych bunék. Nékolik

kloni s potencialné niz§im mnozstvim proteinu DAXX bylo vybrano pro sekvenacni analyzu.
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Obr. 16: Detekce proteinu DAXX v buiikach transfekovanych plazmidem PX458-sgDAXX. Pomoci western
blotu byl detekovan DAXX (kombinaci protilatek MaDAXX H-7 a GaM-HRP) v jednotlivych klonech bun¢k
HEK293 transfekovanych plazmidem PX458-sgDAXX. Pro kontrolu byly pouzity netransfekované bunky
HEK293 a buniky U20S. Jako kontrola nanasky byl detekovan protein GAPDH (protilatky RbaGAPDH sc-25778
a GoRb-HRP). M — marker molekulovych hmotnosti Color Prestained Protein Standard, Broad Range
(10-250 kDa) (New England Biolabs).

Inaktivace genu DAXX byla dale ovéfovana pomoci PCR a nasledné sekvenace. Byla izolovana
genomova DNA z 5 bunécnych klont (1D2, 1G3, 1G9, 1G10, 2H6) a prostiednictvim PCR byl
amplifikovan usek DNA obsahujici sekvenci, na kterou byl cilen systém CRISPR/Cas9.

Prvni amplifikace s pouzitim DNA polymerdzy Vent nebyla uspésnd, bylo tedy potfeba
optimalizovat podminky PCR. Testovany byly tfi rizné polymerazy, dva pary primera lisici se délkou
amplifikovaného useku DNA (viz Obr. 17) a teploty nasedani primerti v rozmezi 50—60 °C. Templatem
pro PCR byla DNA klonu 1G9. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pii pouziti polymerazy QS5 a paru
primeru f1 + r, pficemz pouzité teploty nasedani primerd nemély vliv na Gspésnost amplifikace (viz Obr.

18). Ve vsech ptipadech, kdy doslo k amplifikaci, byly viditelné dva fragmenty DNA.
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Obr. 17: Schéma sekvence genu DAXX s primery pro ovéreni modifikace systétmem CRISPR/Cas9.
Schematické znazornéni lidského genu DAXX (pfevzato z https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1616) s casti
sekvence tfetiho exonu s vyznaGenou oblasti rozpoznévanou systémem CRISPR/Cas9. Cervené je oznadena
sekvence, na kterou je cilena nukleaza Cas9, modie sekvence PAM (protospacer-adjacent motif). Oznaéeny jsou
dva ,,forward* primery (DAXX CRISPR f1, £2) a jeden ,,reverse primer (DAXX CRISPR r). Kombinace primert
f1 a r ohranicuje amplifikovany usek o délce 151 bp, kombinace f2 a r 230 bp.

Obr. 18: Optimalizace podminek PCR pro ovéieni knockoutu DAXX. Genomova DNA izolovana z bunék
HEK?293 transfekovanych plazmidem PX458-sgDAXX (klon 1G9) byla pouzita jako templat pro PCR se dvéma
kombinacemi primerti (f1 + r nebo f2 + r). Pro amplifikaci byla pouzita DNA polymeraza Q5, Vent nebo Tagq.
Vyznaceny jsou 4 testované teploty nasedani primerti. Produkty PCR byly separovany elektroforézou ve 2%
agardzovém gelu pii 80V. M — marker MassRuler™ Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

Pro dalsi PCR byla zvolena polymeraza QS5, dvojice primert DAXX CRISPR fl a DAXX
CRISPR 1 a teplota nasedani primertt 52 °C. Na zéklad¢ provedené elektroforézy (Obr. 19 A) byly
produkty PCR klonii 1D2 a 2H6 pfecistény pomoci soupravy NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
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(Macherey-Nagel) a sekvenovany. U téchto dvou klonii byl pozorovan jeden produkt amplifikace
o velikosti pfiblizné odpovidajici velikosti amplifikovaného tseku DNA netransfekovanych bunck
HEK293. V pfipadé zbylych tii klont bylo zjisténo vice fragmentti DNA rizné délky. Produkty PCR
téchto tfi klonti byly elektroforeticky rozdéleny za ucelem nasledné izolace jednotlivych fragmenti
z gelu (Obr. 19 B). Ptipravené vzorky precisténych PCR produktt a fragmenti izolovanych z gelu byly
odeslany k sekvenovani. Pro sekvenaci byl vyuzit primer f1 (vzorky 1D2, 1G3) nebo r (vzorky 1G9,
1G10, 2H6). Ve vzorcich 1D2 a 2H6 nebyly nalezeny zmény sekvence, na kterou byla cilena nukledza
Cas9, v téchto klonech tedy k modifikaci genu DAXX systémem CRISPR/Cas9 nedoslo. Sekvenace
vzorkl 1G3-1 a 1G3-3 byla neuspés$nd, pii sekvenaci ostatnich vzorkii nebylo dosazeno dostatecné
kvality dat pro identifikaci DAXX KO kloni. Pro dalsi postup by bylo potfeba sekvenaci opakovat
s kvalitn&j$imi vzorky DNA.

HEK
M 1D2 1G3 1G9 1G10 2H6 M 293 2H6

Obr. 19: Elektroforéza produktii PCR uréenych k sekvenaéni analyze. (A) DNA izolovana z bunék HEK293
transfekovanych plazmidem PX458-sgDAXX (klony 1D2, 1G3, 1G9, 1G10, 2H6) nebo netransfekovanych bunék
HEK293 byla amplifikovana pomoci PCR s Q5 polymerazou a primery DAXX CRISPR f1 + r. Produkty reakce
byly ovéfeny elektroforézou ve 2% agar6zovém gelu pii 80V. (B) Produkty PCR klonti 1G3, 1G9 a 1G10, u nichz
bylo pfitomno vice fragmentii DNA, byly naneseny na 2% agarozovy gel, po elektroforéze byly z gelu izolovany
oznacené fragmenty, které byly nasledné odeslany k sekvenaci. M — marker MassRuler™ Low Range DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)

84



5.3 Interakce LT antigenu MPyV s bunéénymi proteiny

Dalsim smérem vyzkumu Laboratote virologie je charakterizace novych bunéénych interakénich
partneri polyomavirového LT antigenu. Navazali jsme na experimenty provedené Mgr. Karolinou
Staflovou (Ustav organické chemie a biochemie AV CR, skupina Ing. Ivy Pichové, CSc.), ktera zjistuje
bunécéné proteiny interagujici s LT antigenem MPyV v mysSich fibroblastech. Ty jsou transfekovany
plazmidem exprimujicim LT s hemaglutinovym tagem. Po imunoprecipitaci a analyze dat z hmotnostni
spektrometrie byla identifikovana fada proteind, které potencialn€ interaguji s LT mys$iho polyomaviru.

Na zaklad¢ téchto pokust bylo vybrano nékolik bunécnych proteinti, které doposud nebyly
v literatufe popsany jako interakcni partneti LT MPyV, a které jsou soucasti riznych bunécnych drah
zapojenych mimo jiné do imunitni odpovédi nebo oprav poskozeni DNA. Konkrétné¢ se jednalo
o proteiny MKK3, BAG2 (Bcl2-associated athanogene 2), PRC1 (protein regulator of cytokinesis 1),
WDR48 (WD repeat-containing protein 48), BAF57 (BRG1-Associated Factor 57), NONO (non-POU
domain-containing octamer-binding protein) a SMC4 (structural maintenance of chromosomes
protein 4).

Pro ovéfeni interakce s LT byly buitky MEF infikovany MPyV a v pribéhu infek¢éniho cyklu byla
sledovana kolokalizace LT s vybranym proteinem pomoci imunofluorescenc¢niho barveni. Buitky MEF
infikované MPyV (MOI 1) byly fixovany 24 hpi a 42 hpi. Pro kontrolu byly pouzity neinfikované bunky
MEF fixované v Case 24 hpi. Vysledky jsou shrnuty v kapitolach 5.3.1-5.3.7.

5.3.1 Interakce LT s BAF57

Protein BAF57, znamy také jako SMARCE1 (SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily e, member 1) je podjednotkou chromatin remodela¢niho
komplexu SWI/SNF. Tento komplex za hydrolyzy ATP naruSuje strukturu nukleozomt a reguluje tak
vazbu transkripénich faktorii do riznych oblasti genomu. BAF57 obsahuje DNA-vazebnou doménu,
muze také interagovat s dal§imi proteiny mimo komplex SWI/SNF, regulovat remodelaci chromatinu
a zpusobovat aktivaci i represi transkripce (shrnuto v Lomeli & Castillo-Robles, 2016).

Protein BAF57 byl lokalizovan v jadre infikovanych i neinfikovanych bunék. V infikovanych
buiikach se BAF57 vyskytoval v blizkosti shlukti LT antigenu 24 hpi a 42 hpi a v obou ¢asech dochézelo
k ptekryvu signalt pro BAF57 a LT (Obr. 20).

85



24 hpi

42 hpi

NK

Obr. 20: Vzajemna lokalizace proteinii BAF57 a LT v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni
fibroblasty byly infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované bunky (NK) byly fixovany
v Case 24 hpi. Protein BAF57 byl znacen zelen¢€ kombinaci primarni protilatky RbaBAF57 a sekundarni protilatky
DaRb-AF488. LT byl znacen Cervené kombinaci primarni protilatky RtoaLT (LT1) a sekundarni protilatky
GoaRt-AF546. Jadro je obarveno modie pomoci DAPI. Druhy a étvrty fadek ukazuje vyfez z prvniho, resp. tietiho
fadku, kde je zvétSena buinka ohrani¢ena rameckem. Délka méfitka je 10 pum, resp. 5 pm v pfipadé vyiezu.
Zobrazeny jsou vybrané snimky z konfokalniho mikroskopu.

5.3.2 Interakce LT s BAG2

Protein BAG2 je c¢lenem rodiny proteint BAG, které interaguji s ATPazovou doménou
chaperonit Hsp70 a Hsc70 a podporuji vyménu ADP za ATP, ¢imZz reguluji funkci téchto chaperond.
Prostfednictvim interakce s dal$imi proteiny také mohou regulovat fadu bunécnych procesti vcetné
signalizace vyvolané bunéénym stresem, apoptozy, déleni a diferenciace bunck (shrnuto v Qin et al.,
2016). Protein BAG2 byl popsan jako interakéni partner LT antigenu MCPyV a ST antigenu virt
MCPyV a BKPyV, biologicka signifikance téchto interakci vSak zlistdva neznama (shrnuto v Moens
& Macdonald, 2019). BAG?2 je také nezbytny pro uvolnéni viru SV40 z endoplazmatického retikula
do cytosolu, pfi tomto procesu se uplatiuje interakce BAG2 s chaperonem Hsc70 (Dupzyk & Tsai,

2018).
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V neinfikovanych buiikach byl pozorovan slaby signal BAG2 v cytoplazmé. V infikovanych
buiikach byl 24 hpi a 42 hpi kromé cytoplazmatické lokalizace pozorovan v bunééném jadie signal
BAG?2 o vyrazné vyssi intenzité. V obou sledovanych ¢asech po infekci se jaderny vyskyt BAG2 témét
zcela prekryval se signalem LT antigenu MPyV (Obr. 21).

LT DAPI BAG2 LT DAP1

BAG2

24 hpi

42 hpi

NK

Obr. 21: Vziajemna lokalizace proteini BAG2 a LT v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni
fibroblasty byly infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované bunky (NK) byly fixovany
v Case 24 hpi. Protein BAG2 byl znacen zelené kombinaci primarni protilatky MaBAG?2 a sekundarni protilatky
GaM-AF488. LT byl znaen Cervené kombinaci primarni protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky
GoaRt-AF546. Jadro je obarveno modie pomoci DAPI. Druhy a ¢tvrty fadek ukazuje vytez z prvniho, resp. tfetiho
fadku, kde je zvétSena bunka ohraniCena ramecCkem. Délka méfitka je 10 pum, resp. 5 um v piipad€ vytezl.
Zobrazeny jsou vybrané snimky z konfokalniho mikroskopu.

5.3.3 Interakce LT s NONO

NONQO, alternativnim nazvem p54/nrb (54 kDa nuclear RNA- and DNA-binding protein) je
jaderny protein s rozmanitymi funkcemi spojenymi s jeho schopnosti vazat DNA a RNA. Ugastni se
mimo jiné regulace genové exprese a oprav poskozeni DNA (shrnuto v Ronchetti et al., 2024). NONO
se také mize podilet na obrané proti virové infekci. Byla popsana jeho vazba na kapsidu HIV (lidského

viru imunitni nedostate¢nosti) v bunééném jadie, tato vazba podporuje asociaci DNA senzoru cGAS
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s virovou DNA a naslednou aktivaci vrozené imunitni reakce zprostfedkované IFN typu I a III (Lahaye

et al., 2018).
Protein NONO byl detekovan v jadfe infikovanych i neinfikovanych bunek. V infikovanych

buitkach nebyla pozorovéna kolokalizace NONO s LT 24 hpi ani 42 hpi (Obr. 22). V nékterych
pozorovanych buiikach se piekryv signdlu NONO a LT jevil témét nulovy, proteiny NONO a LT se
vyskytovaly kazdy v jiné oblasti buné¢ného jadra.

NONO LT DAPI

NONO LT DAPI
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Obr. 22: Vzajemna lokalizace proteinii NONO a LT v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni
fibroblasty byly infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované bunky (NK) byly fixovany
v Case 24 hpi. Protein NONO byl znacen zelené kombinaci primarni protilatky MaNONO a sekundarni protilatky
DaM-AF488. LT byl znacen Cervené¢ kombinaci primarni protilatky RtalT (LT1) a sekundarni protilatky
GoaRt-AF546. Jadro je obarveno modfe pomoci DAPI. Druhy a ¢tvrty fadek ukazuje vytez z prvniho, resp. tietiho
fadku, kde je zvétSena bunka ohraniCena ramecCkem. Délka méfitka je 10 pum, resp. 5 um v piipad€ vytezl.
Zobrazeny jsou vybrané snimky z konfokalniho mikroskopu.

5.3.4 Interakce LT s PRC1

PRC1 hraje klicovou roli v cytokinezi. Béhem interfaze je lokalizovan v bunééném jadre,
v pribéhu mitézy je asociovan s d€licim vieténkem, interaguje s mikrotubuly a reguluje pribéh
cytokineze. Jeho funkce je negativné regulovana fosforylaci cyklin-dependentni kinazou 1 (shrnuto
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v J. Li et al., 2018). Hladina proteinu PRCI1 je zvySena v buiikach infikovanych BKPyV, vyznam PRC1

pro polyomavirovou infekci v§ak nebyl popsan (Justice et al., 2015).

V infikovanych i neinfikovanych bunikdch vykazoval PRCI ptevazné jadernou lokalizaci,
v mensi mife se vyskytoval také v cytoplazmeé (Obr. 23). Intenzita jaderného signalu byla zpravidla vyssi
v infikovanych buiikéch. V Case 24 i 42 hpi se signal PRC1 a LT ¢astecné piekryval, coz poukazuje

na kolokalizaci téchto dvou proteint pfi infekci.

DAPI PRC1 LT DAPI

PRC1 LT

24 hpi

42 hpi
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Obr. 23: Vzajemna lokalizace proteini PRC1 a LT v buiikich infikovanych MPyV. Mysi embryonalni
fibroblasty byly infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované bunky (NK) byly fixovany
v Case 24 hpi. Protein PRC1 byl znacen zelené kombinaci primarni protilatky MaPRC1 a sekundarni protilatky
GaM-AF488. LT byl znacen Cervené¢ kombinaci primarni protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky
GoaRt-AF546. Jadro je obarveno modfe pomoci DAPI. Druhy a ¢tvrty fadek ukazuje vytez z prvniho, resp. tietiho
fadku, kde je zvétSena bunka ohrani¢ena rameCkem. Délka méfitka je 10 pum, resp. 5 um v piipad€ vytezl.
Zobrazeny jsou vybrané snimky z konfokalniho mikroskopu.

5.3.5 Interakce LT s SMC4

SMCA4 tvoti heterodimer s proteinem SMC?2 a je souc¢asti kondenzinového komplexu. Podili se
na regulaci kondenzace chromatinu, transkripce, replikace a oprav DNA. Obsahuje ATPazovou doménu,

ktera je dialezita pro funkci SMC4 v kondenzaci a segregaci chromozomu (shrnuto v Z. Zhao et al.,
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2023). Kromé¢ klicové funkce v kondenzaci chromozomti se SMC4 ucastni také indukce vrozené
imunity pfi virové infekci, podporuje produkci prozanétlivych cytokini a IFN-B prostfednictvim
aktivace signalnich drah NF-kB a IRF3 (Q. Wang et al., 2018). Mnozstvi proteinu SMC4 je zvySeno
pii infekci BKPyV, piipadna funkce béhem infekce vSak neni znama (Justice et al., 2015).

V neinfikovanych i infikovanych buiik4ch byl protein SMC4 lokalizovan v cytoplazmé a v jadie

(Obr. 24). V neinfikovanych bunikdch byl detekovan intenzivnéj$i jaderny signal SMC4. Nebyla
pozorovana kolokalizace SMC4 s LT antigenem 24 hpi ani 42 hpi.
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Obr. 24: Vzijemna lokalizace proteini SMC4 a LT v buiikich infikovanych MPyV. Mysi embryonalni
fibroblasty byly infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované bunky (NK) byly fixovany
v Case 24 hpi. Protein SMC4 byl znacen zelené kombinaci primarni protilatky RbaSMC4 a sekundarni protilatky
DaRb-AF488. LT byl znacen Cerven¢ kombinaci primarni protilatky RtoLT (LT1) a sekundarni protilatky
GoRt-AF546. Jadro je obarveno modie pomoci DAPI. Druhy a ¢tvrty fadek ukazuje vytez z prvniho, resp. tfetiho
fadku, kde je zvétSena bunka ohraniCena ramecCkem. Délka métitka je 10 pum, resp. 5 um v piipad€ vytezl.
Zobrazeny jsou vybrané snimky z konfokalniho mikroskopu.

5.3.6 Interakce LT s WDR48

Protein WDRA48 je znamy také pod nazvy UAF-1 (USP1-associated factor 1) a p80. Byl objeven

jako interakéni partner proteinu Tip (tyrosine kinase-interacting protein) viru HVS (herpesvirus saimiri)
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infikujiciho primaty, interakce vedla k formovani lyzozomalnich vacku. V této studii byla také popsana
bunécna lokalizace WDR48 pievazné v pozdnich endozomech a lyzozomech (Park et al., 2002). Protein
WDRA48 se v komplexu s enzymem USP1 podili na deubikvitinaci proteinti a ucastni se napf. oprav
DNA homologni rekombinaci. Pro tuto funkci je dtlezita také schopnost WDR48 vazat DNA (Liang
et al., 2020). Byla popséna interakce WDR4S8 s helikdzou E1 viru HPV11. E1 zpiisobuje relokalizaci
WDRA48 do jadra, interakce E1 s WDR48 se pravdépodobné podili na udrzovani virového episomu
v nediferencovanych keratinocytech (Coté-Martin et al., 2008). WDRA48 se také u€astni imunitni reakce
pii virové infekci. V podobé deubikvitindzového komplexu s USP1 stabilizuje kinazu TBK1 (TANK-
-binding kinase 1) a podporuje tak antivirovou signalizaci vyvolanou prostfednictvim receptori TLR3/4,
RIG-I (retinoic acid-inducible gene 1) a DNA senzoru cGAS (Yu et al., 2017).

V neinfikovanych bunkach byl pozorovan signal WDR48 o nizké intenzit¢ v cytoplazmé,
pravdépodobné odpovidajici lokalizaci v intracelularnich vaccich (Obr. 25). V infikovanych bunkach
byl WDR48 detekovan prevazné v jadre, kde kolokalizoval s LT 24 hpi i 42 hpi. Zaroven se WDR48
vyskytoval 24 hpi také ve vaccich v cytoplazme, 42 hpi bylo pozorovano zvysené zastoupeni WDR48
v bunécném jadre, v nékterych piipadech spojené se snizenym vyskytem WDR48 ve vaccich. Toto

pozorovani naznacuje moznou redistribuci WDR48 do jadra v pribéhu infekce MPy'V.
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Obr. 25: Vzajemna lokalizace proteini WDR48 a LT v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni
fibroblasty byly infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované bunky (NK) byly fixovany
v Case 24 hpi. Protein WDR48 byl znacen zelené¢ kombinaci primarni protilatky MaWDR48 a sekundarni
protilatky GaM-AF488. LT byl znacen ¢ervené kombinaci primarni protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky
GoaRt-AF546. Jadro je obarveno modie pomoci DAPI. Druhy a ¢tvrty fadek ukazuje vyfez z prvniho, resp. tfetiho
fadku, kde je zvétSena buinka ohrani¢ena rameckem. Délka méfitka je 10 um, resp. 5 pm v pfipadé vyiezu.
Zobrazeny jsou vybrané snimky z konfokalniho mikroskopu.

5.3.7 Interakce LT s MKK3

Kinaza MKK3 je soucasti MAP kinazové signalni kaskady p38, jeji role spociva ve fosforylaci
p38 na aminokyselinovych zbytcich Thr180 a Tyr182. Aktivace drahy MKK3/p38 miZze mit rizny
dopad na prubéeh virové infekce (viz kapitola 2.2).

Zatimco v neinfikovanych buiikach byl pozorovan pouze slaby signal MKK3 v cytoplazmé,
v Case 24 hpi se kindza MKK3 objevila v jadfe (Obr. 26). Témeét dokonaly prekryv signalt pro LT
a MKK3 ukazuje na vzajemnou kolokalizaci. Stejny obraz byl i v Case 42 hpi. Pro barveni v case
24 a 42 hpi byl pouzit i fixacni protokol bunek s preextrakci, ktery umoznuje snizit mnozstvi solubilnich

proteind, které by mohly interferovat s detekci signalu a pouZziva se napf. pro barveni proteind vazanych
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na chromatin. I v tomto pfipadé¢ byla pozorovana kolokalizace LT a MKK3 24 hpi a 42 hpi.
V neinfikovanych buiikdch nebyla MKK3 viditelna (Obr. 27).
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Obr. 26: Kolokalizace proteinti LT a MKK3 v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni fibroblasty
byly infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované bunky (NK) byly fixovany v ¢ase 24 hpi.
Protein MKK3 byl znacen zelené kombinaci primarni protilatky MaMKK3 a sekundarni protilatky GaM-AF488.
LT byl znacen Cervené kombinaci primarni protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky GaRt-AF546. Jadro je
obarveno modfe pomoci DAPI. Druhy a étvrty fadek ukazuje vytez z prvniho, resp. tfetiho fadku, kde je zvétsena
bunka ohrani¢ena rameckem. Délka méfitka je 10 pm, resp. 5 um v piipadé vyiezi. Zobrazeny jsou vybrané

snimky z konfokalniho mikroskopu.
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Obr. 27: Kolokalizace proteini LT a MKK3 v buiikach infikovanych MPyV a fixovanych se zahrnutim
kroku preextrakce. Mysi embryonalni fibroblasty byly infikovany MPyV (MOI 1) nebo nebyly infikovany (NK).
V case 24 hpi a 42 hpi byla provedena fixace bunék s preextrakci. Protein MKK3 byl zna¢en ¢ervené kombinaci
primarni protilatky MaMKK3 a sekundarni protilatky GaM-Cy3. LT byl znacen zelené kombinaci primarni
protilatky RtoLT (LT1) a sekundarni protilatky GaRt-AF488. Jadro je obarveno modie pomoci DAPI. Druhy
a ¢tvrty fadek ukazuje vyfez z prvniho, resp. téetiho fadku, kde je zvétSena buiika ohrani¢ena rameckem. Délka
méfitka je 10 um, resp. 5 um v ptipadé vyfezi. Zobrazeny jsou vybrané snimky z konfokalniho mikroskopu.

Z bunéénych proteint, u kterych jsme pozorovali kolokalizaci s LT byla kinaza MKK3 vybrana
pro dalsi experimenty. Jejich cilem bylo pfiblizit roli MKK3 v infekénim cyklu MPyV.

Pro detailné;j$i dynamiku byla znovu sledovana lokalizace LT a MKK3 se zahrnutim dfivéjSich
Casll po infekci — 4, 8, 16, 20 a 24 hpi. V bunkach MEF infikovanych MPyV a fixovanych s preextrakci
byly imunofluorescen¢né zna¢eny proteiny MKK3 a LT. V ¢asech 4—16 hpi nebyl detekovan LT ani
MKK3. V casech 20 hpi a 24 hpi signal LT a MKK3 kolokalizoval v jadte (Obr. 28).
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Obr. 28: Kolokalizace proteini LT a MKK3 v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni fibroblasty
infikované MPyV byly fixovany 4, 8, 16, 20 a 24 hpi s preextrakci. Kindza MKK3 byla znacena ¢ervené kombinaci
primarni protilaitky MaMKK3 a sekundérni protilatky GaM-Cy3. LT byl znacen zelené kombinaci primarni
protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky GaRt-AF488. Jadro je obarveno modie pomoci DAPIL

Jak vyplyva zuvedenych pozorovani, kinaza MKK3 se pii imunofluorescenénim znaceni
v buitkach MEF objevovala v jadie pouze pti infekci MPyV, zatimco v neinfikovanych bunkach signal
MKK3 nebyl detekovan, ptipadné byl velmi slaby. Pro pfipad, ze by tento efekt byl specificky pro linii
MEF, bylo provedeno imunofluorescencni barveni MKK3 také v neinfikovanych buiikéch dalSich
bunécnych linii. Buitky MEF byly porovnany s lidskou buné¢nou linii HEK293 a mys§imi fibroblasty
3T3 a 3T6MT (bunky 3T6 exprimujici MT antigen MPyV). Podobné jako v ptipadé bunék MEF nebyl
protein MKK3 viditelny v neinfikovanych buiikach zadné z testovanych bunéénych linii (Obr. 29).

3T3 3T6 MT HEK 293

MKK3
DAPI

Obr. 29: Detekce MKK3 v buiikach 3T3, 3T6MT a HEK293. V neinfikovanych buikach uvedenych linii byla
znacena kinaza MKK3 kombinaci primarni protilatky MaMKK3 a sekundarni protilatky GaM-AF488. Jadra jsou
znacena modie pomoci DAPI.
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Zatcelem ovéfeni, Ze pozorovana lokalizace MKK3 piimo souvisi s LT a ke kolokalizaci téchto
proteinii dochdzi nezavisle na virové infekci, byly bunky MEF transfekovany pomoci nukleofekce
vektorem zajistujicim expresi LT antigenu MPyV (pcDNA3.1(+)-LT). Transfekované buitky byly
kultivovany na mikroskopickych sklickach. Po preextrakci a fixaci v Case 16, 24 a 42 hpt byly
imunofluorescencné znaceny proteiny MKK3 a LT. Jako kontrola slouzily netransfekované buiiky
a buiiky transfekované vektorem pcDNA3.1(+) bez vlozené sekvence LT. V Case 16, 24 i 42 hpt byla
pozorovana vzajemna kolokalizace proteini LT a MKK3 podobné jako v infikovanych bunkach (viz

vyse). V neptitomnosti LT nebyl viditelny ani protein MKK3 (Obr. 30).
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Obr. 30: Kolokalizace proteinii LT a MKK3 v neinfikovanych buiikach exprimujicich LT. Mysi embryonalni
fibroblasty transfekované vektorem pro transientni expresi LT MPyV (pcDNA3.1(+)-LT) nebo prazdnym
vektorem pcDNA3.1(+) byly fixovany 16, 24 a 42 hpt. Netransfekované buniky (NT) byly fixovany v ¢ase 24 h.
Kinaza MKK3 byla zna¢ena ¢ervené kombinaci primarni protilatky MaMKK3 a sekundarni protilatky GaM-Cy3.
LT byl znacen zelené¢ kombinaci primarni protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky GaRt-AF488. Jadro je
obarveno modfe pomoci DAPI.

5.3.7.1 Vliv infekce MPyV na kinazu MKK3 a aktivaci p38 MAPK signalni drahy

V navaznosti na vysledky imunofluorescenéni mikroskopie bylo zkoumano, zda v pribéhu
infekce MPyV dochazi v buinikach ke zménam mnozstvi proteinu MKK3. Buitky MEF byly infikovany
MPyV (MOI 5), pomoci western blotu a nasledné denzitometrické analyzy bylo ur€eno relativni
mnozstvi proteinu MKK3 16 hpi, 24 hpi a 42 hpi v porovnani s neinfikovanymi burikami (Obr. 31). Byly
provedeny dva nezavislé experimenty, v obou piipadech byl pozorovan pokles mnozstvi MKK3
v infikovanych bunkach, ke kterému vSak dochéazelo v odlisnych fazich infekce. V experimentu ¢. 2
bylo mnozstvi MKK3 v infikovanych buiikach nizsi 16 hpi pfiblizné o 60 % a 24 hpi ptiblizné o 50 %,
v Case 42 hpi byl rozdil mezi infikovanymi a neinfikovanymi builkami nepatrny. V experimentu
¢. 1 dochédzelo k postupnému poklesu hladiny MKK3 v pribéhu infekce a vyznamné snizeni
v porovnani s neinfikovanymi bunikami bylo detekovéano az v ¢ase 42 hpi, kdy bylo mnozstvi MKK3

snizeno o cca 60 %.
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Obr. 31: Hladina kinazy MKK3 v priibéhu infekce MPyV. (A) V buiikdch MEF infikovanych MPyV (+) nebo
neinfikovanych (=) byla pomoci SDS-PAGE a western blotu detekovana kinaza MKK3 kombinaci protilatek
RbaMKK3 a GoRb-HRP a protein GAPDH kombinaci protilaitek RbaGAPDH sc-25778 (experiment 1) nebo
RbaGAPDH G9545 (experiment 2) a GaRb-HRP. Zobrazeny jsou vysledky dvou nezavislych experimentd.
M — marker molekulovych hmotnosti Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa) (New
England Biolabs). (B) Denzitometricka kvantifikace proteinu MKK3 detekovaného na membranach. Relativni
mnozstvi MKK3 normalizované na mnozstvi GAPDH je vztazeno k hodnot¢ vzorku neinfikovanych bunék 16 hpi.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda je v prubéhu infekce MPyV ovlivnéna fosforylace MAP kinazy
p38, ktera je substratem kinazy MKK3. Pro stanoveni miry aktivace p38 byly pouzity bunééné lyzaty
z predchozich experimentti zamétenych na kvantifikaci MKK3. V neinfikovanych a infikovanych
buiikach MEF bylo po imunodetekci proteinii na membrang stanoveno relativni mnozstvi kinazy p38
a jeji fosforylované formy 16 hpi, 24 hpi a 42 hpi (Obr. 32). Mira fosforylace p38 (vyjadiena jako podil
p-p38/p38) byla v experimentu 2 zvysend v infikovanych bunkach, nejvice patrny byl tento rozdil
16 hpi, kdy byla fosforylace piiblizn¢ 6x vyssi v infikovanych buiikach oproti neinfikovanym.
V pribéhu infekce se tento rozdil snizoval, snizeni rozdilu 42 hpi bylo spojeno s nardstem fosforylace
v neinfikovanych bunkach.

Také v experimentu 1 byla 16 hpi pozorovéna vyssi fosforylace p38 v infikovanych bunkach,
v porovnani s experimentem 2 vSak byla fosforylace pifi infekci MPyV celkové nizsi. Oproti
neinfikovanym bunikam byla v tomto pfipad¢ fosforylace p38 16 hpi zvySena 1,6x. Byl pozorovan

podobny trend jako pii kvantifikaci MKK3, s postupem infekce dochazelo k poklesu fosforylace p38.
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Obr. 32: Aktivace MAP kinazy p38 v prubéhu infekce MPyV. (A) V buiikkach MEF infikovanych MPyV (+)
nebo neinfikovanych (—) byla pomoci SDS-PAGE a western blotu detekovana kinaza p38 kombinaci protilatek
Rbap38 a GaRb-HRP, fosforylovana forma kindzy p38 (p-p38) kombinaci protilatek Rbap-p38 a GaRb-HRP
a protein GAPDH kombinaci protilatek RbaGAPDH G9545 a GaRb-HRP. Zobrazeny jsou vysledky dvou
nezavislych experimentl. Kinaza p38 a jeji fosforylovana forma byly detekovany ve stejnych vzorcich na dvou
riznych membranach. M — marker molekulovych hmotnosti Color Prestained Protein Standard, Broad Range
(10-250 kDa) (New England Biolabs). (B) Relativni mira fosforylace kindzy p38. Denzitometrickou analyzou bylo
stanoveno mnozstvi p38 a p-p38 normalizované k mnozstvi GAPDH. Grafy reprezentuji podil fosforylované p38
vuci celkovému mnozstvi p38 v experimentu 1 a 2, hodnoty jsou vztazeny k vzorku neinfikovanych bunék 16 hpi.

Vliv infekce MPyV na kinazu p38 a jeji fosforylaci byl dale zkouméan pomoci nepiimé
imunofluorescence. Buitky MEF byly infikovany MPyV (MOI 1), po fixaci 24 hpi a 42 hpi byla znacena
kinaza p38 nebo jeji fosforylovana forma spolu s LT antigenem MPyV (Obr. 33, Obr. 34). Neinfikované
buniky byly fixovany po 24 h. Kinaza p38 se v neinfikovanych i infikovanych buiikach vyskytovala
v cytoplazmé 1 vjadfe. Pfi detekci fosforylované p38 byl patrny rozdil mezi infikovanymi
a neinfikovanymi bunikami. Zatimco v neinfikovanych buiikach byl signal p-p38 slabsi, v infikovanych

buiikach byla 24 a 42 hpi pozorovéana zvy$ena intenzita signalu p-p38 v jadie. Casteény prekryv signal
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p38 nebo p-p38 s LT pozorovany 24 a 42 hpi naznacuje moznou kolokalizaci téchto proteinil
v infikovanych buiikach, pro detailnéjsi zobrazeni lokalizace p38 a p-p38 ve vztahu k LT by vSak bylo
vhodné vyuzit konfokalni mikroskopii.

p38 DAPI p38 LT DAPI

. ----
- ----

Obr. 33: Lokalizace proteint p38 a LT v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni fibroblasty byly
infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované buiiky (NK) byly fixovany v ¢ase 24 hpi.
Kinaza p38 byla znacena zelen¢ kombinaci primarni protilatky Rbap38 a sekundarni protilatky DaRb-AF488. LT
byl znaden Eervené kombinaci primarni protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky GaRt-AF546. Jadro je
obarveno modie pomoci DAPI. Délka métitka je 20 um.
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Obr. 34: Lokalizace proteinti p-p38 a LT v buiikach infikovanych MPyV. Mysi embryonalni fibroblasty byly
infikovany MPyV (MOI 1) a fixovany 24 hpi a 42 hpi. Neinfikované buniky (NK) byly fixovany v ¢ase 24 hpi.
Fosforylovana kin4za p38 byla znacena zelen¢ kombinaci primarni protilatky Rbap-p38 a sekundarni protilatky
DaRb-AF488. LT byl znaCen Cervené kombinaci primarni protilatky RtaLT (LT1) a sekundarni protilatky
GoaRt-AF546. Jadro je obarveno modie pomoci DAPI. Délka méftitka je 20 um.
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5.3.7.2 Vliv umlceni exprese MKK3 na infekci MPyV

Za Ucelem charakterizace mozného vyznamu interakce MKK3 s LT antigenem MPyV byl
zkouman vliv snizeni exprese MKK3 na pribéh infekéniho cyklu MPyV. SniZeni exprese MKK3 bylo
dosazeno RNA interferenci pomoci Silencer® Select Map2k3 siRNA (Thermo Fisher Scientific). Jako
negativni kontrola byla pouZita kontrolni siRNA Silencer® Select Negative Control #1 (Thermo Fisher
Scientific). Efektivita umlé¢eni MKK3 byla ovéfena na tirovni mRNA pomoci qPCR.

Nejprve byly testovany primery pro qPCR. Oba pary primerd (MKK3, MKK3 ori — viz kap.
4.1.13) navrzené k amplifikaci mysi mRNA pro MKK3 vykazovaly podobnou efektivitu pii qPCR
(vysledky nejsou zahrnuty). Pro dalsi kvantifikaci MKK3 mRNA byly pouZzivany primery MKK3 ori.
Dale byla testovana transfekce bunék siRNA. Do bun¢k MEF byla pomoci lipofekce vnesena siRNA
metodou pfimé (,,forward®) transfekce (viz 4.2.2.7). Z bunék byla 24 hpt a 48 hpt izolovana RNA
a prepsana do cDNA. Hladina MKK3 mRNA byla stanovena pomoci qPCR. Ke sniZzeni mnozstvi
transkriptu MKK3 nedoslo (vysledky nejsou ukézany).

Vzhledem k netispésnému umlcéeni MKK3 pfi pfimé transfekci bunék MEF byla déle testovana
reverzni transfekce bunék 3T3 s pouzitim upraveného mnozstvi siRNA a transfekéniho cinidla
(viz4.2.2.7). Buiiky 3T3 transfekované Silencer® Select Map2k3 siRNA nebo kontrolni siRNA
Silencer® Select Negative Control #1 byly kultivovany v 24jamkovych desti¢kach. Po 24 a 48 hodinach
byla z bun€k izolovana RNA, ktera byla pfepsana do cDNA, exprese MKK3 byla kvantifikovana
pomoci qPCR. Zahrnuta byla také opakovana transfekce bunék 3T3 siRNA proti MKK3 24 h po prvni
transfekci (druha transfekce byla provedena metodou ptimé transfekce). Podobnym zplisobem byla také
znovu testovana transfekce bunék MEF. V bunkach 3T3 se transfekci MKK3 siRNA podatilo ve vsech
ptipadech snizit hladinu MKK3 mRNA oproti buitkdm transfekovanym kontrolni siRNA o vice nez
80 % (viz Obr. 35). Podobného vysledku bylo dosazeno také transfekci bunék MEF (data nezahrnuta).
Vzhledem k pfedchozimu netspésnému knockdownu MKK3 v buiikach MEF byla dale pouZzivana

bunééna linie 3T3.
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Obr. 35: Knockdown MKK3 v buiikach 3T3. Buiiky 3T3 byly transfekovany Silencer® Select Map2k3 siRNA
(siMKK3) nebo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA (siCtrl). Testovana byla také opakovana transfekce
siMKK3 po 24 h (siMKK3 boost). 24 hpt a 48 hpt bylo pomoci qPCR stanoveno relativni mnozstvi MKK3 mRNA
normalizované na expresi PP1A. Vysledky jsou vztazeny k hodnoté ve vzorcich siCtrl.
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Vliv MKK3 na pocet infikovanych bunék a produkci virového potomstva

Po ovéfeni metody transfekce siRNA bylo pfistoupeno k experimentim zaméfenym na roli
MKK3 pii infekci MPyV. Nejprve byl zkouman vliv MKK3 na pocet infikovanych bunék. Buitky 3T3
byly transfekovany MKK3 siRNA nebo kontrolni siRNA metodou reverzni lipofekce a kultivovany
na mikroskopickych sklickach. V ¢ase 24 hpt byly infikovany MPyV (MOI 0,5). Buiiky byly fixovany
24 a 48 hpi, pomoci nepiimé imunofluorescence byl znacen LT antigen MPyV (Obr. 36). Byl stanoven
pocet bunek pozitivnich na signal LT ve 20 zornych polich mikroskopu, primérny pocet infikovanych
bunék pii snizené expresi MKK3 byl porovnan s kontrolnim vzorkem. Vysledky naznacuji, Ze
infektivita MPyV neni ovlivnéna kindzou MKK3. Pocet infikovanych buné€k 24 hpi pfi snizené expresi
MKK3 byl srovnatelny s buitkami transfekovanymi kontrolni siRNA. Pocet LT-pozitivnich bun€k se
pohyboval na podobné trovni také 48 hpi, nebyl pozorovan rozdil mezi vzorky siMKK3 a siCtrl, ani

mezi Casy 24 a 48 hpi.
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Obr. 36: Pocet bunék infikovanych MPyV pfi sniZzené expresi MKK3. Buiky 3T3 byly transfekovany
Silencer® Select Map2k3 siRNA (siMKK3) nebo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA (siCtrl) a 24 hpt
infikovany MPyV (MOI 0,5). (A) V buiikach fixovanych 24 hpi a 48 hpi byl imunofluorescencné znacen LT
antigen MPyV (Cervené) kombinaci primarni protilatky RtaL T (LT1) a sekundarni protilatky GoRt-AF546. Jadra
byla barvena modie pomoci DAPI. Délka métitka je 50 um. Zobrazeny jsou reprezentativni snimky z mikroskopu
Olympus 1X73. (B) V ¢asech 24 hpi a 48 hpi byl stanoven primérny poc¢et LT-pozitivnich bunék ve vzorcich
siMKK3 a siCtrl z 20 zornych poli mikroskopu, vysledky jsou vyjadieny jako pramér 20 poli = smérodatna
odchylka. Graf byl vytvofen pomoci GraphPad Prism (verze 10.2.3).

Cilem dal$iho experimentu bylo zjistit, zda snizeni exprese kindzy MKK3 ovlivni mnozstvi
infek¢nich virionti produkovanych infikovanymi buiikami. Buniky 3T3 byly transfekovany MKK3
siRNA nebo kontrolni siRNA a infikovany MPyV (MOI 0,5) 24 hpt. Vzorky byly pfipraveny
v triplikatech. V Case 48 hpi bylo odebrano kultiva¢ni médium, které bylo centrifugovano 5 min pfi
300 x g. Supernatant byl dale pouzit jako virové inokulum pro infekci bunék 3T6 (kazdy ze 3 vzorkd
siMKK3 a 3 vzork siCtrl byl pouzit k infekci bunék 3T6 v 1 jamce 24jamkové desticky). V téchto
bunkach byl 24 hpi imunofluorescencné znacen LT antigen MPyV, byl porovnan pocet infikovanych

bunék pii pouziti média odebraného od bunék s umléenou a neumléenou expresi MKK3 (Obr. 37). Mezi
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poc¢tem infikovanych bun€k nebyl zjistén signifikantni rozdil, lze tedy predpokladat, ze produkce

virovych ¢astic v buiikach infikovanych MPyV neni ovlivnéna kindzou MKK3.
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Obr. 37: Produkce infekénich virovych ¢astic pri snizené expresi MKK3. Buiky 3T3 byly transfekovany
Silencer® Select Map2k3 siRNA (siMKK3) nebo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA (siCtrl) a 24 hpt
infikovany MPyV (MOI 0,5). Médium odebrané 48 hpi bylo pouzito k infekci bun¢k 3T6. V bunikach 3T6
fixovanych 24 hpi byl imunofluorescencn¢ znacen LT antigen MPyV kombinaci primarni protilatky RtaL T (LT1)
a sekundarni protilatky GaRt-AF488. Byl stanoven primérny pocet LT-pozitivnich bunék ve vzorcich siMKK3
asiCtrl z 20 zornych poli mikroskopu Olympus BX60. Prezentovana data predstavuji prameér triplikata
pfipravenych v ramci jednoho experimentu + smérodatnd odchylka. Statisticka signifikance byla stanovena
pomoci t-testu, mezi hodnotami siMKK3 a siCtrl neni signifikantni rozdil (p = 0,7). Graf byl vytvofen pomoci
GraphPad Prism (verze 10.2.3).

Soucasné s pripravou vzorki pro zjisténi vlivu MKK3 na pocet infikovanych buné€k a produkci
virového potomstva (viz vysSe) byla znovu ovéerena efektivita siRNA pro MKK3, a to i v infikovanych
buiikach. Bunky 3T3 byly transfekovany MKK3 siRNA nebo kontrolni siRNA metodou reverzni
lipofekce ve 24jamkové kultivacni desticce. V Case 24 hpt byly buiiky infikovany MPyV (MOI 0,5),
24 hpi a 48 hpi bylo uréeno relativni mnozstvi MKK3 mRNA pomoci gPCR.

V ¢ase 24 hpi byla v bunkach transfekovanych siMKK3 hladina MKK3 mRNA v porovnani
s bunkami transfekovanymi siCtrl snizena na 42 %, 48 hpi bylo mnozstvi MKK3 mRNA na trovni 27 %
negativni kontroly (Obr. 38). Pii porovnani relativni exprese MKK3 mRNA mezi casy 24 a 48 hpi nebyl

pozorovan vyznamny rozdil pii transfekci siMKK3 ani siCtrl.
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relativni mnozstvi MKK3 mRNA
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Obr. 38: Knockdown MKK3 s naslednou infekci bunék MPyYV. Buiiky 3T3 byly transfekovény Silencer® Select
Map2k3 siRNA (siMKK3) nebo Silencer®™ Select Negative Control #1 siRNA (siCtrl) a 24 hpt infikovany MPyV
(MOI 0,5). 24 hpi a 48 hpi bylo pomoci qPCR stanoveno relativni mnozstvi MKK3 mRNA normalizované
na expresi PP1A. Vysledky jsou vztazeny k hodnoté siCtrl 24 hpi.
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Kromé¢ urceni relativniho mnozstvi MKK3 mRNA pomoci qPCR bylo analyzovano mnozstvi
proteinu MKK3 metodou western blot. Buriky 3T3 byly transfekovany MKK3 siRNA nebo kontrolni
siRNA metodou reverzni lipofekce a kultivovany ve 12jamkové desticce. Kromé transfekovanych bunék
byla zahrnuta kontrola v podobé netransfekovanych bunék (bez ptidani transfekéniho ¢inidla a siRNA).
V case 24 hpt byly bunky infikovany MPyV (MOI 0,5). Byly pfipraveny lyzaty z neinfikovanych
a infikovanych bunck 24 hpi a 48 hpi, po SDS-PAGE elektroforéze a imunodetekci proteinti
na membrané bylo stanoveno relativni mnozstvi proteinu MKK3 (Obr. 39).

Snizeni exprese MKK3 po transfekci siMKK3 se podaftilo potvrdit také na trovni produkce
proteinu. V porovnani s netransfekovanymi burikami bylo mnozstvi kindzy MKK3 snizeno 24 hpi o vice
nez 90 % v infikovanych i neinfikovanych burikach. V ¢ase 48 hpi bylo mnozstvi MKK3 sniZeno cca
060 % vinfikovanych bunkdch a o 90 % v neinfikovanych buiikach. Pii porovnani bunck
transfekovanych MKK3 siRNA s buiikami transfekovanymi kontrolni siRNA bylo sniZeni exprese
MKK3 zejména 48 hpi méné vyrazné, v infikovanych buikach bylo detekovano sniZeni pouze
o ptiblizné 30 %, v neinfikovanych pak o 70 %. 24 hpi bylo v infikovanych i neinfikovanych bunkach
detekovano snizeni o vice nez 80 %. Vysledky naznacuji, ze mnozstvi MKK3 bylo v mensi mife snizeno
také v disledku transfekce siCtrl.

V netransfekovanych burnkach bylo také detekovano snizené¢ mnozstvi MKK3 pfi infekci MPyV
24 hpi a 48 hpi oproti neinfikovanym bunkam. Toto pozorovani je v souladu s pfedchozimi vysledky

kvantifikace proteinu MKK3 v prubéhu infekce MPyV (viz Obr. 31).
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Obr. 39: Exprese proteinu MKK3 po transfekci siRNA a infekci MPyV. Buiikky 3T3 byly transfekovany
Silencer® Select Map2k3 siRNA (siMKK3), Silencer® Select Negative Control #1 siRNA (siCtrl), nebo nebyly
transfekovany (—). 24 hpt byly bunky infikovany MPyV (MOI 0,5; MPyV +), nebo nebyly infikovany (MPyV —).
(A) Prostiednictvim SDS-PAGE a western blotu byla 24 hpi a 48 hpi detekovana kindaza MKK3 kombinaci
protilatek RbaMKK3 a GaRb-HRP a protein GAPDH kombinaci protilatek RbaGAPDH sc-25778 a GaRb-HRP.
M — marker molekulovych hmotnosti Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa) (New
England Biolabs). (B) Denzitometricka kvantifikace proteinu MKK3 detekovaného na membranach. Relativni
mnozstvi MKK3 normalizované na mnozstvi GAPDH je vztaZzeno k hodnoté vzorku netransfekovanych
neinfikovanych bunék 24 hpi.

Stanoveni cytotoxicity pri sniZené expresi MKK3 v infikovanych buiikach

Dalsi metodou vyuzitou pro charakterizaci pribéhu infekce MPyV pfi umlceni exprese MKK3
byl cytotoxicky test pomoci soupravy CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay (viz 4.2.2.8). Po reverzni
transfekci bun€k 3T3 MKK3 siRNA nebo kontrolni siRNA a infekci MPyV byly 24 hpi a 72 hpi
pfipraveny vzorky pro stanoveni mnozstvi enzymu laktat dehydrogenazy (LDH) uvolnéné do média
v disledku poskozeni plazmatické membrany. Z divodu piili§ vysoké absorbance vzorkti vedouci
k neptesnosti méfeni bylo kolorimetrické stanoveni LDH opakovano s 5x fedénymi vzorky. Vysledky
tohoto méfeni jsou uvedeny v Obr. 40. V ¢ase 72 hpi byl ve vzorcich infikovanych bunék pozorovan
mirny pokles cytotoxicity pti snizené expresi MKK3. S vyjimkou infikovanych buné¢k transfekovanych

kontrolni siRNA nepiesahovala stanovena mira cytotoxicity 8 %.
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Obr. 40: Stanoveni cytotoxicity po transfekci bunék 3T3 siRNA a infekci MPyV. Bunky 3T3 byly
transfekovany Silencer® Select Map2k3 siRNA (siMKK3) nebo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA
(siCtrl) a infikovany MPyV (MOI 0,5) 24 hpt, nebo nebyly infikovany (NK). 24 hpi a 72 hpi byla urcena
procentualni cytotoxicita spektrofotometrickym stanovenim koncentrace laktat dehydrogendzy uvolnéné
do média.
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6 Diskuze

6.1 Vliv proteinu DAXX na polyomavirovou infekci

6.1.1 Role proteinu DAXX v replika¢nim cyklu MPyV

Z dostupné literatury a ptfedchozich vysledki vyzkumu Laboratofe virologie ohledné role
proteinu DAXX v infekci MPyV vyplyva, ze DAXX je v infikovanych butikach soucasti PML télisek
lokalizovanych v bezprostfedni blizkosti virovych replikacnich center. V buiikach infikovanych MPyV
byla také pozorovéna kolokalizace DAXX a histonu H3.3 s virovymi replika¢nimi centry 24 a 42 hpi,
v Case 24 hpi spolu s DAXX kolokalizoval s replikacnimi centry také protein ATRX (Satratzemis, 2023).
Pribé¢h infekce MPyV by tak mohl byt ovlivnén proteinem DAXX a jeho funkci jako chaperonu H3.3.
Funkce proteinu DAXX pfi infekci MPyV vSak dosud nebyla charakterizovana. Cilem prvni Casti
diplomové prace bylo urcit, zda protein DAXX, resp. jeho absence ovliviiuje prubeh infekce MPyV.

V pouzité bunécné linii MEF Daxx Tet-On (s tetracyklinem inducibilni expresi Daxx a rezistenci
vici blasticidinu) bylo metodou western blot ovéfeno, Ze v nepfitomnosti antibiotika doxycyklinu bunky
neprodukuji protein DAXX v detekovatelném mnozstvi. V buitkdch MEF WT byl detekovan signal
odpovidajici molekulové hmotnosti DAXX. Nepodarilo se v§ak indukovat expresi DAXX v bunkach
MEF Daxx Tet-On. Vzhledem k ptedchozi uspésné indukci exprese DAXX pii pouziti této bunécéné linie
pro jiné experimenty v Laboratofi virologie mohlo s postupnym pasazovanim dojit ke ztraté inducibility,
ackoliv rezistence k blasticidinu byla zachovana.

Porovnanim replikace genomu MPyV v buitkkdch MEF Daxx Tet-On a MEF WT byl zjistén
snizeny pocet virovych genomi v nepfitomnosti DAXX. Tento efekt byl pozorovan pifi obou
provedenych experimentech, ackoliv byl pribéh infekce odlisny. V prvnim experimentu doslo 42 hpi
k vyraznému zvyseni poctu kopii virového genomu, pii opakovani experimentu byl narist mnozstvi
virové DNA béhem sledovaného ¢asového tseku infekce (16 hpi —42 hpi) pozvolny. Ve vSech piipadech
byl v8ak nartst vyssi v bunkach exprimujicich DAXX. Rozdilny pribéh infekce mtize byt ovlivnén
stafim bunécnych kultur pouzitych pfi jednotlivych experimentech. Vzhledem k pouziti virového
inokula ze dvou riznych izolaci MPyV miize mit i jeho kvalita vliv na priibéh experimentu.

Pozorované sniZeni poctu virovych genomi pii potlaceni exprese DAXX naznacuje mozny
pozitivni vliv proteinu DAXX na replikaci virové DNA. Pro statistickou analyzu dat a potvrzeni tohoto
zavéru je potieba experiment opakovat.

Podobny trend byl pozorovan také pti kvantifikaci virovych transkript. V obou experimentech
byla detekovana nizsi hladina transkripti pro LT i VP1 v butikich MEF Daxx Tet-On, a to ve vSech
sledovanych Casech, tedy 16, 24 a 42 hpi. Na zakladé téchto vysledkd Ize uvazovat o0 mozné pozitivni
regulaci virové transkripce proteinem DAXX, opét je vSak pro ovéfeni vysledkd zapotfebi vice

biologickych replikati.
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Dale jsme se zaméfili na prubch Casné faze infekce. Vysledky imunofluorescencni detekce LT
naznacuji mozny pozitivni vliv DAXX na infekci MPyV. V buitkdch MEF Daxx Tet-On byl pozorovan
snizeny pocet infikovanych bunék pozitivnich na LT antigen 24 hpi, vzhledem k rozdilu mezi duplikéty
ale vysledek nebyl jednoznacny.

Ziskané vysledky ukazuji na vyznam DAXX jako proteinu podporujiciho virovou replikaci.
Jeho vliv byl pozorovéan v €asné i pozdni fazi infekce MPyV. V literatuie byl popsan pozitivni vliv
DAXX na papilomavirovou infekci. Knockdown DAXX zptisobil dvojnasobné az trojnasobné snizeni
replikace DNA viru HPV a dvojnasobné snizeni hladiny casnych virovych transkripti (Kivipdld et al.,
2015; Stepp et al., 2013). DAXX by tak mohl podporovat replikaci polyomavird a papilomavirt
spole¢nym mechanismem, ktery vSak zatim zlistdva neobjasnény.

Také herpesvirova infekce mize byt v nékterych piipadech podporovana proteinem DAXX.
V endotelialnich bunikach infikovanych HCMV mélo snizeni exprese DAXX negativni vliv na expresi
virovych gent (Seitz et al., 2022). V bunkach infikovanych HSV-1 ptisobi DAXX v komplexu s ATRX
represi virovych gent, po degradaci ATRX virovym proteinem ICPO se vSak pravdépodobné projevuje
funkce DAXX nezavisla na ATRX, jejimz vysledkem je zvySeni virové transkripce (Cabral et al., 2018).

Funkce DAXX pfi virové infekci by mohla souviset s regulaci asociace histonu H3.3 s virovym
chromatinem. Dle vysledki vyzkumu Laboratofe virologie zaméteného na roli PML-NBs a s nimi
spojenych chaperonti histonu H3.3 v infekénim cyklu MPyV dochazi v infikovanych buikach
k inkorporaci histonu H3.3 do virovych minichromozomt. Analyzou virovych ¢astic pomoci
hmotnostni spektrometrie byl zjistén zvySeny obsah H3.3 ve virovém chromatinu pti absenci proteini
PML nebo DAXX (Satratzemis, 2023).

Nabizi se vysvétleni, ze PML téliska spolu s proteinem DAXX omezuji mnozstvi volného
histonu H3.3 v nukleoplazmé. Histon H3.3 je v disledku interakce s DAXX akumulovan v PML-NBs,
¢imz je snizena jeho dostupnost pro dalsi chaperony (Delbarre et al., 2013). Timto zpisobem by mohl
DAXX snizovat inkorporaci H3.3 do virového chromatinu jinym chaperonem, kterym by mohl byt
komplex HIRA. PML se podili na vklddani H3.3 do heterochromatinovych domén komplexem
DAXX/ATRX. V absenci PML je snizena inkorporace H3.3 do heterochromatinu komplexem
DAXX/ATRX, zatimco komplex HIRA funguje nezavisle na PML. ZvySené mnozstvi volného H3.3
v neptitomnosti PML a DAXX by tak mohlo podporovat jeho vkladani do nukleozomti komplexem
HIRA (Delbarre et al., 2017).

Komplex HIRA sestavuje nukleozomy s H3.3 v oblastech transkripéné aktivnich i neaktivnich
gent a regulacnich oblasti (Goldberg et al., 2010). Funkce HIRA jako restrikéniho faktoru byla popsana
napt. pfi infekci herpesviry HSV-1 a HCMV, kdy vkladani H3.3 do virového chromatinu komplexem
HIRA vede ke snizeni exprese virovych gent a replikace téchto viri (Cohen et al., 2018; McFarlane
et al., 2019; Rai et al., 2017). Pozitivni vliv DAXX na virovou replikaci by tak mohl spocivat v omezeni

funkce restrikéniho faktoru, kterym by mohl byt komplex HIRA, prostiednictvim sniZzeni mnozstvi
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dostupného histonu H3.3. K objasnéni funkce proteinu DAXX pfi replikaci MPyV by mohlo pfispét
dalsi studium interakci MPyV s chaperonem HIRA a vlivu inkorporace H3.3 na virovou transkripci.
DAXX by také mohl ovlivitiovat virovou infekci zpsobem nezavislym na histonu H3.3,

souvisejicim napft. s jeho popsanou funkci molekuldrniho chaperonu (L. Huang et al., 2021).

6.1.2 Role proteinu DAXX v replika¢nim cyklu BKPyV

Podobné jako pfi infekci MPyV, také v buiikach infikovanych BKPyV kolokalizuje DAXX s LT
antigenem a virovymi replika¢nimi centry. Béhem infekce dochazi k reorganizaci PML-NBs spojené
s uvolnénim proteinu DAXX z téchto struktur (Jiang et al., 2011). Ani v tomto piipad€ vSak neni znamo,
zda protein DAXX ovliviiuje prubéh infekce.

Pro budouci vyzkum vyznamu proteinu DAXX pro infekci BKPyV bylo potieba otestovat
fenotyp bunéénych klonit U20S DAXX KO, které jsme méli k dispozici. Imunofluorescenéni
mikroskopii byl detekovan protein DAXX ve vSech testovanych klonech. Pozorovany signal DAXX
v buiikach DAXX KO se shodoval s bunnkami U20S WT. Protein DAXX byl lokalizovan v jadie
i cytoplazmé bunék WT a DAXX KO, v jadie byl pozorovan prekryv signidlu DAXX a PML,
pravdépodobné odpovidajici lokalizaci DAXX v PML-NBs.

Exprese DAXX byla potvrzena metodou western blot, protein DAXX byl detekovan ve vSech
ttech testovanych klonech. Buniky nevykazovaly DAXX KO fenotyp, nemohly tedy byt pouzity pro dalsi
vyzkum vlivu DAXX na replikaci BKPyV. Mohlo dojit napt. ke kontaminaci bunéénych linii DAXX KO
linii U20S WT a postupnému pievladnuti WT bunék v disledku omezeného rtstu bunék s deleci DAXX.

6.1.2.1 Ptiprava bunécné linie HEK293 DAXX KO

Protoze v liniich U20S s ptedpokladanou deleci DAXX byl protein DAXX produkovan,
potfebovali jsme pro Gcely vyzkumu vlivu DAXX na replikaci BKPyV pripravit linii, kde bude exprese
DAXX potlacena. Zvolili jsme deleci genu DAXX systémem CRISPR/Cas9. Pripravenym vektorem pro
expresi nukleazy Cas9 a sgRNA proti DAXX byly transfekovany buinky HEK293. V izolovanych
bunécénych klonech byla testovana produkce proteinu DAXX. Identifikace klontl se snizenou expresi
DAXX byla komplikovana nespecifickym signalem pii detekci DAXX metodou western blot. Z péti
vybranych klond s potencialné nizsi expresi DAXX byla izolovana DNA a po amplifikaci Gseku
obsahujiciho sekvenci, na kterou byl cilen systém CRISPR/Cas9 byla provedena sekvenacni analyza.
Z vysledkt sekvenace vyplynulo, ze ve dvou z analyzovanych klonti nedoslo k modifikaci systémem
CRISPR/Cas9. U téchto dvou klont byl také pii predchozi elektroforéze produkti PCR detekovan
fragment o velikosti odpovidajici produktu PCR z netransfekovanych bunck HEK293. Ve zbylych
pfipadech bylo detekovano vice produkti PCR o rizné velikosti, mohlo by se tedy jednat
o heterozygotni buiiky. Vysledky sekvenace téchto tfi klonG byly neprikazné, pravdépodobné
v dasledku nizké kvality vzorkit DNA. Problémem mohla byt nevhodné koncentrace templatu nebo
nedostatecna Cistota vzorki po izolaci DNA z agar6zového gelu. Bude tedy nutné sekvenaci opakovat.

Po identifikaci DAXX KO klont, ptipadné identifikaci heterozygotnich bun¢k a zopakovani modifikace
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systtmem CRISPR/Cas9, bude mozné pouzit ziskanou DAXX KO linii ke studiu infek¢niho cyklu
BKPyV v neptitomnosti proteinu DAXX.

6.2 Interakce LT antigenu MPyV s bunéénymi proteiny

V navaznosti na data ziskana studiem interaktomu LT antigenu MPyV (experimenty provedené
Mgr. Karolinou Staflovou, Ustav organické chemie a biochemie AV CR, skupina Ing. Ivy Pichové, CSc.)
byla sledovana vzajemna lokalizace LT a nckolika vybranych potencialnich interak¢nich partneri
v infikovanych bufikach. Proteiny byly vybrany na zaklad¢ jejich interakce s LT antigenem jinych
polyomavirt, piipadné zvysené exprese pii infekci polyomaviry, zapojeni v opravach poskozeni DNA
nebo v imunitni odpovédi.

V ptipadé proteini BAF57, BAG2, PRC1, WDR48 a MKK3 byl pomoci konfokalni mikroskopie
pozorovan ptekryv signalu daného proteinu s LT antigenem MPyV 24 hpi a 42 hpi, tyto proteiny tedy
s velkou pravdépodobnosti s LT interaguji. Dal$i vyzkum téchto interakci miize piinést dulezité
poznatky o regulaci prabéhu infekéniho cyklu MPyV.

V infikovanych bunikdch naopak nebyla pozorovana kolokalizace proteint NONO ani SMC4 s LT

antigenem, jejich interakci se tedy potvrdit nepodatilo.

6.2.1 Interakce LT s MKK3

Z proteint, které v infikovanych bunkach kolokalizovaly s LT antigenem MPyYV, jsme se dale
zam¢éfili na kinazu MKK3, ktera je jednou z hlavnich MAPKK signalni drahy p38.

MAP kinazové kaskady jsou evoluéné konzervované signalni drahy, které reguluji mnoho
dilezitych bunéénych procest veetné rlstu, proliferace, apoptdzy, stresové a imunitni odpovédi. Jejich
aktivaci zajist'uji hierarchicky usporadané kinazy, aktivované MAPK pak fosforyluji mnoho substratt
v cytoplazmé i v jadre, kde se podileji mimo jiné na regulaci transkripce interakci s transkripénimi
faktory a remodelaci chromatinu (shrnuto v Plotnikov et al., 2011).

Na rozdil od MAP kindz ERK1/2, které jsou aktivovany v cytoplazmé a nasledné transportovany
do bunécného jadra, je vzhledem k popsané jaderné i cytoplazmatické lokalizaci MKK3 a MKK6
mozné, ze k aktivaci p38 dochdzi i v jadie (Ben-Levy et al., 1998).

Pfi imunofluorescen¢nim zna¢eni MKK3 byl v neinfikovanych buiikach pozorovan velmi slaby
signal MKK3 v cytoplazmé. V infikovanych buiikach se pak MKK3 objevovala v bunééném jadie, Cas
detekce MKK3 v jadre (20 hpi) se shodoval s prvni detekei LT antigenu. Kolokalizace MKK3 s LT byla
pozorovana také v neinfikovanych buiikach po transfekci vektorem zajistujicim expresi LT. Ziskané
vysledky naznacuji mozny vliv LT na redistribuci MKK3 do jadra, ke které dochazi nezavisle na virové

infekci a pfitomnosti dalSich virovych proteind.
6.2.1.1 Vliv infekce MPyV na kinazu MKK3 a aktivaci p38 MAPK signalni drahy

Dalsim cilem bylo zjistit, zda je infekci MPyV ovlivnéna hladina proteinu MKK3. Celkové bylo

pozorovano snizené mnozstvi proteinu MKK3 v infikovanych bunkach, vysledky se vSak lisily mezi
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dvéma provedenymi experimenty. Zatimco v jednom piipad¢ byla detekovana niz$i hladina MKK3
v infikovanych bunikach 16 a 24 hpi, v druhém experimentu hladina MKK3 klesala v prubéhu infekce
a snizeni oproti neinfikovanym buiikam bylo detekovano az 42 hpi. K vysvétleni téchto rozdili by
mohlo pfispét porovnani pribéhu infekce detekci virovych proteind 16, 24 a 42 hpi.

Kinaza MKK3 a jeji interakce s LT by mohla mit vliv na aktivaci MAP kindzy p38 v buitkach
infikovanych MPyV. Proto byla zkouména také mira fosforylace p38 16, 24 a 42 hpi. Byla detekovana
zvysena fosforylace p38 v infikovanych buiikdch, vysledky se vSak opét liSily pii opakovani
experimentu. V jednom z experimentil byla fosforylace v infikovanych bunikdch mirné€ zvysena 16 hpi,
s postupem infekce fosforylace klesala. V téchto vzorcich byl pozorovan také pokles hladiny MKK3,
snizend fosforylace p38 by tedy v tomto pfipadé¢ mohla byt zptisobena tibytkem MKK3 potencialné
vyvolanym virovou infekci.

V druhém experimentu byla detekovana vyssi fosforylace p38 pii infekci MPyV 16, 24 1 42 hpi.
Paradoxné bylo v piislusnych vzorcich mnozstvi MKK3 nizsi v infikovanych bunkach, p38 zde mohla
byt aktivovéana jinou kinazou, napi. MKK6 nebo MKK4. V case 42 hpi byla detekovana zvySena
aktivace p38 v neinfikovanych bunikach. K aktivaci souvisejici s délkou kultivace mohlo dojit
v dusledku nartstajici konfluence bunék. V konfluentnich kulturach mysich a lidskych fibroblasti je
aktivovana kinaza p38a, byla popsana tcast p38a MAPK drahy v regulaci kontaktni inhibice (Faust
et al., 2005). Rozdily ve vlivu infekce MPyV na fosforylaci p38 by mohly byt zplisobeny odlisnymi
experimentalnimi podminkami ovliviiyjicimi aktivaci signalnich drah. Regulace MAPK drah je casto
vzajemné propojend, nékteré komponenty mohou byt spole¢né napt. pro drahy JNK a p38 (shrnuto
v Cargnello & Roux, 2011). Rozdil ve vysledcich mohl byt také zpiisoben podminkami pfi pfipraveé
vzorkil, mnozstvi detekované p-p38 mohlo byt ovlivnéno napt. rozdilnou aktivitou fosfataz. Bylo by
vhodné experiment opakovat s protokolem upravenym pro detekci fosforylovanych proteinil.

Zvysenou fosforylaci p38 pfi infekci naznacuji také vysledky imunofluorescen¢niho barveni,
kdy byla pozorovana zvySena intenzita signalu fosforylované kinazy p38 v jadie bunek infikovanych
MPyV 24 a 42 hpi. Zda se také, Zze by mohlo dochazet ke kolokalizaci p-p38 s LT antigenem MPyV, toto
pozorovani vSak bude nutné overit konfokalni mikroskopii.

Otazkou je, zda fosforylace p38 souvisi s interakci MKK3 a LT a jaky je jeji vyznam pii infekci
MPyV. V literatuie byla popsana zvysena fosforylace kinazy p38 vlivem ST antigenu MPyV. V bunkach
exprimujicich ST MPyV byla také zvysena fosforylace MKK3/6 (detekovano protilatkou rozpoznavajici
fosforylované kinazy MKK3 i MKKS®6). Indukce fosforylace ST antigenem je zavisld na interakci
s fosfatazou PP2A. Vliv ST na fosforylaci p38 se muze lisit v riznych podminkach. Zatimco
pii kultivaci bun¢k v médiu se sérem ST zvySoval fosforylaci p38, po kultivaci v médiu bez séra byla
fosforylace p38 vlivem ST naopak sniZzena (Andrabi et al., 2007).

Také pii infekci SV40 dochazi k fosforylaci p38, jeji zvySena aktivace byla detekovana 24 hpi
a s postupem infekce fosforylace dale nardstala. Inhibice p38 neméla vliv na mnozstvi viru uvolnéného

z bunék (Motamedi et al., 2020). Aktivaci kinazy p38 vyvolava také ST antigen MCPyV, je vSak
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zprostfedkovana kindzou MKK4 namisto kanonické drahy fosforylace pomoci MKK3/MKKG®6.
K aktivaci dochazi v disledku interakce ST s katalytickou podjednotkou fosfatazy PP4C (Dobson et al.,
2020).

Aktivace kindz mize byt vyvoldna také vazbou viru na bunéény receptor. Infekce MPyV
zpusobuje aktivaci rznych signalnich drah, které mohou ovliviiovat jednotlivé kroky replikac¢niho
cyklu. Vazba MPyV na gangliosidové receptory nebo 04 integriny na bunééném povrchu zpisobuje
aktivaci signalnich drah vcetné aktivace kinaz PI3K a FAK/Src nebo MAP kindzovych kaskad ERK1/2
a JNK. Nebyl pozorovan vliv ERK drahy na infekci MPyV, zatimco inhibice drahy PI3K méla negativni
vliv na vstup viru do bun€k a inhibice FAK/Src vyustila v omezenou asociaci MPyV s mikrotubuly

a snizeny transport virionu (O’Hara & Garcea, 2016).

Dalsi experimenty by mohly byt zaméfeny na sledovani fosforylace MKK3 v prubéhu infekce

MPyV a souvislosti mezi fosforylaci MKK3 a p38, pfipadné by pomoci frakcionace bunék mohla byt

detekovana MKK3 pfitomna v jadfe a cytoplazmé bunck infikovanych MPyV. Vzhledem

k pozorovanému ubytku MKK3 v infikovanych bunkach by mohl byt studovan vliv MPyV na hladinu
mRNA pro MKK3 v riiznych fazich infekéniho cyklu.

K aktivaci MKK3 a MKK6 dochazi pisobenim interferonti typu I, nasledna aktivace p38 vede

k indukci exprese interferonem stimulovanych genti ISG15 a IRF9. MKK3 se tak podili na aktivaci

interferonové odpovédi (Y. Li et al., 2005). Kinaza MKK3 by se tedy mohla G¢astnit obrany proti virové

infekci regulaci interferonové signalizace.

6.2.1.2 Vliv umléeni exprese MKK3 na infekci MPyV

Cilem nasledujici ¢asti prace bylo urcit, zda sniZzena exprese MKK3 ovlivni prubéh infekce
MPyV. Pomoci siRNA se podafilo snizit hladinu MKK3 mRNA v buiikdch 3T3 ptiblizn€ o 60-80 %
oproti kontrole. Knockdown byl ovéfen také detekci proteinu MKK3 pomoci western blotu, ackoliv
bylo detekovano také niz§i mnozstvi MKK3 v buiikdch transfekovanych kontrolni siRNA oproti
netransfekovanym buiikdm. V netransfekovanych bunkach bylo rovnéz v souhlasu s pfedchozimi
vysledky pozorovano niz§i mnozstvi MKK3 v infikovanych bunkéach.

P#i imunofluorescencni detekci LT antigenu nebyl zjistén vliv snizené exprese MKK3 na pocet
bungk infikovanych MPyV 24 hpi. Také v pozdni fazi infekce (48 hpi) zistal pocet LT-pozitivnich bun¢k
na podobné urovni v buiikach transfekovanych MKK3 siRNA i kontrolni siRNA. Snizena exprese
MKK3 neméla vliv ani na produkeci infekénich virovych ¢astic uvolnénych do média 48 hpi.

Cytotoxickym LDH testem byl ve vzorcich bunék transfekovanych MKK3 siRNA
a infikovanych MPyV 72 hpi zji$tén mirny pokles cytotoxicity oproti bunikam transfekovanym kontrolni
siRNA. V neinfikovanych bunkach byla mira cytotoxicity po transfekci siMKK3 a siCtrl srovnatelna,
snizeni exprese MKK3 tedy nemélo cytotoxicky efekt. Pti niz$i expresi MKK3 tak mohla byt snizena

lyze bun¢k indukovana infekci MPyV. Cytotoxicita vSak byla nizkd ve vSech vzorcich, nejvyssi
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naméiend hodnota Cinila 11 %. Jedna se pouze o pfedbézny vysledek jednoho experimentu, nelze z néj
vyvodit zavéry ohledné vlivu MKK3 na infekci MPy V.

Vysledky provedenych experimentl naznacuji, ze infekce MPyV neni ovlivnéna sniZenou expresi
MKK3. Pii studiu vlivu MAP kindzovych drah na infekci MPyV (Pokorna, 2017) nebyl zjistén vliv
inhibice p38 na pocet infikovanych bunck pozitivnich na LT antigen 20 hpi. Situace byla odlisna pfi
inhibici kinaz JNK a MEK, kdy byl pocet infikovanych bunck snizen. Zd4 se tedy, ze MKK3 a jeji
funkce v aktivaci MAP kinazy p38 neni vyznamnym faktorem ovliviiujicim pocet bunék infikovanych
MPyV ani produkei virového potomstva.

Vliv interakce MKK3 s LT by se mohl projevit v jinych krocich infekce MPyV. Dalsi vyzkum by
se mohl zaméfit na virovou transkripci a replikaci virové DNA pfi snizené expresi MKK3.

Lze také uvazovat o mozném vlivu MKK3 na fosforylaci LT antigenu. Polyomavirové LT
antigeny obsahuji rizné fosforylaéni motivy, které mohou byt modifikovany bunécnymi kinazami
a fosfatazami. V ptipadé LT antigenu viru SV40 by popsan vliv fosforylace na jeho schopnost vazat
DNA, fosforylace LT mze hrat roli v regulaci replikace virové DNA. Fosforylace miize ovliviiovat také

bunécnou lokalizaci LT a jeho interakci s dal$imi proteiny (shrnuto v Moens et al., 2023).
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7 Souhrn

Vysledky prace lze shrnout do nasledujicich bodu.

Prvni Cast diplomové prace byla zamétena na charakterizaci vlivu proteinu DAXX na infekci MPyV.

Pomoci qPCR byl porovnanim poétu kopii virového genomu v infikovanych buiikach MEF
Daxx Tet-On s potlacenou expresi Daxx a MEF WT zji§tén pozitivni vliv proteinu DAXX
na replikaci virového genomu.

Pomoci RT-qPCR byl porovnanim hladiny transkript pro LT antigen a kapsidovy protein VP1
v infikovanych bunikach MEF Daxx Tet-On s potlacenou expresi Daxx a MEF WT zjistén
pozitivni vliv proteinu DAXX na transkripci MPyV.

Imunofluorescencni barveni proteinu LT v infikovanych bunkach MEF Daxx Tet-On
s potlac¢enou expresi Daxx a MEF WT naznacilo mozny pozitivni vliv proteinu DAXX na pocet

infikovanych bunék 24 hpi.

Dals$im cilem bylo pfipravit lidskou bunécnou linii s deleci genu DAXX pro ucely vyzkumu vlivu

proteinu DAXX na replikaci BKPyV.

Po transfekci bunék HEK293 ptipravenym vektorem pro deleci DAXX systémem CRISPR/Cas9
byly izolovany potencialni DAXX KO bunécné klony. Po identifikaci klond, u nichz doslo
k deleci DAXX bude mozné ziskané bunécné linie vyuzit pro studium role DAXX pfi infekci

BKPyV.

Dalsi ¢ast prace byla zaméfena na bunééné interakéni partnery LT antigenu MPy'V.

Pfi imunofluorescenénim znaceni LT spolu s potencialnimi interakénimi partnery byl pozorovan
prekryv signalu LT s proteiny BAF57, BAG2, PRC1, WDR48 a MKK3. Tyto proteiny s velkou
pravdépodobnosti s LT interaguji.

Pti znaceni proteint NONO a SMC4 nebyla pozorovana kolokalizace s LT antigenem, interakce
s LT v téchto pripadech nebyla potvrzena.

Kinaza MKK3 kolokalizovala s LT v infikovanych buiikach i v neinfikovanych bunkach
exprimujicich LT.

V bunkéch infikovanych MPyV bylo metodou western blot detekovano sniZzené mnozstvi
proteinu MKK3.

V buiikach infikovanych MPyV byla metodou western blot detekovana zvysena fosforylace
MAP kinazy p38.

Pii snizené expresi MKK3 nebyl ovlivnén pocet bunék infikovanych MPyV pozitivnich na LT
antigen 24 hpi ani 48 hpi.

Pii snizené expresi MKK3 nebyla ovlivnéna produkce virového potomstva infikovanymi

bunkami 48 hpi.
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