Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Studijni program:
Specialni chemicko-biologické obory
Studijni obor:

Molekularni biologie a biochemie organismii

Mi ¢ hal Mr kacek

Histonové modifikace a methylace polyomavirovych genomii
v pribéhu infekce

Histone modifications and methylation of polyomaviral genomes
during the infection

Bakalarska prace

Skolitel: doc. RNDr. Jitka Forstova, CSc.

Praha, 2016



Prohl aseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérec¢nou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny
pouZité informac¢ni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd Cast nebyla

predlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 19. 8. 2016

Podpis



Timto bych rad podékoval celé své rodiné za velikou podporu, kterou mi poskytli béhem
mého studia biologie na Prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovi v Praze. Specialni
podékovani bych pak rad vénoval svému skoliteli, doc. RNDr. Jitce Forstové, CSc., za veskeré

cenné rady a pripominky poskytnuté pii psani této prace.



Abstrakt

Podobné jako vSechny ostatni viry tak i polyomaviry vyZaduji pro svou tispéSnou reprodukci
proteiny a enzymy kédované jejich hostitelskymi bunikami. Kromé toho, vzhledem Kk jejich relativné
malému genomu s pouze nékolika geny, vyuzivaji polyomaviry pro co nejefektivnéjsi zajisténi své
replikace i regulacni mechanismy infikovanych bunék. Jednou z téchto regulaci jsou posttransla¢ni
modifikace histonti, které tvoii nukleosomy na virové DNA. Spektrum téchto modifikaci je velice
Siroké, ale ve vztahu Kk polyomavirim jsou prozkoumany téméi vyhradné jenom acetylace
a methylace histond. Druhou moZnou regulaci jsou methylace cytosinu v tzv. CpG dinukleotidech,
ktera je spojovana spotlacenim genové exprese. Soucasné poznatky vSak naznacuji,
Ze tuto modifikaci polyomaviry priliS nevyuzivaji, ba dokonce vzhledem kneobvykle nizkému
vyskytu CpG dinukleotidi v jejich genomech se ji spiSe vyhybaji. Cilem této prace je popsat jednotlivé

typy téchto modifikaci a poukazat na jejich mozny vyznam v infekénim cyklu polyomavirt.
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Abstract

Similar to other viruses, polyomaviruses require for their successful replication enzymes and
other proteins encoded by their host cells. Additionally, because of their relatively small genome
with only a few genes, polyomaviruses utilize for their efficient replication cellular regulation
mechanisms. One of these regulations are posttranslational modifications of histones, which form
nucleosomes together with viral DNA. The spectrum of these modifications is very wide, but in case
of polyomaviruses, almost only ones studied are histone acetylations and methylations. Second
possible regulation is a methylation of cytosine in CpG dinucleotides, which is associated with
repression of gene expression. Current knowledge however suggest that polyomaviruses do not
utilise this kind of modification. Moreover, because of a relatively small amount of CpG dinucleotides
present in their genomes, they seem to avoid it. The goal of this work is to describe the individual
types of these modifications and show their possible importance in the infectious cycle

of polyomaviruses.
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Celed’ Polyomaviridaeje oznaceni virového taxonu zahrnujici skupinu malych neobalenych
DNA virt infikujici savce a ptaky. Diky nastupu novych technologii se v dnesni dobé tato celed
neuvéritelné rychle rozrista. Zatimco drive jsme méli povédomi pouze o par zastupcich této Celedi,
tak dnes jich jiz zname desitky. Mezi nejprozkoumanéjsi polyomaviry patii mysi polyomavirus
(MPyV), opici vakuolujici virus 40 (SV40) a lidské polyomaviry BK (BKPyV) a JC (JCPyV). Kazdorocné
se vsak objevuje nékolik novych polyomavirG. Mezi relativné nové objevené patii i lidsky
polyomavirus karcinomu Merkelovych bunék (MCPyV), ktery je spojovan se stejnojmennym koznim
nadorem. Pravé kviili moznému vyznamu polyomavirt na vznik lidskych nadorovych onemocnéni je
této Celedi vénovana ¢im dal vétsi pozornost.

Vlastnost, ktera je spolecna pro vSechny polyomaviry, je to, Ze kvili ispornosti genetické
informace, jeZ neobsahuje Zadné sloZzky replika¢niho, transkripéniho €i sestfihového aparaty,
je vysoka zavislost polyomavirG na jadernych funkcich infikované bunky. Diky této zavislosti
na hostitelské burice polyomaviry adoptovaly radu kontrolnich mechanismti, kterymi eukaryotni
bunky reguluji genovou expresi. O zavislosti polyomavirti na bunécnych trans regulacnich faktorech,
které se vazou primo na virovou DNA, se vi jiz dlouho. Dal$Sim moZnym regulacnim mechanismem
mohou byt i epigenetické zmény v polyomavirovém minichromosomu, zejména pak posttranslacni
modifikace histonti a methylace DNA.

Histonové modifikace mohou hrat ohromnou roli vzivotnim cyklu polyomavirg,
protoZe nemusi pouze ovliviiovat elektrostatické interakce histonti a DNA, ale i vazbu dalSich
regulacnich proteini na modifikované aminokyselinové zbytky. Riizné histonové modifikace jsou
totiZ spojeny s odlisné biologicky aktivnim chromatinem, a tudiz jejich studium by ndm mohlo
pomoci i v hlub$im pochopeni infekéniho cyklu téchto vird. Na regulaci genové exprese polyomavirt
se rovnéz muze vysokou mirou podilet i methylace DNA. Tu muze virus pouzivat jednak pfi regulaci
svého infek¢niho cyklu, ale miiZe ji rovnéz vyuZzivat i hostitelska butika k umlceni virové exprese jako

soucast vrozené imunity.

Cilem tétopoprs@ade zhma@sntyonwvych modi fi kaci

polyomavirld a pokud mozZno nayklasivimi t jejich
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Jesté predtim nez zaCnu popisovat jednotlivé typy histonovych modifikaci polyomavird
¢i jejich DNA methylaci, rad bych se zastavil u organizace jejich genomu. Je to z toho dvodu, protoze
se v priibéhu prace budu ¢asto odkazovat na terminy jako napft. oblast pozdnich genti ¢i NCCR.

Polyomavirovy genom je vZzdy tvoren kruhovou dvouretézcovou DNA molekulou
o velikosti, ktera se sice mezi jednotlivymi zastupci lisi, ale vZdy pohybuje se kolem 5 000 part bazi.
nekddujici kontrolni oblast oznac¢ovana zkratkou NCCR (z anglického NonCoding Control Region),
ktera obsahuje virovy pocatek replikace a promotory pro ¢asné a pozdni virové geny. Kromé toho
zde mulizeme nalézt i vSechny dileZité cisregulacni oblasti, které virus vyuziva pti svém infekénim
cyklu. Druhou dtlezitou oblasti je iisek DNA koédujici tzv. Casné virové proteiny, jez se téZ oznacuji
jako tumorové (T) antigeny. Tento nazev tyto proteiny obdrZely diky tomu, Ze jsou zodpovédné
za modulaci bunécného cyklu, kterd u nepermisivnich bunék miize skoncit jejich nadorovou
transformaci (review, Oliveira et al,, 1999). Posledni oblasti je pak usek tzv. pozdnich gend, kde je
kédovan hlavni strukturni protein VP1 a dva minoritni kapsidové proteiny VP2 a VP3. iz podle
nazvu je patrné, ze exprese pozdnich genl se v pribéhu infekce spousti az po genech casnych.
Kromé toho je v této oblasti u nékterych polyomavirti kédovan i dalsi protein, jenZ nese oznaceni
Agno a jenz se podili na modulaci bunék v pozdnich fazich infekce (review k funkci, Khalili et al.,
2005). V kazdém pripadé musime mit vZdy na pameéti, Zze kazdy polyomavirus je svym zplisobem
unikatni a vZdy muze obsahovat o protein vice ¢i méné. Zakladni organizace genomu, kterou jsem

zde predloZil, je ale vzdy zachovana.
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DNA eukaryot vyskytujici se v jadie buiiky je pro ucely prostorové ispornosti organizovana
spolu s mnoha proteiny do struktury tzv. chromatinu, ktery ma nékolik drovni usporadani. Zcela
urcité zakladni jednotkou této organizace je struktura nazvana nukleosom. Soucasti této struktury je
jednak samotna DNA a pak dale proteiny nazvané histony, a sice histony H2A, H2B, H3 a H4. Tyto
histony spolu vytvari proteinovy oktamer, ve kterém je kazdy z histonli zastoupeny pravé dvakrat.
Okolo tohoto proteinového jadra je nasledné obtoCeno zhruba 146 pard bazi DNA (Kornberg
& Thomas, 1974; Kornberg, 1974; Luger et al., 1997).

Vzhledem k tomu, Ze polyomaviry se replikuji v jadie hostitelskych bunék, neni piekvapujici,
Ze jejich kruhova dvouretézcova DNA je téZ asociovana shistony a vytvari jakysi kruhovy
minichromosom (Griffith, 1975; Howe & Tan, 1977). Takovato struktura pritom neni piitomna
pouze v jadie infikovanych bunék, ale mizeme ji nalézt i ve virionech (Germond et al., 1975). Snimky
z elektronového mikroskopu pritom ukazali u viru SV40, Ze jeden virovy minichromosom obsahuje
zhruba 20 + 2 nukleosomt (Bellard et al, 1976). U viru SV40 byl na snimcich z elektronového
mikroskopu c¢asto detekovan i obnaZeny usek DNA, kde se nevyskytovaly Zadné nukleosomy
a ktery odpovidal nekédujici kontrolni oblasti (NCCR) viru SV40 (Jakobovits et al,, 1982). Tato
»mezera“ je zfejmé v NCCR udrzovana cis regulacnimi oblastmi zde pritomnymi (Friez et al., 1999;
Hermansen et al,, 1996), na které se dale vazi transkrip¢ni faktory, které tuto strukturu udrzuji, tak
jak tomu bylo ukdzano u transkrip¢nich faktort AP-1 a Sp1 (B. I. Milavetz, 2002). U viru SV40 také
bylo ukazano, zZe kromé ctyi zakladnich histont je DNA polyomavird v jadie hostitelskych bunék
asociovana i shistonem H1 (Varshavsky et al, 1976), ktery se ziejmé podili
na dalSi organizaci virového chromatinu (Muller et al, 1978). Histon H1 vSak nelze detekovat

ve virionech, protoZe je v pribéhu maturace ¢astic odstranén (La Bella & Vesco, 1980).
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Histony neslouzi pouze ke kondenzaci genetické informace, ale hraji dileZitou roli

i v epigenetice. Ta je zaloZena na tzv. posttransla¢nich modifikacich N-koncovych oblasti histont,

které vy¢nivaji z jadra oktameru (Luger et al,, 1997). Do dneSka bylo popsano celkem osm moznych

typt téchto histonovych modifikaci a to acetylace, methylace, fosforylace, ubiquitynalace, sumoylace,

ADP-ribosylace, deiminace a prolin izomerizace (podrobnéjsi review, Kouzarides, 2007). Ve vztahu

k viru SV40, jako zastupci polyomavirt, je vSak nejprobadanéjsi zejména acetylace a v dnesni dobé

se rozsiruji poznatky i o methylaci.



Acetylace je postranslacni typ modifikace histonii, kdy je aminova
skupina lysinu modifikovana acetatem (obrazek ¢. 2). Tuto modifikaci
katalyzuji enzymy zvané histon acetyltransferazy a naopak ji odstraiuji >:O
enzymy histon deacetylazy. Tento typ modifikace histond je ve vztahu HN ¢
k viru SV40 a mySimu polyomaviru znam uZ relativné dlouhou dobu (Coca- £
Prados et al,, 1980; Chestier & Yaniv, 1979; La Bella & Vesco, 1980; La Bella 5
et al, 1979; Schaffhausen & Benjamin, 1976; Vesco & Fantuzzi, 1982).
Vinfikovanych burikdch nejsou virové minichromosomy ve srovnani
s hostitelskym chromatinem nijak zvySené acetylované. Naopak virovy
chromatin izolovany zintaktnich virioni je vysoce hyperacetylovan.
To uz samo o sobé je trochu zarazejici. Acetylace histonii (zejména H3 a H4) HaN O
se totiZ spojuje s rozvolnénym chromatinem, ktery je transkripcné aktivni o5 N3 | S¢{ O&Kas Y
(Eberharter & Becker, 2002; Turner & O'Neill, 1995; Verdone et al., 2005).  Struktury acetyllysinu
Ve virionu je ale virovy chromatin v kompaktnim stavu.

Pii analyze provirioni viru SV40 bylo zjiSténo, Ze acetylace pritomnych histonti je jakymsi
mezistupném mezi acetylaci histonti ve zralém virionu a acetylaci histonti v dobé, kdy DNA jesté neni
asociovana s kapsidovymi proteiny. To tedy znamena, Ze virovy chromatin je acetylovan i v dobé,
kdy je DNA jiZ témér kompletné uzavicena v kapsidé, jak znac¢i snimky z elektronového mikroskopu,
kde nelze pozorovat Zadny morfologicky rozdil mezi zralymi viriony a proviriony (La Bella & Vesco,
1980). Zaroven rychlost acetylace histonid viru SV40 neprobiha ve srovnani s témi hostitelskymi
v nijak zvySené mire. V Cem se vsak virové histony oproti tém hostitelskym lisi, je témér nulova
deacetylace histond pfi maturaci viriont. To tedy vedlo k zavéru, Ze histony viru SV40 jsou ziejmé
diky formovani kapsidy neptistupné pro histon deacetyldzy, zatimco histon acetyltransferazam
tato bariéra ze vznikajici kapsidy evidentné nepiekaZi v jejich funkci (Vesco & Fantuzzi, 1982).

Pritomnost hyperacetylovanych histon rovnéz vedla v 80. letech k formovani hypotézy,
Ze zvySena acetylace virovych histonii maze byt signdlem pro formovani kapsidy kolem virového
minichromosomu. Pro jeji potvrzeni byly epitelidlni buriky BSC-1 infikovany virem SV40 (kmen 776)
a vystaveny puisobeni butyratu sodného, ktery funguje jak inhibitor enzymii histon deacetylaz (Kruh,
1981). Autor této hypotézy ocekaval, Ze pokud jeho tvrzeni plati, tak zvySené mnoZstvi
hyperacetylovanych minichromosomt v infikovanych buiikdch by mélo snizit mnozstvi replikujici
se virové DNA a zvysit rychlost maturace virionti. Ve skutecnosti se ale stal pravy opak. MnoZstvi
replikované virové DNA se zvedlo a dosSlo i kmalé inhibici tvorby virionti (Roman, 1982). Tento
vysledek tedy naznacuje, Ze hyperacetylace histond viru SV40 neni piic¢inou enkapsidace
minichromosomg, ale spiSe dasledkem tohoto procesu. To je vsouladu svySe zminénym
pozorovanim, kdy je zvySena mira acetylace virovych histoni pozorovana spolu se zahijenim

enkapsidace virové DNA (La Bella & Vesco, 1980; Vesco & Fantuzzi, 1982).
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Pokud je mi znamo, tak se v dnesni dobé prilis nepokrocilo v objasnéni vztahu mezi acetylaci
polyomavirovych histoni a tvorbou Kkapsidy. Naopak se zajem piesunul spiSe k pozorovani
histonovych modifikaci, ke kterym dochazi v priibéhu produktivni infekce. Tomuto tématu se témér
exkluzivné vénuje skupina autord z Univerzity v Severni Dakoté a jako model vyuZivaji virus SV40
(kmen 776).

V tomto sméru prvni publikovanou praci byl ¢lanek Barryho Milavetze, ktery vysel v roce 2004
a ktery se soustredil na acetylaci polyomavirovych histonti v ranych fazich infekce virem SV40. Tento
¢lanek popisoval, co se stava s hyperacetylovanymi minichromosomy viru SV40 jiZ po 30 minutach
od infekce bunék BSC-1, tj. vdobé, kdy se infikujici viriony jeSté nachazeji v cytoplasmé. Pomoci
imunoprecipitace nefixovanych minichromosomt SV40 bylo zjiSténo, Ze je zde vyznamny rozdil mezi
mnoZzstvim hyperacetylovanych histont H3 a H4. Protilatky proti tetra a triacetylovanému histonu H4
imunoprecipitovaly zhruba 11 * 4 9% veSkerého virového chromatinu. Naopak protilatky
proti diacetylovanému histonu H3 imunoprecipitovaly jen 5 * 1 % veSkerého chromatinu. Na zakladé
mnoha dalSich pokust, které zde nebudu rozebirat, nakonec autor ¢lanku dospél k zavéru, Ze v Case
30 minut po infekci miZeme v buiikach BSC-1 detekovat dvé izoformy minichromosomii viru SV40.
Prvni izoforma obsahuje jak hyperacetylovany histon H3 tak hyperacetylovany histon H4, zatimco
druhd izoforma obsahuje jen hyperacetylovany histon H4 (B. Milavetz, 2004).

Vzhledem k tomu, Ze tyto izoformy minichromosomti byly pozorovany jiz 30 minut po infekci,
je zfejmé, Ze se tyto izoformy nachazely uz ve virionech, které infikovaly buriky. To by ale znamenalo,
Zze se odlisSné izoformy minichromosomu SV40 musely vyskytovati v infikovanych burikach,
ve kterych se tyto viriony sestavily. OdliSné izoformy by tedy dle autora mohly odrazet i jejich funkci
predtim nez byly enkapsidovany (B. Milavetz, 2004). Napriklad bylo ukazano, Ze zvySena acetylace
histonu H4 je primarné spojovana s replikaci jaderné DNA (Jasencakova et al., 2000). Naopak jak zde jiz
bylo zminéno, tak hyperacetylace histonti H3 a H4 je spojovana s aktivni transkripci (Eberharter
& Becker, 2002; Turner & O’Neill, 1995; Verdone et al,, 2005).

Ve své dalsi publikaci se autori z Univerzity v Severni Dakoté soustiedili na to, jak se méni
acetylace histonti H3 a H4 v rtznych oblastech minichromosomu viru SV40 v pribéhu infek¢niho
cyklu. Ukazali, ze 30 minut po infekci miize byt hyperacetylovany histon H4 pritomny na virové DNA
témer kdekoliv se stejnou pravdépodobnosti. Naopak hyperacetylovany histon H3 byl ve stejném
Casovém Uuseku preferenné asociovan snekodujici kontrolni oblasti (NCCR) viru SV40
(Balakrishnan & Milavetz, 2005). Dvé odlisné izoformy hyperacetylovaného virového chromatinu,
které byly popsané v predeSlém odstavci, ziejmé maji na zakladé téchto vysledki podobné
organizovany chromatin, co se tyCe histonu H4. Evidentné se lisi pouze v pritomnosti

hyperacetylovaného histonu H3 v NCCR viru SV40 (Balakrishnan & Milavetz, 2005).



V Case 8 hodin po infekci BSC-1 bunék virem SV40 byl pozorovan zase trochu jiny vzor
acetylace. Vtomto Casovém bodé bylo ukazano, Ze témér cely genom viru SV40 je pokryt jak
hyperacetylovanym histonem H3 tak hyperacetylovanym histonem H4, coZ ziejmé znaci aktivné
transkribovany chromatin (Eberharter & Becker, 2002; Turner & O’Neill, 1995; Verdone et al., 2005).
To je opét trochu zaraZejici fakt. V tomto ¢asovém bodé totiZ dochazi jenom k transkripci ¢asnych
gent (Tooze, ], 1980) a tudiz bychom ocekavali, Ze i jenom oblast ¢asnych genti a jejich promotoru
by byla takto hyperacetylovana. Autoii to okomentovali tak, Ze uz drive bylo ukazano, Ze pri Casné
transkripci se obcas RNA polymeraza II procte aZ do oblasti pozdnich gent (Tooze, ., 1980) a Ze by
prave tento jev mohl byt pri¢inou pozorované acetylace (Balakrishnan & Milavetz, 2005).

Poslednim ¢asovym bodem, ktery autofi studovali, bylo 48 hodin po infekci. Zde autori
zjistili, Ze hyperacetylované histony H3 a H4 jsou opét asociované s téméf celou DNA viru SV40.
U hyperacetylovaného histonu H4 se ale ukazalo, Ze je preferenc¢né asociovan s oblasti pozdnich
genul (Balakrishnan & Milavetz, 2005). V tomto ¢asovém tseku plni virova DNA nékolik roli. Jednak
dochazi kreplikaci a dale pak k pozdni a limitované casné transkripci (Tooze, ], 1980). Vysledky
mapovani hyperacetylovanych histonti jsou tedy podle autord pro ¢as 48 hodin po infekci jakymsi
primérem vSech pritomnych moznych acetylacnich izoforem minichromosoma viru SV40
(Balakrishnan & Milavetz, 2007).

Autori dale vyjadrili sviij zdjem o studium acetylace aktivné transkribovanych oblasti viru
SV40. Ktomu, aby si ale byli jisti, Ze skutecné studuji oblasti, které jsou vdanou chvili
transkribované, pottebovali urcity marker, jenz je vzdy asociovan s aktivni transkripci. V tomto
ohledu nemiiZe existovat lepsi marker nez pritomnost samotné RNA polymerazy II.

Pri dvojitych imunoprecipitacich, kdy nejdrive doslo kselekci aktivné transkribovanych
usekli pomoci protilatky proti RNA polymeraze 11, byly minichromosomy nasledné fragmentovany
sonifikaci a znovu imunoprecipitovany protilatkami tentokrat proti hyperacetylovanému histonu H3
¢i H4. Ukazalo, Ze RNA polymeraza Il je témér vzdy asociovana s hyperacetylovanymi histony H3 a
H4. Naopak hyperacetylované histony H3 a H4 se vyskytuji v genomu viru SV40 i nezavisle na
pritomnosti RNA polymerazy II (Balakrishnan & Milavetz, 2006). Vzhledem k imunoprecipitacim,
které ukazuji, Ze mnozZstvi hyperacetylovanych histoni H3 a H4 asociovanych s RNA polymerazou II
je rovnomeérné, miizeme predpokladat, Ze kazdy nukleosom v blizkosti RNA polymerazy Il ma oba
tyto typy histoni vzidy acetylovany. Naopak v oblastech, kde se pravé RNA polymeraza II
nevyskytovala, bylo mnozZstvi hyperacetylovanych histond H3 a H4 odlisné, a tudizZ i samotna
struktura nukleosomu musela byt jina ve vztahu k acetylacim histont H3 a H4. Samoziejmé pri této
analyze bylo moZno v minichromosomu viru SV40 detekovat i histony H3 a H4, které nebyly viibec
acetylovany. Takovéto histony ale nikdy nebyly nalezeny v blizkosti RNA polymerazy II. Diilezitou

poznamkou, kterou je také nutno zminit je, Ze tyto vysledky vypovidaji pouze o protein kédujicich



oblastech viru SV40, a ne o nekoédujici kontrolni oblasti, jejiz studium bylo v tomto ohledu mnohem
obtiznéjsi a jejiz vysledKky prozatim autori nepublikovali (Balakrishnan & Milavetz, 2007).

Uvedené vysledky vedly autory k formulaci modelu, ktery popisuje acetylaci histond viru
SV40 v pribéhu transkripce. BEhem aktivni transkripce se RNA polymeraza II pohybuje podél
virového chromatinu a je sni zfejmé asociovana histon acetyltransferdaza (dnes se predpoklada
Ze p300, viz dale), ktera acetyluje histony H3 a H4 v blizkych nukleosomech. Jakmile pak RNA
polymeraza Il opusti oblast, ktera byla predtim acetylovana, tak maji volné pole enzymy histon

deacetylazy, které oblast zacnou deacetylovat (obrazek ¢. 3, Balakrishnan & Milavetz, 2007).
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Pokud za rozdil v odli$né mife acetylace virovych histont, ktera byla pozorovana u oblasti,
kde RNA polymeraza II je nebo neni pritomna, skutecné miize aktivita histon deacetylaz, tak po jejich
inhibici butyratem sodnym (Kruh, 1981) by mélo dojit k tomu, Ze se mira acetylace sjednoti. A prave
i tento vysledek byl pozorovan. Po inhibici deacetylaz se i iseky bez RNA polymerazy Il mirou své
hyperacetylace podobaly tisekiim, kde polymeraza pritomna byla (Balakrishnan & Milavetz, 2007).
Doposud vSak neni znamo jaka histon deacetylaza (C¢i kombinace vice deacetylaz) se ucastni
deacetylace virovych histond.

Ve snaze ovérit vySe zminény model se autofi rozhodli sledovat i kolokalizaci RNA
polymerazy Il a vybrané histon acetyltransferazy. Pro svoje studium si pfitom vybrali protein p300,
coZ je acetyltransferaza, u které jiz drive bylo ukazano, ze tvori komplex s RNA polymerazou II
(Neish et al, 1998). I zde se tento fakt potvrdil, nebot kdyz byla provedena dvojstupiniova
chromatinova imunoprecipitace nejdiive proti RNA polymeraze Il a poté proti proteinu p300, byla

ukazana interakce téchto dvou proteinti ve virovém chromatinu. Kdykoliv byla v protein kddujicich



oblastech nalezena histon acetyltransferaza p300, byla spolu s timto proteinem v komplexu i RNA
polymeraza II. Tento stav vSak naopak uplné neplati, protoze RNA polymerazu II 1ze ve virovém
chromatinu nalézt i bez proteinu p300. Jedinou vyjimkou, kdy nebyl p300 nalezen spolu
s polymerazou, byla nekoédujici kontrolni oblast (NCCR) viru SV40. To vSak neni vrozporu
s dosavadnimi daty, protoze p300 interaguje s rtiznymi transkripénimi faktory jako napriklad Sp1,
které se do NCCR viru SV40 vazou (Dynan & Tjian, 1983; Suzuki et al., 2000). SniZeni koncentrace
proteinu p300 pomoci siRNA téZ mélo vliv na transkripci pozdnich gen, ktera byla sledovana v ¢ase
48 hodin po infekci. V téchto podminkach totiZ doslo k potlac¢eni exprese pozdnich genti a ke sniZeni
acetylace histon H3 a H4 v okoli RNA polymerazy II. To naznacuje, Ze p300 skutecné muze byt
histon acetyltransferaza zodpovédna, za hyperacetylaci histoni v priibéhu transkripce. I po snizeni
exprese p300 vsak bylo mozné detekovat RNA polymerazu Il v protein kddujicich oblastech viru
SV40. To znamen3, Ze p300 neni protein nezbytny pro iniciaci transkripce, ale Ze se spiSe jedna
o protein, ktery je nutny pro jeji hladky priibéh (Balakrishnan & Milavetz, 2008). Diilezité je si také
uvédomit, Ze vSechny zde zminéné informace patrné neplati jenom pro virus SV40
¢i pro polyomaviry jako takové, ale patrné funguji v molekularni biologii jejich hostitelskych bunék.

V poslednich nékolika letech se pak presunula pozornost autori
z Univerzity ze Severni Dakoty od studia acetylace histonti ke studiu jejich
methylace. Tato posttranslacni modifikace histont je zaloZena na pripojeni
methylové skupiny (CHs) na aminoskupinu lysinu (obrazek ¢. 4). Tento typ
modifikace je ale na rozdil od acetylace vicestupnovy, a proto v histonech
muzZeme najit jak mono- tak di- ¢i trimethyllysin. Kromé toho miize byt
u histoni methylaci modifikovana i aminokyselina arginin (review
k modifikaci, Di Lorenzo & Bedford, 2011). Jeji modifikace vSak v souvislosti
s SV40 nebyla doposud studovana, a proto se ji ani dale nebudu vénovat.

Podobné jako acetylace je i methylace histonti katalyzovana enzymy histon

methyltransferazami. Odstranéni methylace je pak katalyzovano histon

demethylazami. Zatimco acetylace histonli je obecné spojovana o

s transkripcni aktivaci (Eberharter & Becker, 2002; Turner & O’'Neill, 1995; ?rigeTr;}ylll/s%f frukn

Verdone et al, 2005), funkce rGznych methylaci histonti je mnohem

komplexnéjsi a kazda forma methylace lysinu miiZe byt asociovana s trochu

jinym regulacnim procesem (review, Black et al, 2012). Jednotlivé formy histonovych modifikaci

se mizou téz ovliviiovat. U kvasinek bylo naptiklad ukazano, Ze methylace lysinu 36 na histonu H3

enzymem Set2 zplsobuje naslednou deacetylaci histonti (Carrozza et al., 2005; Keogh et al., 2005).
Prvni methylace histont, ktera byla u viru SV40 studovana, byla methylace lysinu 20

v histonu H4 (H4K20). Ukazalo, Ze v minichromosomu viru SV40 lze tento lysin detekovat jak

monomethylovany (H4K20me1) tak trimethylovany (H4K20me3). Zatimco H4K20me1 bylo mozné



detekovat ve virovém chromatinu v priibéhu celého infek¢niho cyklu a to v¢etné na kondensovaném
minichromosomu ve virionu, H4K20me3 bylo mozné detekovat pouze vranych stadiich infekce.
Spole¢na vlastnost obou téchto modifikaci pak byla jejich pfitomnost podél celého genomu viru SV40
(Balakrishnan et al., 2010).

Nejvyssi frekvence vyskytu H4K20mel ve virovém chromatinu autori pozorovali 30 minut
po infekci v infikujicich virionech. V nasledujicich hodinach pak frekvence této modifikace Klesala
spolu s postupem lytického cyklu. Vnové vzniklych virionech se H4K20mel opét vyskytoval
ve zvySené mire. To naznaCuje, Ze dloha této modifikace by mohla byt v enkapsidaci virovych
minichromosom (Balakrishnan et al., 2010). Kromé toho bylo pozorovano, Ze lysin 20 histonu H4 je
monomethylovan jiz béhem replikace novych virovych minichromosomd. I prestoze H4K20me1 byl
Casto pozorovan v aktivné transkribovanych oblastech (Talasz et al, 2005), autofi nepozorovali
vyznamnou koimunoprecipitaci takto modifikovanych histoni spolu s RNA polymerazou II
(Balakrishnan et al., 2010).

Jak bylo jizZ zminéno, tak autofi pozorovali H4K20me3 pouze v ranych stadiich infekce a to
uZ v ¢ase 30 minut po infekci (Balakrishnan et al, 2010). To je vSak ponékud zaraZejici, protoZe
podle jinych pozorovani by se vtéto dobé mély viriony SV40 nachazet vCetné enkapsidovanych
kruhovych minichromosomi v endosomech infikovanych bunék (Engel et al, 2011). Proto je na
misté otazka, kde virové minichromosomy mohly ziskat tuto modifikaci? MoZna tu vsak vysvétleni
byt miiZe. Prekvapivé protein mDpy-30, podjednotka H3K4 methyltransferazového komplexu, byl
nalezen ve strukturach TGN (Trans-Golgi network) a nékteré pokusy naznacovaly jeho roli v regulaci
endosomalniho bunéc¢ného transportu (Z. Xu et al,, 2009). Pro H3K9 methyltransferazovy komplex
vSak podobna lokalizace a funkce v endocytické draze doposud studovana nebyla. Pokud by se vSak
tento komplex ¢i néjaka jeho varianta skute¢né nachazela v endosomalnim systému, je stale otazkou
jak by mohl tento komplex methylovat virové histony uzaviené ve virionu. Zde by mohlo hrat roli
dalsi pozorovani autord z Univerzity v Severni Dakoté, ktefi si vSimali, Ze v ¢ase mezi 30 minutami
a 4 hodinami po infekci dochazi k ibytku virové DNA pritomné v infikovanych bunikach a Ze mezi
degradovanym chromatinem jsou nukleosomy obsahujici modifikaci H3K9me3 (Balakrishnan et al,,
2010). Pii degradaci virionli by se tedy mohla naskytnout urcita moznost pro potencialni histon
methyltransferazu k methylaci virovych histond. Autofi ¢lanku vsak priSli strochu odliSnou
hypotézou, které byla zaloZena na tom, ze H3K9me3 neni dasledkem degradace virionti SV40,
ale naopak jeji pricinou, a Ze tato methylace histon je jakymsi obrannym mechanismem bunky pred
cizorodou DNA (Balakrishnan et al, 2010). Zde je vSak opét nasnadé otazka jak by
se methyltransferaza mohla dostat pres kapsidové proteiny k virové DNA. VSechna tato tvrzeni jsou
vsak pouhé spekulace, a to bud’ mé anebo autorti publikace, a jejich spravnost je velkym otaznikem.

Nicméné dle mého nazoru se jedna o zajimavou oblast, které by méla byt dale studovana.



Pii studiu methylaci histonu H3 staly v centru zajmu piedevsim lysiny v pozici 4 a 9 (H3K4
a H3K9). Pii imunoprecipitacich se ukazalo, Zze v pripadé H3K4 byly vSechny tii stupné methylace
lysinu vyznamné pritomné pouze v ¢ase 48 hodin po infekci. Naopak u H3K9 byly vSechny tfi stupné
methylace pozorovany v pribéhu celého infekéniho cyklu. Jedinou vyjimkou byl nizky vyskyt
dimethylovaného H3K9 24 hodin po infekci (B. Milavetz et al., 2012).

Autory také velmi zajimal vztah mezi témito modifikacemi a represi Casné transkripce,
ktera reguluje mnozstvi produktti ¢asnych geni v pozdnich fazich infekce (Tooze, ]., 1980). K objasnéni
tohoto vztahu si autofi vybrali dvojici mutant viru SV40. Prvni z nich byla mutanta cs1085, ktera byla
defektni ve vazbé velkého T antigenu do nekodujici kontrolni oblasti viru SV40. Diky tomu tato
mutanta nebyla schopnad reprimovat Casnou transkripci vpozdéjSich stadiich infekce (DiMaio
& Nathans, 1982). Druha mutanta nesla oznaceni SM (SV40 mikroRNA) a ta, diky mutaci v mikroRNA,
produkovala nadbytek velkého T antigenu (Sullivan et al, 2005), diky ¢emuz se oCekavala i vyssi
represe ¢asné transkripce nez u divokého viru SV40. Pomoci zminénych dvou typi mutant autori
nakonec zjistili, Ze represe ¢asného transkripce zptisobena vazbou velkého T antigenu do nekddujici
kontrolni oblasti (NCCR) viru SV40 je v ¢ase 48 hodin po infekci spojena hlavné se se zvySenym
vyskytem modifikace H3K9me1 (B. Milavetz et al,, 2012), ktera je asociovana s transkripéni represi
i vjinych pripadech (ptehledny clanek k modifikacim, Kouzarides, 2007). S vyssi represi byl téZ spojen
i vy$si vyskyt zbylych methylovanych forem H3K9 (B. Milavetz et al., 2012).

Pri represi ¢asnych gentli v pozdnich fazich infekéniho cyklu se také ukazalo, Ze modifikace
H3K9me1l je vysoce zavisld na aktivni replikaci virové DNA. Pokud totiz mezi 24. a 48. hodinou
po infekci zablokujeme veskerou replikaci DNA pomoci inhibitoru aphidicolinu (Ohashi et al,, 1978),
silné poklesne i vyskyt modifikace H3K9me1 (Kallestad et al,, 2013). Na zakladé tohoto pozorovani
a dalsich diikazt, které poukazuji na pokles H3K9me1 v ¢asnych fazich infekce, autori dospéli k zaveéru,
ze modifikace H3K9me1 nemtize byt zodpovédna za represi casnych gent, jeZ predchazi replikaci DNA
viru SV40 (Kallestad et al., 2013). Pti dalSim studiu mutant viru SV40 se naopak ukazalo, Ze se zacinajici
represi Casnych gent, kterd miiZe byt pozorovana uz v ¢ase 8 hodin od infekce (Tooze, ], 1980),
je naopak spojena nizka hladina vyskytu modifikace H3K9me2 (Kallestad et al., 2013).

Podrobnéji byla prozkoumadna i dimethylace a trimethylace lysinu 9 histonu H3 (H3K9me2/3).
Zvlastni na téchto modifikacich je totiz to, Ze na rozdil od jiZ zminiované modifikace H3K9me1, nejsou
zavislé na aktivni replikaci virové DNA (Kallestad et al, 2013). Co vSak maji modifikace H3K9me2
a H3K9me3 spolecné s H3K9mel je jejich zvysSeny vyskyt ve virovém minichromozomu pfti represi
Casné transkripce v pozdnich fazich infekce (Kallestad et al, 2014). Zatimco H3K9me1 je spojovan
srepresi transkripce Casnych genti po vazbé velkého T antigenu do NCCR viru SV40, tak na zakladé
pokusi s transkripénim inhibitorem DRB, se ukazalo, Ze H3K9me2 a H3K9me3 jsou spiSe spojeny
s obecnou transkripcni represi nezavislou na velkém T antigenu (Kallestad et al., 2014). Dalsi pokusy

s SV40 mutovanym v NCCR (mutanta ¢s1085) navic naznacuji, Ze modifikace H3K9me2 /3 nevyzaduji
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pro sviij vznik jako substrat H3K9me1l. Aby si autori byli jisti, Ze zvySené mnoZstvi H3K9me2/3 neni
dtsledkem nespecifické aktivity DRB, tak buiiky BSC-1 vystavili i pisobeni butyratu sodného (Kruh,
1981), ktery je inhibitorem histon deacetylaz, ¢imz stimuluje transkripci genti. Podle ocekavani se u
virovych minichromosomi vyrazné snizila frekvence vyskytu jak H3K9me2 tak H3K9me3, coZ znadi,
Ze aktivni transkripce Ci hyperacetylace histond brani vyskytu téchto modifikaci v polyomavirovych
minichromosomech (Kallestad et al., 2014).

Jedna véc, ktera zde urcité stoji za zminéni, je i pozorovani autord, Ze v infikovanych burikach
muzeme v ¢ase 48 hodin po infekci pozorovat nékolik odlisnych virovych ,epigenomi“. Na zakladé
jejich pozorovani a komplexnich pokusti s imunoprecipitaci chromatinu stanovili autofi jejich pocet
na celkem pét izoforem (B. Milavetz et al.,, 2012), jejichZ typické histonové modifikace mizeme vidét

v tabulce ¢. 1.
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Ly F2 NXYI OSpublikaSgi Milavek etlal., 2012

0dlisné epigenomy viru SV40 vsak nebyly pozorovany pouze 48 hodin po infekci, ale také
ve virionech. Zde autofi tvrdi, Ze u divokého viru identifikovali minimalné tfi izoformy (nezverejnéné
vysledky, zminéno v review B. Milavetz & Balakrishnan, 2015), jejichZ modifikace mtzeme nalézt
vtabulce ¢ 2. Pokud se na tyto epigenomy blize podivime, tak si milZeme vSimnout,
Ze se tyto vysledky shoduji i spredesSlym pozorovanim, kdy vcase 30 minut po infekci byly

identifikovany dvé izoformy minichromosomti s odliSnym typem acetylace histonti (B. Milavetz, 2004).
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Chtél bych zde vsak velmi zdlraznit, Ze pocet uvedenych epigenomu (jak v tabulce ¢. 1,
tak vtabulce ¢ 2) a jejich histonovych modifikaci je zalozen pouze na studiu modifikaci,
kterymi se autoii clanku aktivné zabyvali. JelikoZ ve skutecnosti existuje mnohem vice typl
histonovych modifikaci nez jen methylace a acetylace lysinli, miize byt skutecny pocet rtiznych

epigenoml mnohem vyssi a miiZe se lisit v riznych fazich infekce.
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33. +fAQ0 AYKABRSHOSAGKABUGFY bdyonfadt JCA LINE

DalS$im polyomavirem, u néhoz byla studovana epigenetickd regulace zejména ve vztahu
k aktivaci virovych promotord, byl lidsky polyomavirus JC (JCPyV), ktery je ptivodcem zavazného
lidského onemocnéni, jemuz se tika progresivni multifokalni leukoencefalopatii (zkratka PML). Tato
velmi tézka choroba postihuje centralni nervovou soustavou ¢lovéka a projevuje se demyelinizaci
axontl. Hlavni pricinou demyelinizace je destrukce oligodentrocytli vlivem aktivni replikace JCPyV.
[ pfes vysokou miru prevalence JCPyV v populaci (na zakladé detekce IgG zhruba 58 %, Egli et al,
2009) byla vSak donedavna PML relativné vzacnou chorobou. V dneSni dobé se vsak incidence jejiho
vyskytu znacné zvysila a to predevsim u pacientti trpicich nemoci AIDS ¢i jinych jedinct s postiZenou
funkci imunitniho systému (review k nemoci, Adang & Berger, 2015).

Viibec prvni publikace, ktera se zabyvala epigenetikou JCPyV, vysla v roce 2003. Vysledky
této publikace se pritom zamérily predevSim na vztah mezi glidlni specifitou JCPyV
a posttranslacnimi modifikacemi jeho virovych histond. Autori tohoto ¢lanku vsak ptivodné neméli
vplanu vénovat se histonovym modifikacim JCPyV, ale naopak chtéli studovat vliv inhibitort
enzymi histon deacetylaz na aktivaci jeho ¢asného promotoru u permisivnich a nepermisivnich
bunécnych linif. K tomuto Gcelu autoti nepotiebovali kompletni genom JCPyV ale pouze jeho NCCR
(z kmene MH1), kterou klonovali do reportérového plazmidu s genem pro luciferazu tak, aby byl
reportérovy gen pod kontrolou c¢asného promotoru. Takto pripraveny plazmid poté autofi
transfekovali do 2 lidskych permisivnich glidlnich linif (U87MG a U373MG) a do 2 nepermisivnich
neglialnich linii (SK-HEP1 a Hela linie). Transfekované bunky poté byly kultivovany v pritomnosti
jednoho ze dvou vybranych inhibitorti histon deacetylaz, jimiz byly trichostatin A (TSA) ¢i butyrat
sodny (Kruh, 1981; Yoshidaet al., 1990).

Na zakladé enzymové aktivity luciferdzy bylo stanoveno, Ze u glidlnich linif byla
v pritomnosti histon deacetylazovych inhibitori zvysena exprese luciferazy o méné nez dvojnasobek
oproti kontrole. Naopak u neglialnich linii byla tato exprese luciferazy zvySena dvacetkrat az
tricetkrat oproti kontrole! Ve vysledku se pak relativni luciferazova aktivita v pritomnosti inhibitort
bliZila podobnym hodnotam u vSech bunécnych linii (obrazek ¢. 5), i kdyz je pravdou, Ze u glidlnich
bunék byla tato aktivita stale o néco vyssi. Tuto indukci v expresi luciferazy ptitom stimulovaly oba
typy inhibitort, pricemz TSA se ukazal byt potentnéjsim inhibitorem (Kim et al,, 2003).

Na zakladé téchto vysledkili autori formulovali hypotézu, Ze acetylace a deacetylace histonti
jsou ziejmé jedny zklicovych regulacnich faktord ovliviiujicich latenci JCPyV v lidskych burnkach
(Kim et al,, 2003). Tuto hypotézu autori dale podpofili pokusy s protilatkami proti acetylovanému
histonu H3 (proti jaké acetylové skupiné autoii nezveiejnili). Ukazalo se, Ze histony H3 pritomné
v promotorové oblasti NCCR JCPyV jsou skutecné acetylované v pripadé, Ze byly izolovany z linie
UB7MG. Dale pokud byly buriky této linie opiisobené TSA, tak se podle ocekavani zvysila i mira
acetylace histonti H3. Naopak u HeLa bunék nebyla podobna acetylace H3 histoni detekovana, pokud
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buriky nebyly vystaveny TSA. Pokud ale byly vystaveny TSA, tak se mira acetylace H3 histoni
asociovanych s ¢asnym promotorem JCPyV opét témér vyrovnala glidlni linii U87MG. Tyto vysledky
tedy naznacuji, Ze jsou histony H3 asociované spromotorovou oblasti JCPyV udrZovany
v acetylovaném (tedy rozvolnéném stavu) stavu v glidlnich burkach ale nikoliv v butikdch neglidlnich

(Kim et al,, 2003).
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DalSim krokem v této analyze pak bylo samotné urceni dileZitych regulacnich oblasti,
které jsou zodpovédné za zvySenou expresi z ¢asného promotoru JCPyV. Ktomuto ucelu autofi
pripravili celou fadu mutant, u kterych analyzovali miru exprese luciferazy v neglidlnich burikach
po pridani inhibitord. Ukazalo se, Ze pro zvySeni exprese vlivem histon deacetylazovych inhibitort je
zapoti'ebi Sp1 vazebné misto (obrazek ¢. 6) lokalizované proti sméru Casné transkripce od TATA
boxu. Pfi mutaci této oblasti totiZ v pritomnosti inhibitorG poklesla mira syntézy luciferazy zhruba
Sestkrat oproti nemutované kontrole (Kim et al, 2003). Dale pak byly jako dtilezité oblasti
identifikovany duplikované enhancerové oblasti pritomné v NCCR (obrazek ¢. 6). Kpoklesu
inducibility Casného promotoru pomoci inhibitori stacila delece i jen jednoho ztéchto dvou
enhancerd. Pokud ale byly deletovany oba, tak se aktivace casného promotoru skoro tplné potlacila
(Kim et al., 2003). Jiz drive bylo ukazano, Ze se do téchto enhanceri vazou transkrip¢ni faktory,
jakymi jsou napt. NF-1 a AP-1 (Amemiya et al.,, 1992). Autori tedy dale mutovali i vazebna mista
pro tyto dva faktory a pozorovali miru syntézy luciferdzy. Mutace téchto vazebnych mist
ale neindukovala pokles v aktivité ¢asného promotoru pomoci histon deacetylazovych inhibitort,

tak jak tomu bylo pozorovano pii kompletni deleci celého enhanceru (Kim et al., 2003).

Oblast enhanceru a casného promotoru ICPyV
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Dtilezité je také podotknout, Ze indukce exprese ¢asného promotoru nebyla testovana pouze
na MH1 kmenu JCPyV ale také na kmenu Mad-1 a na ¢asném promotoru viru SV40. Casny promotor
kmene Mad-1 odpovidal na stimulaci transkripce pomoci inhibitorii podobnym zptlisobem jako
promotor MH1 kmenu, aZ na to, Ze tato stimulace nedosahovala takové vyse. Casny promotor viru
SV40 byl téZ stimulovan inhibitory histon deacetylaz, ale v mnohem mensi mire a hlavné zde nebyl
témeér zadny rozdil vexpresi mezi glidlnimi a neglidlnimi bunkami (Kim et al, 2003). To tedy
naznacuje, Ze inducibilita ¢asného promotoru v neglidlnich bunikadch po pridani TSA ¢i butyratu, je
specificka pro JCPyV a nikoli pro polyomaviry jako takové.

Jinymi slovy to vypada, Ze histony asociované s ¢asnym promotorem JCPyV jsou v glidlnich
bunikach prostrednictvim specifickych transkripénich faktort udrzovany v acetylovaném stavu,
diky ¢emuz se DNA stava dostupnéjsi pro dalsi transkrip¢ni faktory ¢i RNA polymerazu. Naopak
u neglidlnich bunék jsou ty samé histony bez detekovatelné acetylace a zrejmé diky tomu je
minichromosom JCPyV vice kompaktni a tedy i nedostupny pro transkripéni faktory
v testovanych neglidlnich burnkach (Kim et al., 2003).

Dosti podobné vysledky byly publikovany i vroce 2013, nikoli vS8ak na kmenu MH1,
ale na dfive charakterizovaném kmenu Mad-1. I zde byla studovana pouze nekdédujici kontrolni
oblast (NCCR) genomu ]JCPyV, kterd byla opét klonovana do reportérového plazmidu s genem
pro luciferdzu. Vtomto piipadé ale byla sledovdna exprese pouze v glidlnich buiikach,
a to v oligodendrogliomové linii TC620, a téZ byl kromé ¢asného promotoru porovnavan i promotor
pozdni. Jako inhibitory byly opét pouzity TSA a butyrat sodny. I zde byla opét ukdzana zvySena
aktivace virovych promotora po zablokovani histon deacetylaz. Bylo ukazano, ze dochazi k aktivaci
jak casného tak i pozdniho promotoru JCPyV, pficemZ ¢asny promotor byl o néco vice aktivovan
(Wollebo et al, 2013). Zajimavé vsak bylo, ze vyssi aktivace promotort byla pozorovana pii pouziti
butyratu sodného, zatimco v predeslé publikaci naopak transkripci vice stimuloval TSA. Timto
pozorovanim se vSak autofi nezabyvali a blizsi vysvétleni rozvedeno nebylo.

[ zde se autori snazili identifikovat cis elementy pritomné na virové DNA, které by se mohly
Ucastnit aktivace obou virovych promotort po zablokovani histon deacetyldz. U Mad-1 kmene
se totiz napiiklad nevyskytuje vazebné misto pro Spl pritomné upstream od TATA boxu,
jehoz funkce v indukci exprese z asného promotoru po optisobeni inhibitori histon deacetylaz byla
ukazana v predeslé publikaci (Kim et al, 2003). To je obecné problém pri studiu JCPyV, jelikoz
u kazdého pacienta, ktery trpi PML je za tuto nemoc zodpovédny JCPyV s trochu jinou sekvenci
NCCR. Tato oblast je totiz u JCPyV vysoce variabilni (Grinnell et al, 1983; Martin et al, 1985).
K pfestavbam v tomto tseku pritom dochazi u kazdého pacienta individudlné z tzv. archetypalniho
JCPyV, ktery je prenosnou formou JCPyV a ktery lze detekovat i v moci asymptomatickych pacientti
(Yogo et al.,, 1990). U riznych izolatd JCPyV tedy mtizou nékteré regulacni elementy chybét a jinde

mohou ty samé elementy byt duplikovany. To ve vysledku mtize ovlivnit i regulaci jejich Zivotniho

14



cyklu. Jak bylo ukazano jinde, tak varianty JCPyV s prestavénym NCCR se od archetypalniho viru lisi
vyss$i expresi Casnych genti a mirou replikace (Gosert et al., 2010).

Kdyz se vsak vratime ke studiu cis regulacnich oblasti kmene Mad-1, jezZ by mohly hrat roli
v aktivaci virovych promotori pti inhibici histon deacetylaz, je nutno zminit, Ze autofi v tomto piipadé
nehledali UpIné naslepo, ale rovnou se sousttedili na tzv. KB element, jeZ na DNA leZi mezi poc¢atkem
virové replikace a ¢asnym promotorem a jemuZz se autori diive vénovali. Tento element je totiZ
dtleZitou regulacni oblasti genomu JCPyV, do kterého se vazou proteiny jako napriklad NF-kB, NFAT4
a C/EBPf (Romagnoli et al,, 2009; Wollebo et al.,2012) a jeZ je stimulovan napftiklad i cytokinem TNF-a
(Wollebo et al, 2011). Kromé toho bylo ukazano, Ze se do této oblasti vaze a reguluje transkripci
i protein Rad51 (White et al,, 2014), ktery je soucasti opravnych mechanismti bunky (review; Baumann
& West, 1998). Pfi mutovani KB elementu v tsecich vazajicich NF-kB a NFAT4 se také skutecné
potvrdila role tohoto elementu vaktivaci ¢asného promotoru po zablokovani histon deacetylaz,
protoZe u mutant nedochazelo ke zvySené expresi luciferazy po pridani TSA (Wollebo et al, 2013).
DileZitou roli v této regulaci musi hrat i pfimo protein NF-kB p65. Pii studiu pozdniho promotoru
JCPyV se totiz ukazalo, Ze pti zvySeni koncentrace tohoto proteinu pomoci expresniho plazmidu doslo
v kombinaci s TSA ke kooperativnimu zvySeni exprese luciferazy, kterd byla az 4-krat vyssi oproti
kontrole, kdy nedoslo k nadexpresi NF-kB p65 (Wollebo et al., 2015). Naopak podle ocekavani snizeni
exprese NF-kB p65 pomoci siRNA vedlo k potlaceni aktivace virovych promotorti i v piipad€, Ze byly
buriky vystavené TSA (Wollebo et al,, 2013). Kromé toho autofi testovali i vliv proteinu p300, coz je
znama acetyltransferaza, kterd mimo jiné asociuje i s NF-kB p65 (Gerritsen et al, 1997). Ukazali,
Ze zvySena hladina tohoto proteinu téZ zvySuje aktivitu virovych promotord a to i v nepiitomnosti TSA
Ci butyratu a v kooperaci s NF-xB p65 (Wollebo et al., 2013).

Dale i zde byla ovéfena acetylace samotnych histond asociovanych s NCCR. Ukazalo se,
zZe specifickou protilatkou 1ze detekovat acetylaci lysinu v pozici 9 u H3 histonu po inkubaci s TSA.
V nepritomnosti TSA ale tato modifikace detekovat nesla. To je trochu zarazejici, protoze jak pisi
na predeslych strankach, tak u MH1 kmene bylo diive ukazano, Zze u glidlnich bunék dochazi
k detekovatelné acetylaci H3 histonu i pokud TSA ptidan nebyl (Kim et al,, 2003). MoZnym vysvétlenim
by mohl byt fakt, Ze v prvnim ¢lanku nebylo uvedeno jakou acetylaci na H3 histonu rozeznava pouzita
protilatka pri imunoprecipitaci, a tudiZ by zde mohl pramenit diivod v rozdilu vysledkd. Krom toho
autori zkouseli, jestli k této acetylaci staci samotny protein NF-xB p65, jehoz koncentraci zvysili opét
pomoci expresniho plazmidu. Bez pridani TSA ale nebylo mozno detekovat Zadnou acetylaci na histonu
H3 (Wollebo et al, 2013). To je trochu zarazejici vzhledem ke vSem piedeSlym dil¢im vysledkiim,
které autori ziskali. I presto, Ze zvySeni koncentrace NF-kB p65 prokazatelné vede ke zvySeni aktivity
promotort JCPyV, ziejmeé to neni zplisobeno zvySenou acetylaci histonti a cely systém je tedy mnohem
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velmi lokalné a jeji detekce proto nebyla mozna (Wollebo et al,, 2013).
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V nasledujicich letech autoii pokraCovali vrozSifovani jimi ziskanych dat, ale spiSe
nez aby se vénovali podrobnéji histonovym modifikacim, zamérili se vice na samotny NF-kB p65.
Ten totiz mlze byt i sim o sobé acetylovan pomoci p300 a to na lysinech 218, 221 a 310 (Chen et al,,
2002). Dtlezitost acetylace lysinti 218 a 221 se nakonec potvrdila i pro vazbu proteinu NF-kB p65
do KB elementu JCPyV (Wollebo et al,, 2015). ZvySena aktivita virovych promotort po inhibici histon
deacetylaz tedy nemusi byt primarné zaloZena jenom na hyperacetylaci histond, ale ziejmé
i na zvySené acetylaci dalSich proteinti, mezi které evidentné patiii NF-xB p65 (Wollebo et al., 2015).
Kromé toho téZ ukazali, Ze se na acetylované lysinové zbytky proteinu NF-kB p65 vaZze a dale
stimuluje transkripci z virovych promotord i tzv. protein Brd4 (Wollebo et al., 2016), o némz je
zndmo, Ze dokazZe regulovat transkripci skrze RNA polymerazu II (Devaiah et al., 2012; Jang et al,

2005; Yang et al.,, 2005) a Ze dokaZe i acetylovat histony (Devaiah et al., 2016).

34. Proff KAalz2y2@déeOK Y2RpoyanalirdBK L322 1T 2 N2 DI

Doposud ziejmé nejkomplexnéjsi a nejpodrobnéjsi analyza histonovych posttraslacnich
modifikaci polyomavirG byla popsana u lidského polyomaviru BK (BKPyV), ktery je zodpovédny
za nefropatii u pacient po transplantaci ledvin (Gardner et al, 1971). Kziskani téchto velmi
podrobnych dat pritom byla pouZita moderni metoda hmotnostni spektrometrie. Mapovani
posttraslacnich modifikaci se téZ zabyvalo histony z infikovanych Vero bunék, které porovnavalo
s modifikacemi histonti BKPyV, jez byly piitomné ve virionu. Vysledna analyza pak zahrnovala
vSechny 4 histony, jeZ tvorici jadro nukleosomu, a jejich rtizné modifikované varianty, které byly
separovany pomoci TAU-PAGE elektroforézy.

[ vpripadé této analyzy byla potvrzena hyperacetylace polyomavirového chromatiny,
tentokrat u BKPyV. Rovnéz se ukazalo, ze kromé hyperacetylace jsou histony BKPyV i vice
methylovany ve srovnani s témi hostitelskymi (Fang et al, 2015). Vtéto publikaci byly kromé
methylace a acetylace virovych histoni mapovany i dalsi typy modifikaci jako napftiklad fosforylace,
ubiquitinylace ¢i formylace. Vzhledem k rozsahu a komplexité dat predloZenych ve ¢lanku, nema dle
mého nazoru smysl, zde vSechny tyto modifikace a jejich lokalizace vramci histoni podrobné
vypisovat. Pokud by se nékdo o tato data skute¢né zajimal, lze je vSechny nalézt v publikaci Fang
et al, 2015. Nejvétsi nevyhodou téchto opravdu podrobnych dat vsak je to, Ze jsou to statické tidaje
a ze nam nefikaji nic o dynamicnosti zmén ¢i jejich funkci v pribéhu infekéniho cyklu BKPyV. Autori
i sami priznali, Ze jejich ¢lanek a vysledky v ném obsazené by mély slouZzit predevsim jako zaklad pro

navazujici funkéni analyzy.
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Jak jsem jiz psal vkapitole, ktera se zabyvala histonovymi modifikacemi viru SV40,
tak hyperacetylace polyomavirového minichromosomu nebyla popsana pouze u viru SV40
(Coca-Prados et al., 1980; Chestier & Yaniv, 1979; La Bella & Vesco, 1980; La Bella et al., 1979; Vesco &
Fantuzzi, 1982) ale také u mysiho polyomaviru (MPyV). Zde bylo objeveno celkem zajimavé zjisténi,
Ze histony H3 a H4 asociované svirovou DNA mutant tohoto polyomaviru, jeZ nejsou schopny
nadoroveé transformovat infikované burnky, nejsou tolik hyperacetylované ve srovnani s parentalnim
divokym typem (wt) MPyV (Schaffhausen & Benjamin, 1976). Tato neschopnost transformovat
hostitelské buriky, jak bylo pozdéji ukazano, byla zptisobena mutacemi v sekvencich pro stiedni a maly
tantigen (Carmichael & Benjamin, 1980; Hattori et al,, 1979). V té dobé se vSak nevédélo, ktery z téchto
dvou virovych proteini je zodpovédny za sniZenou acetylaci virovych histont, ¢i zda jsou za tento jev
odpovédny oba tyto proteiny. AZ v roce 2007 bylo pomoci série presné definovanych mutant zjisténo,
Ze za absenci hyperacetylace virovych histonti H3 a H4 mtize nefunk¢ni maly t antigen (Dahl et al,
2007). Kromé toho byla u téchto mutant pozorovana i zvySena frekvence vyskytu trimethylace lysinu 9
a dimethylace lysinu 79 na histonu H3. Dalsi modifikaci, ktera se u mutant vyskytovala ve zvySené mire
oproti wt MPyV, byla i fosforylace serinu 10 u histonu H3 (Dahl et al, 2007), coZ je modifikace
souvisejici napiiklad s kondenzaci chromatinu béhem mitézy (Hendzel et al.,, 1997). DtileZitou otazkou,
ktera z téchto pozorovani vyvstala, je, jakym zplisobem ovliviiuje maly t antigen modifikace virovych
histonti v priibéhu infekce? I kdyZ piesny mechanismus tohoto procesu nebyl vroce 2007 zjiStén,
tak na zakladé rtznych pozorovani autori dospéli kzavéru, Ze hlavni roli ziejmé hraje to, jakym
zpusobem maly t antigen ovliviiuje priibéh bunécného cyklu béhem infekce.

Jak wt MPyV, tak mutanta s defektnim malym t antigenem byly schopny donutit infikované
buriky vstoupit do Sfaze diky interakci velkého T antigenu a pRb (Freund et al, 1994). Nasledny
postup bunécnym cyklem se vSak mezi mutantou a wt virem lisil. Zatimco wt MPyV dokazal udrzet
infikované bunky v S fazi az do konce infekce, tak mutanta s defektnim malym t antigenem predcasné
opustila S fazi (oproti wt viru) a dokoncila produkci novych viriond az v G2 fazi (Dahl et al, 2007).
Jak jiz bylo jednou zminéno v kapitole o viru SV40, tak zvySena acetylace histonu H4 provazi replikaci
DNA, kniz dochazi v S fazi bunécného cyklu (Jasencakova et al,, 2000). Naopak k fosforylaci serinu 10
histonu H3 dochazi pted vstupem do mitézy v pozdni G2 fazi (Hendzel et al, 1997), coz by mohlo
odrazet skuteCnost, Ze mutanta s defektnim malym t antigenem, kterd méla zvySenou frekvenci
fosforylace tohoto serinu, dokoncovala maturaci virionti pravé v G2 fazi (Dahl et al, 2007). Maly
tantigen tedy zirejmé piimo neinteraguje s enzymy, jez provadéji posttranslacni modifikace histont, ale
spiSe ovliviiuje jejich koncentraci a funkci tim, Ze zastavuje infikované bunky v S fazi skrze modulaci

aktivity svého bunécného interakéniho partnera, protein fosfatazy 2A (PP2A4, Pallas et al,, 1990).
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Methylace DNA je jednou z nejhojnéjSich kovalentnich modifikaci
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modifikace velmi ¢asto spojena s represi genové exprese (Yeivin & Razin, A

1993). Majoritni nukleotidovou bazi, ktera je methylovana u savci, je deoxyribdza
cytosin na uhliku Cislo 5 (obrazek ¢ 7) vyskytujici se vtzv. CpG  h o NI T & Btrukiuta
dinukleotidu (Dosko¢il & Sorm, 1962). 5-methylcytosinu

V savcich organismech v soucasné dobé rozeznavame zejména ti'i typy DNA methyltrasferaz.
Dva z téchto enzymii, DNA methyltransferazu 3a a 3b (DNMT3a, DNMT3b), oznacujeme za takzvané
de novomethyltransferazy. Treti z téchto enzymd, kterym je DNA methyltransferaza 1 (DNMT1),
naopak oznacujeme jako maintenence (v hrubém piekladu jako udrzovaci) methyltransferazu diky
tomu, Ze ma vyssi afinitu k hemimethylové DNA (Jeltsch, 2006). Kromé téchto 3 enzymi byly
identifikovany i dalsi 2 proteiny pfibuzné k jiz zminénym methyltransferazam, oznacované jako
DNMT?2 (Okano et al., 1998) a DNMT3L (Aapola et al., 2000).

Existuji vzasadé dva mechanismy, jakymi muze buiika skrze methylaci cytosinu ovlivnit
genovou expresi. Prvnim znich je inhibice vazby transkripéniho faktoru na DNA zpiisobena
stérickym branénim methylové skupiny (dobré review, Attwood et al. 2014). Tento mechanismus
represe transkripce byl prokazan napr. u transkripcéniho faktoru AP-2 (Comb & Goodman, 1990)
a onkoproteinu c-Myc (Prendergast & Ziff, 1991). Kromé toho je 5-methylcytosin casto ptitomen
i v Zkonformaci DNA (Behe & Felsenfeld, 1981), ktera nemusi byt rozeznatelna transkripnimi
faktory. Druhou moznosti, jak lze pomoci methylace ovlivnit genovou expresi, je zména ve struktuie
chromatinu. Existuje totiZ ada 5-methylcytosin vazebnych protein, jez dokazi interagovat s radou
chromatin remodelujicich faktor a tim ovlivnit transkripci na trovni kondenzace chromatinu. Je
také nutno podotknout, Ze ne vzdy musi methylace DNA koncit represi transkripce (uzite¢né review,

Bogdanovic¢ et al. 2009).

42. { dzLINB &S / LIDvIR2tydd Y IS@AINERRAe OK ISy 2YSO
Aby viibec mohl jakykoliv organismus vyuzivat regulaci genové exprese pomoci methylace

DNA, musi logicky nejdiive viibec obsahovat vhodna mista, kterd by mohla byt methylovana.

To samé plati i vpripadé vird, at uz je kazdy znas povazujeme za zivé organismy ¢i nikoliv.

U polyomavirli, podobné jako u bunék obratlovct, které jsou jejich prirozenym hostitelem, je,

jak jsem jiz zminoval v minulé kapitole, jedinou methylovanou bazi v DNA cytosin, nachazejici

se v CpG dinukleotidu (Dosko¢il & Sorm, 1962). Pokud se ale podivdme na DNA sekvence riiznych

polyomaviri muizeme si okamzité vSimnout az podeziele nizkého poctu CpG dinukleotidi

18



pritomnych ve virovych genomech. Napiiklad SV40 (AC ¢islo NC_001669 v databadzi GenBank)
by mél na zakladé délky svého genomu, ktera ¢ini 5243 part bazi, a procenta GC part (41 %)
obsahovat dle ocekavani zhruba 218 CpG nukleotidii. Ve skutecnosti vSak obsahuje pouze 27 CpG
dinukleotidli, tedy jen pftiblizné 12 % oproti ocekdvanému poctu (White et al, 2009).
U lidskych polyomavirti je tato situace dokonce jesSté o néco extrémnéjsi.

V genomu BKPyV (AC ¢islo DQ305492) se v genomu s délkou 5 190 part bazi naléza pouze
14 CpG dinukleotidd (Chang et al, 2011) a podobné tomu je i u JCPyV (AC ¢islo NC_001699),
ktery ma na 5130 part bazi pouze 16 CpG dinukleotidli (White et al, 2009). Vroce 1994 byla
mnozstvi CpG dinukleotidii analyzovdna v genomech zhruba 80 virti a bylo ukédzano, Ze témér
u vSech virt, jejichz genom byl mensi ¢i roven 30 000 pariim bazi, dochazi k potlaceni vyskytu CpG
dinukleotidii (Karlin et al, 1994). Tento jev vSak nebyl omezen pouze na DNA viry,
ale postihoval i viry s DNA intermediatem (tedy retroviry i virus hepatitidy B) a klasické RNA viry.
Zajimavym faktem vSak je, Ze u vybranych zastupci celedi Polyomanridae, byl vyskyt CpG
dinukleotidli nejvice potlacen (Karlin et al., 1994).

Dal$i podobna analyza vySla vroce 2015 a jeji autofi si vzali za cil bliZe se podivat
na supresi CpG dinukleotidii u virovych celedi Polyomaviridaea Papillomaviridae Pii této analyze
bylo pouZito celkem 183 kompletnich sekvenci virovych genomi, zcehoz 56 jich bylo
polyomavirovych. I v této publikaci autofi potvrdili vysledky z minulych let, kdy ukazali, Zze CpG je
nejméné casto se vyskytujicim dinukleotidem pritomnym v genomech virt obou sledovanych celed;,
pricemz mnohem extrémnéjsi suprese jeho vyskytu se opét ukazala byt u polyomavirti (Upadhyay
& Vivekanandan, 2015). Vyznamné rozdily ve frekvenci vyskytu CpG dinukleotidu
ale byly pozorovany i vgenomech viri v ramci samotné celedi Polyomaviridae Napriklad
se ukazalo, Ze u ptacich polyomavirti neni tolik potlacen vyskyt CpG oproti jejich sav¢éim pribuznym
(obrazek ¢. 8). Napriklad husi polyomavirus (AC ¢islo NC_004800) obsahuje na 5 256 para bazi 95
CpG dinukleotidd. Podobné je na tom i pénkavci polyomavirus (AC ¢islo KT302407), ktery obsahuje
72 CpG dinukleotidi na 5172 pari bazi. Naopak u lidskych polyomaviri byla
ze vSech analyzovanych vird nejvice potlacena frekvence vyskytu CpG dinukleotidli, coz ukazuji
i pocty CpG u BKPyV a JCPyV zminéné v predchozim odstavci (Upadhyay & Vivekanandan, 2015).
MozZnosti jakym lze tento fenomén vysvétlit se nam naskytuje hned nékolik.

Jedna z nejocividnéjSich moznosti spoc¢iva v tom, Ze se timto jevem polyomaviry jednoduse
brani pred uml¢enim genové exprese pomoci methylace DNA, kterou by mohla zprostredkovat
hostitelskd buiitka (White et al, 2009). Zde by mohl kofenit i divod vrozdilu
ve frekvenci vyskytu CpG dinukleotidu mezi sav€imi a pta¢imi polyomaviry. Ptaci buriky totiz byvaji
méné methylované nez bunky savci, coz bylo ukdzano na bunkach kurete (Xu et al. 2007;

Li et al. 2011). Pta¢im polyomavirim tedy nemusi hrozit tak vysoké riziko methylace CpG
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dinukleotidu, které by mohlo vyustit k utlumeni genové exprese, a tudiz se u nich tento dinukleotid

muze vyskytovat ve vyssi frekvenci nez u sav¢ich polyomavirt.

hoNI T SlcDIN®G FY¥O1S Tyti 2N
RAydzZlf S2GARA L2 Y2 ON t K

PIO pomér CpG Polyomaviridae L2 f &2 Y| ¥stodidha typu hostitele.
S'Eﬂﬂi?ﬁfﬁﬁ'ﬂ' tkh LR2YSN T RRHENE g Y& aK
o6S1t @ryey /LD Yyl Tt
084 —_ I LINBOSyl(dd t yNY 264l Kd
06 sk2Ry2l(2dz m 068 @SRe Tyl
CpG jsme @Sy 2Ydz dzNBA UG SK2 L
0.4 nald £ A® el yloSys 2itengken
' ALt SKt AG2a0A dgdS:RS yLANEK
02 == —— || ijNY()g 6t NJ I dz(Zy'v}\vi'j nj 2
= aldzLIAyeo bk T4+ 1tFRS 3INT
0.0 =. . : gealeld /LD ydzlt S2GARdz LI

lidske savii — bez ptaci A B A

lidskych t NfjSJI I U2 Zpublizhddllbadtysy X

Vivekanandan 2015

Dal$i moZnosti, ktera je téZ spojena s methylaci DNA, je nestabilita genetické informace
zplsobena spontanni deaminaci 5-methylcytosinu. V priibéhu evoluce by timto zptisobem mohlo
postupné dojit kvymizeni CpG dinukleotidi z polyomavirovych genomii a jejich nahrazeni
za TpG (ve stejném vlakné) ¢i za CpA (v komplementarnim vlakné). Tato varianta je téZ v souladu
srozdilem ve frekvenci vyskytu CpG mezi savéimi a ptacimi polyomaviry. Jestlize totiz ma DNA
ptacich polyomavirii mensi Sanci byt methylovana, je i mensi Sance, Ze dojde k deaminaci 5-
methylcytosinu na thymin, a tudizZ nedochazi ktak silné selekci proti vyskytu CpG ve virovych
genomech. Analyza zroku 2015 vSak zpochybiiuje tuto moznost, nebot’ kdyZ se u polyomavirt
srovnala mira ztraty vyskytu CpG dinukleotidu s mirou zisku TpG ¢i CpA, nebyla zde vyznamna
korelace obou hodnot (Upadhyay & Vivekanandan, 2015).

Deaminace 5-methylcytosinu tedy ziejmé neovliviiuje frekvenci vyskytu CpG dinukleotidu
u polyomavirti. Dokonce to vypada jakoby polyomaviry potlacily vyskyt CpG dinukleotidi prave
proto, aby nedochdzelo k mutacim v kddujicich oblastech vlivem jiz zminéné deaminace. Prikladem
muze byt aminokyselina arginin, ktera ma ve 4 z 6 tripletq, jeZ ji kdduji, CpG. VSechny ctyri tyto
kodony se u ale u analyzovanych polyomavirti vyskytovaly s nizsi frekvenci nez zbylé dva, které CpG
neobsahuji (Upadhyay & Vivekanandan, 2015). U argininu je zejména problematicka mutace kodonu
CGA, kdy po deaminaci 5-methylcytosinu vznika stop kodon TGA. Tato mutace byva napriklad casta
vgenu pro srazeci faktor VIII zptsobujici nemoc zvanou hemofilie A (Youssoufian et al, 1986).
Vyskyt synonymnich kodont obsahujici CpG vSak nebyl potlacen pouze ve vztahu k argininu, ale byl
pozorovan i u aminokyselin alaninu, prolinu, serinu a threoninu. Samoziejmé je zde mozZné
argumentovat, Ze preference pro kodony bez CpG je jednoduse zplisobena pravé tim, Ze virus ma

nizkou frekvenci jejich vyskytu. Pti analyze polyomavirovych genomi se vSak ukazalo, Ze tento bias
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ve vyuziti kodoni se uplatnuje spiSe v protein kodujicich oblastech a nikoliv v oblastech nekédujicich
(Upadhyay & Vivekanandan, 2015). Tato ,translacni selekce” tedy ziejmé mize chranit ispornou
genetickou informaci polyomavirti pred mutacemi zptisobenymi deaminaci 5-methylcytosinu.
Vneposledni radé by roli vubytku CpG dideoxynukleotidi mohla hrat i ochrana
pired imunitnim systémem hostitele. U kratkych oligodeoxynukleotidi obsahujicich nemethylovany
CpG je totiz znamo, Ze dokazou aktivovat TLR9 (Toll-like receptor 9, Hemmi et al. 2000), a tim
stimuluji imunitni odpovéd prostrednictvim plazmacytoidnich dendritickych bunék (Krug et al.,
2001). Mira této stimulace zavisi na celkovém motivu oligodeoxynukleotidli, ktera je kromé
pritomnosti CpG podminéna i pritomnosti rtiznych dalsich deoxynukleotidi (Krieg, 2002), a je asto
i druhové specifickd (Hartmann & Krieg, 2000). Pfi pohledu na omezeny pocet CpG pritomnych
v genomu viru SV40 a JCPyV nebyly pozorovany zadné stimula¢ni motivy v okoli CpG dinukleotidi,
zatimco u mystho polyomaviru (MPyV) byl identifikovan pouze jeden stimula¢ni motiv (Hoelzer
et al, 2008), coz je potad relativné malo ve srovnani s tim, ze MPyV ve svém genomu obsahuje 96
CpG dinukleotidii (M. Graessmann et al, 1983). Tento fakt by mohl mit i vliv na patologii
polyomavirti, nebot’ je znamo, Ze lidské BKPyV a JCPyV zplisobuji ve vétsiné pripadd chronické
infekce (Taguchi et al, 1982), zatimco infekce pta¢imi polyomaviry obsahujicimi vice CpG
dinukleotidili jsou naopak vétSinou spojeny s vaznou akutni infekci (Bernier et al,, 1981; Bozeman et
al, 1981; Guerin et al, 2000). U ptakd vsak nejsou kratké oligodeoxynukleotidy obsahujici CpG
rozeznavany TLR9 ale tzv. TLR21 (Keestra et al, 2010). Zda je vSak potlaceni vyskytu CpG

dinukleotidli u polyomavirt skutecné spojeno s imunitnim systémem hostitele doposud znamo neni.

43. VivinvitoYSG Ket I 08 yI 38y2@2dz SELINBAA L

Vroce 1965 byl publikovan clanek, jehoZ cilem bylo popsat vliv infekce mySim
polyomavirem (MPyV) na hypermethylaci DNA u ledvinnych epitelidlnich bunék z mysi. Z vysledk
jejich experimentt, kdy se pozorovala mira inkorporace tritiem (3H) znacené methylové skupiny
ze i vDNA izolované z virionli byl pritomny 5-methylcytosin. Z namérenych hodnot radioaktivity
vyplyvalo, Ze virus obsahoval na 1000 paru bazi zhruba jen desetinu mnoZstvi znaceného
5-methylcytosinu oproti hostitelské DNA (Winocour et al, 1965). Toto pozorovani je v souladu
s faktem, ktery byl popsan v piedchozi podkapitole a ktery poukazuje na supresi CpG dinukleotidti
v polyomavirovych genomech (Karlin et al, 1994; White et al.,, 2009). Tato publikace z roku 1965
vsak pouze poukazuje na to, Ze ziejmé dochazi k methylaci cytosinu na uhliku ¢islo 5, nikoli vsak
na roli této methylace v infek¢énim cyklu viru.

Snaha pochopit vliv methylace na virovou expresi nasledné vedla k pokustim sin vitro
methylaci celych polyomavirovych genomi. Bylo ukazano, Ze pokud dojde k arteficialni methylaci

DNA MPyV a viru SV40 pomoci krysi DNA methyltransferazy, a nasledné k mikroinjekci takto
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upravené DNA do jader 5 vybranych bunécnych linii (opi¢i ledvinné TC7 a CV1 linie, krysi 52.2
fibroblasty, mysi 3T6 fibroblasty a primarnich mysich ledvinnych epitelidlnich bunék), nedochazi
ve srovnani s kontrolou k zadné vyrazné zmeéneé v expresi Casnych genti (M. Graessmann et al., 1983).
Samoziejmé by mohla vyvstat otazka, zda pii mikroinjekci methylované DNA nedochazi nejdrive
k demethylaci DNA a az potom knormalni expresi ¢asnych geni ¢i zda pozorovany projev neni
zpusoben expresi z novych virovych genomti.

Jedna z téchto otazek byla vyvracena pokusem, kdy byl do média k infikovanym bunkam
pridan 1-B-D-arabinofuranosylcytosin. Tento inhibitor zablokoval replikaci vesSkeré DNA a tim tedy
zabranil i vzniku novych ,nemethylovanych“ virovych DNA molekul. To vSak ve vysledku
neznamenalo pro expresi ¢asnych gentli Zadnou zménu oproti kontrole (M. Graessmann et al.,, 1983).
Otazka aktivni demethylace virové DNA byla vyfeSena tim, Ze po zablokovani replikace byla
v urcitych ¢asovych intervalech po injekci (az do doby 20 hodin po injekci) izolovana veskera virova
DNA a analyzovana na pritomnost 5-methylcytosinu. Vyslednd analyza neprokazala demethylaci
virové DNA. Na zakladé tohoto pokusu bychom tedy mohli rict, Ze ¢asné geny MPyV a viru SV40 jsou
ziejmeé vici jakékoliv methylaci necitlivé (M. Graessmann et al., 1983).

V pripadé exprese pozdnich geni nedoslo u hypermethylované DNA téZz kZadnym
viditelnym zméndm oproti kontrole. Problém s intepretaci tohoto vysledku je vSak v tom,
ze exprese pozdnich geni je uzce spjata s replikaci virové DNA (Tooze, ], 1980). To bylo ukazano
i v pripadé, kdy byla zablokovana replikace jizZ zminénym 1-B-D-arabinofuranosylcytosinem. Kromé
inhibice replikace DNA totiz doslo i k zablokovani exprese pozdnich genti. Na zakladé tohoto faktu si
tedy nemizeme byt jisti, zda pozdni geny nejsou vysledkem exprese nové replikované
,hemethylované“ virové DNA (M. Graessmann et al.,, 1983).

Zajimavy pokus, ktery byl aplikovan na virus SV40, pak byla selektivni methylace jen
jediného cytosinu pomoci Hpall methylazy. Tento enzym, ktery byl poprvé izolovan z bakterie
Haemophilus parainfluenzag(ATCC 49669), specificky methyluje cytosin uprostied sekvence
CCGQG, kterou téZ rozeznava stejnojmenna restrikéni endonukledza (Quint & Cedar, 1981). Virus
SV40 obsahuje ve svém genomu pouze jediné takové misto a to az za promotorem pro pozdni geny
v 5" neprekladané oblasti (Fradin et al., 1982).

Pokud dojde ke specifické methylaci tohoto jediného CpG dideoxynukleotidu a nasledné
k mikroinjekci upravené DNA do jader oocytli zaby Xenopus leavjslochazi ke snizeni exprese pozdnich
genu aZ o 80% oproti kontrole, zatimco exprese ¢asnych genti touto methylaci ovlivnéna neni (Fradin
etal, 1982). Je pravdou, Ze pokus s mikroinjekci sav¢iho DNA viru do Zabiho oocytu je ponékud bizarni,
avsak autoti prislusného ¢lanku byli s timto expresnim systémem spokojeni z nékolika diivodu. Zaprvé,
exprese pozdnich i ¢asnych gent viru SV40 byla vtomto expresnim systému potvrzena jiz diive
(De Robertis & Mertz, 1977; Rungger & Tiirler, 1978). Ale nejdilezitéj$i diivod byla vyhoda, ktera

se skryvala v tom, Ze se DNA viru SV40 nedokaze i pres expresi pozdnich genii v oocytech Xenopus
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leavisreplikovat (Harland & Laskey, 1980). To odstrani problém s tvorbou novych ,,nemethylovanych“
genomi SV40, které by mohly byt zdrojem exprese pozdnich genti. Aktivni demethylace se ani v tomto
pripadé nepotvrdila po zpétné izolaci virové DNA (Fradin et al., 1982).

Na zakladé tohoto pokusu autoii navrhli teorii, ktera rika, ze v ¢asné fazi infekci dochazi
k methylaci oblasti, které se podileji na expresi pozdnich genti. Tato methylace je nasledné v pribéhu
infekéniho cyklu odstranéna, bud aktivni demethylaci ¢i pasivné, diky DNA replikaci, coz ma
za pric¢inu prechod do pozdni faze infek¢ni cyklu a tvorbu produkt pozdnich genti (Fradin et al,
1982). Tato teorie vSak dale nebyla nikdy experimentdlné ovéfena. Dokonce se objevily
experimenty, které zpochybnily vliv této methylace (v Hpall restrik¢nim misté) na expresi pozdnich
virovych gent u savCich bunék. Problém s dokazanim tohoto argumentu, ale tkvél v tom, Ze v savcich
bunkach je exprese pozdnich gent, jak jsme jiz diive avizovali, Uizce spjata s replikaci virové DNA

(Tooze, ]., 1980), jez ve vysledku miize vést ke ztraté umelé methylace.

S celkem elegantnim FeSenim, jak tento problém pozdni gen
obejit a otestovat vsavcich bunkach vliv methylace Hpall

restrikniho mista viru SV40, prisla skupina autord, virus SV40

jez predtim publikovala jiz zminénou praci, kterda ukazala,
Ze ¢asné geny MPyV a viru SV40 nejsou zavislé na methylaci
(M. Graessmann et al., 1983). Tito autofi s vyuZitim nékolika

restrikénich enzym rozstépili genom viru SV40 na celkem 3 Easné geny

oblasti, které odpovidaly nekédujici kontrolni oblasti (NCCR) C= ] - B )

Hpsll Bgn  Kpnl Bell

a Casnym a pozdnim genlim (obrazek ¢. 9). Nasledné vzali

fragment, ktery obsahoval oblast s pozdnimi geny a ligovali 2\?4(’)\"1\/; \iti\g ?E%jzl;/ l{IJ’; Ely?\l)f NE
ho spolu s nekédujici kontrolni oblasti tak, aby ve vysledku @A NR @SK2 ISy 2Ydzd
s o ] o . +8TyFr6SyS 5b!  FNI
byla ¢ast fragmentli pozdnich genii pod kontrolou ¢asného 18 L 2 B NB AN 16YN
promotoru, jez se vNCCR nachdzi. Takto upravends DNA t A3+ OA Iyt aft SRy
TR : . e 0dzyS1 | tSROAYYyeo
potom byla mikroinjekci vpravena do jader jak permisivnich v 5 &% o

ledvinnych bunék afrického kockodana (TC7 bunék) t njS &1 I réveno tpubliizade
tak do nepermisivnich primarnich ledvinnych bunék Graessmann et al. 1984
Z novorozené mysi.

Prvni znamKy exprese pozdnich genti byly pozorovatelné jiz po 6 hodinach od mikroinjekce
DNA, avsak maximum exprese nastalo az po 20 hodinach, kdy bylo zhruba 25-30 % obou typ bunék
pozitivni na produkty pozdnich genti. Viceméné ke stejnému vysledku se dospélo, i pokud byly obé
bunécné linie vystaveny opét 1-3-D-arabinofuranosylcytosinu, jeZ plsobi jako inhibitor replikace
DNA. To tedy potvrzuje, Ze v tomto pripadé exprese pozdnich gend je nezavisla na replikaci virové
DNA (M. Graessmann et al., 1984). Je sice pravdou, ze 25-30 % pozitivnich bunék se muze zdat

relativné malo vici vSem bunkam, které byli mikroinjikovany virovou DNA. Pokud ale vezmeme
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vuvahu, Ze autofi do bunék nevpichovali Cisty rekombinantni fragment ale rovnou ligatni smés,
dojdeme kzavéru, ze 25-30 % je celkem slusné cislo. Nakonec autori vzali fragment obsahujici
pozdni geny (tedy Kpnl/Bcll fragment) a methylovali jiZ zminéné jedine¢né Hpall restrik¢ni misto
nadbytkem Hpall methylazy. Nasledné tento methylovany fragment znovu ligazou spojili s NCCR
fragmentem (nemethylovanym) a vstiikli opét do obou typt bunék za stejnych podminek. Ve
vysledku ale nedoslo kzadné zméné exprese u pozdnich gent oproti nemethylované Kkontrole.
Methylace CpG dinukleotidu v Hpall sekvenci tedy u sav¢ich bunék nema vliv na expresi pozdnich
genl. Nebo presnéji feceno, nehraje roli v expresi pozdnich gend, pokud jsou tyto geny pod
kontrolou ¢asného promotoru viru SV40 (M. Graessmann et al.,, 1984).

Posledni z fady experimentt, jeZ se zabyvaly in vitro methylaci polyomavirovych genomi,
se opét vratil k expresnimu systému oocytti zaby Xenopus laevid v tomto piipadé byl k pokusu
vybran virus SV40, ktery byl osSetien dvéma zplisoby methylace. V prvnim ptipadé byl genom viru
SV40 methylovan Hpall a Hhal DNA methylazami, jeZ methylovaly 3 CpG dinukleotidy v oblasti
pozdnich geni, a mikroinjikovan do jader Zabich oocytd. V tomto pripadé nedoslo oproti kontrole
k zadné zméné v expresi jak Casnych tak pozdnich gent (Gotz et al, 1990). To je ovSem v rozporu
s predeslymi vysledky, které poukazovaly na to, Ze pri methylaci unikatniho restrikéniho Hpall
mista, dochazi ke sniZeni exprese pozdnich genid az o 80 % (Fradin et al,, 1982). Diivody tohoto
rozkolu vpozorovani dale ale prozkoumdny nebyly. Vdruhém pripadé byly veSkeré CpG
dinukleotidy ptitomné v DNA viru SV40 methylovavany DNA methyltransferazou z krysich jater a
cela DNA byla nasledné opét vstriknuta do jader oocytli Xenopus lavis U tohoto druhého typu
methylace uZz ale oproti kontrole byly viditelné zmény v expresi virovych proteini. Naptiklad pozdni
transkripce byla voocytech témér kompletné potlacena (Gotz et al, 1990). Také vsSak doslo
k ¢astecnému utlumeni ¢asné transkripce, o které se do té doby piedpokladalo, Ze neni ovlivnitelna
methylaci (M. Graessmann et al, 1983). Toto objeveni, vSak nebylo prvnim, které zpochybnilo
nezavislost exprese casnych genti na methylaci, a bliZe se k tomuto tématu dostanu v dalsi kapitole.

Zpatky vsak k pozdnim genlim. Po zjisténi, Ze kompletni methylace CpG dinukleotidii vede
k potlaceni exprese pozdnich genti v Zabich oocytech, bylo dalsim cilem urcit, ktera methylacni mista
jsou hlavni pri¢inou této represe. Z 27 CpG dinukleotidd, které se vyskytuji v genomu viru SV40
(White et al,, 2009), se jich valna vétsina vyskytuje v jednom ze dvou velkych shlukt. Prvni z téchto
shlukii se nachazi v tésné blizkosti pocatku replikace virové DNA, zatimco druhy shluk se nachazi
v 5" oblasti sekvence kddujici pozdni geny (zde se vyskytuje jiz nékolikrat zminéné Hpall restrikcni
misto). S pomoci spravné vybranych restrik¢nich enzymi bylo mozné tyto shluky CpG dinukleotidi
zDNA viru SV40 izolovat a in vitro methylovat krysi DNA methyltransferazou. Methylované
fragmenty DNA pak byly zpétné ligovany do virového genomu a mikroinjikovany do oocytt.

Ve vysledku bylo zjisténo, Ze ke kompletnimu potlac¢eni pozdni transkripce, kterd byla u zabich
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oocytd pozorovana, je potfeba methylace obou téchto shluki CpG dinukleotid®i, nebot’ methylaci
kazdého zvlast expresi pozdnich genti prilis neovlivni (Gotz et al.,, 1990).

Pti zpétném pohledu na vSechny zde zminéna vysledky je tézké stanovit néjaky jednoznacny
zavér. Rada vysledkii sin vitro methylaci polyomavirové DNA ukazuje trochu jiné vysledky
vzavislosti na vyuZitém expresnim systému, i si dokonce nékteré vysledky vyloZené odporuji
(viz Hpall restrikéni misto viru SV40). Navic u vysledki tykajicich se vlivu in vitro methylace
na virovou expresi neni nikdy jistota, Ze kpodobné regulaci exprese skutecné dochazi
i za fyziologickych podminek uvnitt buriky.

Velkou roli pti mozné regulaci exprese polyomavirovych genti pomoci methylace by mohla
hrat i samotna pritomnost histond a dalSich proteind asociovanych svirovou DNA. Bylo totiz
ukazano, ze pokud byly do spolecné casti intronti casnych genti viru SV40 klonovany kratké tuseky
genu pro thymidin kindzu viru HSV (Herpes Simplex Virus), u kterého byla prokaziana moznost
represe pomoci methylace (Buschhausen et al., 1985), nebyla v ase 24 a 48 hodin po mikroinjekci
do krysich bunék (rat2) pozorovana zadna vyrazna zmeéna v expresi ¢asnych gend u methylované
a nemethylované DNA (A. Graessmann et al., 1994). Po delsi dobé vSak syntéza ¢asnych genti ustala.
Autori tohoto experimentu posléze vyslovili hypotézu, Ze za tento jev miiZe tvorba chromatinu
asociovaného s virovou DNA. Tuto hypotézu potvrdili, kdyZ nasledné in vitro pripravili z histon
a modifikované DNA viru SV40 kruhové minichromozomy, které posléze opét mikroinjikovali
do krysich bunék. Vtomto pripadé u viru SV40 s methylovanym fragmentem nastala inhibice
exprese Casnych gend témér okamzité (A. Graessmann et al., 1994).

Roli vtomto jevu by mohly hrat uZ jiz v ivodu zminéné proteiny vazajici 5-methylcytosin.
Prikladem takovéhoto proteinu je napt. i MeCP2, ktery byl identifikovan jako interak¢ni partner
proteinli Sin3A a histon deacetylaz (HDACs), spolu s kterymi je schopen reprimovat transkripci
DNA (Jones et al, 1998; Nan et al,, 1998). Tvorba tohoto komplexu (obrazek ¢. 10) by tedy mohla
tvorit jakousi spojku, kterd by premostovala informaci o methylaci cytosinu do nasledné

posttransla¢ni modifikace histoni (review shrnujici tyto poznatky, Razin 1998).
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Dal$i moznosti jak studovat vliv methylace cytosinu na genovou expresi polyomavird je
studium buneék, které pro virus nejsou permisivni a jsou jeho pritomnosti naddorové transformované.
V takovychto burikach totiZ velmi ¢asto dochazi k expresi ¢asnych genti, nikoliv vSak k expresi genti
pozdnich, jako je tomu i u tzv. LPT bunék (Manor & Kamen, 1978). Tyto buriky jsou krysi linii,
ktera byla nadorové transformovana kmenem mysiho polyomaviru (MPyV) tvoricim velké plaky
(large plaque strain) (Fogel & Sachs, 1969). Cely genom MPyV je vtéchto burkach integrovan
vlinearni formé do jediné ¢asti chromozomu, avsak pocet integrovanych genomi se v populaci
jednotlivych LPT bunék vzajemné lisi. VZdy jsou ale tandemové usporadané v misté integrace
(Mendelsohn et al., 1982).

Pro zjiSténi miry mozné methylace integrovaného viru u téchto bunék byla pouZita dnes jiz
zastarald analyza pomoci restrikénich enzymit Hpall a Hhal. Oba tyto enzymy za normalnich
podminek rozeznavaji palindromy obsahujici CpG dinukleotidy a $tépi tuto sekvenci pouze tehdy,

kdyZ je nemethylovana (McClelland, 1981). Hpall endonukledza rozeznava sekvenci CCGG, zatimco

endonukledza Hhal rozeznava sekvenci GCGC. Normalni MPyV obsahuje celkem 96 CpG
dideoxynukleotidd (M. Graessmann et al.,, 1983), avsak integrovana forma viru v LPT bunkach ma
mutaci voblasti pro pozdni geny, kterd generuje dal$i CpG rozeznavané Hpall endonukleazou
(Manor, 1985). Nakonec tedy kombinaci téchto dvou enzymi bylo mozné zmapovat methylaci 13
z celkem 97 CpG dideoxynukleotidii. Pozici mapovanych CpG tseki a to, zda jsou v LPT burikach
methylované 1ze vidét na obrazku cislo 11.

Vintegrovaném polyomaviru byly diky restriktazam Hpall a Hhal identifikovany celkem
ctyti CpG dinukleotidy, které byly methylované a které se vzdy nachazely v oblasti odpovidajici
pozdnim genim. AvSak pouze jeden z nich byl témér vzdy methylovan. Jednalo se o CpG dinukleotid,
ktery se nachazi uvniti sekvence rozeznavané enzymem Hpall leZici pobliz 3" konce pozdnich gena.
Ostatni tri CpG dinukleotidy byly v izolované DNA methylovany v rizné miie. Pomoci enzymu Hpall
byla rovnéz detekovana methylace cytosinu v hostitelské DNA hranicici spravym okrajem
integrovaného viru (Manor, 1985). Tyto poznatky naznacuji, Ze zde je urcita korelace mezi methylaci
cytosinu a sniZenou expresi pozdnich genti, ktera byla u LPT bunék pozorovana (Manor & Kamen,
1978). SniZena exprese by vsak mohla byt pouze disledkem toho, Ze nedochazi k aktivni replikaci
virové DNA. Jak jiz bylo zminéno v predeslé kapitole, tak transkripce pozdnich geni je u polyomavirt
uzce spojena s replikaci virové DNA (Tooze, ], 1980). Pokud vSak LPT buiiky oSetfime fyzikalnimi
¢i chemickymi mutageny jako napiiklad ultrafialovym svétlem ¢i mitomycinem c, dojde k vystépeni
MPyV zbunécné DNA a nastupu lytického cyklu (Fogel & Sachs, 1970). Vtéto dobé dochazi
k replikaci kruhové virové DNA a expresi pozdnich gent (Manor & Kamen, 1978; Manor et al.,, 1983).

Analyza amplifikované virové DNA ukazala, Ze se methylacni profil integrované a volné formy MPyV
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prilis nelisi. Autor ¢lanku vSak sam podotkl, Ze v dobé publikace nemél prostredKky jak odlisit pIné
methylovanou a hemimethylovanou DNA. Rozdil vtakto modifikované DNA by téz mohl byt
rozhodujici v mife transkripce pozdnich genti (Manor, 1985).

Ve vztahu k methylaci DNA integrovaného MPyV byl analyzovan i tzv. subklon 4, odvozeny
zplivodni LPT linie. Subklon 4 mél na rozdil od Klasickych heterogennich LPT bunék jasné
definovany pocet integrovanych genomti MPyV, ktery cital pouze 2 tandemové usporadané kopie,
a zaroven u néj nebyla moznost navodit lyticky cyklus pridanim mutagenu, tak jak tomu bylo
u matefské linie (Manor et al,, 1983). Vysledky analyzy subklonu 4 ukazaly pfitomnost dalSich dvou
methylovanych cytosini rozeznavanych enzymy Hpall a Hhal, které se nachazely v 3" oblasti ¢asnych
genll MPyV, kde je kddovan C- koncovy usek velkého T antigenu (obrazek ¢. 11). Methylace v této
oblasti by dle autora mohla mit vliv na elongaci ¢asné transkripce a mohla by vyustit v produkci
zkracené verze mRNA, kterd po sestiihu a nasledné translaci produkuje zkraceny nefunkéni
Ci ¢astecné nefunkeni velky T antigen, jenZ neni schopen po pridani mutagenu indukovat u subklonu
4 vstup do pozdni faze (tedy nemuze zapocit replikaci virové DNA a expresi pozdnich genti) na rozdil
od situace u ptvodnich LPT bunék (Manor, 1985). Tato autorova hypotéza vSak nebyla

experimentalné podloZena.
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Vztah mezi methylaci integrovaného MPyV a expresi velkého T antigenu byl v odborné
literature popsan jesté v jednom pripadé. Cilem dané prace vsak ptivodné nebylo studovat methylaci

integrovaného polyomaviru, ale popsat in vitro evoluci bunék transformovanych MPyV. Studované

burky, zndmé téz jako A4 linie, vznikly transfekci NIH 3T3 mysich fibroblasti rekombinantnim
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plazmidem obsahujicim MPyV s termosenzitivni mutantou velkého T antigenu (Fried, 1965). Diky
tomu, Ze byl virus naklonovan do pML plazmidu ptes BamHI restrik¢ni misto, které se nachazi piimo
uprostred pozdnich genti, ¢imz rozrusuje jejich Cteci ramec, nebyl virus schopen i pres permisivni
podminky mysich 3T3 bunék zavrsit svijj lyticky cyklus produkci infekénich viriont. Buiiky tedy byly
schopny exprimovat pouze c¢asné geny a vykazovaly fenotyp transformovanych bunék (Liboi &
Basilico, 1984). Pri inkubaci v 39° C buiiky A4 linie normalné syntetizovaly vSechny 3 produkty
Casnych gend, avsak pouze maly a stfedni t antigen byly v burikach funké¢ni. Kdyz vsak byly bunky
preneseny

do teploty 33° C, doslo k produkci aktivniho velkého T antigenu a k replikaci plazmidu obsahujiciho
virus. Velkd vétSina bunék vSak nasledné zahynula. Vzhledem ktomu, Ze z virového genomu
rekombinovaného s plazmidem nebylo moZno syntetizovat produkty pozdnich genti a tudiz vytvaret
infek¢ni viriony, autor predpokladal, Ze bunky pravdépodobné zabiji nadmérna exprese Casnych
genu Ci zatéZ zplisobena neustalou replikaci plazmidu nebo kombinace obou. I pres smrt vétSiny
buneék linie A4 jich vSak velmi mala ¢ast prezila prechod do 33° C a po 7 aZ 10 dnech se zacaly
aktivné délit. Nasledna imunofluorescence u zotavené kultury ale ukazala, Ze i ptes inkubaci v 33° C,
ktera je permisivni pro funkci velkého T antigenu, byla jen pouha 2 % bunék pozitivni na pritomnost
tohoto proteinu. Pravé dosazeni tohoto vysledku bylo ptivodnim diivodem pro vznik dané prace. iz
diive totiZ byl publikovan ¢lanek, ktery popisoval podobnou selekci proti funkci velkého T antigenu
u MPyV, ale jednalo se o selekci v krysich naddorovych burikach. U nich bylo ukazano, Ze defekt
v expresi velkého T antigenu je zaloZen na prestavbé integrovaného MPyV (Dailey et al., 1982).

Jakym prekvapenim pak bylo zjisténi, Ze potlaceni exprese nejen velkého T antigenu
ale i malého a stiredniho t antigenu byla zplisobena methylaci integrovaného polyomaviru. Nasledné
analyzy ukazaly, Ze k methylaci doslo v nekédujici kontrolni oblasti (NCCR) MPyV. Pfesnou polohu
methylovanych cytosini vSak autofi nezverejnili. Definitivnim diikazem hypermethylace ¢asnych
genl, pak bylo oSetieni methylovanych bunék 5-azacytidinem, ktery je syntetickym analogem
cytidinu a zaroven funguje jako inhibitor methyltrasferaz (Stresemann & Lyko, 2008). Po tfech
dnech od pridani inhibitoru bylo imunofluorescenci stanoveno, Ze zhruba u 50 % bunék v kulture
se obnovila exprese velkého T antigenu (Liboi & Basilico, 1984).

Celkoveé vzato vSak studium integrovaného MPyV nepftineslo definitivni odpovédi na otazku
represe pozdnich genti pomoci methylace. Opét se zpochybnil fakt, Ze ¢asné geny MPyV jsou necitlivé
vici methylaci CpG dinukleotidd (Fradin et al, 1982; M. Graessmann et al, 1983) podobné jako
vpublikaci Gotz et al. z roku 1990, o kterém jsem téZz psal vminulé kapitole. Experiment
se subklonem 4 LPT bunék sice jednoznacné neprokazal vztah mezi methylaci 3" oblasti Casnych
gent a vlivu této modifikace na expresi velkého T antigenu ¢i ostatnich ¢asnych genti (Manor, 1985).
Zato experimenty provedené s bunécnou linii A4 zcela jisté potvrzuji, ze hypermethylace nekodujici

kontrolni oblasti ma u tohoto typu bunék za nasledek potlaceni exprese ¢asnych gent (Liboi &
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Basilico, 1984). Otazkou tedy je pro¢ methylace u integrovaného MPyV dokdZe zabranit ¢asné
transkripci, zatimco u volné kruhové DNA ne. Odpovéd by mohla tkvit v samotné organizaci
chromatinu. Jak jiZ bylo zminéno na predeslych strankach, tak existuje cela fada 5-methylcytosin
vazebnych proteinii, jez dokazi vinterakci sjinymi proteiny ovlivnit strukturu chromatinu
a tim regulovat genovou expresi (Bogdanovi¢ et al. 2009). Kromé téchto proteinti by mozna
u integrovaného polyomaviru mohla hrat roli na regulaci virové transkripce i struktura okolniho
bunéc¢ného chromatinu. Ta vsak ani v jednom pripadé nebyla blize studovana.

Tématu, kterému jsem se v této praci imyslné vyhybal, protoZe pfimo nesouvisi s methylaci
polyomavirové DNA, je i vliv integrovanych polyomaviri na zmény v ,methylomu”
transformovanych bunék. Vtomto ohledu sice MPyV studovan nebyl, ale jiné polyomaviry ano.
Napriklad u polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék bylo ukazano, ze v51 % studovanych
pripadi tohoto karcinomu byl hypermethylovan promotor genu RASSF1A, ktery kéduje potencialni
onkosupresor (Helmbold et al, 2009). Hypermethylace tohoto genu byla potvrzena i pti studiu
lidskych mesothelidlnich bunék transformovanych virem SV40 (Toyooka et al, 2002). Jakym
mechanismem vS$ak polyomaviry mohou ovlivnit methylaci buné¢nych genti, presné znamo neni.
U polyomaviru BK (BKPyV) ale bylo ukazano, Ze jeho velky T antigen dokaze zvysit expresi DNA
methyltransferazy 1 tim, Ze ovliviiuje interakci pRb s E2F (McCabe et al.,, 2006). Hloubéji se vlivem
mnoha viri na zmény v epigenetickych modifikacich transformovanych bunék, zabyva clanek

Minarovits et al., 2016.
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studovala redlné zmény v methylaci polyomavirti, byla
zamérena na BKPyV a byla publikovéana v roce 2011. Tato
studie pomoci bisulfitové metody (Frommer et al.,, 1992)
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znamo, pouze jedina prace. Analyzovana byla pouze nekédujici kontrolni oblast (NCCR) JCPyV (kmen
Mad-1), ktera byla klonovana do dvou reportérovych plazmidli s genem pro luciferazu a to tak, aby
byl gen pro luciferdzu vjednom ptipadé pod kontrolou ¢asného promotoru a vdruhém pod
kontrolou promotoru pozdniho. Tyto plazmidy poté byly transfekovany do lidskych
oligodendrogliomovych bunék linie TC620 a kultivovany v pritomnosti nebo absenci 5-azacytidinu
jako inhibitoru methylace DNA. Vysledek byl takovy, Ze pii obou typech kultivace nebyl rozdil v
aktivité enzymu luciferazy a tudiz, Ze methylace DNA nehraje roli v infek¢nim cyklu JCPyV (Wollebo
et al, 2013). Nicméné analyzovana byla pouze NCCR JCPyV a to ani ne v kontextu se zbytkem jeho
genomu. Jak jsem jiZz psal na predeslych strankach, tak v piipadé in vitro methylace bylo ukazano
nékolik vysledkd, které ukazuji, Ze u polyomaviri miizou hrat roli vregulaci transkripce i CpG
dinukleotidy pritomné v kddujicich oblastech. Nicméné na zakladé analyzy BKPyV a nizkého poctu
CpG dinukleotidd u obou téchto lidskych polyomavirt se téz priklanim k nazoru, Ze methylace DNA
nehraje roli pti infekci JCPyV.

Studie methylace ve spojeni s BKPyV je tedy doposud jedinad prace, ktera prinesla piimé
vysledky o zménach vmethylaci CpG dinukleotidi v pribéhu celé produktivni polyomavirové
infekce. Ostatni publikace totiz vidy vychazely zexperimenttl, které studovaly vliv methylace
na polyomavirovou expresi pfi arteficialnich podminkach jako u in vitro methylaci virové DNA nebo
v nepermisivnich podminkach u integrované formy polyomaviru. Vysledky téchto pokust,
na zakladé informaci z predeslych dvou kapitol, ale neprinesly Zadné jasné vychodisko tykajici
se vlivu methylace DNA na Zivotni cyklus polyomavirt a hlavné nedoslo k prokazani, zda k takovym
zménam v methylaci DNA viibec dochazi v infek¢nim cyklu, jenz konci produkci nového virového
potomstva. Jak jiz bylo feceno, tak BKPyV tento zplisob ovlivnéni exprese nevyuZziva
(Chang et al,, 2011). Ale jak je to u genomu mysiho polyomaviru?

Experiment s inkorporaci radioaktivné znacené methylové skupiny z ptilky 70. let minulého
stoleti ukazoval, Ze vDNA MPyV (izolované z virovych Ccastic) lze detekovat pritomnost
5-methylcytosinu (Winocour et al, 1965). Na zakladé tohoto experimentu to tedy vypadalo, Ze u
MPyV ziejmé dochazi k aktivni methylaci DNA. Mozna se ale jednalo o chybu, protoZe pti pokusu s in
vitro methylaci genomu MPyV, popsané v prislusné kapitole, byla rovnéz analyzovana DNA z virionu,
ktera se ale v tomto pripadé ukazala byt bez znamky methylace (M. Graessmann et al., 1983), coz je
vprimém rozporu s pozorovanim zptlky 70. let. Podle naseho nazoru by mozna bylo dobré
na zakladé tohoto rozporu se znovu podrobné podivat na methylaci MPyV. Tento virus se totiz
vnékterych ohledech vyrazné lisi od jinych, hloubéji prozkoumanych savéich polyomavira.
Ve vztahu k potencidlni mozné methylaci by se dalo zminit, Ze tento virus napiiklad obsahuje
mnohem vice CpG dinukleotidd nez bylo ukazano byt bézné pro jiné savci polyomaviry (Upadhyay &
Vivekanandan, 2015). Jeho genom s 5310 pary bazi totiz obsahuje celkem 96 CpG dinukleotidi

(M. Graessmann et al., 1983), coz je podobné ¢islo jako u ptacich polyomavirt.
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Kazdy virus pro svou reprodukci vyZaduje molekuldrni mechanismy hostitelské buiiky
a obecné plati, Ze ¢im mensi virus, tim vice je na buiice zavisly. Ani polyomaviry vtomto ohledu
nejsou vyjimkou. Kromé toho, Ze polyomaviry potiebuji bunécné transkripéni faktory a RNA i DNA
polymerazy, vyuzivaji tyto viry kregulaci své genové exprese nékteré bunécné mechanismy, jako
napft. epigenetické modifikace. Alespon tak tomu je u posttranslacnich modifikaci histont virového
minichromosomu, ke kterym prokazatelné u polyomavirti dochazi v pribéhu infekce. V tomto
ohledu je nejprozkoumanéj$im zastupcem polyomavirt virus SV40, na kterém se v soucasné dobé
provadi pokusy, jeZ ndm pftibliZuji, co se déje béhem infekce s virovym minichromosomem v jadie
hostitelské bunky. Momentalné se napriklad aktivné studuje, jaké modifikace jsou spojovany
srepresi casné transkripce, kterou je virus sam schopen regulovat pomoci velkého T antigenu.
U SV40 se také ukdazalo, Ze vinfikovanych burikdch tvofi jeho minichromosomy odliSné
modifikované epigenomy, které se zrejmeé 1isi svou konkrétni funkci v dané fazi infekce. Modifikace,
které u polyomavirl pozorujeme, dokazou patrné tyto viry ovlivnit pomoci vlastnich proteinti. Tento
fakt byl ukdzan u mutant MPyV, které byly defektni ve funkci malého t antigenu a jez se vyznamné
lisily v hyperacetylaci (a i jinych modifikacich) histont oproti divokému viru.

Naopak methylace DNA ziejmé nehraje vyznamnou roli v Zivotnim cyklu polyomavird. Tyto
viry totiZ maji genomy, ve kterych se témér nevyskytuji CpG dinukleotidy, jeZ by mohly byt cilem
eukaryotnich DNA methyltransferaz. Pro tvrzeni, Ze polyomaviry béhem produktivni infekce
nemethyluji svou DNA, svédci i pokusy s polyomavirem BK, u kterého bisulfitovou metodou tento
typ modifikace potvrzen nebyl. Presto ve starsi literature existuje fada clankd, jejichz vysledky
ziskané pri in vitro methylaci polyomavirovych genomu svédcily o represi polyomavirové exprese
v disledku methylace DNA. Moznd by proto nebylo Spatné jesté jednou oblast methylaci
polyomavirovych genomii prozkoumat s pouZzitim soucasnych metod a vin vivo systému. Problém
se starsi literaturou se vyskytuje i u studia integrovanych forem polyomavirg, jez jsou spojovany
s vyskytem nadorovych onemocnéni. Zde doposud existuje pouze jedind publikace zroku 1985,
kterda se zabyvala methylaci integrovaného MPyV. Vté dobé vsak ztechnickych divodi nebylo
mozné mapovat methylaci vSech 96 CpG dinukleotidli v genomu MPyV. Tato oblast vyzkumu by dle
mého nazoru zaslouzila doplnéni a rozsifeni a to zejména proto, Ze integrované polyomaviry maji

potlacenou expresi pozdnich gent, ktera by mohla byt spojena pravé s methylaci virové DNA.
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