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Abstrakt

Rozvoj virové infekce zavisi na interakcich viru s hostitelskou bunikou. Po miliony let trvajici
koevoluce vird s jejich hostiteli vedla ke vzniku mnoha antivirovych obrannych mechanismi i
virovych unikovych taktik. Viry se naucily zasahovat do riznych bunéénych dé&jii, pozmenovat je a
vyuzivat jednotlivé bunééné komponenty ve sviij prospéch. Jednou takovou hojné vyuzivanou
komponentou je i ubikvitinaéné-proteazomalni systém. Proteazomy jsou vicepodjednotkové
proteinové struktury, které za normalnich okolnosti umoznuji degradaci poskozenych, Spatné
sbalenych ¢i piebyteCnych bunéCnych proteini. Svou funkci se podileji na regulaci riiznych
bunéénych procesti a na udrZzovani proteinové rovnovahy. Viry tyto struktury vyuZzivaji k degradaci
proteini za Géelem uniku imunitnimu systému a deregulace bunééného cyklu, k rozbalovani a vstupu
virioni do bunék ¢i ke zvyhodnéni vlastni replikace. Tato prace je koncipovana jako strué¢ny piehled

interakci buné¢ného ubikvitinaéné-proteazomalniho systému s DNA viry.

Kli¢ova slova:

proteazom, DNA virus, ubikvitin, E3 ubikvitin-ligazy, interakce virus-hostitel, imunitni systém

Abstract

The development of virus infection depends on virus — host interactions. Millions of years of ongoing
virus — host coevolution led to formation of many antiviral defense mechanisms as same as virus
evasion strategies. Viruses have learned to intervene in the various cellular processes, modify it and
take advantage of particular cellular components. One of those cellular components widely utilised by
viruses is the ubiquitin-proteasome system. Proteasomes are multisubunit protein structures that under
normal conditions provide degradation of damaged, missfolded or redundant cellular proteins. With
their function proteasomes contribute to regulation of various cellular processes and maintain balance
of proteins ratio. Viruses utilise those structures for protein degradation in order to evade host
immunity system and deregulate cell cycle, to entry and unpacking of virions or in order to favor virus
replication. This thesis is conceived to briefly summarize interactions of cellular ubiquitin-proteasome

system and DNA viruses.

Key words:

proteasome, DNA virus, ubiquitin, E3 ubiquitin-ligases, virus-host interaction, immune system



Uvod

Viry jsou intracelularni obligatni parazité schopni infikovat bunky rostlin, zivocichi i bakterii.
Ackoliv si n€které viry nesou ve virionech Casti vlastniho replikacniho aparatu (napt. replikazy),
nemohou se replikovat mimo bunku. Zavislost na replikaénim aparatu a energetickém metabolismu
hostitelskych bunék vedla jiz od samych pocatkti bunééného svéta k nutnosti souziti vird s jejich
hostiteli. Po miliony let trvajici koevoluce se projevila vyvojem dimyslnych antivirovych obrannych
mechanismll 1 mnoha virovych unikovych strategii. Za komplexitu nasich obrannych mechanismu

vdécime ziejme prave virim a dal$im parazitickym organismtm.

Smyslem existence virti je uspé$na replikace v hostitelské bufice. Aby k ni ale mohlo dojit,
musi viry pfekonat mnoho piekazek. Nejdiive musi do bunék vstoupit, navazuji se proto na jejich
povrchové receptory a zpusobuji fuzi vlastniho obalu a hostitelské membrany ¢i vstupuji do bunky
endocytdzou. Pak ale byvaji viriony ¢asto uvéznény v endozomalnich vaécich. Toho se v pribéhu
evoluce viry naucily vyuzivat, nizké pH endolysozomalnich kompartmenti umoZituje rozbaleni
viriondi a uvolnéni genetické informace do cytoplazmy. DNA viry (viry s genetickou informaci ve
formé& DNA) s vyjimkou poxvirti se vSak replikuji v buné¢ném jadie, je pro né tedy nezbytné dopravit

svou genetickou informaci z cytoplazmy do jadra.

Od vstupu do bunky po celou dobu replikace az do vypusténi novych virionti v§ak musi viry
Celit mnohym nastraham hostitelského imunitniho systému. Viry se musi umét pied obrannymi
mechanismy hostitele bezpené ukryvat, deregulovat bunéény cyklus, aby se mohly efektivné
zreplikovat a zastavovat programovanou bunéénou smrt, aby spolu s buiikou neskonéila predéasné i
jejich replikace. V mnoha téchto d&jich hraje vyznamnou roli ubikvitinaéné-proteazomalni systém,
ktery je zodpovédny za degradaci proteinti. Viry se naucily bunéény proteazomalni systém vyuzivat ve
svij prospéch. A tak méni poméry proteini v buiice, remodeluji signalni drahy, pozménuji
substratovou specifitu ubikvitin-konjugacni kaskddy, zdmérné¢ se zbavuji nékterych bunéénych

proteint a jiné pied degradaci chrani.

Cilem této prace je vytvofit stru¢ny souhrn dosud objevenych poznatki o mechanismech
interakce zivocisnych ¢i rostlinnych DNA viri s bunéénym proteazomalnim systémem, které zasahuji
mnoho ruznych oblasti zivota hostitelskych bunék a manipuluji je ke svému uzitku. Detailni
prozkoumani téchto mechanismi by mohlo piispét k lepSimu porozuméni vztahi DNA viru a jejich
hostitelskych bunék a k vyvoji novych antivirovych terapeutickych 1é¢iv. V piipadé vyzkumu
rostlinnych vir by nové poznatky mohly vést ke zkvalitnéni boje proti zemedélskym Skidciim

virového pivodu.



1. Ubikvitina¢né-proteazomalni systém
11 Proteazomy

Proteazomy jsou valcovité multiproteinové struktury s proteolytickou aktivitou vyskytujici se
v cytoplazmé a jadie eukaryotickych bunék, byly nalezeny i u bakterii a archei. Proteazomy spole¢né
s ubikvitinem a dalsimi komponenty tvofi u eukaryot tzv. ubikvitinaéné-proteazomalni systém, ktery
obvykle slouzi k rozpoznani, oznaceni a degradaci poskozenych, nadbytecnych ¢i Spatné sbalenych
bunéénych proteind. Proteazomy jsou po lysozomech druhym nejvétsim degradacnim mistem v burice,
mohou tvorit i vice nez 1% celkového mnozstvi bunécnych proteinii. V proteazomech jsou
degradovany veskeré proteiny vyskytujici se v cytoplazmé, takze v ptipadé infekce bunék viry ¢i
bakteriemi jsou kromé bunéénych proteinti proteazomalné degradovany i proteiny téchto patogent.
Peptidy vzniklé proteazomalni degradaci jsou v endoplazmatickém retikulu navazovany na MHC
molekuly 1. tfidy a prezentovany na povrchu bunék, aby byly identifikovany butikami imunitniho
systému. Proteazomy prostifednictvim degradace méni polocasy Zivota a okamzité mnozstvi riznych
proteinii v bunce, coz muze mit vliv na regulaci bunééného cyklu, bunéény rist, hladinu hormonti a
signalnich molekul ¢i na transkripci urcitych gend. Proteazomy jsou nezbytnou soucasti bunééného

metabolismu, bez kterych je dlouhodoba existence bunék nemozna (Pollard, 2008).

Proteazomy se skladaji ze dvou zakladnich strukturnich komponent: z core proteazomu - 20S
a Cepicky - 19S (viz Obr. 1). Core 20S proteazomu je evoluéné konzervovana struktura vyskytujici se
ve v8ech tfech doménach organismu, dochazi zde k na ubikvitinu nezavislé degradaci proteint. Sklada
se ze 14 kopii podjednotky a a ze 14 kopii podjednotky B. Podjednotky jsou uspotradany do cCtyf
sedmi¢lennych kruhti umisténych nad sebou a tvofi valcovitou strukturu se tfemi dutinami o priméru

asi 5 nm (Baumeister et al., 1998).

Eukaryoticky 26S proteazom je tvofen vySe popsanou 20S podjednotkou a dvéma regulacnimi
podjednotkami 19S (viz Obr. 1). Vné&jsi a-podjednotkami tvorené kruhy 20S proteazomu jsou branou
do dutiny, kde probih4d samotnd degradace proteini a zaroveii se k nim pfipojuji obé regulacni 19S
podjednotky jako vika k sudu (Kurepa & Smalle, 2007). Regula¢ni podjednotky 26S proteazomu jsou
zodpovédné za na ATP a ubikvitinu zavislou proteolyzu. Hydrolyza ATP dodava proteazomu energii
na ,,rozbaleni proteind, coz je nezbytné pro jejich ,,nasoukdni“ do nitra proteazomu. Pfestoze je
ubikvitin dilezitym degradacnim signalem, z vyzkumut vyplyva, Ze jsou proteazomy schopny rozeznat

a degradovat i nékteré neubikvitinované proteiny, napf. c-Jun protein (Jariel-Encontre et al., 1995).



ATPazové +
podjednotky

26S proteazom

Obr. 1 — Struktura 26S proteazomu. 20S core proteazomu se sklada z 28 rtznych podjednotek o
velikosti 21-31 kDa uspotadanych do ¢tyi sedmi¢lennych kruhti. Dva vnitini (modro-Eervené) kruhy
jsou tvoreny B podjednotkami, ¢ervené jsou znazornény podjednotky B1, B2 a B5 s aktivnimi misty.
Dva vnéjsi kruhy (zelené) se skladaji z a podjednotek. 19S cepicku tvoii dvé substruktury. Baze
(rizova) zajistuje pripojeni 19S CepiCky ke vnéjsim kruhiim a podjednotek 20S core a tvoii ji 6
ATPazovych podjednotek a dvé podjednotky bez ATPazové aktivity. Vicko (oranzové) se sklada az
z deseti podjednotek bez ATPazové aktivity a odpovida za navazani substratu. Upraveno podle
Kloetzel (2001).

1.2  Ubikvitin-konjugac¢ni enzymova kaskada

Ubikvitinace je d¢j, ktery umoziuje butice oznacit proteiny uréené k degradaci tak, ze mohou
byt rozpoznany proteazomy. Oznaceni proteinu je zplisobeno reverzibilnim kovalentnim pfipojenim
ubikvitinu. Ubikvitin je maly protein tvofeny 76 aminokyselinami, ktery se vyskytuje ve vSech
eukaryotickych burnikach. Signalem k degradaci v proteazomu je polyubikvitinovy fetizek zavéSeny na
lyzinu v pozici 48 (K48) daného proteinu. Naproti tomu, pfipojeni ubikvitinu na lyzin v jinych
pozicich ma uplné¢ odlisnou funkci. Monoubikvitinace patii mezi reverzibilni posttranslacni
modifikace proteinti. Slouzi zejména k signalizaci pfi sestavovani podjednotek ribozomil, proteazomut

a dalSich multimernich komplexd a mize se podilet na opravich DNA a remodelaci chromatinu.
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Lidské bunky maji také k dispozici vice nez 80 deubikvitinacnich enzymu, které dovedou
monoubikvitinové znacky z proteini efektivné odstranovat, ¢imz zvysuji flexibilitu na ubikvitinu

zalozenych bunéénych signalnich drah.

Cela ubikvitinacni kaskada se skladd ze tfi druhG enzymd, tvofi ji E1 ubikvitin-aktivacni
enzymy, E2 ubikvitin-konjugaéni enzymy a E3 ubikvitin-ligdzy (viz Obr. 2). E1 ubikvitin aktiva¢nich
enzymu je nejméné, u kvasinek je dokonce jen jeden, a jak uz jejich nazev napovida, jejich funkci je
aktivace ubikvitinu. E2 ubikvitin ligdz je v bunice o néco vice, dovedou jednotlivé El-aktivované
ubikvitiny navazovat na sebe a tvoii tak polyubikvitinovy fetizek. E2 ubikvitin-konjugacni enzymy
nasledné interaguji s celou Skalou komplexti E3 ubikvitin-ligaza/substrat a zprostfedkuji ptenos
fetizku polyubikvitind az na dany protein. E3 ubikvitin-ligdz je v lidské buiice vice nez 500 a kazda
z nich dovede navazat n€kolik substrati. E3 ubikvitin-ligazy mohou nejvyznamnéji ovlivnit polocas
zivota jednotlivych proteini pravé svou substratovou specifitou. I proto je tento ¢lanek ubikvitinacni
kaskady nejcastéji napadan, kontrolovan a modifikovan pii virovych infekcich. Nejen, Ze interakci
s E3 ubikvitin-ligdizami mohou viry urychlit, zpomalit ¢i uplné zastavit degradaci nékterych
bunéénych proteinti, v nékterych piipadech jsou viry dokonce schopny meénit substratovou specifitu

jednotlivych E3 ubikvitin-ligdz a vyrazné tak ovliviiovat poloCasy Zivota bunéénych ¢i vlastnich

Substrat

proteinti a vlastni replikaci (Pollard, 2008).

S u bstrat

Substrat

Monoubikvitinace

- Signalizace
$ $ - Transport

Substrat Substrat

Polyubikvitinovy Fetizek  Polyubikvitinovy fetizek Ostatni typy poly-

v pozici K48 v pozici K63 ubikvitinovych Fetizkl
- 26S proteazomalni - Opravy DNA - Funkce
degradace - Signalizace zatim neznama

- Transport

Obr. 2 — Ubikvitin-konjuga¢ni enzymova kaskada. E1 ubikvitin-aktiva¢ni enzymy (E1) aktivuji
ubikvitin (Ub), pfenesou ho na E2 ubikvitin-konjugacni enzym (E2) a odtud je ubikvitin pfedan E3
ubikvitin-ligaze (E3), ktera ho navaze na protein urCeny k degradaci (Substrat). Cely cyklus se
nékolikrat opakuje. Podle mista, kam se polyubikvitinovy fetizek pfipojuje, ma ubikvitinace rtiznou
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funkci. Polyubikvitinace lyzinu v pozici 48 vede k degradaci v proteazomu (zelen¢), ubikvitin je pied
degradaci ze substratu odstranén deubikvitinacnim enzymem (DUB). Upraveno podle Alcaide-Loridan
& Jupin (2012).

2.  Proteazomy a virovy anik imunitnimu systému

Imunitni systém je komplexni soustava obrannych mechanismi chranici jedince pted
napadenim patogeny. Stejné, jako se v prubéhu evoluce vyvijeji nové a nové obranné mechanismy a
imunitni systém se zdokonaluje, viry hledaji stale nové zplsoby uniku ¢i zneSkodnéni téchto
mechanismtl. Rlzné viry vyvinuly béhem koevoluce s hostiteli celou Sirokou paletu mechanismu jak
uniknout imunitnimu dozoru. Mimo inhibici interferonové odpovédi sem patti i rizné zpusoby
zabranéni prezentace virovych peptidi na MHC I molekulach s vyuzitim bunéénych degradacnich
drah.

2.1 MHC molekuly L tridy a prezentace antigent
MHC molekuly I. tfidy jsou glykoproteiny vyskytujici se na povrchu vSech jadernych bun¢k

organismu. Jsou soucasti adaptivni imunity a slouzi k prezentaci antigennich peptidi cytotoxickym T-
lymfocytiim (Tc, CD8" T-lymfocyty) a jejich pritomnost je detekovana NK butikami (natural killer).
MHC I se skladaji ze tii ¢asti: z transmembranového t€Zkého fetézce o, nekovalentné piipojeného [2-
mikroglobulinu (f2-m) a z antigenniho peptidu. Tézky fetézec o ma tfi domény — N-koncové domény
a3 a oy tvofi vazebné misto pro peptid, doména oz je Sp2-m strukturné velmi podobna
imunoglobulinim. MHC glykoproteiny 1. tfidy se skladaji do funkénich trimer v lumen
endoplazmatického retikula (ER). Retézce a a 2-m jsou do endoplazmatického retikula dopravovany
kotranslac¢né, peptidy jsou translokovany z cytosolu diky ABC pifenaSecim TAP (transporter

associated with antigen processing) umisténym na membrane ER.

TAP prenaSece tvoii spolu s dalSimi proteiny tzv. Peptide-loading complex (PLC), ktery
umoznuje navazani peptiddi na MHC 1. PLC je tvofen heterodimerem dvou podjednotek TAP-1 a
TAP-2, ¢tyfmi molekulami MHC 1, ¢tyfmi molekulami proteinu tapasinu a proteiny calnexinem,
kalretikulinem a oxidoreduktazou ERp57. Peptidy putuji cytosolem difuzi az k TAP pienaSeci, ktery je
transportuje do ER. Tam se za asistence PLC peptid spoji s a a f2-m fetézci MHC I, ¢imz se cely
komplex stabilizuje a hotovy trimer putuje skrz Golgiho aparat na povrch buiky (viz Obr. 3). Peptidy
vystavované na MHC 1. tfidy jsou velké obvykle 8-10 aminokyselin a vznikaji proteazomalni
degradaci proteinti nachazejicich se v cytoplazmé. Jsou-li prezentovany peptidy buiice vlastni, jsou Tc
buiikami tolerovany. Objevi-li se ale na povrchu buriky cizorody peptid, je spolu s MHC molekulou
rozpoznan receptorem TCR na povrchu cytotoxického T-lymfocytu. Tim dojde k aktivaci Tc a
k naslednému vyslani proapoptotického signalu ¢i aktivaci cytolitickych latek a destrukci cilové bunky

(Abele & Tampé, 2004; Hoiejsi a Bartarikova, 2009).
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Obr. 3 — Prezentace antigeni na MHC I. Cytoplazmatické proteiny jsou degradovany v proteazomu
na malé peptidy a ty jsou prostfednictvim TAP pienaseci transportovany do lumen ER. Zde dojde
k navazani peptidi na nematurované MHC |, postupné dochazi k maturaci MHC | s navazanym
antigenem a komplex je ve vaccich pfenaSen pies Golgiho aparat k povrchu builky. Antigen je
prezentovan CD8" T-lymfocytiim (Tc). Je-li antigen jejich TCR receptorem rozpoznan jako cizorody,

Tc da buiice signal ke spusténi apoptdzy. Upraveno podle Yewdell, Reits & Neefjes (2003).

2.2 MHC molekuly II. tridy
MHC 1I. tfidy prezentuji antigeny CD4+ T-lymfocytim (Ty) a nevyskytuji Se na vsech

jadernych burikach jako MHC I, ale na antigen prezentujicich buiikach (APCSs) jako jsou dendritické
buikky (DC), B-lymfocyty, monocyty a makrofagy. Tvoii je dva nekovalentné spojené
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transmembranové fetézce a a B o velikosti priblizn¢ 30 kDa, jejichz N-terminalni domény a; a B,
vytvareji strukturné podobné vazebné misto pro antigen jako a; a o, domény tézkého fetézce MHC 1.
Peptidy prezentované na MHC 1II jsou vétSinou extracelularniho ptivodu, vznikly pohlcenim
exogennich proteinli a jejich degradaci v endolysosomalnich vaccich. Velikost prezentovanych
peptidu je vétsi, nez u MHC I, obvykle je to 15-35 aminokyselin. V ER dojde k sestaveni o a 3 fetézcu
a K nim se pfipoji tzv. invariantni fetézec Ii, ktery béhem dalsich uprav komplexu v Golgiho aparatu
brani navazani peptidii cytoplazmatického pivodu. MHC 11 s navazanym Ii opousti Golgiho aparat ve
vacku, ktery pfed dosaZzenim bunééného povrchu splyva s endozomem. Zde po splynuti s lysozomem a
za asistence dal§ich proteinii dochazi k proteolytickému S$tépeni invariantniho fetézce, k uvolnéni

vazebného mista pro peptid a k navazani exogenniho peptidu (Hofejsi a Barttinikova, 2009).

2.3 Redukce MHC molekul na povrchu bunék a branéni v prezentaci antigent
Jak jiz bylo feceno, za normalnich podminek jsou na MHC I prezentovany bunééné peptidy. V

pripadé virové infekce je ale zna¢na ¢ast prirozené proteinové produkce bunky nahrazena produkci
virovych proteinti. Ty jsou pak stejné jako pfirozené bunéfné proteiny vazany na MHC I a
prezentovany na povrchu bunky. Zdravy imunitni systém tyto komplexy rozeznava a vyhodnocuje
jako télu cizi. Vysledkem je likvidace napadené bunky imunitnim systémem a tedy i zabranéni
mnozeni a $ifeni viru. Aby viry predesly piedCasné smrti hostitelské bunky, manipuluji s MHC | a

mechanismy prezentace bunkou vytvarenych virovych proteint.

Jednou z mozZnosti takové manipulace je snizeni poétu prezentujicich MHC 1. Lidsky
cytomegalovirus (HCMV) kéduje nékolik proteini, které snizuji po¢et MHC I na povrchu bunék. Dva
Z téchto proteint, US2 a US11, vyuzivaji proteazomy k degradaci tézkych fetézci MHC 1. Oba virové
proteiny interaguji s t€zkymi fetézci v Casné¢ fazi skladani trimeru MHC 1 a zptsobuji jejich
translokaci z endoplazmatického retikula do cytosolu (Barel et al., 2006). V piedchozich vyzkumech
bylo prokazano, ze k translokaci tézkych fetézct MHC I do cytosolu a k jejich nasledné proteazomalni
degradaci je kromé piitomnosti virového proteinu US11 nutna ubikvitinace (Kikkert et al., 2001;
Shamu et al., 2001). V cytosolu jsou tézké fetézce proteazomalné degradovany a zbylé soucasti MHC
I nemohou Vv neslozeném stavu opustit endoplazmatické retikulum. Tim se snizi pocet MHC I na
povrchu bunék a s tim i pravdépodobnost odhaleni virové infekce (Barel et al., 2006). Pfi vyzkumu
funkéni charakteristiky proteinu US11 bylo objeveno, ze pro translokaci a degradaci tézkych tetézci
MHC 1 je nezbytna transmembranova doména proteinu US11 a to aminokyselina glutamin v pozici
192. Tato aminokyselin ziejmé interaguje s ubikvitin-proteazomalnim komplexem, nebyl vSak zatim
objeven molekularni mechanismus jejiho pisobeni (Lee et al., 2005).

Vroce 1998 bylo prokdzédno, ze HCMV dovede v endotelovych buikdch zastavit i na
interferonu y (IFNy) zavislou expresi z genti pro MHC II. tfidy. IFNy stimuluje v neinfikovanych
bunikach signédlni kaskadu vedouci k expresi transkripéniho faktoru CIITA (class II transactivator),

ktery v jadie dimerizuje a spousti transkripci genit pro MHC II. V ramci této signalni kaskady hraje
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velmi dualezitou roli interakce Jak kindzy (Janus kinase) a transkripcniho faktoru STAT (signal
transducer and activator of transcription), kterou virus inhibuje. Ackoliv v neinfikovanych buiikach
dochazi k IFNy stimulované expresi CIITA a nasledné¢ ke zmnozeni MHC II na povrchu bungk,
v bunikach infikovanych HCMV se tento jev nevyskytuje. Americky védecky tym jiz v roce 1998
zjistil, Ze virus vyuziva bunéény proteazomalni aparat k degradaci Jak kinazy. Tim pferusuje signalni
kaskadu vedouci od IFNy k transkripci gentt pro MHC 1I a omezuje tim po¢ty MHC Il na povrchu
bungk infikovanych HCMV (Miller et al., 1998).

Virus Epstein-Barrové (EBV) si proti odhaleni imunitnim systémem vytvofil vlastni zbran.
Pro navozeni a udrzeni latentni faze infekce EBV exprimuje protein EBNAI1 (Epstein-Barr nuclear
antigen 1). Tento protein udrZzuje v latentni fazi virového cyklu hladinu genové exprese na velmi nizké
urovni a teprve za vhodnych podminek zacne pusobit jako transkripéni aktivator a spoustéci faktor
virové replikace a lytického cyklu. Jiz vroce 1997 byla v proteinu EBNAl mezinarodnim
vyzkumnym tymem objevena repetitivni sekvence aminokyselin glycinu a alaninu, ktera zabranuje
degradaci tohoto proteinu v proteazomu. Témito repetitivnimi sekvencemi se virus Epstein-Barrové
efektivné vyhyba prezentaci peptidi pochazejicich z EBNA1 na MHC 1 a znesnadnuje tak T-
lymfocytim odhaleni infekce v buiice.

Anti-degradativni funkce Gly-Ala repetic byla ovéfena timtéz tymem. V pokusech byl pouzit
virovy protein EBNA4, ktery je obvykle ihned rozlozen v proteazomu. Chiméricky protein EBNA4
s Gly-Ala repeticemi v8ak degradaci v proteazomu nepodléhal (Levitskaya et al., 1997). Tohoto jevu
vyuziva i dal$i védecky tym pfi pfipraveé potencialnich terapeutickych genti pro 1é¢bu HIV genovou
terapii. Bylo totiz prokazano, Ze Gly-Ala repetice vloZzena do Gag genu viru HIV in vitro zastavuje
jeho degradaci a umoziuje dlouhodobéjsi Gag genem zptisobené zpomalovani replikace viru v pozdni

fazi infekce (Hammer et al., 2008).

2.4 Degradace TAP
Rozpoznani a eliminace virt cytotoxickymi T-lymfocyty jsou procesy zavislé na prezentaci

antigeni na MHC 1, pii niz hraje klicovou roli protein TAP. TAP transportuje peptidy z cytosolu do
ER (viz Obr. 3), kde se tyto peptidy skladaji do funkénich trimert MHC molekul 1. téidy a putuji na
povrch bunék. Ptirozené se tak prezentuji i peptidy virového piivodu a tento mechanismus se stdva

cilem virového ttoku na imunitni systém.

Bovinni herpesvirus typu 1 (BHV1) produkuje ¢asny protein UL49.5, ktery v infikovanych
bunikach funguje jako inhibitor TAP. UL49.5 se vaze na TAP, znemoZziuje pienos peptidi do
endoplazmatického retikula a zptisobuje degradaci TAP v proteazomu, sadm je spolu s nim také
degradovan. Pomoci Skaly dele¢nich mutantt bylo dale zjisténo, Ze k degradaci TAP proteinu
V proteazomu je nezbytna cytoplasmaticka doména proteinu UL49.5. V piitomnosti inhibitoru
proteazomu k degradaci TAP ani UL49.5 nedochazelo (Koppers-Lalic et al., 2005). Tentyz védecky
tym podrobil analyze i homology proteinu UL49.5 nékolika dalSich herpesviri. Homology pochazejici
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Z herpesviri HSV-1, HSV-2, HCMV a EBV nemély zadny vliv na funkci proteinu TAP. U dvou vird
zrodu Varicelloviridae snizovaly homology UL49.5 1&innost transportu peptidd  do
endoplazmatického retikula o 70-90%. Jednalo se o virus PRV (pseudorabies virus) a virus EHV1
(equine herpesvirus 1). Zda je protein TAP v pfitomnosti téchto vird degradovan, vSak vyzkum

nezminuje (Koppers-Lalic et al., 2005).

Mysi herpesvirus — 68 produkuje protein MK3, ktery také zplsobuje degradaci TAP v
proteazomu. RING finger doména MK3 s ubikvitin-ligizovou aktivitou se ukazuje jako nezbytny
prvek degrada¢niho procesu. Degradaci TAP se snizuje schopnost bunék nadmérné exprimovat
interferonem y indukované MHC 1. tfidy a zvySuje se schopnost viru unikat imunitnimu systému

hostitele (Boname et al., 2004; Lybarger et al., 2003).

2.5 Unik interferonové odpovédi
V Zivoc¢i$nych bunkach je udrZzovana stala hladina interferon-regulujiciho faktoru 3 (IRF3).

Vyskytuje se v cytosolu a v ptipadé infekce virem dojde k jeho translokaci do jadra, kde naseda na
DNA a pusobi jako transkripéni aktivator a- a P-interferonovych promotord. Tim se aktivuje jeden

z klicovych antivirovych mechanismi - interferonova odpovéd:.

BHV1 exprimuje protein bICPO (bovine infected cell protein 0), ktery, kromé toho, Ze sam
pusobi jako inhibitor B-interferonového promotoru, zaroven v bunikach zpdsobuje sniZeni poctu
interferon-regulujiciho faktoru 3 (IRF3). bICPO protein ma u svého C-konce tzv. RING-finger
doménu, ktera se chova jako E3-ubikvitin ligaza. Pti interakci bICPO a IRF3 dochdzi ziejmé
k ubikvitinaci a nasledné degradaci IRF3 v proteazomu. Tim se pii infekci snizuje pravdépodobnost

translokace IRF3 do jadra a aktivace interferonovych promotora (Saira et al., 2007).

Casnym produktem Herpesviru asociovaného s Kaposiho sarkomem (KSHV) je transkrip&ni
faktor RTA jehoz funkcei je, stejn€ jako u vySe zminéného proteinu bICPO, branéni indukci a- a B-
interferonovych promotorti. RTA protein se v§ak na rozdil od bICP0O zaméfuje na interferon-regulujici
faktor 7 (IRF7). Koncentrace IRF7 je v neinfikovanych buiikich velmi nizka az zanedbatelna oproti
koncentraci IRF3, ovSem v pozdéjsich fazich infekce se mnozstvi IRF7 mnohonasobné zvysuje a vede
k aktivaci interferonovych promotoru v jadie. Yu et al. zjistili, ze RTA protein ma N-koncovou E3-
ubikvitin ligdzovou aktivitu, diky niz zna¢i IRF7 polyubikvitinovym fetézcem a zpusobuje jeho
zvySenou proteazomalni degradaci. V buiikach transformovanych plazmidy s geny pro RTA a IRF7 se
pfi stalém mnozstvi plazmidi s IRF7 a zvySujicim se mnozstvi plazmidii s RTA imérné snizovala
koncentrace proteinu IRF7. Po pfidani proteazomalniho inhibitoru MG132 se koncentrace IRF7
ustalila. To dokazuje, Ze virovy protein RTA zptisobuje degradaci bunécného transkripniho faktoru

IRF7 ubikvitin-proteazomalnim systémem (Yu et al., 2005).

U mysiho cytomegaloviru (MCMV) byl objeven gen, ktery pomaha viru v boji proti
interefronu. Tento gen — M27 produkuje 27kDa velky protein (pM27), jehoz hlavni funkei je navazani
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transkripéniho faktoru STAT?2 a jeho degradace v proteazomu. Na transkripéni faktor STAT1 ani na
hladiny mRNA obou STAT nemé& pM27 zadny vliv. V nepfitomnosti proteinu pM27 byly bunky
infikované MCMV mnohem citlivéj§i na antivirovou interferonovou odpovéd’ typu I (a, B) i II (y).
STAT?2 v jadie bunky aktivuje transkripci genti pro interferony typu I a ty nasledné aktivuji interferon
v. Interferon y zptsobuje fosforylaci tyrozinovych zbytkd STAT?2, ¢imz se zvySuje antivirova obrana
bunky. Snizenim koncentrace STAT2 pomoci pM27 se snizuje schopnost buiiky aktivovat

interferonovou odpovéd” (Zimmermann et al., 2005).

2.6  Zastaveni zanétlivé odpovédi degradaci adaptorovych proteinti TLR2
Homolog jiz zminovaného proteinu bICPO, protein ICPO (infected cell protein 0) pochazejici

z Herpes simplex viru (HSV) ma také E3-ubikvitin ligdzovou aktivitu. Pfi Giniku imunitnimu systému
sviyj utok cili na Toll-like receptory (TLR), zejména na jejich adaptorové proteiny. TLR rozpoznavaji
antigeny patogenniho puvodu a nasledné prostiednictvim evolu¢né konzervované TIR domény
(Toll/Interleukin 1 receptor) a adaptorovych proteini spoustéji transkripci NF-kB (nuclear factor kB) a
tim 1 signalni drahu vedouci k aktivaci prozanétlivych cytokinti. Zanétliva reakce 1laka do svého okoli

bunky imunitniho systému a viru hrozi odhaleni a zni¢eni.

V roce 2000 bylo zjisténo, ze mutace v proteinu ICP0O zplsobuji hypersensitivitu bunék
k interferonové odpovédi a Ze tento protein hraje roli pfi tniku imunitnimu systému hostitele. Mutace
ostatnich Casnych virovych proteinii se podobnym zpisobem neprojevily (Mossman et al., 2000).
V nedavné dobé tym védci v Cele s van Lintovou objevil, ze ICPO pferusuje signalni kaskadu vedouci
od Toll-like receptoru 2 (TLR2) k obranné reakci proti HSV. DiileZitou roli zde hraje pravé E3-
ubikvitin ligazova aktivita tohoto proteinu, ktera by se mohla uplatiiovat pfi proteazomalni degradaci
adaptorovych proteini MyD88 (myeloid differentiation factor 88) a Mal (MyD88 adaptor-like
protein). V pokusech byly exprimovany vzdy protein ICPO a jeden z adaptorovych proteini MyD88
nebo Mal a to v pfitomnosti a v nepfitomnosti proteazomalniho inhibitoru. Inhibice proteazomu
Vv obou pfipadech vyrazné zvySila produkci faktoru NF-kB i za pfitomnosti vysoké koncentrace
proteinu ICPO. To podporuje hypotézu, ze protein ICP0O degraduje adaptorové proteiny MyD88 a Mal

proteazomalni cestou.

Nepostradatelnost E3-ubikvitin ligazové aktivity byla ovéfena dal$imi pokusy. Byly
srovnavany G¢inky plné¢ funkénich ICPO proteint a defektnich proteinti ICPO s mutacemi v RING-
finger oblasti s E3-ubikvitin ligdizovou aktivitou na regulaci TLR2 signalizace. V piitomnosti
mutantniho proteinu doslo k transkripci reportérového genu NF-«B a k vyraznéjsi sekreci Interleukinu
8 (IL-8), nez v ptitomnosti pln¢ funkéniho ICPO. Tim bylo ovéfeno, Zze E3-ubikvitin ligazova aktivita
je nutna pro potlaceni aktivace transkripce faktoru NF-xB (van Lint et al., 2010).

V kvétnu 2011 byla popséna interakce bunééné E3-ubikvitin ligdzy SIAH-1 a herpesvirového
proteinu ICP0O. Bylo zjisténo, ze SIAH-1 indukuje polyubikvitinaci ICPO a jeho degradaci

Vv proteazomu, bunécna E3-ubikvitin ligza je vzajemnou interakci naopak stabilizovana. V bunkach
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s ,,vypnutym“ genem pro SIAH-1 se po infekci HSV zvysila hladina ICPO, k jeho ubikvitinaci
dochazelo mén¢ casto a jeho polocas zivota se prodlouzil. Z vyzkumu vyplyva, ze SIAH-1 snizuje
polocas zivota ICPO ubikvitinaci a naslednou degradaci a ziejm¢ se jedna o novy bunécny obranny

mechanismus proti herpesvirové infekci (Nagel et al., 2011).

2.7 Zpomaleni pohybu bunék imunitniho systému
Dendritické bunky (DC) slouzi jako fagocyty v perifernich tkanich a jako antigen prezentujici

buriky ptredkladajici peptidy cytotoxickym T-lymfocytim (Cella et al., 1997). Virus HSV-1 pfi tniku
imunitnimu systému zvySuje prilnavost DC k proteinim extracelularni matrix a tim snizuje jejich
pohyblivost (Theodoridis et al., 2011). Maturace DC trva jen kratkou dobu, proto je zpomaleni

améboidniho pohybu bunék pro virus vyhodné.

Protein Cytohesin-1 v dendritickych buikach interaguje s cytoplazmatickou ¢asti [3-
podjednotky integrinu LFA-1 a tim zvySuje afinitu integrinu LFA-1 K jeho ligandim. Aktivace
integrinu je regulovana proteinem CYTIP (cytohesin interacting protein). Pfi maturaci DC dochazi
k nadprodukci proteinu CYTIP a buriky se z piisedlych méni na pohyblivé. Pfi infekci bunék virem
HSV-1 dochazi zatim neprozkoumanym mechanismem k degradaci proteinu CYTIP v proteazomu.
Tim dojde ke konstitutivni aktivaci LFA-1 a DC jsou integriny pfipoutany v perifernich tkanich a
nemohou se pohybovat. Virus tak zabrani prezentaci antigenti ostatnim bunkam imunitniho systému

v lymfatickych uzlinich (Theodoridis et al., 2011).

3. Proteazomy ovliviiuji replikacni cyklus DNA viri
Viry vyuZzivaji mnoho bunéénych mechanismi, mj. i bunécny proteazomalni aparat k tomu,
aby se mohly v bunikach Gspésné replikovat. Mezi pieborniky v této oblasti patii dle dostupnych

informaci zejména herpesviry.

3.1 Role ND10 pii replikaci DNA viri
Jaderné domény 10 (Nuclear Domains 10, ND10), PML-jaderna téliska (PML-nuclear bodies)

nebo jaderné tecky, to vSechno jsou riizné nazvy pro tytéZ dynamické makromolekularni struktury o
velikosti 0,3 - 1 um vyskytujici se v interchromozomalnich oblastech bunééného jadra a fungujici jako
»skladisté™ rtiznych bunéénych proteini (Negorev & Maul, 2001). Tyto proteiny se uplatiuji pii
mnoha dé&jich v bufice, napt. pfi opravich DNA, apoptoze, pii bunécné odpovédi na stres,
pfi ubikvitinaci, pti onkogenezi nebo pii genové expresi (Dellaire & Bazett-Jones, 2004; Takahashi et
al., 2004; Zhong et al., 2000). ND10 se skladaji z vice nez sedmdesati proteint, z nichz nékteré jsou
pritomny stile a nékteré se ke struktufe pfipojuji jen za urcitych podminek. Ke stale
ptitomnym proteinim ND10 patii PML (Promyelocytic leukemia protein), Sp100 (Speckled protein of
100kDa), SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier 1), BLM (Bloom syndrom helicase) a Daxx
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protein (Tavalai & Stamminger, 2009). Pti vyzkumu herpesvirovych infekci bylo zjisténo, ze proteiny
ND10 struktur ovliviji replikaci téchto virti. V pfitomnosti interferonti vykazuje napt. protein PML
anti-herpesvirovou aktivitu (Chee et al., 2003), protein Sp100 zase potlacuje expresi bezprosttedné
¢asnych gent viru HSV-1 (Negorev et al., 2006). Neni proto piekvapenim, Ze se viry tyto struktury
snazi znicit.

Herpesviry HSV-1 a HCMV zpusobuji rozruseni a rozptyleni ND10 jiz v ¢asnych fazich infekce
(Maul et al., 1993; Kelly et al., 1995). Multifunkéni protein ICPO viru HSV-1 kdéduje dvé mista s E3
ubikvitin-ligdzovou aktivitou, ktera interaguji s E2 ubikvitin-konjugacnimi enzymy. E3 ubikvitin-
ligazové misto proteinu ICPO kodované exonem 2 interaguje s enzymy UbcH5a a UbcH6. Interakce
ICPO-UbcH5a zpisobuje polyubikvitinaci a proteazomalni degradaci dvou proteinti, které jsou
soucasti ND10: PML a Sp100. Zaroven je interakce ICPO a UbcH5a spojovana také s rozru§ovanim
ND10 struktur. Pfima souvislost degradace PML a Sp100 s enzymem UbcHS5a byla prokazana sérii
pokusti, vnichz figuroval enzym UbcHS5a a dalsi E2 ubikvitin-konjugaéni enzymy s bodovymi
mutacemi. Nahrazeni cysteinu v pozicich 85, 86 a 131 alaninem vedlo v pfipadé UbcH5a k inhibici
proteazomalni degradace PML a Spl100, u ostatnich E2 ubikvitin-konjugac¢nich enzymi nemély

bodové mutace na degradaci obou proteini zadny vliv (Gu & Roizman, 2003).

Dalsim z proteinit ND10, jejichz proteazomalni degradaci herpesviry zpusobuji, je protein Daxx.
Jeho degradaci zpusobuje protein pp71, ktery se nachazi v tegumentu viru HCMV. lhned po vstupu
virionu do buiky se pp71 dostava z tegumentu do cytosolu a nasledné je translokovan do jadra, kde
interaguje s Daxx a sméfuje ho k degradaci v proteazomu. Funkci proteinu Daxx je uml¢ovat virovou
expresi bezprostifedné Casnych gent aktivaci histon-deacetylazy; jeho degradace probiha v proteazomu
a je nezavisla na ubikvitinu. K prokazani postradatelnosti ubikvitina¢niho enzymu byly v pokusech
pouzity mysi buiiky ts20, které maji teplotné senzitivni E1 ubikvitin-aktivaéni enzym. Pfi kultivaci
bunek ve 35°C ubikvitinaéni systém normaln€ funguje, pfi kultivaci ve 39°C je ubikvitinace
nefunk¢ni. Buiiky byly kultivovany v obou teplotach v pfitomnosti transformovaného adenoviru, ktery
produkoval cytomegalovirovy pp71. K proteazomalni degradaci proteinu Daxx doslo v obou
pfipadech, ¢imz bylo prokdzano, Ze degradace Daxx je nezavisla na ubikvitinaci (Saffert & Kalejta,

2006; Hwang & Kalejta, 2007).

3.2  Vyuziti bunécného proteazomalniho aparatu pii DNA virové replikaci
Nezbytnost proteazomti pro efektivni virovou replikaci viru HCMV byla prokdzana nékolika
védeckymi tymy. V obou vyzkumech (Prosch et al., 2003; Kaspari et al., 2008) byla po ptidani
proteazomalniho inhibitoru MG132 replikace HCMV zastavena jiz v casnych fazich infekce. Dalsi
vyzkumné tymy ptedchozi poznatky potvrdily a dale dokazaly, Zze proteazomy neovliviluji pouze
expresi bezprostfedné ¢asnych geni HCMV, ale cely replika¢ni cyklus viru (Cantrell & Bresnahan,
2005; Tran et al., 2010). Podobny vyzkum vlivu proteazomt na replika¢ni cyklus herpesvirt byl

provadén na viru HSV-1. Replika¢ni cyklus HSV-1 je zavisly na aktivaci bunééného transkripcniho
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faktoru NF-kB. Virem aktivovany NF-kB se vaZe na bezprostiedné ¢asny promotor genu pro ICPO a
napomaha virové transkripci a replikaci. Aktivaci NF-xB virus navozuje prostiednictvim IxB kinazy
(IKK), ktera fosforyluje inhibitory transkripcniho faktoru NF-kB. Fosforylované inhibitory NF-kB
jsou nasledné degradovany v proteazomu, diky ¢emuz mtize NF-«kB interagovat s ICPO promotorem a
podporovat virovou transkripci (Everett et al., 1998; Amici et al., 2001). V piitomnosti inhibitort
proteazomu MG132, MG115 a epoxomycinu k aktivaci NF-kB nedochazelo. Pokusy byly provadény
inhibitorti se 24 hodin po pfidani k infikovanym buikdm projevily zpomalenim replikace HSV-1,
v§echny inhibitory snizily mnozstvi virti v bunééném supernatantu o vice nez 90% (La Frazia et al.,

2006).

V roce 2003 byl publikovan ¢lanek, ktery poukazuje na vyuziti proteazomu pii replikaci dalsi
skupiny virti s DNA genomem, jedna se o adenoviry. Casny adenovirovy protein E4-34kDa z riiznych
adenovirovych sérotypi aktivuje expresi pozdnich geni proteazomalni degradaci nékterych
bunéénych proteinti. V pfitomnosti inhibitoru proteazomu MG132 v8ak k expresi pozdnich gent a
k efektivni replikaci viru nedochazi (Corbin-Lickfett & Bridge, 2003). Jiny vyzkum tykajici se
adenovirti prokazal, Ze proteazomalni degradace bunéénych onkoproteini Mdm2 a Mdm4 podporuje
expresi virovych gentl. Onkoproteiny Mdm2 a Mdm4 slouzi buiice k regulaci hladiny proteinu p53;
Mdm2 interaguje s proteinem p53 a sméfuje ho k degradaci v proteazomu, Mdm4 jemné reguluje
transkripci p53 (Haupt et al., 1997; Francoz et al., 2006). Po infekci lidskych i mySich bunék
adenoviry byl pozorovan ubytek obou onkoproteinti, pfi laboratornim ,,vypnuti“ genti pro Mdm2 a
Mdm4 doslo ke zvySeni exprese a rapidnimu narstu mnozstvi adenovirovych proteinti v infikovanych
bunikach. Lidské adenoviry neschopné replikace v mySich embryondlnich fibroblastech se po
,»Vypnuti® genli pro oba onkoproteiny v mySich buitkdch zacaly replikovat. Pfiddnim proteazomalniho
inhibitoru MG132 k infikovanym bufikam se exprese virovych gent zastavila a koncentrace Mdm2 i
Mdm4 se naopak zvysila. Koncentrace obou onkoproteinti vS§ak nedosahla hodnot jako pted infekei,
z ¢ehoz se usuzuje, ze ke snizovani hladingy Mdm2 a Mdm4 dochazi na proteazomech zavislou, ale

ziejmé i nezavislou cestou (Yang et al., 2012).

Dalsi vyuziti proteazomalni degradace pfi replikaci virt bylo v roce 2009 popsano u viru vakcinie
(VACV) zceledi Poxviridae. V pokusech byly vyuZity proteazomalni inhibitory MGI132 a
epoxomicin. Oba inhibitory byly pfidavany k buitkam v riznych Casovych intervalech po a pied
infekci VACV. Z pozorovani vyplynulo, Ze exprese casnych genli (early genes) VACV trvala
Vv pritomnosti inhibitorti proteazomti delSi dobu a exprese stiedné€ Casnych (intermediate genes) a
pozdnich genti (late genes) byla téméf nedetekovatelnd. Virova replikace se diky inhibitorim
proteazomu zastavila 2 az 4 hodiny po infekci VACV, tedy v okamziku pocatku syntézy virové DNA.

Zaroven bylo ovéreno, ze inhibice proteazoml nema vliv na rozbaleni virové DNA z virionu. Autofi

vvvvvv
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cirkularni molekula DNA pfitomna v cytoplazmé a vlozili do VACV infikovanych HeLa bunék
plazmid. Replikace plazmidu pUC19, se po pridani MG132 zastavila, stejné jako replikace samotného
viru. K expresi pozdnich genli nedochdzelo ani v pfitomnosti inhibitoru E1 ubikvitin-aktiva¢niho
enzymu UBEI-41, coz podporuje hypotézu o vyuziti ubikvitinaéné-proteazomalni drahy pii pozdnich
fazich replikace VACV (Satheshkumar et al., 2009). Na VACV infikované buniky byly i dal§im
védeckym tymem aplikovany proteazomalni inhibitory za ucelem zkoumani jejich pusobeni na
replika¢ni cyklus poxvird. Aplikace kazdého z proteazomalnich inhibitort MG132, MGI115,
lactacystinu a bortezomibu pulsobila na replikaci VACV stejné. V pocatecni fazi infekce nebyla
replikace viru pfitomnosti inhibitorti pfili§ ovlivnéna, nicméné exprese stiedné Casnych a pozdnich
gend byla zastavena. Odstranéni reverzibilniho proteazomalniho inhibitoru MG132 se projevilo

opétovnym spusténim virové exprese stfedné ¢asnych a pozdnich gent (Teale et al., 2009).

V nedavném vyzkumu se Svycarskym védctum podatilo diky RNA interferenci jesté vice pfiblizit
funkci proteazomu v replikaénim cyklu VACV. Nejen, Ze proteazomy napomahaji rozbalovani VACV
virion v cytoplazmé, ale ubikvitinaéné-proteazomalni systém je nezbytny pro spusténi exprese
sttedné ¢asnych a pozdnich genti. RNA interference prokazala, ze Cullin3 (Cul3) a RING Box protein
1 (Rbx1), soucasti bunééného BCR E3-ubikvitin ligdzového komplexu, se v infikovanych bufikach
vyskytuji v komplexu s VACV. Zaroven bylo prokazano, ze degradace Cul3 ¢i Rbx1 vede k zastaveni
replikace viru; degradace proteinu Cullin-1 z buné¢ného SCF E3-ubikvitin ligdzového komplexu se na
rychlosti replikace VACV neprojevuje. Témito pokusy bylo objasnéno zastaveni virové replikace
Vv pfitomnosti proteazomalnich inhibitord 2 az 4 hodiny po infekci bunky z vyzkumu v roce 2009.
Ubikvitinace a nasledna proteazomalni degradace jsou kli¢ovymi mechanismy zapoCeti syntézy virové
DNA stfedné Casnych a pozdnich gent VACYV, bez kterych by efektivni replikace viru nemohla
probéhnout (Mercer et al., 2012).

Proteazomy jsou vyuzivany i dal§i skupinou DNA vird - papillomaviry. TIP60 je katalytickou
podjednotkou bunécné histon acetyltransferazy, jejiz funkci je acetylace histonli, remodelace
chromatinu a regulace transkripce. Zptisobuje acetylaci histonu H4, na ktery se navadze Brd4 protein
(bromo-doménu obsahujici protein), zpusobi represi hlavniho ¢asného promotoru genu E6 lidského
papillomaviru (HPV) a zastavi jeho transkripci. E6 onkoprotein slouzi HPV k proteazomalni degradaci
p53 a k inhibici apoptozy (Hawley-Nelson et al., 1989). Svou transkripci E6 protein obnovuje tak, Ze
vaze TIP60 a zpisobuje jeho degradaci v proteazomu. Degradace TIP60 se V piitomnosti
proteazomalniho inhibitoru MG132 zastavuje, coz dokazuje nezbytnost proteazomu pfti replikaci HPV

(Jha et al., 2010).

Dilezitou roli hraje proteazomalni aparat i pifi replikaci rostlinnych vird. V roce 2011 byla
popsana interakce proteinu C2 rostlinného viru BSCTV (Beet severe curly top virus) z Celedi
Geminiviridae s proteinem SAMDC1 (S-adenosyl-methionin dekarboxylaza 1) z Arabidopsis

thaliana. SAMDC1 je protein s malym polocasem zivota, ktery ve své struktuie obsahuje tzv. PEST
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sekvenci (prolin-glutamat-serin-threonin), jez zprostfedkuje interakci s SCF rodinou E3 ubikvitin-
ligdz. Interakce SAMDCI1 s ubikvitin-ligdzovou je pfi¢inou jeho ubikvitinace a proteazomalni
degradace. SAMDC1 v buiikkich dekarboxyluje S-adenosyl-methionin (SAM), ktery je
v nedekarboxylované podobé zdrojem pro metylaci DNA. V nepfitomnosti proteinu C2 neni
SAMDC1 v burikach stabilizovan a dochazi k de novo metylaci hostitelské i virové DNA, ¢imz jsou
geny viru i hostitele uml¢ovany. Naopak, pfitomnost C2 stabilizuje SAMDCL, zastavuje jeho
proteazomalni degradaci, maii DNA-metylaci a umoziuje ucinnou replikaci viru BSCTV. Pridani
proteazomalniho inhibitoru MG132 v neinfikovanych buiikach znemoznilo degradaci SAMDCI, coz
prokazalo, ze SAMDCI je bézné degradovan v proteazomu. Proteinem C2 zprostfedkovana inhibice
proteazomalni degradace SAMDC1 umoziuje geminiviru BSCTV vyhnout se uml¢eni vlastnich genti

DNA-metylaci a produktivné se replikovat (Zhang et al., 2011).

4, Ubikvitinace a deubikvitinace: Interakce virt s ubikvitin-
ligazami

E3 ubikvitin-ligazy jsou enzymy, které prostiednictvim ubikvitinace a nasledné proteazomalni
degradace reguluji poloCasy Zivota mnoha proteinl, které plni své funkce napf. v regulaci rustu a
diferenciace bunék nebo v bunééné signalizaci. E3 ubikvitin ligazy jsou jednou z nejdualezit&j$ich
soucasti celého ubikvitinaéné-proteazomalniho systému, protoze urCuji substratovou specifitu
ubikvitin-konjuga¢ni enzymové kaskady. Interakcemi s E3 ubikvitin-ligaizami méni viry proteinové
sloZeni bunky a zaji$t'uji si vhodné podminky pro replikaci. Nékteré viry pozménuji svymi proteiny

specifitu bunécnych E3 ubikvitin ligaz, jiné viry koduji vlastni E3 ubikvitin-ligazy.

4.1 Interakce ZivociSnych DNA virt s ubikvitin-ligazami
Existuje mnoho rodin E3 ubikvitin-ligaiz a jednou z nich jsou i SCF ubikvitin-ligazy. SCF

ubikvitin-ligazy se skladaji ze tfech stalych komponent - z RING finger proteinu Rbx1/Rocl, Skpl
proteinu (adaptérovy protein) a z CUL1 proteinu (scaffold protein) a z jedné variabilni komponenty —
tzv. F-box proteinu. F-box proteiny ve své struktufe obsahuji vazebna mista pro proteiny, k nimz
ubikvitin-ligazy ptipojuji polyubikvitinovy fetizek a znaci je tak k degradaci v proteazomech. Viry
vyuzivaji ubikvitin-ligdzy ke znaceni a nasledné degradaci bunéénych proteind, které spoustéji
antivirové mechanismy nebo naopak zabraiiuji ubikvitinaci proteini jim vlastnich ¢i jinak

prospesnych.

Bylo prokazano, Ze adenoviry vyuzivaji ubikvitin-ligdzové komplexy obéma vySe zminénymi
zpuisoby. Fbw7 je F-box protein ubikvitin-ligazy SCE™"", ktery rozeznava nékolik protoonkogenti a
cili je k degradaci. To z ného déla tumor supresorovy protein chranici buiiku pied nekontrolovatelnym

FP7 ubikvitin-ligazou a

délenim. Casny adenovirovy protein, onkogen EI1A, interaguje s SC
zpomaluje degradaci jejich cilovych proteini (v pokusech testovano na proteinech c-Myb, c-Myc a

cyklinu E). Byl zméfen polocas zivota vSech tfi bunénych proteini v pfitomnosti SCF ubikvitin
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ligazy bez Fbw7 F-box proteinu, s Fbw7 a poté i v pfitomnosti adenovirového casného proteinu E1A.
Pfidani Fbw7 k buitkam s SCF ubikvitin-ligazou polo¢as Zivota vSech proteind vyrazné snizilo, jeho
degradace probihala s vyssi ucinnosti. Naopak po pridani adenovirového proteinu E1A se polocas
zivota vSech protoonkogenti zvysil, coz naznaCuje antagonistické pusobeni E1A na Fbw?7.
Adenovirovy protein E1A by mohl byt pfi¢inou nekontrolovatelné proliferace infikovanych bunéck a

tim i perspektivnim cilem pro antivirovou terapii (Isobe et al., 2009).

Adenoviry vyuzivaji interakce s ubikvitin-ligazami i k degradaci nékterych bunéénych
proteini. DNA ligaza IV a protein Mrell v komplexu s dal$imi bunécnymi proteiny zpusobuji
nehomologni spojovani konci DNA (NHEJ) slouzici zejména k opravam prerusenych fetézci DNA.
Zaroven v infikovanych bunkach navozuji i konkatemerizaci adenovirovych genomu. Lidsky
adenovirus AD-5 se konkatemerizaci genomu brani interakci vlastnich proteini E4 34k (E4orf6) a
E1B 55k s bunéénymi proteiny Cullinem 5, elonginy B a C a proteinem Rbx1 (Harada et al., 2002).
Vsechny tyto komponenty dohromady tvotfi E3 ubikvitin-ligdzu, ktera je pifi adenovirové infekci
zodpoveédna za ubikvitinaci a proteazomalni degradaci pravé DNA ligazy IV ¢i proteinu p53 (Querido
et al., 2001; Harada et al., 2002). Bylo zjisténo, ze k proteazomalni degradaci DNA ligazy IV je nutny
fyzicky kontakt pouze s jednou virovou komponentou této E3 ubikvitin-ligazy — S virovym proteinem
E1B 55k (Baker et al., 2007).

Ubikvitin-ligazova aktivita je adenoviry vyuzivana i ke kontrole exportu bunééné a virové
MRNA Vv pozdnich fazich infekce. V roce 1986 byl zvefejnén vyzkum, z né¢hoz vyplyva, Ze vyse
zminény adenovirovy protein E1B 55k pozitivné ovliviiuje akumulaci pozdni virové mRNA
Vv cytoplazmé a soucasné brani transportu a akumulaci bunééné mRNA (Pilder et al., 1986). V roce
2008 bylo prokazano, ze k akumulaci virové mRNA nesta¢i samotny E1B 55k, ale je nezbytna
pfitomnost i virového proteinu E4 34k a dalSich bunéénych komponent. Konkrétné bylo zjisténo, ze za
akumulaci mRNA pozdnich adenovirovych genti je zodpovédna E3 ubikvitin-ligizova aktivita
komplexu obou virovych proteinti a dalSich bunéénych komponent. Jedna se o stejnou E3 ubikvitin-
ligazu zminovanou vroce 2007 v praci Baker et al. vsouvislosti s degradaci DNA ligazy 1V
(Blanchette et al., 2008).

Dalsi priklad interakce ubikvitin-ligazy s virem mizeme nalézt u polyomaviru SV40 (Simian
virus 40). Bylo objeveno spojeni velkého T-antigenu (LT, ¢asny produkt virového genomu) s F-box
proteinem SFC™" ubikvitin ligazy. V pokusech vyvolalo toto spojeni snizeni rychlosti degradace
cyklinu E, coZ potvrzuje vliv LT na na SCF™" zavislou degradaci proteind. Cyklin E byl vazan k LT

pouze V piipadg, Ze byl fosforylovan v pozici Thr'™

, V nefosforylované ani v mutantni formeé, kdy
chybéla ¢ast proteinu v okoli threoninu v pozici 701, cyklin E s LT neinteragoval. Z vyzkumu
vyplynuly i dal§i podnéty ke zkoumdni vlivu LT na ubikvitin-ligdzy, mj. i to, ze by LT mohl

ovliviiovat substratovou specifitu SCE™ ubikvitin-ligazy (Welcker & Clurman, 2005).
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Ubikvitin-ligazova aktivita byla objevena i u poxvirt. Vét§ina poxvirit koduje protein p28 o
velikosti 28 kDa. Tento protein interaguje s bunéénymi E2 ubikvitin-konjuga¢nimi enzymy a pfipojuje
polyubikvitinové fetizky k riznym proteinim. Struktura p28 byla zkoumana u dvou virG z rodu
Orthopoxviridae, u Mysiho poxviru (ECTV, ectromelia virus) a u viru Varioly (VARV). Bylo
zjisténo, ze protein p28 ve své struktuie obsahuje RING finger doménu a in vitro i in vivo se chova
jako E3 ubikvitin-ligaza. Bodové mutace uvnité sekvence pro RING finger doménu vedly ke
znemoznéni interakce p28 s E2 ubikvitin-konjuga¢nimi enzymy a k polyubikvitinaci nemohlo dojit.
Ackoliv zatim nebylo zjisténo, které proteiny p28 ubikvitinuje, autofi vyzkumu se domnivaji, ze by
mohlo jit o bunééné proteiny antivirové povahy. Jejich proteazomalni degradace by tak usnadnila
virovou replikaci a ptispéla by k §iteni viru. Pokud by se potvrdila dilezitost p28 pro replikaci a Sifeni
poxvirt, protein p28 by se mohl stat cilem terapeutické 1é¢by poxvirovych infekci (Huang et al.,

2004).

Herpesvirus HSV-1 vyuziva interakce vlastniho proteinu UL9 s NFB42 - F-box proteinem
SCFN®7*2 ubikvitin-ligazy k ustaveni latentni infekce v neuronalnich buiikach. UL9 spolu s dalsimi
virovymi proteiny ovliviluje replikaci virové DNA, UL9 je potiebny k jejimu zahajeni. Pro ustaveni
latentni faze infekce je ale nezbytné virovou replikaci snizit na minimum a pravé o to se postara
NFB42. Pii interakci UL9 s NFB42 dojde k polyubikvitinaci UL9 a nasleduje jeho proteazomalni
degradace. To zabrani aktivaci replikace virové DNA a neptitomnost UL9 udrzuje HSV-1 v latentnim
stavu. Inhibitor proteazomi MG132 zastavuje degradaci UL9 a znemoziuje navozeni latence viru

HSV-1 (Eom & Lehman, 2003).

Opacény d¢j byl pozorovan u herpesviru EBV. Aktivace virové replikace ¢asnym virovym
proteinem EBNAIl a ukonceni latentni faze infekce jsou spjaty se sekvenéné
specifickou deubikvitinaci histonu H2B. Ubikvitinace a deubikvitinace stejné jako ostatni
posttransla¢ni modifikace histond zpisobuji remodelaci chromatinu a reguluji transkripci. EBNA1
reguluje expresi pozdnich gentl i setrvani v latentni fazi infekce navazanim sebe sama do specifickych
oblasti virového replikaéniho pocatku OriP. Vtom mu napomaha protein USP7. Bunéény
deubikvitinacni protein USP7 je proteinem EBNAI ptitahovan, tvoii s nim komplex a zvysuje rychlost
jeho navazani na virovou DNA. USP7 deubikvitinuje histony H2B a pokud je navdzan na EBNAI,
deubikvitinuje histony pravé v oblasti OriP. Tim je usnadnéno spuSténi EBV virové replikace a

reaktivace viru. (Sarkari et al., 2009).

Bakulovirus Bombyx mori nukleopolyhedrovirus ve svém genomu zase koduje Sest proteint s
RING-finger doménou, u tii znich byla pokusy prokazana E3 ubikvitin-ligizova aktivita.
Bakulovirové proteiny IAP2, IE2 a PE38 byly v pfitomnosti E2 ubikvitin-konjuga¢nich enzymu (z
rodiny Ubc4/5) schopné zahajit polyubikvitinaci a mutacnimi testy bylo zjisténo, Ze za tuto funkci
vdeéi pravé svym RING-finger doméndm. Dalsi dva zkoumané proteiny (IAP1 a ORF35)

nevykazovaly schopnost ubikvitinace, u posledniho proteinu (CG30) nebyla schopnost ubikvitinace
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dostatecné prikazna. Do budoucna vSak zbyva nalézt substraty, jejichZ ubikvitinaci tyto bakulovirové
proteiny zpusobuji (Imai et al., 2003). U bakuloviru OpMNPV (Orgyia pseudotsugata M
nukleopolyhedrovirus) byl v roce 2004 také popsan protein s RING finger doménou a E3 ubikvitin-
ligdzovou aktivitou, protein Op-IAP3. Své jméno dostal podle funkce v burice, je to inhibitor apoptozy
(inhibitor of apoptosis, IAP). Tato jeho funkce byla prokazana pokusem, kdy byl soucasné s Op-1AP3
exprimovan pro-apoptoticky protein HID z musky Drosophila. Dochazelo k interakci obou proteint, k
ubikvitinaci a jejich nasledné proteazomalni degradaci. Z toho vyplyva, ze Op-IAP3 je funkéni E3
ubikvitin-ligaza, kterda kromé& ubikvitinace pro-apoptotického proteinu HID zpisobuje i auto-
ubikvitinaci (Green et al., 2004).

4.2 Interakce rostlinnych DNA viri s ubikvitin-ligazami

E3 ubikvitin-ligazy hraji stejné dalezitou roli u Zivocichi jako u rostlin. Polyubikvitinaci
ovliviiuji polocasy Zivota nékterych proteinti a tim i bunéény cyklus rostlinnych bunék. Proto mizeme
najit ptiklady interakce s E3 ubikvitin-ligizami i u rostlinnych virti. Rostlinny virus BSCTV z ¢eledi
Geminiviridae koduje protein C4, ktery pii vneseni do rostliny Arabidopsis thaliana indukuje
abnormalni proliferaci bunék. Pfi porovnani C4-exprimujici rostliny s rostlinou kontrolni byl objeven
rostlinny protein RKP (related to KPC1) s RING finger doménou, jehoz mnozstvi bylo v C4-
exprimujicich rostlinach osmkrat vyssi. Mutace v RING finger oblasti proteinu RKP vedla ke snizeni
citlivosti Arabidopsis na infekci BSCTV; v mutantnich rostlinach s ,,vypnutym* genem pro RKP byla
snizena rychlost replikace virové DNA. Dalsimi pokusy bylo zjisténo, Ze RKP interaguje se Sesti
negativnimi regulatory bunééného cyklu z rodiny ICK/KRP, kromé ICK3/KRPS5, ktery nebylo mozné
vyrobit jako GST-fuzni protein. Bylo zji§téno, ze RKP ptisobi jako regulator bunééného cyklu. V rkp
mutantni rostliné a v kontrolni rostliné bylo srovnatelné mnozstvi mRNA pro ICK2/KRP2 (inhibitor
bunééného cyklu v G1/S fazi), z analyzy proteinii ale vyplynulo, Ze je koncentrace ICK2/KRP2
V mutantni rostliné mnohem vyss§i. Tim se potvrdila hypotéza, ze virovy protein C4 podporuje expresi
RKP, protoze ten zplisobuje proteazomalni degradaci negativnich regulatort bunééného cyklu (Lai et
al., 2009).

Dal$im geminivirem interagujicim s ubikvitin-proteazomalnim systémem je Cotton leaf curl
Multan virus (CLCuMV), konkrétné jeho B-satelitni DNA. Nékteré pokusy byly provadény i s dalSimi
geminiviry - ToCLV (Tomato leaf curl virus) a OLCV (Okra leaf curl virus). Bylo objeveno, ze
protein BC1 kodovany jedinym genem B-satelitni virové DNA interaguje s rostlinnym E2 ubikvitin-
konjuga¢nim enzymem SI1UBC3. Vysledkem této interakce je hromadéni proteind
s polyubikvitinovymi fetizky v cytoplazmé a fenotypické projevy Stim spojené (viz Obr. 4).
Ptitomnost BC1 proteinu vede k markantné&jSimu projevu fenotypickych symptomu virové infekce. Za
vyrazné zakudrnaceni listl je odpovédny tzv. ,myristoylation-like motiv B-satelitni DNA. I jedna

bodova mutace v této oblasti proteinu BC1 — glycin v pozici 103 byl nahrazen alaninem — vede ke
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znaénému zmirnéni projevlu infekce. Fenotypické projevy infekce s mutantnim BC1 se tak podobaji

projeviim infekce za neptitomnosti BC1 (Eini et al., 2009).

A

Neinfikovana ToLCV ToLCV+ DNA B ToLCV+ DNA B mut
Obr. 4 — Projevy infekce ToLCV virem, p-satelitni DNA a mutovanou B-satelitni DNA na
rostlinach Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum. A) Rostlina N. bethamiana neinfikovana
(a), infikovana samotnym ToLCV (b), infikovana ToLCV s B-satelitni DNA (c) a infikovana ToLCV
S mutantni B-satelitni DNA (d). Bilé Sipky ukazuji ¢asti listl zkroucené smérem vzhtiru. B) Rostlina N.
tabacum neinfikovana (a), infikovana samotnym ToLCV (b), infikovana ToLCV s B-satelitni DNA (c)
a infikovand ToLCV s mutantni B-satelitni DNA (d). Bila Sipka upozoriiuje na misto s roz§ifenymi
zilkami a na tmavnuti listu. Mutovand B-satelitni DNA mé mutaci v ,,myristoylation-like* motivu BC1
casti B-satelitu. Kazdy experiment byl provadén na 12 rostlinach se stejnym vysledkem, fotografie

byly potizeny 28 dni po inokulaci. Upraveno dle Eini et al. (2009).

Vroce 2011 byl publikovan vyzkum, ve kterém je popséna interakce proteinu C2
vyizolovaného zrtuznych geminivird (Tomato yellow leaf curl Sardinia virus-TYLCSV, Tomato

yellow leaf curl virus-TYLCV, Beet curly top virus-BCTV) s katalytickou podjednotkou CSN5
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komplexu CSN, jinak zvaného téz COP9 signalozom. CSN komplex slouzi k odstranovani
RUBylované formy Culinul z SCF ubikvitin-ligdzového komplexu. Ptipojeni proteinu RUB ke Cull
zlepSuje ubikvitinaci zprostiedkovanou SCF ubikvitin-ligazou. Vysledkem interakce C2 s CSN5 je
zména odpoveédi regulovanych SCF ubikvitin-ligdzami v souvislosti s blokaci SCF ubikvitin-ligazové
funkce. Dale bylo zjisténo, ze C2 protein interakci s CSN5 blokuje v rostliné jasmonatovou drahu,
dulezitou soucast antivirové obrany (Lozano-Duran et al., 2011). Autofi vyzkumt upozoriuji na to, ze
blokace nékterych SCF ubikvitin ligdz by mohla negativné ovlivnit napf. hormonalni antivirovou
obranu rostlin. Na druhou stranu vyslovuji autofi vyzkumu hypotézu, ze viry zpisobuji nadmérnou
expresi riznych F-box proteinl, ¢imz upfednostni degradaci nékterych rostlinnych proteinti pied
jinymi. Existence geminiviry kodovanych F-box proteinti zatim také ziistava neprozkoumana, ackoliv
neni vyloucena (Lozano-Duran & Bejalano, 2011). Naptiklad u rostlinnych nanovirti jiz byly virem

kodované F-box proteiny objeveny.

Zminovanym nanovirem, ktery koduje F-box protein je Faba bean necrotic yellows virus
(FBNYYV). Tento virus kdduje ve svém genomu 20 kDa velky protein Clink, jez ma ve své struktuie F-
box doménu. Clink diky F-box doméné a aminokyselinovém LxCxE motivu umoziuje soucasné
navazani proteini pRB a MsSKP1 (homolog SKP1 z Medicago sativa). Bylo zjisténo, Ze interakce
Clink s pRB zvySuje 7-8x rychlost replikace viru, pti poSkozeni LxCXE motivu ke zvySeni rychlosti
virové replikace nedojde. Druhym interakénim partnerem Clink proteinu je MSSKP1, soucast
ubikvitin-ligazy. Pro zvySeni rychlosti vlastni replikace musi FBNYV né&jak ovlivnit buné¢ny cyklus.
Jako feSeni se nabizi hypotéza, ze interakce Clink, pRB a MsSKP1 by mohla vést k ubikvitinaci,
degradaci nebo jiné zméné regulatoru bunééného cyklu pRB. Mutace v sekvenci F-box domény Clink
proteinu vSak nevedla ke snizeni Clink proteinem indukované zvySené rychlosti replikace FBNYV
v Nicotiana benthamiana, coZ tuto teorii nepodporuje. Mezi moznosti ovlivnéni bunééného cyklu
interakci s ubikvitin ligazami ¢ekajici na prozkoumani patii i dal$i hypotézy. Po navazani pRB by
mohl byt Clink protein polyubikvitinovan a degradovan spolu s pRB nebo by mohl F-box motiv Clink
proteinu interagovat s dal$imi proteiny a v komplexu tvoficim E3 ubikvitin-ligdzu degradovat jiné

regulatory bunééného cyklu. Tyto hypotézy vsak stale ¢ekaji na své probadani (Aronson et al., 2000).

5. Uloha proteazomii ve virem indukované inhibici apoptézy a
deregulaci bunécného cyklu

Apoptdza, neboli programovana bunécnd smrt, je pfirozeny jev uzce propojeny s vyvojem
jedince a jeho imunitnim systémem. Pfi apoptoze dochazi k systematickému rozpadu burniky do malych
apoptotickych vackt, které jsou nasledné pohlceny fagocytujicimi buiikami a dale zpracovany.
V embryonalnim vyvoji slouzi apoptéza k Setrnému odstranovani nepotiebnych bunék, aniz by doslo

k vyvolani zanétlivé reakce. Dale apoptézou hynou buniky nedostatecné zasobené zivinami, poskozené
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buiiky, nadmérné proliferujici buiiky, bunky s poskozenou DNA ¢i bunky napadené patogeny, které
imunitni systém odhali. Buitka ma mnoho kontrolnich mechanismi rozmisténych v riznych fazich
bunééného cyklu. Pokud je n&jaky bunéény proces v neporadku, spusti se signalni kaskada vedouci
k navozeni programované bunééné smrti. Virova infekce zptisobuje v buiikach abnormality, které by
mély vést k apoptoze a tim ke zneskodnéni viru. Viry vsak vyuZzivaji rizné cesty, jimiz apoptdze brani
a prodluzuji zivot svym hostitelskym bunkdm. Nejcastéji dochazi k inaktivaci ¢i degradaci
proapoptotického proteinu p53. Vytazeni nékterych bunécnych kontrolnich mechanismi vSak mize
vést k nadmérné proliferaci bun¢k a k rozvoji rakoviného bujeni. Dtlezitost funkce regulacniho
proteinu p53 dokazuje i fakt, ze az 50 % lidskych nadort ma mutaci pravé v p53 nebo v

proapoptotické signalni draze s nim souvisejici.

5.1 Proteazomy a inhibice apoptozy
Jak uz bylo dfive zminéno, ¢asné adenovirové proteiny E4 34k (E4orf6) a E1B 55k interakei

s dalsimi bunénymi komponenty tvofi E3 ubikvitin-ligdzu a zpusobuji polyubikvitinaci a
proteazomalni degradaci proteinu p53. To zabrani zastaveni rustu napadené bunky a umozni to
ucinnou replikaci viru. Vroce 2001 bylo prokazano, ze k ubikvitinaci p53 jsou nezbytné nutné
Cullinové komplexy, které jsou soucasti E3 ubikvitin-ligazy. Experimenty byl provadén v bunkach
ts41 (ovarialni bunky kiecika ¢inského, Cricetulus griseus), které maji teplotné senzitivni drahu
spojenou s NEDDS8 proteinem (homolog Rub z E. Coli) pro aktivaci Cullini. V teplotné
neaktivovanych buiikach nebyly ¢asné adenovirové proteiny schopny indukovat polyubikvitinaci a
naslednou proteazomalni degradaci p53, coz dokazuje nezbytnost Cullinti v E3 ubikvitin-ligaze pfi
tomto procesu (Querido et al., 2001; Blanchette et al., 2004).

Podobnym zpusobem je p53 protein degradovan i pti papillomavirové infekci. Onkoprotein E6
viru HPV vyvolava proteazomalni degradaci katalytické podjednotky bunétné acetyltransferazy
TIP60, ¢imz dereprimuje virové promotory a to narusi p53-dependentni aktivaci apoptotické drahy
(Jha et al., 2010). Onkoprotein E5 HPV viru typu 16 zastavuje programovanou bunécnou smrt jinym
zpusobem. Jak zjistili Oh et al., E5 inhibuje peroxidem vodiku vyvolanou apoptézu v C-33A buiikach
délozniho Cipku. Timto zpisobem zarovenn vyvolava nekontrolované déleni téchto bunck, coz mlze
ptispivat k rozvoji rakoviny délozniho &ipku. Inhibice apoptozy je zpusobena E5 proteinem
zprostiedkovanou ubikvitinaci a proteazomalni degradaci proapoptotického proteinu Bax (Bcl-2
associated X protein). Bylo zjisténo, ze vtomto procesu hraji zatim neobjasnénou roli dalsi
komponenty jako cyklooxygenaza-2, prostaglandin E2 nebo PKA protein-kinazova draha. Ptidani
inhibitort téchto komponent stejn¢ jako inhibice proteazomti vedlo ke znovuspusténi apoptozy v C-

33A bunkach délozniho ¢ipku, (Oh et al., 2010).

Jiny zplsob inhibice apoptozy zvolil herpesvirus EBV. Brani spusténi apoptézy expresi
proteinu EBNAI, ktery soutézi s p5S3 o vazbu do aktivniho centra deubikvitinaéniho enzymu USP7.

V experimentu bylo zjisténo, ze oba proteiny se vazou do stejného mista enzymu USP7, ale p53 tvori
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méné¢ rozsahly kontakt, nez EBNAIl. EBNAI ve véts$i mife vytésni p53 z USP7 a ten je
nedeubikvitinovany nasledné odbouran v proteazomu. Tim opét dojde k inhibici apoptozy a virus se
muze ve své hostitelské bunce nerusené replikovat (Saridakis et al., 2005). Dalsi herpesvirus KSHV
zpusobuje degradaci p53 interakci s virovym malym membranovym proteinem K7. K7 ptisobi proti
ucinku bunécného proteinu PLIC1 (Protein-linking integrin-associated protein and cytoskeleton 1),
ktery obvykle dimerizuje a vaze se na polyubikvitinované proteiny, ¢imz je stabilizuje. K7
znemoznuje dimerizaci PLIC1 a jeho navazani na polyubikvitinované proteiny, ¢imz umoziuje jejich
proteazomalni degradaci. Takto je degradovan mj. i protein p53, coZ vede k inhibici apoptdzy (Feng et
al., 2004). Tentyz virus vyuziva k zastaveni apoptozy i dalsi virovy protein — IRF1 (Interferon
regulatory factor 1). Ten interaguje s p53 a zastavuje jeho transkripci a zaroven zvySuje rychlost jeho
ubikvitinace. K tomu dochazi interakci IRF1 s ATM kindzou (ataxia telangiectasia-mutated), coz vede
ke snizeni miry fosforylace serinu v pozici 15 v p53 proteinu, tim se zvy$i mira jeho ubikvitinace a je
rychleji degradovan v proteazomu (Shin et al., 2006). Jiny védecky tym prokazal, Ze virovy IRF4
interaguje s E3 ubikvitin-lighzou Mdm?2 a stabilizuje ji. Mdm2 pak nepodléha autoubikvitinaci a
zpusobuje degradaci p53 ve zvySené mite. Apoptoza je zastavena, buiiky se dale déli a rostou a virus
se muze replikovat (Lee et al., 2009).

U BHV typu 5 bylo prokazano, ze virovy US3 protein je zodpovédny za remodelaci aktinu
hostitelskych bun¢k a zaroven vykazuje anti-apoptotickou aktivitu. Bylo zjisténo, Ze tato aktivita
vymizela, kdyZ byla do proteinu US3 zavedena mutace aminokyseliny v pozici 261, vyména lyzinu za

N4

z podéeledi Alphaherpesvirinae vsak jesté ¢ekaji na své prozkoumani (Ladelfa et al., 2011).

5.2 Proteazomy a deregulace bunécného cyklu

Bunécny cyklus je soubor déju, na jejichz konci dojde k replikaci DNA a rozdéleni burky.
Cyklus ma ¢tyfi faze: G1 (growth), S (synthesis), G2 a M (mitosis). Za kazdou z téchto f4zi nasleduje
kontrolni uzel, ktery na zadkladé fyziologického stavu bunky rozhoduje, zda je bunika pfipravena
vstoupit do dal$i faze cyklu ¢i nikoliv. V kontrolnim uzlu G1/S ma svou ulohu i protein pRB. Pokud
buitka neni pfipravena na fazi syntézy, pRB indukuje zastaveni bunééného cyklu a buika mutze
vyckavat v tzv. GO fazi. Jestlize se stav buitky do né&jaké doby nezlepsi, dojde k apoptdze. Viry
pottebuji ke své replikaci bunéény synteticky aparat, proto je pro né¢ dilezité ovladnout bunécny

cyklus. Deregulaci bunééného cyklu ¢asto zpiisobuji praveé degradaci ¢i jinou manipulaci s pRB.

O tom, Ze papillomavirové onkoproteiny E5 a E6 inhibuji apoptdzu, jiz byla fe¢. Onkoprotein
E6 vsak zplisobuje i degradaci tumor supresorovych proteini obsahujicich tzv. PDZ doménu. PDZ
domény jsou soucasti mnoha proteind, skladaji se z 5 az 6 B-listil a ze 2 az 3 a-Sroubovic a interaguji s
C-konci cilovych proteind. Podileji se na signalizaci, transportu a komunikaci sousednich bunék,
ovliviiuji i bun&ny rust (Lee & Zheng, 2010). Gardiol et al. prokazali, ze E6 se vaze na hDIg protein,

homolog proteinu DIlg (discs large) z musky rodu Drosophila a indukuje jeho proteazomalni
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degradaci. Tento d¢j byl pozorovan pouze u proteinu E6 z HPV typu 16 a typu 18, které ¢asto navozuji
rakoviné bujeni. Interakce hDlg a E6 z tzv. ,low-risk” papillomaviri k degradaci hDIg nevedla
(Gradiol et al., 1999). Pozdé&ji Massimi et al. prokazali, ze E6 zpusobuje degradaci nejen hDlg, ale i
dalSich proteinti, napt. hScrib (Scribble), MUPP1, MAGI-1. Dale bylo prokazano, ze proteiny hDlg,
MUPP1 a MAGI-1 efektivné potlacuji bunénou transformaci. Z toho vyplyva, ze virus tyto proteiny
cili k degradaci v proteazomu, aby mohl deregulaci buné¢éného cyklu navodit podminky vhodné pro

svou vlastni replikaci (Massimi et al., 2004).

Dalsi HPV onkoprotein E7 dereguluje bunécny cyklus ptfimou interakci s pRB. V roce 1996
bylo zjisténo, ze se E7 onkoprotein viru HPV typu 16 vaze na hypofosforylovanou formu pRB a tim
umoznuje transkripénimu faktoru E2F konstitutivni aktivitu béhem celého bunééného cyklu. To vede
k progresi buné¢ného cyklu a k nekontrolovanému bunéénému déleni (Boyer et al., 1996). V roce
2007 byl poodhalen molekularni mechanismus degradace pRB v pfitomnosti E7 onkoproteinu. Bylo
zjisténo, Zze E7 se v buiice asociuje s enzymaticky aktivnim komplexem ubikvitin ligdzy obsahujicim
Cullin 2. Pfi odstranéni Cullinu 2 z komplexu doslo ke stabilizaci pRB v bunice, naopak pii ektopické
expresi Cullinu 2 a E7 byl pRB efektivné ubikvitinovan a degradovan v proteazomu (Huh et al.,
2007).

Nékolik riznych mechanismt deregulace bunééného cyklu mizeme nalézt i u viru HCMV.
Virovy protein pp71 se stejné jako vySe zminény HPV virovy onkoprotein E7 vaZze na
hypofosforylovany pRB a dalsi proteiny pRB rodiny - p107 a p130 a indukuje jejich proteazomalni
degradaci. Tak HCMV zptsobuje aktivaci buné¢ného cyklu v klidovych bunkach, ¢imz si zajisti
vhodné podminky pro vlastni replikaci (Kalejta et al., 2003). Dalsi virovy protein pUL21a interaguje s
APC komplexem (anaphase-promoting complex), coz je E3 ubikvitin-ligiza odpovédna za
ubikvitinaci a proteazomdalni degradaci mnoha regulacnich proteinii uplatfiujicich se v bunécném
cyklu. Virovy protein pUL21a se navazuje na APC a zpisobuje degradaci jeho dvou podjednotek,
APC4 a APCS. Degradace vede k rozvolnéni celého APC komplexu. V tomto d€ji hraje roli i virova
kindza pUL97, které fosforyluje koaktivator APC, protein Cdhl. Souhra obou proteint1 je nezbytna pro
rozvraceni funkce APC komplexu a omezeni jeho regulacnich zasahii do bunééného cyklu (Tran et al.,

2010; Fehr et al., 2012).

Virus hepatitidy B (HBV) z ¢eledi Hepadnaviridae ovliviluje bunéény cyklus expresi proteinu
HBx (X protein of hepatitis B virus). Tento protein interakcemi s regulatory buné¢ného cyklu ptispiva
ke vzniku hepatocelularniho karcinomu. Bylo prokazano, ze HBx interaguje s cyklin E/A - cdk
komplexem, stabilizuje ho a zpisobuje zvySenou aktivitu cyklin dependentni kinazy 2 (cdk2). Vznik
interakce HBx s cyklin E/A-cdk2 komplexem zavisi i na spolupraci se Src kindzami. Nadmérna
aktivita cdk2 pak vede k proteazomalni degradaci proteinu p27<" (inhibitoru cdk) a k progresi
bun&éného cyklu (Mukherji et al., 2007). Degradaci p27"" zptisobuje i KSHV virus prostfednictvim

interakce virem kodovaného homologu cyklinu a bunécné cyklin dependentni kinazy 6 (cdko6).
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Inhibitor cdk protein p27<"" je pomoci cdk6 fosforylovan blizko svého C-konce, &imz je destabilizovan

a nasledné dochazi k jeho degradaci v proteazomu (Ellis et al., 1999).

6. Uloha proteazomii v rozbalovani virioni a jejich transportu

Jako dikaz potiebnosti proteazomu pti vstupu viru KSHV do endotelovych bun¢k muize
slouzit experiment, ktery provedli Greene et al. v roce 2012. Ptidani proteazomalnich inhibitort
MG132 a epoxomycinu k virem infikovanym endotelovym buitkdim nemélo vliv na pfichyceni viru k
povrchu hostitelskych buné€k, ale vyrazné snizilo mnozstvi virovych partikuli v cytoplazmé a v jadre.
Dalsimi pokusy bylo prokazano, ze kvuli inhibici proteazomii nedochazelo k maturaci ¢asnych
endozomull s viriony a ty se tam hromadily. Zaroven nefunkénost proteazomi vedla k hromadéni
virovych partikuli na povrchu cytoplazmatické membrany a byl vyrazné omezen transport viriont do
jadra bunek. Dulezitou roli v téchto procesech hraje i ubikvitinace. Povrchovy integrinovy receptor 1,
na ktery se navazuji viriony KSHV, je internalizovan, pokud je ubikvitinovan. Jeho ubikvitinaci ma na
starosti E3 ubikvitin-ligaza c-Cbl, ktera je aktivovana Src kindzami. V experimentu bylo pozorovano,
ze az 70 % virovych partikuli bylo v cytoplazmé asociovano pravé s c-Cbl ubikvitin-ligazou. S
virovymi partikulemi jsou také asociovany dva proteiny - Epsin a Eps15, které napomahaji zabalovani
clathrinovych vackl kolem ubikvitinovanych virionl ¢i jejich receptorii a nasledné internalizaci.
Inhibice proteazom ma za nasledek hromadéni polyubikvitinovanych proteinti v cytoplazmé a
vyCerpani volného ubikvitinu. Integrin 1 a poptipadé viriony nemohou pak byt na povrchu bunck
ubikvitinovany a jejich internalizace je zastavena (Greene et al., 2012).

Dalsim herpesvirem vyuZivajicim proteazomy ke vstupu do buiiky a transportu v ni, je HSV.
Ve svém tegumentu nese tento virus ¢asny protein ICPO s E3 ubikvitin-ligdzovou aktivitou. Thned po
vstupu kapsidy do bunky interaguje ICPO s bunéénymi proteazomy a usnadiiuje vstup viru do buriky.
Vstup HSV do buniky je vicekrokovy dé& koncici vypusténim virové DNA do bunécéného jadra,
proteazomy ho ovliviluji ve fazi po vstupu kapsidy do cytoplazmy ale pted jejim transportem k jadru.
Virovym partikulim s ICPO v tegumentu nebylo umoznéno efektivné vstoupit do bunék, na které byly
aplikovany proteazomalni inhibitory. Viriony, které v tegumentu nenesly ICPO, nebyly inhibici
proteazomil ovlivnény a vstupovaly do buiiky na proteazomu nezavislym mechanismem. Zaroveii bylo
zjisténo, ze ICPO zastava po vstupu viru do buiiky funkci ve sméfovani viriont k jadru. Viriony s
mutovanym ICPO nebo viriony, které ICPO neobsahovaly, byly defektni ve sméfovani k jadru a jejich

rozmisténi v cytoplazmé bylo viceméné nahodné (Delboy et al., 2008; Delboy & Nicola, 2011).

Adenoviry si ve virionu nesou vnitini kapsidovy protein VI, ktery se ihned po pfichyceni viru
k hostitelské butice vystavi na povrch kapsidy. V proteinu VI mizeme nalézt tzv. PPxY motiv (prolin-
prolin-x-tyrozin) se kterym v cytoplazmé interaguje bunétna E3 ubikvitin-ligiza Nedd4. Ta pak
zpusobuje ubikvitinaci proteinu VI, coz vede k ¢astecnému rozvolnéni virové kapsidy a usnadnéni

transportu virionl po mikrotubulech k bunéénému jadru. Piestoze je pro tento d€j ubikvitinace ziejme
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nezbytna, v experimentu nebyla zkoumana role proteazomi. Objasnéni jejich tilohy v adenovirovém

vstupu a transportu by mohlo pfispét k vyvoji antivirové terapie (Wodrich et al., 2010).

Metodou RNAi uml¢ovani genti se podafilo objevit molekularni mechanismus rozbalovani
virionu poxviru VACV. Bylo zjisténo, ze viry vyuZzivaji ubikvitinaéné proteazomalni systém velmi
zajimavym a neotfelym zpusobem. Viriony vstupujici do hostitelské bunky maji totiz jiz
ubikvitinované obalové proteiny. Po vstupu do cytoplazmy jsou tyto proteiny proteazomalné
degradovany, ¢imz dojde k ¢astecnému rozvolnéni kapsidy. K iniciaci virové replikace je ale nutna

interakce virové DNA s Cullin 3 a Rbx1 obsahujici E3 ubikvitin-ligdizou (Mercer et al., 2012).

Mezi viry s jednovlaknovym DNA genomem vyuzivajici proteazomy pfi transportu v bunce
patii i parvovirus MVM (Minute virus of mice). V pokusu byly porovnavany dve rizné bunééné linie
infikované MVM a vzdy s ptfidanym proteazomalnim inhibitorem MG132 a bez inhibitoru. Cely
proces vstupu viru do bunék se v obou liniich shodoval, az do okamziku, kdy mélo dojit ke vstupu
virionii do jadra. V obou liniich s MG132 se viriony pouze hromadily v perinuklearnim prostoru a s
nerozvolnénou kapsidou nebyly schopné do jadra vstoupit. Naopak v buikdch s funkénimi
proteazomy DNA z virionll do jadra normalné vstupovala. Po odmyti MG132 se funkce proteazomu
obnovila, doslo k normalnimu rozvolnéni kapsid a ke vstupu virové DNA do jadra. Z toho vyplyva
nezbytnost proteazomu pii vstupu MVM do jadra, pfesto neni molekularni podstata jejich ptisobeni
objasnéna. V experimentu totiz bylo prokazano, ze virové kapsidy nejsou po celou dobu transportu ani

ubikvitinovany ani proteazomalné degradovany (Ros & Kempf, 2004).

Opacény efekt ma inhibice proteazomli na nepatogenni lidsky parvovirus AAV (Adeno-
associated virus). Bylo zjisténo, ze po vstupu do bunék se hromadi AAV v ¢asnych endozomech.
Rozbalovani viriont a jejich transport do jadra je vSak U€inngj$i v niz§im pH pozdnich endozomi az
lysozomt. Nez vSak ¢asny endozom s AAV stihne maturovat az do pozdniho endozomu, velké ¢ast
virionil je vypusténa do cytoplazmy a degradovana proteazomy. Inhibitor proteazomi MG132 vSak
umoznuje maturaci endozomti i s AAV viriony a ty jsou pak 50 - 70 krat rychleji, v z&vislosti na
bunééném typu, transportovany k bunéénému jadru. Tento efekt MG132 na rychlost transportu AAV
do jadra by mohl byt vyuzit pii vnaseni terapeutickych genti pomoci AAV-odvozenych vektord v

klinické praxi (Douar et al., 2001).

32



Zavér

Ubikvitina¢né-proteazomalni systém hraje pii virové infekci dalezitou roli. Z poznatkil o
DNA virech shrnutych v této praci vyplyva, ze bez funk¢nich proteazomil a ubikvitin-konjugacni
kaskady by n¢které procesy viibec nemohly prob&hnout. Pti tiniku DNA viri imunitnimu systému Se
proteazomy uplatiuji napf. pfi redukci MHC I na povrchu bunék infikovanych HCMV, Mysi
herpesvirus - 68 ¢i BHVI1 vyuzivaji proteazomy k degradaci TAP, ¢imz zamezuji prezentaci antigent
na MHC 1. Diky proteazomalni degradaci proteinti IRF3, IRF7 a STAT2 mohou naptiklad viry BHV1,
KSHYV a MCMYV uniknout interferonové odpovédi, degradace adaptorovych proteint TLR2 receptoru
zase prerusuje aktivaci zanétlivé odpovédi proti viru HSV-1. Virus HSV-1 také v boji s imunitnim

sytémem vyuZziva proteazomalni degradaci ke zpomaleni pohybu dendritickych bung¢k.

P#i replikaci DNA virt dochazi interakcemi s E3 ubikvitn-ligazami k proteazomalni degradaci
mnoha bunéénych proteint. Napiiklad proteiny PML, Sp100 a Daxx, které jsou soucasti ND10
jadernych domén a vykazuji antivirovou aktivitu, jsou degradovany diky interakci proteazomu
s herpesviry HSV-1 a HCMV. Proteazomalni degradace bunéénych onkoproteint Mdm2 a Mdm4 zase
podporuje expresi adenovirovych gend, inhibice proteazomut ¢i degradace nékterych komponent E3
ubikvitin-ligazového komplexu ma fatalni vliv na replikaci viru VACV. Z rostlinnych vird mtzeme
jmenovat napi. virus BSCTV, jehoz protein C2 zastavuje degradaci bunééné SAMDC1
dekarboxylazy, ¢imz mafi methylaci DNA i S ni spojené uml¢ovani virovych genti a napomaha vlastni

efektivni replikaci.

Viry také interaguji s ubikvitin-konjugac¢ni kaskadou bunéénych enzymut, modifikuji je, méni
jejich substratovou specifitu nebo do nich zakomponovavaji vlastni proteiny. Vysledkem je napf.
adenovirem zpusobena degradace DNA ligazy IV a proteinu p53 ¢i kontrola exportu mRNA,
polyomavirem SV40 zpiisobené snizeni rychlosti degradace cyklinu E. U viru HSV-1 tyto interakce
napomahaji ustaveni latentni infekce v neuronech, naopak pro EBV virus jsou interakce s ubikvitin-
ligazami dualezité pro reaktivaci viru z latence. Byly popsany i virem kodované ubikvitin-ligazy,
jejichz substraty pro ubikvitinaci zatim nebyly nalezeny, napt. u viru VACV. Interakce s ubikvitin-
lighzami byly objeveny i u nékterych rostlinnych DNA virli, jedna se napi. rizné viry z Celedi

Gemniviridae ¢i nanovirus FBNY'V.

Proteazomalni degradaci viry uplatiji i pti dalSich déjich, jako je napf. inhibice apoptdzy,
deregulace bunécného cyklu nebo vstup virion do bunék a jejich nasledny transport v butice. A¢koliv
je jiz popsano mnoho dé&ji, kdy se proteazomalni systém uplatiiuje pfi virové infekci, mnoho z nich
neni zcela objasnénych. Nad molekularnimi mechanismy nékterych jevi visi otazniky a trpélive
vyckavaji na své odhaleni. Studium téchto jevli by vyrazn€¢ pomohlo pochopit zivotni strategie virt,
coz by nasledné¢ bylo mozné vyuzit pfi navrhovani a aplikaci antivirové terapie nebo pii ochrané
zemédélskych plodin pied $kidci virového piivodu. Uloha proteazomii v Zivoté virtl je velmi zajimavé
a Siroké téma, které skytd mnoho neprobadanych zékouti a nezodpovézenych otazek.

33



Seznam pouzité literatury

Abele, R., and Tampé, R. (2004). The ABCs of Immunology: Structure and Function of TAP, the
Transporter Associated with Antigen Processing. Physiology 19, 216-224.

Alcaide-Loridan, C., and Jupin, I. (2012). Ubiquitin and Plant Viruses, Let’s Play Together! Plant
Physiol. 160, 72-82.

Amici, C. (2001). Activation of Ikappa B Kinase by Herpes Simplex Virus Type 1. A Novel Target
For Anti-Herpetic Therapy. Journal of Biological Chemistry 276, 28759-28766.

Aronson, M.N., Meyer, A.D., Gyorgyey, J., Katul, L., Vetten, H.J., Gronenborn, B., and
Timchenko, T. (2000). Clink, a Nanovirus-Encoded Protein, Binds both pRB and SKP1. Journal of
Virology 74, 2967-2972.

Baker, A., Rohleder, K.J., Hanakahi, L.A., and Ketner, G. (2007). Adenovirus E4 34k and E1b
55k Oncoproteins Target Host DNA Ligase IV for Proteasomal Degradation. Journal of Virology 81,
7034-7040.

Barel, M.T., Hassink, G.C., Voorden, S. van, and Wiertz, E.J.H.. (2006). Human cytomegalovirus-
encoded US2 and US11 target unassembled MHC class | heavy chains for degradation. Molecular
Immunology 43, 1258-1266.

Baumeister, W., Walz, J., Ziihl, F., and Seemiiller, E. (1998). The Proteasome: Paradigm of a Self-
Compartmentalizing Protease. Cell 92, 367-380.

Blanchette, P., Cheng, C.Y., Yan, Q., Ketner, G., Ornelles, D.A., Dobner, T., Conaway, R.C.,
Conaway, J.W., and Branton, P.E. (2004). Both BC-Box Motifs of Adenovirus Protein E4orf6 Are
Required To Efficiently Assemble an E3 Ligase Complex That Degrades p53. Mol. Cell. Biol. 24,
9619-9629.

Blanchette, P., Kindsmuller, K., Groitl, P., Dallaire, F., Speiseder, T., Branton, P.E., and
Dobner, T. (2008). Control of MRNA Export by Adenovirus E4orf6 and E1B55K Proteins during
Productive Infection Requires E4orf6 Ubiquitin Ligase Activity. Journal of Virology 82, 2642—-2651.

Boname, J.M., de Lima, B.D., Lehner, P.J., and Stevenson, P.G. (2004). Viral Degradation of the
MHC Class | Peptide Loading Complex. Immunity 20, 305-317.

Boyer, S.N., Wazer, D.E., and Band, V. (1996). E7 protein of human papilloma virus-16 induces
degradation of retinoblastoma protein through the ubiquitin-proteasome pathway. Cancer Res. 56,
4620-4624.

Cantrell, S.R., and Bresnahan, W.A. (2005). Interaction between the Human Cytomegalovirus
UL82 Gene Product (pp71) and hDaxx Regulates Immediate-Early Gene Expression and Viral
Replication. Journal of Virology 79, 7792—-7802.

Cella, M., Sallusto, F., and Lanzavecchia, A. (1997). Origin, maturation and antigen presenting
function of dendritic cells. Current Opinion in Immunology 9, 10-16.

Chee, A.V., Lopez, P., Pandolfi, P.P., and Roizman, B. (2003). Promyelocytic Leukemia Protein
Mediates Interferon-Based Anti-Herpes Simplex Virus 1 Effects. Journal of Virology 77, 7101-7105.

Corbin-Lickfett, K.A., and Bridge, E. (2003). Adenovirus E4-34kDa requires active proteasomes to
promote late gene expression. Virology 315, 234244,

Delboy, M.G., and Nicola, A.V. (2011). A Pre-Immediate-Early Role for Tegument ICPQ in the
Proteasome-Dependent Entry of Herpes Simplex Virus. J Virol 85, 5910-5918.

Delboy, M.G., Roller, D.G., and Nicola, A.V. (2008). Cellular Proteasome Activity Facilitates
Herpes Simplex Virus Entry at a Postpenetration Step. J. Virol. 82, 3381-3390.

Dellaire, G., and Bazett-Jones, D.P. (2004). PML nuclear bodies: dynamic sensors of DNA damage
and cellular stress. BioEssays 26, 963-977.

34



Ding, W., Zhang, L., Yan, Z., and Engelhardt, J.F. (2005). Intracellular trafficking of adeno-
associated viral vectors. Gene Ther. 12, 873-880.

Eini, O., Dogra, S., Selth, L.A,, Dry, 1.B., Randles, J.W., and Rezaian, M.A. (2009). Interaction
with a Host Ubiquitin-Conjugating Enzyme Is Required for the Pathogenicity of a Geminiviral DNA f
Satellite. Molecular Plant-Microbe Interactions 22, 737-746.

Ellis, M., Chew, Y.P., Fallis, L., Freddersdorf, S., Boshoff, C., Weiss, R.A., Lu, X., and
Mittnacht, S. (1999). Degradation of p27(Kip) cdk inhibitor triggered by Kaposi’s sarcoma virus
cyclin-cdk6é complex. EMBO J. 18, 644-653.

Eom, C.-Y., and Lehman, R.I. (2003). Replication-initiator protein (UL9) of the herpes simplex
virus 1 binds NFB42 and is degraded via the ubiquitin-proteasome pathway. Proceedings of the
National Academy of Sciences 100, 9803-9807.

Everett, R.D., Orr, A., and Preston, C.M. (1998). A viral activator of gene expression functions via
the ubiquitin—proteasome pathway. EMBO J 17, 7161-71609.

Fehr, A.R., Gualberto, N.C., Savaryn, J.P., Terhune, S.S., and Yu, D. (2012). Proteasome-
Dependent Disruption of the E3 Ubiquitin Ligase Anaphase-Promoting Complex by HCMV Protein
pUL21a. PLoS Pathog 8, €1002789.

Feng, P., Scott, C.W., Cho, N.-H., Nakamura, H., Chung, Y.-H., Monteiro, M.J., and Jung, J.U.
(2004). Kaposi’s Sarcoma-Associated Herpesvirus K7 Protein Targets a Ubiquitin-Like/Ubiquitin-
Associated Domain-Containing Protein To Promote Protein Degradation. Mol. Cell. Biol. 24, 3938—
3948.

Francoz, S., Froment, P., Bogaerts, S., De Clerq, S., Maetens, M., Doumont, G., Bellefroid, E.,
and Maring, J.-C. (2006). Mdm4 and Mdm2 cooperate to inhibit p53 activity in proliferating and
quiescent cells in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences 103, 3232-3237.

La Frazia, S., Amici, C., and Santoro, G. (2006). Antiviral activity of proteasome inhibitors in
herpes simplex virus-1 infection: role of nuclear factor-kappaB. Antiviral Therapy 995-1004.

Gardiol, D., Kiihne, C., Glaunsinger, B., Lee, S.S., Javier, R., and Banks, L. (1999). Oncogenic
human papillomavirus E6 proteins target the discs large tumour suppressor for proteasome-mediated
degradation. Oncogene 18, 5487-5496.

Green, M.C., Monser, K.P., and Clem, R.J. (2004). Ubiquitin protein ligase activity of the anti-
apoptotic baculovirus protein Op-1AP3. Virus Research 105, 89-96.

Greene, W., Zhang, W., He, M., Witt, C., Ye, F., and Gao, S.-J. (2012). The Ubiquitin/Proteasome
System Mediates Entry and Endosomal Trafficking of Kaposi’s Sarcoma-Associated Herpesvirus in
Endothelial Cells. PL0oS Pathog 8, €1002703.

Gu, H., and Roizman, B. (2003). The degradation of promyelocytic leukemia and Sp100 proteins by
herpes simplex virus 1 is mediated by the ubiquitin-conjugating enzyme UbcH5a. Proceedings of the
National Academy of Sciences 100, 8963-8968.

Hammer, D., Wild, J., Ludwig, C., Asbach, B., Notka, F., and Wagner, R. (2008). Fusion of
Epstein-Barr Virus Nuclear Antigen-1-Derived Glycine—Alanine Repeat to Trans-Dominant HIV-1
Gag Increases Inhibitory Activities and Survival of Transduced Cells In Vivo. Human Gene Therapy
19, 622-634.

Harada, J.N., Shevchenko, A., Shevchenko, A., Pallas, D.C., and Berk, A.J. (2002). Analysis of
the Adenovirus E1B-55K-Anchored Proteome Reveals Its Link to Ubiquitination Machinery. Journal
of Virology 76, 9194-9206.

Haupt, Y., Maya, R., Kazaz, A., and Oren, M. (1997). Mdm2 promotes the rapid degradation of
p53. Nature 387, 296-299.

Hawley-Nelson, P., Vousden, K.H., Hubbert, N.L., Lowy, D.R., and Schiller, J.T. (1989). HPV16
E6 and E7 proteins cooperate to immortalize human foreskin keratinocytes. EMBO J 8, 3905-3910.

35



Hoiejsi, V., a Bartaikova, J. (2009). MHC glykoproteiny - prezentace peptidovych fragmenti. In
Zaklady imunologie, (Praha: Triton), pp. 72—80.

Huang, J., Huang, Q., Xiulan, Z., Shen, M.M., Yen, A, Yu, S.X,, Dong, G.Q., Qu, K., Hunag, P.,
Anderson, E.M,, et al. (2004). The Poxvirus p28 Virulence Factor Is an E3 Ubiquitin Ligase. Journal
of Biological Chemistry 279, 54110-54116.

Huh, K., Zhou, X., Hayakawa, H., Cho, J.-Y., Libermann, T.A., Jin, J., Wade Harper, J., and
Munger, K. (2007). Human Papillomavirus Type 16 E7 Oncoprotein Associates with the Cullin 2
Ubiquitin Ligase Complex, Which Contributes to Degradation of the Retinoblastoma Tumor
Suppressor. J Virol 81, 9737-9747.

Hwang, J., and Kalejta, R.F. (2007). Proteasome-dependent, ubiquitin-independent degradation of
Daxx by the viral pp71 protein in human cytomegalovirus-infected cells. Virology 367, 334-338.

Imai, N., Matsuda, N., Tanaka, K., Nakano, A., Matsumoto, S., and Kang, W. (2003). Ubiquitin
Ligase Activities of Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus RING Finger Proteins. Journal of Virology
77, 923-930.

Isobe, T., Hattori, T., Kitagawa, K., Uchida, C., Kotake, Y., Kosugi, I., Oda, T., and Kitagawa,
M. (2009). Adenovirus E1A Inhibits SCFFbw7 Ubiquitin Ligase. Journal of Biological Chemistry
284, 27766-27779.

Jariel-Encontre, 1., Pariat, M., Martin, F., Carillo, S., Salvat, C., and Piechaczyk, M. (1995).
Ubiquitinylation is not an absolute requirement for degradation of c- Jun protein by the 26 S
proteasome. J. Biol. Chem. 270, 11623-11627.

Jha, S., Vande Pol, S., Banerjee, N.S., Dutta, A.B., Chow, L.T., and Dutta, A. (2010).
Destabilization of TIP60 by human papillomavirus E6 results in attenuation of TIP60-dependent
transcriptional regulation and apoptotic pathway. Mol. Cell 38, 700-711.

Kalejta, R.F., Bechtel, J.T., and Shenk, T. (2003). Human Cytomegalovirus pp71 Stimulates Cell
Cycle Progression by Inducing the Proteasome-Dependent Degradation of the Retinoblastoma Family
of Tumor Suppressors. Mol Cell Biol 23, 1885-1895.

Kaspari, M., Tavalai, N., Stamminger, T., Zimmermann, A., Schilf, R., and Bogner, E. (2008).
Proteasome inhibitor MG132 blocks viral DNA replication and assembly of human cytomegalovirus.
FEBS Letters 582, 666—672.

Kelly, C., Van Driel, R., and Wilkinson, G.W.G. (1995). Disruption of PML-associated nuclear
bodies during human cytomegalovirus infection. Journal of General Virology 76, 2887-2893.

Kikkert, M., Hassink, G., Barel, M., Hirsch, C., van der Wal, F.J., and Wiertz, E. (2001).
Ubiquitination is essential for human cytomegalovirus US11-mediated dislocation of MHC class |
molecules from the endoplasmic reticulum to the cytosol. Biochem J 358, 369-377.

Kloetzel, P.-M. (2001). Antigen processing by the proteasome. Nat Rev Mol Cell Biol 2, 179-188.

Koppers-Lalic, D., Reits, E.A.J., Ressing, M.E., Lipinska, A.D., Abele, R., Koch, J., Rezende,
M.M., Admiraal, P., Leeuwen, D. van, Bienkowska-Szewczyk, K., et al. (2005). Varicelloviruses
avoid T cell recognition by UL49.5-mediated inactivation of the transporter associated with antigen
processing. PNAS 102, 5144-5149.

Kurepa, J., and Smalle, J.A. (2008). Structure, function and regulation of plant proteasomes.
Biochimie 90, 324-335.

Ladelfa, M.F., Kotsias, F., Del Médico Zajac, M.P., Van den Broeke, C., Favoreel, H., Romera,
S.A., and Calamante, G. (2011). Effect of the US3 protein of bovine herpesvirus 5 on the actin
cytoskeleton and apoptosis. Vet. Microbiol. 153, 361-366.

Lai, J., Chen, H., Teng, K., Zhao, Q., Zhang, Z., Li, Y., Liang, L., Xia, R., Wu, Y., Guo, H., et al.
(2009). RKP, a RING finger E3 ligase induced by BSCTV C4 protein, affects geminivirus infection by
regulation of the plant cell cycle. The Plant Journal 57, 905-917.

36



Lee, H.-J., and Zheng, J.J. (2010). PDZ domains and their binding partners: structure, specificity,
and modification. Cell Communication and Signaling 8, 8.

Lee, H.-R., Toth, Z., Shin, Y.C., Lee, J.-S., Chang, H., Gu, W., Oh, T.-K., Kim, M.H., and Jung,
J.U. (2009). Kaposi’s Sarcoma-Associated Herpesvirus Viral Interferon Regulatory Factor 4 Targets
MDMZ2 To Deregulate the p53 Tumor Suppressor Pathway. J. Virol. 83, 6739-6747.

Lee, S.-O., Hwang, S., Park, J., Park, B., Jin, B.-S,, Lee, S., Kim, E., Cho, S., Kim, Y., Cho, K., et
al. (2005). Functional dissection of HCMV US11 in mediating the degradation of MHC class |
molecules. Biochemical and Biophysical Research Communications 330, 1262-1267.

Levitskaya, J., Sharipo, A., Leonchiks, A., Ciechanover, A., and Masucci, M.G. (1997). Inhibition
of ubiquitin/proteasome-dependent protein degradation by the Gly-Ala repeat domain of the Epstein—
Barr virus nuclear antigen 1. PNAS 94, 12616-12621.

Van Lint, A.L., Murawski, M.R., Goodbody, R.E., Severa, M., Fitzgerald, K.A., Finberg, R.W.,
Knipe, D.M., and Kurt-Jones, E.A. (2010). Herpes Simplex Virus Immediate-Early ICPO Protein
Inhibits Toll-Like Receptor 2-Dependent Inflammatory Responses and NF- B Signaling. Journal of
Virology 84, 10802-10811.

Lozano-Duran, R., and Bejarano, E.R. (2011). Geminivirus C2 protein might be the key player for
geminiviral co-option of SCF-mediated ubiquitination. Plant Signaling & Behavior 6, 999-1001.

Lozano-Duran, R., Rosas-Diaz, T., Gusmaroli, G., Luna, A.P., Taconnat, L., Deng, X.W., and
Bejarano, E.R. (2011). Geminiviruses Subvert Ubiquitination by Altering CSN-Mediated
Derubylation of SCF E3 Ligase Complexes and Inhibit Jasmonate Signaling in Arabidopsis thaliana.
The Plant Cell 23, 1014-1032.

Lybarger, L., Wang, X., Harris, M.R., Virgin, H.W., and Hansen, T.H. (2003). Virus Subversion
of the MHC Class | Peptide-Loading Complex. Immunity 18, 121-130.

Massimi, P., Gammoh, N., Thomas, M., and Banks, L. (2004). HPV EG6 specifically targets
different cellular pools of its PDZ domain-containing tumour suppressor substrates for proteasome-
mediated degradation. Oncogene 23, 8033-8039.

Maul, G.G., Guldner, H.H., and Spivack, J.G. (1993). Modification of discrete nuclear domains
induced by herpes simplex virus type 1 immediate early gene 1 product (ICP0). Journal of General
Virology 74, 2679-2690.

Mercer, J., Snijder, B., Sacher, R., Burkard, C., Bleck, C.K.E., Stahlberg, H., Pelkmans, L., and
Helenius, A. (2012). RNAI Screening Reveals Proteasome- and Cullin3-Dependent Stages in Vaccinia
Virus Infection. Cell Reports 2, 1036-1047.

Miller, D.M., Rahill, B.M., Boss, J.M., Lairmore, M.D., Durbin, J.E., Waldman, J.W., and
Sedmak, D.D. (1998). Human Cytomegalovirus Inhibits Major Histocompatibility Complex Class Il
Expression By Disruption of the Jak/Stat Pathway. J Exp Med 187, 675-683.

Mossman, K.L., Saffran, H.A., and Smiley, J.R. (2000). Herpes Simplex Virus ICP0O Mutants Are
Hypersensitive to Interferon. J. Virol. 74, 2052—-2056.

Mukherji, A., Janbandhu, V.C., and Kumar, V. (2007). HBx-dependent cell cycle deregulation
involves interaction with cyclin E/A-cdk2 complex and destabilization of p27Kipl. Biochem. J. 401,
247-256.

Nagel, C.-H., Albrecht, N., Milovic-Holm, K., Mariyanna, L., Keyser, B., Abel, B., Weseloh, B.,
Hofmann, T.G., Eibl, M.M., and Hauber, J. (2011). Herpes Simplex Virus Immediate-Early Protein
ICPO Is Targeted by SIAH-1 for Proteasomal Degradation. Journal of Virology 85, 7644—7657.

Negorev, D., and Maul, G.G. (2001). Cellular proteins localized at and interacting within ND10/PML
nuclear bodies/PODs suggest functions of a nuclear depot. Oncogene 20, 7234-7242.

37



Negorev, D.G., Vladimirova, O.V., Ivanov, A., Rauscher, F., and Maul, G.G. (2006). Differential
Role of Sp100 Isoforms in Interferon-Mediated Repression of Herpes Simplex Virus Type 1
Immediate-Early Protein Expression. Journal of Virology 80, 8019-8029.

Oh, J.-M., Kim, S.-H., Cho, E.-A,, Song, Y.-S., Kim, W.-H., and Juhnn, Y.-S. (2010). Human
papillomavirus type 16 E5 protein inhibits hydrogen-peroxide-induced apoptosis by stimulating
ubiquitin-proteasome-mediated degradation of Bax in human cervical cancer cells. Carcinogenesis 31,
402-410.

Pilder, S., Moore, M., Logan, J., and Shenk, T. (1986). The adenovirus E1B-55K transforming
polypeptide modulates transport or cytoplasmic stabilization of viral and host cell mRNAs. Mol. Cell.
Biol. 6, 470-476.

Pollard, T.D. (2008). Degradation of celluar components. In Cell Biology, (Philadelphia:
Saunders/Elsevier), pp. 409-427.

Prosch, S., Priemer, C., Hoflich, C., Liebenthal, C., Babel, N., Kriiger, D.H., and Volk, H.-D.
(2003) Proteasome inhibitors: a novel tool to suppress human cytomegalovirus replication and virus-
induced immune modulation. Antiviral Therapy 8, 555-567.

Querido, E., Blanchette, P., Yan, Q., Kamura, T., Morrison, M., Boivin, D., Kaelin, W.G.,
Conaway, R.C., Conaway, J.W., and Branton, P.E. (2001). Degradation of p53 by adenovirus
E4orf6 and E1B55K proteins occurs via a novel mechanism involving a Cullin-containing complex.
Genes Dev. 15, 3104-3117.

Ros, C., and Kempf, C. (2004). The ubiquitin—proteasome machinery is essential for nuclear
translocation of incoming minute virus of mice. Virology 324, 350-360.

Saffert, R.T., and Kalejta, R.F. (2006). Inactivating a Cellular Intrinsic Immune Defense Mediated
by Daxx Is the Mechanism through Which the Human Cytomegalovirus pp71 Protein Stimulates Viral
Immediate-Early Gene Expression. Journal of Virology 80, 3863-3871.

Saira, K., Zhou, Y., and Jones, C. (2007). The Infected Cell Protein 0 Encoded by Bovine
Herpesvirus 1 (bICPO0) Induces Degradation of Interferon Response Factor 3 and, Consequently,
Inhibits Beta Interferon Promoter Activity. Journal of Virology 81, 3077-3086.

Saridakis, V., Sheng, Y., Sarkari, F., Holowaty, M.N., Shire, K., Nguyen, T., Zhang, R.G., Liao,
J., Lee, W., Edwards, A.M,, et al. (2005). Structure of the p53 binding domain of HAUSP/USP7
bound to Epstein-Barr nuclear antigen 1 implications for EBV-mediated immortalization. Mol. Cell
18, 25-36.

Sarkari, F., Sanchez-Alcaraz, T., Wang, S., Holowaty, M.N., Sheng, Y., and Frappier, L. (2009).
EBNAL1-Mediated Recruitment of a Histone H2B Deubiquitylating Complex to the Epstein-Barr Virus
Latent Origin of DNA Replication. PLoS Pathogens 5, e1000624.

Satheshkumar, P.S., Anton, L.C., Sanz, P., and Moss, B. (2009). Inhibition of the Ubiquitin-
Proteasome System Prevents Vaccinia Virus DNA Replication and Expression of Intermediate and
Late Genes. Journal of Virology 83, 2469-2479.

Shamu, C.E., Flierman, D., Ploegh, H.L., Rapoport, T.A., and Chau, V. (2001). Polyubiquitination
Is Required for US11-dependent Movement of MHC Class | Heavy Chain from Endoplasmic
Reticulum into Cytosol. Mol. Biol. Cell 12, 2546-2555.

Shin, Y.C., Nakamura, H., Liang, X., Feng, P., Chang, H., Kowalik, T.F., and Jung, J.U. (2006).
Inhibition of the ATM/p53 Signal Transduction Pathway by Kaposi’s Sarcoma-Associated
Herpesvirus Interferon Regulatory Factor 1. J. Virol. 80, 2257-2266.

Smalle, J., and Vierstra, R.D. (2004). The Ubiquitin 26S Proteasome Proteolytic. Annual Review of
Plant Biology 55, 555-590.

Takahashi, Y., Lallemand-Breitenbach, V., Zhu, J., and de Thé, H. (2004). PML nuclear bodies
and apoptosis. Oncogene 23, 2819-2824.

38



Tavalai, N., and Stamminger, T. (2009). Interplay between Herpesvirus Infection and Host Defense
by PML Nuclear Bodies. Viruses 1, 1240-1264.

Teale, A., Campbell, S., Van Buuren, N., Magee, W.C., Watmough, K., Couturier, B., Shipclark,
R., and Barry, M. (2008). Orthopoxviruses Require a Functional Ubiquitin-Proteasome System for
Productive Replication. Journal of Virology 83, 2099-2108.

Theodoridis, A.A., Eich, C., Figdor, C.G., and Steinkasserer, A. (2011). Infection of dendritic cells
with herpes simplex virus type 1 induces rapid degradation of CYTIP, thereby modulating adhesion
and migration. Blood 118, 107-115.

Tran, K., Mahr, J.A., and Spector, D.H. (2009). Proteasome Subunits Relocalize during Human
Cytomegalovirus Infection, and Proteasome Activity Is Necessary for Efficient Viral Gene
Transcription. Journal of Virology 84, 3079-3093.

Tran, K., Kamil, J.P., Coen, D.M., and Spector, D.H. (2010). Inactivation and Disassembly of the
Anaphase-Promoting Complex during Human Cytomegalovirus Infection Is Associated with
Degradation of the APC5 and APC4 Subunits and Does Not Require UL97-Mediated Phosphorylation
of Cdhl. J Virol 84, 10832-10843.

Welcker, M., and Clurman, B.E. (2004). The SV40 Large T Antigen Contains a Decoy
Phosphodegron That Mediates Its Interactions with Fbw7/hCdc4. Journal of Biological Chemistry
280, 7654-7658.

Wodrich, H., Henaff, D., Jammart, B., Segura-Morales, C., Seelmeir, S., Coux, O., Ruzsics, Z.,
Wiethoff, C.M., and Kremer, E.J. (2010). A Capsid-Encoded PPxY-Motif Facilitates Adenovirus
Entry. PLoS Pathog 6, e1000808.

Yang, H., Zheng, Z., Zhao, L., Li, Q., and Liao, D. (2012). Downregulation of Mdm2 and Mdm4
enhances viral gene expression during adenovirus infection. Cell Cycle 11, 582-593.

Yewdell, J.W., Reits, E., and Neefjes, J. (2003). Making sense of mass destruction: quantitating
MHC class | antigen presentation. Nature Reviews Immunology 3, 952-961.

Yu, Y., Wang, S.E., and Hayward, G.S. (2005). The KSHV Immediate-Early Transcription Factor
RTA Encodes Ubiquitin E3 Ligase Activity that Targets IRF7 for Proteosome-Mediated Degradation.
Immunity 22, 59-70.

Zhang, Z., Chen, H., Huang, X., Xia, R., Zhao, Q., Lai, J., Teng, K., Li, Y., Liang, L., Du, Q., et
al. (2011). BSCTV C2 Attenuates the Degradation of SAMDCL1 to Suppress DNA Methylation-
Mediated Gene Silencing in Arabidopsis. The Plant Cell 23, 273-288.

Zhong, S., Salomoni, P., and Pandolfi, P.P. (2000). The transcriptional role of PML and the nuclear
body. Nat Cell Biol 2, E85-E90.

Zimmermann, A., Trilling, M., Wagner, M., Wilborn, M., Bubic, 1., Jonjic, S., Koszinowski, U.,
and Hengel, H. (2005). A cytomegaloviral protein reveals a dual role for STATZ2 in IFN-y signaling
and antiviral responses. J Exp Med 201, 1543-1553.

39



