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Abstrakt  

Komplex Smc5/6 je eukaryotický proteinový komplex, který se spolu s kohezinem 

Smc1/3 a kondenzinem Smc2/4 podílí na zajištění stability genomu. K tomu přispívá svou 

účastí při organizaci a udržování chromozomových struktur a také při odpovědi na poškození 

DNA. Mimo to bylo zjištěno, že komplex Smc5/6 hraje významnou roli při virové infekci. Tato 

práce se zaměřuje na mechanismy interakce komplexu Smc5/6 s virovými DNA genomy, DNA 

intermediárními genomy a virovými proteiny. V případě HBV z čeledi Hepadnaviridae působí 

Smc5/6 jako restrikční faktor. Stejně je tomu tak u HSV-1 z čeledi Herpesviridae, virů z čeledi 

Papillomaviridae a HIV-1 z čeledi Retroviridae. Také byla objevena interakce komplexu 

Smc5/6 s JC virem z čeledi Polyomaviridae. Význam této interakce však zůstává nepochopen. 

Některé z výše zmíněných virů dokážou této restrikci zabránit. Konkrétně HBV protein HBx 

zprostředkovává proteazomální degradaci komplexu Smc5/6 či HIV-1 protein Vpr indukuje 

degradaci proteinu SLF2, který je zodpovědný za lokalizaci komplexu Smc5/6 na DNA 

intermediární genom HIV-1.  

Klíčová slova: komplex Smc5/6, oprava DNA, ATPáza, sumoylace, DNA viry, viry 

s DNA intermediárním genomem, inhibice, restrikční faktor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

The Smc5/6 complex is an eukaryotic protein complex that, together with Smc1/3 

cohesin and Smc2/4 condensin, is involved in ensuring genome stability. It contributes to this 

by participating in the organization and maintenance of chromosomal structures as well as  

in the response to DNA damage. In addition, the Smc5/6 complex has been shown to play  

an important role in viral infection. This thesis focuses on the mechanisms of interaction  

of the Smc5/6 complex with viral DNA genomes, DNA intermediate genomes and viral 

proteins. In the case of HBV of the Hepadnaviridae family, Smc5/6 acts as  

a restriction factor. The same is true for HSV-1 of the Herpesviridae family, viruses of the 

Papillomaviridae family and HIV-1 of the Retroviridae family. An interaction of the Smc5/6 

complex with the JC virus of the Polyomaviridae family has also been discovered. 

Nevertheless, the meaning of this interaction remains elusive. Some of the above-mentioned 

viruses can prevent this restriction. In detail, HBx protein of HBV mediates proteasomal 

degradation of the Smc5/6 complex or Vpr protein of HIV-1 induces degradation of the SLF2 

protein, which is responsible for the Smc5/6 localization on HIV-1 DNA intermediate genomes. 

Keywords: Smc5/6 complex, DNA repair, ATPase, sumoylation, DNA viruses, viruses 

with a DNA intermediate genome, inhibition, restriction factor 
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1 Úvod 

Proteiny strukturní údržby chromozomů (SMC; structural maintenance of chromosomes) 

se nachází u bakterií, archea i u eukaryot, tedy u všech žijících organismů napříč prokaryotickou 

a eukaryotickou linií. Jedná se o vysoce konzervovanou proteinovou rodinu. U eukaryot bylo 

identifikováno celkem šest různých SMC proteinů – SMC1 až SMC6. Tyto proteiny spolu 

s dalšími „non-SMC“ proteinovými podjednotkami tvoří heterodimerní SMC komplexy, 

kterými jsou kohezin Smc1/3, kondenzin Smc2/4 a zde studovaný komplex Smc5/6 (shrnuto  

v Hirano, 2002). První zmínky o komplexu Smc5/6 pochází přibližně z přelomu 20. a 21. století 

(Fousteri and Lehmann, 2000; Lehmann et al., 1995), kdy se již vědělo o existenci dalších dvou 

eukaryotických SMC komplexů, kohezinu a kondenzinu. Komplex Smc5/6 je nejméně 

pochopeným, ale rozhodně nejsofistikovanějším SMC komplexem. 

Funkce komplexu Smc5/6 sestávajícího z osmi proteinových podjednotek jsou spojovány 

především s opravou DNA poškození, genomovou integritou a segregací chromozomů během 

mitózy. Řada funkcí komplexu Smc5/6 je závislá na jeho enzymatických aktivitách, kterými 

jsou sumoylace, ubikvitinace a hlavně ATPázová aktivita (shrnuto v Solé-Soler  

and Torres-Rosell, 2020). Nicméně stále jsou zde mezery v pochopení molekulárních 

mechanismů fungování tohoto komplexu s ohledem na jeho vysoce důmyslnou strukturu. Právě 

otázce struktury a funkcí komplexu Smc5/6 se bude věnovat první část této bakalářské práce. 

Studie eukaryotického komplexu Smc5/6 byly většinou prováděny u kvasinkových 

modelových organismů, konkrétně u Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)  

a Schizosaccharomyces pombe (S. pombe). Některé studie jsou pak cíleny na savčí organismy, 

většinou na člověka. V této práci bude vždy uvedeno, kterého organismu se popisovaná věc 

týká. V řadě případů bude práce porovnávat strukturu a jednotlivé funkce komplexu Smc5/6 

hlavně mezi výše zmíněnými organismy.  

V současné době se ke komplexu Smc5/6 upírá velká pozornost, jelikož bylo nedávno 

zjištěno, že by mohl hrát významnou roli v životním cyklu HBV (hepatitis B virus) z čeledi 

Hepadnaviridae. Interakce HBV s komplexem Smc5/6 vede k umlčení virového genomu, což 

naznačuje zcela novou funkci eukaryotického komplexu Smc5/6 jako restrikčního faktoru 

(Decorsière et al., 2016; Murphy et al., 2016). Otázkou je, zda existuje podobný mechanismus 

i pro jiné DNA viry. Již byl započat výzkum definující možné role komplexu Smc5/6 u virů 

čeledi Papillomaviridae a Herpesviridae. Na samém prvopočátku je pak výzkum zkoumající 

interakce komplexu Smc5/6 s viry z čeledi Polyomaviridae. Druhá část této bakalářské práce 

se tak bude zabývat rolí komplexu Smc5/6 v životním cyklu HBV, HSV-1 (herpes simplex 
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virus type 1), virů z čeledi Papillomaviridae a JCPyV (JC polyomavirus). Jedná se o všechny 

DNA viry, u kterých byla prozatím definována interakce s komplexem Smc5/6. Velmi 

aktuálním zjištěním je zapojení komplexu Smc5/6 do replikačního cyklu HIV-1 (human 

immunodeficiency virus type 1) z čeledi Retroviridae. HIV-1 je zde zmíněn i přesto, že se jedná 

o RNA virus. V rámci svého replikačního cyklu totiž využívá procesu reverzní transkripce  

a jak bude ukázáno, tak komplex Smc5/6 interaguje právě s DNA formou tohoto viru.  

Cílem této bakalářské práce je: 

• Popsat strukturu komplexu Smc5/6 a představit jeho základní funkce 

v eukaryotické buňce.  

• Shrnout dosud známé poznatky týkající se možných rolí komplexu Smc5/6  

při infekci DNA viry nebo při infekci viry s DNA intermediárním genomem.  
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2 Komplex Smc5/6 – člen SMC rodiny proteinových komplexů 

Stejně jako kohezin Smc1/3 a kondenzin Smc2/4 je i Smc5/6 jedním ze tří SMC komplexů 

nacházejících se u eukaryot. Všechny tyto tři komplexy jsou v buňce zapojeny do procesů, 

jejichž hlavním cílem je udržení stability genomu během buněčného cyklu. Kohezin drží 

pohromadě dvě sesterské chromatidy, kondenzin je důležitý pro kondenzaci chromozomů 

v mitóze a komplex Smc5/6 se podílí na opravě DNA, replikaci a chromozomové segregaci,  

a to jak v mitotických, tak v meiotických buňkách. Mimo to jsou známy i další funkce těchto 

SMC komplexů (shrnuto v Aragón, 2018). V této kapitole bude popsána obecná struktura SMC 

proteinu a následně se práce již zaměří na komplex Smc5/6. Bude popsána jeho architektura  

a přiblíženy základní funkce. 

2.1 Základní struktura SMC proteinu 

Pro eukaryotické komplexy kohezin, kondenzin i komplex Smc5/6 je typické, že sdílí 

charakteristickou strukturu SMC proteinové rodiny (Obr. 1). SMC proteinová rodina byla 

poprvé definována při popisu Smc1 u S. cerevisiae (Strunnikov et al., 1993) a následně i  

u obratlovců (Saitoh et al., 1994). Konzervovaná struktura SMC proteinu o velikosti 115 až  

165 kDa je rozdělena na pět částí – pantová doména (hinge domain), dvě dlouhá ramena tvořena 

α-helixy a na koncích se nacházející N- a C-koncové domény obsahující Walker A a B motiv 

(Strunnikov et al., 1993; Saitoh et al., 1994). Walkerovy motivy byly poprvé popsány ve studii 

(Walker et al., 1982). Walker A motiv se vyznačuje sekvencí GXXGXGKS/T (kde X značí 

jakoukoliv aminokyselinu). Walker B motiv obsahuje sekvenci hhhhD (kde h značí hydrofóbní 

aa). Tyto motivy se podílí na vazbě nukleotidů a jsou typické například pro ABC (ATP-binding 

cassette) rodinu ATPáz (shrnuto v Schneider and Hunke, 1998). Pantová doména SMC proteinu 

je flexibilní a dochází v ní k ohybu, díky čemuž se N- a C-koncové domény přikládají k sobě 

za vzniku hlavové domény (head domain). Hlavová doména pak má funkci ATPázy s DNA 

vazebnou aktivitou. Dva α-helixy se k sobě přikládají antiparalelně a tvoří intramolekulární 

oblast svinuté cívky (coiled coil domain). SMC proteiny dimerizují prostřednictvím svých 

pantových domén (Haering et al., 2002; Löwe et al., 2001; Melby et al., 1998). Hlavové domény 

dvou SMC proteinů propojuje kleisinová podjednotka za vzniku kruhově uzavřených SMC 

komplexů (Haering et al., 2002; Schleiffer et al., 2003). 



4 
 

Obrázek 1: Struktura SMC proteinu. SMC protein je sklopen ve své centrální pantové doméně. To 

umožňuje, aby se Walkerovy motivy v N- a C-koncové doméně přiložily k sobě a vytvořily ATPázu, 

která je připojena k pantové doméně prostřednictvím dlouhé „coiled coil“ oblasti. Inspirováno (Kegel 

and Sjögren, 2010). 

2.2 Struktura a biochemické aktivity komplexu Smc5/6  

Komplex Smc5/6 se skládá celkem z osmi proteinových podjednotek, kterými jsou 

proteiny Smc5, Smc6 a šest „non-SMC“ podjednotek (NSE; non-structural maintenance  

of chromosomes (SMC) elements). Mezi NSE podjednotky patří Nse1, Nse2/Mms21, Nse3, 

Nse4, Nse5 a Nse6 (shrnuto v Aragón, 2018). Sofistikovaná struktura komplexu Smc5/6 je 

zásadní pro jeho fungování, přičemž několik studií prokázalo, že mutace v jednom z proteinů 

tohoto komplexu vedou k několika chorobám (Crabben et al., 2016; Payne et al., 2014). Mutace 

v některé z podjednotek komplexu Smc5/6 také činí buňky hypersenzitivní k činidlům, která 

poškozují DNA. Mezi takováto činidla patří UV záření, ionizující záření, hydroxymočovina 

nebo methylmethansulfonát (Fujioka et al., 2002; Morikawa et al., 2004; Pebernard et al., 2004; 

Verkade et al., 1999). 

Jelikož prvotní základ v objevu komplexu Smc5/6 je u kvasinky S. pombe (Fousteri  

and Lehmann, 2000; Lehmann et al., 1995), bude na tomto organismu ukázáno, jak spolu 

jednotlivé proteinové podjednotky interagují. Na základě několika studií u S. pombe může být 

komplex Smc5/6 rozdělen do tří dílčích subkomplexů, kterými jsou Smc5-Smc6-Nse2/Mms21,  

Nse1-Nse3-Nse4 (Sergeant et al., 2005) a později objevený heterodimer Nse5-Nse6 (Pebernard 

et al., 2006). Na Obr. 2 je zobrazen komplex Smc5/6 zde popisovanýh organismů – kvasinek  

S. pombe a S. cerevisiae a lidský komplex Smc5/6. 
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Obrázek 2: Celkové schéma komplexu Smc5/6. (A) Saccharomyces cerevisiae.  

(B) Schizosaccharomyces pombe. (C) lidský komplex Smc5/6. Převzato a upraveno z (Adamus et al., 

2020; Verver et al., 2016). 

2.2.1 Smc5-Smc6-Nse2/Mms21 subkomplex 

Právě Smc5 a Smc6 jsou proteiny s charakteristickou strukturou SMC proteinové rodiny 

(Fousteri and Lehmann, 2000; Lehmann et al., 1995), která již byla popsána výše. Bylo 

prokázáno, že Smc5 a Smc6 spolu interagují a jsou si heterodimerními partnery (Fousteri  

and Lehmann, 2000). Tato vazba je zprostředkována jejich pantovými doménami (Sergeant  

et al., 2005), což odpovídá typickému chování SMC proteinů. 

Nse2/Mms21 vykazuje podobnost s doménou Miz1/Siz1/PIAS/ARIP3 nalezenou 

v SUMO E3 ligázách (McDonald et al., 2003). V jeho C-koncové doméně se nachází  

SP-RING (Siz/PIAS really interesting new gene) doména, která je zodpovědná za SUMO E3 

ligázovou aktivitu Nse2/Mms21 (Andrews et al., 2005). Sumoylace je posttranslační 

modifikace, která vede ke konjugaci malých modifikátorů podobných ubikvitinu (SUMO; small 

ubiquitin-like modifier) na cílové proteiny. Sumoylace hraje roli při aktivaci proteinů. 

Nse2/Mms21 jako SUMO E3 ligáza sumoyluje sebe sama a několik dalších cílových proteinů, 

mezi které patří i podjednotky komplexu Smc5/6, především v reakci na poškození DNA  

a v rámci procesu opravy DNA (Andrews et al., 2005). Příklady těchto cílových proteinů jsou 

Nse3 a Smc6 u S. pombe (Andrews et al., 2005) a Smc5 a opravný protein Yku70 u S. cerevisiae 

(Zhao and Blobel, 2005). V lidských buňkách jsou cílovými proteiny Nse2/Mms21 SUMO E3 

ligázy například Smc5, Smc6, opravný protein TRAX, kohezinové podjednotky Scc1 a SA2  
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a podjednotky shelterinového komplexu TRF1, TRF2, RAP1 a TIN2 (Potts and Yu, 2005, 2007; 

Potts et al., 2006; Taylor et al., 2008). U S. pombe se protein Nse2/Mms21 prostřednictvím své 

N-koncové domény váže k Smc5 podjednotce, konkrétně k její střední části oblasti „coiled 

coil“, a společně tak tvoří subkomplex Smc5-Smc6-Nse2/Mms21 (Sergeant et al., 2005). Stejně 

je tomu tak i u S. cerevisiae (Duan et al., 2009; Zhao and Blobel, 2005) a u člověka (Adamus 

et al., 2020; Potts and Yu, 2005).  

2.2.2 Nse1-Nse3-Nse4 subkomplex 

U S. pombe tvoří tyto tři podjednotky stabilní heterotrimerní subkomplex (Pebernard  

et al., 2006; Sergeant et al., 2005). Nse1 interaguje s Nse3 prostřednictvím své N-koncové 

domény a zároveň stabilizuje interakci mezi Nse3 a Nse4 (Sergeant et al., 2005).  

Nse1-Nse3-Nse4 se váže k hlavovým doménám Smc5-Smc6, přičemž Nse4 zde funguje jako 

kleisinová podjednotka, která překlenuje hlavy Smc5-Smc6 (Palecek et al., 2006). Díky tomu 

je vytvořena kruhově uzavřená struktura komplexu Smc5/6. Stejně tak u S. cerevisiae  

a u člověka se trimer Nse1-Nse3-Nse4 váže k hlavovým doménám Smc5-Smc6 (Adamus et al., 

2020; Duan et al., 2009). 

Nse1 obsahuje NH-RING (Nse1-homolog really interesting new gene) doménu ve své 

C-koncové doméně, která je podobná té v ubikvitin E3 ligázách, a je stejně jako Nse2/Mms21 

zapojen v procesu opravy DNA (McDonald et al., 2003; Pebernard et al., 2008). Zda Nse1 

vykazuje aktivitu ubikvitin E3 ligázy v rámci komplexu Smc5/6 není zcela známo (Solé-Soler 

and Torres-Rosell, 2020). Nse3 má sekvenční podobnost s MAGE (melanoma-associated 

antigen) proteinovou rodinou (Pebernard et al., 2004). 

2.2.3 Nse5-Nse6 subkomplex 

Nse5 a Nse6 jsou si navzájem heterodimerními partnery a tvoří jeden ze subkomplexů, 

který jako jediný není esenciální pro S. pombe (Pebernard et al., 2006). Nse5-Nse6 se váže 

k hlavovým doménám komplexu Smc5/6, ale na odlišném místě než Nse4, pravděpodobně 

blíže k „coiled coil“ oblastem (Palecek et al., 2006). Naproti tomu je subkomplex Nse5-Nse6  

u S. cerevisiae esenciální (Pebernard et al., 2006). Studie (Duan et al., 2009) navíc zjistila, že  

u S. cerevisiae interaguje dimer Nse5-Nse6 s pantovými doménami Smc5-Smc6. Tato studie 

tak naznačuje, že subkomplex Nse5-Nse6 reguluje dynamiku pantových domén Smc5-Smc6 

(Duan et al., 2009). U S. pombe a S. cerevisiae se tedy ukázalo, že se pozice dimeru Nse5-Nse6 

v rámci komplexu Smc5/6 liší. Odlišná pozice Nse5-Nse6 byla pozorována i u lidského 

komplexu Smc5/6. V lidských buňkách se totiž dimer Nse5-Nse6 váže k „coiled coil“ oblastem 
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Smc5-Smc6, konkrétně mezi hlavové domény a Nse2 vazebné místo. Tato interakce je však 

zprostředkována pouze Nse6, nikoli Nse5. Také u člověka může tento subkomplex přispívat 

k regulaci dynamiky komplexu Smc5/6 (Adamus et al., 2020). Celkově tyto poznatky značí 

určitou variabilitu komplexu Smc5/6 mezi různými organismy. Poloha subkomplexu  

Nse5-Nse6 v rámci komplexu Smc5/6 u těchto třech organismů je zřetelně vidět na Obr. 2. 

2.2.4 ATPázová aktivita  

Jak již bylo řečeno, SMC proteiny mají uzavřenou kruhovou strukturu a jejich hlavové 

domény vykazují ATPázovou aktivitu, díky které jsou SMC proteiny schopné vázat DNA. 

Mechanismus topologického zachycení molekuly DNA uvnitř kruhu SMC proteinu je 

regulován vazbou ATP, kdy dojde k otevření kruhu. Na topologickém zachycení se 

pravděpodobně podílí kleisinová podjednotka. Hydrolýzou ATP se poté kruh uzavírá (shrnuto 

v Solé-Soler and Torres-Rosell, 2020).   

To platí i pro komplex Smc5/6. Studie u kvasinek a u člověka prokázaly, že komplex 

Smc5/6 má ATPázovou aktivitu a je tak schopen vázat preferenčně dvouvláknovou DNA 

(dsDNA; double-stranded DNA), ale i jednovláknovou DNA (ssDNA; single-stranded DNA) 

(Alt et al., 2017; Fousteri and Lehmann, 2000; Gutierrez-Escribano et al., 2020; Zabrady et al., 

2016). Na vazbě Smc5/6 k DNA se významně podílí i trimer Nse1/Nse3/Nse4, jelikož bylo 

objeveno, že konkrétně Nse3 podjednotka interaguje s DNA (Zabrady et al., 2016). Nicméně  

i pantové domény komplexu Smc5/6 jsou schopny vázat DNA (Alt et al., 2017). Pro přímou 

interakci komplexu Smc5/6 s molekulou DNA je potřeba vazba ATP na Smc6. Poté může díky 

hydrolýze ATP dojít k topologickému zachycení molekuly DNA. Komplex Smc5/6 vykazuje 

katenační aktivitu, protože je schopen vázat dvě nezávislé molekuly DNA. Bylo objeveno, že  

i stimuluje na Top2 (DNA topoisomerase 2) závislou katenaci plazmidů a rozpoznává  

a stabilizuje terciární struktury DNA se zkříženými helixy (Gutierrez-Escribano et al., 2020; 

Kanno et al., 2015). ATPázová aktivita komplexu Smc5/6 má vliv i na jeho SUMO ligázovou 

aktivitu. Díky vazbě ATP na ATPázové hlavy Smc5/6 totiž dojde ke konformační změně  

a aktivaci Nse2/Mms21 SUMO E3 ligázy, která tak může modifikovat cílové proteiny například 

v rámci opravy DNA (Bermúdez-López et al., 2015). Navíc se ukázalo, že navázáním KITE 

(kleisin-interacting tandem winged-helix element) proteinů Nse1 a Nse3 na kleisin Nse4 došlo 

ke zvýšení stability komplexu Smc5/6 v nepřítomnosti ATP. Naproti tomu vazba ATP  

na komplex Smc5/6 obsahující KITE podjednotky významně snížila stabilitu komplexu Smc5/6 

v oblasti Nse4 propojení. To značí, že tento Nse1-Nse3-Nse4 subkomplex se podílí na otevírání 

kruhu, a proto usnadňuje dynamickou funkci komplexu Smc5/6 v rámci ATPázového cyklu 



8 
 

(Vondrova et al., 2020). Navzdory skutečnosti, že ATPázová aktivita hraje jedinečnou roli 

v celkové funkčnosti proteinů komplexu Smc5/6, není definován zcela přesný molekulární 

mechanismus, který řídí její aktivitu a jak ovlivňuje jednotlivé funkce proteinů. 

2.3 Funkce komplexu Smc5/6 

V následujících podkapitolách budou popsány vybrané funkce komplexu Smc5/6 

v eukaryotické buňce. Pro fungování komplexu Smc5/6 je důležitá jeho ATPázová aktivita. 

Bude popsána role komplexu Smc5/6 v procesech opravy DNA, jeho role v genomové integritě 

či v rámci chromozomové topologie.  

2.3.1 Role v opravě DNA 

Nejčastěji skloňovanou funkcí komplexu Smc5/6 je zcela určitě jeho účast v procesech 

opravy DNA pomocí mechanismu homologní rekombinace. Jako příklady těchto procesů 

budou popsány role komplexu Smc5/6 při opravě dvouřetězcových zlomů DNA a při replikaci 

DNA.  

2.3.1.1 Oprava dvouřetězcových zlomů DNA pomocí homologní rekombinace 

Bylo zjištěno, že Smc6 u S. pombe je zapojen v rekombinační dráze pro opravu DNA 

poškození indukovaného UV a ionizujícím zářením, konkrétně v rekombinační opravě 

dvouřetězcových zlomů (DSBs; double-strand breaks) (Lehmann et al., 1995; Verkade et al., 

1999). To byl první náznak, že komplex Smc5/6 funguje v procesech opravy DNA pomocí 

homologní rekombinace.  

U lidských i kvasinkových buněk bylo ukázáno, že je komplex Smc5/6 lokalizován  

do míst okolo DSBs a je důležitý pro zprostředkování opravy DNA homologní rekombinací 

(HR; homologous recombination) mezi sesterskými chromatidy (Betts Lindroos et al., 2006;  

De Piccoli et al., 2006; Potts et al., 2006). Protein Mre11 opravující dvouřetězcovou DNA 

(součást lidského MRN/kvasinkového MRX komplexu rozpoznávajícího DSBs) navádí 

komplex Smc5/6 na tyto zlomy v G2/M fázi buněčného cyklu (Betts Lindroos et al., 2006). 

V této opravné dráze funguje Smc5/6 společně s kohezinem a to tak, že Smc5/6 umožňuje 

lokalizaci kohezinu na DSBs (Potts et al., 2006). Naproti tomu účast komplexu Smc5/6  

na opravě pomocí nehomologního spojování konců (NHEJ; non-homologous end joining) 

nebyla prokázána (De Piccoli et al., 2006; Potts et al., 2006). Když je v lidských buňkách nebo 

u kvasinek inhibován komplex Smc5/6, vede to ke snížení opravy DNA DSBs pomocí HR 

sesterských chromatid (De Piccoli et al., 2006; Potts et al., 2006). Buňky, které postrádají 
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funkční aktivitu Nse2/Mms21 SUMO E3 ligázy, jsou defektní v lokalizaci kohezinu na DSBs 

(McAleenan et al., 2012). Nse2/Mms21 SUMO E3 ligáza také sumoyluje některé podjednotky 

kohezinu, například Scc1, a podporuje tím tak rekombinaci sesterských chromatid (SCR; sister 

chromatid recombination) (Wu et al., 2012). Schéma opravy DSB pomocí HR je zobrazeno  

na Obr. 3. Celkově vzato, komplex Smc5/6 podporuje HR tím, že drží dva řetězce DNA uvnitř 

svého kruhu, a to v takové pozici, která umožní proběhnutí HR. Jeho funkce také závisí  

na sumoylačních aktivitách komplexu (shrnuto v Kegel and Sjögren, 2010). 

Co se týče opravy DNA, komplex Smc5/6 hraje také roli v rámci aktivace kontrolních 

bodů buněčného cyklu, konkrétně udržuje buněčný cyklus v pozastavené fázi v přítomnosti 

poškození DNA. Oprava DNA při absenci komplexu Smc5/6 vede k deaktivaci kontrolních 

bodů poškození DNA a k vysoce aberantním mitózám u S. pombe (Harvey et al., 2004; Verkade 

et al., 1999). 

   

Obrázek 3: Model pro funkci komplexu Smc5/6 v homologní rekombinaci. Komplex Smc5/6 se 

lokalizuje na DSB (dvouřetězcový zlom) způsobem závislým na Mre11. Dále komplex Smc5/6 

usnadňuje lokalizaci kohezinového komplexu Smc1/3 a dojde k navození soudržnosti sesterských 

chromatid na DSB. Výsledkem je invaze Rad51 (rekombinační protein) a výměna vláken, aby mohlo 

dojít k bezchybné opravě DSB. Převzato a upraveno z (Potts, 2009). 

2.3.1.2 Stabilizace, oprava a restart zastavených replikačních vidlic  

První náznak, že komplex Smc5/6 může hrát roli v replikaci DNA, byl učiněn již  

na základě objevu a analýzy proteinu Smc6 u S. pombe (Lehmann et al., 1995). Studie  

u kvasinek ukázaly, že komplex Smc5/6 je lokalizován na zastavené replikační vidlice, které 

vykazují značnou nestabilitu a hroutí se (Ampatzidou et al., 2006; Betts Lindroos et al., 2006; 
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Morikawa et al., 2004). Funguje zde tak, že drží pohromadě dvě nově replikované sesterské 

chromatidy v těsné blízkosti, takže může dojít k HR opravě zlomů vytvořených replikačním 

blokem (Morikawa et al., 2004). Nicméně pozdější studie naznačují, že spíše než pro stabilizaci 

těchto vidlic (Pebernard et al., 2004), je komplex Smc5/6 vyžadován přímo pro HR opravu 

zlomů a následné obnovení replikace (Ampatzidou et al., 2006). Komplex Smc5/6 tedy funguje 

jak v časné fázi HR, tak i ve fázi pozdní (Irmisch et al., 2009). V časné fázi komplex udržuje 

zastavené replikační vidlice v rekombinačně kompetentní konformaci připravené k restartu 

vidlice (Irmisch et al., 2009). Dále mohou být na zlomy nezávisle na Smc5/6 lokalizovány 

rekombinační proteiny jako Rad52 a RPA (Ampatzidou et al., 2006; Irmisch et al., 2009). 

V pozdní fázi HR opravy se již komplex Smc5/6 podílí na správném řešení rekombinačních 

meziproduktů, které zabraňují dokončení replikace na zablokovaných a poškozených 

replikačních vidlicích (Ampatzidou et al., 2006; Bermúdez-López et al., 2010; Irmisch et al., 

2009; Pebernard et al., 2006). Mezi rekombinační meziprodukty patří Hollidayovy spoje (HJs; 

Holliday junctions) či D-smyčka (D-loop; displacement-loop), které se tvoří během 

homologního párování a DNA syntézy v rámci HR opravy související například i s replikací 

(shrnuto v Sarbajna and West, 2014). Na zabránění akumulace toxických meziproduktů  

na vidlici během HR opravy spojené s replikací se spolu s komplexem Smc5/6 podílí i jiné 

proteiny. Mezi ty patří například s Smc5/6 interagující protein Rad60, protein Esc2, DNA 

helikáza Mph1 nebo helikáza Sgs1 (Ampatzidou et al., 2006; Bermúdez-López et al., 2016; 

Chen et al., 2009; Sollier et al., 2009). V následujících odstavcích bude popsána souhra mezi 

Smc5/6, Mph1 a Sgs1 helikázami v rámci HR opravy.  

Bylo zjištěno, že Sgs1 helikáza u kvasinek (lidská BLM helikáza) se podílí na řešení 

rekombinačních meziproduktů na zastavených replikačních vidlicích (Liberi et al., 2005). 

Později se ukázalo, že klíčovým regulátorem těchto rekombinačních funkcí komplexu STR  

(Sgs1-Top3-Rmi1) je komplex Smc5/6 a jeho Nse2/Mms21 SUMO E3 ligázová aktivita  

(Obr. 4) (Bermúdez-López et al., 2016; Bonner et al., 2016). Nejprve dochází k autosumoylaci 

komplexu Smc5/6. Takto sumoylovaný komplex Smc5/6 rozpoznává Sgs1 helikáza 

prostřednictvím svých dvou SUMO-interagujících motivů (SIMs; SUMO-interacting motifs). 

Následně dojde k sumoylaci STR komplexu ligázou Nse2/Mms21 SUMO E3 přítomnou 

v komplexu Smc5/6 a účinnému odstranění toxických rekombinačních meziproduktů díky 

aktivitě STR (Bermúdez-López et al., 2016; Bonner et al., 2016).    

U S. cerevisiae komplex Smc5/6 interaguje s rekombinačním faktorem zapojeným v HR 

opravě spojené s replikací, DNA helikázou Mph1 (Chen et al., 2009). Bylo zjištěno, že  

u mutantů smc6 a mms21 je během replikace helikázová aktivita Mph1 zodpovědná  
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za akumulaci rekombinačních struktur ve tvaru X (Chen et al., 2009). V tomto kontextu je 

pojem rekombinační struktury ve tvaru X odvozen od toho, že když se buňky s mutací 

v komplexu Smc5/6 replikovaly v přítomnosti methylmethansulfonátu, tak na 2D gelové 

elektroforéze byly detekovány rekombinační struktury jako molekuly DNA ve tvaru X (Branzei 

et al., 2006; Sollier et al., 2009). Pokud tedy dojde k nadměrné expresi Mph1, zhorší se projevy 

mutací komplexu Smc5/6. Naopak odstranění Mph1 helikázy potlačí defekty způsobené 

mutacemi v komplexu Smc5/6, například se sníží úroveň nevyřešených rekombinačních 

meziproduktů u mutantů smc5/6. Komplex Smc5/6 tak zřejmě zabraňuje akumulaci aberantních 

rekombinačních struktur generovaných Mph1 helikázou (Chavez et al., 2011; Chen et al., 

2009).  

 

Obrázek 4: Komplex STR a jeho lokalizace a aktivace závislá na sumoylaci komplexem Smc5/6. 

Schematické znázornění pro-rekombinogenních funkcí Sgs1 helikázy. Při poškození DNA, které 

vyžaduje funkce STR, je Smc5/6 schopen rozpoznat vhodné DNA substráty pro Sgs1. Vazba Smc5/6 

na DNA vede k aktivaci Nse2/Mms21 SUMO E3 ligázy. Nse2 pak sumoyluje několik podjednotek 

komplexu Smc5/6. Lokalizace Sgs1 (jako součásti komplexu STR) nastává díky rozpoznání 

sumoylovaného komplexu Smc5/6 prostřednictvím SIM domén Sgs1. Poté může Nse2 sumoylovat Sgs1 

a Top3. Nse2-závislá sumoylace Sgs1 a Top3 vede k aktivaci funkcí STR v rekombinaci. Převzato  

a upraveno z (Bermúdez-López and Aragon, 2017). 

Role komplexu Smc5/6 v rámci procesu opravy DNA je obdobná i v meiotických 

buňkách. Několik studií u S. cerevisiae tvrdí, že je komplex Smc5/6 lokalizován na meiotické 

DSBs a hraje roli v dokončení opravy v rámci meiotické rekombinace. Smc5/6 totiž podporuje 

integritu meiotických opravných procesů tím, že zpracovává a zabraňuje akumulaci aberantních 

rekombinačních meziproduktů mezi homologními chromozomy, které potlačují meiotické 
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dělení. Bylo zjištěno, že na těchto meiotických rekombinačních procese se podílí i Nse2/Mms21 

SUMO E3 ligáza komplexu Smc5/6 (Copsey et al., 2013; Farmer et al., 2011; Lilienthal et al., 

2013; Xaver et al., 2013). 

2.3.2 Role v genomové integritě 

2.3.2.1 Údržba repetitivních sekvencí 

U S. cerevisiae bylo ukázáno, že se komplex Smc5/6 nachází na repetitivních oblastech 

chromatinu, konkrétně v oblasti ribozomální DNA (rDNA; ribosomal DNA) a na telomerách  

a centromerách (Betts Lindroos et al., 2006; Torres-Rosell et al., 2005). 

2.3.2.1.1 Telomery 

Studie u S. cerevisiae ukázala, že aktivita Nse2/Mms21 SUMO E3 ligázy komplexu 

Smc5/6 je zásadní pro správnou organizaci telomer. Mutantní buňky mms21-11 postrádající 

SP-RING doménu s SUMO E3 ligázovou aktivitou totiž vykazovaly defekty ve shlukování 

telomer, jejich umlčování a regulaci délky (Zhao and Blobel, 2005). Mutantní buňky nse3-1 

vykazovaly částečně podobné fenotypy (Moradi-Fard et al., 2016). A u mutantních buněk 

smc5/6 byla navíc zaznamenána vyšší frekvence zlomových událostí na telomerách (Noël  

and Wellinger, 2011). Komplex Smc5/6 také zabraňuje hromadění rekombinačních 

meziproduktů ve tvaru X na telomerách v procesu stárnutí, které je zpomaleno stimulací aktivity 

Smc5/6 a jeho Nse2/Mms21 SUMO E3 ligázy (Chavez et al., 2010). To je v souladu se studií, 

která také prokázala, že Nse2/Mms21 SUMO E3 ligáza komplexu Smc5/6 je potřebná  

ke zpomalení stárnutí buněk postrádajících telomerázu (Noël and Wellinger, 2011). 

Přibližně 10–15 % rakovinných buněk využívá ke své neomezené buněčné proliferaci 

mechanismus alternativního prodloužení telomer (ALT; alternative lengthening of telomeres), 

který je závislý na homologní rekombinaci a dochází k němu v nepřítomnosti telomerázy.  

Pro buňky využívající ALT mechanismus je typické, že jsou telomery lokalizovány  

do modifikovaných PML tělísek (promyelocytic leukemia bodies) známých jako APBs  

(ALT-associated PML bodies). Pro buňky, které udržují své telomery prostřednictvím ALT 

mechanismu a vykazují určité charakteristické znaky, se používá označení ALT buňky (shrnuto 

v Cesare and Reddel, 2010). Studie u lidských buněk prokázaly, že se komplex Smc5/6 

lokalizuje do APBs v ALT buňkách a je zodpovědný za homologní rekombinaci telomer.  

Při absenci komplexu Smc5/6 dochází k buněčnému stárnutí, protože telomery v ALT buňkách 

procházejí progresivním zkracováním. Za nábor telomer do APBs je zodpovědná ligáza 
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Nse2/Mms21 SUMO E3 komplexu Smc5/6, která sumoyluje TRF1 a TRF2 podjednotky 

shelterinového komplexu vázaného na konce telomer. Dále ligáza Nse2/Mms21 SUMO E3 

sumoyluje také RAP1 a TIN2 podjednotky shelterinu (Potts and Yu, 2007).  

2.3.2.1.2 rDNA a heterochromatin 

Jak shrnuje jedna novější práce (Tsekrekou et al., 2017), rDNA nacházející se v jadérku 

kóduje ribozomální RNA (rRNA; ribosomal RNA), což je hlavní složka ribozomů. rDNA je 

vzhledem ke své repetitivní povaze náchylná k mimořádným rekombinačním událostem  

a DNA poškození, což často vede k tvorbě DSBs. Tyto DSBs jsou následně opraveny pomocí 

HR v nukleoplazmě, tedy mimo jadérko (shrnuto v Tsekrekou et al., 2017). 

Následně bude popsáno, jak je komplex Smc5/6 zapojen v opravě zlomů vyskytujících 

se na rDNA. Autoři studie (Torres-Rosell et al., 2007) ukázali, že pokud se na rDNA  

u S. cerevisiae vyskytne DSB, je opraven pomocí HR mimo jadérko. DSBs na rDNA v jadérku 

jsou rozpoznány DNA opravným komplexem MRX (Mre11-Rad50-Xrs2). Dále dochází 

k vytvoření 3´ssDNA převisů a navázání proteinu RPA. Navázání dalších HR opravných 

proteinů jako Rad51 a Rad52 již probíhá pouze po relokalizaci DSB mimo jadérko  

(Torres-Rosell et al., 2007). Komplex Smc5/6 se vyskytuje v jadérku, kde je vyžadován  

pro udržení stability rDNA, což bylo objeveno u S. cerevisiae (Torres-Rosell et al., 2005). Díky 

komplexu MRX je komplex Smc5/6 lokalizován na DSBs rDNA. Smc5/6 a hlavně jeho 

sumoylační aktivita zabraňují tvorbě ohnisek Rad52 v jadérku. Mimo jadérko tedy dochází 

k homologní rekombinaci (Torres-Rosell et al., 2007). Během jiných HR procesů probíhá vazba 

HR proteinů na stejném místě jako navázání MRX komplexu. Na Obr. 5 je zobrazeno schéma 

průběhu HR opravy rDNA DSB.   

Podobná pozorování byla učiněna i v případě DSBs vyskytujících se v oblasti 

heterochromatinu. Bylo zjištěno, že u Drosophila a myších buněk jsou heterochromatické 

DSBs opraveny pomocí HR mimo tuto doménu. Do heterochromatických DSBs je lokalizován 

komplex Smc5/6 společně s komplexem Arp2/3 (actin related protein 2/3 complex). Do těchto 

DSBs je dále lokalizován aktivátor myosinu Unc45 díky Smc5/6 a jeho interakci s nukleárními 

myosiny. K relokalizaci DSBs mimo heterochromatin dochází prostřednictvím schopnosti 

myosinů pohybovat se podél aktinových vláken sestavených v místech opravy pomocí Arp2/3. 

Teprve mimo heterochromatin může dojít k účinné opravě DSBs pomocí HR a opravného 

proteinu Rad51. Komplex Smc5/6 blokuje tvorbu Rad51 ohnisek v heterochromatinu  

a zabraňuje tak aberantním rekombinačním událostem. Dále Smc5/6 a jeho SUMO E3 ligázová 
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aktivita zde plní úlohu v rámci regulace aktivace a lokalizace Arp2/3 a Unc45  

do heterochromatických DSBs (Caridi et al., 2018; Chiolo et al., 2011). 

 

Obrázek 5: Model pro opravu DSBs v rDNA. Jadérko (modré) je obohaceno o komplex Smc5/6 (modré 

oválky), zatímco Rad52 (žluté kruhy) je nejhojnější mimo jadérko. DSB v rDNA je nejprve rozpoznán 

komplexem MRX (zelené kosočtverce), který usnadňuje navázání komplexu Smc5/6 na tento zlom. 

Sumoylace Rad52 a vysoká lokální koncentrace komplexu Smc5/6 zabraňuje tvorbě Rad52 ohnisek 

v jadérku (1). Inhibiční účinek komplexu Smc5/6 je zmírněn, když DSB přechodně opustí jadérko. To 

umožňuje navázání nesumoylovaného Rad52 na DSB pomocí proteinu RPA (šedá vlákna) po disociaci 

komplexu MRX (2). Když je oprava dokončena, rDNA repetice znovu vstoupí do jadérka (3). Převzato 

z (Torres-Rosell et al., 2007). 224xtetO: místo pro vazbu červeného fluorescenčního proteinu, aby bylo 

možné sledovat pohyb rDNA s DBS 

2.3.2.2 Chromozomová topologie 

Pojem chromozomová topologie je úzce spojen s rolí DNA topoizomeráz. Ty dokážou 

vyřešit topologické problémy DNA, které nastávají například během replikace v důsledku 

oddělování dvou rodičovských řetězců dsDNA. DNA molekula se přetáčí, což způsobuje 

akumulaci nadšroubovicových vinutí (DNA supercoils) (shrnuto v Wang, 2002).  

Studie u S. cerevisiae ukázala, že lokalizace komplexu Smc5/6 na chromozomy 

v nepoškozených buňkách, kde hraje roli v chromozomové segregaci, je podobná kohezinu a je 

ovlivněna proteinem Scc2. Komplex Smc5/6 se nejčastěji nachází na duplikovaných 

chromozomech a počet jeho vazebných míst se lineárně zvyšuje s rostoucí délkou chromozomů 

(Betts Lindroos et al., 2006). Spolu s rostoucí délkou chromozomů se zvyšuje i míra 

superhelikálního napětí vyvolaného replikací. Kromě enzymů topoizomeráz typu I a II se  

i komplex Smc5/6 podílí na zpracování superhelikálního napětí, a to v rámci mechanismu 

rotace replikační vidlice (Obr. 6). Smc5/6 napomáhá rotaci replikační vidlice prostřednictvím 
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sekvestrace propletení sesterských chromatid (SCIs; sister chromatid intertwinings), a tím 

dochází k zabránění akumulace pozitivních nadšroubovicových vinutí před postupující 

replikační vidlicí (Kegel et al., 2011). To, že se komplex Smc5/6 váže na SCIs a zpracovává je 

nezávisle na Top2, je v souladu s pozdějším a již výše zmíněným pozorováním, že Smc5/6 

rozpoznává a stabilizuje terciární struktury DNA se zkříženými helixy (Gutierrez-Escribano  

et al., 2020; Jeppsson et al., 2014). 

 

Obrázek 6: Schéma replikací indukovaného superhelikálního napětí a jeho řešení. (A) Během replikace 

se DNA před postupující replikační vidlicí přetáčí z důvodu separace dvou rodičovských řetězců DNA. 

Tato pozitivní nadšroubovicová vinutí DNA (+ Sc, positive supercoiling) musí být odstraněna, aby se 

zabránilo inhibici replikace. To je vyřešeno topoizomerázami (Top1 a Top2), které uvolňují napětí 

prostřednictvím přechodné tvorby DNA zlomů. Dalším mechanismem, aby se zabránilo hromadění  

+ Sc před vidlicí, je rotace replikační vidlice. Tato rotace vede k tvorbě propletení sesterských chromatid 

(SCIs) za vidlicí. (B) Potenciální role komplexu Smc5/6 je rozlišení superhelikálního napětí. Smc5/6 

sekvestruje SCIs za postupující vidlicí, a tím usnadňuje otáčecí mechanismus (Smc5/6 wt, wild type). 

Pokud je Smc5/6 nefunkční, otáčení mechanismus je potlačen. + Sc se hromadí před vidlicí, což vede 

ke zpoždění replikace (mutant smc5/6). Převzato a upraveno z (Kegel and Sjögren, 2010). 
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3 Interakce komplexu Smc5/6 s DNA viry a viry s DNA 

intermediárním genomem 

V této kapitole bude popsáno, jak buněčný komplex Smc5/6 interaguje s vybranými DNA 

viry. Konkrétně bude popsána interakce komplexu Smc5/6 s HBV z čeledi Hepadnaviridae, 

HSV-1 z čeledi Herpesviridae, viry z čeledi Papillomaviridae a s JC virem z čeledi 

Polyomaviridae. Experimenty byly většinou prováděny s lidskými buňkami. Výzkum této 

problematiky začal poměrně nedávno, proto je množství informací omezené. Nejvíce je 

prozkoumána role komplexu Smc5/6 při HBV a papilomavirové infekci. Bude také zmíněna 

interakce komplexu Smc5/6 s RNA virem HIV-1 z čeledi Retroviridae, jehož genom v určité 

fázi infekčního cyklu funguje ve formě DNA. 

3.1 Hepadnaviridae 

3.1.1 Virus hepatitidy B 

Virus hepatitidy B (HBV; hepatitis B virus) je virus řadící se do čeledi Hepadnaviridae. 

U lidí napadá HBV játra a způsobuje akutní i chronickou hepatitidu. Chronická hepatitida B 

může vést až k rozvoji cirhózy jater nebo hepatocelulárního karcinomu (HCC). HBV je obalený 

DNA virus s ikosahedrální kapsidou. Genom HBV je tvořen přibližně 3,2 kbp dlouhou 

relaxovanou kruhovou DNA (rcDNA; relaxed-circular DNA). Jedná se o kruhovou dsDNA 

s ssDNA úseky – kompletní (-) řetězec a nekompletní (+) řetězec. rcDNA genom je replikován 

prostřednictvím pregenomové RNA (pgRNA; pregenomic RNA). Po vstupu HBV do jádra 

hepatocytu je rcDNA opravena hostitelskými enzymy za vzniku kovalentně uzavřené kruhové 

DNA (cccDNA; covalently closed circular DNA). Tato cccDNA následně slouží jako templát 

pro syntézu všech virových RNA transkriptů včetně pgRNA. V cytoplazmě je RNA přepsána 

celkem do 7 virových proteinů, kterými jsou virová polymeráza (Pol), E antigen (HBeAg), 

„core“ protein (HBcAg), tři různě dlouhé povrchové proteiny (L-HBs, M-HBs, S-HBs)  

a protein X (HBx). pgRNA je enkapsidována a dochází k reverzní transkripci virovou 

polymerázou zpět do podoby rcDNA (shrnuto v Gómez-Moreno and Garaigorta, 2017; 

Tsukuda and Watashi, 2020). 

HBx je regulační protein o hmotnosti přibližně 17 kDa a délce 154 aa. Hraje roli v mnoha 

procesech, z nichž nejvýznamnější je pravděpodobně replikace a transkripce HBV. Dále je 

známo, že HBx interaguje s několika buněčnými faktory a modifikuje tak různé pochody 

v buňce. Má vliv například na progresi buněčného cyklu, apoptózu, genovou expresi, různé 
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signální dráhy či se podílí na rozvoji HCC (shrnuto v Livingston et al., 2017; Slagle  

and Bouchard, 2016). Příkladem interagujícího buněčného faktoru je interakce HBx 

s proteinem DDB1 (DNA-damage binding protein 1) (Lee et al., 1995; Lin-Marq et al., 2001). 

DDB1 se váže na Cullin4 (CUL4) za vzniku ubikvitin E3 ligázového komplexu DDB1-CUL4 

(souhrnně CRL4) (Angers et al., 2006; Shiyanov et al., 1999). Podrobné schéma komplexu 

CRL4 s popisem je zobrazeno na Obr. 7. Protein HBx a jeho interakce s komplexem  

DDB1-CUL4 jsou uvedeny právě z hlediska své důležitosti v rámci této práce.  

Obrázek 7: Ubikvitin ligázový 

komplex Cullin-4 RING (CRL4). 

Komplex CRL4 má modulární 

strukturu skládající se CUL4 

lešení (scaffold), DDB1 jako 

adaptorového proteinu, a DCAF 

(DDB1- and CUL4-associated 

factor 1) receptorových proteinů, 

které rekrutují substrátové (S) 

proteiny pro ubikvitinaci  

a degradaci. S s čárkou (S´) 

označuje odlišné substráty rekrutované proteinem HBx. ROC1 (regulator of cullins protein 1) obsahuje 

RING (really interesting new gene) finger doménu, která váže enzym E2 a ubikvitin (Ub). HBV protein 

X (HBx) je virový DCAF, který se váže k DDB1. Převzato a upraveno z (Minor et al., 2020). 

Jakou roli zde tedy hraje komplex Smc5/6? Dvě nezávislé studie (Decorsière et al., 2016; 

Murphy et al., 2016) lidských hepatocytů publikované přibližně se čtyř měsíčním rozestupem 

demonstrují stejné výsledky. Poměrně novým a podstatným zjištěním je, že komplex Smc5/6 

funguje jako hostitelský restrikční faktor HBV. Smc5/6 se totiž váže na HBV cccDNA  

a inhibuje virovou transkripci (Decorsière et al., 2016; Murphy et al., 2016). To, že je komplex 

Smc5/6 schopen vázat kruhové DNA, bylo ukázáno již dříve (Kanno et al., 2015). Přesný 

mechanismus detekce a inhibice transkripce HBV cccDNA pomocí Smc5/6 však není znám. 

(Decorsière et al., 2016; Murphy et al., 2016). Nicméně nedávná studie (Xu et al., 2018) popsala 

nový protein, který hraje roli v Smc5/6 mechanismu inhibice transkripce HBV, herpes simplex 

viru či epizomální DNA. Bylo zjištěno, že PJA1 (E3 ubikvitin-protein ligáza Praja-1) v jádře 

interaguje s komplexem Smc5/6 a usnadňuje vazbu Smc5/6 na virovou a epizomální DNA. 

Autoři se domnívají, že PJA1-Smc5/6 komplex rozpoznává a umlčuje DNA způsobem 

závislým na DNA topoizomerázách (Xu et al., 2018). Další podrobnosti mechanismu interakce 
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PJA1 s genomy byly studovány u herpes simplex viru a budou popsány níže (kapitola 3.2). 

Nyní však zpět k inhibici transkripce HBV cccDNA pomocí komplexu Smc5/6. HBV má 

vlastní obranný mechanismus, jak zabránit této inhibici transkripce, a to právě prostřednictvím 

svého regulačního proteinu HBx. HBx v interakci s ubikvitin E3 ligázovým komplexem  

DDB1-CUL4 cílí na svůj substrát, kterým je komplex Smc5/6. Dojde k ubikvitinaci Smc5/6  

a jeho následné degradaci v proteazomu (Obr. 8). Díky tomu může opět dojít k transkripci HBV 

z cccDNA. Protein HBx a komplex Smc5/6 si jsou tedy navzájem antagonisty (Decorsière  

et al., 2016; Murphy et al., 2016). Tento antagonistický vztah HBx a Smc5/6 je u savců evolučně 

konzervován. Bylo totiž zjištěno, že proteiny HBx savčích HBV mají schopnost degradovat 

komplex Smc5/6 a působit tak proti jeho antivirové aktivitě, a to druhově nezávislým způsobem 

(Abdul et al., 2018). Tento mechanismus degradace komplexu Smc5/6 pomocí HBx  

a DDB1-CUL4 ubikvitin E3 ligázového komplexu potvrdila i novější studie (Minor et al., 

2020), která také odhalila, že tímto mechanismem dochází k degradaci i jiných restrikčních 

faktorů HBV (Minor et al., 2020).  

 

Obrázek 8: Schéma restrikčního faktoru Smc5/6 cíleného proti HBV a jeho HBx zprostředkované 

degradace. Protein HBx se v cytoplazmě váže na komplex DDB1-CUL4 za vzniku HBx-DDB1-CUL4 

a cílí na komplex Smc5/6. Následně dojde k ubikvitinaci (Ub) Smc5/6 a jeho proteazomální degradaci. 

Převzato a upraveno z (Murphy et al., 2016). 
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Dalším důležitým poznatkem v rámci této problematiky bylo objevení souvislosti mezi 

komplexem Smc5/6, inhibicí transkripce HBV a PML jadernými tělísky také známými jako 

ND10 (nuclear domain 10). Bylo ukázáno, že pro umlčení HBV transkripce z cccDNA 

v nepřítomnosti HBx je nutné umístění Smc5/6 do ND10 jaderných tělísek. Přičemž ND10 

jaderná tělíska zde hrají roli pouze jako jakýsi podpůrný systém podporující lokalizaci a funkce 

Smc5/6 při inhibici HBV transkripce (Niu et al., 2017). Tomuto závěru předcházelo několik 

důležitých pozorování. Nejprve bylo zjištěno, že v neinfikovaných lidských hepatocytech 

dochází k překryvům ohnisek Smc5/6 s PML a Sp100, jakožto strukturních komponentů ND10 

jaderných tělísek. Lokalizace Smc5/6 v jádrech lidských hepatocytů je tedy shodná s ND10. 

Dále bylo pozorováno, že v hepatocytech infikovaných HBV dochází k degradaci Smc5/6 

z ND10 pomocí HBx, ale hladiny PML a Sp100 se nemění (Niu et al., 2017).  

Souhrnně řečeno, komplex Smc5/6 funguje jako hostitelský antivirový faktor. Při absenci 

funkčního HBx totiž reprimuje transkripci HBV. Naopak funkční HBx se podílí na degradaci 

komplexu Smc5/6. Protein HBx tedy významně podporuje transkripci HBV cccDNA. Stále je 

však mnoho nevyřešených nejasností týkajících se této problematiky. Kromě mechanismu 

detekce a inhibice transkripce HBV genomu komplexem Smc5/6 není známo ani to, jak může 

být protein HBx exprimován právě při zmíněné transkripční inhibici. Existují domněnky, že 

některé mRNA pro HBx mohou být přepsány dříve, než komplex Smc5/6 zablokuje HBV 

transkripci. Další možností je, že HBx mRNA se dostává do buňky z extracelulárního prostředí  

(shrnuto v Livingston et al., 2017). Zajímavé je, že vzhledem ke strukturní příbuznosti 

komplexu Smc5/6 s kohezinem a kondezinem, pouze Smc5/6 je degradován způsobem 

závislým na HBx. To podporuje jedinečnou funkci Smc5/6 jako restrikčního faktoru HBV 

(Murphy et al., 2016).  

Co se týče léčby chronické hepatitidy B, je zapotřebí eliminace nebo trvalá deaktivace 

HBV cccDNA. To se ale současným terapeutickým přístupům nedaří. Ty sice určitým 

způsobem dokážou potlačit virovou infekci, ale HBV cccDNA v infikovaných buňkách stále 

přetrvává. Současná antivirová terapie chronické hepatitidy B je tedy omezena na přímo 

působící antivirotika nebo na léčbu pomocí interferonů (IFN). Bylo už však prokázáno, že léčba 

interferony vede k částečné ztrátě HBV cccDNA. Často je využíván regulační protein HBx jako 

cíl terapeutické léčby chronické hepatitidy B (shrnuto v Levrero et al., 2016). Následně bude 

uvedeno pár příkladů léčby HBV mající souvislost s komplexem Smc5/6. TRIM14, jakožto 

IFN-I stimulovaný gen, interaguje s proteinem HBx a zamezuje, aby komplex  

HBx-DDB1-CUL4 cílil na Smc5/6. TRIM14 tedy inhibuje transkripci HBV v hepatocytech 

(Tan et al., 2018). Podobně funguje CBFβ (core-binding factor subunit β) indukovaný IFN-III 
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(Xu et al., 2019). K potlačení HBV transkripce dále významně přispívá antivirotikum 

nitazoxanid. Nitazoxanid je inhibitor interakce proteinu HBx s DDB1, díky čemuž nedochází 

k degradaci komplexu Smc5/6 (Sekiba et al., 2019). Jako poslední budou uvedeny terapeutické 

přístupy využívající siRNA (small interfering RNA) nebo peg-IFNα (pegylated interferon α). 

Ty ukazují, že v lidských hepatocytech dochází ke snížení hladin proteinu HBx. Zároveň ale 

dochází k znovuobjevení se komplexu Smc5/6, jeho navázání na HBV cccDNA a inhibici 

transkripce (Allweiss et al., 2021).  

3.2 Herpesviridae 

3.2.1 Herpes simplex virus 1 

Čeleď Herpesviridae je velmi rozšířenou skupinou živočišných virů napadajících lidi  

a zvířata. Podle dat WHO (World Health Organization) je až 90 % lidské populace infikováno 

viry z této čeledi. Herpesviridae zahrnuje tři podčeledi, kterými jsou α-, β- a γ-herpesvirinae. 

Jedním z virů podčeledi α-herpesvirinae je i herpes simplex virus 1 (HSV-1) označovaný také 

jako lidský herpesvirus 1 (HHV-1; human herpes virus type 1) (shrnuto v Kukhanova et al., 

2014; Riaz et al., 2017). HSV-1 u lidí způsobuje opary v horní části těla, kdy jsou infikována 

zejména ústa a oko (shrnuto v Arduino and Porter, 2008). Jedná se o obalený DNA virus 

s ikosahedrální kapsidou. Mezi obalem a kapsidou se nachází tegument. Genomem HSV-1 je 

lineární dsDNA, v kapsidě ve formě toroidu, o délce přibližně 152 kbp. Co se týče replikačního 

cyklu, je u HSV-1, stejně jako u celé čeledi Herpesviridae, rozdělen na lytickou a latentní fázi. 

Po vstupu HSV-1 do jádra hostitelské buňky dochází k cirkularizaci dsDNA. Následuje časově 

oddělená transkripční kaskáda bezprostředně časných (IE, immediate-early), časných (E, early)  

a pozdních (L, late) genů (shrnuto v Kukhanova et al., 2014). Latence a reaktivace HSV-1 pak 

probíhá v senzorických neuronech. Během latence setrvává genom HSV-1 v cirkulární  

a epizomální podobě (shrnuto v Arduino and Porter, 2008; Riaz et al., 2017). 

I zde platí, že se komplex Smc5/6 váže na HSV-1 DNA a funguje jako restrikční faktor 

inhibující virovou transkripci (Xu et al., 2018). Avšak o mechanismu vazby  

a inhibice transkripce HSV-1 DNA je toho známo opravdu velmi málo. Jediným známým 

zjištěním je, že zde hraje roli PJA1 E3 ubikvitin-protein ligáza, stejně jako v případě HBV. 

Autoři zjistili, že PJA1 potlačuje transkripci a replikaci HSV-1. Působí tedy jako restrikční 

faktor HSV-1 přímo, bez indukce odpovědi vrozené imunity. V jádře dochází k interakci mezi 

PJA1 a komplexem Smc5/6, přičemž PJA1 působí jako zprostředkovatel vazby Smc5/6  

na HSV-1 DNA. Koordinací mezi PJA1 a komplexem Smc5/6 dochází k rozpoznání a restrikci 
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HSV-1 genomu. Na tomto umlčení exprese HSV-1 DNA se podílí DNA topoizomerázy (Xu  

et al., 2018). Působení PJA1 a jeho kooperace s komplexem Smc5/6 jsou tedy u HSV-1 

podobné jako u HBV. Následně bude přiblížen podrobnější mechanismus toho, jak PJA1 

usnadňuje vazbu Smc5/6 na virovou DNA. Studie předpokládá, že takto to funguje u DNA virů, 

tedy u HSV-1 i HBV.  

Interakce PJA1 s jednotlivými podjednotkami komplexu Smc5/6 byly zkoumány pomocí 

konfokální mikroskopie. Bylo zjištěno, že PJA1 ovlivňuje interakci mezi Nse1 a Nse4, a to 

v negativním slova smyslu. Nebylo však pozorováno, že by PJA1 měl vliv na interakci Nse4 

s Nse3 a Smc5. PJA1 tedy tlumí interakci mezi Nse1 a Nse4. Ukazuje se, že PJA1 a Nse1 

kompetují o vazebné místo v rámci komplexu Smc5/6. PJA1 může nahradit Nse1 a usnadní tak 

interakci Smc5/6 s virovou DNA (Xu et al., 2018). Již dříve bylo ukázáno, že na vazbě Smc5/6 

k DNA se podílí trimer Nse1/Nse3/Nse4 (Zabrady et al., 2016). Na základě těchto tvrzení došli 

autoři k následujícímu závěru. Trimer Nse1/Nse3/Nse4 se podílí na normálních funkcích 

komplexu Smc5/6 při údržbě chromozomů. Když ale PJA1 nahradí Nse1 za vzniku trimeru 

PJA1/Nse3/Nse4, komplex Smc5/6 funguje jako restrikční faktor virové DNA. Svou roli zde 

pravděpodobně hrají RING domény Nse1 a PJA1 (Xu et al., 2018). Schématické znázornění je 

vidět na Obr. 9. Jedná se o první studii, která poskytuje porozumění mechanismu Smc5/6 

zprostředkované restrikce a rozpoznání virové, epizomální a extrachromozomální DNA. Je 

však zapotřebí provést více studií a zjistit, zda PJA1 hraje roli i v rozpoznávání jiných DNA 

genomů. 

 

Obrázek 9: DNA topoizomerázy se účastní proteinem PJA1 zprostředkované restrikce virové  

a epizomální DNA. (A) Za normálních podmínek subkomplex Nse1/Nse3/Nse4 zajišťuje, že komplex 

Smc5/6 funguje při údržbě hostitelského chromozomu. (B) V reakci na virovou a epizomální DNA, 

PJA1 nahrazuje Nse1 za vzniku subkomplexu PJA1/Nse3/Nse4, který převádí funkci komplexu Smc5/6 

na restrikci virové (V), extrachromozomální (E) a plazmidové (P) molekuly DNA. Převzato a upraveno 

z (Xu et al., 2018). 
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Mezi HBV a HSV-1 lze tedy vidět velké podobnosti role komplexu Smc5/6 jako 

restrikčního faktoru či zapojení PJA1 ubikvitin-protein ligázy. Zda při komplexem Smc5/6 

zprostředkované inhibici transkripce genomu HSV-1 hrají nějakou roli ND10 jaderná tělíska 

jako v případě HBV lze pouze spekulovat. Nicméně bylo zjištěno, že ND10 sami reprimují 

genovou expresi HSV-1 (Everett et al., 2006, 2008; Glass and Everett, 2013). Avšak HSV-1 IE 

protein ICP0 (infected cell protein 0) dokáže této inhibici zabránit tím, že indukuje 

proteazomální degradaci ND10 (Boutell et al., 2002; Chelbi-Alix and de Thé, 1999; Everett  

et al., 2006). 

3.3 Papillomaviridae 

Viry čeledi Papillomaviridae jsou viry napadající více než 20 různých druhů savců,  

od plazů a ptáků až po člověka (Doorbar, 2005). Vlastnosti, struktura genomu  

a replikační cyklus budou následně popsány u lidských papilomavirů. Skupina lidských 

papilomavirů (HPVs; human papillomaviruses) je velmi početná, existuje více než 200 různých 

typů HPVs. HPVs jsou vysoce nakažlivé a infikují kožní a slizniční epiteliální buňky. Způsobují 

benigní léze, typické jsou bradavice na rukou, chodidlech či genitální bradavice. Vysoce 

rizikové HPVs jsou původci rakovinových onemocnění, z nichž nejrozšířenější je rakovina 

děložního čípku způsobená zejména HPV16 a HPV18 (shrnuto v Graham, 2017). Papilomaviry 

jsou neobalené DNA viry s ikosahedrální kapsidou. Jejich genom je tvořen kruhovou dsDNA 

o délce přibližně 8 kbp. Ke svému replikačnímu cyklu využívají papilomaviry procesu 

samoobnovy vícevrstevného kožního a slizničního epitelu. HBV napadá bazální epiteliální 

buňky a po vstupu do jádra je zahájena časná transkripce. Produkty časné exprese jsou proteiny 

E1, E2, E4, E5 a onkoproteiny E6 a E7. Proteiny E1 a E2 jsou vyžadovány pro počáteční 

virovou replikaci. E1 se váže do replikačního počátku (ori; origin of replication) a iniciuje 

replikaci, přičemž E2 stabilizuje protein E1 v replikačním ori. Poté nastává udržovací fáze 

replikace. V terminálně diferencovaných buňkách v nejvrchnějších vrstvách epitelu pak 

dochází k vegetativní replikaci virové DNA a pozdní transkripci. Produkty pozdní exprese jsou 

kapsidové proteiny L1 a L2 (shrnuto v Graham, 2017; McBride, 2017).  

E2 je regulační protein kódovaný všemi papilomaviry, který interaguje s mnoha 

hostitelskými i virovými faktory. Jak již bylo řečeno, je spolu s E1 nezbytný pro iniciaci virové 

replikace. Dále E2 funguje jako transkripční aktivátor či represor a podílí se na údržbě virového 

genomu. Co se týče struktury E2 proteinu, na jeho N-konci se nachází transaktivační doména  

o velikosti přibližně 200 aa, která interaguje s hostitelským chromatinem. Následuje flexibilní 

sekvence (často nazývána jako „hinge“), která spojuje transaktivační doménu s DNA vazebnou 
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doménou na C-konci. DNA vazebná doména o velikosti přibližně 100 aa zprostředkovává 

interakci s vazebnými místy virového genomu (shrnuto v McBride, 2013, 2017). Struktura 

proteinu E2 je zobrazena na Obr. 10. Následující odstavce se budou věnovat roli komplexu 

Smc5/6 při papilomavirové infekci. Jak bude popsáno níže, následující poznatky neplatí jen  

pro jeden konkrétní papilomavirus jako v případě HBV a HSV-1, ale vztahují se na celou čeleď. 

Obrázek 10: E2 protein HPV16.  

(A) Schématické znázornění E2 

proteinu. (B) Struktura E2 

transaktivační domény. (C) Struktura 

DNA vazebné domény E2. Převzato 

a upraveno z (Blakaj et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Studie (Wu et al., 2006) primárně zkoumající vztah mezi E2 proteinem HPV11 a Brd4 

(bromodomain-containing protein 4) v lidských buňkách zjistila, že E2 protein interaguje 

s proteiny Smc5 a Smc6 (Wu et al., 2006), složkami buněčného komplexu Smc5/6. O několik 

let později proteomická analýza zkoumající interagující partnery proteinu E2 u BPV1 (bovine 

papillomavirus), CPV1 (canine papillomavirus), CPV2, HPV1, HPV8, HPV11, HPV16, 

HPV18, HPV31, SfPV1 (Sylvilagus floridanus papillomavirus) a MmPV1 (Macaca mulatta 

papillomavirus) také odhalila interakci s Smc5 a Smc6 (Jang et al., 2015). Shodují se tedy  

na tom, že protein E2 interaguje s komplexem Smc5/6 a tato interakce je pozorována napříč 

čeledí Papillomaviridae (Jang et al., 2015; Wu et al., 2006). Nedávno se této problematice 

věnovala studie (Bentley et al., 2018) a nově také studie (Gibson and Androphy, 2020), které 

jako první poměrně podrobně charakterizovaly vztah E2 se Smc5/6 a možné role Smc5/6 

v replikačním cyklu papilomavirů. Poznatky z těchto studií budou následně popsány. 

Na základě pokusů u BPV1, HPV5, HPV6b, HPV8, HPV18 a HPV31 studie (Bentley 

et al., 2018; Gibson and Androphy, 2020) potvrdily interakci proteinu E2 s komplexem Smc5/6  
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a zachovalost této interakce mezi několika různými papilomaviry (Bentley et al., 2018; Gibson 

and Androphy, 2020). Zkoumaly však tento vztah do větších detailů. Pomocí kapalinové 

chromatografie s hmotnostní spektrometrií a následnou proteomickou analýzou byly zjišťovány 

proteiny interagující s E2 BPV1. Každému proteinu bylo přiřazeno normalizované vážené  

D skóre (NWD; normalized weighted D) (Bentley et al., 2018). Čím je interagující protein 

hojněji zastoupen nebo interakce s ním vykazuje reprodukovatelnost v daném experimentu, tím 

je NWD skóre vyšší. Proteiny vykazující NWD skóre ≥ 1 jsou pak definovány jako vysoce 

spolehlivé interagující proteiny (HIPs; high-confidence interacting proteins). Jak se dalo 

očekávat, proteiny Smc6 (NWD = 3,9) a Smc5 (NWD = 1,84) byly identifikovány jako HIPs 

pro E2. Dále byla odhalena interakce E2 s Nse1 a Nse2/Mms21 podjednotkami komplexu 

Smc5/6. Nicméně ty vykazovaly NWD skóre menší než 1 a tyto interakce tak nejsou 

považovány za významné (Bentley et al., 2018). Na Obr. 11 je znázorněn komplex Smc5/6  

a NWD skóre jeho jednotlivých podjednotek s ohledem na interakci s E2. Z obrázku je zřejmé, 

že Nse3 a Nse4 neinteragují s proteinem E2 (Bentley et al., 2018). S těmito výsledky se shoduje 

i pozdější studie (Gibson and Androphy, 2020), která při svých experimentech s HPV31 

demonstrovala interakci E2 se Smc6, ale neprokázala asociaci E2 s Nse3 (Gibson  

and Androphy, 2020). Existuje hypotéza, že interakce E2 s komplexem Smc5/6 je 

zprostředkována proteinem Smc6, který vykazuje nejvyšší NWD skóre. Nebylo to však 

potvrzeno (Bentley et al., 2018). U HPV31 bylo dále zkoumáno, která oblast proteinu E2 je 

potřebná pro interakci s komplexem Smc5/6. Bylo zjištěno, že Smc5/6 pravděpodobně 

interaguje s E2 v celé jeho délce. Pro interakci je konkrétně vyžadována transaktivační doména 

E2 a interakci s DNA vazebnou doménou E2 autoři nevyloučili (Gibson and Androphy, 2020). 

Asociace komplexu Smc5/6 s jiným proteinem časné exprese než s E2 nebyla prokázána. 

Konkrétně byla zkoumána interakce s proteiny E1 a E6 (Bentley et al., 2018; Gibson  

and Androphy, 2020).  

Co se týče možných rolí komplexu Smc5/6 v replikačním cyklu papilomavirů, bylo 

zjištěno následující. Studie (Bentley et al., 2018) zkoumala, zda je u papilomavirů Smc5/6 

restrikčním faktorem jako v případě HBV. Nicméně výsledky předpokládají spíše pozitivní roli 

Smc5/6 v papilomavirovém cyklu. Zjistili, že komplex Smc5/6 má vliv na údržbu virového 

genomu. Naopak nebylo zjištěno, že by komplex Smc5/6 nějak ovlivňoval transkripční funkce 

proteinu E2, konkrétně transkripční aktivaci, nebo transkripci virových genů (Bentley et al., 

2018). Navíc bylo prokázáno, že hladiny proteinu Smc6 nejsou ovlivněny přítomností E2 

(Bentley et al., 2018), na rozdíl od situace u HBV infekce, kdy se protein HBx podílí  

na degradaci komplexu Smc5/6 (Murphy et al., 2016). Dále bylo zjištěno, že u HPV31 je 
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komplex Smc5/6 lokalizován v ohniscích replikace DNA, což podporuje roli Smc5/6 

v některých aspektech replikace a údržby papilomavirových genomů. Autoři předpokládají, že 

během udržovací fáze virové replikace se komplex Smc5/6 podílí na asociaci HPV31 genomů 

k mitotickému chromatinu či na rozkladu multimerní virové DNA na monomerní formy. 

Naopak není vyžadován pro počáteční virovou replikaci zprostředkovanou E1 a E2. Bylo totiž 

ukázáno, že v buňkách s Smc6 „knockdown“ nebyly redukovány hladiny replikované virové 

DNA. Komplex Smc5/6 také není vyžadován pro vegetativní amplifikaci papilomavirové DNA 

závislé na buněčné diferenciaci (Bentley et al., 2018).  

Obrázek 11: Komplex Smc5/6. Barvy představují 

NWD skóre každého koimunoprecipitovaného 

komponentu detekovaného hmotnostní 

spektrometrií v 293T buňkách. NWD skóre ≥ 1 

značí vysokou spolehlivost interakce s BPV1 E2 

proteinem. Převzato a upraveno z (Bentley et al., 

2018). 

 

 

 

 

Naproti tomu studie (Gibson and Androphy, 2020) přinesla zcela odlišné výsledky.  

Na modelu HPV31 bylo ukázáno, že přechodné vyčerpání Smc6 a Nse3 v buňkách vyústilo  

ve zvýšení virové replikace a transkripce. Autoři tudíž dospěli k závěru, že komplex Smc5/6 

funguje jako restrikční faktor papilomavirového replikačního cyklu (Gibson and Androphy, 

2020), stejně jako je tomu u HBV a HSV-1. Bylo zjištěno, že E2 proteiny HPV31 a HPV16 

nemají vliv na stabilitu a hladiny proteinu Smc6 (Gibson and Androphy, 2020), což se shoduje 

s poznatky studie (Bentley et al., 2018). Dále se ukázalo, že se Smc5/6 nachází na epizomálním 

genomu HPV31, kde v E2 vazebných místech asociuje s proteinem E2. Interakce Smc5/6 s E2 

byla ale v přítomnosti proteinu E1 snížena. Autoři se proto domnívají, že Smc5/6 a E1 

kompetují o vazbu s E2. Narušením interakce E1 s E2 komplex Smc5/6 pravděpodobně 

inhibuje počáteční fázi papilomavirové replikace. Celkově však není jasné, zda komplex 

Smc5/6 inhibuje virovou transkripci, replikaci či oba tyto procesy. Není znám ani přesný 

mechanismus této restrikce papilomavirového cyklu (Gibson and Androphy, 2020). 
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V objasnění by měly budoucímu výzkumu pomoci poznatky právě z výše zmíněných studií 

(Bentley et al., 2018; Gibson and Androphy, 2020).  

I v případě HPV infekce fungují ND10 jaderná tělíska jako restrikční faktor. Konkrétně 

bylo zjištěno, že Sp100 jakožto strukturní komponent ND10 inhibuje replikaci a transkripci 

HPV18, ale pouze v rámci počáteční fáze infekce (Stepp et al., 2013). Později se ukázalo, že 

Sp100 reprimuje HPV i v diferencovaných buňkách během pozdní fáze infekce (Stepp et al., 

2017). Stejně jako v případě HSV-1 se lze pouze domnívat, zda je zde nějaká souvislost mezi 

komplexem Smc5/6 a ND10 jadernými tělísky v umlčení virové exprese jako je tomu u HBV.  

3.4 Polyomaviridae 

3.4.1 JC virus 

JC polyomavirus (JCPyV) je pojmenován podle pacienta, ze kterého byl poprvé izolován, 

tedy John Cunningham virus. Jedná se o lidský virus patřící do čeledi Polyomaviridae.  

U imunosuprimovaných jedinců způsobuje JC virus progresivní multifokální 

leukoencefalopatii (PML; progressive multifocal leukoencephalopathy). PML je 

demyelinizační onemocnění mozku, které postihuje zejména dospělé osoby (shrnuto v Bellizzi 

et al., 2013). Co se týče struktury JCPyV, jde o neobalený DNA virus mající kapsidu 

s ikosahedrální symetrií. Genom JC viru tvoří kruhová dsDNA o délce přibližně 5,1 kbp. 

Replikační cyklus JC viru, a obecně celé čeledi Polyomaviridae, zahrnuje časnou fázi, replikaci 

virové DNA a pozdní fázi. Po vstupu JCPyV do jádra hostitelské buňky dochází k časné 

transkripci. Produkty časné transkripce jsou malý tumorogenní antigen (t-Ag; small tumor 

antigen) a velký tumorogenní antigen (T-Ag; large tumor antigen). T-Ag se poté váže  

do počátku replikace a umožňuje replikace virové DNA hostitelskou polymerázou. Následuje 

pozdní transkripce za vzniku VP1, VP2 a VP3 produktů, což jsou kapsidové proteiny,  

a agnoproteinu (shrnuto v Delbue et al., 2017; Maginnis and Atwood, 2009).  

S ohledem na pokračování této práce bude přiblížena struktura a funkce T-Ag. Jak již 

bylo řečeno, T-Ag je produkt časné transkripce JCPyV. Jedná se o regulační protein o délce 

téměř 700 aa, který iniciuje replikaci JCPyV a stimuluje expresi pozdních genů. Kromě toho je 

T-Ag hlavním onkogenním proteinem JCPyV podílejícím se na buněčné transformaci. Byla 

objevena souvislost mezi JC virem a rozvojem lidských nádorů, konkrétně nádory centrální 

nervové soustavy (CNS; central nervous systém) a rakovinou tlustého střeva. Co se týče 

struktury JCPyV T-Ag, na jeho N-konci se nachází J doména, která váže buněčný chaperon 

HSc70 (heat-shock cognate 70). Následuje LxCxE motiv, což je vazebná doména pro členy 
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rodiny retinoblastomových proteinů (Rb; retinoblastoma), které jsou významnými tumor 

supresory. Na C-konci T-Ag je vazebná doména pro p53, což je také tumor supresor. Mimo to 

se zde nachází také OBD doména (origin-binding domain) vázající počátek JCPyV replikace, 

NLS (nuclear localization signal) doména nezbytná pro jadernou lokalizaci proteinu  

a helikázová doména (shrnuto v Delbue et al., 2017; Maginnis and Atwood, 2009).  

Při proteomické analýze JCPyV T-Ag a t-Ag interagujících proteinů bylo mimo jiné 

zjištěno, že JCPyV T-Ag interaguje s buněčným komplexem Smc5/6. Autoři tvrdí, že je 

preferována asociace T-Ag s těmi podjednotkami komplexu Smc5/6, které vykazují určité 

enzymatické aktivity. Konkrétně byla prokázána interakce JCPyV T-Ag s Smc5, Smc6, Nse1, 

Nse3 a Nse4 (Saribas and Safak, 2020). Nicméně interakce s Nse2/Mms21 s významnou 

enzymatickou aktivitou SUMO E3 ligázy v této studii prokázána nebyla. Podrobně pak byla 

zkoumána asociace JCPyV T-Ag s proteinem Smc6, která je zobrazena na Obr. 12. Byla 

odhalena silná interakce Smc6 s oblastmi T-Ag zahrnujícími aminokyseliny 1-265 a 1-411. 

Slabé interakce vykazovala oblast aa 266-688. Naopak žádná interakce nebyla zjištěna mezi 

Smc6 a J doménou T-Ag, která zahrnuje aa 1-81. Na základě těchto výsledků autoři soudí, že 

JCPyV T-Ag pravděpodobně obsahuje dvě SMC vazebné domény potřebné pro interakci 

se Smc6. Jedná se o silnou Smc6 vazebnou doménu zahrnující aa 82-266 na N-konci a o slabou 

Smc6 vazebnou doménu zahrnující aa 412-688 na C-konci. Význam této interakce mezi JCPyV 

T-Ag a komplexem Smc5/6 ještě nebyl pochopen a podle autorů by měl být předmětem dalšího 

zkoumání s ohledem na onkogenní vlastnosti spojené s JCPyV T-Ag (Saribas and Safak, 2020).  

 

Obrázek 12: Grafické znázornění JCPyV T-Ag domén a účinnosti vazby mezi JCPyV T-Ag a Smc6. 

Stupnice pro jednotlivé účinnosti vazby je +++: silná, ++: střední a +/-: slabá vazba. Převzato a upraveno 

z (Saribas and Safak, 2020). 
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3.5 Retroviridae 

3.5.1 HIV-1 virus 

Jako poslední bude popsána role komplexu Smc5/6 při infekci virem HIV-1 (human 

immunodeficiency virus type 1). HIV způsobuje syndrom získaného imunodeficitu (AIDS; 

acquired immunodeficiency syndrome). HIV-1 je obalený RNA virus s kónickou kapsidou. 

Genom HIV-1 tvoří dvě molekuly pozitivní jednovláknová RNA (+ssRNA, positive  

single-stranded RNA) o velikosti přibližně 9,5 kbp (shrnuto v Girard et al., 2011). I když je 

HIV-1 virus s RNA genomem, v určité fázi svého životního cyklu funguje ve formě DNA.  

Po vstupu HIV-1 do hostitelské buňky dochází v cytoplazmě k reverzní transkripci, tedy 

konverzi RNA na lineární cDNA (complementary DNA). Lineární HIV-1 cDNA je 

translokována do jádra, kde dochází k integraci do hostitelského genomu, a následuje 

dokončení HIV-1 replikačního cyklu. Může ale také dojít k tomu, že se HIV-1 cDNA po vstupu 

do jádra neintegruje do genomu hostitele. Neintegrovaný HIV-1 genom zahrnuje lineární 

uDNA (unintegrated DNA), 1-LTR (long terminal repeat) a 2-LTR kruhy, přetrvává 

v infikovaných buňkách a je také schopen genové exprese (shrnuto v Hamid et al., 2017).  

Zcela nová studie (Dupont et al., 2021) demonstrovala zapojení buněčného komplexu 

Smc5/6 do problematiky HIV-1 uDNA a definovala jeho funkce. Bylo zjištěno, že protein SLF2 

(Smc5-Smc6 localization factor protein 2) v časné fázi infekce rekrutuje komplex Smc5/6  

na HIV-1 uDNA. Přesný mechanismus však není znám. Následně dochází ke změnám virového 

chromatinu, kdy Smc5/6 vytváří represivní chromatinovou strukturu, díky čemuž dojde 

k umlčení exprese HIV-1 genů. Komplex Smc5/6 tedy funguje jako restrikční faktor HIV-1 

uDNA. Nicméně HIV-1 dokáže tomuto umlčení genové exprese zabránit, a to pomocí proteinu 

Vpr (viral protein R) (Dupont et al., 2021). Jiné případy umlčení uDNA u retrovirů již byly také 

pozorovány (Geis and Goff, 2019; Zhu et al., 2018). Tato práce se však zaměří pouze  

na komplex Smc5/6.  

Vpr je regulační protein o hmotnosti 14 kDa a délce 96 aa kódovaný vpr ORF (open 

reading frame), u něhož NMR analýza definovala terciární strukturu skládající se ze tří α-helixů 

ohraničených N- a C-terminálními doménami (Cohen et al., 1990; Morellet et al., 2003). Mezi 

funkce Vpr patří například role v patogenitě HIV-1, kdy je nezbytný pro účinnou replikaci  

HIV-1 v mononukleárních fagocytech (Connor et al., 1995). V rámci této práce je ale důležitým 

zjištěním, že Vpr až 20násobně zvyšuje genovou expresi uDNA HIV-1 (Poon and Chen, 2003), 

což potvrdila i nejnovější studie (Dupont et al., 2021). Vpr také interaguje s řadou buněčných 

faktorů, které shrnuje například novější práce (Fabryova and Strebel, 2019). Podobně jako 
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v případě proteinu HBx u viru hepatitidy B, protein Vpr interaguje s buněčným  

DDB1-CUL4A ubikvitin E3 ligázovým komplexem. Interakce je zprostředkována VprBP (viral 

protein R binding protein), což je vlastně DCAF1. Díky této interakci protein Vpr mimo jiné 

indukuje proteazomální degradaci některých buněčných substrátů (Belzile et al., 2007;  

Le Rouzic et al., 2007; Schröfelbauer et al., 2007). 

 

Obrázek 13: Model pro umlčení HIV-1 uDNA komplexem Smc5/6. (i) Při absenci Vpr antagonismu je 

komplex Smc5/6 pomocí SLF2 rekrutován na neintegrovaný HIV-1 genom. (ii) To vede ke zhutnění 

virového chromatinu topologickým nebo pseudotopologickým zachycením DNA. Je vytvořeno 

represivní chromatinové prostředí a virová genová exprese je umlčena. (iii) HIV-Vpr degraduje SLF2  

a antagonizuje tak restrikční funkci komplexu Smc5/6. Vpr zachraňuje genovou expresi 

z neintegrovaného virového genomu. Převzato a upraveno z (Dupont et al., 2021). 

 



30 
 

Nicméně zpět ke komplexu Smc5/6 a jeho SLF2 zprostředkované roli restrikčního 

faktoru uDNA HIV-1. Protein SLF2 byl identifikován jako jeden z cílových substrátů Vpr. 

Díky interakci Vpr s DDB1-CUL4A ubikvitin E3 ligázovým komplexem dochází 

k ubikvitinaci SLF2 a jeho následné proteazomální degradaci. Komplex Smc5/6 tak nemůže 

být rekrutován na virovou uDNA a reprimovat její expresi. Protein Vpr a komplex Smc5/6 jsou 

tedy v antagonistickém vztahu, kdy Smc5/6 umlčuje expresi HIV-1 uDNA a Vpr ji pomocí výše 

zmíněného mechanismu znovu umožňuje. Bylo zjištěno, že Vpr zprostředkovaná degradace 

SLF2 je u lentivirů, mezi které patří právě zde popisovaný HIV-1, evolučně konzervována 

(Dupont et al., 2021). Celkově je zde vidět velká podobnost s HBV, kdy komplex Smc5/6 

inhibuje virovou transkripci a protein HBx se podílí na jeho degradaci a obnovuje tak 

transkripci HBV genomu (Murphy et al., 2016). U HBV i HIV-1 je degradace zprostředkována 

cílením CRL4 ubikvitin E3 ligázového komplexu na substrát s tím rozdílem, že substrátem HBx 

je komplex Smc5/6 a substrátem Vpr je protein SLF2 (Dupont et al., 2021; Murphy et al., 2016). 

To soudí i autoři studie (Dupont et al., 2021), kteří tak poskytli důkaz konvergentní virové 

evoluce. Dva nepříbuzné viry HBV a HIV-1 využívají podobný mechanismus k zabránění 

restrikčním funkcím komplexu Smc5/6 (Dupont et al., 2021). Na Obr. 13 je znázorněn model 

pro umlčení uDNA HIV-1 komplexem Smc5/6.  
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4 Závěr 

Tato bakalářská práce poskytuje souhrnný přehled o struktuře a funkcích eukaryotického 

komplexu Smc5/6 včetně jeho interakce s viry. Komplex Smc5/6 se skládá celkem z osmi 

proteinových podjednotek, kdy kostru tohoto komplexu tvoří proteiny Smc5 a Smc6. Komplex 

se vyznačuje především enzymatickou aktivitou ATPázy, která je důležitá pro interakci 

komplexu s DNA a pro jeho další fungování v buňce s cílem zajistit stabilitu genomu. Přestože 

nebylo možné zajít do větších detailů, tato práce popisuje a porovnává strukturu a funkce 

komplexu Smc5/6 zejména u S. pombe, S. cerevisiae a u člověka. Celkově se však jedná o velice 

široké téma, kdy řada vlastností a funkcí komplexu Smc5/6 není stále plně pochopena. Komplex 

Smc5/6 je tak předmětem studia současných a zcela určitě i budoucích studií.  

Stěžejní částí této bakalářské práce však bylo shrnout poznatky týkající se rolí komplexu 

Smc5/6 při infekci DNA viry a při infekci viry s DNA intermediárním genomem. Odrazovým 

můstkem pro tuto práci byla zjištění z roku 2016 demonstrující, že komplex Smc5/6 funguje 

jako restrikční faktor HBV infekce. HBV protein HBx však zprostředkovává proteazomální 

degradaci Smc5/6. V případě HSV-1 bylo zjištěno, že zde komplex Smc5/6 působí také jako 

restrikční faktor. Pro tyto dva viry je společné zapojení PJA1 ubikvitin-protein ligázy 

v mechanismu rozpoznání a restrikce virového genomu zprostředkovaných Smc5/6. Je 

pravděpodobné, že komplex Smc5/6 rozpoznává jen některé části genomu. Mohly by to být 

například právě oblasti vykazující DNA poškození. Překvapivé výsledky přinesly studie 

zabývající se rolí komplexu Smc5/6 při papilomavirové infekci. Tomuto tématu se zatím 

podrobněji věnovaly pouze dvě studie, které ale demonstrují rozporuplné výsledky. Komplex 

Smc5/6 se podílí na údržbě virového genomu v pozitivním slova smyslu, ale funguje také jako 

restrikční faktor. Zatím však není vyloučena ani jedna možnost a budoucí studie by to měly 

objasnit. Dalším popisovaným virem byl JC virus, u kterého byla pouze prokázána interakce 

s komplexem Smc5/6, kdy se váže na oblasti JCPyV T-Ag zahrnující především jeho DNA 

vazebnou doménu a také ATP vazebnou doménu. Na závěr se práce věnovala interakci 

komplexu Smc5/6 s RNA virem HIV-1, pro který je typický DNA intermediární genom během 

infekce, s kterým právě díky proteinu SLF2 interaguje komplex Smc5/6. Bylo zjištěno, že 

Smc5/6 působí jako restrikční faktor HIV-1. Nicméně HIV-1 protein Vpr indukuje 

proteazomální degradaci SLF2 a zabraňuje tak komplexu Smc5/6 umlčet HIV-1 genom.  

I přesto, že je výzkum této oblasti něčím zcela novým, jsou prozatimní role komplexu 

Smc5/6 u zde popisovaných virů velmi podobné. V antivirové léčbě by tak komplex Smc5/6 

mohl mít velký potenciál.  
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