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Abstrakt

Komplex Smc5/6 je eukaryoticky proteinovy komplex, ktery se spolu s kohezinem
Smc1/3 a kondenzinem Smc2/4 podili na zajisténi stability genomu. K tomu pfispiva svou
ucasti pii organizaci a udrzovani chromozomovych struktur a také pii odpovédi na poskozeni
DNA. Mimo to bylo zjisténo, ze komplex Smc5/6 hraje vyznamnou roli pii virové infekci. Tato
prace se zaméfuje na mechanismy interakce komplexu Smc5/6 s virovymi DNA genomy, DNA
intermediarnimi genomy a virovymi proteiny. V piipadé¢ HBV z ¢eledi Hepadnaviridae ptsobi
Smc5/6 jako restrikéni faktor. Stejné je tomu tak u HSV-1 z ¢eledi Herpesviridae, vira z ¢eledi
Papillomaviridae a HIV-1 z celedi Retroviridae. Také byla objevena interakce komplexu
Smc5/6 s JC virem z ¢eledi Polyomaviridae. Vyznam této interakce vSak zlstava nepochopen.
Nekteré z vySe zminénych virt dokazou této restrikci zabranit. Konkrétné HBV protein HBx
zprostiedkovava proteazomalni degradaci komplexu Smc5/6 ¢i HIV-1 protein Vpr indukuje
degradaci proteinu SLF2, ktery je zodpovédny za lokalizaci komplexu Smc5/6 na DNA

intermediarni genom HIV-1.

Kli¢ova slova: komplex Smc5/6, oprava DNA, ATPaza, sumoylace, DNA viry, viry

s DNA intermediarnim genomem, inhibice, restrik¢ni 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 Uvod

Proteiny strukturni udrzby chromozomut (SMC; structural maintenance of chromosomes)
se nachézi u bakterii, archea i u eukaryot, tedy u vSech zijicich organismii napfi¢ prokaryotickou
a eukaryotickou linii. Jedna se o vysoce konzervovanou proteinovou rodinu. U eukaryot bylo
identifikovano celkem Sest raznych SMC proteint — SMC1 az SMC6. Tyto proteiny spolu
s dalSimi ,,non-SMC* proteinovymi podjednotkami tvoii heterodimerni SMC komplexy,
kterymi jsou kohezin Smcl1/3, kondenzin Smc2/4 a zde studovany komplex Smc5/6 (shrnuto
v Hirano, 2002). Prvni zminky o komplexu Smc5/6 pochazi ptiblizné z prelomu 20. a 21. stoleti
(Fousteri and Lehmann, 2000; Lehmann et al., 1995), kdy se jiz védé€lo o existenci dal§ich dvou
eukaryotickych SMC komplexti, kohezinu a kondenzinu. Komplex Smc5/6 je nejméné
pochopenym, ale rozhodné nejsofistikovanejsim SMC komplexem.

Funkce komplexu Smc5/6 sestavajiciho z osmi proteinovych podjednotek jsou spojovany
ptedevsim s opravou DNA poSkozeni, genomovou integritou a segregaci chromozomi béhem
mitozy. Rada funkci komplexu Smc5/6 je zavisla na jeho enzymatickych aktivitach, kterymi
jsou sumoylace, ubikvitinace a hlavné ATPazova aktivita (shrnuto v Solé-Soler
and Torres-Rosell, 2020). Nicméné stale jsou zde mezery v pochopeni molekularnich
mechanismu fungovani tohoto komplexu s ohledem na jeho vysoce dimyslnou strukturu. Praveé
otazce struktury a funkci komplexu Smc5/6 se bude vénovat prvni ¢ast této bakalarské prace.
Studie eukaryotického komplexu Smc5/6 byly vétSinou provadény u kvasinkovych
modelovych organismii, konkrétné u Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
a Schizosaccharomyces pombe (S. pombe). Nékteré studie jsou pak cileny na sav¢i organismy,
vétSinou na Cloveka. V této praci bude vzdy uvedeno, kterého organismu se popisovana véc
tyka. V fad¢ ptipadd bude prace porovnavat strukturu a jednotlivé funkce komplexu Smc5/6
hlavné mezi vySe zminénymi organismy.

V soucasné dobé¢ se ke komplexu Smc5/6 upird velka pozornost, jelikoz bylo nedavno
zjiSténo, Ze by mohl hrat vyznamnou roli v Zivotnim cyklu HBV (hepatitis B virus) z ¢eledi
Hepadnaviridae. Interakce HBV s komplexem Smc5/6 vede k uml¢eni virového genomu, coz
naznacuje zcela novou funkci eukaryotického komplexu Smc5/6 jako restrikéniho faktoru
(Decorsiere et al., 2016; Murphy et al., 2016). Otazkou je, zda existuje podobny mechanismus
1 pro jiné DNA viry. Jiz byl zapoc¢at vyzkum definujici mozné role komplexu Smc5/6 u virt
celedi Papillomaviridae a Herpesviridae. Na samém prvopocatku je pak vyzkum zkoumajici
interakce komplexu Smc5/6 s viry z Celedi Polyomaviridae. Druhé Cast této bakalaiské prace

se tak bude zabyvat roli komplexu Smc5/6 v zivotnim cyklu HBV, HSV-1 (herpes simplex



virus type 1), vira z ¢eledi Papillomaviridae a JCPyV (JC polyomavirus). Jedna se o vSechny
DNA viry, u kterych byla prozatim definovéna interakce s komplexem Smc5/6. Velmi
aktualnim zjisténim je zapojeni komplexu Smc5/6 do replika¢niho cyklu HIV-1 (human
immunodeficiency virus type 1) z ¢eledi Retroviridae. HIV-1 je zde zminén 1 piesto, ze se jedna
o RNA virus. V ramci svého replikacniho cyklu totiz vyuziva procesu reverzni transkripce

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

Cilem této bakalarské prace je:

® Popsat strukturu komplexu Smc5/6 a predstavit jeho zakladni funkce

v eukaryotické burice.

® Shrnout dosud zniamé poznatky tykajici se moZnych roli komplexu Smc5/6

pri infekci DNA viry nebo pri infekci viry s DNA intermedidarnim genomem.



2 Komplex Smc5/6 — ¢len SMC rodiny proteinovych komplexi

Stejné jako kohezin Smc1/3 a kondenzin Smc2/4 je 1 Smc5/6 jednim ze tii SMC komplext
nachdazejicich se u eukaryot. VSechny tyto tfi komplexy jsou v bufice zapojeny do procest,
jejichz hlavnim cilem je udrZeni stability genomu béhem bunécéného cyklu. Kohezin drzi
pohromadé dvé sesterské chromatidy, kondenzin je dilezity pro kondenzaci chromozomi
v mitéze a komplex Smc5/6 se podili na opravé DNA, replikaci a chromozomové segregaci,
a to jak v mitotickych, tak v meiotickych buitkdch. Mimo to jsou znamy i dal$i funkce téchto
SMC komplexi (shrnuto v Aragon, 2018). V této kapitole bude popsana obecna struktura SMC
proteinu a nasledné se prace jiz zaméfi na komplex Smc5/6. Bude popsana jeho architektura

a priblizeny zékladni funkce.

2.1 Zakladni struktura SMC proteinu

Pro eukaryotické komplexy kohezin, kondenzin i komplex Smc5/6 je typické, Ze sdili
charakteristickou strukturu SMC proteinové rodiny (Obr. 1). SMC proteinova rodina byla
poprvé definovana pti popisu Smcl u S. cerevisiae (Strunnikov et al., 1993) a nésledné i
u obratlovci (Saitoh et al., 1994). Konzervovana struktura SMC proteinu o velikosti 115 az
165 kDa je rozd€lena na pét ¢asti — pantova doména (hinge domain), dvé dlouhd ramena tvofena
a-helixy a na koncich se nachazejici N- a C-koncové domény obsahujici Walker A a B motiv
(Strunnikov et al., 1993; Saitoh et al., 1994). Walkerovy motivy byly poprvé popsany ve studii
(Walker et al., 1982). Walker A motiv se vyznacuje sekvenci GXXGXGKS/T (kde X znaci
jakoukoliv aminokyselinu). Walker B motiv obsahuje sekvenci hhhhD (kde h znac¢i hydrofobni
aa). Tyto motivy se podili na vazbé nukleotidii a jsou typické napiiklad pro ABC (ATP-binding
cassette) rodinu ATP4z (shrnuto v Schneider and Hunke, 1998). Pantova doména SMC proteinu
je flexibilni a dochdzi v ni k ohybu, diky cemuz se N- a C-koncové domény prikladaji k sobé
za vzniku hlavové domény (head domain). Hlavovd doména pak ma funkci ATPazy s DNA
vazebnou aktivitou. Dva a-helixy se k sobé ptikladaji antiparalelné a tvofi intramolekulérni
oblast svinuté civky (coiled coil domain). SMC proteiny dimerizuji prostfednictvim svych
pantovych domén (Haering et al., 2002; Lowe et al., 2001; Melby et al., 1998). Hlavové domény
dvou SMC proteint propojuje kleisinovd podjednotka za vzniku kruhové uzavienych SMC

komplexti (Haering et al., 2002; Schleiffer et al., 2003).
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Obrazek 1: Struktura SMC proteinu. SMC protein je sklopen ve své centralni pantové doméné. To
umoznuje, aby se Walkerovy motivy v N- a C-koncové doméné piilozily k sobé a vytvotily ATPazu,
ktera je pfipojena k pantové doméné prostfednictvim dlouhé ,,coiled coil“ oblasti. Inspirovano (Kegel

and Sjogren, 2010).

2.2 Struktura a biochemické aktivity komplexu Smc5/6

Komplex Smc5/6 se sklada celkem zosmi proteinovych podjednotek, kterymi jsou
proteiny Smc5, Smc6 a Sest ,,non-SMC* podjednotek (NSE; non-structural maintenance
of chromosomes (SMC) elements). Mezi NSE podjednotky patii Nsel, Nse2/Mms21, Nse3,
Nse4, Nse5 a Nse6 (shrnuto v Aragon, 2018). Sofistikovand struktura komplexu Smc5/6 je
zasadni pro jeho fungovani, pfi¢emz nékolik studii prokazalo, Ze mutace v jednom z proteinti
tohoto komplexu vedou k né€kolika chorobam (Crabben et al., 2016; Payne et al., 2014). Mutace
v nékteré z podjednotek komplexu Smc5/6 také €ini buiiky hypersenzitivni k ¢inidlim, ktera
poskozuji DNA. Mezi takovato ¢inidla patii UV zéfeni, ionizujici zafeni, hydroxymocovina
nebo methylmethansulfonat (Fujioka et al., 2002; Morikawa et al., 2004; Pebernard et al., 2004;
Verkade et al., 1999).

Jelikoz prvotni zaklad v objevu komplexu Smc5/6 je u kvasinky S. pombe (Fousteri
and Lehmann, 2000; Lehmann et al., 1995), bude na tomto organismu ukazéano, jak spolu
jednotlivé proteinové podjednotky interaguji. Na zakladé nékolika studii u S. pombe mize byt
komplex Smc5/6 rozdélen do tii dil¢ich subkomplexti, kterymi jsou Smc5-Smc6-Nse2/Mms21,
Nsel-Nse3-Nse4 (Sergeant et al., 2005) a pozdé€ji objeveny heterodimer Nse5-Nse6 (Pebernard
et al., 2006). Na Obr. 2 je zobrazen komplex Smc5/6 zde popisovanyh organisml — kvasinek

S. pombe a S. cerevisiae a lidsky komplex Smc5/6.



C SMC5 SMC6

S. cerevisiae S. pombe

Obrazek 2: Celkové schéma komplexu Smc5/6. (A) Saccharomyces cerevisiae.
(B) Schizosaccharomyces pombe. (C) lidsky komplex Smc5/6. Pievzato a upraveno z (Adamus et al.,

2020; Verver et al., 2016).

2.2.1 Smc5-Smc6-Nse2/Mms21 subkomplex

Pravé Smc5 a Smcb6 jsou proteiny s charakteristickou strukturou SMC proteinové rodiny
(Fousteri and Lehmann, 2000; Lehmann et al., 1995), kterd jiz byla popsana vySe. Bylo
prokéazano, ze Smc5 a Smc6 spolu interaguji a jsou si heterodimernimi partnery (Fousteri
and Lehmann, 2000). Tato vazba je zprostiedkovana jejich pantovymi doménami (Sergeant
et al., 2005), coz odpovida typickému chovani SMC proteint.

Nse2/Mms21 vykazuje podobnost s doménou Mizl/Siz1/PIAS/ARIP3 nalezenou
v SUMO E3 ligazach (McDonald et al., 2003). V jeho C-koncové doméné se nachazi
SP-RING (Siz/PIAS really interesting new gene) doména, kterd je zodpovédna za SUMO E3
ligadzovou aktivitu Nse2/Mms21 (Andrews et al., 2005). Sumoylace je posttranslacni
modifikace, kterd vede ke konjugaci malych modifikatorti podobnych ubikvitinu (SUMO; small
ubiquitin-like modifier) na cilové proteiny. Sumoylace hraje roli pii aktivaci proteind.
Nse2/Mms21 jako SUMO E3 ligaza sumoyluje sebe sama a nékolik dalSich cilovych proteint,
mezi které patfi 1 podjednotky komplexu Smc5/6, predev§im v reakci na poskozeni DNA
a v ramci procesu opravy DNA (Andrews et al., 2005). Ptiklady téchto cilovych proteini jsou
Nse3 a Smc6 u S. pombe (Andrews et al., 2005) a SmcS5 a opravny protein Yku70 u S. cerevisiae
(Zhao and Blobel, 2005). V lidskych bunkéch jsou cilovymi proteiny Nse2/Mms21 SUMO E3
ligazy naptiklad Smc5, Smc6, opravny protein TRAX, kohezinové podjednotky Sccl 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 prostiednictvim své
N-koncové domény vaze k Smc5 podjednotce, konkrétné k jeji stiedni ¢asti oblasti ,,coiled
coil®, a spole¢né¢ tak tvofi subkomplex Smc5-Smc6-Nse2/Mms21 (Sergeant et al., 2005). Stejné
je tomu tak 1 u S. cerevisiae (Duan et al., 2009; Zhao and Blobel, 2005) a u ¢lovéka (Adamus
et al., 2020; Potts and Yu, 2005).

2.2.2 Nsel-Nse3-Nse4 subkomplex

U S. pombe tvoii tyto tfi podjednotky stabilni heterotrimerni subkomplex (Pebernard
et al., 2006; Sergeant et al., 2005). Nsel interaguje s Nse3 prostfednictvim své N-koncové
domény a zaroven stabilizuje interakci mezi Nse3 a Nse4 (Sergeant et al., 2005).
Nsel-Nse3-Nse4 se vaze k hlavovym doménam Smc5-Smc6, pficemz Nse4 zde funguje jako
kleisinova podjednotka, ktera preklenuje hlavy Smc5-Smc6 (Palecek et al., 2006). Diky tomu
je vytvofena kruhové uzaviena struktura komplexu Smc5/6. Stejné tak u S. cerevisiae
au ¢lovéka se trimer Nsel-Nse3-Nse4 vaze k hlavovym doméndm Smc5-Smc6 (Adamus et al.,
2020; Duan et al., 2009).

Nsel obsahuje NH-RING (Nsel-homolog really interesting new gene) doménu ve své
C-koncové doméné, ktera je podobna té v ubikvitin E3 ligazach, a je stejné€ jako Nse2/Mms21
zapojen v procesu opravy DNA (McDonald et al., 2003; Pebernard et al., 2008). Zda Nsel
vykazuje aktivitu ubikvitin E3 ligdzy v ramci komplexu Smc5/6 neni zcela zndmo (Solé-Soler
and Torres-Rosell, 2020). Nse3 ma sekvencni podobnost s MAGE (melanoma-associated

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

2.2.3 Nse5-Nse6 subkomplex

Nse5 a Nseb6 jsou si navzajem heterodimernimi partnery a tvofi jeden ze subkomplexi,
ktery jako jediny neni esencialni pro S. pombe (Pebernard et al., 2006). Nse5-Nse6 se vaze
k hlavovym doménam komplexu Smc5/6, ale na odliSném misté¢ nez Nse4, pravdépodobné
blize k ,,coiled coil* oblastem (Palecek et al., 2006). Naproti tomu je subkomplex Nse5-Nse6
u S. cerevisiae esencialni (Pebernard et al., 2006). Studie (Duan et al., 2009) navic zjistila, ze
u S. cerevisiae interaguje dimer Nse5-Nse6 s pantovymi doménami Smc5-Smc6. Tato studie
tak naznacuje, ze subkomplex Nse5-Nse6 reguluje dynamiku pantovych domén Smc5-Smc6
(Duan et al., 2009). U S. pombe a S. cerevisiae se tedy ukdzalo, Ze se pozice dimeru Nse5-Nse6
vramci komplexu Smc5/6 lisi. Odlisnd pozice Nse5-Nse6 byla pozorovéana i u lidského

komplexu Smc5/6. V lidskych bunkéch se totiz dimer Nse5-Nse6 vaze k ,,coiled coil* oblastem
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Smc5-Smc6, konkrétné mezi hlavové domény a Nse2 vazebné misto. Tato interakce je vSak
zprostiedkovana pouze Nse6, nikoli Nse5. Také u ¢lovéka mize tento subkomplex prispivat
k regulaci dynamiky komplexu Smc5/6 (Adamus et al., 2020). Celkové tyto poznatky znaci
urcitou variabilitu komplexu Smc5/6 mezi rliznymi organismy. Poloha subkomplexu

Nse5-Nse6 v ramci komplexu Smc5/6 u téchto tiech organismil je zieteln€ vidét na Obr. 2.

2.2.4 ATPazova aktivita

Jak jiz bylo feceno, SMC proteiny maji uzavienou kruhovou strukturu a jejich hlavové
domény vykazuji ATPazovou aktivitu, diky které jsou SMC proteiny schopné vazat DNA.
Mechanismus topologického zachyceni molekuly DNA uvnitt kruhu SMC proteinu je
regulovan vazbou ATP, kdy dojde k otevieni kruhu. Na topologickém zachyceni se
pravdépodobné podili kleisinova podjednotka. Hydrolyzou ATP se poté kruh uzavira (shrnuto
v Solé-Soler and Torres-Rosell, 2020).

To plati 1 pro komplex Smc5/6. Studie u kvasinek a u ¢loveéka prokazaly, ze komplex
Smc5/6 mad ATPazovou aktivitu a je tak schopen vazat preferenéné¢ dvouvldknovou DNA
(dsDNA; double-stranded DNA), ale i1 jednovlaknovou DNA (ssDNA; single-stranded DNA)
(Altetal., 2017; Fousteri and Lehmann, 2000; Gutierrez-Escribano et al., 2020; Zabrady et al.,
2016). Na vazbé Smc5/6 k DNA se vyznamné podili i trimer Nsel/Nse3/Nse4, jelikoz bylo
objeveno, Ze konkrétné Nse3 podjednotka interaguje s DNA (Zabrady et al., 2016). Nicméné
1 pantové domény komplexu Smc5/6 jsou schopny vazat DNA (Alt et al., 2017). Pro pfimou
interakci komplexu Smc5/6 s molekulou DNA je potieba vazba ATP na Smc6. Poté mtze diky
hydrolyze ATP dojit k topologickému zachyceni molekuly DNA. Komplex Smc5/6 vykazuje
katenac¢ni aktivitu, protoze je schopen vazat dvé nezavislé molekuly DNA. Bylo objeveno, Ze
1 stimuluje na Top2 (DNA topoisomerase 2) zavislou katenaci plazmidi a rozpoznava
a stabilizuje terciarni struktury DNA se zkiizenymi helixy (Gutierrez-Escribano et al., 2020;
Kanno et al., 2015). ATPazova aktivita komplexu Smc5/6 ma vliv i na jeho SUMO ligdzovou
aktivitu. Diky vazbé ATP na ATPazové hlavy Smc5/6 totiz dojde ke konformacni zméné
a aktivaci Nse2/Mms21 SUMO E3 ligazy, kterd tak mize modifikovat cilové proteiny napiiklad
v ramci opravy DNA (Bermudez-Lopez et al., 2015). Navic se ukazalo, ze navazanim KITE
(kleisin-interacting tandem winged-helix element) proteini Nsel a Nse3 na kleisin Nse4 doslo
ke zvySeni stability komplexu Smc5/6 v nepfitomnosti ATP. Naproti tomu vazba ATP
na komplex Smc5/6 obsahujici KITE podjednotky vyznamné snizila stabilitu komplexu Smc5/6
v oblasti Nse4 propojeni. To znaci, ze tento Nsel-Nse3-Nse4 subkomplex se podili na otevirani

kruhu, a proto usnadnuje dynamickou funkci komplexu Smc5/6 v ramci ATPazového cyklu
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(Vondrova et al., 2020). Navzdory skutecnosti, ze ATPazova aktivita hraje jedine¢nou roli
v celkové funkcénosti proteinti komplexu Smc5/6, neni definovan zcela ptesny molekuldrni

mechanismus, ktery fidi jeji aktivitu a jak ovliviiuje jednotlivé funkce proteind.

2.3 Funkce komplexu Smc5/6

V nésledujicich podkapitolach budou popsany vybrané funkce komplexu Smc5/6
v eukaryotické buiice. Pro fungovéani komplexu Smc5/6 je dilezita jeho ATPazova aktivita.
Bude popsana role komplexu Smc5/6 v procesech opravy DNA, jeho role v genomové integrité

¢1 v ramci chromozomové topologie.

2.3.1 Role v opravé DNA

Nejcastéji sklonovanou funkci komplexu Smc5/6 je zcela urcité jeho ucast v procesech
opravy DNA pomoci mechanismu homologni rekombinace. Jako piiklady téchto procest
budou popsany role komplexu Smc5/6 pii opraveé dvoutetézcovych zlomit DNA a pfi replikaci

DNA.

2.3.1.1 Oprava dvouretézcovych zlomi DNA pomoci homologni rekombinace

Bylo zjisténo, ze Smc6 u S. pombe je zapojen v rekombinacni draze pro opravu DNA
poskozeni indukovaného UV a ionizujicim zafenim, konkrétné v rekombinacni opravé
dvoufetézcovych zlomil (DSBs; double-strand breaks) (Lehmann et al., 1995; Verkade et al.,
1999). To byl prvni naznak, Ze komplex Smc5/6 funguje v procesech opravy DNA pomoci
homologni rekombinace.

U lidskych 1 kvasinkovych bun¢k bylo ukazano, Zze je komplex Smc5/6 lokalizovan
do mist okolo DSBs a je dilezity pro zprostfedkovani opravy DNA homologni rekombinaci
(HR; homologous recombination) mezi sesterskymi chromatidy (Betts Lindroos et al., 2006;
De Piccoli et al., 2006; Potts et al., 2006). Protein Mrell opravujici dvoufetézcovou DNA
(soucast lidského MRN/kvasinkového MRX komplexu rozpoznavajiciho DSBs) navadi
komplex Smc5/6 na tyto zlomy v G2/M fazi buné¢ného cyklu (Betts Lindroos et al., 2006).
V této opravné draze funguje Smc5/6 spole¢né s kohezinem a to tak, Ze Smc5/6 umoziuje
lokalizaci kohezinu na DSBs (Potts et al., 2006). Naproti tomu ucast komplexu Smc5/6
na opravé pomoci nehomologniho spojovani koncti (NHEJ; non-homologous end joining)
nebyla prokazana (De Piccoli et al., 2006; Potts et al., 2006). Kdyz je v lidskych buiikdch nebo
u kvasinek inhibovan komplex Smc5/6, vede to ke snizeni opravy DNA DSBs pomoci HR

sesterskych chromatid (De Piccoli et al., 2006; Potts et al., 2006). Buiky, které postrada;ji
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funk¢ni aktivitu Nse2/Mms21 SUMO E3 ligazy, jsou defektni v lokalizaci kohezinu na DSBs
(McAleenan et al., 2012). Nse2/Mms21 SUMO E3 ligaza také sumoyluje nékteré podjednotky
kohezinu, napiiklad Sccl, a podporuje tim tak rekombinaci sesterskych chromatid (SCR; sister
chromatid recombination) (Wu et al., 2012). Schéma opravy DSB pomoci HR je zobrazeno
na Obr. 3. Celkové vzato, komplex Smc5/6 podporuje HR tim, Ze drzi dva fetézce DNA uvnitt
svého kruhu, a to v takové pozici, kterd umozni probé¢hnuti HR. Jeho funkce také zavisi
na sumoylacnich aktivitdch komplexu (shrnuto v Kegel and Sjogren, 2010).

Co se tyCe opravy DNA, komplex Smc5/6 hraje také roli v ramci aktivace kontrolnich
bodli bunééného cyklu, konkrétné udrzuje bunéény cyklus v pozastavené fazi v ptfitomnosti
poskozeni DNA. Oprava DNA pii absenci komplexu Smc5/6 vede k deaktivaci kontrolnich
bodl poskozeni DNA a k vysoce aberantnim mitézam u S. pombe (Harvey et al., 2004; Verkade

et al., 1999).

@ komplex Smc5/6

d» Kohezin

sesterske DSB
chromatidy

¥

[
MRE11 Kohezin RAD51
DsB lokalizace soudrznost HR struktury spravné
komplexu Smc5/6 sesterskych fedeni

okolo DSB chromatid

Obrazek 3: Model pro funkci komplexu Smc5/6 v homologni rekombinaci. Komplex Smc5/6 se
lokalizuje na DSB (dvouietézcovy zlom) zplsobem zavislym na Mrell. Dale komplex Smc5/6
usnadiiuje lokalizaci kohezinového komplexu Smcl/3 a dojde k navozeni soudrznosti sesterskych
chromatid na DSB. Vysledkem je invaze Rad51 (rekombinaéni protein) a vyména vlaken, aby mohlo

dojit k bezchybné opravé DSB. Pfevzato a upraveno z (Potts, 2009).

2.3.1.2 Stabilizace, oprava a restart zastavenych replikacnich vidlic

Prvni ndznak, ze komplex Smc5/6 muze hrat roli v replikaci DNA, byl ucinén jiz
na zéklad¢ objevu a analyzy proteinu Smc6 u S. pombe (Lehmann et al., 1995). Studie
u kvasinek ukazaly, ze komplex Smc5/6 je lokalizovan na zastavené replikacni vidlice, které

vykazuji znacnou nestabilitu a hrouti se (Ampatzidou et al., 2006; Betts Lindroos et al., 2006;



Morikawa et al., 2004). Funguje zde tak, ze drzi pohromadé dvé nové replikované sesterské
chromatidy v tésné blizkosti, takze mlze dojit k HR opraveé zlomi vytvorenych replikaénim
blokem (Morikawa et al., 2004). Nicmén¢ pozd&jsi studie naznacuji, Ze spiSe nez pro stabilizaci
téchto vidlic (Pebernard et al., 2004), je komplex Smc5/6 vyzadovan ptimo pro HR opravu
zlomt a nasledné obnoveni replikace (Ampatzidou et al., 2006). Komplex Smc5/6 tedy funguje
jak v Casné fazi HR, tak i ve fazi pozdni (Irmisch et al., 2009). V ¢Casné fazi komplex udrzuje
zastavené replikacni vidlice v rekombinaéné kompetentni konformaci pfipravené k restartu
vidlice (Irmisch et al., 2009). Dale mohou byt na zlomy nezavisle na Smc5/6 lokalizovany
rekombinacéni proteiny jako Rad52 a RPA (Ampatzidou et al., 2006; Irmisch et al., 2009).
V pozdni fazi HR opravy se jiz komplex Smc5/6 podili na spravném feSeni rekombinacnich
meziproduktti, které zabranuji dokonceni replikace na zablokovanych a poskozenych
replikacnich vidlicich (Ampatzidou et al., 2006; Bermudez-Lopez et al., 2010; Irmisch et al.,
2009; Pebernard et al., 2006). Mezi rekombina¢ni meziprodukty patii Hollidayovy spoje (HJs;
Holliday junctions) ¢i D-smycka (D-loop; displacement-loop), které se tvoii b&hem
homologniho parovani a DNA syntézy v ramci HR opravy souvisejici naptiklad i s replikaci
(shrnuto v Sarbajna and West, 2014). Na zabranéni akumulace toxickych meziprodukt
na vidlici béhem HR opravy spojené s replikaci se spolu s komplexem Smc5/6 podili i jiné
proteiny. Mezi ty patii naptiklad s Smc5/6 interagujici protein Rad60, protein Esc2, DNA
helikaza Mphl nebo helikdza Sgs1 (Ampatzidou et al., 2006; Bermtudez-Lopez et al., 2016;
Chen et al., 2009; Sollier et al., 2009). V nasledujicich odstavcich bude popséna souhra mezi
Smc5/6, Mphl a Sgs1 helikdzami v rdmci HR opravy.

Bylo zjiSténo, Ze Sgsl helikdza u kvasinek (lidska BLM helikaza) se podili na feSeni
rekombinacnich meziproduktli na zastavenych replika¢nich vidlicich (Liberi et al., 2005).
Pozd¢ji se ukazalo, ze kliCovym regulatorem té€chto rekombinacnich funkci komplexu STR
(Sgs1-Top3-Rmil) je komplex Smc5/6 a jeho Nse2/Mms21 SUMO E3 ligdzova aktivita
(Obr. 4) (Bermudez-Lopez et al., 2016; Bonner et al., 2016). Nejprve dochézi k autosumoylaci
komplexu Smc5/6. Takto sumoylovany komplex Smc5/6 rozpoznava Sgsl helikdza
prostiednictvim svych dvou SUMO-interagujicich motivli (SIMs; SUMO-interacting motifs).
Nasledn¢ dojde k sumoylaci STR komplexu ligazou Nse2/Mms21 SUMO E3 ptitomnou
v komplexu Smc5/6 a uc¢innému odstranéni toxickych rekombinac¢nich meziprodukti diky
aktivite¢ STR (Bermudez-Lopez et al., 2016; Bonner et al., 2016).

U S. cerevisiae komplex Smc5/6 interaguje s rekombina¢nim faktorem zapojenym v HR
opravé spojené s replikaci, DNA helikdzou Mphl (Chen et al., 2009). Bylo zjisténo, ze

u mutantd smc6 a mms2] je behem replikace helikdzova aktivita Mphl zodpovédna
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za akumulaci rekombinacnich struktur ve tvaru X (Chen et al., 2009). V tomto kontextu je
pojem rekombinaéni struktury ve tvaru X odvozen od toho, ze kdyz se buiiky s mutaci
v komplexu Smc5/6 replikovaly v pfitomnosti methylmethansulfonatu, tak na 2D gelové
elektroforéze byly detekovany rekombinacni struktury jako molekuly DNA ve tvaru X (Branzei
et al., 2006; Sollier et al., 2009). Pokud tedy dojde k nadmérné expresi Mphl, zhorsi se projevy
mutaci komplexu Smc5/6. Naopak odstranéni Mphl helikdzy potlaci defekty zptisobené
mutacemi v komplexu Smc5/6, naptfiklad se snizi uroven nevyieSenych rekombinacnich
meziproduktii u mutant smc5/6. Komplex Smc5/6 tak ziejme zabrainiuje akumulaci aberantnich
rekombinacnich struktur generovanych Mphl helikazou (Chavez et al., 2011; Chen et al.,
2009).

komplex Smc5/6 Nse2 solJnI:AIOe):DSV;Z%IG
SUMOylace R
komplexu
rozpoznan( Smc5/6
podkozeni DNA i
SUMOW
interakce Nse2 .
SUMOylovany
Smcs.ff_i %R RHMOYlase komplox STH rekombinaéni funkce
SIMpfrngMO o Sgs1 (feSeni
S STR
—_ — > rekombinacnich

meziproduktd, oprava
replikagni vidlice)

Obrazek 4: Komplex STR a jeho lokalizace a aktivace zavisld na sumoylaci komplexem Smc5/6.
Schematické znazornéni pro-rekombinogennich funkci Sgsl helikazy. Pii poskozeni DNA, které
vyzaduje funkce STR, je Smc5/6 schopen rozpoznat vhodné DNA substraty pro Sgsl. Vazba Smc5/6
na DNA vede k aktivaci Nse2/Mms21 SUMO E3 ligazy. Nse2 pak sumoyluje n¢kolik podjednotek
komplexu Smc5/6. Lokalizace Sgsl (jako soucasti komplexu STR) nastava diky rozpoznani
sumoylovaného komplexu Smc5/6 prostiednictvim SIM domén Sgs1. Poté mize Nse2 sumoylovat Sgs1
a Top3. Nse2-zavisla sumoylace Sgsl a Top3 vede k aktivaci funkci STR v rekombinaci. Pfevzato

a upraveno z (Bermudez-Lépez and Aragon, 2017).

Role komplexu Smc5/6 v ramci procesu opravy DNA je obdobna i v meiotickych
bunikach. Nekolik studii u S. cerevisiae tvrdi, ze je komplex Smc5/6 lokalizovan na meiotické
DSBs a hraje roli v dokonceni opravy v ramci meiotické rekombinace. Smc5/6 totiz podporuje
integritu meiotickych opravnych procesi tim, Ze zpracovava a zabrafuje akumulaci aberantnich

rekombinacnich meziproduktii mezi homolognimi chromozomy, které potlacuji meiotické
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déleni. Bylo zjisténo, Ze na téchto meiotickych rekombinacénich procese se podili i Nse2/Mms21
SUMO E3 ligaza 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 integrité
2.3.2.1 Udriba repetitivnich sekvenci

U S. cerevisiae bylo ukazéano, ze se komplex Smc5/6 nachazi na repetitivnich oblastech
chromatinu, konkrétné v oblasti ribozomalni DNA (rDNA; ribosomal DNA) a na telomerach

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

2.3.2.1.1 Telomery

Studie u S. cerevisiae ukazala, Ze aktivita Nse2/Mms21 SUMO E3 ligazy komplexu
Smc5/6 je zasadni pro spravnou organizaci telomer. Mutantni bunky mms21-11 postradajici
SP-RING doménu s SUMO E3 ligazovou aktivitou totiz vykazovaly defekty ve shlukovani
telomer, jejich uml¢ovani a regulaci délky (Zhao and Blobel, 2005). Mutantni buiiky nse3-1
vykazovaly ¢asteéné¢ podobné fenotypy (Moradi-Fard et al., 2016). A u mutantnich bun¢k
smc5/6 byla navic zaznamenana vysS§i frekvence zlomovych udalosti na telomerach (Noél
and Wellinger, 2011). Komplex Smc5/6 také zabraniuje hromadéni rekombinaénich
meziproduktli ve tvaru X na telomerach v procesu starnuti, které je zpomaleno stimulaci aktivity
Smc5/6 a jeho Nse2/Mms21 SUMO E3 ligazy (Chavez et al., 2010). To je v souladu se studii,
ktera také prokazala, ze Nse2/Mms21 SUMO E3 ligaza komplexu Smc5/6 je potiebna
ke zpomaleni starnuti bun€k postradajicich telomerazu (Noél and Wellinger, 2011).

Ptiblizné 10-15 % rakovinnych bunék vyuziva ke své neomezené bun&tné proliferaci
mechanismus alternativniho prodlouzeni telomer (ALT; alternative lengthening of telomeres),
ktery je zavisly na homologni rekombinaci a dochdzi k nému v nepfitomnosti telomerazy.
Pro buiiky vyuZivajici ALT mechanismus je typické, Ze jsou telomery lokalizovany
do modifikovanych PML télisek (promyelocytic leukemia bodies) zndmych jako APBs
(ALT-associated PML bodies). Pro buiky, které udrzuji své telomery prostfednictvim ALT
mechanismu a vykazuji urcité charakteristické znaky, se pouziva ozna¢eni ALT buiiky (shrnuto
v Cesare and Reddel, 2010). Studie u lidskych bun¢k prokazaly, ze se komplex Smc5/6
lokalizuje do APBs v ALT bunkach a je zodpovédny za homologni rekombinaci telomer.
Pti absenci komplexu Smc5/6 dochézi k bunéénému starnuti, protoze telomery v ALT buiikach

prochazeji progresivnim zkracovanim. Za néabor telomer do APBs je zodpovédna ligaza
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Nse2/Mms21 SUMO E3 komplexu Smc5/6, kterd sumoyluje TRF1 a TRF2 podjednotky
shelterinového komplexu vézaného na konce telomer. Dale ligdza 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 nov¢jsi prace (Tsekrekou et al., 2017), rDNA nachazejici se v jadérku
kéduje ribozomalni RNA (rRNA; ribosomal RNA), coz je hlavni slozka ribozomt. rDNA je
vzhledem ke své repetitivni povaze nachylna k mimotfddnym rekombina¢nim udéalostem
a DNA poskozeni, coZ €asto vede k tvorbé DSBs. Tyto DSBs jsou nésledné opraveny pomoci
HR v nukleoplazmé, tedy mimo jadérko (shrnuto v Tsekrekou et al., 2017).

Nasledné bude popséno, jak je komplex Smc5/6 zapojen v opravé zlomt vyskytujicich
se na rDNA. Autofi studie (Torres-Rosell et al., 2007) ukézali, ze pokud se na rDNA
u S. cerevisiae vyskytne DSB, je opraven pomoci HR mimo jadérko. DSBs na rDNA v jadérku
jsou rozpoznany DNA opravnym komplexem MRX (Mrell-Rad50-Xrs2). Dale dochézi
k vytvofeni 3’ssDNA previsi a navazani proteinu RPA. Navazani dalS§ich HR opravnych
proteini jako Rad51 a Rad52 jiz probihd pouze po relokalizaci DSB mimo jadérko
(Torres-Rosell et al., 2007). Komplex Smc5/6 se vyskytuje v jadérku, kde je vyZadovan
pro udrzeni stability rDNA, coZ bylo objeveno u S. cerevisiae (Torres-Rosell et al., 2005). Diky
komplexu MRX je komplex Smc5/6 lokalizovan na DSBs rDNA. Smc5/6 a hlavné jeho
sumoyla¢ni aktivita zabranuji tvorbé ohnisek Rad52 v jadérku. Mimo jadérko tedy dochézi
k homologni rekombinaci (Torres-Rosell et al., 2007). Béhem jinych HR procest probiha vazba
HR proteinll na stejném misté jako navazani MRX komplexu. Na Obr. 5 je zobrazeno schéma
prib&éhu HR opravy rDNA DSB.

Podobna pozorovani byla ucinéna 1 v pfipadé DSBs vyskytujicich se v oblasti
heterochromatinu. Bylo zjisténo, Ze u Drosophila a mySich bunék jsou heterochromatické
DSBs opraveny pomoci HR mimo tuto doménu. Do heterochromatickych DSBs je lokalizovan
komplex Smc5/6 spolecné s komplexem Arp2/3 (actin related protein 2/3 complex). Do téchto
DSBs je dale lokalizovan aktivator myosinu Unc45 diky Smc5/6 a jeho interakci s nukledrnimi
myosiny. K relokalizaci DSBs mimo heterochromatin dochazi prostfednictvim schopnosti
myosinti pohybovat se podél aktinovych vlaken sestavenych v mistech opravy pomoci Arp2/3.
Teprve mimo heterochromatin mize dojit k i€¢inné opravé DSBs pomoci HR a opravného
proteinu Rad51. Komplex Smc5/6 blokuje tvorbu Rad51 ohnisek v heterochromatinu

a zabranuje tak aberantnim rekombina¢nim udéalostem. Dale Smc5/6 a jeho SUMO E3 ligazova
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aktivita zde plni ulohu vramci regulace aktivace a lokalizace Arp2/3 a Unc45

do heterochromatickych DSBs (Caridi et al., 2018; Chiolo et al., 2011).
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Obrazek 5: Model pro opravu DSBs v rDNA. Jadérko (modré) je obohaceno o komplex Smc5/6 (modré
ovalky), zatimco Rad52 (zluté kruhy) je nejhojnéjsi mimo jadérko. DSB v rDNA je nejprve rozpoznan
komplexem MRX (zelené kosoctverce), ktery usnadituje navazani komplexu Smc5/6 na tento zlom.
Sumoylace Rad52 a vysoka lokalni koncentrace komplexu Smc5/6 zabranuje tvorbé Rad52 ohnisek
v jadérku (1). Inhibi¢ni u¢inek komplexu Smc5/6 je zmirnén, kdyz DSB ptechodné opusti jadérko. To
umoziuje navazani nesumoylovaného Rad52 na DSB pomoci proteinu RPA (Seda vlakna) po disociaci
komplexu MRX (2). Kdyz je oprava dokoncena, rDNA repetice znovu vstoupi do jadérka (3). Pfevzato
z (Torres-Rosell et al., 2007). 224xtetO: misto pro vazbu ¢erveného fluorescencniho proteinu, aby bylo

mozné sledovat pohyb rDNA s DBS

2.3.2.2 Chromozomova topologie

Pojem chromozomova topologie je Gzce spojen s roli DNA topoizomeraz. Ty dokazou
vyfesit topologické problémy DNA, které nastdvaji napiiklad b&hem replikace v dasledku
odd€lovani dvou rodicovskych fetézci dsDNA. DNA molekula se pietaci, coz zpiisobuje
akumulaci nadsroubovicovych vinuti (DNA supercoils) (shrnuto v Wang, 2002).

Studie u S. cerevisiae ukézala, Ze lokalizace komplexu Smc5/6 na chromozomy
v neposkozenych buiikach, kde hraje roli v chromozomové segregaci, je podobnd kohezinu a je
ovlivnéna proteinem Scc2. Komplex Smc5/6 se nejcastéji nachdzi na duplikovanych
chromozomech a pocet jeho vazebnych mist se linearné zvysuje s rostouci délkou chromozomu
(Betts Lindroos et al., 2006). Spolu s rostouci délkou chromozomii se zvySuje i1 mira
superhelikalniho napéti vyvolaného replikaci. Kromé enzymu topoizomeraz typu I a II se
1 komplex Smc5/6 podili na zpracovani superhelikalniho napéti, a to v rdmci mechanismu

rotace replikacni vidlice (Obr. 6). Smc5/6 napomaha rotaci replikacni vidlice prostiednictvim

14



sekvestrace propleteni sesterskych chromatid (SCIs; sister chromatid intertwinings), a tim
dochazi k zabranéni akumulace pozitivnich nadSroubovicovych vinuti pied postupujici
replikacni vidlici (Kegel et al., 2011). To, Ze se komplex Smc5/6 vaze na SCIs a zpracovava je
nezavisle na Top2, je v souladu s pozd€jsSim a jiz vySe zminénym pozorovanim, ze Smc5/6
rozpoznava a stabilizuje tercidrni struktury DNA se zkiizenymi helixy (Gutierrez-Escribano

et al., 2020; Jeppsson et al., 2014).
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Obrazek 6: Schéma replikaci indukovaného superhelikalniho napéti a jeho feSeni. (A) Béhem replikace
se DNA pred postupujici replikacni vidlici pretaci z divodu separace dvou rodi¢ovskych fetézcti DNA.
Tato pozitivni nadSroubovicova vinuti DNA (+ Sc, positive supercoiling) musi byt odstranéna, aby se
zabranilo inhibici replikace. To je vyfeSeno topoizomerdzami (Topl a Top2), které uvoliluji napéti
prostfednictvim piechodné tvorby DNA zlomu. Dal$im mechanismem, aby se zabranilo hromadéni
+ Sc pred vidlici, je rotace replika¢ni vidlice. Tato rotace vede k tvorb¢ propleteni sesterskych chromatid
(SCls) za vidlici. (B) Potencialni role komplexu Smc5/6 je rozliSeni superhelikalniho napéti. Smc5/6
sekvestruje SCIs za postupujici vidlici, a tim usnadiiuje otaceci mechanismus (Smc5/6 wt, wild type).
Pokud je Smc5/6 nefunkéni, otaceni mechanismus je potlac¢en. + Sc se hromadi pied vidlici, coz vede

ke zpozdéni replikace (mutant smc5/6). Ptevzato a upraveno z (Kegel and Sjogren, 2010).

15



3 Interakce komplexu SmcS5/6 s DNA viry a viry s DNA

intermediarnim genomem

V této kapitole bude popsano, jak bunécny komplex Smc5/6 interaguje s vybranymi DNA
viry. Konkrétné bude popsana interakce komplexu Smc5/6 s HBV z ¢eledi Hepadnaviridae,
HSV-1 zceledi Herpesviridae, viry zceledi Papillomaviridae a s JC virem z celedi
Polyomaviridae. Experimenty byly vétSinou provadény s lidskymi bunkami. Vyzkum této
problematiky zacal pomérné¢ nedavno, proto je mnozstvi informaci omezené. Nejvice je
prozkoumana role komplexu Smc5/6 pii HBV a papilomavirové infekci. Bude také zminéna
interakce komplexu Smc5/6 s RNA virem HIV-1 z ¢eledi Retroviridae, jehoz genom v urcité

fazi infekéniho cyklu funguje ve formé DNA.

3.1 Hepadnaviridae

3.1.1 Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy B (HBV; hepatitis B virus) je virus fadici se do ¢eledi Hepadnaviridae.
U lidi napada HBV jatra a zplisobuje akutni i chronickou hepatitidu. Chronicka hepatitida B
muze vést az k rozvoji cirhdzy jater nebo hepatocelularniho karcinomu (HCC). HBV je obaleny
DNA virus s ikosahedralni kapsidou. Genom HBV je tvofen piiblizné¢ 3,2 kbp dlouhou
relaxovanou kruhovou DNA (rcDNA; relaxed-circular DNA). Jednd se o kruhovou dsDNA
s ssDNA useky — kompletni (-) fetézec a nekompletni (+) fetézec. rcDNA genom je replikovan
prostiednictvim pregenomové RNA (pgRNA; pregenomic RNA). Po vstupu HBV do jadra
hepatocytu je rcDNA opravena hostitelskymi enzymy za vzniku kovalentné uzaviené kruhové
DNA (cccDNA; covalently closed circular DNA). Tato cccDNA nésledné slouzi jako templat
pro syntézu vSech virovych RNA transkript v€etné pgRNA. V cytoplazmé je RNA piepsana
celkem do 7 virovych proteinti, kterymi jsou virova polymeraza (Pol), E antigen (HBeAg),
,core protein (HBcAg), tfi rizn€ dlouhé povrchové proteiny (L-HBs, M-HBs, S-HBs)
a protein X (HBx). pgRNA je enkapsidovdna a dochazi k reverzni transkripci virovou
polymerazou zpét do podoby rcDNA (shrnuto v Goémez-Moreno and Garaigorta, 2017;
Tsukuda and Watashi, 2020).

HBx je regula¢ni protein o hmotnosti pfiblizné 17 kDa a délce 154 aa. Hraje roli v mnoha
procesech, z nichZ nejvyznamnéjsi je pravdépodobné replikace a transkripce HBV. Dale je
znamo, ze HBx interaguje s nékolika bunécnymi faktory a modifikuje tak razné pochody

v bunice. Ma vliv napiiklad na progresi bunééného cyklu, apoptdzu, genovou expresi, rizné
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signalni drahy ¢i se podili na rozvoji HCC (shrnuto v Livingston et al., 2017; Slagle
and Bouchard, 2016). Ptikladem interagujictho bunééného faktoru je interakce HBx
s proteinem DDB1 (DNA-damage binding protein 1) (Lee et al., 1995; Lin-Marq et al., 2001).
DDBI se vaze na Cullin4 (CUL4) za vzniku ubikvitin E3 ligdzového komplexu DDB1-CUL4
(souhrnné CRL4) (Angers et al., 2006; Shiyanov et al., 1999). Podrobné schéma komplexu
CRL4 spopisem je zobrazeno na Obr. 7. Protein HBx a jeho interakce s komplexem

DDBI1-CULA4 jsou uvedeny pravé z hlediska své diilezitosti v ramci této prace.

Obrazek 7: Ubikvitin ligdzovy
komplex Cullin-4 RING (CRL4).

Scaffold Komplex CRL4 ma modulérni
strukturu skladajici se CUL4
leSeni (scaffold), DDBI1 jako

R eceptnr adaptorového proteinu, a DCAF
(DDB1- and CUL4-associated

Substrat factor 1) receptorovych proteint,

které rekrutuji substratové (S)
C R L 4 proteiny pro ubikvitinaci

a degradaci. Sscarkou (S)
oznacuje odlisné substraty rekrutované proteinem HBx. ROCI (regulator of cullins protein 1) obsahuje
RING (really interesting new gene) finger doménu, ktera vaze enzym E2 a ubikvitin (Ub). HBV protein
X (HBx) je virovy DCAF, ktery se vaze k DDB1. Pfevzato a upraveno z (Minor et al., 2020).

Jakou roli zde tedy hraje komplex Smc5/6? Dv¢ nezavislé studie (Decorsiere et al., 2016;
Murphy et al., 2016) lidskych hepatocyti publikované pfiblizné€ se ¢ty mésicnim rozestupem
demonstruji stejné vysledky. Pomérn€ novym a podstatnym zjisténim je, Ze komplex Smc5/6
funguje jako hostitelsky restrikéni faktor HBV. Smc5/6 se totiz vaze na HBV cccDNA
a inhibuje virovou transkripci (Decorsiére et al., 2016; Murphy et al., 2016). To, Ze je komplex
Smc5/6 schopen véazat kruhové DNA, bylo ukazéano jiz dfive (Kanno et al., 2015). Pfesny
mechanismus detekce a inhibice transkripce HBV cccDNA pomoci Smc5/6 vSak neni znam.
(Decorsiére et al., 2016; Murphy et al., 2016). Nicméné nedavna studie (Xu et al., 2018) popsala
novy protein, ktery hraje roli v Smc5/6 mechanismu inhibice transkripce HBV, herpes simplex
viru €1 epizomdalni DNA. Bylo zjisténo, ze PJA1 (E3 ubikvitin-protein ligadza Praja-1) v jadie
interaguje s komplexem Smc5/6 a usnadiiuje vazbu Smc5/6 na virovou a epizomalni DNA.
Autofi se domnivaji, ze PJA1-Smc5/6 komplex rozpozndva a umlcuje DNA zplsobem

zavislym na DNA topoizomerazach (Xu et al., 2018). Dalsi podrobnosti mechanismu interakce
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PJAT s genomy byly studovany u herpes simplex viru a budou popsany nize (kapitola 3.2).
Nyni vSak zpét k inhibici transkripce HBV cccDNA pomoci komplexu Smc5/6. HBV ma
vlastni obranny mechanismus, jak zabranit této inhibici transkripce, a to prave prosttednictvim
svého regulacniho proteinu HBx. HBx v interakci s ubikvitin E3 ligazovym komplexem
DDBI-CULA4 cili na sviij substrat, kterym je komplex Smc5/6. Dojde k ubikvitinaci Smc5/6
ajeho nasledné degradaci v proteazomu (Obr. 8). Diky tomu muze opét dojit k transkripci HBV
z cccDNA. Protein HBx a komplex Smc5/6 si jsou tedy navzdjem antagonisty (Decorsiére
etal., 2016; Murphy et al., 2016). Tento antagonisticky vztah HBx a Smc5/6 je u savcti evoluc¢né
konzervovan. Bylo totiZ zjisténo, Ze proteiny HBx sav¢ich HBV maji schopnost degradovat
komplex Smc5/6 a pusobit tak proti jeho antivirové aktivité, a to druhove nezavislym zptisobem
(Abdul et al., 2018). Tento mechanismus degradace komplexu Smc5/6 pomoci HBx
a DDB1-CUL4 ubikvitin E3 ligazového komplexu potvrdila i nové&jsi studie (Minor et al.,
2020), ktera také odhalila, Ze timto mechanismem dochazi k degradaci i jinych restrik¢nich

faktort HBV (Minor et al., 2020).
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Obrazek 8: Schéma restrikéniho faktoru Smc5/6 cilen¢ho proti HBV a jeho HBx zprostfedkované
degradace. Protein HBx se v cytoplazmé vaze na komplex DDB1-CUL4 za vzniku HBx-DDB1-CUL4

a cili na komplex Smc5/6. Nasledné dojde k ubikvitinaci (Ub) Smc5/6 a jeho proteazomalni degradaci.

Ptevzato a upraveno z (Murphy et al., 2016).



Dalsim dulezitym poznatkem v ramci této problematiky bylo objeveni souvislosti mezi
komplexem Smc5/6, inhibici transkripce HBV a PML jadernymi télisky také zndmymi jako
NDI10 (nuclear domain 10). Bylo ukazano, ze pro umlceni HBV transkripce z cccDNA
v nepfitomnosti HBx je nutné umisténi Smc5/6 do ND10 jadernych télisek. Piicemz ND10
jaderna téliska zde hraji roli pouze jako jakysi podpirny systém podporujici lokalizaci a funkce
Smc5/6 pii inhibici HBV transkripce (Niu et al., 2017). Tomuto zavéru piedchazelo nékolik
dilezitych pozorovani. Nejprve bylo zjiSténo, ze v neinfikovanych lidskych hepatocytech
dochazi k ptekryviim ohnisek Smc5/6 s PML a Sp100, jakozto strukturnich komponenti ND10
jadernych télisek. Lokalizace Smc5/6 v jadrech lidskych hepatocytl je tedy shodna s ND10.
Dale bylo pozorovano, ze v hepatocytech infikovanych HBV dochazi k degradaci Smc5/6
z ND10 pomoci HBx, ale hladiny PML a Sp100 se neméni (Niu et al., 2017).

Souhrnné feceno, komplex Smc5/6 funguje jako hostitelsky antivirovy faktor. Pii absenci
funkéniho HBx totiz reprimuje transkripci HBV. Naopak funkéni HBx se podili na degradaci
komplexu Smc5/6. Protein HBx tedy vyznamné podporuje transkripci HBV cccDNA. Stale je
vSak mnoho nevyfeSenych nejasnosti tykajicich se této problematiky. Kromé mechanismu
detekce a inhibice transkripce HBV genomu komplexem Smc5/6 neni zndmo ani to, jak milize
byt protein HBx exprimovan pravé pii zminéné transkripéni inhibici. Existuji domnénky, ze
nckteré mRNA pro HBx mohou byt prepsany diive, neZ komplex Smc5/6 zablokuje HBV
transkripci. DalSi moznosti je, Ze HBx mRNA se dostava do bunky z extracelularniho prostredi
(shrnuto v Livingston et al., 2017). Zajimavé je, Ze vzhledem ke strukturni ptibuznosti
komplexu Smc5/6 s kohezinem a kondezinem, pouze Smc5/6 je degradovan zpiisobem
zavislym na HBx. To podporuje jedinecnou funkci Smc5/6 jako restrikéniho faktoru HBV
(Murphy et al., 2016).

Co se tyce 1écby chronické hepatitidy B, je zapotiebi eliminace nebo trvald deaktivace
HBV cccDNA. To se ale soufasnym terapeutickym pfistupiim nedafi. Ty sice urcitym
zpusobem dokazou potlacit virovou infekci, ale HBV cccDNA v infikovanych buiikach stale
pretrvava. Soucasnd antivirova terapie chronické hepatitidy B je tedy omezena na piimo
pusobici antivirotika nebo na Ié€bu pomoci interferonti (IFN). Bylo uz v§ak prokazano, ze 1écba
interferony vede k &aste¢né ztraté HBV cccDNA. Casto je vyuzivan regulaéni protein HBx jako
cil terapeutické 1écby chronické hepatitidy B (shrnuto v Levrero et al., 2016). Nasledn¢ bude
uvedeno par piikladi 1écby HBV majici souvislost s komplexem Smc5/6. TRIM14, jakoZto
IFN-I stimulovany gen, interaguje s proteinem HBx a zamezuje, aby komplex
HBx-DDB1-CUL4 cilil na Smc5/6. TRIM14 tedy inhibuje transkripci HBV v hepatocytech
(Tan et al., 2018). Podobné funguje CBFp (core-binding factor subunit ) indukovany IFN-III
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(Xu et al., 2019). K potlaceni HBV transkripce dale vyznamné pfispiva antivirotikum
nitazoxanid. Nitazoxanid je inhibitor interakce proteinu HBx s DDBI, diky ¢emuz nedochazi
k degradaci komplexu Smc5/6 (Sekiba et al., 2019). Jako posledni budou uvedeny terapeutické
pristupy vyuzivajici siRNA (small interfering RNA) nebo peg-IFNa (pegylated interferon o).
Ty ukazuji, Zze v lidskych hepatocytech dochdzi ke snizeni hladin proteinu HBx. Zaroven ale
dochazi k znovuobjeveni se komplexu Smc5/6, jeho navazani na HBV cccDNA a inhibici

transkripce (Allweiss et al., 2021).

3.2 Herpesviridae

3.2.1 Herpes simplex virus 1

Celed® Herpesviridae je velmi rozsifenou skupinou Zivo&isnych virti napadajicich lidi
a zvirata. Podle dat WHO (World Health Organization) je az 90 % lidské populace infikovano
viry z této Celedi. Herpesviridae zahrnuje tii podceledi, kterymi jsou a-, B- a y-herpesvirinae.
Jednim z virti podcéeledi a-herpesvirinae je i herpes simplex virus 1 (HSV-1) oznacovany také
jako lidsky herpesvirus 1 (HHV-1; human herpes virus type 1) (shrnuto v Kukhanova et al.,
2014; Riaz et al., 2017). HSV-1 u lidi zptsobuje opary v horni ¢asti téla, kdy jsou infikovana
zejména Usta a oko (shrnuto v Arduino and Porter, 2008). Jednd se o obaleny DNA virus
s ikosahedralni kapsidou. Mezi obalem a kapsidou se nachazi tegument. Genomem HSV-1 je
linearni dsDNA, v kapsid¢ ve formé toroidu, o délce ptiblizné 152 kbp. Co se tyce replika¢niho
cyklu, je u HSV-1, stejné jako u cel¢é celedi Herpesviridae, rozdé€len na lytickou a latentni fazi.
Po vstupu HSV-1 do jadra hostitelské buniky dochézi k cirkularizaci dsSDNA. Nasleduje asové
oddélena transkripéni kaskada bezprostfedné ¢asnych (IE, immediate-early), casnych (E, early)
a pozdnich (L, late) gent (shrnuto v Kukhanova et al., 2014). Latence a reaktivace HSV-1 pak
probihd v senzorickych neuronech. Béhem latence setrvavd genom HSV-1 v cirkularni
a epizomalni podobé (shrnuto v Arduino and Porter, 2008; Riaz et al., 2017).

I zde plati, ze se komplex Smc5/6 vaZze na HSV-1 DNA a funguje jako restrikéni faktor
inhibujici virovou transkripci (Xu et al, 2018). AvSak o mechanismu vazby
a inhibice transkripce HSV-1 DNA je toho zndmo opravdu velmi malo. Jedinym zndmym
zjisténim je, ze zde hraje roli PJA1 E3 ubikvitin-protein ligdza, stejné jako v piipadé HBV.
Autofi zjistili, Ze PJA1 potlacuje transkripci a replikaci HSV-1. Plsobi tedy jako restrikéni
faktor HSV-1 ptfimo, bez indukce odpovédi vrozené imunity. V jadie dochézi k interakci mezi
PJA1 a komplexem Smc5/6, pticemz PJA1 plsobi jako zprostiedkovatel vazby Smc5/6

na HSV-1 DNA. Koordinaci mezi PJA1 a komplexem Smc5/6 dochézi k rozpoznani a restrikci
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HSV-1 genomu. Na tomto umlceni exprese HSV-1 DNA se podili DNA topoizomerazy (Xu
et al., 2018). Plsobeni PJA1 a jeho kooperace s komplexem Smc5/6 jsou tedy u HSV-1
podobné jako u HBV. Nasledné bude piiblizen podrobnéjsi mechanismus toho, jak PJA1
usnadniuje vazbu Smc5/6 na virovou DNA. Studie predpoklada, ze takto to funguje u DNA virg,
tedy u HSV-1 i HBV.

Interakce PJA1 s jednotlivymi podjednotkami komplexu Smc5/6 byly zkoumany pomoci
konfokalni mikroskopie. Bylo zjisténo, ze PJA1 ovlivituje interakci mezi Nsel a Nse4, a to
v negativnim slova smyslu. Nebylo vSak pozorovano, Zze by PJA1 m¢l vliv na interakci Nse4
s Nse3 a Smc5. PJAI tedy tlumi interakci mezi Nsel a Nse4. Ukazuje se, Ze PJA1 a Nsel
kompetuji o vazebné misto v ramci komplexu Smc5/6. PJA1 mize nahradit Nsel a usnadni tak
interakci Smc5/6 s virovou DNA (Xu et al., 2018). Jiz dfive bylo ukazano, ze na vazbé Smc5/6
k DNA se podili trimer Nsel/Nse3/Nse4 (Zabrady et al., 2016). Na zaklad¢ téchto tvrzeni dosli
autofi k nésledujicimu zaveéru. Trimer Nsel/Nse3/Nse4 se podili na normdlnich funkcich
komplexu Smc5/6 pii drzbé chromozomu. Kdyz ale PJA1 nahradi Nsel za vzniku trimeru
PJA1/Nse3/Nse4, komplex Smc5/6 funguje jako restrikéni faktor virové DNA. Svou roli zde
pravdépodobné hraji RING domény Nsel a PJA1 (Xu et al., 2018). Schématické zndzornéni je
vidét na Obr. 9. Jedna se o prvni studii, kterd poskytuje porozuméni mechanismu Smc5/6
zprostiedkované restrikce a rozpoznani viroveé, epizomalni a extrachromozomalni DNA. Je
vSak zapotiebi provést vice studii a zjistit, zda PJA1 hraje roli i v rozpoznavani jinych DNA

genomtl.

A Za normalnich fyziologickych podminek B Detekce virové a extrachromozomalni DNA

(

komplex
SMC5/6

komplex

SMC5/6

Sme®

[[ Chromozom ]]
\ Udrzba chromozomalni DNA ) \ Represe extrachromozomalini DNA )

Obrazek 9: DNA topoizomerazy se ucastni proteinem PJA1 zprostiedkované restrikce virové

a epizomalni DNA. (A) Za normalnich podminek subkomplex Nsel/Nse3/Nse4 zajistuje, ze komplex
Smc5/6 funguje pii udrzbe hostitelského chromozomu. (B) V reakci na virovou a epizomalni DNA,
PJA1 nahrazuje Nsel za vzniku subkomplexu PJA1/Nse3/Nse4, ktery prevadi funkci komplexu Smc5/6
na restrikci virové (V), extrachromozomalni (E) a plazmidové (P) molekuly DNA. Pievzato a upraveno

z (Xu et al., 2018).
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Mezi HBV a HSV-1 lze tedy vidét velké podobnosti role komplexu Smc5/6 jako
restrikéniho faktoru ¢i zapojeni PJA1 ubikvitin-protein ligdzy. Zda pii komplexem Smc5/6
zprostfedkované inhibici transkripce genomu HSV-1 hraji n¢jakou roli ND10 jaderna téliska
jako v piipadé HBV lze pouze spekulovat. Nicméné bylo zjisténo, ze ND10 sami reprimuji
genovou expresi HSV-1 (Everett et al., 2006, 2008; Glass and Everett, 2013). AvSak HSV-1 IE
protein ICPO (infected cell protein 0) dokdze této inhibici zabranit tim, ze indukuje
proteazomalni degradaci ND10 (Boutell et al., 2002; Chelbi-Alix and de Thé, 1999; Everett
et al., 20006).

3.3 Papillomaviridae

Viry Celedi Papillomaviridae jsou viry napadajici vice nez 20 rtiznych druht savct,
od plazi a ptaki az po clovéka (Doorbar, 2005). Vlastnosti, struktura genomu
a replikacéni cyklus budou nasledné popsany u lidskych papilomavirt. Skupina lidskych
papilomavirti (HPVs; human papillomaviruses) je velmi pocetna, existuje vice nez 200 rtiznych
typtt HPVs. HPVs jsou vysoce nakazlivé a infikuji kozni a slizni¢ni epitelialni buniky. Zpasobuji
benigni léze, typické jsou bradavice na rukou, chodidlech ¢i genitalni bradavice. Vysoce
rizikové HPVs jsou plivodci rakovinovych onemocnéni, z nichZ nejrozsifenéjsi je rakovina
délozniho ¢ipku zplisobena zejména HPV16 a HPV18 (shrnuto v Graham, 2017). Papilomaviry
jsou neobalené DNA viry s ikosahedralni kapsidou. Jejich genom je tvoien kruhovou dsDNA
o délce priblizné¢ 8 kbp. Ke svému replikaénimu cyklu vyuZivaji papilomaviry procesu
samoobnovy vicevrstevného koZniho a slizni¢niho epitelu. HBV napada bazélni epitelialni
buniky a po vstupu do jadra je zahdjena ¢asna transkripce. Produkty ¢asné exprese jsou proteiny
El, E2, E4, E5 a onkoproteiny E6 a E7. Proteiny E1 a E2 jsou vyZzadovany pro pocatecni
virovou replikaci. E1 se vdze do replika¢niho pocatku (ori; origin of replication) a iniciuje
replikaci, pfiCemz E2 stabilizuje protein E1 v replikacnim ori. Poté nastava udrzovaci faze
replikace. V termindlné diferencovanych buiikach v nejvrchngjSich vrstvach epitelu pak
dochazi k vegetativni replikaci virové DNA a pozdni transkripci. Produkty pozdni exprese jsou
kapsidové proteiny L1 a L2 (shrnuto v Graham, 2017; McBride, 2017).

E2 je regulacni protein kédovany vSemi papilomaviry, ktery interaguje s mnoha
hostitelskymi i virovymi faktory. Jak jiz bylo feceno, je spolu s E1 nezbytny pro iniciaci virové
replikace. Dale E2 funguje jako transkripéni aktivator ¢i represor a podili se na udrzbé virového
genomu. Co se tyce struktury E2 proteinu, na jeho N-konci se nachazi transaktivacni doména
o velikosti pfiblizné 200 aa, kterd interaguje s hostitelskym chromatinem. Nésleduje flexibilni

sekvence (Casto nazyvana jako ,hinge*), ktera spojuje transaktivaéni doménu s DNA vazebnou
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doménou na C-konci. DNA vazebnd doména o velikosti piiblizn¢ 100 aa zprosttedkovava
interakci s vazebnymi misty virového genomu (shrnuto v McBride, 2013, 2017). Struktura
proteinu E2 je zobrazena na Obr. 10. Nasledujici odstavce se budou vénovat roli komplexu
Smc5/6 pii papilomavirové infekci. Jak bude popsano nize, nasledujici poznatky neplati jen
pro jeden konkrétni papilomavirus jako v piipadé HBV a HSV-1, ale vztahuji se na celou celed’.

A
) 198 ' hinge" . 55  Obrazek 10: E2 protein HPV16.

(A) Schématické znazornéni E2
proteinu. (B)  Struktura  E2
B C transaktiva¢ni domény. (C) Struktura
DNA vazebné domény E2. Pievzato
a upraveno z (Blakaj et al., 2009).

Studie (Wu et al., 2006) primarné¢ zkoumajici vztah mezi E2 proteinem HPV11 a Brd4
(bromodomain-containing protein 4) v lidskych bunkach zjistila, Ze E2 protein interaguje
s proteiny Smc5 a Smc6 (Wu et al., 2006), slozkami bunécného komplexu Smc5/6. O nékolik
let pozdéji proteomickd analyza zkoumajici interagujici partnery proteinu E2 u BPV1 (bovine
papillomavirus), CPV1 (canine papillomavirus), CPV2, HPV1, HPVSE, HPV11, HPVI6,
HPV18, HPV31, SfPV1 (Sylvilagus floridanus papillomavirus) a MmPV1 (Macaca mulatta
papillomavirus) také odhalila interakci s Smc5 a Smc6 (Jang et al., 2015). Shoduji se tedy
na tom, ze protein E2 interaguje s komplexem Smc5/6 a tato interakce je pozorovéana napfi¢
celedi Papillomaviridae (Jang et al., 2015; Wu et al., 2006). Nedavno se této problematice
vénovala studie (Bentley et al., 2018) a nov¢ také studie (Gibson and Androphy, 2020), které
jako prvni pomérné podrobné charakterizovaly vztah E2 se Smc5/6 a mozné role Smc5/6
v replika¢nim cyklu papilomavirt. Poznatky z téchto studii budou nasledné popsany.

Na zéklad¢ pokusti u BPV1, HPVS, HPV6b, HPVS, 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 nékolika riznymi papilomaviry (Bentley et al., 2018; Gibson
and Androphy, 2020). Zkoumaly vSak tento vztah do vétSich detaild. Pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii a nadslednou proteomickou analyzou byly zjistovany
proteiny interagujici s E2 BPV1. Kazdému proteinu bylo pfifazeno normalizované vazené
D skére (NWD; normalized weighted D) (Bentley et al., 2018). Cim je interagujici protein
hojnéji zastoupen nebo interakce s nim vykazuje reprodukovatelnost v daném experimentu, tim
je NWD skore vyssi. Proteiny vykazujici NWD skore > 1 jsou pak definovany jako vysoce
spolehlivé interagujici proteiny (HIPs; high-confidence interacting proteins). Jak se dalo
ocekavat, proteiny Smc6 (NWD = 3,9) a Smc5 (NWD = 1,84) byly identifikovany jako HIPs
pro E2. Dale byla odhalena interakce E2 s Nsel a Nse2/Mms21 podjednotkami komplexu
Smc5/6. Nicméné ty vykazovaly NWD skore mensi nez 1 a tyto interakce tak nejsou
povaZovany za vyznamné (Bentley et al., 2018). Na Obr. 11 je znazornén komplex Smc5/6
a NWD skore jeho jednotlivych podjednotek s ohledem na interakci s E2. Z obrazku je ziejmé,
7e Nse3 a Nse4 neinteraguji s proteinem E2 (Bentley et al., 2018). S témito vysledky se shoduje
i pozd¢jsi studie (Gibson and Androphy, 2020), ktera pii svych experimentech s HPV31
demonstrovala interakci E2 se Smc6, ale neprokdzala asociaci E2 s Nse3 (Gibson
and Androphy, 2020). Existuje hypotéza, Ze interakce E2 s komplexem Smc5/6 je
zprostiedkovana proteinem Smc6, ktery vykazuje nejvyssi NWD skore. Nebylo to vSak
potvrzeno (Bentley et al., 2018). U HPV31 bylo déale zkoumdano, ktera oblast proteinu E2 je
potiebna pro interakci s komplexem Smc5/6. Bylo zjisténo, Ze Smc5/6 pravdépodobné
interaguje s E2 v celé jeho délce. Pro interakci je konkrétn€ vyZadovana transaktivacni doména
E2 a interakci s DNA vazebnou doménou E2 autofi nevyloucili (Gibson and Androphy, 2020).
Asociace komplexu Smc5/6 s jinym proteinem Casné exprese nez s E2 nebyla prokazana.
Konkrétné byla zkoumdana interakce s proteiny E1 a E6 (Bentley et al., 2018; Gibson
and Androphy, 2020).

Co se tyce moznych roli komplexu Smc5/6 v replika¢nim cyklu papilomavird, bylo
zjisténo nasledujici. Studie (Bentley et al., 2018) zkoumala, zda je u papilomavird Smc5/6
restrikénim faktorem jako v ptipadé¢ HBV. Nicméné vysledky predpokladaji spiSe pozitivni roli
Smc5/6 v papilomavirovém cyklu. Zjistili, Zze komplex Smc5/6 ma vliv na tdrzbu virového
genomu. Naopak nebylo zjisténo, Ze by komplex Smc5/6 néjak ovlivitoval transkripéni funkce
proteinu E2, konkrétné transkripcéni aktivaci, nebo transkripci virovych gent (Bentley et al.,
2018). Navic bylo prokdzano, ze hladiny proteinu Smc6 nejsou ovlivnény piitomnosti E2
(Bentley et al., 2018), na rozdil od situace u HBV infekce, kdy se protein HBx podili
na degradaci komplexu Smc5/6 (Murphy et al., 2016). Déle bylo zjisténo, ze u HPV31 je
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komplex Smc5/6 lokalizovan v ohniscich replikace DNA, coz podporuje roli Smc5/6
v n¢kterych aspektech replikace a idrzby papilomavirovych genomi. Autofi predpokladaji, ze
béhem udrzovaci faze virové replikace se komplex Smc5/6 podili na asociaci HPV31 genomt
k mitotickému chromatinu ¢i na rozkladu multimerni virové DNA na monomerni formy.
Naopak neni vyzadovan pro poc¢atecni virovou replikaci zprosttedkovanou E1 a E2. Bylo totiz
ukazéano, ze v bunikach s Smc6 ,.knockdown* nebyly redukovéany hladiny replikované virové
DNA. Komplex Smc5/6 také neni vyzadovan pro vegetativni amplifikaci papilomavirové DNA

zéavislé na bunécné diferenciaci (Bentley et al., 2018).

Obrazek 11: Komplex Smc5/6. Barvy predstavuji
NWD skoére kazdého koimunoprecipitovaného
komponentu detekovaného hmotnostni
spektrometrii v 293T bunkach. NWD skore > 1
zna¢i vysokou spolehlivost interakce s BPV1 E2
proteinem. Pfevzato a upraveno z (Bentley et al.,

2018).

Naproti tomu studie (Gibson and Androphy, 2020) pfinesla zcela odlisné vysledky.
Na modelu HPV31 bylo ukazano, Ze pfechodné vyc€erpani Smc6 a Nse3 v bunikach vyustilo
ve zvySeni virove replikace a transkripce. Autofi tudiz dospéli k zadvéru, Zze komplex Smc5/6
funguje jako restrik¢éni faktor papilomavirového replikac¢niho cyklu (Gibson and Androphy,
2020), stejné jako je tomu u HBV a HSV-1. Bylo zjisténo, ze E2 proteiny HPV31 a HPV16
nemaji vliv na stabilitu a hladiny proteinu Smc6 (Gibson and Androphy, 2020), coz se shoduje
s poznatky studie (Bentley et al., 2018). Dale se ukazalo, Ze se Smc5/6 nachazi na epizomalnim
genomu HPV31, kde v E2 vazebnych mistech asociuje s proteinem E2. Interakce Smc5/6 s E2
byla ale v pfitomnosti proteinu E1 sniZena. Autoifi se proto domnivaji, Ze Smc5/6 a El
kompetuji o vazbu s E2. NaruSenim interakce E1 s E2 komplex Smc5/6 pravdépodobné
inhibuje pocatecni fazi papilomavirové replikace. Celkové vSak neni jasné, zda komplex
Smc5/6 inhibuje virovou transkripci, replikaci ¢i oba tyto procesy. Neni zndm ani piesny

mechanismus této restrikce papilomavirového cyklu (Gibson and Androphy, 2020).
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V objasnéni by mély budoucimu vyzkumu pomoci poznatky pravé z vySe zminénych studii
(Bentley et al., 2018; Gibson and Androphy, 2020).

I v ptipad€ HPV infekce funguji ND10 jaderna téliska jako restrik¢ni faktor. Konkrétné
bylo zjisténo, ze Sp100 jakozto strukturni komponent ND10 inhibuje replikaci a transkripci
HPV18, ale pouze v ramci pocatecni faze infekce (Stepp et al., 2013). Pozd¢ji se ukazalo, ze
Sp100 reprimuje HPV i v diferencovanych buiikach béhem pozdni faze infekce (Stepp et al.,
2017). Stejné jako v piipadé HSV-1 se lze pouze domnivat, zda je zde néjaka souvislost mezi

komplexem Smc5/6 a ND10 jadernymi télisky v umlceni virové exprese jako je tomu u HBV.

3.4 Polyomaviridae

3.4.1 JC virus

JC polyomavirus (JCPyV) je pojmenovan podle pacienta, ze kterého byl poprvé izolovan,
tedy John Cunningham virus. Jedna se o lidsky virus pattici do Celedi Polyomaviridae.
U imunosuprimovanych jedincli zplsobuje JC virus progresivni multifokalni
leukoencefalopatii  (PML; progressive multifocal leukoencephalopathy). PML je
demyeliniza¢ni onemocnéni mozku, které postihuje zejména dospé€lé osoby (shrnuto v Bellizzi
et al,, 2013). Co se tyce struktury JCPyV, jde o neobaleny DNA virus majici kapsidu
s ikosahedralni symetrii. Genom JC viru tvoifi kruhovd dsDNA o délce ptiblizné 5,1 kbp.
Replikacéni cyklus JC viru, a obecné celé Celedi Polyomaviridae, zahrnuje ¢asnou fazi, replikaci
virové DNA a pozdni fazi. Po vstupu JCPyV do jadra hostitelské bunikky dochdzi k casné
transkripci. Produkty ¢asné transkripce jsou maly tumorogenni antigen (t-Ag; small tumor
antigen) a velky tumorogenni antigen (T-Ag; large tumor antigen). T-Ag se poté vaze
do pocatku replikace a umoziuje replikace virové DNA hostitelskou polymerazou. Nésleduje
pozdni transkripce za vzniku VPI, VP2 a VP3 produktii, coz jsou kapsidové proteiny,
a agnoproteinu (shrnuto v Delbue et al., 2017; Maginnis and Atwood, 2009).

S ohledem na pokracovani této prace bude pfibliZzena struktura a funkce T-Ag. Jak jiz
bylo feceno, T-Ag je produkt casné transkripce JCPyV. Jedna se o regulacni protein o délce
témér 700 aa, ktery iniciuje replikaci JCPyV a stimuluje expresi pozdnich genti. Kromé toho je
T-Ag hlavnim onkogennim proteinem JCPyV podilejicim se na bunécné transformaci. Byla
objevena souvislost mezi JC virem a rozvojem lidskych nadorti, konkrétné nadory centralni
nervové soustavy (CNS; central nervous systém) a rakovinou tlustého stieva. Co se tyce
struktury JCPyV T-Ag, na jeho N-konci se nachazi J doména, kterd vaze bunécny chaperon

HSc70 (heat-shock cognate 70). Nasleduje LxCxE motiv, coz je vazebna doména pro Cleny
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rodiny retinoblastomovych proteinii (Rb; retinoblastoma), které jsou vyznamnymi tumor
supresory. Na C-konci T-Ag je vazebna doména pro p53, coz je také tumor supresor. Mimo to
se zde nachazi také OBD doména (origin-binding domain) vazajici pocatek JCPyV replikace,
NLS (nuclear localization signal) doména nezbytna pro jadernou lokalizaci proteinu
a helikdzova doména (shrnuto v Delbue et al., 2017; Maginnis and Atwood, 2009).

Pii proteomické analyze JCPyV T-Ag a t-Ag interagujicich proteinli bylo mimo jiné
zjisténo, ze JCPyV T-Ag interaguje s bunéénym komplexem Smc5/6. Autofi tvrdi, Ze je
preferovana asociace T-Ag s témi podjednotkami komplexu Smc5/6, které vykazuji urcité
enzymatické aktivity. Konkrétné byla prokazana interakce JCPyV T-Ag s Smc5, Smc6, Nsel,
Nse3 a Nse4 (Saribas and Safak, 2020). Nicméné interakce s Nse2/Mms21 s vyznamnou
enzymatickou aktivitou SUMO E3 ligazy v této studii prokazana nebyla. Podrobné pak byla
zkoumana asociace JCPyV T-Ag s proteinem Smc6, ktera je zobrazena na Obr. 12. Byla
odhalena silna interakce Smc6 s oblastmi T-Ag zahrnujicimi aminokyseliny 1-265 a 1-411.
Slabé interakce vykazovala oblast aa 266-688. Naopak zadna interakce nebyla zjiSténa mezi
Smc6 a J doménou T-Ag, ktera zahrnuje aa 1-81. Na zakladé téchto vysledkt autofi soudi, Ze
JCPyV T-Ag pravdépodobné obsahuje dvé SMC vazebné domény potiebné pro interakci
se Smc6. Jednd se o silnou Smc6 vazebnou doménu zahrnujici aa 82-266 na N-konci a o slabou
Smc6 vazebnou doménu zahrnujici aa 412-688 na C-konci. Vyznam této interakce mezi JCPyV
T-Ag a komplexem Smc5/6 jesté nebyl pochopen a podle autorti by mél byt predmétem dal§iho
zkoumani s ohledem na onkogenni vlastnosti spojené s JCPyV T-Ag (Saribas and Safak, 2020).

Silna Smc6 vazebna Slaba Smc6 vazebna
doména doména

(=)}
- @7 O &
J doména . ATP vazebna doména

688 -

Helikazova doména

Klony Uginnost vazby
LT-Ag (1-688) ++
LT-Ag (1-411] ——————— ++
LT-Ag (1-265) +4
LT-Ag(1-8]) —— =
LT-Ag (266-688) —_— /-

LT-Ag (412-688) +/-

Obrazek 12: Grafické znazornéni JCPyV T-Ag domén a ucinnosti vazby mezi JCPyV T-Ag a Smc6.
Stupnice pro jednotlivé ucinnosti vazby je +++: silna, ++: stiedni a +/-: slaba vazba. Pfevzato a upraveno

z (Saribas and Safak, 2020).
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3.5 Retroviridae

3.5.1 HIV-1 virus

Jako posledni bude popséana role komplexu Smc5/6 pti infekei virem HIV-1 (human
immunodeficiency virus type 1). HIV zptsobuje syndrom ziskané¢ho imunodeficitu (AIDS;
acquired immunodeficiency syndrome). HIV-1 je obaleny RNA virus s konickou kapsidou.
Genom HIV-1 tvofi dv€ molekuly pozitivni jednovldknovd RNA (+ssRNA, positive
single-stranded RNA) o velikosti piiblizn¢ 9,5 kbp (shrnuto v Girard et al., 2011). I kdyz je
HIV-1 virus s RNA genomem, v ur€ité fazi svého zivotniho cyklu funguje ve formé DNA.
Po vstupu HIV-1 do hostitelské buniky dochéazi v cytoplazmé k reverzni transkripci, tedy
konverzi RNA na linearni ¢cDNA (complementary DNA). Linearni HIV-1 cDNA je
translokovdana do jadra, kde dochéazi k integraci do hostitelského genomu, a nasleduje
dokonceni HIV-1 replikac¢niho cyklu. MiiZe ale také dojit k tomu, Ze se HIV-1 cDNA po vstupu
do jadra neintegruje do genomu hostitele. Neintegrovany HIV-1 genom zahrnuje linearni
uDNA (unintegrated DNA), 1-LTR (long terminal repeat) a 2-LTR kruhy, pfetrvava
v infikovanych bunikach a je také schopen genové exprese (shrnuto v Hamid et al., 2017).

Zcela nova studie (Dupont et al., 2021) demonstrovala zapojeni bunééného komplexu
Smc5/6 do problematiky HIV-1 uDNA a definovala jeho funkce. Bylo zjiSténo, Ze protein SLF2
(Smc5-Smcb6 localization factor protein 2) v Casné fazi infekce rekrutuje komplex Smc5/6
na HIV-1 uDNA. Pfesny mechanismus vSak neni zndm. Nasledné dochazi ke zménam virového
chromatinu, kdy Smc5/6 vytvafi represivni chromatinovou strukturu, diky ¢emuz dojde
k umlceni exprese HIV-1 gent. Komplex Smc5/6 tedy funguje jako restrikéni faktor HIV-1
uDNA. Nicmén¢ HIV-1 dokaZe tomuto umlceni genové exprese zabranit, a to pomoci proteinu
Vpr (viral protein R) (Dupont et al., 2021). Jiné piipady umlé¢eni uDNA u retrovirti jiz byly také
pozorovany (Geis and Goff, 2019; Zhu et al., 2018). Tato prace se vSak zaméfi pouze
na komplex Smc5/6.

Vpr je regulaéni protein o hmotnosti 14 kDa a délce 96 aa kodovany vpr ORF (open
reading frame), u néhoz NMR analyza definovala terciarni strukturu skladajici se ze tfi a-helixti
ohrani¢enych N- a C-termindlnimi doménami (Cohen et al., 1990; Morellet et al., 2003). Mezi
funkce Vpr patii naptiklad role v patogenit¢ HIV-1, kdy je nezbytny pro ucinnou replikaci
HIV-1 v mononukleéarnich fagocytech (Connor et al., 1995). V ramci této prace je ale dilezitym
zjisténim, ze Vpr az 20nasobn¢ zvysuje genovou expresi uDNA HIV-1 (Poon and Chen, 2003),
coz potvrdila i nejnovéjsi studie (Dupont et al., 2021). Vpr také interaguje s fadou bunécnych

faktort, které shrnuje napiiklad novéjsi prace (Fabryova and Strebel, 2019). Podobné jako
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v ptipad¢ proteinu HBx u viru hepatitidy B, protein Vpr interaguje s bunénym
DDBI1-CULA4A ubikvitin E3 ligdzovym komplexem. Interakce je zprostfedkovana VprBP (viral
protein R binding protein), coz je vlastné DCAF1. Diky této interakci protein Vpr mimo jiné
indukuje proteazomalni degradaci nékterych bunécnych substrati (Belzile et al., 2007,

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

Umléeni HIV-1 uDNA genové exprese bez Vpr antagonismu

Neintegrovany HIV-1 genom komplex Smc5/6
(lineamni DNA, 1-LTR nebo 2-LTR kruhy) )

(i) SLF2 zavisla lokalizace
komplexu Smc5/6

(i) Virovy chromatin je
zhutnén komplexem Smc5/6

§ b) pseudotopologické
: zachyceni

a) topologické :
zachyceni ({

S Vpr antagonismem (iif) Vir degraduje SLF2,
aby antagonizoval

ne  Umieni HIV-1 uDNA
“%, (enove exprese

Obrazek 13: Model pro uml¢eni HIV-1 uDNA komplexem Smc5/6. (i) Pti absenci Vpr antagonismu je
komplex Smc5/6 pomoci SLF2 rekrutovan na neintegrovany HIV-1 genom. (ii) To vede ke zhutnéni
virového chromatinu topologickym nebo pseudotopologickym zachycenim DNA. Je vytvofeno
represivni chromatinové prostiedi a virova genova exprese je umléena. (iii) HIV-Vpr degraduje SLF2
a antagonizuje tak restrikéni funkci komplexu Smc5/6. Vpr zachranuje genovou expresi

z neintegrovaného virového genomu. Pievzato a upraveno z (Dupont et al., 2021).
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Nicméné zpét ke komplexu Smc5/6 a jeho SLF2 zprostiedkované roli restrikéniho
faktoru uDNA HIV-1. Protein SLF2 byl identifikovan jako jeden z cilovych substrati Vpr.
Diky interakci Vpr s DDBI1-CUL4A ubikvitin E3 ligdzovym komplexem dochazi
k ubikvitinaci SLF2 a jeho nasledné proteazomalni degradaci. Komplex Smc5/6 tak nemiize
byt rekrutovan na virovou uDNA a reprimovat jeji expresi. Protein Vpr a komplex Smc5/6 jsou
tedy v antagonistickém vztahu, kdy Smc5/6 umlcuje expresi HIV-1 uDNA a Vpr ji pomoci vyse
zminéného mechanismu znovu umoznuje. Bylo zjisténo, ze Vpr zprostiedkovand degradace
SLF2 je u lentivira, mezi které patii pravé zde popisovany HIV-1, evolu¢né konzervovana
(Dupont et al., 2021). Celkové je zde vidét velkd podobnost s HBV, kdy komplex Smc5/6
inhibuje virovou transkripci a protein HBx se podili na jeho degradaci a obnovuje tak
transkripci HBV genomu (Murphy et al., 2016). U HBV 1 HIV-1 je degradace zprostiedkovana
cilenim CRL4 ubikvitin E3 ligdzového komplexu na substrat s tim rozdilem, Ze substratem HBx
je komplex Smc5/6 a substratem Vpr je protein SLF2 (Dupont et al., 2021; Murphy et al., 2016).
To soudi i autofi studie (Dupont et al., 2021), kteti tak poskytli dikaz konvergentni virové
evoluce. Dva neptibuzné viry HBV a HIV-1 vyuzivaji podobny mechanismus k zabranéni
restrikénim funkcim komplexu Sme5/6 (Dupont et al., 2021). Na Obr. 13 je zndzornén model
pro uml¢eni uDNA HIV-1 komplexem Smc5/6.
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4 Zavér

Tato bakalarska prace poskytuje souhrnny piehled o struktufe a funkcich eukaryotického
komplexu Smc5/6 vcetné jeho interakce s viry. Komplex Smc5/6 se sklada celkem z osmi
proteinovych podjednotek, kdy kostru tohoto komplexu tvofi proteiny Smc5 a Smc6. Komplex
se vyznacCuje predevSim enzymatickou aktivitou ATPazy, kterd je dilezitd pro interakci
komplexu s DNA a pro jeho dalsi fungovani v buice s cilem zajistit stabilitu genomu. Piestoze
nebylo mozné zajit do vétSich detailil, tato prace popisuje a porovnava strukturu a funkce
komplexu Smc5/6 zejména u S. pombe, S. cerevisiae au Clovéka. Celkove se vSak jednd o velice
Siroké téma, kdy fada vlastnosti a funkci komplexu Smc5/6 neni stale pln€ pochopena. Komplex
Smc5/6 je tak pfedmétem studia soucasnych a zcela urcité i budoucich studii.

Stézejni casti této bakalaiské prace vSak bylo shrnout poznatky tykajici se roli komplexu
Smc5/6 pti infekci DNA viry a pfi infekci viry s DNA intermedidrnim genomem. Odrazovym
mustkem pro tuto praci byla zjiSténi z roku 2016 demonstrujici, Ze komplex Smc5/6 funguje
jako restrikéni faktor HBV infekce. HBV protein HBx vSak zprostfedkovéava proteazomalni
degradaci Smc5/6. V ptipadé HSV-1 bylo zjisténo, ze zde komplex Smc5/6 piisobi také jako
restrikéni faktor. Pro tyto dva viry je spolecné zapojeni PJA1 ubikvitin-protein ligazy
v mechanismu rozpoznani a restrikce virového genomu zprostiedkovanych Smc5/6. Je
pravdépodobné, ze komplex Smc5/6 rozpoznava jen nékteré ¢asti genomu. Mohly by to byt
naptiklad praveé oblasti vykazujici DNA poskozeni. Piekvapivé vysledky ptinesly studie
zabyvajici se roli komplexu Smc5/6 pti papilomavirové infekci. Tomuto tématu se zatim
podrobnéji vénovaly pouze dvé€ studie, které ale demonstruji rozporuplné vysledky. Komplex
Smc5/6 se podili na Gdrzbé virového genomu v pozitivnim slova smyslu, ale funguje také jako
restrikéni faktor. Zatim vSak neni vyloucena ani jedna mozZnost a budouci studie by to mély
objasnit. Dal§im popisovanym virem byl JC virus, u kterého byla pouze prokdzana interakce
s komplexem Smc5/6, kdy se vaze na oblasti JCPyV T-Ag zahrnujici pfedev§im jeho DNA
vazebnou doménu a také ATP vazebnou doménu. Na zavér se prace veénovala interakci
komplexu Smc5/6 s RNA virem HIV-1, pro ktery je typicky DNA intermediarni genom béhem
infekce, s kterym praveé diky proteinu SLF2 interaguje komplex Smc5/6. Bylo zjisténo, ze
Smc5/6 pilisobi jako restrikéni faktor HIV-1. Nicméné HIV-1 protein Vpr indukuje
proteazomalni degradaci SLF2 a zabranuje tak komplexu Smc5/6 umlcet HIV-1 genom.

I presto, ze je vyzkum této oblasti né€im zcela novym, jsou prozatimni role komplexu
Smc5/6 u zde popisovanych virit velmi podobné. V antivirové 1é¢be by tak komplex Smc5/6

mohl mit velky potencial.
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