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Abstrakt

Odpovéd’ na poskozeni DNA eukaryot je dilezity mechanismus, ktery zajistuje stabilitu
genomu. Jeho slozky jsou mimo jiné mobilizovany i v prab&hu virové infekce jako reakce na
cizorodou nukleovou kyselinu. Ukazuje se, ze né¢které viry také aktivuji DNA opravné
mechanismy zamérné a vyuzivaji je pro zajisténi svého replikacniho cyklu. Tato aktivace je
z velké ¢asti zprostfedkovana virovymi proteiny, které ptimo interaguji s bunéénymi faktory.
Klicové proteiny DNA opravnych mechanismii jsou casto asociovany s centry virové
replikace a pravdépodobné se podileji na jejim prubéhu. Dale jsou také vyuzivany pro
navozeni vhodného prostiedi k virové reprodukci v buiice. Konkrétni mechanismy, kterymi se
faktory DNA opravnych drah podileji na virové infekci, jsou vSak z velké ¢asti nejasné. V této
praci jsou shrnuty principy interakce virt s eukaryotickou odpovédi na poSkozeni DNA a

popsany hlavni virové Celedé, které ji aktivuji a vyuZzivaji pro replikaci svého genomu.

Klicova slova: odpovéd na poskozeni DNA, oprava DNA, virova replikace, Herpesviridae,
Polyomaviridae, Papillomaviridae, Retroviridae, ATM, ATR, DNA-PK

Abstract

Eukaryotic DNA damage response is an important mechanism which ensures genome
stability. Its components are also mobilized during viral infection as a reaction against
extraneous nucleic acid. Additionally, DNA repair machinery seems to be activated by some
viruses purposely to provide their replication. This activation is mediated mainly by viral
proteins which are able to interact with cellular factors. In many cases, key components of
DNA damage mechanisms are associated with viral replication centre and likely participate in
this process. Furthermore, cellular DNA damage signaling is exploited to provide competent
environment for viral reproduction. However, particular mechanisms how these cellular
factors participate in viral infection are still largely unclear. In this thesis, the principles of
relationship between viral infection and eukaryotic DNA damage response are summarized
and main viral families which are known to activate and utilize these mechanisms for its

genom replication are described.

Keywords: DNA damage response, DNA repair, viral replication, Herpesviridae,
Polyomaviridae, Papillomaviridae, Retroviridae, ATM, ATR, DNA-PK
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Seznam pouzZitych zkratek

53BP p53 binding protein

AIDS acquired immunodeficiency syndrome
AP apurinic/apyrimidinic

APE1 apurinic/apyrimidinic endonuclease 1
ATM ataxia-telangiectasia mutated

ATR ataxia-telangiectasia and Rad3-related

ATRIP ATR-interacting protein

BER base excision repair

CtiP C-terminal-binding-protein-interacting
protein

Cul7 cullin 7

DDR DNA damage response

DNA-PK DNA-dependent protein Kinase

DSBs double-strand breaks

EBV Epstein-Barr virus

ERCC1  excision repair cross complementing
group 1

Exol DNA exonuclease 1

FEN1 flap endonuclease 1

HIV human immunodeficiency virus

p53 vazebny protein

syndrom ziskané imunodeficience
abazické misto

apurinové/apyrimidinova endonukledza 1

kin4za spojend se syndromem ataxia
telangiectasia

kindza spojena se syndromem ataxia
telangiectasia a ptibuzna proteinu Rad3

protein interagujici s ATR
oprava vystépenim baze

protein interagujici s C-konec vazebnym
proteinem

protein culin 7

odpovéd’ na poSkozeni DNA
DNA dependentni protein kindza
dvouretézcova preruseni DNA
virus Epstein-Barrové

protein uplatnujici se v opravach DNA
vyStépenim nukleotidu, ktery je kodovan
genem ERCC1

DNA exonukleaza 1

DNA endonukleaza uplatiujici se
Vv opravach DNA vystépenim baze

virus lidské imunodeficience



HPV
HR
HSV
CHK1
CHK2
Ligl
Lig3
Lig4
LT
MHV-68
MMR
MSH
ND10
NER
NHEJ
nt
PARP1
PCNA

PIKKSs

PML

PML NBs

PNKP

Polp

human papillomavirus
homologous recombination
herpes simplex virus
checkpoint kinase 1

checkpoint Kinase 2

DNA ligase 1

DNA ligase 3

DNA ligase 4

large T antigen

murine gammaherpesvirus 68
mismatch repair

MutS homologue

nuclear domain 10

nucleotide excision repair
nonhomologous end joining
nucleotides
poly(ADP-ribose)polymerase 1
proliferating cell nuclear antigen

phosphatidylinositol 3-kinase-like
kinases

promyelocytic leukaemia

promyelocytic leukaemia nuclear
bodies

polynucleotide kinase/phosphatase

DNA polymerase p

lidsky papillomavirus
homologni rekombinace

herpes simplex virus

kinaza kontrolniho bodu buné¢ného cyklu 1

kinaza kontrolniho bodu buné¢ného cyklu 2

DNA ligaza 1

DNA ligaza 3

DNA ligaza 4

velky T antigen

mysi gammaherpesvirus-68

oprava Spatné zafazenych nukleotida
homolog bakterialniho proteinu MutS
jaderna doména 10

oprava vystépenim nukleotidu
nehomologni spojovani koncti
nukleotidy
poly(ADP-riboza)polymeraza 1
jaderny antigen mnozicich se bun¢k

fosfatidylinositol 3-kinazam podobné
protein kinazy

promyelotické leukémie

promyelocyticka leukemicka jaderna téliska

polynukleotid kinaza/fosfataza

DNA polymerazy



Polo/e
pRB
RFC
RPA

SMC1

SSBR
SSBs
SSDNA
ST
SV40
TFIIH
TopBP1
uv
Vpr

XPA

XPC

XPF

XPG

XRCC1

XRCC4

DNA polymerase d/¢
retinoblastoma protein
replication factor C
replication protein A

structural maintenance of
chromosomes protein 1

single-strand break repair
single-strand breaks
single-stranded DNA
small T antigen

simian virus 40

transcription factor 11 H

topoisomerase-I1 beta-binding protein 1

ultraviolet

viral protein R

xeroderma pigmentosum group A-

complementing protein

xeroderma pigmentosum group C-

complementing protein

xeroderma pigmentosum group F-

complementing protein

xeroderma pigmentosum group G-

complementing protein

X-ray repair cross-complementing

protein 1

X-ray repair cross-complementing

protein 4

DNA polymeréza 6/¢
retinoblastomovy protein
replikacni faktor C
replikacni protein A

protein udrzujici strukturu chromozomu 1

oprava jednofetézcovych preruseni
jednofetézcova pieruseni DNA
jenotetézcova DNA

maly T antigen

opic¢i virus 40

transkripéni faktor II H

protein vazajici Topoizomerazu II 3
ultrafialové zafeni

virovy protein R

protein asociovany se syndromem
xeroderma pigmentosum skupiny A

protein asociovany se syndromem
xeroderma pigmentosum skupiny C

protein asociovany se syndromem
xeroderma pigmentosum skupiny F

protein asociovany se syndromem
xeroderma pigmentosum skupiny G

protein U€astnici se oprav DNA vystépenim
baze a interagujici s DNA ligdzou 3

protein ucastnici se oprav dvoufetézcovych
pteruSeni DNA pomoci nehomologniho
spojovani konctu



1. Uvod

Prokaryotické i eukaryotické organismy maji vyvinuty opravné mechanismy, které zajistuji
integritu bunéného genomu. V pfipadé poskozeni DNA dochazi k jejich mobilizaci a
nahromadéni efektorovych proteinti v postizeném misté. Ty jsou dale zodpovédné za opravu
DNA a signalizaci, ktera aktivuje slozky regulace bunééného cyklu, ¢imz je zamezeno buiice
vstoupit do mitdzy v piipadé pretrvavajiciho poskozeni. Pokud je naruseni genomu
neslucitelné s fungovanim buiiky a jeho oprava neni mozn4, dochazi k apoptoze.

Bunécna odpovéd’ na poskozeni DNA je také aktivovdna béhem infekce vétSiny virl
(shrnuto v Lilley et al. 2007). Ty jsou nuceny nékteré slozky DNA opravnych mechanismu
potlacovat, aby nedochéazelo k nechténym upravam jejich genomu ¢i apoptoze hostitelskych
bun¢k. Ukazuje se vSak, ze viry jsou schopné odpovéd’ na poskozeni DNA cilené aktivovat
skrze své proteiny a vyuzivat jeji slozky pro svou replikaci.

Tato prace mé za tkol shrnout poznatky o tom, jak se DNA opravné mechanismy buniky
podileji na virové replikaci a jakym zpiisobem jsou béhem produktivni infekce virem
vyuzivany. Jsou zde podrobné rozebrany CcCtyii Celedé savéich vira (Retroviridae,
Papillomaviridae, Polyomaviridae, Herpesviridae), pro které se jevi interakce s bunéénymi

faktory odpovédi na poskozeni DNA nezbytna.

2. Bunécéna odpovéd’ na poskozeni DNA eukaryot

2.1. Vlivy poskozujici DNA

Ve vSech bunkich je DNA neustdle vystavovdna mutagenim, které zplsobuji
poskozeni genomu. DNA miiZe byt poskozena jak vlivy z vnéjsiho prostiedi, tak i mutageny
endogenniho charakteru.

Castymi mutageny, piisobicimi z vnéjsiho prostiedi, jsou nékteré druhy zafeni. V disledku
UV zafeni miize v DNA dochazet k dimerizaci pyrimidinovych bazi. Takto vznikla poSkozeni
vyrazné naru$uji jeji strukturu. Po ozafeni UV mohou v bunice vznikat také volné radikaly,
které zplsobuji oxidativni poskozeni bazi ¢i jednofetézcova preruseni DNA (SSBs).
K preruseni tetézce DNA dochdzi také po vystaveni ionizujicimu zareni. Mezi exogenni

mutageny dale patii fada chemickych latek.



Poskozeni DNA vznika i vlivem endogennich faktort. Dusledkem metabolickych procest
dochazi k nechténym upravam bazi napft. alkylaci, hydroxylaci ¢i oxidativni deaminaci. Také
samovolna hydrolyza glykosidické vazby mezi bazi a cukrfosfatovou kostrou DNA je Castym
jevem, jehoz vysledkem je vznik apurinovych/apyrimidinovych (AP) mist. (Voet a Voet
1995). Rada poskozeni navic vznika i béhem replikace. Pokud se v replikujici se DNA jiz
objevuje jednofetézcové preruseni, dochazi k zastaveni replikacniho komplexu nebo tvorbé

dvouftetézcovych preruseni (double-strand breaks - DSBs) (Hoeijmakers 2001).

2.2. Princip odpovédi na poskozeni DNA

Aby byla zachovana stabilita genomu a nedochédzelo k jeho nevratnym zméndm, buiky
vyvinuly G¢inné mechanismy, které dokaZou abnormality v DNA odhalit a reagovat na né.
Odpovéd na poskozeni DNA (DDR) zahrnuje mnoho proteind a jejim vysledkem je okamzita
oprava nukleové kyseliny, zastaveni buné¢ného cyklu nebo apoptdza (shrnuto v Sancar et al.
2004) (obr. 1). Hlavni slozkou uplatiiujici se v regulaci DDR a signalizaci jsou proteiny
z rodiny fosfatidylinositol 3 kinazam podobné protein kinazy (PIKKs) (shrnuto v Bakkenist a
Kastan 2004). Mezi n¢ paii ATM kinaza (ataxia-telangiectasia mutated), ATR kinaza (ataxia-
telagiectasia and Rad3-related) a DNA dependentni protein kinaza. Spole¢né s dalSimi
proteiny tyto kinazy funguji jako senzory poskozeni, které mobilizuji efektorové slozky DDR,
jez maji za nasledek opravu DNA (tab. 1).

Dalsi vyznam senzorli poSkozeni spociva v zahdjeni signaliza¢ni kaskady, kterd vyvolava
rozséhlé zmény v kontextu celé buiky. Hlavnimi substraty ATM a ATR zpusobujicimi
zastaveni bunécného cyklu jsou CHK2 (checkpoint kinase 2) popt. CHKI1 (checkpoint
kinase 1). Dal§im vyznamnym substratem je antionkogen p53, ktery miize sméfovat buniku do
apoptozy.

Nékteré z téchto proteini (pfedevSim substraty ATM kinazy) se vyskytuji v jadernych
téliscich, jejichz hlavni strukturni prvek je PML (promyelocytic leukaemia) protein. Tyto
takzvané jaderné domény 10 (Ascoli a Maul 1991) neboli promyelocyticka leukemicka
jaderna téliska (PML NBs) se vyznamné podileji na zprostiedkovani odpovédi na poskozeni
DNA (shrnuto v Dellaire a Bazett-Jones 2004).

Presné vybalancovani DNA opravnych drah je pro bunku zasadni. Jejich naruseni, at’ uz
v disledku mutaci ¢i stresu, vede k nestabilit¢ genomu, patogenni senescenci ¢i malignimu

zvrhnuti (shrnuto v Seviour a Lin 2010).



Bunéul\ H. siFen Tonizujicl Chemick¢ Poruchy
mcﬂd)uh\mux zéfend IfnL\ pii rcphL.m

Po§ko em

] - :
Zastavenl Zména Oprava DNA: BER

NER Apoploza
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, J | S— —— —— lm —
NHEJ
MMR
SSBR

bunétného cykiu genoveé exprese

Obrazek 1: Schéma hlavnich pFi¢in a disledki odpovédi na poskozeni DNA. BER (base excision repair) —
oprava vy$tépenim baze, NER (nucleotide excision repair) — oprava vys$tépenim nukleotidu, HR
(homologous recombination) — homologni rekombinace, NHEJ (nonhomologous end joining) —
nehomologni spojeni koncii, MMR (mismatch repair) — oprava §patné zarazenych nukleotidi, SSBR
(single-strand break repair) — oprava jednofetézcovych pieruseni. Pfevzato z R&D Systems 2003 Catalog

a upraveno.

2.3. Opravné mechanismy

Po rozpoznani abnormality na DNA jsou okamzité¢ podniknuty kroky umoznujici napravu.
Mensi poSkozeni bazi zplisobené napf. alkylacnimi ¢i oxidacnimi €inidly jsou opravovany
jejich vystépenim. Tento mechanismus se oznacuje jako oprava vystépenim baze (BER)
(shrnuto v Sancar et al. 2004). Z ¢asti obdobné probiha i oprava jednofetézcovych pieruseni
(SSBR) (shrnuto v Caldecott 2008). Pokud je poSkozeni bazi rozsahlejsiho charakteru a dojde
k vyraznym zménam struktury DNA, uplatiiuje se oprava vyStépenim nukleotidu (NER)
(shrnuto v Sancar et al. 2004).

Vznik dvouvlaknovych pferuseni vyznamné ovliviiuje stabilitu genomu a mize vést
k chromozomalnim ptestavbam ¢i ztraté genetické informace. V bunkach se pfi jejich opravé
uplatiiuji dva rtizné mechanismy: nehomologni spojeni koncti (NHEJ) a homologni

rekombinace (HR) (shrnuto v Czornak et al. 2008).
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I pfes opravnou aktivitu DNA polymerazy 6/ dochazi pii replikaci k nepfesnostem. Tak
vznikaji v DNA kratké inzerce/delece ¢i mista se Spatn¢ parujicimi bazemi. Takovéto chyby
jsou opravovany mechanismem opravy Spatné zatazenych nukleotidd (MMR) (shrnuto v

Kunkel a Erie 2005).

2.3.1. Oprava vystépenim baze (BER)

Sav¢i bunky maji sadu DNA glykosylaz, které specificky rozeznavaji poSkozené baze.
Vétsina z nich ma také B-lyazovou aktivitu umoznujici hydrolytické uvolnéni baze za vzniku
apurinového/apyrimidinového (AP) mista. K vystépeni AP fragmentu dochazi za pomoci AP
endonukleazy 1 (APE1). Oprava je dokon¢ena pomoci DNA polymerazy 3 (PolB) a ligazy 3
(Lig3), ktera se v misté poskozeni nachazi v komplexu s proteinem XRCC1 (X-ray repair
cross-complementing protein 1) (viz. obr. 2, klasicka cesta). V ptipadé samovolné ztraty baze
se uplatiuje alternativni cesta (viz. obr. 2, alternativni cesta), kde APE1 $tépi AP misto
Vv 5'pozici. DNA polymeraza 6/ (Pold/e) spolecné s proteinem PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) a replika¢nim faktorem C (RFC) dale syntetizuje n€kolik nukleotidii smérem
3" od mista pferuseni, pficemz vytésnény fetézec je odstfizen endonukleazou FENI1 (flap

endonuclease 1). Pieruseni je spojeno DNA ligazou 1 (Ligl). (Sancar et al. 2004)

Klasicka
cesta XRCC1 XRCCH
< P p
APE1,Polp ) Lig3 Polp Lig3 |
Eh EE oy HE SE g SEOEE
Py b ok o e e e ol ke L o
beta-lyaza i
Alternativni
cesta
A:fl PCNATO.
Gad oo & o, 8
CL LTl —’@l- o ™
APE1 RFC

Obrazek 2: Schéma opravy vystépenim baze. Obrazek znazoriiuje mechanismus klasické a alternativni
cesty, které nasleduji po uvolnéni poskozené baze pomoci DNA glykosylazy. Obdobnym zptisobem jsou
opravovany jednofetézcova preruseni DNA. Mechanismus je popsan v textu. Pievzato a upraveno (Sancar

et al. 2004).

2.3.2. Oprava jednoretézcovych preruseni (SSBR)
Jednotetézcova preruseni DNA mohou v buiice zpusobit kolaps replikace ¢i znemoZznit

transkripci poSkozeného useku. Mechanismus jejich opravy se ¢asteéné piekryva s BER.
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Hlavnim senzorem SSBs je poly (ADP-rib6za) polymeraza 1 (PARP1). Diulezitou roli hraje
nejen Vv rozpoznani poskozeni, ale i v regulaci opravnych mechanismi napf. pomoci
modifikace histond. Volné konce DNA vlakna musi byt ve vétsiné pripadd nejprve upravena.
To zajist'uji razné enzymy podle typu poSkozeni. Nejcasteji se v tomto kroku uplatituje enzym
polynukleotid kinaza/fosfataiza (PNKP) ¢i APEIL. V dalSich krocich je poSkozend DNA
opravena pomoci mechanismu vystépenim baze, a to klasickou ¢i alternativni cestou (viz.

kapitola 2.3.1.). (Caldecott 2008)

2.3.3. Oprava vystépenim nukleotidu (NER)

Tato draha (viz. obr. 3) se uplatituje predevsim u poskozeni bazi, které vyrazné méni tvar
DNA dvousroubovice. Zahrnuje vystfizeni 24-32nt tseku. PoSkozeni je rozpoznéno
kooperativni vazbou faktord RPA (replika¢ni protein A), XPA (xeroderma pigmentosum
group A-complementing protein) a XPC-TFIIH (xeroderma pigmentosum group C-
complementing protein — transkripéni faktor II H) a ma nespecificky charakter. Helikaza
TFIIH je zodpovédna za rozvolnéni DNA v poskozeném misté, coz vede k vazbé XPG
(xeroderma pigmentosum group G-complementing protein). Takto stabilizovana struktura je
schopna navazat komplex proteinﬁ XPF (xeroderma pigmentosum group F-complementing
oligonukleotidu obsahujiciho poskozeni. Chybé&jici cast je poté dosyntetlzovana pomoci

Pold/e, PCNA a RFC. (Sancar et al. 2004)

( “xpc-Ro3 ) /ﬁ>°

\XPC-R23 S

IO x%:x):xyxi — IO ™¢ “(H O

i

FRCC1-XPF YPAR ERCC1-XPF (XPA) _—

- \.—/‘—V‘

: O }<%>< 3] = 20X < < 'm\ SO

=

B = IO

Obrazek 3: Schéma opravy vystépenim nukleotidu. Mechanismus je popsan v textu. Pfevzato a upraveno

(Friedberg 2001).
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2.3.4. Homologni rekombinace (HR)
Prvotnim senzorem dvoutetézcovych preruseni DNA je MRN komplex tvofeny proteiny
Mrell, Rad50 a Nbsl. Rozpoznani poSkozeni je umoznéno skrze vazbu Mrell na konce
DNA, vzniklé v dusledku pieruseni (Usui et al. 1998). MRN je dale zodpovédny za aktivaci
ATM (ataxia-telangiectasia mutated) kinazy, ktera se nasledné¢ akumuluje v misté DSBs (Lee
a Paull 2005). ATM fosforyluje fadu cilovych proteint jako napi. histonovou variantu H2AX
¢i slozky MRN. Fosforylovany H2AX (YH2AX) se nachazi na DNA v blizkosti DSBs a je
zodpovédny za masivni adsorpci opravnych faktorti (Czornak et al. 2008).

Oprava DSBs probihd homologni rekombinaci (viz obr. 4, homologni rekombinace) pouze
v G2 a S fazi bunééného cyklu. Je podminéna vznikem sSDNA piesahu, které jsou okamzité
stabilizovany pomoci RPA. Tato struktura je zodpovédnd za aktivaci ATR kinazy a jeji
akumulaci v misté poSkozeni skrze ATR interagujici protein (ATRIP). Odbourani casti
vlakna, vedouci ke vzniku jednofetézcového tseku DNA (sSDNA), umoziuje vazba
fosforylovaného CtIP (C-terminal-binding-protein-interacting protein) na komplex MRN-
DNA (Czornak et al. 2008). K fosforylaci CtIP dochazi pouze v G, a S fazi pomoci cyklin
dependentni kinazy (Jackson, 2009). Naslednou rekombinaci s homolognim tsekem druhé
molekuly DNA umoziuji faktory RAD51, Rad52, Rad54 a BRCAIL. Pisobenim DNA
polymerazy a dal$ich enzymt dochazi k opravé DSBs podle homologni ptedlohy. (Czornak et
al. 2008)

Nehomologni Homologni
spojovani konct rekombinace

0 3@

u80-Ku70 P ‘ MRN

SQJ
+

\ I

H
%

RADS2 RADSI

|

Obrazek 4: Schéma opravy dvouretézcovych pieruseni DNA. Mechanismus homologni rekombinace a

nehomologniho spojeni konci je vysvétlen v textu. Pit‘evzato a upraveno (Misteli a Soutoglou 2009).
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2.3.5. Nehomologni spojovani konct (NHEJ)

Timto mechanismem (viz. obr. 4, nehomologni spojovani koncl) jsou opravovana
dvouretézcova preruseni DNA v G1 fazi bunéného cyklu. Po aktivaci MRN komplexu a
ATM kindzy nedochazi ke vzniku ssDNA piesaht jako v pfipadé homologni rekombinace.
S konci DNA asociuje heterodimer Ku70/80, ktery umoznuje navazani DNA dependentni
protein kindzy (DNA-PK). V nasledujicim kroku jsou k sob¢, diky dimerizaci DNA-PK,
konce DNA ptiblizeny. Jejich ligaci umoznuje komplex ligazy 4 (Lig4) s proteinem XRCC4

(X-ray repair cross-complementing protein 4). (Czornak et al. 2008)

2.3.6. Oprava Spatné zarazenych nukleotidi (MMR)

Tento mechanismus (viz. obr. 5) se uplatiuje pfedevS§im pii opravach chyb vzniklych
v disledku replikace. Predpoklada se, ze je s replikaci fyzicky propojen skrze vazbu jeho
faktort s PCNA, proteinem replika¢niho aparatu. Hlavni roli v rozeznani poskozeni DNA
hraji homology bakterialniho proteinu MutS: MSH2, MSH3 a MSH6 (MutS homologue
2/3/6). Ty tvofi heterodimerni komplexy oznafované jako MutSa (MSH2-MSH6), popf.
MutSB (MSH2-MSH3). Tyto komplexy specificky vazou poskozenou DNA v zavislosti na
ptitomnosti ATP. Dalsimi faktory, které napomahaji pii opravé DNA, jsou nékteré homology
bakterialniho proteinu MutL. V mistech poSkozeni se vyskytuji jako heterodimery MutLa,
MutLf a MutLy. Po rozeznani poSkozené DNA dochazi k vystépeni oligonukleotidu v misté
chyby a vzniku ssDNA tseku. Na tomto kroku se také podili nékteré nukleazy jako
Exonukleaza 1 (Exol). Chyb¢jici Cast fetézce je dosyntetizovana Pold. Je mozné, Zze na
odbourani poskozeného useku a opétovné syntéze vldkna se podili pfimo replikacni aparat,

ktery s MMR faktory interaguje skrze PCNA. (Kunkel a Erie 2005)

Exo1 7}'-
MLH1) PMSZ \ c RPA
5 _.I _ Bl (7 7ﬁ/77777f/~ 72 7*/W/7—/ 7 * s
j ——— —_— ,(,\_\_\_\.\_\x\,(‘ ALAAS K S —— —
MSHZ® MSHG PCNA
, - RFC |

Ligase) %
R T O e WO - TR & TR —
5 B 5 e — 5 __.h POL® A 57'\ LSS A—

~ PCNA

Obrazek 5: Schéma opravy Spatné zairazeného nukleotidu. Mechanismus je popsan v textu. Pirevzato a

upraveno (Hsieh a Yamane 2008)
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Tabulka 1: Prehled faktoru ucastnicich se opravy DNA

.

yH2AX, ATRIP

(TP | OPRAWY | SENZORYASIGNALIZACNI | EFEKTOROVE e )
POSKOZENI MECHANISMUS MOLEKULY MOLEKULY
doae Mutla, MutLB, Mutly,
zafaz"en fiisa MMR MutSa, MutSB FEN1, PCNA, RPA, Pol§, |  (Kunkel and Erie 2005)
DNA ligdza
o APE1, PolB, Pold/e,
otkozeni bzl BER DNA glykosylaza PCNA, RFC, Ligl, Lig3, (Sancar et al. 2004)
P FEN1, XRCC1
pyrimidinové
dimery a jina TFIIH, XPG,XPF, ERCC1,
Sa l. 2004
rozsshlejsi NER REARPANERE Pol&/e, PCNA, RFC Rc L2000
poskozeni DNA
. PNKP, APE1, PolB,
Je;’;t;:‘;zl‘)%‘f SSBR PARP1 Pol8/e, PCNA, RFC, (Caldecott 2008)
P FEN1, Ligl, Lig3, XRCC1
NHEJ MRN komplex, ATM, Ku70, Ku80, DNA-PK, [ (Bakkenist and Kastan 2004)
dvoufetdzcové yH2AX Lig4, XRCC4 (Czornak et al. 2008)
preruieni DNA MRN komplex, ATM, ATR, CHP,RPARadS], | (Bakkenistand Kastan2004)
HR (Czornak et al. 2008)

Rad52, Rad54, BRCA1

(Jackson 2009) )

3. Viry a bunéc¢na odpovéd’ na poskozeni DNA

3.1. Aktivace DDR pf¥i virové infekci

Odpoveéd na poskozeni DNA (DDR) je regulovana predevsim kinazami z rodiny PIKKs. Tyto

kinazy jsou aktivovany bezprostiedné po odhaleni poskozeni, nebo se na ném piimo podileji

jako senzory. Zda se vsak, Ze aktivace dalSich slozek DDR neni zavisla na piitomnosti

poskozeni, ale spiSe na vazbé senzori k DNA (Soutoglou a Misteli 2008). DNA opravné

mechanismy tedy mohou byt mobilizovany i jinym zptsobem neZ pfitomnosti poSkozené

DNA.

Slozky DDR byvaji ¢asto aktivovany jako odpovéd’ na virovou infekci (shrnuto v Lilley et

al. 2007). Pri¢iny mohou byt v principu dvojiho typu: i) reakce na virovou DNA, ii) reakce na

virové proteiny, které jsou schopné DDR piimo ¢i neptimo indukovat.

Virova DNA je pro bunku cizorodé struktura a jeji topologie ¢i slozeni mize evokovat

poskozeni. Mnohé viry (napf. Adenoviridae, Herpesviridae, Retroviridae) maji linearni

genom, jehoz konce pfipominaji dvoufetézcové preruseni DNA. U mutantniho adenoviru,

ktery je neschopny potlacit DNA opravné mechanismy buriky, ma tato skutecnost za nasledek

spojovani konct jeho genomu mezi sebou (Stracker et al. 2002). Retrovirova cDNA, vznikla
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za pomoci virem zprostfedkované reverzni transkripce, zase podléha cirkularizaci, na které se
podileji slozky mechanismu nehomologniho spojeni koncti (Li et al. 2001). Bunka tedy
aktivné reaguje na piitomnost nukleové kyseliny nékterych viri a rozeznavéd ji jako
poskozenou. Za masivni aktivaci DDR je vSak zodpovédna ptredevSim replikace virového
genomu (Daikoku et al. 2006; Jul-Larsen et al. 2004; Wilkinson a Weller 2004).

Nékteré viry si vyvinuly u¢inné mechanismy, jak pomoci svych proteintit DDR aktivovat a
usmérnovat. U nékterych virovych proteint se ukazuje, ze jsou schopny indukovat
dvouretézcové pieruSseni DNA (Boichuk et al. 2010; Nakai-Murakami et al. 2007). To muze
byt jedna z pifi¢in mobilizace slozek ucastnicich se oprav DSBs. V mnoha piipadech se vSak
ukazuje, ze virové faktory piimo interaguji s klicovymi slozkami DDR, které se nachazeji na
vrcholu signaliza¢nich kaskad jako ATM kinaza ¢i MRN komplex (Moody a Laimins 2009;
Tarakanova et al. 2007; Taylor a Knipe, 2004). V disledku téchto interakci dochazi k cilené

mobilizaci slozek DDR pii virové infekci.

3.2. Vztah viru k DDR

DNA opravné mechanismy vyvolané v prubéhu infekce mohou zptisobovat nechténé zmény
ve virovém genomu. Aby k tomu nedochazelo, viry pomoci svych proteini faktory DDR
vyvazuji a cili do proteozomalni degrada¢ni drahy (Parkinson et al. 1999; Stracker et al.
2002; Wilkinson a Weller 2006). Odpovéd na poskozeni DNA je také zodpovédna za
navozeni apoptozy ¢i pozastaveni bunécného cyklus v Gy fazi, kdy se neexprimuji faktory
potiebné pro bunécnou i virovou replikaci. Na téchto procesech se vyrazné podili antionkogen
p53, ktery je sou¢asti ATM/ATR kinazové drahy (shrnuto v Sancar et al. 2004). Rada vir
koduje proteiny, které s p53 interaguji a usmérnuji jeho funkci (Dey et al. 2002; Kudoh et al.
2005; Scheffner et al. 1990).

Na druhou stranu se vSak ukazuje, Ze nékteré virové rodiny vyuzivaji urCité slozky DDR
ve svij prospéch. Odpovéd’ na poSkozenou DNA miize vést k pozastaveni bunécného cyklu
vS¢i G, fazi. Toho se UcCastni fada faktord véetné kindz CHK2 a CHK1, které jsou
aktivovany pomoci klicovych proteinti zajist'ujici mobilizaci DNA opravnych mechanismu
(shrnuto v Sancar et al. 2004). Tato zastava bunééného cyklu zabrani zahajeni mitézy a
poskytuje vhodné podminky pro lytickou replikaci, coz je nékterymi viry vyuzivano (Bartz et
al. 1996; Li et al. 2008; Okubo et al. 2003). Dale se ukazuje, ze faktory DNA opravnych
mechanismu se podileji pfimo na virové replikaci ¢i integraci do genomu hostitele a jejich

inaktivace ma pro infekci negativni vliv (shrnuto v Lilley et al. 2007).

-16 -



4. DNA opravné mechanismy jako nastroj virové replikace

4.1. Retroviridae

Celed Retroviridae zahrnuje obalené RNA viry obratlovel, které vyuZivaji reverzni
transkripci pro piepis svého genomu do DNA. Casto maji vysokou hostitelskou specifitu a
napadaji predevsim lymfatické buiiky. Patfi sem i1 virus lidské imunodeficience (HIV), ktery
zpisobuje syndrom ziskané¢ imunodeficience (AIDS). Jejich genom je po vstupu do bunky
prepsan do dvoutetézcové DNA a prenesen do jadra, kde dochazi k integraci do hostitelského
genomu. Takto mize virus dlouhou dobu pfetrvavat v latentni fazi. Virovy genom koduje
kromé kapsidovych a obalovych proteinii také reverzni transkriptdzu potiebnou pro jeho
prepis do cDNA a integrazu, ktera zajiStuje nasledné vclenéni virové cDNA do genomu
hostitele. Oba tyto enzymy jsou obsazeny V kapsidé virionu. VétSina retrovird koduje také
fadu dalsich proteint podilejicich se na infekci. Jednim z nich je virovy protein R (Vpr) viru
HIV, ktery se ucastni transportu cDNA z cytoplazmy do jadra a je ve velké mife pfitomen
Vv kapsidach virionu. (o ¢eledi retroviridae v Knipe et al. 2007)

Nezbytnym krokem prii infekci je integrace virové cDNA do genomu hostitele. Ta probiha
v nékolika krocich za ucasti enzymu integrazy. Vysledkem je struktura obsahujici
nékolikanukleotidové ssDNA mezery, které lemuji integrovany usek, a neparujici 2
nukleotidy dlouhé 5° konce virového genomu. V posledni fazi tedy dochazi k tzv.
postintegracni opravé, kterd je zavisla na bunécnych faktorech a dava vzniknout neporusSené

DNA obsahujici pfepsany retrovirovy genom. (shrnuto v Skalka a Katz 2005)

4.1.1. ATM/ATR signalizace
Béhem infekce HIV-1 dochazi k vyznamné aktivaci ATM/ATR kinazy a fosforylaci jejich
substrati jako Nbs1, p53 ¢i histonu H2AX (Lau et al. 2005; Nakai-Murakami et al. 2007). Jak
shrnuji Skalka a Katz (2005), v replika¢nim cyklu retrovirti nalezneme nékolik udalosti, které
mohou tuto aktivaci DNA opravnych mechanismli vyvolat. Jednou znich je pfitomnost
volnych koncii virové cDNA v jadie, které mohou byt rozezniny jako dvoufetézcova
preruseni. DNA opravné mechanismy jsou nejspiSe mobilizovany také v dusledku integrace
viru.

Prace Nakai-Murakami et al. (2007) ukazuje, ze i pouha pfitomnost Vpr viru HIV-1 je
schopna indukovat odpovéd’ na poskozeni DNA nezavisle na virové infekci. Pfi jeho expresi

regulované tetracyklinovym promotorem v bunkach dochazi k aktivaci ATM i ATR kinazy,
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coz usti ve fosforylaci a akumulaci jejich substrati do agregati v jadie. U bunck
exprimujicich Vpr byla také odhalena jeho schopnost produkovat dvouietézcova pieruSeni
DNA (Tachiwana et al. 2006). Aktivace ATM/ATR kinazové drahy mtize byt tedy zptisobena
praveé timto jevem.

Studie pouzivajici inhibitory kindz z rodiny PIKKs, RNA interferenci ¢i ATM deficientni
bunécné linie naznacuji, ze ATM a ATR jsou pro retrovirovou infekci potiebné a omezeni
jejich aktivity vyrazné snizuje schopnost integrace virové DNA (Daniel et al. 2003; Daniel et
al. 2005; Lau et al. 2005; Nunnari et al. 2005). Pti jejich nepfitomnosti ¢i inaktivaci béhem
infekce dochazi také Kk apoptoze bunék, ktera je nejspiSe vyvolana chybnou integraci viru
(Daniel et al. 2003; Lau et al. 2005). Toto téma je vsak do dnes velmi kontroverzni a nékteré
studie jsou s timto tvrzenim v rozporu (DeHart et al. 2005). Nedavna prace Yanga et al.
(2010) ukazuje, Ze aktivita ATM a ATR kindzy je pro infekci retroviri nezbytna pouze u
n¢kterych typt bunck.

4.1.2. Homologni rekombinace

Je znamo, ze protein Vpr viru HIV-1 je schopen mobilizovat slozky DNA opravnych
mechanismi, které se uplatnuji pfi homologni rekombinaci (RPA, Rad51) a tim podporit
rekombinac¢ni d&e v bunce (Nakai-Murakami et al. 2007). Vyznam téchto faktort pro
retrovirovy Zivotni cyklus vSak prokdzan nebyl. Nepfitomnost proteinu Rad52, ktery se
homologni rekombinace ucastni, se naopak jevi pro virovou integraci vyhodna (Lau et al.
2004). Da se tedy piedpokladat, ze aktivace homologné rekombinacnich dé&ju je pouze

privodnim jevem infekce a pfimo se neucastni integrace ¢i reverzni transkripce viru.

4.1.3. Nehomologni spojovani koncu

Jednim z kli¢ovych proteini, které se ucastni nehomologniho spojovéani konct, je DNA-PK.
U mysich bunék obsahujicich deleci v této kindze byla po retrovirové infekci pozorovana
zvySena frekvence apoptozy (Daniel et al. 1999). Skute¢nost, ze k tomuto jevu dochazi pouze
u virti schopnych integrace, dava tusit vyznam DNA-PK v postintegracni opravé. Pokud tato
kin4za chybi, poskozeni DNA vzniklé v diisledku integrace pravdépodobné iniciuje apoptozu.
Integraci indukovana apoptdza byla pozorovana i u bun€k se sniZenou expresi ATM kinazy
(Lau et al. 2005). DNA-PK i ATM se uplatiiuji pti opravach dvouvlaknovych poskozeni
nehomolognim spojovanim konct, coz naznacuje ucast tohoto mechanismu v integraci viru ¢i

postintegracni opravé DNA.
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V souladu s tim je i prace Hasegawy et al. (2005), kterd potvrzuje vyznam DNA-PK pro
integraci Friendova leukemického viru na mySim modelu. Na druhou stranu vSak také

poukazuje na fakt, ze tato kindza neni pro integraci absolutné nezbytna.

4.1.4. Oprava vystépenim baze

Struktura, kterd vznika bezprostiedné po integraci retroviru do genomu hostitele, obsahuje
kratké ssDNA tuseky a dvounukleotidové neparujici 5° konce virové DNA. Takovéto
uspofadani je velmi podobné meziproduktu oprav mechanismem vystépeni baze. Proteiny
ucastnici se této drahy by se tedy mohly pfi virové integraci uplatiiovat. Je znamo nékolik
praci, které in vitro potvrzuji, Ze proteiny ucastnici se BER, jsou schopny postintegracni
opravy u umélych substrati (Faust a Triller 2002; Yoder a Bushman, 2000). Jestli je tomu tak

1 pii retrovirové infekci, vSak zatim neni znamo.

4.1.5. DalSi souvislosti
Proteiny ucastnici se odpovédi na poskozeni DNA nemusi byt retroviry vyuzivany pouze
v souvislosti s integraci. Rozsahla analyza hostitelskych faktorti ovliviwjicich ¢asné faze
replikace HIV-1, ve které bylo vyuzito RNA interference (Konig et al. 2008), poukazuje na
to, Ze nekteré slozky DNA opravnych mechanismil se podileji i na reverzni transkripci.

Dalsi vyznam bunéénych faktord pro retroviry, piedevsim pak ATR kinazové drahy, tkvi v
deregulaci bunééného cyklu. Pii infekci HIV-1 totiz dochézi k zastavé bunééného cyklu v G,

fazi, a to v zavislosti na pfitomnosti Vpr proteinu (Bartz et al. 1996).

4.2. Papillomaviridae

Lidské papillomaviry (HPV) jsou malé DNA viry zodpovédné za vznik naprosté vétsiny
anogenitalnich nadortu (Walboomers et al. 1999). V bazalnich epitelialnich bunkach se jejich
genom replikuje episomalnim zpiisobem. Spolu s diferenciaci infikovanych bunék se spousti i
exprese kapsidovych proteinii a replikace, nezavisla na bunééném déleni. (shrnuto v McBride
2008) Mezi ¢asné exprimované proteiny patii E1 a E2, které zajist'uji iniciaci virové replikace
(Berg a Stenlund 1997). E2 je dale zodpovédny za spravné rozdéleni kopii virového genomu
béhem mitdzy (Parish et al. 2006) a regulaci transkripce virovych onkoproteini E6 a E7
(shrnuto v Thierry 2009). E6 a E7 moduluji bunéény cyklus Vv prospéch viru vyvazovanim
antionkogenu p53 (Scheffner et al. 1990) resp. retinoblastomového proteinu (pRb) (Dyson et
al. 1989) a mohou zpiisobovat nadorovou transformaci bunék. (o ¢eledi papillomaviridae v

Knipe et al. 2007)
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4.2.1. ATM/ATR signalizace

Pii infekci vysoce rizikovymi typy HPV dochazi k aktivaci klicovych slozek DNA
repara¢nich mechanismu, predev§im ATM, ATR kindzy a jejich substrati (Moody a Laimins
2009; Spardy et al. 2008). Tato aktivace vede k formovani PML télisek obsahujicich ATM,
fosforylovany histon H2AX, kinazu CHKZ2 a dal§i proteiny ucastnici se oprav
dvoutetézcovych preruseni DNA. U diferencovanych keratinocytti infikovanych HPV-31 tyto
proteiny kolokalizuji s virovym genomem (Moody a Laimins 2009) a da se ptedpokladat, ze
napomahaji jeho replikaci. V souladu s tim je i fakt, Ze po optisobeni bunék inhibitorem ATM
kinazy je virova replikace vyrazn¢ utlumena (Moody a Laimins 2009). Zda je tomu opravdu
tak a jakym zpiisobem se slozky ATM drahy podileji na replikaci viru, je stale nejasné. Je
vsak zfejmé, ze kaktivaci ATM/ATR kinazové signalizace dochazi piredevsim
prostfednictvim ¢asné exprimovanych virovych proteinli, coz dokazuji neddvné prace, ve
kterych byla pozorovana mobilizace slozek DDR v buiikdch exprimujicich papillomavirové
proteiny E6 a E7 (Moody a Laimins 2009; Spardy et al. 2008). Nejedna se tedy pouze o

reakci bunky na virovou DNA.

4.2.2. DalSi souvislosti
PML téliska a s nimi asociované faktory ucastnici se oprav dvoufetézcovych preruSeni DNA
jsou také spojovana s alternativnim prodluzovanim telomer. Tento mechanismus nevyuziva
enzymu telomerazy a zajiStuje neztratovou replikaci telomer v nékterych typech bunék
(Zhong et al. 2007). Aktivace DNA opravnych mechanismt a tvorba virem indukovanych
PML télisek muaze tedy hrat roli i v prolomeni antiproliferatni bariéry buiky pomoci
alternativniho prodluzovani telomer (Spardy et al. 2008).

Dalsi slozkou DNA opravnych mechanismi, kterd ma spojitost s papillomavirovou infekci,
je Topoizomeraza II B vazebny protein 1 (TopBP1). Ten je schopen vazat DNA (Yamane a
Tsuruo 1999) a uplatiiuje se mimo jiné v aktivaci ATR signaliza¢ni drahy béhem poskozeni
DNA (Kumagai et al. 2006). Pti infekci HPV-16 je vazan virovym proteinem E2, s kterym
pusobi jako transkripéni koaktivator (Boner et al. 2002). Pfitomnost TopBP1 také ovliviuje
vazbu E2 na chromatin (Donaldson et al. 2007), coz mtze mit vyznam pii zachovani po¢tu

kopii virového genomu pii mitdze V latentni fazi.
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4.4. Polyomaviridae

Polyomaviridae je ¢eled” malych DNA virti obratlovci. Mezi lidské polyomaviry patii BK a
JC virus, jejichZ nazev je sloZen z inicial pacienti, z kterych byly poprvé izolovany. Virovy
genom je tvofen kruhovou dvouvlaknovou molekulou DNA, ktera mino jiné koduje nékolik
Casné exprimovanych proteinti ucastnicich se replikace a regulace transkripce. Jednim
z nejvice prostudovanych zastupct této ¢eledé je opici virus SV40 (Simian virus 40). Ten
koduje 2 hlavni ¢asné exprimované proteiny: velky T antigen (LT) a maly T antigen (ST). LT
obsahuje DNA vazebnou doménu a je kliCovym faktorem pro iniciaci virové replikace. Dale
je schopen vézat fadu bunéénych faktorti jako antionkogen p53 ¢i retinoblastomovy protein
pRb a upravovat tim prostiedi buiiky ve svij prospéch. Mezi dalsi proteiny, u nichz byla
prokazana interakce s LT, patii slozka ubiquitin ligazového komplexu cullin-7 (Cul7) (Ali et
al. 2004) a kinaza Bubl (Cotsiki et al. 2004), ktera se ucastni signalizace v kontrolnim bodé
tvorby déliciho vieténka. Jejich role v polyomavirové infekci vSak neni zcela jasna. (o celedi

polyomaviridae v Knipe et al. 2007)

4.4.1. ATM/ATR signalizace

Velky T antigen viru SV40 je zodpovédny za rozsahlou aktivaci ATM/ATR kinazové drahy, a
to i v nepfitomnosti virového replikaéniho pocatku (Boichuk et al. 2010; Hein et al. 2009).
LT ptimo vaze protein Nbsl (Wu et al. 2004), ktery je souc¢asti MRN komplexu a podili se na
aktivaci ATM kinazy. Ucast na mobilizaci slozek DNA opravnych mechanismii mé i vazba
mezi LT a kinazou Bubl. Ta vede, dosud nejasnym zptsobem, k fosforylaci histonu H2AX a
antionkogenu p53 (Hein et al. 2009). Tyto skute¢nosti naznacuji, ze LT aktivné interaguje
s ATM/ATR dréhou nezavisle na virové replikaci. SlozZky DNA opravnych mechanisml v§ak
mohou byt mobilizovany i nepiimo. SV40 LT antigen exprimovany V lidskych fibroblastech
je totiz zodpovédny za vznik dvouvlaknovych pteruSeni DNA (Boichuk et al. 2010), které
jsou rozeznavany MRN komplexem, v disledku ¢ehoz dochazi k aktivaci ATM drahy.

Zdé se, ze ATM kinaza hraje ve virové infekci vyznamnou roli. V jeji nepfitomnosti je
pozorovano razantni snizeni virové replikace (Shi et al. 2005; Zhao et al. 2008), coz koreluje
s poklesem aktivovanych forem jejich substratl. Aktivni forma ATM je také zodpovédna za
fosforylaci SV40 LT na serinu v pozici 120 (Shi et al. 2005). Tato aminokyselina je
konzervovana v ramci celé Celedé a jeji modifikace hraje vyznamnou roli v iniciaci replikace
(Virshup et al. 1992).

Pii infekci SV40 dochazi také k aktivaci ATR kinazy. To se projevuje ve fosforylaci

proteintl p53 a CHK1, které jsou jedny z jejich substratii. Tato aktivace se zda byt zavisla na
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vazbé mezi LT a kinazou Bubl (Hein et al. 2009). Piekvapivé efektivita infekce SV40 neni
po umlceni exprese ATR pomoci siRNA ovlivnéna (Boichuk et al. 2010).

4.4.2. Homologni rekombinace

Pro celou Celed je charakteristickd asociace PML télisek s mistem virové replikace (Jul-
Larsen et al. 2004). V téchto téliscich se v pribéhu infekce nachazi mnozZstvi proteint
ucastnicich se oprav dvouvlaknovych pieruseni DNA (Boichuk et al. 2010; Zhao et al. 2008).
Vezmeme-li dale v potaz prokazany vyskyt ssDNA tsekl v mistech virové replikace, jejichz
tvorba je zavisla na ptitomnosti PML proteinu (Jul-Larsen et al. 2004), da se predpokladat, ze
zde dochéazi k homologné¢ rekombina¢nim opravdam. HR by mohla hrat dualezitou roli
v replikaci a naslednych opravach nové vzniklé virové DNA. V souladu s tim je i fakt, Ze
protein Rad51, jeden z klicovych faktord HR, je nezbytny pro efektivni replikaci SV40
(Boichuk et al. 2010). Na druhou stranu se vSak ukazuje, Ze béhem infekce SV40 dochazi
kLT zavislé proteozomalni degradaci slozek MRN komplexu (Zhao et al. 2008), ktery se
uplatiiuje v pocateénich fazich HR. Ucast homologni rekombinace ve virové replikaci tedy

neni pln€ objasnéna.

4.4.3. DalSi souvislosti

Celed’ Polyomaviridae interaguje s ATM/ATR kinazou a jejimi substraty na mnoha arovnich,
pficemz nékteré faktory jsou pro virovou replikaci nepostradatelné. Vyuziti téchto slozek
DNA opravnych mechanismi v§ak nemusi zahrnovat pouze rekombinacni dé&je. Signalizacni
drahy, na jejichZ pocatku stoji ATM kinaza, mohou Ustit v zastavu bunééného cyklu v S fazi,
ktera je vyhodna pro virovou replikaci. Prace Dahla et al. (2005) ukazuje, ze mutace
v proteinu SMC1 (Structural maintenance of chromosomes protein 1), ktery je substratem
ATM drahy a ucastni se zastavy bunééného cyklu v S féazi, vede k razantnimu sniZeni
infektivity mysiho polyomaviru. Pro navozeni vhodného prostiedi pro replikaci viru SV40 je
také zasadni signalizace ATR skrze p53 izoformu Ap53 (Rohaly et al. 2005), ktera se podili
na regulaci kontrolniho bodu v S fazi bunééného cyklu (Rohaly et al. 2010). Proteiny DNA
opravnych drah mohou hrat dale vyznamnou roli pfi iniciaci replikace. Kromé vySe zminéné
fosforylace LT pomoci ATM se ukazuje pro start replikace vyznamny i Nbs1 protein. Wu et
al. (2004) naznacuji, ze by vazba mezi LT a Nbsl mohla napomahat v prolomeni bunééného
mechanismu, ktery brani opétovnému startu replikace z jednoho pocatku. Jak ukazuje jejich
prace, intaktni Nbsl je nezbytny pro zabranéni reiniciace replikace a vzniku polyploidnich
bunék. Retrovirovym vektorem zprostfedkovana exprese LT tuto funkci Nbsl potlacuje. Pro

potvrzeni téchto domnének vsak bude potieba dal§iho zkoumani.
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4.3. Herpesviridae

Celed” Herpesviridae se déli na 3 podéeledé (alphaherpesvirinae, betaherpesvirinac a
gammaherpesvirinae) a zahrnuje fadu savcich patogenti. Mezi vyznamné zastupce lidskych
alphaherpesviri patii herpes simplex virus 1 a 2 (HSV-1/2), ty jsou ¢astymi piivodci oparti.
DalSimi zastupci této ¢eled¢ podilejicimi se na vzniku nadort ¢i infekéni mononukledzy jsou
virus Epstein-Barrové (gammaherpesvirinae) a lidsky cytomegalovirus (betaherpesvirinae).
Herpesviridae si v genomu koduji vlastni DNA polymerazu a ssDNA vazebny protein. Pro
celou celed” je dale charakteristickd schopnost latence, kdy se jejich genom, tvofeny
dvouvldknovou linearni DNA, replikuje spole¢né s genomem buiiky. Po navozeni produktivni
infekce dochazi k masivnimu nartistu kopii virového genomu v buiice.

Pii této lytické fazi se v misté virové replikace formuji multiproteinové agregaty (Takagi et
al. 1991), které zahrnuji jak proteiny viru, tak i bun&né faktory. Jakym mechanismem
replikace probiha, neni zcela jasné. Predpoklada se vsak, ze v ni hraji vyznamnou roli

rekombinac¢ni procesy (Dutch et al. 1995). (o ¢eledi herpesviridae v Knipe et al. 2007)

4.3.1. ATM/ATR signalizace

Herpesviridae je dalsi ¢eledi, u které se ucast faktord DNA opravnych drah ukazuje zasadni
pro zivotni cyklus viru. V latentni fazi, kdy virus replikuje svou DNA spolecné s butikou,
nebyla aktivace DNA opravnych mechanisml prok4dzéna. U nékterych gammaherpesvird se
vSak ptitomnost slozek DDR, jako histonové varianty H2AX (Tarakanova et al. 2010) ¢i p53
vazebného proteinu (53BP) (Bailey et al. 2009), ukazuje potiebna pro ustaveni latence nebo
pfechod do lytického cyklu.

Pro celou celed’ je v lytickém cyklu charakteristicka aktivace proteinli ucastnicich se oprav
dvouvlaknovych pieruseni DNA (Kudoh et al. 2009; Lilley et al. 2005; Shirata et al. 2005;
Tarakanova et al. 2007). Pii bézné reakci na poskozeni DNA je tato draha spousSténa
predev§im pusobenim ATM a ATR kinazy (shrnuto v Czornak et al. 2008). Béhem infekce
vsak roli aktivatord DDR ¢astecné prebiraji neékteré virové proteiny. Jednim z nich je kinaza
viru Epstein-Barrové (EBV) BGLF4 (Asai et al. 2006) a jeji homolog u mysiho
gammabherpesviru-68 (MHV-68). U nich bylo prokazano, ze jsou schopné indukovat
fosforylaci histonu H2AX (Tarakanova et al. 2007), faktoru zprostiedkovavajiciho vazbu
slozek opravy DSBs v misté¢ poskozeni.

Prace Kudoha et al. (2005) a Shiraty et al. (2005) ukazuji, ze inhibice ATM kinazy ¢i

umlceni jeji exprese nema na infektivitu EBV ani HSV-1 dopad. Jeji aktivita tedy neni pro
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replikaci téchto virt nezbytna. Ani aktivita ATR kinazy se nezda byt zasadni, piestoze pfi jeji

nepiitomnosti dochazi u HSV-1 k mirnému snizeni infektivity (Mohni et al. 2010).

4.3.2. Homologni rekombinace

Na rozdil od ATM se vSak jevi nepostradatelné efektorové proteiny Gcastnici se homologni
rekombinace (Rad51, RPA a Mrell) (Kudoh et al. 2009; Lilley et al. 2005; Taylor a Knipe
2004). Ty jsou béhem infekce asociovany s replika¢nimi centry viru (Kudoh et al. 2009;
Lilley et al. 2005; Wilkinson a Weller 2004). Zajimavé je, ze u HSV-1 tato mobilizace neni
zcela zavisla na pritomnosti DNA (Wilkinson a Weller 2004). Virus tedy pomoci svych
proteini aktivné hromadi DNA opravné faktory ucastnici se homologni rekombinace
vV mistech replikace. Tomu nasvédcuje 1 schopnost n€kterych virovych proteinti jako HSV-1
ssDNA vazebného proteinu ICP8 (Gupte et al. 1991) vazat tyto faktory (Taylor a Knipe
2004). Jiz dtive bylo poukazano na to, Ze b&hem herpesvirové replikace dochazi
k rekombinaénim udalostem (Dutch et al. 1995; Severini et al. 1996). Fakt, ze proteiny
Rad51, RPA a MRN komplex, jeZz se ucastni homologni rekombinace, jsou aktivné
hromadény v misté virové replikace, naznacuje jejich ucast v téchto déjich. Zda je tomu
opravdu tak a jaky je mechanismus této replikace spfazené s rekombinaci je vSak predmétem

dalsiho zkoumani.

4.3.3. Nehomologni spojovani koncut

Naopak proteiny Ucastnici se nehomologniho spojovani konci (NHEJ), alternativniho
mechanismu opravy dvouvlaknovych pieruSeni DNA, nejsou pii herpesvirové replikaci
mobilizovany. Nepfitomnost proteinu Ku70, jehoz Ucast je v NHEJ nepostradatelna, vyrazné
podporuje infekci HSV-1 (Taylor a Knipe 2004). Pti infekci HSV-1 navic dochazi
k degradaci DNA-PK, dalsi komponenty NHEJ (Parkinson et al. 1999). Tyto skute¢nosti
naznacuji, Ze DNA opravné mechanismy uplatiiujici se v nehomolognim spojovani konct

jsou pro infekci nezadouci a virus je cilené potlacuje.

4.3.4. DalSi souvislosti
V mistech lytické replikace EBV byly dale objeveny proteiny, které se uc€astni oprav Spatné
zatazenych nukleotidii (Daikoku et al. 2006). V bunce tyto faktory napomahaji bezchybné
replikaci bunééného genomu, ale hraji také urcitou roli v rekombinacénich procesech (Alani et
al. 1997). Jejich souvislost s replikaci herpesvirt je zatim nepfilis prozkoumana.

AC se piitomnost ATM nezda byt pro nékteré herpesviry nezbytna, Li et al. (2008) ukazuji,

ze se behem infekce HSV-1 uplatituje v Go/M zéstavé bunécného cyklu. Tato aktivita je

-24 -



zprostiedkovana virovym proteinem ICPO (HSV-1) a vyzaduje fosforylaci CHK2 kinazy,
jednoho z hlavnich substratd ATM.

5. Zaveér

U wvSech vySe zminénych virovych ¢eledi  (Retroviridae, Papillomaviridae,
Polyomaviridae, Herpesviridae) dochazi béhem produktivni infekce k aktivaci bunééné
odpovédi na poskozeni DNA, a to predevSim slozek zodpovédnych za opravu
dvouretézcovych pieruseni DNA. V aktivaci a regulaci téchto mechanismt hraje klicovou
ulohu ATM/ATR kinazova draha (shrnuto v Bakkenist a Kastan 2004). ATM, ATR a dalsi
slozky DDR jsou mobilizovany v diisledku replikace virového genomu, jejiz produkty buitka
pravdépodobné rozeznava jako abnormalni. Pozoruhodné&jsi je vSak skute¢nost, ze k aktivaci
DDR dochazi i skrze virové proteiny. Tento jev byl prokazan u proteini Vpr (HIV), E6/7
(HPV) a LT (SV40) ve studiich, které vyuzivali jejich na virové replikaci nezdvislé exprese
Vv permisivnich bunéénych liniich (Boichuk et al. 2010; Hein et al. 2009; Moody a Laimins
2009; Nakai-Murakami et al. 2007; Spardy et al. 2008). Je znama také fada dalSich virovych
proteintl, jez piimo interaguji se slozkami DDR a pravdépodobné tak reguluji jejich aktivitu
(obr. 6). V nedavné dobé se také ukazuje, ze viry mohou skrze své proteiny aktivovat DDR i
nepiimo. LT (SV40) a Vpr (HIV) jsou totizZ schopné indukovat v bunce dvoufetézcova
preruseni DNA (Boichuk et al. 2010; Tachiwana et al. 2006). Jakym zpisobem k tomu
dochézi a zda se indukce dvoufetézcovych preruseni DNA objevuje 1 u jinych vird je zatim
nejasné. Dalsi vyzkum by mohl odhalit pravy vyznam tohoto fenoménu.

Spravna funkce DNA opravnych mechanismi je pro zminéné viry vyhodna, ¢asto dokonce
nepostradatelna (obr. 7). Replikace SV40 a nékterych herpesviri se ukazuje byt zavisla na
faktorech ucastnicich se homologni rekombinace (Boichuk et al. 2010; Kudoh et al. 2009;
Lilley et al. 2005). N¢které proteiny zajistujici opravu DNA pomoci nehomologniho
spojovani konct jsou pravdépodobné vyuzivany pfi integraci retrovirové DNA (Daniel et al.
1999; Hasegawa et al. 2005). Konkrétni mechanismus, kterym se slozky DDR na virové
replikaci €i integraci podileji, je vSak stale nejasny. Polyomaviry, nckteré herpesviry a
retroviry jsou dale schopné skrze signalizacni drahy DNA opravnych mechanisml navodit
zastavu bunééného cyklu a utvorit tak podminky vhodné k replikaci (Bartz et al. 1996; Dahl
et al. 2005; Li et al. 2008). Ucast bun&éné odpovédi na poskozeni DNA ve virovém Zivotnim

cyklu je tedy komplexni a jeji aspekty zlstavaji z velké Casti stale nepochopeny.
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Obrazek 6: Souhrn virovych proteini interagujicich se sloZzkami DNA opravnych mechanismi. Schéma
v Sedém poli zobrazuje bunééné faktory ucastnici se oprav DNA pomoci homologni rekombinace (HR),
nehomologniho spojeni koncii (NHEJ), opravy vystépenim baze (BER), opravy vyStépenim nukleotidu
(NER) a opravy Spatné zaiazenych nukleotidi (MMR). Dale jsou zde uvedeny nékteré proteiny, jeZ uzce
spolupracuji s témito mechanismy a reguluji bunéény cyklus ¢i vstup do apoptozy (CHK1, CHK2, p53
aj.). V zelenych rameccich jsou uvedeny viry a jejich proteiny, u kterych byla objevena (nebo se
piedpoklad4) pfim4 interakce s faktory DNA opravnych mechanismii. Literatura: M(Boner et al. 2002),
l(scheffner et al. 1990), Bl(Iftner et al. 2002), [/(Moody a Laimins 2009) ®)(Tarakanova et al. 2007),
M(Taylor a Knipe 2004), "(Liang et al. 2006), ™(Kudoh et al. 2005), “®(Bailey et al. 2009), *(Lu et al.
2007), M (Hein et al. 2009), ?2(Wu et al. 2004), *(Linzer a Levine 1979), ®*(Daikoku et al. 2006).
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Obrazek 7: Pi‘ehled faktorit DNA opravnych mechanismi prokazatelné podporujicich virovou infekei.
Schéma v Sedém poli zobrazuje bunééné faktory ucastnici se oprav DNA pomoci homologni rekombinace
(HR), nehomologniho spojeni konci (NHEJ), opravy vyStépenim baze (BER), opravy vysStépenim
nukleotidu (NER) a opravy $patné zaiazenych nukleotidi (MMR). Dale jsou zde uvedeny nékteré
proteiny, jez uzce spolupracuji s témito mechanismy a reguluji bunéény cyklus ¢i vstup do apoptozy
(CHK1, CHK2, p53 aj.). Cervené rame¢ky obsahuji nazvy viri, u kterych nepiitomnost &i sniZeni aktivity
danych bunéénych faktoru negativné ovliviiuje infekei. Otaznik pred zkratkou viru oznacuje piipady

s rozporuplnymi vysledky. Literatura: (Boner et al. 2002), "/(Moody a Laimins 2009) ,®(Tarakanova et
al. 2007), ®(Kudoh et al. 2009), “¥(Lilley et al. 2005), *®)(Bailey et al. 2009), *(Lu et al. 2007), *®(Boichuk
et al. 2010), ®(Zhao et al. 2008), “!(Dahl et al. 2005), ®)(Li et al. 2001), **)(Yang et al. 2010), ?"/(Hasegawa
et al. 2005), ®!(Daniel et al. 2005), ®*(Nunnari et al. 2005), *%(Lau et al. 2005), *¥)(DeHart et al. 2005),

B2 (Daniel et al. 2003).
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