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Abstrakt

Pro kaZdou burku je zdsadni zachovavat si integritu své genomové DNA. Integrita genomu je
naruSovana vnéjSimi a vnitfnimi vlivy, které plsobi na buiiku a posSkozuji jeji genetickou
informaci. Porusenf struktury nebo sekvence DNA pak zasadné ovliviiuji vznikajici proteiny nebo
spravnou segregaci chromozomtii do dcefinych bunék, proto je pro buiku dilezité je co
nejefektivnéji opravovat. Existuje mnoho mechanismi oprav DNA pro rizné typy poskozeni. Tato
prace se zaméfuje na eukaryoticky MRN komplex, ktery je vyznamny pro detekci a opravu

dvouvlaknovych zlom DNA.

Mnoho Celedi vird se snazi o blokovani téchto opravnych mechanismi, protoZe jsou ¢asto v burice
aktivovany bezprostiedné po infekci virem. Dlivodem mitiZe byt naptiklad dvouvlaknovy DNA
genom nékterych virti pripominajici hostitelskou DNA obsahujici dvouvlaknové zlomy. Buiika
tedy zahajenim opravnych mechanismi virové DNA mnohdy inhibuje Zivotni cyklus viru. Nékteré
viry ale naopak vyuzivaji interakci s jednotlivymi komponentami opravnych systéma ve vlastni

replikaci, a pritomnost téchto proteinti je proto nezbytna k jejich rozmnozeni.

Klicova slova: odpovéd na posSkozeni DNA, homologni rekombinace, nehomologni spojovani

koncti, MRN komplex, Adenoviridae, Papillomaviridae, Herpesviridae

Abstract

Maintenance of genomic integrity is an essential mechanism for every cell. Genomic integrity is
disturbed by diverse exogenous or endogenous effects influencing the cell and causing damage
of its DNA. Cellular mechanisms capable of fixing these disturbances in structure or sequence are
indispensable because damaged genetic information can later cause expression of damaged
proteins or inaccurate segregation of chromosomes to daughter cells. Therefore, many effective
mechanisms for fixing wide range of types of DNA damage have evolved. This thesis focuses
mainly on the eucaryotic MRN complex, which plays an important role in detection and repair

of double strand breaks.

Many viral families try to block these cellular repair mechanisms because they are activated soon
after viral infection. One of the reasons for their activation is the resemblance of some viral
genomes to the cellular DNA with double strand breaks. Thus, in many cases, the cell ends up
inhibiting the life cycle of the virus by attempting to repair viral genomes. However, there are
viruses that use cellular repair mechanisms for the replication of their genome, making these

mechanisms essential for their own growth.

Key words: DNA damage response, homologous recombination, non-homologous end-joining,

MRN complex, Adenoviridae, Papillomaviridae, Herpesviridae
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1 Uvod

Odpovéd na poSkozeni DNA (DNA damage response, DDR) je esencidlni soucasti bunécnych
signalnich drah udrzujicich integritu vlastniho genomu. Existuje mnoho typl poskozeni DNA
vCetné chemickych modifikaci bazi nebo vzniku jednovlaknovych a dvouvlaknovych zlomu
v pentézofosfatové Kkostie. Ackoli vSechny tyto defekty vznikaji pomérné bézné, nejvice
ohroZujicimi jsou pro bunikku dvouvldknové zlomy, protoZe mimo jiné postradaji druhé
neposkozené vlakno jako predlohu pro svoji opravu. Jejich neopraveni mize mit zavazné nasledky
pti replikaci genomu a prenosu chybné genetické informace do dcetiné buriky. Zabranéni sireni
posSkozené DNA do dalSich generaci zajiStuje buiika signalizaci pozastaveni bunécného cyklu
za Ucelem zisku pozadovaného Casu na zprostredkovani oprav. V pripadé, Ze jsou poskozeni prilis

rozsahla a nelze je opravit, je nevyhnutelné indukovana programovana bunécna smrt.

Genomy virl replikujicich se vjadre Casto buiice nutné pripominaji vlastni poskozenou DNA,
avnavaznosti na to jsou aktivovany bunécné opravné mechanismy indukujici néktery
z kontrolnich bodd bunécného cyklu nebo apoptézu. Pro virovou replikaci ma ale pozastaveni
bunééného cyklu vétSinou negativni efekt, protoze viry v mnoha ptipadech vyuzivaji bunécné
faktory produkované pouze v S fazi. RGzné DNA viry si tak vyvinuly mnoho mechanismt, jak
témto bunéfnym signalizacim zabranovat nebo je vyuZivat ve vlastni prospéch. Deregulace
opravnych mechanismt pomoci virové infekce ¢asto zvySuje riziko nddorové transformace bunék.
Porozuméni virovym strategiim zplsobujicim tuto deregulaci tak ma potencial pro efektivnéjsi

vyvoj specifickych antivirotik nebo protirakovinnych 1é¢iv.

[ presto, Ze s hostitelskou opravnou odpovédi interaguji pravdépodobné témér vSechny virové
Celedi, tato bakalarska prace se zaméruje pouze na tri vybrané celedi DNA virli - Adenoviridae,
Papillomaviridae a Herpesviridae. Jelikoz je téma a mnozstvi proteinovych interakci i tak opravdu
rozsahlé, prace obecnéji shrnuje virové regulace hostitelské odpovédi na poskozeni DNA a poté
se konkrétnéji zaméruje pouze na nékolik vybranych interakci tykajicich se asociace

s komponentami MRN komplexu a jeho vyuZiti pti virové replikaci.

1.1 Cil prace

Cilem prace je porozumét mechanismim oprav dvouvldknovych zlomi DNA u eukaryotické
buiiky a ziskané poznatky pak vyuZzit pri popisu interakci virovych proteint s hostitelskou
kaskadou odpovédi na poSkozeni DNA. V praci budou mimo jiné také porovnany rozdilné

strategie virt z jiz zminovanych celedi pti interakci s opravnymi mechanismy.



2 Priciny vzniku DSBs

Dvouvlaknové zlomy DNA (double-strand breaks, DSBs) mohou byt zplisobeny mnoha vnitfnimi
i vnéjsimi vlivy. Endogenni pri¢iny casto vznikaji jako vedlejsi produkt prirozenych bunécnych
procest, a proto neni mozné se jim nijak vyvarovat. Mezi tyto priciny patii napriklad poskozeni
reaktivnimi kyslikovymi radikaly (reactive oxygen species, ROS), které jsou produkovany v burice
prevazné v mitochondriich pri neefektivni oxidativni fosforylaci (shrnuto v Jackson and Bartek,
2009). U nékterych typli bunék mohou kyslikové radikaly také aktivovat enzymy, které maji
nukleazovou aktivitu a stépi oba retézce (Ueda and Shah, 1992). DSBs také mohou byt zplisobeny
zaseknutymi replika¢nimi vidlicemi pfi replikaci genomu. Existuji ale i ptipady, kdy dvouvlaknové
zlomy v burice vznikaji fyziologicky, a to naptiklad pi#i VD] rekombinaci pfi maturaci imunitnich
bunék, pti meidze anebo plisobenim topoizomeraz typu Il (Van Gent et al., 1995; Usui et al., 1998;

Hoaetal, 2016).

Exogenné dvoutetézcové zlomy zplisobuje prevazné ionizujici zatreni (ionizing radiation, IR).
NejCastéji je plsobi nepfimo, protoze jeho vlivem vznikaji ROS, které poté poskozuji
pentdzo-fosfatovou kostru DNA (shrnuto v Reginato and Cejka, 2020). DalSim dtlezitym faktorem

pro vznik DSBs mohou byt rtizné karcinogenni chemikalie (Zhou et al., 2006).

3 Mechanismus DDR

Eukaryotni buiika reaguje na poskozeni DNA riiznymi zplsoby. Prioritou je zastavit bunécny
cyklus, aby nedoslo ksireni poskozené genetické informace do dalSich generaci, proto je

neporusenost genomu kontrolovana v kontrolnich bodech cyklu pired kazdou replikaci a délenim.

Dale je potreba signalizovat zménu transkripce, aby byl transkribovan dostatek proteind, které
jsou soucasti opravnych komplext a nasledné jsou aktivovany samotné opravné mechanismy.
Pokud jsou posSkozeni ptilis rozsahlg, je burikka nucena signalizovat programovanou bunécnou

smrt (shrnuto v Bian et al,, 2019).

3.1 Rozeznani DSBs

Rychlé rozpoznani DSBs je dilezité proto, aby se zamezilo separaci dvou casti ptivodniho
chromozomu. Rozpoznavani zajistuji u riznych mechanismii oprav razné proteiny.
Pii mechanismu nehomologniho spojovani koncGi (non-homologous end-joining, NHE])
zprostredkovava rozpoznani zlomu heterodimer proteinii KU70/80 a u homologni rekombinace
(homologous recombination, HR) je to prevazné MRN komplex (Usui et al., 1998; Walker, Corpina
and Goldberg, 2001).



3.2 MRN komplex

MRN (MRE11-RAD50-NBS1) komplex u savcli ma v DDR mnoho funkci a sklada se z velmi
riznorodych proteintd (Usui et al., 1998). Je tedy hlavnim senzorem dvouvlaknovych zlom DNA
ptfi homologni rekombinaci, ddle zastava funkci flexibilni kostry, ktera pridrZuje konce DNA
u sebe, dokud nejsou opraveny a v neposledni radé také signalizuje informaci o poSkozeni dal$im

proteintiim ucastnicich se opravnych mechanismi (De Jager et al., 2001; Williams et al., 2008).

Po vazbé na DNA indukuje MRN komplex relokalizaci ostatnich proteind, které jsou soucasti
opravnych mechanismii, do mista poskozeni. Mista na chromozomu, kde se tyto proteiny
shromazd'uji, se oznacuji jako jaderna ohniska a lze je detekovat napiiklad diky fosforylovanému

histonu H2AX (Paull et al., 2000; Olive, 2004).

3.2.1 Struktura MRN komplexu

MRN komplex se v buitkach vyskytuje v podobé dimeru trech proteini MRE11, RAD50 a NBS1
(shrnuto v Bian et al,, 2019). Struktura tohoto komplexu a vyznamné domény, které se nachazeji
v jednotlivych proteinech, jsou zobrazeny na obrdzku 1. Prvnim proteinem MRN komplexu je
nukledza MRE11, kterd obsahuje na svém C konci dvé DNA vazebné domény, jimiZ interaguje
s oboustrannym zlomem DNA. Pro toto navazani na chromatin je nezbytna jeho dimerizace
(Williams et al., 2008). MRE11 je také prostiednikem pro vazbu ostatnich proteinti RAD50 a NBS1,

které spolu primo neinteraguji (shrnuto v Bian et al., 2019).

Interakce MRE11 s dal$im ¢lenem komplexu RAD50 je konzervovana ve vSech tfech doménach
Zivota, coz znaci, Ze je velice dilezita (Mockel et al.,, 2012). Vazba ATP na RAD50 totiz ovliviiuje
napriklad nukleazovou aktivitu MRE11 a také zprostiedkovava lokalni rozpleteni dsDNA (Cannon
etal, 2013). Nukleadzova aktivita MRE11 je esencialni pti ipravé konci DNA ve zlomu pti zahéjeni
homologni rekombinace, kdy je potreba, aby vznikl 3" presahujici konec. MRE11 ma soucasné
exonukledzovou i endonukledzovou aktivitu, ale jeho 3" - 5” exonukleazova aktivita u dsDNA je

kontrolovana pravé vazbou ATP na RAD50 (Hopfner et al., 2001).

RAD50 je tedy dalSim a nejvétSim clenem komplexu. Je homologicky k proteintim z rodiny SMC
(structural maintenance chromosome), kam patfi napriklad i kohesiny a kondensiny (Neuwald
and Hirano, 2000; Haering et al., 2002). Spole¢na funkce téchto proteint je zajiStovat zmény
struktury a dynamiky chromatinu. Proteiny ztéto rodiny dimerizuji a obsahuji ATPazovou
doménu piibuznou ABC transportériim (Neuwald and Hirano, 2000). Jak uzZ bylo zminéno, RAD50
je schopny diky aktivité ATPazové domény ovliviiovat endonukledzovou aktivitu MRE11 a také

ménit jeho konformaci (Liu et al, 2016). Ovlivnéni aktivity MRE11 pomoci RAD50 je téz

vvvvvv



chromatidy pomoci jeho strukturniho motivu ,zinc-hook“ v blizkosti opravovaného vlakna DNA

pfi homologni rekombinaci (Hopfner et al.,, 2002).

Poslednim ¢lenem komplexu je dimer proteinti NBS1. Gen pro NBS1 je vyznamny i tim, Ze jeho
mutace byla identifikovana u pacient s Nijmegen breakage syndromem (NBS), coZ je vzacné
genetické autozomalné recesivni onemocnéni (Varon et al, 1998). Obsahuje diilezitou FHA a dvé
BRCT domény, obé vazajici specificky fosforylovany motiv, ktery obsahuji prevazné proteiny
opravnych mechanismi fosforylované ATM a ATR kinazami (viz kapitola 3.3). Jednou z jeho
nejpodstatnéjsich funkci je tedy zprostredkovat interakce s témito proteiny. Mutace ve zminénych
doménéch nejcastéji zpilsobuji priznaky onemocnéni NBS, protoze blokuji dtleZité interakce

a navazujici signalni drahy (Zhao, Renthal and Lee, 2002; Manke et al.,, 2003; Lloyd et al., 2009).
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Obrdzek 1: Struktura MRN komplexu

A: Diilezité strukturni motivy proteinti MRN komplexu. Nukledzovou aktivitu MRE11 zajistuje fosfoesterdzova doména
schopna Stépeni retézce DNA. MRE11 zprostiredkovava vazbu obou dal$ich proteinti komplexu, proto obsahuje domény
vazajici NBS1 a RAD50. Rad50 obsahuje dvé ATP-vazebné domény a flexibilni ,zinc-hook” motiv umoznujici vznik
»coiled-coil“ dimeru N-koncové a C-koncové ¢asti. (DBD: DNA binding domain, FHA: fork-head associated domain,
BRCT: breast cancer associated domain). B: Model dimeru MRN komplexu vazajictho se na DNA. Hydrolyzou ATP
pomoci RAD50 se MRN komplex dostava do otevirené konformace, kdy je odhalena fosfoesterazova doména MRE11.
Pfevzato a upraveno z Bian et al., 2019.



3.3 Signalizacni kaskada DDR

Dalsi signalni drahy DDR jsou zprostfedkované prevazné fosforylatnimi kaskddami, jejichz
soucasti jsou ataxia-telangiectasia mutated kindza (ATM), ataxia-telangiectasia and Rad-3-related
kinaza (ATR) nebo DNA-dependentni  protein  kinaza (DNA-PK) z rodiny
phosphatidylinositol-3-OH-kinase-like kinaz (PIKKs), které sdili na C konci katalytickou
kindzovou doménu (shrnuto v Xu, Bradley and He, 2023). Signalizace vSemi jmenovanymi
kinazami vede riiznymi zptsoby k inhibici aktivity cyklin-dependentnich kinaz (CDKs). Nejcastéji
je tato inhibice zprostredkovana pomoci transkripéniho faktoru p53 a vede k pozastaveni
progresu v bunééném cyklu, anebo primo k aktivaci nékterého z kontrolnich bodt (G1/S, intra-S

nebo G2/M) (shrnuto v Jackson and Bartek, 2009).

Kinazy zrodiny PIKKs maji castecné prekryvajici se funkce, ale pfi signalizaci odpovédi
na dvouvlaknové zlomy DNA jsou nejpodstatnéjsi ATM kinaza spole¢né s DNA-PK (Gatei et al,
2001). ATR kinaza je narozdil od nich dulezitd u vice druhti poSkozeni DNA. Nejvyznamnéjsi roli
hraje pti prekonavani zaseknutych replikacnich vidlic nebo pti zlomech zptlisobenych UV zarenim
(Brown and Baltimore, 2000; Hanasoge and Ljungman, 2007). Pro jeji aktivaci je potieba
jednovlaknovy tusek DNA obaleny RPA proteinem v blizkosti zlomu, na ktery se vaze
ATR-interagujici protein (ATRIP) spolecné s ATR kinazou. Hlavnim cilem pro fosforylaci pomoci
ATR kinazy je checkpoint kindza 1 (CHK1) nebo faktor p53 zajiStujici inhibici cyklin
dependentnich kinaz indukci nékterého z kontrolnich bodi bunéc¢ného cyklu (Tibbetts et al,
1999; Xiao et al., 2003; Zou and Elledge, 2003). DNA-PK pak plisobi nejvyraznéji pii mechanismu

oprav pomoci nehomologniho spojovani koncti (Goodarzi et al., 2006).

ATM kinaza se vinaktivnim stavu miize vyskytovat jako dimer nebo multimer. V navaznosti
na detekci zlomu DNA MRN komplexem autofosforyluje dimer ATM kinazy svoji doménu, kterou
protomery asociuji, a tim disociuji na jednotlivé aktivni monomery (Bakkenist and Kastan, 2003;
Lee and Paull, 2004). Jiny zplsob jeji aktivace miize byt ale zprostiedkovan i v nezavislosti
na MRN komplexu. Lze ji totiZ aktivovat pfimo vlivy indukujicimi vznik DSBs, naptiklad
oxidativnim stresem. Oxidativni podminky zplisobuji drobnou rotaci subjednotek dimeru ATM
kinazy viici sobé, coz umozni vznik disulfidického mustku. Takto aktivovany dimer je téZ schopny
fosforylace nékterych faktorti DDR jako napiiklad proteinu p53 (Howes, Perisic and Williams,
2023).

Aktivovana ATM kinaza je schopna fosforylace mnoha rlznych substratd. Jejim hlavnim
substratem pro fosforylaci je checkpoint kindza 2 (CHK2), kterou fosforylaci aktivuje a tim se
miiZe prostrednictvim regulace dalSich proteini podilet na inhibici buné¢ného cyklu (Ahn et al.,
2000; Matsuoka et al., 2000; shrnuto v Zhou and Elledge, 2000). V neposledni radé fosforyluje

ATM také cleny MRN komplexu, jejichZ fosforylace muize regulovat napiiklad jejich enzymatickou
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aktivitu, nebo ovliviiovat dalsi signalizaci v reakci na poSkozeni DNA (Zhao et al., 2000; Gatei et

al, 2011; Kijas et al., 2015).

V tésném okoli DSBs znaci ATM kinaza fosfatem histon H2AX (jedna z forem histonu H2A), ktery
je soucasti nukleozomi na chromatinu. Fosforylovana forma tohoto histonu se nazyva y-H2AX
(Rogakou et al., 1998; Bakkenist and Kastan, 2003). Takto modifikovany histon mize byt dilezity
pro vazbu dal$ich proteini Gcastnicich se oprav DNA nebo navazujici signalizace. Tim, Ze proteiny
DDR rozeznavaji pouze usek DNA obsahujici histon y-H2AX, 1ze efektivné upresnit lokalizaci DSBs
na chromatinu. Mezi tyto proteiny rozeznavajici fosfitem znaceny chromatin patii napriklad

MDC1 (Stucki et al., 2005).

Po oznaceni blizkého okoli zZlomu DNA fosfatem nasleduje navazani zminéného proteinu MDC1
na histon y-H2AX. Tato interakce je dlleZita pro presun dalSich signalnich proteinti DDR do mista
poskozeni a také ke zpomaleni defosforylace histonu y-H2AX (Stucki et al, 2005). Po fosforylaci
MDC1 pomoci ATM kindzy se na néj vaze ubiquitin ligdza RNF8, ktera zavéSuje ubiquitin
na y-H2AX. Ubiquitinylovany histon zprostfedkovava interakci s dal$i ubiquitin ligdzou RNF168
as proteiny 53BP1 a RAP80. RAP80 pak umoziiuje asociaci s dilezitym reguldtorem BRCA1
(Huen et al.,, 2007; Kolas et al., 2007; Doil et al., 2009).

Gen pro BRCA1 kéduje vyznamny tumor supresor, ktery je mutovany az u 50 % pacientl
s dédi¢nou rakovinou prsu (Couch etal.,, 1997; Ford et al., 1998). Doména na jeho N konci vykazuje
E3 ubiquitin ligdzovou aktivitu (Hashizume et al, 2001). BRCA1 je spojen s iniciaci vSech
kontrolnich bodd vbunécném cyklu. Pfi iniciaci checkpointu G1/S napriklad funguje
fosforylovana forma BRCA1 v komplexu spolecné s proteinem BARD1. Tento komplex slouZi jako
scaffold protein pro zprostiedkovani fosforylace faktoru p53 pomoci ATM kinazy. Fosforylovany
protein p53 muze pak dalsi signalizaci kontrolni bod G1/S indukovat (Fabbro et al., 2004; shrnuto
v Wu, Lu and Yu, 2010).

Jednim z dalSich dilezitych cili pro fosforylaci pomoci ATM kinazy je tedy jiz zminény protein
p53 plsobici také jako vyznamny tumor supresor. Jeho funkce spociva v kontrole progresu
do dalsich fazi bunécného cyklu a pii vétsim poskozeni DNA miiZe indukovat i apoptézu (Canman
et al,, 1998; shrnuto v Smith et al.,, 2020). V neaktivnim stavu interaguje s proteinem MDM?2, ktery
inhibuje jeho aktivitu tim, Ze funguje jako E3 ubiquitin ligdza a ptipojovanim polyubiquitinovych
retézcl na p53 ho sméruje k degradaci v proteazomu (Finlay, 1993; Haupt et al., 1997; Honda,
Tanaka and Yasuda, 1997; Mayo, Turchi and Berberich, 1997). Pii poSkozeni DNA jsou ale oba tyto
proteiny fosforylovany kindzami zrodiny PIKKs, coZ zabranuje zachovani jejich dosavadni
interakce (Tibbetts et al., 1999; Maya et al, 2001). Tim je p53 je stabilizovan a mize tvorit

tetramery v jadre vazajici se na DNA, indukujici transkripci dalStho regulatoru p21. Protein p21



pak ptisobi jako inhibitor cyklin dependentnich kinaz (CDKs), jejichz inhibici je dosazeno
pozastaveni progresu bunécného cyklu a burika tim ziska pozadovany €as na opravu DNA a zamezi
Sireni poSkozené genetické informace do dalsich generaci (Hengst et al., 1998; shrnuto v Jackson

and Bartek, 2009 a v Engeland, 2022). Kaskadu DDR popisuje schematicky obrdzek 2.
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Obrdzek 2: Schéma signdlini kaskddy DDR

Obrazek zobrazuje pro pirehlednost kaskadu DDR pouze zjednodusené, neni zde znazornén napriklad ubiquitinylovany
histon H2AX. Rozeznani DSB MRN komplexem indukuje autofosforylaci a monomerizaci ATM kinazy, ktera fosforyluje
histon H2AX a dalsi signalni proteiny vcetné 53BP1, p53 a CHK2. Fosforylovany p53 je stabilizovany, tetramerizuje
a indukuje transkripci p21 inhibujici CDK2, a tedy i prechod do S faze. Fosforylovand CHK2 inhibuje pomoci faktoru
CDC25A/C cyklin-dependentni kinazy 1/2 a tim i prechod do S faze/mitdzy. Pfrevzato a upraveno ze Smith et al.,, 2020.
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4 Mechanismy oprav DSBs

Signaliza¢ni drahy DDR vedou kromé pozastaveni bunééného cyklu i k samotné opraveé poSkozené
genetické informace. NejpresnéjsSim typem opravy dvouietézcovych zloml je homologni
rekombinace, protoZe je pti tomto mechanismu DNA opravovana podle templatu, dle kterého
miZe byt doplnéna chybéjici sekvence. JelikoZ je timto templatem nejcastéji sesterska chromatida,
je zrejmé, Ze probiha v S nebo G2 fazi bunécného cyklu, kde je genom replikovany. V jinych fazich
bunécéného cyklu lze sice vyuZit jako templat i homologni chromozom, ale pti syntéze podle néj
muze dojit ke ztraté heterozygocity. Existuji vSak i méné presné mechanismy jako nehomologni
spojovani koncli nebo mikrohomologii zprostiedkované spojovani konct (microhomology-
mediated end-joining, MME]), které nepoti'ebuji templat a pouze zlom spojuji. Témito zplsoby ale
snadno mohou vznikat posunové mutace nebo delece (shrnuto v Ranjha, Howard and Cejka,

2018).

Ktery mechanismus burika zvoli pro opravu, zaleZi hlavné na fazi bunééného cyklu, ale také zde
hraje roli dostupnost NHE] proteint (prevazné proteinu KU) (Pierce et al., 2001). Vysoka afinita
KU ke koncim DNA a jeho abundance v buiice mize také zpusobit interferenci s navazanim
dalsich proteint, které by vedlo k zahdjeni HR (Mimitou and Symington, 2010). V sav¢ich buiikach
jsou dvouvlaknové zlomy v ostatnich fazich cyklu obecné opravovany castéji NHE] nez HR,
protoZe mechanismus pomoci NHE] nevyZaduje homologni tsek a je podstatné rychlejsi (Beucher

et al, 2009; shrnuto v Ranjha, Howard and Cejka, 2018).

4.1 Nehomologni spojovani koncii

Hlavnim senzorem zlomu pti NHE] je heterodimer proteinti KU70/80, ktery ma k dvouvlaknovym
zlomlm vysokou afinitu a pti poSkozeni DNA je okamZité premistén do mista jejich vzniku, kde se
na né vaze (Mari et al, 2006). Navazani KU proteini pomaha drzet konce DNA blizko u sebe
aumozni presun Kkatalytické subjednotky DNA-PK do mista poSkozeni a jeji autofosforylaci
(Ramsden and Gellert, 1998; Goodarzi et al, 2006). Pokud nejsou konce kompatibilni nebo
obsahuji nezadouci sekundarni strukturu nebo navazany protein, je potieba je upravit, aby byly
vhodné kligaci. Toto upraveni koncl zajiStuje nukledza Artemis, ktera formuje komplex
s autofosforylovanou katalytickou subjednotkou DNA-PK. Artemis ma sama o sobé 5" - 3’
exonukledzovou aktivitu na jednovlaknové DNA, ale interakci a fosforylaci pomoci DNA-PKcs je
ovlivilovana jeji aktivita, proto pak mtiZe ptsobit jako endonukleaza na dvouvlaknové DNA v obou

smérech (Ma et al., 2002; Goodarzi et al., 2006).

K jiz vytvorenému komplexu KU proteinti, DNA-PKcs a Artemis se vazi polymerazy A nebo y, které
jsou zodpovédné za dalsi ipravy koncti a pripadné dosyntetizovani chybéjicich nukleotidli. Obé

tyto polymerazy jsou schopné syntetizovat DNA i nezavisle na templatu, coz umoziuje vznik



mutaci (Ramsden and Gellert, 1998; Dominguez et al., 2000; Ma et al.,, 2004; Mari et al., 2006).
Finalné jsou konce vétSinou upraveny tak, aby obsahovaly maximalné 1 az 4 pary bazi dlouhé

homologické presahy (shrnuto v Chang et al., 2017).

Nakonec jsou zlomy spojeny pomoci komplexu ligazy IV a pomocného faktoru XRCC4 (Grawunder
et al., 1997). Nejrychleji a nejstabilnéji se liguji presahy alespont s minimalni homologii, ale diky
KU proteintim Ize s mensi efektivitou spojovat i tupé konce (Gu et al, 2007). Dalsimi pomocnymi
proteiny pfi ligaci jsou faktory XLF a PAXX, oba piibuzné proteinu XRCC4 (Xing et al., 2015). XLF
v komplexu sXRCC4 pravdépodobné tvori strukturu kolem DNA, kterd je schopna drZet
ale zaroven schopna se pohybovat po DNA, coZ umozni ponechat konce pfistupné ostatnim

opravnym proteintim (Brouwer et al., 2016).

4.2 Homologni rekombinace

K homologni rekombinaci je vZdy potieba templatové vldkno, kterym je nejcastéji sesterska
chromatida vznikajici po replikaci genomu. Aby mohla HR probihat, je tedy vétSinou zapotiebi,
aby se bunka nachazela v S nebo G2 fazi bunéc¢ného cyklu. V téchto fazich probiha po rozeznani
zlomu preferentné homologni rekombinace. Dokonceni HR poté miize pokracovat mnoha
raznymi mechanismy - nasedanim vladkna zavislym na syntéze (synthesis-dependent strand
annealing, SDSA), zlomem indukovanou replikaci (break-induced replication, BIR) nebo

kanonickou homologni rekombinaci (shrnuto v Ranjha, Howard and Cejka, 2018).

Aby mohl byt templat vyuzit a mohla byt zahdjena rekombinace, je potieba vytvorit
jednoretézcovy presah na 3" konci v okoli zlomu, ktery umozni invazi vlakna do homologického
useku. V zahajeni tipravy konct a také v aktivaci HR na ukor NHE] hraje roli fosforylovany protein
CTIP, ktery je relokalizovan do mista poskozeni ve vétSim mnozstvi v S a G2 fazi. VaZe se na MRN
komplex a stimuluje jeho endonukledzovou aktivitu (Sartori et al., 2007). Prvni resekci vlakna
od 5" konce, tzv. short-range, tedy zahajuje MRN komplex, jakmile je fosforylovan ATM kinazou
a je na ném navazany CTIP. Nukledza MRE11 vytvoii jednoretézcovy zlom upstream od DSB a ¢ast
DNA poté degraduje svou 3" - 5" exonukledzovou aktivitou tak, Ze vznikne kratky ptesah. Jelikoz
je ale potieba delSich presahii pro dostatecné parovani s homologickymi useky na sesterské
chromatidé, je zahajena long-range resekce pomoci 5" - 3" exonukledzy EXO1, helikdzy BLM
a nukleazy DNA2, ¢imz vznikne 3" OH presah dostate¢né délky (Nimonkar et al, 2011; Shibata
etal, 2014; Kijas et al.,, 2015). Odhaleny tsek jednovlaknové DNA je okamzité obalen proteiny
RPA, aby bylo zabranéno vzniku sekundarnich struktur, degradaci vldkna nebo nevyzadanému
parovani s jinymi tseky (Nimonkar et al, 2011). Tyto proteiny musi byt nasledné nahrazeny
rekombindzou RAD51. Protoze maji ale proteiny RPA k DNA vyssi afinitu, je tento proces u clovéka

katalyzovan proteinem BRCA2 (Yang et al., 2005; Jensen, Carreira and Kowalczykowski, 2010).
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Jednotetézcové vlakno DNA obalené proteinem RAD51 (tzv. pre-synaptické vlakno)
zprostiredkovava parovani s homolognim tsekem na sesterské chromatidé pomoci komplexu
proteini BRCA1-BARD1. Komplex BRCA1-BARD1 katalyzuje invazi vlakna (strand invasion)
do dvouvlaknového DNA templatu (sesterské chromatidy) a vznik tzv. D-smycky (displacement
loop) (Zhao et al, 2017). Tato interakce je umoZnéna prevazné diky ATPazové aktivité
rekombinazy RAD51 a jeji schopnosti vazat jak jednovlaknovou, tak dvouvlaknovou DNA
(Baumann, Benson and West, 1996; Zaitseva, Zaitsev and Kowalczykowski, 1999). Proteiny
Ucastnici se této interakce dohromady tvofi synapticky komplex (shrnuto v Ranjha, Howard and
Cejka, 2018). Vytésnéné vlakno plivodniho duplexu je obalovano proteiny RPA, coZ zabraruje
zpétnému parovani templatovych vldken sesterské chromatidy mezi sebou (Eggler, Inman
and Cox, 2002). Poté je RAD51 odstranovan z heteroduplexové dvousroubovice DNA pomoci
ATPazy RAD54 (Solinger, Kiianitsa and Heyer, 2002). Kone¢né pak probiha prodluzZovani
invadovaného vlakna podle neposkozeného homologniho tseku prevazné pomoci polymeraz &

nebo € (Lietal, 2009).

Poslednim krokem opravy je vybér zplisobu zavére¢ného spojeni koncl. Prvnim moZnym
mechanismem je zlomem indukovana replikace (BIR), pfi které je invadované vlakno prodlouZeno
v celé délce podle sesterské chromatidy a neni tedy viibec spojovano s ptvodnim druhym
fragmentem. Tohoto mechanismu se vyuZzZivd pouze ziidka, nejcastéji pii vyskytu vysoké
mutageneze, kdy neni druha ¢ast fragmentu k dispozici. Pfi volbé dalSitho mechanismu zalezi
na stabilité D-smycky. Pokud neni D-smycka dostatecné stabilni, probiha prednostné nasedani
vldkna zavislé na syntéze (SDSA). Ptfi SDSA je invadované vldkno po prodlouZeni oddéleno
od templatu a nasledné je spojeno s koncem druhého fragmentu. Tento mechanismus tedy nevede
ke crossoveru. Pti vyssi stabilité D-smycky probihd kanonickd homologni rekombinace, kdy je
zachycen i druhy konec poskozené molekuly, ktery je nasledné prodluzovan podle zbyvajiciho
templatového vlakna. Typicka prekrizeni vlaken vznikajici pri kanonické homologni rekombinaci
se nazyvaji dvojité Hollidayovy struktury a smér jejich rozruSeni poté urcuje moznost vzniku
crossoveru (Bzymek et al., 2010; shrnuto v Ranjha, Howard and Cejka, 2018). Shrnuti zminénych

mechanism je znazornéno na obrdzku 3.
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Obrdzek 3: Mechanismy oprav DSBs

Na volné konce v DNA zlomu se vaze KU70/80 umoziujici vazbu dalsich proteinti a vznik long-range synaptického
komplexu, ktery miize reverzibilné prechazet v short-range synapticky komplex a umoznit ligaci rozrusenych vlaken
mechanismem NHE]. Zahajeni kanonického NHE] muze byt ale preruseno resekci konci pomoci MRN komplexu
s navazanym CTIP faktorem. Pii homologni rekombinaci MRN komplex vytvoii zlom v jednom z vlaken a poté degraduje
jeho 5" konec, ¢imz je odstranén i KU70/80. Druhym smérem je totéZ vlakno degradovano komplexem proteinti EXO1,
BLM-DNA2 a vznika 3" koncovy piesah. Presah retézce je obalen proteinem RPA, ktery je nahrazen RAD51 pomoci
BRCA2, PALB2 a komplexu BRCA1-BARD1. Komplex BRCA1-BARD1 také katalyzuje invazi 3" presahujiciho retézce
do homologniho donoru a vznik D-loopu. Jeden z moznych zptisobii dokonc¢eni opravy je vznik dvojitych Hollidayovych
struktur, umoznujici vznik crossoveru a probihajici nejcastéji pti meiéze. Pokud neni zachycen druhy konec probiha
v burikdch defaultné SDSA, pri kterém nevznika crossover. Pokud nedojde k terminaci HR, probihd syntéza podle
kompletniho homologniho vldkna mechanismem BIR. Cervené $ipky oznacuji nové syntetizované vlakno. Pfevzato
a upraveno ze Scully et al., 2019.
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5 Interakce virii s bunécnymi mechanismy oprav DNA

5.1 Adenoviridae

Viry z Celedi Adenoviridae (AdV) jsou neobalené viry s ikosahedralni kapsidou, jejichZ genom tvori
dvouvlaknova DNA. Ackoli zplsobuji vétSinou mirné infekce respiracniho nebo
gastrointenstinalniho traktu, pro pacienty se sniZenou funkci imunitniho systému mohou byt
ohrozujici. Adenoviry jsou mimo jiné v poslednich letech hojné vyuzivany jako vektory pii vyvoji

vakcin nebo v genové terapii (shrnuto v Hoeben and Uil, 2013).

Genom adenovird je tvoren linearni dvouvlaknovou DNA obsahujici na koncich invertované
terminalni repetice s replikacnim pocatkem a kovalentné navazanym terminalnim proteinem
(TP) na 5" koncich. Obé vlakna genomu jsou kédujici, pricemz kéduji jak ¢asné geny, které jsou
vyznamné pro replikaci, regulaci imunitni odpovédi nebo DDR, tak pozdni geny nutné
k enkapsidaci genomu a maturaci vironu (Ullman, Reich and Hearing, 2007; shrnuto v Hoeben and

Uil, 2013).

Replikace adenovirového genomu probiha v jadie v oblastech virovych replika¢nich center, které
sdruzuji virové proteiny pohromadé. Mechanismus replikace adenovirli se nazyva vytésnovani
vlakna (strand-displacement). Nejprve je prekurzor terminalniho proteinu (pTP) ptipojen pomoci
virové polymerazy (AdV Pol) k prvnimu nukleotidu nascentniho tetézce. Tento komplex naseda
na invertované repetice na templatovém vlakné, AdV Pol disociuje od pTP a zac¢ina prodluzovat
nascentni retézec, ktery postupné vytésiuje netemplatové vlakno. Nasledné probiha replikace
druhého vlakna stejnym zplsobem a vznikne tak kompletné replikovany genom s navazanymi
pTP na koncich, které jsou pozdéji pii maturaci virionu $tépeny na termindlni protein (shrnuto

v Hoeben and Uil, 2013 a v Charman, Herrmann and Weitzman, 2019).

5.1.1 Interakce adenovirli s proteiny DDR

Jakmile se adenovirus dostane do jadra infikované bunky a zahdji svoji replikaci, specificka
linearni dvouvlaknova organizace adenovirového genomu miize bunécnym senzoriim napadné
pripominat vlastni genomovou DNA obsahujici dvouretézcové zlomy. Bylo experimentalné
zjisSténo, ze pokud by adenoviry nemély vyvinuté proteiny inhibujici hostitelské opravné
mechanismy, spojovala by buiika adenovirové genomy do konkatemerd. Tyto konkatemery
obsahovaly rizny pocCet adenovirovych DNA za sebou ve vSech mozZnych orientacich
(head-to-head, tail-to-tail i head-to-tail) a virus nebyl schopny je efektivné replikovat ani
enkapsidovat (Weiden and Ginsberg, 1994). Predpoklada se, Ze vznik téchto konkatemert je
zajiStovan mechanismem NHE] spolupracujicim s MRN komplexem, jehoZ nukledzova aktivita

umoznuje mimo jiné odstranovat terminalni protein na 5" koncich adenovirového genomu
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a poskytovat tak volné konce pristupné ke spojeni (Boyer, Rohleder and Ketner, 1999; Stracker,

Carson and Weitzman, 2002).

Ukazalo se, Ze pri adenovirové inhibici opravnych mechanismi hraji nejvyznamné;jsi roli proteiny
E4 ORF3 a E4 ORF6 vznikajici prepisem z ¢asného genu E4. Nékteré z jejich funkci mohou byt
redundantni a vétSina jich primarné zprostredkovava replikaci pravé diky inhibici, degradaci
nebo relokalizaci hostitelskych opravnych proteinti a reorganizaci proteinovych struktur v jadre
(Huang and Hearing, 1989; Doucas et al, 1996; Stracker, Carson and Weitzman, 2002).
Pfedchazeni konkatemerizaci genomu umozZiuji tyto proteiny napiiklad diky asociaci
s DNA-PKcs, jednim z hlavnich ¢lent signaliza¢ni kaskady pii opravach dvouretézcovych zlomd,

jejiz vazba vede k inhibici celé drahy mechanismu NHE] (Boyer, Rohleder and Ketner, 1999).

5.1.1.1 Role proteinu E4 ORF3

Predmétem zajmu experimentl bylo zjiSténi, Ze virovy protein E4 ORF3 presouva cleny MRN
komplexu dovniti nebo na okraj svych replikac¢nich center. Tato relokalizace probihala navic
v podobné dynamice jako zména organizace jadernych télisek promyelocytického leukemického
proteinu (promyelocytic leukemia protein nuclear bodies, PML NBs) také znamych jako
onkogenni domény PML (PML oncogenic domains, PODs) nebo jaderné domény 10 (nuclear
domains 10, ND10) (Stracker, Carson and Weitzman, 2002). PML NBs jsou bezmembranové
sférické struktury, rozmisténé po celé ploSe jadra, s ne zcela objasnénou funkci. Obecné ale
shromaZzd'uji proteiny ucastnici se oprav DNA, dprav telomer, odpovédi na virovou infekci nebo
apoptozy. Nejzastoupenéjsi komponentou PML NBs je tumor-supresorovy protein PML, dilezity
pro samotnou formaci télisek. Pfi spojeni proteinu PML s receptorem kyseliny retinové (retinoic
acid receptor, RAR-a), které je zplsobeno translokaci na chromozomu, vznika jeho poskozena
fazni forma zpiisobujici akutni promyelocytickou leukémii (APL) (Dyck et al, 1994; shrnuto v

Changetal, 2018).

V Casné fazi adenovirové infekce interaguje protein E4 ORF3 s komponenty PML jadernych télisek
a indukuje jejich reorganizaci ze sférickych do specifickych filamentarnich struktur. Pfi pokroceni
infekce do pozdéjsich fazi jsou nékteré z téchto proteinli pomoci téhoz virového regulatoru
premistény do virovych replikac¢nich center. Bylo zjiSténo, Ze pokud tato zména struktury nebo
relokalizace neprobéhne, nemtize probihat ani virova replikace. Predpoklada se tedy, Ze
adenovirova replikace je spiazena s nékterymi proteiny pochazejicimi z PML NBs (Doucas et al.,

1996).

Podobny efekt 1ze pozorovat i u interakce E4 ORF3 se ¢leny MRN komplexu, jejichZ reorganizace
je téZ esencidlni pro efektivni adenovirovou replikaci. Ve virem neinfikovanych buiikach jsou

proteiny MRN komplexu rozptyleny po celé ploSe jadra. V ¢asné fazi infekce indukuje virovy faktor
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E4 ORF3 jejich premisténi do filamentarnich struktur podobnych jako v pripadé PML NBs
(zobrazeno na obrdzku 4). Nicméné v pokrocilejSim stadiu infekce dochazi k rozdéleni MRN
komplexu na jednotlivé komponenty, z nichz kazda je virem regulovana jinym zptisobem (Evans
and Hearing, 2005). Nukledza MRE11 je sméfovana k proteazomalni degradaci pomoci druhého
virového regulatoru E4 ORF6 v komplexu svirovym proteinem E1B (Stracker, Carson and
Weitzman, 2002). RAD50 ziistava spolecné s E4 ORF3 ve filamentarnich strukturach a NBS1 je
premistén na okraj nebo primo do virovych replikacnich center. Predpoklada se tedy, ze tato
disociace ¢lenti komplexu brani jeho funkci jako senzoru dvouietézcovych zlomi DNA a virus tim
predchazi rozpoznani koncl svého genomu a jeho konkatemerizaci. Kromé jiného bylo také
ukazano, Ze diky rozruseni MRN komplexu je inhibovana celd draha aktivovana ATR kinazou
(Stracker, Carson and Weitzman, 2002; Evans and Hearing, 2005; Carson et al., 2009).

neinfikované AdV-infikované

MRBNP ORF3

a MRNP
A

Mre11

oRrrF3*

Rad50 ORF6*

Nbs1

ORF3*

PML ORF6~

Obrdzek 4: Rozmisténi komponent MRN komplexu a PML proteinu v neinfikovanych a AdV infikovanych
burikdch

a: Vneinfikovanych buiikach jsou proteiny MRN komplexu rozptyleny po celém jadre, PML je lokalizovan
v kompaktnich PML NBs a vSechny zminéné proteiny jsou vizualizovany specifickymi protilatkami MRNP (obrazky A,
E, I, M). Vinfikovanych bunkach byly tytéZz proteiny nékolik hodin po infekci AdV také oznaceny specifickymi
protilatkami (B, F, ], N) stejné jako protein E4 ORF3 (C, G, K, 0). Po prolnuti kanalti je ziejmé, Ze komponenty MRN
komplexu a protein PML se kolokalizovali spole¢né s virovym proteinem E4 ORF3 do specifickych filamentarnich
struktur, které byly podobné u MRN komplexu i proteinu PML (D, H, L, P). b: V druhé casti obrazku je ptidan kanal
znazornujici virova replika¢ni centra oznacena pomoci virového DNA-vazebného proteinu (DNA-binding protein, DBP)
(obrazky C, G, K, 0). Je zfejmé, Ze pokud byl exprimovan protein E4 ORF6, dochazelo ke znacnému ubytku MRE11 (A).
RAD50 se i v pozdni fazi infekce kolokalizoval s E4 ORF3, ale nebyl vSak soucasti virovych replika¢nich center (H)
a naopak protein NBS1 byl pfemistén ptimo do virovych replikacnich center (L). Pfevzato a upraveno z Evans and
Hearing, 2005.

5.1.1.2 Role proteinu E4 ORF6

Casny adenovirovy protein E4 ORF6 funguje v hostitelské butice spole¢né s virovym proteinem
E1B (Bridge and Ketner, 1990). Oba asociuji s nékolika bunéénymi proteiny, s nimiz tvoii
multiproteinovy komplex vykazujici E3 ubiquitin ligazovou aktivitu a schopny navadéni proteint

opravnych mechanismti (véetné MRE11, RAD50 a NBS1 nebo ligazy IV a helikdzy BLM)
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k proteazomalni degradaci. Tato degradace ale neni sama o sobé dostatecné efektivni k inhibici
opravnych mechanismii a konkatemerizaci virovych genomij, té je potreba piredchazet vzdy jesté
s pomoci proteinu E4 ORF3 (Harada et al, 2002; Stracker, Carson and Weitzman, 2002; Baker
etal, 2007; Orazio et al., 2011).

Jednou z dalsich funkci tohoto komplexu miiZe byt zprostredkovani vyssi rezistence k apoptoze.
PrestoZe je predchazeni apoptoze zajisténo predevsim virovym proteinem E1A a jeho signalizaci
zahrnujici retinoblastomovy protein (pRB) a p53, existuje i alternativni mechanismus praveé
pomoci ubiquitin ligdzového komplexu obsahujici E4 ORF6 a E1B (Stanchina et al., 1998). Pokud
totiZ tento komplex asociuje s tumor supresorem p53, katalyzuje jeho polyubiquitinylaci
a degradaci v proteazomu, ¢imz je sniZena jeho hladina v bunice a klesa jeji schopnost indukovat
programovanou bunéc¢nou smrt, ktera by branila Sifeni viru do okolnich bunék (Querido et al.,

2001; Harada et al,, 2002).

15



5.2 Papillomaviridae

Viry z Celedi Papillomaviridae infikujici ¢lovéka (human papilomaviruses, HPV) jsou pomérné
béznymi viry v lidské populaci. Jejich infekce muzZe byt bezptiznakova, ale infekce nékterymi typy
papilomavirt zptisobuje vznik bradavic a vysoko-rizikové typy (HPV 16 a HPV 18) jsou piicinou
vétSiny pripadl rakoviny délozniho hrdla (Walboomers et al.,, 1999; shrnuto v Turnell and Grand,

2012).

Papilomaviry infikuji stratifikované epitely a jejich Zivotni cyklus je zavisly na diferenciaci
epitelidlnich bunék. Pocatek infekce probihd v nejspodnéjSich nediferenciovanych buiikach
bazalni vrstvy epitelu, do které virus pronika pres poranéni. V buiikach bazalni vrstvy se virovy
genom vyskytuje ve formé episomu a replikuje se pouze minimalné, aby ziistal co nejvice skryty
imunitnimu systému. Jakmile dcefiné bunky bazalnich vrstev diferencuji a postupuji do vyssich
vrstev epitelu, dochazi zde k tzv. vegetativni replikaci, pfi niZ vznika mnoho kopii virové DNA,
ktera je nasledné prepisovdna a balena do vznikajicich virovych partikuli (shrnuto v McBride,

2017).

Genom papilomavird tvoii cirkularni dvouvldknova DNA, jejiz replikaci zajiStuji casné
exprimované proteiny E1 a E2. Protein E2 pomaha vazbé proteinu E1 na replikacni pocatek,
za UCelem vzniku iniciacniho komplexu. Po vzniku tohoto komplexu E2 disociuje a dochazi
k hexamerizaci proteinu E1, ktery nasledné funguje jako helikdza a pomaha rozvijeni DNA, aby
na ni mohly nasednout bunéc¢né faktory a zprostiedkovat jeji replikaci (Berg and Stenlund, 1997;
shrnuto v McBride, 2017). Predpoklada se, Ze mechanismem replikace v ¢asnych fazich infekce,
tedy ve spodni oblasti epiteluy, je klasickd obousmérna theta replikace, ktera je ale v pokrocilejsi
fazi nahrazena syntézou DNA pomoci mechanismu valivé kruznice (rolling circle) (Flores and
Lambert, 1997). Nicméné nékteré pozdéjsi studie ukazuji, Ze by se ve vegetativni replikaci mohl
urcitym zplisobem vyuzivat i mechanismus replikace zavisly na rekombinaci (Anacker et al., 2014;

Liblekas et al., 2021).

5.2.1 Interakce papilomavirii s proteiny DDR

Interakce papilomavird s proteiny DDR nespociva na rozdil od adenovirti v blokaci opravnych
mechanismt, nybrz v jejich aktivaci. Bylo zjisténo, Ze mnoho asociaci s opravnymi proteiny
a aktivace DDR je nutnd pro efektivni replikaci papilomavirové genetické informace. Aktivace
DDR ssebou nese ale i urcité komplikace pro virus, protoZe v neinfikovanych bunkach je
pri aktivované DDR obvykle pozastaven bunécny cyklus, aby mohly byt dokonceny opravy DNA.
Papilomaviry ale naopak vyZaduji zachovani jeho priibéhu, protoze potrebuji bunécné replikacni
faktory ksyntéze svého genomu. Ztoho plyne, Ze je nutné, aby tomuto pozastaveni cyklu

predchazely, cehoz dosahuji pomoci svych onkogenti E6 a E7. Protein E6 konkrétné zajistuje
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progres bunécného cyklu a inhibici apoptézy, zatimco protein E7 indukuje v burice S fazi. Diky
témto regulatorim mohou mit ale bunky infikované vysoko-rizikovymi HPV, které exprimuji
obecné vyssi hladiny proteini E6 a E7, potencial k nddorové transformaci (Leverrier et al., 2007;

Banerjee et al.,, 2011; shrnuto v Bristol, Das and Morgan, 2017).

Aktivovani bunécné odpovédi na poskozeni DNA probiha pravdépodobné diky pro buiiku
neobvyklym strukturam, které vznikaji pti replikaci mimo jiné pomoci virové helikazy E1.V Casné
fazi infekce, pokud je virovy genom ve formé episomu nebo integrovany do hostitelského
chromozomu, muze také pii vysokych hladindch E1 a E2 probihat replikace alternativnim
mechanismem generujicim linearni nebo open-circle intermediaty. Tyto meziprodukty obsahuji
volné konce DNA pripominajici dvouvlaknové zlomy, coZz indukuje relokalizaci proteint
opravnych mechanismi do virovych replikacnich center a vznikaji zde jaderna ohniska, podobna
jako u oprav bunécné DNA posSkozené ionizujicim zarenim. Vznik téchto jadernych ohnisek
spole¢né indukuji mimo jiné i samotné virové proteiny E1 a E2 a shromazd'uji se zde senzory DSBs
(MRN komplex pro HR a heterodimer proteini KU70/80 pro NHE]) (Mannik et al., 2002; Kadaja
et al, 2009; Sakakibara, Mitra and McBride, 2011).

Presun senzort DSBs do virovych replikacnich center spolecné s virovymi proteiny také indukuje
aktivaci celé ATM drahy, tudiZ zde lze pozorovat i aktivovanou ATM kindzu a jeji fosforylované
substraty véetné CHK2, histonu y-H2AX nebo p53. Bylo ale také zjiSténo, Ze jeji aktivace je nutna
pro replikaci pouze v diferenciovanych bunkach, z ¢ehoz vyplyva, Ze tato draha je esencidlni
pravdépodobné jen pro vegetativni replikaci virové DNA. ATR naopak v diferenciovanych
buiikach nebyla prilis aktivni a tato skutecnost znaci, Ze by jeji aktivace mohla hrat vyraznéjsi roli
pti udrzovaci replikaci v ¢asnych fazich infekce (Moody and Laimins, 2009; Banerjee et al., 2011;

Sakakibara, Mitra and McBride, 2011; shrnuto v Hong and Laimins, 2013).

Kromé lokalizace jiz zminovanych bunécnych faktort do virovych replikacnich center, bylo
ukazano, Ze se do nich u diferenciovanych bunék dostavaji i reguldtory homologni rekombinace
vcetné RAD51, BRCA1 nebo RPA (Gillespie et al, 2012). Diky témto pozorovanim se uvaZuje
ourcitém vyuZziti mechanismu replikace zavislého na rekombinaci v pozdéjSich fazich
papilomavirové infekce kromé klasického mechanismu pomoci valivé kruznice. Nejvice v ivahu
pripada pravdépodobné rekombinace zakoncena BIR, protoze dokaze prodlouzit dostatecné
dlouhy usek DNA a vznikaji pti ni konkatemery virového genomu podobné jako u mechanismu
pomoci valivé kruznice, které se az pozdéji rozdéluji na jednotlivé genomy a nepotiebuji tedy
po kazdém zkopirovani jednoho genomu reiniciaci replikace (Anacker et al., 2014; Liblekas et al.,

2021).
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5.2.2 Funkce komponent MRN komplexu pfti papilomavirové infekci

Na rozdil od adenovir nedegraduji viry z ¢eledi Papillomaviridae komponenty MRN komplexu,
ale naopak je vyuzivaji pri replikaci a premist'uji je do svych replika¢nich center. Bylo zjisténo, Ze
exprese virového proteinu E7 v infikovanych burikdch dokonce indukuje vznik vétSiho mnoZstvi
proteini MRN komplexu nez vbuiikdch neinfikovanych. Nejznatelnéjsi zvySeni mnoZstvi
transkriptu bylo pozorovano u MRE11, coZ je pravdépodobné zptlisobeno pouze tim, Ze MRE11 je
esencidlnim prostiednikem pro propojeni RAD50 a NBS1, ktefi bez néj nemohou interagovat.
Proto je duleZzity pro formovani tohoto komplexu a je ho obecné exprimovano vice (Moody and

Laimins, 2009; Anacker et al., 2014).

Kromé vyznamu fungovani celého MRN komplexu jako celek bylo ukazano, Ze nékteré jeho
komponenty maji pridatné funkce podstatné pro virovou vegetativni replikaci. Naptiklad protein
NBS1 obsahujici jaderny lokaliza¢ni signal zajiStuje premisténi celého komplexu z cytoplazmy
do jadra. Pokud by v komplexu nebyl pritomen, zlstaly by proteiny MRE11 a RAD50 rozptyleny
v cytoplazmé, kde probiha proteosyntéza a komplex by se tim paAdem nemohl dostat do virovych

replikacnich center (Anacker et al., 2014).

[ kdyZ se jedna jeSté o pomérné neprozkoumanou zalezitost, zda se byt zajimava i funkce proteinu
RAD50 a RAD50-interagujiciho proteinu 1 (RAD50-interacting protein 1, RINT1). Predpoklada se,
Ze jejich asociace by mohla hrat roli ve zprostiredkovani interakce s virovym proteinem E2, diky

niz by se cely MRN komplex piresouval do virovych replikacnich center (Campos-Ledén et al,, 2017).

RINT1 je bunécény tumor supresor, ktery je esencidlnim faktorem pro vyvoj a preziti
embryondlnich bunék (Lin et al.,, 2007). Jednou z jeho funkci je regulace bunééného kontrolniho
bodu G2/M indukovaného ionizujicim zarenim. V této regulaci se pravdépodobné uplatnuje
i protein RAD50, nebot ackoli jsou spolecné s RINT1 exprimovany po celou dobu cyklu, vyrazné
v pribéhu kolisa jejich interakce, a interaguji spolu prakticky pouze v pozdni Sa v pribéhu
G2 /M faze (Xiao et al., 2001). RINT1 se dale ucastni vackového transportu mezi Golgiho aparatem
a endoplazmatickym retikulem diky zprostfedkovani kontaktu a lokalizace proteint

Zeste-White 10 (ZW10) a t-SNARE proteinu syntaxinu 18 (Hirose et al., 2004; Arasaki et al., 2006).

Vijednom zpomérné nedavnych clankl bylo ukazano, Ze bunécny faktor RINT1 interaguje
v pribéhu infekce HPV s virovym proteinem E2 (Campos-Leo6n et al, 2017). Obvykla lokalizace
proteinu RINT1 je v endoplazmatickém retikulu s navazanym ZW10 (Lin et al, 2007). Tato
interakce je pri papilomavirové infekci prerusena proteinem E2, ktery asociuje s RINT1 v oblasti
domény vazajici ZW10, ale daleko od domény vazajici RAD50 a piresouva ho z endoplazmatického
retikula do jadra. Tato relokalizace signifikantné inhibuje vackovy transport mezi Golgiho

aparatem a endoplazmatickym retikulem. Vyhoda inhibice vezikularniho transportu pro virus
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zatim neni zndm4, ale uvaZuje se o moznosti usmérnéni antigenni prezentace na povrchu bunék

a omezeni tak detekce infikované buiiky imunitnim systémem (Campos-Leén et al., 2017).

Dal$im divodem presunu komplexu E2-RINT1 do jadra je zvySeni efektivity replikace. V S fazi
bunéc¢ného cyklu je totiZ tento komplex premistén do jadernych ohnisek, obsahujicich virova
replikacni centra a proteiny opravnych mechanismt. Z tohoto diivodu se uvazuje o tom, Ze pravé
tento komplex interagujici s RAD50 by mohl do replika¢nich center pfesouvat cely MRN komplex
(Campos-Ledén et al, 2017). Tato spekulace ani piesnd role komponent MRN komplexu

ve virové replikaci zatim neni prokazana, ale bude dozajista pfedmétem dal$ich experiment.
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5.3 Herpesviridae

Lidské viry z Celedi Herpesviridae (human herpesviruses, HHVs) lze podle tkanového tropismu
apodobnych vlastnosti rozdélit na tifi podcCeledi Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae
a Gammaherpesvirinae. VSechny podceledi tvori viry s dvouvlaknovym linedrnim DNA genomem,
podle jehoZ odliSné organizace se mohou dale ¢lenit. VétSina herpesvirl se vyznacuje Sirokou
Skalou hostiteld, dale je jejich infekce charakteristicka latentni fazi a jsou asociovany
s onemocnénimi jako naptiklad plané nestovice (zplisobeno varicella-zoster virus, VZV), opary
(zpGisobeno herpes simplex 1, HSV-1) nebo infekéni mononukleézou (zplsobeno virem
Epstein-Barrové, EBV). Podceled Gammaherpesvirinae je také spojovana snadorovou
transformaci bunék hostitele, nejvyznamnéji HHV-8 (jinak také herpesvirus Kaposiho sarkomu,
KSHV) zpiisobujici Kaposiho sarkom nebo jiZ zminovany virus Epstein-Barrové zptisobujici

napriklad Burkittv lymfom (shrnuto v Boehmer and Nimonkar, 2003).

Genom herpesvirtli je pomérné dlouhy s vysokou kédujici kapacitou a herpesviry jsou na rozdil
od ostatnich DNA vir charakteristické svou komplexnosti a schopnosti kédovani mnoha
vlastnich proteind. Rlzné skupiny hespesviri maji DNA odliSné rozclenénou na oblasti
repetic, kratké (short unique sequences, Us) a dlouhé kodujici sekvence (long unique sequences,

U.) (shrnuto v Boehmer and Nimonkar, 2003).

S vyssi komplexnosti se pojii to, Ze replikace herpesvirti neni na rozdil od vétSiny DNA vird zavisla
na S fazi bunécného cyklu. Mechanismus replikace je nejpodrobnéji prozkouman u modelového
viru HSV-1. Prvnim krokem je cirkularizace jeho genomu zprostredkovani pravdépodobné
homologni rekombinaci pomoci terminalnich repetic katalyzovana hostitelskymi proteiny (Yao,
Matecic and Elias, 1997). Béhem lytické infekce je replikace zahajena z ORI asociovaného
s lytickou fazi, kam naseda protein UL9, ktery umozni vazbu single-strand vazebného proteinu
ICP8. Déle nasleduje vazba komplexu primazy a helikazy umoZiiujici syntézu RNA primeru
a nasednuti virem kédované polymerazy. Pribéh syntézy DNA je zatim nejasny, ale predpoklada
se, Ze pocatecni faze probihd mechanismem obousmérné theta replikace. Pozdéji je zpisob
replikace dosud nezndmym mechanismem piepnut na syntézu pomoci valivé kruznice. Cely
proces bude ale pravdépodobné jesté komplexnéjsi, nebot existuji dikazy o tom, Ze je
mechanismus replikace vyrazné zavisly na rekombinaci (Dutch et al., 1992). Replikace herpesvirt
je také podobné jako u adenovirt lokalizovana do hostitelskych PML NBs, jejichz strukturu béhem

syntézy rozrusuji (shrnuto v Boehmer and Nimonkar, 2003 a v Weller and Coen, 2012).

5.3.1 Interakce herpesviri s proteiny DDR
Obecné je u herpesvirové lytické infekce podobné jako i u vyse zminénych celedi aktivovana DDR

v centrech virové replikace, kde vznikaji pro hostitele abnormalni DNA struktury nebo mize
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virovy genom pripominat buné¢nou DNA obsahujici DSBs. V téchto ohniskach byly detekovany
fosforylované substraty ATM (napf. histon y-H2AX, CHK2, NBS1 nebo p53), vietné jeji
autofosforylované formy a MRN komplexu, coZ svéd¢i aktivni ATM signalizacni kaskadé (Shirata
etal, 2005; Singh et al., 2014). Naopak ATR kinaza se nezda byt v HHV-pozitivnich burikach pfilis
aktivni podobné jako u adenovirt (Kudoh et al, 2005; Mohni et al., 2010).

Na rozdil od adenovir(, které nékteré z komponent MRN komplexu degraduji, si ale herpesviry
zachovavaji jejich hladinu v bunce shodnou s hladinou v bunkach neinfikovanych. To naznacuje
urcité vyuZziti komponent MRN komplexu v jejich Zivotnim cyklu (Kudoh et al, 2005).
Pred replikaci se podobné jako u papilomavirt do ohnisek kromé MRN komplexu premistuji i jiné
hostitelské proteiny ucastnici se HR vcetné NBS1, RPA a RAD51, s nimiz asociuje virova
polymeraza a protein UL29, coZ podporuje model herpesvirové replikace zavislé na rekombinaci.
Tuto spekulaci potvrzuje také skutecnost, Ze pri deleci nékterého z téchto proteini dochazi

ke zpomaleni syntézy virové DNA (Wilkinson and Weller, 2004; Kudoh et al., 2009).

Analogii rekombinace nalezneme naptiklad u HSV-1, ktery si kdduje vlastni exonukledzu UL12
a spole¢né s proteinem ICP8 formuji rekombinazu katalyzujici vyménu vlaken. JelikoZ je schopna
vazby vSech ¢leni MRN komplexu, predpoklada se, Ze spolecné s ostatnimi bunéénymi faktory
umoziiuje pii replikaci vznik konkatemert herpesvirového genomu diky stimulaci homologni

rekombinace (Reuven et al., 2003; Balasubramanian et al., 2010).

5.3.1.1 Virus herpes simplex (HSV)

Ditlezitym regulatorem pri pirepnuti z latentni do lytické faze u HSV-1 je bezprostiedné ¢asny gen
ICPO, jehoz E3 ubiquitin ligazova aktivita navadi k proteazomalni degradaci protein PML a jeho
izoformy, coz miiZe byt jeden z mechanismd, jimz rozrusuji herpesviry PML NBs (Cai and Schaffer,
1992; Everett et al., 1998). ICP0 mimo jiné indukuje degradaci DNA-PKcs, ¢imZ indukuje inhibici
drahy NHE], které by pravdépodobné mélo pro virus nezadouci ucinky (Parkinson, Lees-Miller

and Everett, 1999).

Pro efektivnéjsi rast pozastavuje HSV-1 vlytické fazi bunécny cyklus a indukuje néktery
z kontrolnich bodi. Prerusenim cyklu tak napodobuje Cas, pri kterém probihaji opravy DNA.
Jednim ze zplsobi virového vyuziti ATM signalizacni drahy je tedy zprostiedkovani fosforylace
CHK2 anavazujici signalizace vedouci k inhibici CDKs a pozastaveni progresu cyklu. Aktivace
CHK?2 je také asociovana s virovym proteinem ICPO, ktery jesté zvySuje zminény efekt (Li et al.,

2008).

Fosforyla¢ni kaskada indukovana ATM kinazou nenf ale Uplné shodna s kaskddou aktivovanou
pii poSkozeni burniky ionizujicim zarenim. Kompletni aktivaci ATM drahy zabraiiuje opét protein

ICPO, jelikoz umoziuje degradaci histon ubiquitin ligdz RNF8 a RNF168, které jsou soucasti DDR
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a po signalizaci ubiquitinyluji histony v okoli DSBs, ¢imz zprostfedkovavaji vazbu mnoha

signalnich proteini hostitelské odpovédi na poskozeni DNA (viz kapitola 3.3) (Lilley et al., 2010).

5.3.1.2 Virus Epstein-Barrové (EBV)

Pokud virus EBV perzistuje v buiice v latentni fazi, nachazi se v jadre ve formé episomu, a dokaze
iniciovat replikaci pouze zarovern s hostitelskou bunkou (Yates and Guan, 1991). Pii prepnuti
replikace do lytické faze dochazi k aktivaci ATM drahy, ktera by ale mohla indukovat apopt6zu
nebo zastavu bunécného cyklu. EBV je ale schopen i pres jeji aktivaci navozovat S fazi
a zprostiedkovat tak svou replikaci. Jeho strategie v navozeni S faze nespociva v inhibici celé ATM
drahy nebo v predchazeni jeji aktivace, nybrZ pouze v konecné ¢asti drahy zahrnujici protein p53.
[ proto lze v replikacnich centrech detekovat nékteré z ATM fosforylovanych intermediata. Ackoli
zlstava hladina proteinu p53 podobna v infikovanych i neinfikovanych buiikach, je inhibovana
jeho dalsi signalizace. V EBV infikovanych burikach byla totiZ zaznamenana velice nizka hladina
faktoru p21. Nizka hladina p21 a virem indukovana dalsi aktivace cyklin dependentnich kinaz je
jednim z moZnych mechanismii zachovani progresu bunécného cyklu i pres aktivovanou drahu

ATM (Kudoh et al.,, 2005).

Stejna studie, ktera informovala o ubytku faktoru p21, detekovala také zna¢ny ubytek E3 ubiquitin
ligdzy MDM2, ktera degraduje p53. Je ale zajimavé, Ze pres degradaci MDM2 nedochazelo
k nahromadéni p53. Predpoklada se tedy, Ze je MDM2 nahrazovan jinym enzymem s ubiquitin

ligdzovou aktivitou, ktery umoziuje regulaci mnozstvi p53 (Kudoh et al,, 2005; Sato et al,, 2009).

5.3.1.3 Virus Kaposiho sarkomu (KSHV)

Pri latentni fazi perzistuje KSHV v jadre jako episom, z néjz je exprimovan pouze minimalni pocet
genl. Jednim z hlavnich regulatort latence u KSHV je protein LANA (latency associated nuclear
antigen), ktery hraje v roli v navozeni a udrZenf latence, optimalni replikaci a nasledné spravné
segregaci episomalnich forem do dcerinych bunék (Ballestas, Chatis and Kaye, 1999). Jednou
z dal$ich dulezitych funkci proteinu LANA je napiiklad blokace antigenni prezentace MHC I
i MHC Il molekul na povrchu burniky, coz zajistuje lepsi obranu proti imunitnimu systému hostitele
(Kwun et al, 2011; Cai et al., 2013). LANA se také miiZe vyskytovat ve vice izoformach. Ackoli byl
diive protein LANA asociovan pouze s jadrem, pozdéji bylo zjisténo, Ze se jeho N-terminalné
zkracena izoforma, postradajici jaderny lokalizacni signal, vyskytuje i v cytoplazmé (Toptan et al.,

2013).

Zkracena forma LANA se v cytoplazmé vaze na senzor vrozené imunity cGAS (syntaza cyklického
GMP-AMP). cGAS za normalnich podminek rozpoznava cizorodou dvouvlaknovou DNA vyskytujici
se v cytoplazmeé, ktera by mohla indikovat virovou infekci. Jakmile je DNA rozeznana, aktivuje se

enzymatickd aktivita senzoru cGAS a je jim tvofena signdlni molekula cGAMP véazajici se
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na receptor STING (stimulator interferonovych genti), coz stimuluje expresi interferonovych geni
typu I umoziujici buiice reakci na nebezpeci a signalizaci téhoz i okolnim bunkam. Vazbou LANA
na receptor cGAS inhibuje virus tuto interferonovou drahu, ¢imz si zajisStuje vhodnéjsi podminky
pro reaktivaci z latentniho do lytického cyklu (Sun et al.,, 2013; Toptan et al., 2013; Zhang et al.,
2016).

Bylo zjiSténo, Ze podobnym senzorem dvouvldknové DNA v cytoplazmé mohou byt i dva ¢lenové
MRN komplexu MRE11 a RAD50, kteri se zde spolecné v komplexu s CARD9 vazi na cizorodé
dvouvlaknové DNA a spousti podobnou signalizaci pres receptor STING expresi interferonovych
genll, a mimo to umoznuji i aktivaci NF-kB drahy (Kondo et al, 2013; Mariggio et al, 2017).
Zkracena forma proteinu LANA je v cytoplazmé schopna vyuZzivat interakce s obéma zminénymi
proteiny MRE11 a RADS50 kblokaci funkce senzoru cizorodé DNA MRE11-RAD50-CARD9,
a umoznit tak inhibici exprese interferond i NF-kB drahy. Inhibice obou drah vede k utlumeni
hostitelské vrozené imunity, coZ zprostiedkuje viru KSHV lytickou reaktivaci. (Mariggio et al,

2017). Schematicky je popisovany mechanismus znazornén na obrdzku 5.

cytoplazma

exprese
lytickych genti

transkripce IFN-B

Obrdzek 5: Funkce cytoplazmatické formy virového proteinu LANA v reaktivaci z latentni do lytické fdze
infekce

Zkracend forma proteinu LANA, vyskytujici se v cytoplazmé, interaguje sreceptorem cGAS, ¢imZ inhibuje jeho
schopnost rozeznavat virovou DNA a signalizovat expresi interferonti typu I. Vazba téhoz proteinu LANA na komplex
MRE11-RAD50-CARD?9 inhibuje rozeznani virové DNA tymz navazujicim mechanismem. Stejna interakce také blokuje
aktivaci NF-kB drahy. Inhibice obou téchto drah indukuje vhodnéjsi prostiedi pro lytickou reaktivaci. Prevzato
a upraveno z Mariggio et al., 2017.
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6 Zavér

Po rozeznani dvouvldknového zlomu DNA senzorem poSkozeni dochazi k signalizaci DDR a zlom
je nasledné bunikou opraven jednim zdvou hlavnich mechanismi, NHE] nebo HR. Vybér
opravného mechanismu zavisi na fazi bunécéného cyklu a dostupnych proteinech. Pfi vstupu virt
do jadra azahajeni jejich replikace casto vznikaji pro buinku neobvyklé struktury, které téz
indukuji aktivaci hostitelské DDR. S buné¢énymi signaliza¢nimi proteiny DDR interaguji vSechny

popisované virové celedi, ale jejich strategie ovlivnéni téchto drah jsou velice riznorodé.

Viry z celedi Adenoviridae pottebuji pro zprostfedkovani svého Zivotniho cyklu predchazet
aktivaci DDR. Z tohoto divodu indukuji rozdéleni a premisténi ¢leni MRN komplexu, coZ brani
jeho funkci jako senzoru DSBs. Adenovirovy protein E4 ORF6 navic umoziiuje degradaci téchto

komponent MRN komplexu spolecné s dal$imi proteiny opravnych mechanismf.

Papilomaviry i herpesviry naopak vyzaduji alespon ¢astecnou aktivaci hostitelskych opravnych
mechanismt, protoze byla detekovana urcitd zavislost jejich replikace na rekombinaci.
Pravdépodobné z tohoto diivodu jsou piesouvany hostitelské proteiny HR, vcetné MRN komplexu,
do virovych replikac¢nich center a u papilomavirt je dokonce zvySovano jejich mnozstvi v burice.
U obou téchto celedi byla detekovana aktivovana ATM draha a jeji fosforylované intermediaty.
Presto se ukazuje, ze DDR zde ve vétsiné piipadl neni aktivovana kompletné, nybrz je v urcitém
kroku deregulovana nebo inhibovana, aby bylo zabranéno zastaveni bunécného cyklu nebo
indukci apoptézy. Virova interakce s MRN komplexem ma mimo jiné u herpesviri vyuziti

v inhibici signalnich drah vrozené imunity umoziujici reaktivaci z latentni do lytické faze infekce.

Obecné lze tedy konstatovat, Ze strategie virovych regulaci hostitelské odpovédi na poskozenou
DNA se znacné lisi mezi jednotlivymi Celedémi a stale zilistavda mnoho nejasnosti jak ve virovych
replikacnich mechanismech, tak v presném vyuziti MRN komplexu nebo jinych komponent DDR

v jejich zivotnich cyklech.
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