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Abstrakt
Tématem této prace je shrnuti poznatkl o proteinovych restrikénich faktorech, které se uplatnu;ji
v infikovanych burikdch pfi infekci malymi viry s DNA genomem Celedi Hepadnaviridae, Parvoviridae,
Polyomaviridae a Papillomaviridae. Do prace jsou zahrnuty jak restrikéni faktory indukovatelné
interferonem, tak faktory pfirozené (intrinsic) imunity, produkované v bunkach konstitutivné.
Zaroven jsou zminény mechanismy, jakymi viry inhibi¢ni ucinky restrikénich faktord pfekonavaji. Jsou
popsany faktory potlacujici infekci viru Hepatitidy B jako PML jaderna téliska a jejich komponenty,
dale proteiny Smc5/6, SAMHD1, APOBEC, TRIM, ZAP a Tetherin. U celedi Parvoviridae byly
identifikovany jako restrikéni faktory deaminazy APOBEC a PML protein. Pfi infekci viry celedi
Polyomaviridae byly prozatim popsany restrikéni faktory FAM111A a SRSF1. Pro celed
Papillomaviridae je diskutovana restrikce PML jadernymi télisky a jejich slozkou — proteinem Sp100,

dale proteiny APOBEC, IFI16 a IFIT1.

Klicova slova: malé viry s DNA genomem, vnitrobunééné rozpoznani (sensing) DNA, restrikéni

faktory, virové antagonistické mechanismy

Abstract
The theme of this work is to summarize knowledge about protein restriction factors, which function
in cells infected by small DNA viruses of families Hepadnaviridae, Parvoviridae, Polyomaviridae and
Papillomaviridae. Both restriction factors induced by interferon and restriction factors of intrinsic
immunity which are constitutively produced in cells are included in this work. At the same time,
mechanisms by which viruses overcome the inhibition effects of restriction factors are mentioned.
Restriction factors suppressing Hepatitis B virus infection like components of PML nuclear bodies and
proteins Smc5/6, SAMHD1, APOBEC, TRIM, ZAP and Tetherin are described. For the representatives
of Parvoviridae family, deaminases APOBEC and PML protein were identified as restriction factors.
For the infection by polyomaviruses, restriction factors FAM111A and SRSF1 were described.
Restriction by PML nuclear bodies and its component Sp100 and proteins APOBEC, IFI16 and IFIT1 is

discussed for the Papillomaviridae family.

Keywords: small DNA viruses, intracellular DNA sensing, restriction factors, viral antagonistic

mechanisms



1. Uvod

Po celou dobu evoluce soupefi viry s hostiteli v takzvaném evoluénim ,, arms-race”, neboli zavodé ve
zbrojeni. Na jedné strané soupefi virus s hostitelem o to, aby byl v hostiteli Uspésné replikovdn, na
druhé strané hostitel hleda zaroven zpUsoby obrany jak inhibovat virovou infekci. Hostitelé a viry jsou
tedy neustale pod vzdjemnym selekénim tlakem, diky ¢emuZz dochazi k velmi rychlému vyvoji a
zménam jak infekénich mechanism( u vird, tak obrannych mechanism0 u hostiteld (Abdul et al.,
2018; Duggal and Emerman, 2012).

Hostitelé virl tak vyvinuli v pribéhu evoluce komplexni mechanismy obrany — imunitni
systém. Imunitni systém se sklada ze dvou sloZzek — vrozené ¢asti imunitniho systému a adaptivni ¢asti
imunitniho systému. Obé tyto casti dale obsahuji humoraini a bunécnou ¢&ast. Jak jiz z obou nazvl
vyplyva, humoralini ¢ast je sloZena ze sekretovanych latek a sérovych proteind, bunéénou ¢ast tvori
razné typy bunék. Vrozend d¢ast imunitniho systému je evoluéné starSi a zajiStuje prvotni a
nejjednodussi obranu proti patogenu. Humordlni ¢ast vrozené imunity predstavuji cytokiny,
interferony a komplement. Bunécna slozka vrozené imunity je tvofena NK burikami (natural killer) a
monocyty, které dale diferencuji na antigen prezentujici dendritické bunky a fagocytujici makrofagy
(Hato and Dagher, 2015). Pro adaptivni slozku imunitniho systému plati, Ze humoralni ¢ast zastupuji
protilatkové imunitni reakce a bunécna ¢ast je prezentovana T a B lymfocyty (Nicholson, 2016).

Pod vrozenou c¢ast imunitniho systému (innate immunity) spadd i tzv. pfirozena slozka
imunitniho systému (intrinsic immunity), jejiz komponenty jsou v burikach konstitutivné produkovany
(tj. nejsou indukovany interferonem nebo dalsimi cytokiny) a v pfipadé virové infekce ihned inhibi¢né
odpovidaji (Duggal and Emerman, 2012; Hannoun et al., 2016; Rajsbaum and Garcia-Sastre, 2013).
Pfirozenou imunitu predstavuji vnitrobunécné senzory, jez deteku;ji specifické patogeni rysy proteind
a nukleovych kyselin. Mezi tyto vnitrobunécné senzory se fadi napfiklad endozomalni Toll-like
receptory (TLRs), RIG-I-like receptory (RLRs) a NOD-like receptory (NLRs) nebo senzory cGAS a IFI16
(Habjan and Pichlmair, 2015; Ilwasaki and Medzhitov, 2015). Zaroven patfi do pfirozené imunity i
nékteré restrikéni faktory. Restrikéni faktory mohou byt zdroven senzory nukleovych kyselin a
nasledné zprostredkovavat restrikci virové infekce (Duggal and Emerman, 2012). Druhym typem
restrikénich faktord jsou ty, jez v bunkach konstitutivné produkovany nejsou, ale jsou stimulovany
interferony (ISGs; interferon stimulated genes). Exprese restrikénich faktor( v burikach je pfisné
kontrolovana, jelikoz tyto faktory maiji destruktivni role a mohlo by dojit k poskozeni hostitelskych
bunék i v nepfitomnosti virové infekce. Viry nicméné vynalezly rlznorodé zplsoby, jak tyto
mechanismy pfimo inhibovat nebo se jim vyhnout (Duggal and Emerman, 2012). Spravné pochopeni
restrikénich mechanism( a virovych antagonistickych mechanism by mohlo pfinést poznatky

vyuzitelné v antivirové terapii.



Cilem bakalaiské prace je shrnout dosud znamé informace o proteinovych restrikénich
faktorech omezujicich v infikovanych burikach replikaci malych DNA virG. Vétsina poznatkt
v oblasti restrikce byla ziskana na modelech retrovirti a herpesvirl. V této praci budou predstaveny
restrikcni faktory pro virus Hepatitidy B, ktery se fadi do Celedé Hepadnaviridae, a jehoz genom je
transkribovan (avsak nikoliv replikovan) v bunécném jadre. DalsSi viry, pro néz budou restrikcni
faktory popsany, spadaji do celedi Parvoviridae, Polyomaviridae nebo Papillomaviridae, p¥icemi
transkripce i replikace jejich genomi je provadéna hostitelskymi enzymy a spolu s morfogenezi

virionl probiha v bunécném jadre. Prace se nebude zabyvat restrikci zprostfedkovanou microRNA.



2. Rozpoznani virovych patogeni a jim indukované signaliza¢ni drahy
2.1. Rozpoznani virovych patogenii

Rozpozndavani pritomnosti virdl v savéim hostiteli je zajistovano senzorickymi proteiny (PRR; pattern
recognition receptors), které rozeznavaiji specifické vlastnosti patogent (PAMPs; pathogen associated
molecular pattern) a zmény v hostitelském organismu jak na extracelularni, tak na intracelularni
urovni. Mezi tyto charakteristické rysy rozpoznavané receptory patfi napfiklad specifické usporadani
vstupujici virové castice, jednotlivych virovych proteind nebo nukleovych kyselin. Zjednodusené
mUze byt feceno, Ze virové senzory reaguji na pfitomnost viru a tento signal zpracuji a zahaji spusténi
kaskady odpovidajici imunitni reakce (Goubau et al., 2013; Habjan and Pichlmair, 2015).

Pro rozpozndavani vir(l je rada senzorl adaptovdna zejména na rozpozndavani virovych
nukleovych kyselin, které maji jiné vlastnosti a modifikace neZ nukleové kyseliny hostitelskych
organismu. Specifické rysy DNA jsou velmi konzervované a diky tomu je vyhodné vyuZivat ji jako
signal virové infekce. Pti detekci virové nukleové kyseliny, kterd je jinak modifikovana nez hostitelska,
nebo pfi detekci vlastni DNA nachdzejici se na neobvyklém misté, dochdzi ke spusténi vrozené
imunitni odpovédi. V nasledujicim kroku dochazi k aktivaci nékolika rodin transkripénich faktord,
mezi néz patfi NF-kB (nuclear factor kappa B), AP-1 (activator protein 1) a interferon regulujici
faktory (IRFs; IFN regulatory factors), které indukuji produkci interferont (IFN I) a prozanétlivych
cytokinli a chemokint (Mansur et al., 2014).

Extraceluldrni rozpoznani (sensing) zastupuji v prvni fadé receptory skupiny TLR. Tyto
receptory jsou primarné umisténé na povrchu bunék, kde interaguji s virovymi povrchovymi proteiny,
avSak mohou se vyskytovat i uvnitf endozomu a interagovat pfimo s virovymi nukleovymi kyselinami
(Saito and Gale, 2007). Podle cizorodého ligandu je aktivovan urcity typ receptoru a nasleduje
specifickd imunitni reakce. Tato prace se bude nadale zabyvat vnitrobunéénym rozpoznanim vird a
vnitrobunécnymi restrikénimi faktory. Extracelularni faktory tudiz nebudou dale diskutovany.

K intraceluldarnimu rozpoznani virovych patogen( dochazi primarné v cytoplasmé, avsak
v nedavné dobé byly objeveny jaderné struktury, které se taktéZ ucastni rozpozndvani virovych
patogenl. Tyto vnitrobunécéné senzory jsou specifické proteiny, které interaguji s virovymi
nukleovymi kyselinami a spousti imunitni reakci. Indukuji bud pfimou degradaci dané nukleové
kyseliny, produkci cytokind, navazujici signalizaci nebo interaguji s virovym replikaénim cyklem a ve
findIni fazi vedou k inhibici virové infekce (Saito and Gale, 2007). Existuje mnozstvi senzorli RNA
uplatiujicich se vindukci protivirovych obrannych mechanism. Jejich vycet je shrnut napfiklad
v pfehledu (Chow et al.,, 2018). Pozdéji byla objevena fada senzor(, které rozpoznavaji DNA.
Vnitrobunécné DNA senzory Uzce souvisi s vnitrobunéénymi restrikénimi faktory inhibujicimi replikaci

DNA virll a budou proto rovnéz detailnéji rozebrany v nasledujicich kapitolach.



Intracelularni receptory virovych nukleovych kyselin jsou specifické proteiny, které detekuiji
virové nukleové kyseliny a jejich replikaéni meziprodukty diky jejich odliSnostem od bunéénych
nukleovych kyselin nebo neobvyklému umisténi v bufice. Nasledna signalizace spousti odpovidajici
imunitni reakce (Diebold, 2010). Virové senzory mohou po navazani nukleové kyseliny indukovat
primo jejich degradaci. Druhym zpUsobem reakce virovych senzoru je spusténi navazujicich signalnich
drah, které vedou k produkci cytokin(, prevainé IFN typu | a zméné hostitelskych bunécnych
pochodl nutnych pro virovou replikaci (Habjan and Pichlmair, 2015). Interferony typu | jsou nékolika

druhd (a, B, €, K, w). IFN-a se nachazi v nékolika izoformach (Koyama et al., 2008).

2.1.1. Intracelularni senzory virovych DNA

PrestoZe vnitrobunécné rozpoznavani bylo objeveno pomérné nedavno, pocet DNA senzorl se
rozrusta a k dnesnimu dni jiz jejich pocet presahuje desitku. Intenzivni studium prispélo k pochopeni
mechanismu, jakymi DNA senzory indukuji produkci interferonu, hlavniho aktéra protivirovych
odpovédi (Paludan and Bowie, 2013). Ustfedni molekulou vét$iny dosud znamych signalizaénich drah
aktivovanych rozpozndnim DNA je protein STING (stimulator of interferon genes) (Dunphy et al.,,
2018).

Protein DAI byl prvnim popsanym DNA senzorem. Tento protein interaguje se Z-DNA a poté
spousti produkci IFN-a/B signalni drahou vedouci pres aktivaci proteinu STING a IRF-3 (interferon
regulatory factor-3) (Bhat and Fitzgerald, 2014; Yoneyama and Fujita, 2010). DAI byl popsan jako
hlavni hrac v antivirové signalizaci pfi infekci HCMV (human cytomegalovirus) (Brennan and Bowie,
2010). Protein DAI je schopen tvorit komplexy sRIP3 kindzou (receptor-interacting protein 3),
reguldtorem programované nekrdzy, a pfispivat tak k zanétlivé bunééné smrti virem infikovanych
bunék (Moriwaki and Chan, 2013). Posledni znamou funkci tohoto komplexu je indukce
transkripéniho faktoru NF-kB, ktery dale aktivuje produkci prozanétlivych cytokin a chemokint
(Mansur et al., 2014).

Dalsim DNA senzorem je RNA-Pol IlIl (RNA-polymerase Ill). RNA-Pol lll vaZe oblasti virového
genomu bohaté na adenin a thymin a vytvari 5'trifosfat RNA (PPP-RNA), ktera je rozpozndavana
RIG-I-like receptorem — senzorem RNA, ktery déle aktivuje drahu vedouci k indukci INF-B (Chiu et al.,
2009).

Senzory DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) a MRE11l (meiotic recombination 11
protein) jsou soucasti DDR (DNA damage response). Tyto komplexy protein(i detekuji poskozenou
DNA a spousti signalizaéni drahu vedouci pres ATM (ataxia-telangiectasia mutated) kinazu
k transkripci IFN (Dunphy et al.,, 2018) (Obrazek 3). DNA-PK je heterotrimerni komplex slozeny
z heterodimeru DNA vazebnych protein( Ku70 a Ku80 a DNA-PK katalytické podjednotky DNA-PKcs

(Sharif et al.,, 2017). Tento senzor funguje jak pti detekci cizorodé DNA a indukci vrozenych



imunitnich reakci, tak ma dilezity vyznam v adaptivni ¢asti imunitniho systému pti generovani vysoké
diverzity protilatek. Kromé roli vimunitnich reakcich se DNA-PK navic uplatfiuje v opravach dsDNA
zlom( (DSBs) pfi spojovani jednotlivych koncl (Mansur et al., 2014).

DNA vazebny senzor AIM2 je spolecné s dalSimi ¢tyfmi lidskymi proteiny (IFI16, MNDA,
PYHIN1 a POP3) ¢lenem rodiny s PYRIN a HIN doménami (PYHIN). Tyto proteiny funguji pfi bunécném
rastu, kontrole bunécného cyklu, bunécné diferenciaci, regulaci transkripce, apoptéze a tumor
supresi (Connolly and Bowie, 2014). Bylo zjisténo, Ze protein AIM2 hraje duleZitou roli v obrané proti
infekci Virem Vakcinie (VACV). AIM2 je schopny pomoci HIN domény interagovat s cizorodou DNA a
nasledné skrz PYRIN doménu indukovat vznik proteinového komplexu inflamazému (Brennan and
Bowie, 2010). Inflamazém je sloZen z nékolika podjednotek, z nichZz jednu predstavuje enzym
kaspaza, ktera je schopna Stépit prekurzory interleukind 1 a 18 (IL-1, IL-18), které dale zajistuji
imunitni reakci (Habjan and Pichlmair, 2015).

Senzor NLRP3 (NOD-like receptor pyrin domain containing 3) patfi do rodiny NLRs. Doposud
bylo popsano 22 lidskych NOD-like receptor(i, z nichz nékteré jsou senzory RNA. Senzor NLRP3
rozpoznava jak virovou RNA, tak i DNA v kombinaci s ATP. Mechanismus rozpoznani neni zatim pfilis
jasny (Chan and Gack, 2016).

Dalsim vyznamnym NDA senzorem je TLR9. Tento receptor se nachazi predevSim na
membranach endozomd. Strategické rozmisténi senzor( struktur patogend (PRRs) na jednotlivych
bunéénych subkompartmentech zajistuje detekci specifickych PAMPs a spusténi odpovidajicich
reakci. Toll-like receptory na vnitfni membrané endozomu jsou vyznamné pro rozliSeni mezi vlastnimi
hostitelskymi nukleovymi kyselinami, které se za normalnich okolnosti v endozomech nevyskytu;ji a
patogennimi nukleovymi kyselinami, jez se do endozom( dostavaji pfi infekci (Koyama et al., 2008).
Hlavnimi TLRs endozomalnich membran jsou TLR3, TLR7, TLR8, a TLR9 (Hato and Dagher, 2015). DNA
rozpoznavajicim TLR je TLR9. Pomoci toho senzoru je rozpoznavana nemetylovand DNA s CpG
motivem (CpG-DNA; cytosine-phosphate-guanine-DNA). Jeho role byla popsana u herpesvird CMV
(cytomegalovirus) nebo HSV-1, -2. Aktivovana signalni draha vede pres adaptorovy protein MyD88

(Koyama et al., 2008) (Obrazek 1).



Bunéénd membréna o ssek 1: Schéma signalizaéni drahy indukované Toll-like

receptorem 9 (TLR9). TLR9 se vyskytuje na endozomalni

DNA-protein membrané a rozpozndava nemetylovanou DNA s CpG motivy.
oo, ~_~ RNA Nasledné spousti signaliza¢ni kaskddu, jez vede skrze adaptorovy
a O oo protein MyD88, ktery indukuje IRF-7 (interferon regulatory factor-

TLRO ..TLR7 7). IRF-7 nasledné aktivuje expresi IFNo/B, interleukinu 12 a 10 (IL-

' 12; IL-10) a INFy. Na schématu je znazornéna i signalizaCni cesta

Mst’.?f " "M"Das endozomalniho receptoru TLR7, ktery detekuje ssRNA a vyuZiva
e ;' stejnou signalizacni cestu jako TLR9. Upraveno podle (M Eriksson

- »
.7 et al,, 2014).

v
IFNa/B, IL-12, IL-10, IFNy

Detekce patogenni DNA, kterd se v bunkach wvyskytuje v neobvyklém mnoZstvi nebo
neobvyklych pozicich je zprostfedkovana prevdiné pomoci DNA senzoru cGAS (cyclic GMP-AMP
(cGAMP) synthase). Funkéné je cGAS enzym nukleotidyl transferaza, jenzZ je regulovan pomoci IFN a
hraje dalezitou roli v navozeni antivirového stavu a spusténi imunitni reakce (Zevini et al., 2017).
Protein cGAS je tvofen dvéma doménami vazajicimi DNA a jednou doménou
nukleotidyltransferazovou, zajistujici jiz zminénou enzymatickou funkci (Chen et al., 2016). Pokud
neni hostitel infikovan virem a v hostitelském organismu se tedy nevyskytuje Zzadna cizorodd DNA, je
cGAS pritomny v autoinhibovaném stavu (Zhang et al.,, 2014). Pfi infekci dochazi k sekvencné
nezavislé vazbé cizorodé dsDNA pomoci aktivacni smycky pritomné v cGAS, za tvorby 2:2 komplexu.
cGAS je schopny vazat i ssDNA, kterd je tvorena napftiklad jako intermediat pti reverzni transkripci
retrovirl a jeZ tvorfi caste¢né sekundarni struktury, jako vnitini duplexy nebo duplex s ssDNA presahy,
tzv. Y struktura. Bylo zjisténo, Ze je moZzna i vazba dsRNA na cGAS, avsak neni schopna tento senzor
aktivovat. Diky konformacni zméné v aktivnim centru indukované interakci s DNA je enzym cGAS
preménén na aktivni formu a spousti syntézu dvou fosfodiesterovych vazeb mezi ATP a GTP a tim
vznik cyklického GMP-AMP (2°3" cGAMP), jez dale funguje jako sekundarni posel (Chen et al., 2016;
Zevini et al., 2017). V nasledujici signalizaci dochazi k vazbé 2°3’cGAMP na adaptor STING (stimulator
of interferon genes), jinymi nazvy téz MITA, ERIS, MPYS, TMEM173, jenz je v podobé homodimeru
vazan pomoci Ctyf transmembranovych domén do membrany endoplasmatického retikula (ER)
(Burdette et al., 2011; Chen et al., 2016). STING vaZe jak tyto cGAMP metabolizované z dsDNA, tak
ptimo cyklické dinukleotidy (CDNs), produkované napfiklad bakteriemi nebo archaea (Abe and
Barber, 2014; Burdette et al., 2011).

Vazbou cGAMP na STING je podminéna konformaéni zména STING, jeho aktivace a STING je
tudiz schopny vazat TBK1. Komplex STING-TBK1 je v dalSim kroku translokovan z ER do Golgiho
aparatu (GA) a nasledné do endozomdi. V pribéhu transportu STING-TBK1 komplexu dochazi
k palmitoylaci — tedy pfipojeni zbytku kyseliny palmitové na -SH skupinu cysteinu — na Cys88 a Cys91
adaptoru STING, coZz ma za nasledek aktivaci kindzy TBK1 a fosforylaci STING na Ser366. Diky
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pripojeni této fosfatové skupiny muize STING v pristim kroku vazat transkripéni faktor IRF-3 a diky
komplexu s TBK1 jej fosforylaci aktivovat. Takto posttranslatné modifikovany IRF-3 dimerizuje a
vstupuje do jadra, kde indukuje transkripci genu pro IFNB (Chen et al., 2016; Zevini et al., 2017).

Mimo aktivaci TBK1 je STING navic zprostfedkované zodpovédny za fosforylaci transkripéniho
faktoru NF-kB, translokaci do jadra a spusténi exprese cilovych gen(. Diky aktivaci IKK (lkappaB
kinase) pomoci STING tato kindza fosforyluje inhibitory NF-kB zrodiny IkB, jeZ jsou nasledné
degradovany v proteasomu diky ubikvitinovym znackam. Transkripcéni faktor NF-kB po uvolnéni IkB
vstupuje do jadra, kde spolecné s IRF-3 a jinymi transkripénimi faktory spousti ve finalnim kroku
expresi prozanétlivych cytokinl jako IL-1pB, IL-6, TNF a interferonll (Chen et al., 2016; Zevini et al.,
2017). Signalizacni drahy vedouci pres cGAS a STING jsou zobrazeny na schématu (Obrazek 3)
(Dunphy et al., 2018).

Jednou zvyjimecnych vlastnosti cGAMP je schopnost pohybu mezi infikovanymi a
neinfikovanymi sousedicimi burikami skrze vodivé spoje. Diky tomuto Sifeni cGAMP do zdravych
bunék dochazi k rozsiteni a spusténi antivirové odpovédi pres cGAS-STING signaliza¢ni cestu. STING je
nadto schopen inkorporace do nové syntetizovanych viriond béhem jejich skladani a je tak dale
roznasen do nové infikovanych hostitelskych bunék, kde ndsledné spousti rapidni imunitni reakci
(zevini et al., 2017).

Protein IFI16 byl prvné popsan vroce 1992 v lymfatickych burnkach (Trapani et al., 1992).
Tento senzor spada spolec¢né s AIM2 do IFN-indukované PYHIN rodiny, jejiz ¢lenové maji spojujici
vlastnost v podobé aktivace kaspdzy 1. Protein IFI16 obsahuje dvé HIN domény, HINA a HINB, které
jsou oddélené vmezerenym Usekem (,spacerem®), a PYRIN doménu (PYD) na N-konci. Funkci HIN
domén je sekvenéné nezavisld interakce s DNA, a to jak s ssDNA tak dsDNA. Usek oddélujici HIN
domény je bohaty na serin, threonin a prolin a jeho délka je dana alternativnim sestfihem mRNA
(Obrazek 2). Diky mRNA sestfihu mohou vznikat tti rlizné izoformy, izoforma A, B nebo C, které se lisi
v zastoupeni v rliznych typech bunék. IFI16 je schopny interagovat s mnoha rliznymi proteiny a
ovliviiovat sSkadlu bunécnych aktivit jako bunécny r0st, proliferaci, diferenciaci, remodelaci
chromatinu, apoptdzu, pyroptdzu, senescenci nebo zanét. IFI16 je prevainé jaderny senzor.
Vyskytuje se jak v jadre, tak v jadérku, avSak v urcitych bunécnych typech byl nalezen i v cytoplasmé.
Jaderny IFI16 je po rozpoznani DNA prfemistén do cytoplasmy. Lokalizace v urcitych bunéénych
subkompartmentech je ovliviiovdna protein-proteinovymi interakcemi a pravé pozice IFI16 v burice
urcuje, ktera signaliza¢ni cesta bude v nasledujicim kroku spusténa (Dell’Oste et al., 2015). Bylo
objeveno, Ze senzor IFI16 interaguje pomoci PYRIN domény napfiklad s proteiny p53, pRb
(retinoblastoma protein), BRCA1 (breast cancer 1), ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing CARD) nebo STING za tvorby homodimerl nebo heterodimer(i. Regulace lokalizace IFI16

v burice je zajistovana posttranslacnimi modifikacemi, acetylaci a fosforylaci, avsak presné
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mechanismy regulujici lokalizaci do jednotlivych bunécénych subkompartmentl nebyly zatim popsany

(Shrnuto v (Dell’Oste et al., 2015; Jakobsen and Paludan, 2014)).

IFI1 6 97-101 128 -> 142
MFHATVATQ MFHATVATE g H’
~ | \
NLS motivy
PYRIN HINA S/T/P HINB
() Fosforylace

83 192 393 515 710 729 @ Acetylace

Obrazek 2: Schematicky nakres struktury IFI16 a detail jaderného lokalizacniho signalu (NLS). Na N-konci je
IFI16 tvofen PYRIN doménou (aminokyseliny 1-83), jeZ je zodpovédna za vazbu proteind. Za PYRIN doménou
(97-143) se nachazi NLS, ktery se sklada ze ¢tyf motivd a je posttranslacné modifikovan fosforylacemi a
acetylacemi. Postupem k C-konci obsahuje IFI16 dvé HIN domény, HINA (aminokyseliny 192-393) a HINB (515-
710), jeZ jsou oddéleny kratkym usekem (393-515) bohatym na serin, threonin a prolin. Délka Useku mezi HIN
doménami je regulovéna alternativnim sestfihem mRNA za vzniku t¥ rlznych izoforem A, B a C. Useky
MFHATVATQ a MFHATVATE predstavuji konzervované motivy jednotlivych HIN domén. Pfevzato a upraveno z
(Dell’Oste et al., 2015; Jakobsen and Paludan, 2014)

IFI16 byl popsan jako senzor DNA herpesvirl v bunééném jadre. Bylo popsano, ze IFI16
detekce KSHV (Kaposi sarcoma herpes virus), indukuje tvorbu inflamazému, kdy pfi detekci virové
nukleové kyseliny v jadre dochazi k vazbé adaptorového proteinu ASC (apoptosis-associated speck-
like protein containing CARD) a tvorbé inflamazému (Kerur et al., 2011; Mansur et al., 2014).
Multiproteinovy komplex inflamazém se sklada ze tfi podjednotek. Prvni podjednotku tvofri
senzoricky protein, ktery mulze byt ¢tyf typh (NLRP1, NLRC4, NLRP3 a AIM2) a udava typ
inflamazému, dalsi podjednotky predstavuji adaptorovy protein ASC a prokaspdaza 1, pficemz hlavni
funkci inflamazému je poskytovat leSeni pro proteolytické Stépeni prokaspdazy 1 na aktivni kaspazu 1
(Kerur et al., 2011). Nedavno bylo zjisténo, Ze IFI16 je také vyznamnou sloZkou ostatnich
signalizacnich drah indukovanych jak poskozenim DNA (DDR), tak cGAS (Dunphy et al., 2018)
(Obrazek 3).

PrestozZe IFI16 ptredstavuje vyznamny senzor mikrobidlni patogenni DNA a indukuje imunitni
reakci, ovliviiuje tento protein hostitelsky organismus i negativné. PFi SLE (systematic lupus
erythematosus) je tento protein vylu¢ovan z bunék a je hostitelskym organismem detekovan jako

DAMP, neboli autoantigen, a spousti autoimunitni reakci (Dell’Oste et al., 2015).



Obrazek 3: Schéma signalizacnich cest
indukujicich expresi IFN-beta. Vlevo: Pri
etoposidem indukovaném poskozeni DNA

| cytosolicka dsDNA ‘

N

cytosol dochazi v burice ke spusténi DDR a rekrutovani
komponent této opravné cesty k poSkozené

D DNA. Jsou rekrutovany polymeraza PARP-1 (poly

2'3' cGAMP (ADP-ribose) polymerase 1) a kindzy ATM (ataxia

telangiectasia  mutated), které  detekuji
dvouretézcové zlomy vDNA. Tyto slozky
nasledné indukuji vznik signdlniho komplexu
obsahujiciho IFI16, fosforylovany protein p53, E3
;i ubikvitin ligdzu TRAF6 (TNF (tumor necrosis
factor) receptor associated factor 6) a STING.
¥ \ STING vdalsim kroku zprostiedkovava dvé
signalizacni vétve. Zaprvné, STING indukuje
aktivaci kindzy TBK1 (TANK-binding kinase 1),
kterd fosforyluje transkripcni faktor IRF-3
etoposidem indukovany IFN-§  dsDNA indukovany IFN-B (interferon regulatory factor 3). Zadruhé
NFkB @ NE zprostfedkovava STING fosforylaci
T~ W Rty transkripéniho faktoru NF-kB, jeZ spoleéné
s aktivovanym IRF-3 indukuje transkripci genu
pro IFN-B. Vpravo: DNA senzor cGAS detekuje dsDNA a diky své nukleotidyl transferazové enzymatické funkci
zpUsobuje vznik cyklického GMP-AMP (cGAMP). cGAMP funguje v dalsi signalizaci jako sekundarni posel, vaze
se na STING a indukuje vznik signalniho komplexu IFI16-STING-TBK1. TBK1 kindza fosforyluje STING, ktery diky
tomu vaze IRF-3, jez je nasledné fosforylovan a aktivovan pomoci TBK1. Dale TBK1 fosforyluje NF-kB, ktery se
s aktivovanym IRF-3 vaZe na DNA a indukuje expresi IFN-B. Upraveno podle (Dunphy et al., 2018).

QTBK1

2.2. Obecné restrik¢ni faktory namiirené proti radé virta

V této kapitole budou predstaveny restrikéni faktory, u kterych byla dokumentovana restrikéni
funkce u vice virl s DNA genomem. Ostatni restrikéni faktory budou predstaveny v kapitolach

pojednavajicich o restrikci virl jednotlivych uvedenych Celedi.

2.2.1. AID/APOBEC proteinova rodina

Proteinova rodina APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) je
rodina evolucné konzervovanych cytidin deaminaz, jez se vyskytuji u obratlovcll a prevazné u savcu
(Cao and Wu, 2018). Predchidcem AID/APOBEC rodiny byla velka genova superrodina, jejiz ¢lenové
méli deamindzovou aktivitu zavislou na zinku, ktera se uplatiuje v metabolismu purinovych a
pyrimidinovych bazi (Moris et al., 2014). Vyvoj AID/APOBEC rodiny souvisi s evoluci obratlovcl a
rozvojem adaptivni imunity, pficemz u Clovéka je tato proteinova rodina sloZena z 11 primarnich
genovych produktd a dalsich sestfihovych variant. Cleny lidské AID/APOBEC rodiny jsou proteiny
APOBEC1, AID (activation induced deaminase), APOBEC2, APOBEC3A-H a APOBEC4 a vsechny
obsahuji vyse zminénou ZDD doménu (zinc-dependent cytidine deaminace domain) (Salter et al.,
2017; Smith et al., 2012). ZDD doména ma specifickou a-B-a super sekundarni strukturu, jenz
predstavuje katalytické jadro cytidin deaminazové domény (CDA). Diky rozdilim v prostorovém

usporadani, délce a slozeni super sekundarni struktury a pfilehlych smycek se jednotlivé proteiny lisi



ve své funkci, substratové specifité a deaminazové aktivité (Salter et al., 2017). Tyto proteiny se
uplatiuji jak ve vrozené tak v adaptivni sloZce imunitniho systému diky jejich schopnosti editovat
nukleové kyseliny. Dllezité role hraji napfiklad pfi restrikci virové infekce, antigenové prezentaci
nebo maturaci hostitelskych TCR a BCR receptor( (Moris et al., 2014). Bylo vsak zjisténo, Zze APOBEC
proteiny mohou inhibovat pohyb virl a retrotranspozomu i skrze mechanismy nezavislé na jejich
deaminazové aktivité (Holmes et al.,, 2007). Nicméné proteiny rodiny AID/APOBEC predstavuji
v organismu i negativni roli. Diky jejich schopnosti editovat DNA mohou tyto proteiny pfispivat ke
karcinogenezi a tvorbé tumort (Henderson and Fenton, 2015).

APOBEC editace muzZe probihat jak na RNA, tak na DNA substratech. Pti editaci apoB mRNA je
primarni editacnim mistem nt 6666, kde se nachdzi kodon glutaminu (CAA). Diky deaminaci je tento
kodon modifikovan na pfedcasny UAA stop kodon (Obrazek 4) (Franchini and Petersen-Mahrt, 2014).
Editace apoB mRNA je velmi specificky proces, kdy pfi obsahu 3 315 nukleosid( cytidin je pouze 100
ve spravném ctecim ramci CAA, pficemZ pro to, aby editace mohla probéhnout, zalezi navic i na
okolni 11nt kotevni sekvenci (,mooring sequence”). Dalsim faktorem pro Uspésnou editaci je Uroven
exprese APOBEC1 a ACF (APOBEC1 complementation factor). APOBEC1 (A1) ma velmi nizkou afinitu k
RNA a jeho editacni funkce mizZe probihat pouze v burikach, jeZ obsahuji RNA vazebny protein ACF.
V takovémto pripadé dochazi k tvorbé Al a ACF dimer( navazanych pres RNA, které tvori 27S
editozom. Deamindzova aktivita je nadto regulovdna bunécnou lokalizaci Al, jenZ je transportovan
mezi cytoplasmou, kde se vyskytuje v zasobni formé, a mezi jddrem, kde je soucasti editozomu.
Poslednim faktorem ovliviiujicim editacni aktivitu je prlbéh bunééného cyklu. Editace mlZe probihat
pouze v uzkém prlzoru mezi pre-mRNA sestfihem a mRNA jadernym exportem. Diky pfisnym
regulacim je vburnce udriovan stabilni pomér jak editovanych, tak needitovanych nukleosidd,
pficemz se uplatfiuje i schopnost ACF zakryt nesmysiné kodony, aby nedochdzelo k jejich degradaci.
Jak jiz bylo zminéno vyse, APOBEC proteiny se mohou Ucastnit onkogeneze. Pfi nadmérné expresi Al
dochazi k prilisné editaci RNA a vzniku nador(l. V nedavné studii bylo zjiSténo, Ze Al je schopny
editovat jak RNA tak i ssDNA, pfi nadmérné expresi v E. coli, coz ptindsi otazku, zda muize mit
deregulace APOBEC1 vyznam i v mutacich hostitelské genomové DNA a ndsledné karcinogenezi

(Smith et al., 2012).

Obrazek 4: Schéma APOBEC deaminazové reakce. Diky
deaminaci dochazi k preméné cytosinu (C) na uracil (U)
a tedy kodonu CAA (glutamin) na kodon UAA, jeni je

NH, O
H
\\N N/,
| C/K ||— ‘ U/J\ predéasnym stop kodonem. Upraveno podle (Zou et
N o f " N o al., 2017).
PV VI VY

APOBEC
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Nicméné, Al nevazie zadné savCi ssDNA substraty. Bylo avsak zjiSténo, Ze diky své
deamindzové aktivité mize hrat Al obrannou roli v neuronech pfi infekci virem HSV (Herpes simplex
virus). Pfi vazbé ssDNA, na rozdil od RNA, jenZ pro vazbu vyZaduje ACF, nejsou potieba 7adné
kofaktory. Mnoho protein( rodiny APOBEC vaze jak RNA, tak DNA substraty, zajimavé ovsem je, Ze
pfi vazbé k RNA nejsou proteiny APOBEC schopné ssDNA deamindzové aktivity. Na zakladé vyse
zminénych informaci zbyva objasnit, jaké strukturni rysy APOBEC protein( udavaji substratovou
specifitu (Smith et al., 2012).

Pro imunitni obranné mechanismy jsou dileZité proteiny A3. Mnoistvi A3 genl a
pseudogent se diky selekénimu tlaku rGzni u rGznych druh, pficemz mysi maji jeden A3 gen, naopak
koné sSest. U clovéka existuje sedm A3 proteinl, mezi néZ patii APOBECA-C, DE a F-H. Tyto proteiny
obsahuji jednu nebo dvé ZDD domény. Obecné lze fici, Zze A3 proteiny se vyskytuji ve vysokém
mnozstvi vT a B lymfocytech a fagocytickych burkach, ptricemz A3A a A3B maji zvySenou expresi
v monocytech a A3G a A3F v T lymfocytech, monocytech a DCs. Kromé imunitniho systému se A3
vyskytuji navic ve vajeCnicich a varlatech. A3G aA3F se nachazeji v cytoplasmatickych
mikrodoméndch a stresovych téliskach, kterd se nazyvaji P-téliska. Tato téliska slouzi jako misto
zasoby a metabolismu RNA, v némz se A3G a A3F uplatiuji. A3 proteiny jsou aktivovany zanétlivymi
procesy a mimo jiné hraji roli v DNA katabolismu nebo degradaci cizorodé DNA. Funkce a sila
deaminazové aktivity A3 je zavisla jak na bunécném typu, tak okolnim tkanovém prostredi a presné
mechanismy A3 proteind zbyva objasnit (Cao and Wu, 2018; Moris et al., 2014).

Vyse stru¢né predstavené funkce proteind rodiny AID/APOBEC predstavuji pouze cast
znamych funkci, pficemz mnoho jich stale ¢ekd na své objeveni. V této praci bude kladen diraz na
interakce APOBEC proteint s malymi DNA viry, jez budou popsany v kapitole ,Vnitrobunécné

restrikéni faktory malych vird s DNA genomem®.

2.2.2. Jaderna téliska PML

Jaderna téliska (PML NBs; promyelocytic leukemia nuclear bodies), dalsimi nazvy také TRIM19 nebo
ND10, jsou clenem skupiny bezmembranovych jadernych subkompartmentd, které maji presné dané
jaderné umisténi a jejich hlavnimi zastupci jsou jaderna téliska. Mezi tato téliska se kromé PML NBs
fadi napfiklad Cajalova téliska, obsahujici ribonukleoproteiny Gcastnici se v sestfihu pre-mRNA nebo
Upravach ribozomalni RNA, nebo jaderné ,speckles”, jaderné domény ve kterych se soustieduji
faktory sestfihu bunécnych pre-mRNA (Chang et al., 2018; Galganski et al., 2017; Sahin et al., 2014;
Scherer and Stamminger, 2016).

PML NBs jsou dynamické globuldrni Utvary, jejichzZ velikost se pohybuje v rozmezi 0,3 - 1,0 um
a celkovy pocet na jadro kolisa mezi péti az tticeti (Chang et al., 2018). MnoZstvi a velikost PML NBs je

ovlivnéno jednak bunécnym typem a fazi bunécného cyklu, jednak stresovymi podminkami, jez na
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buniku plsobi (Bernardi and Pandolfi, 2007). PML NBs se nachazeji v interchromatinovém prostoru
mezi chromosomalnimi teritorii a diky PML proteindm interaguji s jadernou matrix. (de Thé et al.,
2012; Sahin et al., 2014). PML protein, nutny pro stavbu PML NBs, patfi do proteinové rodiny TRIM
(tripartite motif protein family), jez je charakterizovana pfitomnosti N-koncové domény RBCC.
Doména RBCC je sloZzena z RING (really interesting new gene) domény, B-box domény, a struktury
svinuté civky (coiled-coil) (viz. Obrazek 5). Protein PML se mulzZe vyskytovat v sedmi rlznych
izoformach, jez vznikaji diky alternativnimu sesttihu na C-konci. VSechny izoformy kromé izoformy VI
obsahuji NLS (nuclear localization signal). PML | je nejdel$i a obsahuje navic NES (nuclear export
signal), naopak PML VII je nejkratSi a NLS neobsahuje. Izoformy |-V obsahuji SIM (SUMO-interacting
motif). (Chang et al., 2018).

Obrazek 5: Struktura PML proteinu. Na

Ea N-konci je PML protein tvofen RBCC

doménou, jez sestava z RING domény, dvou

L AN _/  Bboxti a ,coiled-coil“ domény. RBCC
Y hd doména je zachovana ve vsech sestfihovych

Zachovano ve viech SloZeni rGzné podle variantdch PML proteinu. Na rozdil od
izoformach (RBCC) specifickych izoforem N-konce, C-koncova Cast podléha

alternativnimu sestfihu a diky tomu vznikd sedm rGznych PML izoforem. Upraveno podle (Reineke and Kao,
2009).

Vznik PML NBs muzZe probihat dvéma zpUsoby. Prvnim zplsobem vzniku PLM jadernych je
déleni. V prlbéhu bunécného cyklu se méni stabilita PLM NBs, pficemZz diky deSUMOylaci a
modifikacim chromatinu, jez v disledku zmény struktury oddéluje téliska od sebe, jsou tato téliska
nejméné stabilni v S fazi bunécného cyklu. Diky této nestabilité dochazi nasledné ke Stépeni, avsak
bylo zjisténo, Ze nové vznikajici téliska mohou v této fazi bunécného cyklu naopak také fuzovat
s materskymi (Bernardi and Pandolfi, 2007; Chang et al., 2018; Dellaire, 2006).

Druhym zpusobem vzniku PML NBs je vytvoreni de novo. Pti de novo tvorbé PML NBs dochazi
v prvnim kroku k dimerizaci a ddle k nukleaci tumor supresorového proteinu PML, jenz nakonec tvofri
ochrannou vrstvu pro vnitfni jddro (Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2018). Uvnitf jaderného
téliska jsou obsaZeny specifické proteiny, jez se lisi podle stresovych podminek, jimZz je burka
vystavena, a zdroven podle bunééného typu. Stavba PML vrstvy se skldda z nékolika kroku a je zavisla
na N-koncovych doménach PML proteinu, zajistujicich jeho dimerizaci a posléze multimerizaci.
Dalsim faktorem ovlivriujicim dimerizaci je stres plsobici na burku. V pfevainé vétsiné oxidativni
stres zvySuje pocet PML NBs. Jednotlivé sestfihové izoformy proteinu PML jsou dalSim faktorem
ovliviiujicim skladani PML slupek, a uplatriuji se i pfi vazbé specifickych protein(l. Tvorba PML NBs je
dvou krokovy mechanismus a jakmile je dokonena nukleace jadernych télisek, dochazi v pFistim
kroku k nakladani specifickych proteinli dovniti téliska. Vkladani proteinl je regulovano pomoci
posttransalénich modifikaci, kdy hlavni roli v této Uloze hraje sumoylace, tedy ptipojeni proteinu

SUMO (small ubiquitin-like modifier). Diky hypersumoylaci dochazi k nekovalentni vazbé specifickych
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proteinl skrze jejich SIM motiv a naslednému naloZeni proteinu dovnitt PML NBs (Lallemand-
Breitenbach and de Thé, 2018). Prozatim bylo identifikovano pfiblizné 166 protein(, které jsou
v PML NBs, avsak s probihajicimi studiemi toto Cislo stale narlista. Rekrutované proteiny mohou byt
bud' jaderné (57%), dalsi pendluji mezi jddrem a cytoplasmou (33%) nebo se vyskytuji jinak pouze v
cytoplasmé (9%) (Chang et al., 2018). Vétsina protein( je do jadernych télisek rekrutovana na zakladé
silnych stresovych podminek, nicméné Cast proteind je v jadernych téliskach pfitomna stale. Mezi
tyto stalé proteiny patfi napriklad DAXX (death domain associated protein) nebo Sp100 (speckled
100) (de Thé et al., 2012). Pokud protein PML neni pfitomen, nedochdzi k sumoylaci, cilové proteiny
se nevazi a obsah télisek je rozptylen v jadfe (Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2018). Bylo
zjisténo, Ze nékteré proteiny, jeZz napomdhaji stavbé PML télisek, se mohou v nepfitomnosti PML
samy seskupovat do jednotlivych shlukd. Mezi tyto proteiny patfi napfiklad Sp100, jehoZ vazbou na
PML dochazi k jejich vzajemné stabilizaci nebo protein EIF4-e (de Thé et al., 2012).

PML NBs hraji dileZitou roli v protivirové obrané, ale také v mnoha dalSich bunécnych
procesech, znichZz mohou byt uvedeny napfiklad regulace transkripce, modifikace proteinQ,
udrzovani stability genomu, epigenetickd kontrola, bunécnd proliferace, autofagie, senescence nebo
apoptoza. Mezi dalsi funkce PML NBs Ize zafadit Ulohu v alternativnim prodluzovani telomer (ALT)
nebo aktivaci tumor supresorového proteinu p53 pfi aktivaci onkogen( pUsobenim ROS (reactive
oxygen species) (Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2018; Chang et al., 2018; Scherer and
Stamminger, 2016; Bernardi and Pandolfi, 2007; Regad and Chelbi-Alix, 2001). Pfi rozruseni PML
dochazi k naruseni pribéhu jednotlivych bunécénych déjd, coz vede k onemocnénim jako napriklad
APL (acute promyelotic leukemia) (Chang et al., 2018).

Role PML NBs v protivirové obrané souvisi s produkci interferon(l. Jejich vznik a produkce
mnoha proteinl v nich obsaZenych jsou indukovany interferony (Regad and Chelbi-Alix, 2001). Pfi
virové infekci hostitele dochazi rdznymi signalnimi drahami k produkci IFNs, jeZ v naslednych krocich
indukuji jak zvySenou tvorbu PML NBs, tak jejich vétsi velikost. Naopak pfitomnost PML NBs je
dllezitd pro virovou obranu realizovanou interferony (Chelbi-Alix et al.). PML NBs se uplatiuji ve
vrozené sloZce imunitniho systému pfi detekci patogennich vir(l a nasledné imunitni reakci nebo v
detekci poskozeni vlastni hostitelské DNA (DAMPs) a naslednych opravach. Bylo zjisténo, zZe
jednotlivé viry, a prekvapivé i viry stejnych celedi, spousti pti infekci hostitele rlzné reorganizace
PML NBs a PML NBs mohou hrat ve virovém replikacnim cyklu jak pozitivni, tak negativni roli,
nicméné v publikovanych pracich prevladda vyznam téchto struktur v protivirové obrané bunék
(Scherer and Stamminger, 2016). ZGstava nezbytné objasnit presné funkce téchto jadernych télisek
ve specifickych bunécnych déjich a pfi infekci jednotlivymi viry, coz by pfipadné mohlo vést

k léCebnému vyuziti. Tato prace bude dale zamérena na role, jez PML NBs hraji pfi infekcich
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jednotlivymi malymi DNA viry. Nasledujici obrazek shrnuje interakce PML NBs sviry a zaroven

ukazuje INF stimulaci PML NBs a jejich funkci v bunécénych procesech (Obrazek 6).
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Obrazek 6: Shrnuti role PML-NBs protivirové obrané a jeji potlaceni produkty velkych DNA virti. Sedomodré
pole uprostfed a nahore: PML-NBs se skladaji z mnoha bunéénych proteinl véetné PML, Sp100, hDAXX, and
ATRX, které mohou byt sumoylovany (,,s“ ve Zlutém krouzku). Produkce PML-NB sloZek je pozitivné regulovana
interferony (IFN-a, B, y). RGZové pole vpravo dole: PML-NBs jsou schopny zprostfedkovat represi virové
replikace potlacenim transkripce virovych genomi (nebo uvéznénim viriond uvnitf PML NBs, jak bylo popsano
pro herpesvirus Varicella zoster; (Reichelt et al., 2011)). Zelené pole vpravo: PML-NBs funguji jako koaktivatory
bunécénych genl zapojenych do protivirovych aktivit jako cytokiny, ISGs (interferonem stimulovanych gen().
Sedomodré pole vlevo: Rada velkych vird (EBV, Epstein Barr virus; KSHV, Kaposi sarcoma-associated
herpesvirus; MHV68, murine gammaherpesvirus 68; HCMV, human cytomegalovirus; HSV-1, herpes simplex
virus type 1; HVS, herpesvirus saimiri) koduje proteiny, které rozrusuji PML NBs nebo negativné ovliviiuji jejich
jednotlivé slozky. Sipky ukazuji, na které slozky PML NBs jsou jednotlivé proteiny zacileny. V dolni &asti je
immuinofluorescenéni mikroskopii zobrazeno bunécné jadro (obarveno modie DAPI 4-,6-diamidino-2-
phenylindole; vlevo) a ¢ervené protilatkou proti PML proteinu; vpravo). Pfevzato a upraveno z (Scherer and
Stamminger, 2016)

3. Vnitrobunécné restrik¢ni faktory malych virt s DNA genomem

Cilem této prace je shrnout prozatim znamé informace o proteinovych restrikénich faktorech
omezujicich replikaci malych DNA virl. Vétsina poznatk( v oblasti restrikce byla ziskdna na modelech
retrovird a herpesvirll. Z malych vir s DNA genomem byla vtomto ohledu nejvice studovana
restrikce HBV. U DNA virli Celedi Pavoviridae, Polyomaviridae a Papillomaviridae zacal vyzkum
restrikce jejich replikacnich cykld nedavno a tak je mnozstvi ziskanych dat a popsanych mechanismu

velmi omezené.
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3.1.Virus hepatitidy B

3.1.1. Charakteristika a replikacni cyklus

Virus Hepatitidy B patfi do celedi Hepadnaviridae, ve které jsou vedle celedi Caulimoviridae
soustredény DNA viry s reverzni transkripci. Ve svété jiz bylo virem HBV nakaZeno pres 2 miliardy lidi
a predpoklada se, Ze vice nez 350 milion( jedinc( trpi chronickou hepatitidou B. Chronicka forma
HBV se muZe pfi perzistentni infekci vyvinout v cirhdzu jater nebo hepatocelularni karcinom (HCC)
(Livingston et al., 2017). HBV je maly obaleny virus, jenZ ma kapsidu s ikosahedralni symetrii. Jeho
genom o celkové velikosti 3,2kbp je tvofen kruhovou dvouvldknovou (ds)DNA s jednofetézcovymi
(ss)useky (Gao et al., 2009). Genom HBV obsahuje 4 oteviené Cteci rdmce ORF (open reading frame),
které koduji 7 HBV proteind (Valaydon and Locarnini, 2017). V genomu jsou prekryvy kédujicich a
regulaénich sekvenci (Sengupta et al., 2017). Cteci rdmec nazyvany P kéduje virovou polymerdazu
(reverzni transkriptdzu) a protein, ktery slouZi jako primer pro reverzni transkripci. ORF S kdduje tfi
povrchové (surface; S) proteiny, lisici se svoji délkou (preS1, preS2 a S). ORF C koduje kapsidovy
protein C, nazyvany také ,core” protein a protein E (nazyvany téz HBV e antigen — HbeAg). ORF X
kdduje protein X (HBx) (Valaydon and Locarnini, 2017) (Obrazek 7). HBx je protein o velikosti 17kDa,
jenz ma konzervovany motiv napfi¢ vSemi sav€imi Hepadnaviry a je jedinym regulacnim proteinem
kédovanym genomem HBV s funkci indukovat transkripci mRNA (Livingston et al., 2017; Mitra and
Guo, 2016a). Ukazalo se, ze HBx md mnoho dalSich regulacnich funkci, protoze je schopen
interagovat s bunécnymi proteiny (Slagle and Bouchard, 2016).

HBV vstupuje do hepatocytl pomoci receptorem zprostiedkované endocytdzy. Specifickym
receptorem je NTCP (Na*-taurocholate cotransporting polypeptide), kotransportér sodikovych iont( a
Zlu¢ovych kyselin. Kapsida uvolnéna po fuzi obalu s endozomalni membranou do cytoplasmy se
dostavd k jadernému poéru, je destabilizovana a DNA spolu s reverzni transkriptdzou a dimery
kapsidového proteinu translokuji do jadra. V dalsim kroku probihd dosyntetizovani druhého retézce
k ssDNA useklim pomoci hostitelskych enzym( a k preméné genomu na formu nadsroubovicové DNA
(cccDNA) (Murphy et al., 2016; Valaydon and Locarnini, 2017). Genomova DNA je pak transkribovéna
ze Ctyf promotorl pomoci hostitelské DNA dependentni RNA polymerdzy Il za vzniku pregenomové
RNA (pgRNA) a subgenomové RNA (sgRNA). V dalsim kroku dochazi k translaci pgRNA a sgRNA na
virové proteiny. Pregenomova RNA je spolecné s reverzni transkriptdzou enkapsidovana a zaroven
probiha reverzni transkripce za vzniku rcDNA. Nékteré kapsidy po reverzni transkripci vraceji DNA do
jadra k dalSimu kolu transkripce. Poslednim krokem replikaéniho cyklu je tvorba maturovanych
virionl, kdy kapsidy ziskavaji obal z membran ER (endoplasmatické retikulum) a exocytdézou se

uvolnuji z bunék (Yi et al., 2015) (Obrazek 8).
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V soucasné dobé se pro lécbu infekce HBV vyuZivaji IFN-a terapeutika a dalsi metody, avsak
zadnd z nich nevykazuje uspokojivé 1é¢ebné vysledky. | pres schopnost potlacit virovou infekci neni
mozné pomoci téchto metod odstranit cccDNA zinfikovanych bunék, coz mlzZe vést ke
znovupropuknuti nemoci (Murphy et al., 2016). Nékterym novym mozZnostem |écby HBV skrze
antivirové restrikéni faktory Smc5/6, SAMHD1, AID/APOBEC, TRIM22, Sp110 a dalsi se bude dale

vénovat tato prace.

pre S2

Obrazek 7: Schématicky nakres genomu HBV. Silné barevné
¢ary — ORF (G, S, P, X). Cerné — dvé (plus a minus) vldkna
genomové DNA. PreruSsovanad c¢ara— nedosyntetizované
druhé vlakno DNA. Pfevzato a upraveno z (Bell and Kramvis,
2016)

Obrazek 8: Replikacni cyklus viru HBV.

Replikacni cyklus zacind adsorpci virové

Castice na povrch bunky a naslednym

vstupem. Virova Castice je zbavena _

obalovych proteind a pfenesena do jadra. ‘ﬁ'ﬁ::{: ‘Sekrece
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fetézce k ssDNA Usekim a prfeména na facomer Endoplasmatické \\
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Ctyf promotor(, za vzniku pgRNA a sgRNA,
jenz jsou v pfistim kroku translatovany.
Pregenomovd RNA je spolecné sreverzni
transkriptazou enkapsidovana a
v nukleokapsidé probiha reverzni
transkripce za vzniku rcDNA. Nékteré
kapsidy vraceji po reverzni transkripci DNA
do jadra k dalsimu kolu transkripce. Viriony
ziskavaji diky pucenim do ER obal a

exocytdézou se uvoliuji z buniky. Prevzato a \

upraveno z (Benhenda et al., 2009).

3.1.2. Restrik¢ni faktory

3.1.2.1.Smc5/6

Smc5/6 (structural maintanance of chromosome5/6; strukturni (driba chromosomu) je
chromozomovy komplex skladajici se z 6 podjednotek (Smc5, Smc6, Nsel-4), jenz se vaze na DNA a je

nezbytny pro stabilitu genomu (Livingston et al., 2017). V burikdch se Smc5/6 uplatriuje svymi
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funkcemi v udrZzovani genomové stability replikaci chromosomuU jejich segregaci a opravach DNA

(Livingston et al., 2017). NaleZi k SMC rodiné proteinovych komplexd a je pribuzny s komplexy
cohesin (Smc1/3) a condensin (Smc2/4) (Obréazek 9).

pant

o, Obrazek 9: Struktura komplexu Smc5/6. Vlevo: Jadro

Smc5/6 komplexu je tvoreno dvéma Smc proteiny.
Intramolekularni Smc5 sme6  Kazdy znich obsahuje ATP3azovou doménu, dale

»coiled coil” doménu pantu, kterd zprostfedkovava dimerizaci Smc
struktura proteinli a také antiparalelni coiled coil strukturu.
d‘ses s Vpravo: Smc5/6 komplex s NSE proteiny. Proteiny
K/ Nse5 a Nse6 jsou pfitomny vSmc5/6 komplexech.
Walker A/B NselNse3 Upraveno podle (Wu and Yu, 2012).
ATPaza Smes/6

Bylo pozorovano, Ze Smc5/6 je restrikénim faktorem, ktery reprimuje transkripci HBV
genomu. Mechanismus transkripcni represe HBV genomu komplexem Smc5/6 neni znam. V burikach
infikovanych HBV jsou proteiny Smc5/6 degradovany. Degradace je zprostfedkovana virovym
proteinem HBx (Decorsiére et al., 2016).

Mechanismus HBx zprostfedkované degradace Smc5/6 spodiva ve vazbé HBx na ubikvitin
ligdzovy komplex DDB1-CUL4 (DNA-damage binding protein 1-Cullin-4). DDB1-CUL4 komplex se
sklada z Cullin-Ring E3 ligdzového komplexu 4A a adaptorového proteinu DDB1 (Mitra and Guo,
2016b; Murphy et al., 2016) (Obrazek 10). Nedavné poznatky ukazuji, Ze pro umlceni transkripce

z genomu HBV je nutné umisténi Smc5/6 a HBV genom( v bezprostredni blizkosti PML NBs (Niu et al.,

2017).

b Obrazek 10: (a) Schematicky nakres struktury
Cullin-RING E3 ligazového komplexu (CRL).
Proteiny rodiny CullinG funguji jako leSeni pro
RING (really interesting new gene)-finger

roz:;:?\::jicf DDB1 protein'y, .Ia’daptoro’vé proteiny a proteinﬂy
T rozeznavajici substrat za tvorby CRL komplexa.
HBXx V pfipadé monoubikvitinace dochazi k zméné

, substratu, naopak pokud dojde

Smc5/6\ k polyubikvitinaci, nasleduje  proteazomova

degradace  substratu. (b) Proteazomova

, degradace restrikéniho faktoru Smc5/6

zprostiedkovana proteinem HBx. Diky vazbé

HBx na adaptorovy protein DDB1 hraje HBx roli

proteinu rozpoznavajici substrat. Vzhledem k afinité HBx k proteinu Smc5/6 dochazi k ubikvitinaci a nasledné
degradaci Smc5/6. Upraveno podle (a) (Sarikas et al., 2011), (b) (Kim et al., 2016).

Cul4

proteazom

Culliny se uplatiiuji v mnoha bunéénych procesech od regulace bunécéného cyklu, transkripce,
apoptdzy, remodelace chromatinu az k prenosu signal(l. Proces ubikvitinace probiha ve tfech krocich.

Prvnim krokem je ATP-zavisla aktivace proteinu ubikvitinu (Ub) pomoci E1 ubikvitin aktiva¢niho
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enzymu. V nasledujicim kroku dochazi k pfenosu Ub na protein E2, jenz zprostfedkovava dalsi prenos.
Poslednim krokem je vazba E3 ubikvitin ligdzy na komplex E2-Ub a substrat, pficemz dochazi
k pfrenosu Ub na substrat a jeho ubikvitinaci. Navazani HBx na DDB1-CUL4 ubikvitin ligdzovy komplex
dava vznik komplexu CUL4-DDB1-HBx, u kterého je vybér substratu k ubikvitinaci fizen proteinem
HBx. Ten sméfuje k ubikvitinaci a nasledné proteasomové degradaci protein Smc5/6 (Mitra and Guo,
2016b). Je moiné pripravit mutanty adaptorového proteinu DDB1, které nevadzou HBx a tedy
neindukuji degradaci Smc5/6, takzZe je uplatiiovana represe transkripce. To naznacuje moznost vyuZiti
DDB1 jako cile pro antivirovou terapii. Ackoliv kohesin (Smc1/3) a kondensin (Smc2/4) maiji
podobnou strukturu i funkci v udrzovani chromozomové stability jako Smc5/6, protein HBx na tyto

komplexy vliv nema (Decorsiére et al., 2016).

3.1.2.2. SAMHD1

Dalsi restrikéni faktor, enzym SAMHD1 (sterile alpha motif (SAM) and histidine/aspartic acid (HD)
domain-containing protein) byl popsany jako restrik¢ni faktor viru HIV-1 (Human immunodeficiency
virus type-1) (Goldstone et al., 2011; Lahouassa et al., 2012; Powell et al., 2011). Tento enzym
preméniuje doxynukleosid trifosfaty (ANTPs) na deoxynukleosidy a anorganické trifosfaty a plsobi tak
Ubytek zasob dNTPs buriky na hladinu, ktera nedostacuje pro ucinou syntézu cDNA retrovirl (Li et al.,
2017). Inhibice virové replikace enzymem SAMHD1 byla popsana i pro dalsi retroviry jako naptiklad
HIV-2, SIV (simian immunodeficiency virus), RSV (Rous sarcoma virus) nebo MLV (murine leukemia
virus) (Gramberg et al., 2013; Sze et al., 2013; White et al., 2013) a také pro nékteré viry s velkym
DNA genomem jako Herpes simplex virus 1 nebo poxvirus Vakcinia (Hollenbaugh et al., 2013; Kim et
al., 2013) a v této kapitole rozebiraného HBV (Li et al., 2017).

Strukturné je SAMHD1 protein o délce 626 aminokyselin (Li et al., 2017). SAMHD1 obsahuje
N-koncovy NLS, za nimZ se nachdzi SAM doména a C-termindlni HD doménu, jenZ je zodpovédna za
enzymatickou dNTPazovou aktivitu. HD doména je typicka pro skupinu enzym( fosfodiesteraz,
nukledz a fosfatdz, pricemz jeji trifosfohydroldzova aktivita byla poprvé objevena u bakterii. Zaroven
se HD doména prekryva s dalsi doménou zodpovédnou za vazbu nukleovych kyselin. Na rozdil od HD
se SAM doména neuplatiuje v enzymatické aktivité, ale pouze pti jejim zvySovani a protein-
proteinovych a protein-DNA/RNA interakcich. (Ballana and Esté, 2015; Mauney and Hollis, 2018).
Podle navrZeného modelu aktivace enzymatické aktivity dochazi nejprve k vazbé GTP na Al misto
(guanine-specific activator site), tedy alosterické misto, a tvorbé dimeru. GTP je povazovan oproti
dGTP za primdrni aktivator enzymatické aktivity, jelikoz se v bunice nachazi v mnohonasobné vyssi
koncentraci a dava ve vysledku vznik déle stabilnim tetrametrickym formam SAMHD1. Tvorba
oligomer( byla identifikovana v savcich burikach, ovsem hydrolyza dNTP mzZe probihat i v dimerické

formé (Li et al.,, 2017).
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Pro restrikci infekce HBV je klicova dNTPazova aktivita enzymu SAMHD1. Jak bylo popsano
vySe, HBV DNA je syntetizovana reverzni transkripci RNA templatu. Diky hydrolyze dNTPs a vyéerpani
zasob, neni v bunice dostatek dNTPs pro reverzni transkripci a tudiz pro dokonceni replikaéniho cyklu.
SAMHD1 tedy pUsobi na pozdéjsi faze HBV replikace (Jeong et al., 2016). Antivirova aktivita SAMHD1
je ddle regulovana fosforylaci, jez je zavisld na pribéhu bunécného cyklu. Pokud je SAMHD1
fosforylovan na tyrozinu 592, je v restrikéné neaktivni formé. Fosforylace destabilizuje katalyticky
aktivni tetrametry a tak patrné ovliviiuje dNTPazovou aktivitu. Bylo vSak demonstrovdno, Ze virus
HBV je schopny se replikovat a Sifit vjatrech i vbunécné kulture nedélicich se bunék i pres
pfitomnost restrikéniho faktoru SAMHD1, takze tento restrikéni faktor pravdépodobnéji pouze
zpomaluje virové Siteni. Zatim vSak nebyly nalezeny pfimé antagonistické mechanismy, které by virus
HBV vyvinul proti SAMHD1. SAMHD1 je kromé jiz zminénych vlastnosti indukovatelny IFN I/l a je
tedy vyznamnym ISG (interferon stimulated gene) v hepatocytech (Sommer et al.,, 2016). IFN |
reguluji SAMHD1 na posttransla¢ni Urovni pomoci defosforylace tyrozinu 592 a aktivuji tak jeho
aktivitu (Li et al., 2017). V soucasné dobé se jiz v moderni mediciné vyuZziva cileni na enzymy fungujici
v metabolismu nukleovych kyselin za Ucelem vycerpat bunécéné zdsoby dNTPs, avsak stale je kladen
velky ddraz na pochopeni jednotlivych mechanismi Ucastnicich se restrikce a na jejich potencialni

dalsi vyuZziti v antivirovych lécCivech (Chen et al., 2014; Mauney and Hollis, 2018; Sommer et al., 2016).

3.1.2.3. AID/APOBEC

Jak jiz bylo zminéno (v kapitole 2. 2. 1.), AID/APOBEC rodina proteind se uplatiiuje pfi restrikci
retrovirQ, retrotransposonl i DNA virl. Nejvice studovanym DNA virem vtomto ohledu je HBV.
Vzhledem ktomu, Ze po reverzni transkripci zUstdvaji v genomu HBV Useky jednovidknové DNA,
mohou A3 proteiny interagovat s témito Useky a pfispivat k antivirové imunité (Harris and Dudley,
2015). Nékteré studie ukazaly, Ze APOBEC3G vyrazné omezuje infekci HBV in vitro nezavisle na jeho
deamindazové aktivité (Nguyen et al., 2007). Autofi této prace nevysvétlili mechanismus této inhibice,
pouze pozorovali, Ze k ni dochdzi v ¢asné fazi reverzni trnskripce, kdy vazne elongace DNA. Naopak,
jiné prace prokazaly in vitro i in vivo, Ze A3 enzymem zprostfedkovand deaminace a hypermutace
ovliviiuje negativné expresi HBV. V obou pfipadech lze fici, ze APOBEC3 je restrikénim faktorem pro
HBV infekci (Napr. (Kock and Blum, 2008; Renard et al., 2010). Hlavni roli v tomto procesu hraji A3G,
A3B a A3F, pficemz bylo zjisténo, Ze jsou mozné jak preména G-A, tak C-T, a Upravy DNA tudiZz mohou
probihat na obou fetézcich (Harris and Dudley, 2015). Podle studie provedené (Liang et al., 2013) ma
moznou roli v restrikci HBV i protein AID, jenZ se vaZze na ribonukleoproteinovy komplex HBV a
zpUsobuje deaminaci RNA (Liang et al., 2013).

Zajimavé zjisténi pfinesla prace (Lucifora et al., 2014), ve které autofti pozorovali, Ze aktivace

interferonu a a také lymfotoxin-B receptoru ma za nasledek zvysenou expresi APOBEC 3A a 3B
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deamindz jak v HBV infikovanych bunécénych liniich, tak v primarnich hepatocytech a biopsiich
z lidskych infikovanych jater. Zaroven pozorovali, Ze vysoké davky interferonu vedly k degradaci HBV
genomu Vv jeho kruhové cccDNA formé v bunécném jadre. Nasledné zjistili, Ze aktivity deaminaz
APOBEC3 A a 3B jsou nezbytné pro degradaci HBV cccDNA a Ze APOBEC 3A interaguje s kapsidovym
proteinem HBV. Na zakladé experimentalnich zjisténi navrhli autofi mechanismus degradace cccDNA

zavislé na ucincich téchto enzym( (Obrazek 11).

IFN-a BS1or CBE11 i i
v - Obrazek 11: Schéma degradace
/ IFNAR ] e mh cccDNA  HBV  zdvislé  na
‘/ \s AN deaminaci proteiny APOBEC 3A a
\ A\ . 1 3B, jejichz exprese je indukovana

APOBEC3A mRNA

Ll

IFN a aktivaci LTBR
(Lymphotoxin beta receptor). Pri
IFN-a |é¢bé dochazi k vazbé na
IFNAR (interferon-a receptor) a
nasledné expresi APOBEC
proteind. APOBEC3A se v jadre
vaze na cccDNA pres kapsidovy
(core) protein HBV a zplsobuje
\ / deaminace, vystfizeni uracilu

tvorbu AP-mista, které nasledné

indukuje  DNA degradaci. P¥i
aktivaci LTBR receptoru pomoci protilatky BS1 (super-agonistic tetravalent bispecific antibody) nebo CBE11
(bivalent anti-LTBR monoclonal antibody) dochazi k produkci APOBEC3B, ktery se procesu rovnéz ucastni i kdyz
jeho pfima vazba na ,core” protein nebyla prokazana.

APOBEC3A
HBV core

AP-misto

vystrizenjliracilu degradace

cccDNA

deaminace

e
¥

Dlouho nebylo zfejmé, zdali HBV vyvinul proti i¢inkim APOBEC proteint néjakou protireakci,
napf. podobnou jako virus HIV, kde Vif protein snizuje hladiny A3G proteinu jeho cilenim
k ubikvitinaci a nasledné degradaci (Conticello et al., 2003; Sheehy et al., 2003). Prace (Chen et al.,
2017) ptinesla poznatek, Ze protein HBx snizuje hladinu A3G proteinu v burikach. Mechanismus je ale
odliSny od akce Vif proteinu. Autofi uvadéji, Zze HBx patrné zesiluje sekreci A3G z bunék

prostfednictvim exozom.

3.1.2.4. Ostatni restrikcni faktory

TRIM
Proteiny s tripartitnim motivem (TRIM) jsou velmi starou skupinou s dynamickou evoluci. Tyto
proteiny se v pribéhu evoluce neustdle vyviji, pficemz hnaci silou je odpovéd na nové patogeny a
DAMPs. V lidském genomu je prozatim zndmo 100 TRIM gend, z nichZ je mnoho stimulovano vice
rozliSnymi stimuly (Hattlmann et al., 2012). Proteiny rodiny TRIM se nachazeji v mnoha tkanich a
organech a uplatnuji se jak ve vrozené, tak adaptivni sloZzce imunitniho systému (Zhang et al., 2013).
Mezi hlavni bunécné procesy, jichz se TRIM proteiny Ucastni, patfi apoptdza, onkogeneze a jiz vyse

zminéné antivirové imunitni odpovédi (Ozato et al., 2008). Jako jiz nékteré zminéné restrikéni faktory
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jsou i TRIM proteiny indukované pomoci IFN (Gao et al., 2009). Zhang se spolupracovniky
identifikoval osm TRIM protein(, které hraji moznou ulohu pfi restrikci HBV, tak, Ze snizuji mnozstvi
HBV mRNA a inhibuji aktivity virovych enhancer( (Zhang et al., 2013) Dalsi studie se zaméfuje na
TRIM22, ktery hraje roli i pfi restrikci dalSich vir(, napfiklad HIV, viru chfipky nebo EMCV (Barr et al.,
2008; Di Pietro et al., 2013; Eldin et al., 2009). Pro HBV bylo pozorovano, Zze TRIM22 inhibuje aktivitu
promotoru pro mRNA kapsidového proteinu (Gao et al., 2009).

Strukturné patti proteiny rodiny TRIM mezi E3 ligdzy RING-typu a sdili konzervovany N-konec
a variabilni C-konec. N-konec obsahuje RING finger doménu, jeden nebo dva B-boxy a doménu
svinuté civky (Zhang et al., 2013).

Jako v pfipadé ostatnich restrikénich faktort, tak i pro TRIM22 byla ukazana inhibi¢ni role
proteinu HBx. HBx, reguluje expresi TRIM22 pomoci epigenetické kontroly (Lim et al.,, 2018).
Promotor TRIM22 obsahuje c¢tyfi CpG, znichz jsou vsechna v pfitomnosti HBx metylovana.
Mechanismus inhibice spocivd v HBx indukované metylaci tfetiho (+71) CpG mista v promotoru
TRIM22. V rdmci vyzkumu bylo na promotor plsobeno inhibitorem DNA metylace 5AzaC (5"-aza-2’-
deoxycytidine) a vysledky ukazuji, Ze pouze +71 CpG misto bylo citlivé na pUsobeni tohoto inhibitoru.
Ze zjisténych dat vyplyva, Ze +71 CpG misto bylo pfi infekci HBV aktivné metylovano v zavislosti na
HBx a jeho metylace je tedy zodpovédnd za potlaceni promotorové aktivity TRIM22. Misto +71 CpG
se nachdzi v IRF1-vazebném misté pro DNA, jez je nezbytné pro IFN indukovanou TRIM22 antivirovou
odpovéd. Metylace tohoto mista brani vytvofeni IRF1-DNA vazby a snizuje tak expresi TRIM22 a
nasledné antivirovou odpovéd, coZ mizZe nasledné vést k vyvoji chronické HBV onemocnéni a HCC.
HBx zprostredkované potlaceni transkripce TRIM22 bylo prokazano vin vitro systémech a zbyva
objasnit, zda ma HBx stejnou funkci i v lidském organismu a zda bude diky témto poznatkiim mozné

zdokonalit IFN zaloZenou Iécbu (Lim et al., 2018).

ZAP
K dalSim HBV restrikénim faktor( stoji za zminku ZAP (zinc finger antiviral protein). Protein ZAP hraje
roli jako restrikéni faktor u RNA vir( (Bick et al., 2003; Muller et al., 2007; Zhang et al., 2007), pficemz
u DNA vir(l byl prvné identifikovan pfi restrikci MHV-68 (gammaherpesvirus-68) (Xuan et al., 2012).
Lidsky ZAP se vyskytuje ve dvou sestfihovych variantach, dlouhé (hZAP-L) a kratké (hZAP-S) a vaze se
na specificky RNA motiv ZRE (ZAP-responsible element) (Mao et al., 2013). V ptipadé HBV interaguje
ZAP s motivem ZRE pfitomnym na mRNA a zprostifedkovava jeji degradaci. V lidskych hepatocytech
dochazi ke kontinudlni basalni expresi jak dlouhé, tak kratké ZAP izoformy a bylo navic zjisténo, Ze
kratkad forma muze byt jako v pfipadé jinych restrikénich faktorl dale indukovana IFN a IPS-1 (beta

interferon promoter stimulator 1). ZAP ma tak roli ve vrozené imunité jako antivirovy restrikéni faktor
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a budouci poznatky o jeho funkci by mohly prispét k potencidlnimu vyuZiti v terapii HBV (Mao et al.,

2013).

Tetherin
Restrikéni faktor tetherin, jinym ndzvem BST-2, je membrdnovy protein, jenz mad N-koncovou
cytoplasmatickou doménu, extraceluldrni coiled coil doménu a C-terminalni GPI
(glykofosfatidylinositol) kotvu. Jeho produkce je inducibilni interferonem (Yan et al., 2015). Tento
protein je zndm jako restrikéni faktor pro HIV infekci, kde inhibuje uvolfiovan virionl z infikovanych
bunék (Neil et al., 2008). Yan a spolupracovnici zjistili, Ze tetherin funguje jako restrik¢ni faktor i u
viru HBV. Nachazi se spolecné s viriony na multivesikularnich téliskach a zabraruje jejich uvolfiovani

(Yan et al., 2015).

3.2. Parvoviry

3.2.1. Charakteristika celedi a replikacni cyklus

Virova Celed Parvoviridae soustfeduje malé neobalené viry s kapsidou zalozenou na ikosahedralni
symetrii a genomem tvorenym jednovlaknovou DNA (ssDNA) (Rogo et al., 2014; Tu et al., 2015). Viry
podceledi Parvovirinae napadaji obratlovce a hostiteli podcéeledi Densovirinae jsou bezobratli.
Zaroven se zastupci této Celedi déli na skupinu autonomnich vir(i, napfiklad lidsky parvovirus B19
(human parvovirus B19) nebo mysi parvovirus MVM (minute virus of mice) a vird, pro jejichz replikaci
je nezbytna koinfekce jinym virem, vétSinou z Celedi Adenoviridae nebo Herpesviridae. Pfikladem
mUZe byt napfiklad virus AAV (adeno-associated virus). V pfipadé infekce parvovirem v nepfitomnosti
pomocného viru dochazi kintegraci genomu do hostitelskych chromozom( a vytvoreni latentni
infekce, jez mlzZe byt aktivovana pozdéjsi infekci hostitele pomocnym virem. (Chisaka et al., 2003;
Tijssen, 1999). Lidsky autonomni parvovirus B19 je pfi¢inou tzv. paté nemoci u déti, projevujici se
vyrazkou, mliZe plsobit také aplastické krize a v téhotenstvi tézka poskozeni plodu (hydrops fetalis),
dale persistentni anemie u lidi se snizenou imunitou, kardiomyopatie i zanéty rGznych tkani (Shrnuto
v (Ganaie and Qju, 2018).

Na obou koncich genomu se nachazi palindromové koncové sekvence (Pal) o velikosti
120-250 nt, z nichz kazda tvoti rozdilnou vldsenkovou sekundarni strukturu podle typu jednotlivych
virtl (Rogo et al., 2014; Tu et al., 2015). U vétsiny ¢lenl celedé Parvoviridae obsahuje genom dva ORF,
pricemz ORF1 koduje nestrukturni protein NS, jenZz se uplatriuje pfi regulaci genomové replikace a
diky své cytotoxicité zpUsobuje apoptdzu a ORF2 strukturni proteiny VP (VP1, VP2 a u nékterych virQ i
VP3 vznikajici Stépenim VP2), které hraji roli pfi stavbé virové kapsidy (Marchini et al.,, 2015)
(Obrazek 12).
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Replikacni cyklus Parvovirl je zavisly na hostitelskych bunéénych funkcich a k replikaci
dochazi v bunécném jadre vtakzvanych APAR téliskdch (autonomous parvovirus-associated
replication) (Marchini et al.,, 2015; Tijssen, 1999). Viry infikuji rychle se délici bunky pfi S-fazi
bunécného cyklu. (Marchini et al.,, 2015). Virus vyuZivd pro transkripci i replikaci genom(
hostitelskych enzyma. V prvnim kroku replikacniho cyklu probihd konverze ssDNA na dsDNA
replikativni formu, jez je v dalSim kroku vyuzita pro transkripci mRNA a tvorbu dalSich replikacnich
intermediatl. V pristim kroku dochazi ke spusténi DDR a naslednému zastaveni bunééného cyklu v S-
fazi. Jakmile jsou translatovany kapsidové proteiny, dochazi k enkapsidaci novych genom( a
k transportu virovych ¢astic skrze endoplasmatické retikulum a Golgiho aparat k bunééné membrané
(Obrazek 12) (Marchini et al., 2015).

d

Obrazek 12: (a) Genom celedi Parvoviridae.

Genom je tvoren ssDNA, jez ma na obou koncich
palindromatické terminalni sekvence (Pal), které
slouzi jako replikaéni primery. Promotory P4 a P38

P4 P38 reguluji transkripci. Genom vétsiny clenl celedi
Leva Prava Parvoviridae obsahuje dva ORF. ORF1 kdduje
Pal pal nestrukturni protein NS, ORF2 kéduje VP proteiny

(b) Schéma replikacniho cyklu celedi
b Parvoviridae. Upraveno podle (a) (Angelova et al.,
©=———1 pichyceni 2015), (b) (Rogo et al., 2014).
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3.2.2. Restrik¢ni faktory

Pro viry Celedi Parvoviridae neni zndmo mnoho restrikénich faktord a poznatky se omezuji spiSe na
hostitelské faktory potrfebné pro replikacni cyklus, jejichz nedostatek muize vést k inhibici virové

replikace.

Protein APOBEC3A
Jako restrikéni faktor pro parvoviry byl popsan APOBEC3 (Chen et al., 2006; Narvaiza et al., 2009).
Chen a spolupracovnici zjistili, Ze APOBEC3A (A3A) je restrikénim faktorem pro AAV a

retrotranspozony. Dokumentovali, Ze tento restrikéni faktor se nachdazel jak v cytoplasmé, tak
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v bunécném jadre, kde blokoval tvorbu replikacnich center AAV. Studie (Narvaiza et al., 2009)
prokazala, ze A3A inhibuje nejen dependovirus AAV, ale také autonomni mysi parvovirus MVM.
Zatimco z predchozi prace nebylo jasné, zdali je pro inhibici replikace nutna katalyticka aktivita A3A,
Narvaiza se spolupracovniky ukazal, Ze inhibice A3A nevyzaduje cytidin deamindzovou aktivitu pro
restrikci obou parvovirll. Byla provedena mutacni analyza bodové mutovanych A3A proteind a také
chimérickych A3A a A3G protein(. Tyto mutanty byly testovany jak na deaminazovou aktivitu, tak na
schopnost inhibovat virovou replikaci. Podafilo se jim identifikovat mutanty, které ztratily
deamindzovou aktivitu, ale zachovaly si schopnost virové restrikce.

Zatimco pokusy predchozich praci byly provadény in vitro, studie (Nakaya et al., 2016)
zkoumala, jestli ziskané pokusy o restrikci herpesvirti a mysiho parvoviru MVM budou platit i in vivo
pokusech. Ktomuto ucelu pouzili mysi svyfazenym genem pro APOBEC3 (A4 ,knockout”) a
transgenni mysi produkujici lidsky APOBEC3A nebo APOBEC3G. Prekvapivé bylo zjisténo, Ze mysi
s vyfazenym mysSim APOBEC3 i transgenni mysi, jeZz produkuji APOBEC3G, a mysi divokého typu byly
nezménéné infikovany lidskym nebo mysim herpesvirem. Pro infekci parvovirem bylo zjisténo, Ze
lidsky APOBEC3A, ale ne mysi APOBEC3 inhiboval infekci mysi. Pokusy zaroven potvrdily, Ze inhibice
nezdvisi na deaminazové aktivité APOBEC3. Tato studie ukazuje, ze in vitro ziskané vysledky nemusi

odrazet situaci in vivo, a ze restrikéni faktory je nutné testovat i v in vivo podminkach.

Protein PML
Dalsim vyznamnym restrikénim faktorem, jenZ se uplatiiuje u infekce AAV je PML protein (TRIM19).
Autofi Mitchell a spolupracovnici (Mitchell et al., 2014) zkoumali vliv proteinu PML na AAV. Jedna se
o parvovirus, ktery je vyuzivan jako vektor pro prenos gen(ll v genové terapii. Autoti zjistili, Ze vyrazeni
genu pro PML (PML ,knockout”) zesiluje transdukci rekombinantniho AAV2. Tento efekt byl
zpUsoben inhibici syntézy druhého vlakna parvovirové DNA. Nejsilnéjsi inhibi¢ni efekt na replikaci
rekombinantniho AAV méla izoforma PML Il. Podobny inhibi¢ni efekt PML Il detekovali autofi u
divokého typu AAV i dalsiho parvoviru MVM. AAV pomocné viry koduji PML regulacéni proteiny, jez
modifikuji nebo Uplné degraduji PML a chrdani tak AAV pred jeho restrikénimi ucinky. Jako pfiklad lze
uvést adenovirovy protein E40rf3, ktery zpUsobuje zménu globuldrnich PML NBs na trubicovité
nefunkéni Gtvary (Doucas et al., 1996; Leppard et al.,, 2009) nebo Herpesvirovou E3 ligdzu ICPO,
indukujici proteasomovou degradaci PML (Everett et al., 2008; Maul and Everett, 1994). JelikoZ
protein PML Il plsobi jako restrikéni faktor replikace genomu AAV i MVM, nabizi se otazka, zda PML Il
pIni stejnou restrikéni roli i u dalSich parvovird a zda mohou byt tyto poznatky vyuZity k zesileni

ucinnosti pfenosu genli pomoci AAV vektor( v genové terapii (Mitchell et al., 2014).
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3.3. Polyomaviry

3.3.1. Charakteristika celedi a replikacni cyklus

Celed Polyomaviridae je dalsi z ¢eledi malych DNA vir(, jez bude z hlediska hostitelskych restrikénich
faktor( v této praci predstavena. Tato Celed se v poslednich 10 letech velmi rozrostla o nové Cleny
izolované z rGznych obratlovcl — savc(, véetné Clovéka, ptak(l a ryb a dokonce i z bezobratlych
(Moens et al., 2017). Prozatim bylo identifikovano 13 lidskych polyomavird. Dva jiz dlouho znamé
lidské polyomaviry BKPyV (BK polyomavirus), JCPyV (JC polyomavirus) plsobi zavaznd onemocnéni u
imunosupromovanych pacientl. Polyomaviry maji nadorovy potencidl. Pomérné nové objeveny
MCPyV (Merkell cell polyomavirus) mize byt ptic¢inou agresivniho karcinomu Merkelovych bunék u
lidi. Opici virus SV40 (Simian virus 40) a mysi polyomavirus MPyV (mouse polyomavirus) jsou jiz
dlouho podrobné studované modelové polyomaviry, pti jejichz studiu bylo objeveno mnozstvi
mechanismU bunécnych procesi, jako napfiklad replikace DNA, onkogeneze, onkosuprese a dalsi
(Shrnuto v (Moens et al., 2017)).

Polyomaviry maji neobalenou kapsidu ikosahedralniho tvaru, jez uzavira dsDNA genom o
velikosti pfiblizné 5 kbp. Genomova dsDNA tvofi komplex s bunécnymi histony H2A, H2B, H3 a H4 a
v bunééém jadre je v podobé mini-chromosomu (Eash et al., 2006). Genom je rozdélen na ¢asnou a
pozdni kddujici oblast oddélenou regulacni oblasti (NCRR), jeZ obsahuje replikacni pocatek, c¢asny a
pozdni promotor a enhancer (Eash et al., 2006; Wendzicki et al., 2015) (Obrazek 13). Casnd oblast
kdduje regulaéni proteiny nazyvajici se tumor antigeny, pficemz alternativnim sestfihem primarniho
transkriptu vznikaji mRNA pro velky (T-Ag, LT) a maly (t-Ag, sT) tumor antigen, a u hlodavcich
polyomavirl je$té stiedni T antigen (S-Ag, ST). Casné antigeny jsou ddleZité jak pro Gé&innou
transkripci a a replikaci virovych genomd, tak pro deregulaci buriky. Velky T antigen je multifunkéni
protein, jenZ je nezbytny pro zahajeni replikace virovych genomi a muZe navic fungovat jako
transkrip¢ni aktivator, chaperon a bunécny regulator. T-Ag je schopen vazat onkosupresory pRb a
vétsinou i p53. S dalSimi T antigeny muZe imortalizovat a nddorové transformovat pro polyomavirus
nepermisivni buriky. Pozdni kddujici oblast kéduje strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3, jeZ stejné jako
T-antigeny vznikaji z mRNA po alternativnim sestfihu. Nékteré polyomaviry kéduji navic agnoprotein,
jehoz role ve virovém replika¢nim cyklu je modulace transkripce a replikace. (Eash et al., 2006).

Replikacni cyklus ¢eledi Polyomaviridae je rozdélen na ¢asnou a pozdni fazi. Prvnim krokem
Casné faze je adsorpce viru na hostitelskou bufku a vstup receptorem zprostfedkovanou
endocytdézou. Virus je vendocytickych vaccich dopraven cytoskeletdlnim transportem do
endoplasmatického retikula, odkud jsou ¢astecné rozvolnéné viriony translokovany do cytosolu a
nasledné dopraveny pres jaderné pdry do jadra. DalSim krokem je transkripce casné oblasti.

Nasledné je pomoci T-Ag zahdjena pozdni faze replikaci virovych genomu. V pozdni fazi probiha
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transkripce strukturnich proteini a morfogeneze virionl. Na konci virového replikaéniho cyklu

dochazi k smrti infikované bunky (Eash et al., 2006; Mahon et al., 2009) (Obrazek 14).

Obrazek 13: (a) Schéma genomu JCPyV. Genom JCPyV celedi
Polyomaviridae obsahuje ¢asnou a pozdni kddujici oblast, jez
jsou oddéleny pomoci regulaéni nekédujici oblasti (NCRR). Casnd
oblast kéduje velky tumor antigen (T-Ag) (tmavé modre) a maly
tumor antigen (t-Ag) (svétle zelené). Pozdni oblast kéduje
strukturni proteiny VP1 (rGZové), VP2 (svétle modie) a VP3
(tmavé zelené) a agnoprotein (tmavé zelené). Prevzato a
upraveno z (Eash et al., 2006).
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3.3.2. Restrik¢ni faktory

FAM111A
Protein FAM111A, jenZ hraje roli pfi inhibici replika¢niho cyklu viru SV40, pusobi jako tzv. ,host
range” restrikéni faktor. Virova hostitelska oblast (host range) je soubor bunék, tkani nebo organismu
ve kterych je virus schopen se zreplikovat. Tento restrikéni faktor byl objeven autory prace (Fine et
al.,, 2012), tak, Ze zjistili, Ze FAM111A je vyvazovan C-koncovou doménou oblasti T-Ag. Autofi
identifikovali tento dosud neznamy protein hmotnostni spektroskopii. Potlaceni exprese, stejné jako
zvysena exprese T-Ag nebo C-koncové domény T-Ag zvysSovalo expresi virovych gen( i lytickou infekci
SV40. Z pokusl vyplyva, Ze inhibi¢ni efekt restrikénho faktoru FAM111A je pfekonavan virovym T-Ag.
Nicméné presny mechanismus jeho puUsobeni neni prozatim znam. Jelikoz FAM111A obsahuje

trypsin-like serin peptidazovou doménu, predpoklada se, Ze mUize pulsobit jako specifickd peptidaza.
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Bylo zjisténo, Ze T-Ag se pomoci C-termindlni domény vaze na FAM111A a pusobi tak proti jeho
restrikéni peptidazové aktivité. Nicméné bylo prokazano, Ze T-Ag se pfi této vazbé neuplatiuje jako
substrat pro FAM111A a nedochazi k jeho proteolyze (Fine et al., 2012). MnozZstvi proteinu FAM111A
exprese je dosazeno v G2/M fazi. Predpokladd se, ze rozdily v hladiné FAM111A mohou ovlivnit

virovy replika¢ni cyklus a Ucinnost restrikce (Fine et al., 2012).

SRSF1
SRSF1 (Serine/Arginine Splicing Factor 1), znam také pod nazvem SF2/ASF, je dalSim z restrikénich
faktor(l polyomavirl (Wang and Manley, 1995). SRSF1 patfi do rodiny SR protein(, jejichZz hlavni roli
je sestfih pre-mRNA, a uplatiuji se i pfi alternativnim sestfihu (Wang and Manley, 1995). SR proteiny
maiji navic roli i v dalSich krocich metabolismu RNA, v genomové stabilité a bunécném cyklu (Li, 2005;
Li and Manley, 2005). Doposud bylo identifikovano 12 lidskych SR proteini (Manley and Krainer,
2010). Tyto proteiny jsou vétSinou jaderné a vyskytuji se u jadernych ,speckles” nebo u IGC
(interchormatin granule clusters), avsak nékteré znich, véetné SRSF1 pendluji mezi jadrem a
cytoplasmou (Shrnuto v (Caceres et al., 1998)). Protein SRSF1 byl poprvé identifikovan jako reguldtor
sestfihu a exprese ¢asnych gen( T-Ag a t-Ag u viru SV40 (Ge and Manley, 1990). Mezi funkce tohoto
proteinu patfi indukce tvorby spliceozoému, sestfih pre-mRNA, regulace transkripce a translace,
sumoylace a vyse zminéna regulace alternativniho sestfihu u SV40 (Krainer et al., 1990). Stejné jako
v pfipadé SV40 se SRSF1 uplatiiuje jako regulator sestfihu virovych transkript( i u JCPyV, pficemz u
JCPyV funguje navic jako inhibitor virové transkripce a replikace. Skrze vazbu na specifickou sekvenci
CR3, nachazejici se ve virovém promotoru nebo enhanceru, je SRSF1 je schopen pfi infekci JCPyV
negativné regulovat aktivitu promotoru a inhibovat tak virovou transkripci v gliovych burkach. SRSF1
inhibuje také transkripci i v transformovanych burikach s integrovanym virovym genomem (Sariyer
and Khalili, 2011). Tento restrikéni mechanismus je naopak potlacen pomoci T-Ag, jenz se vaze na
promotor SRSF1 a inhibuje jeho transkripci (Craigie et al., 2015). Strukturné obsahuje SRSF1 doménu
bohatou na arginin a serin (RS), jeZ je zodpovédna za interakci s komponentami spliceozomu, a dvé
kopie RNA vazebnych motivi (RRM1 a RRM2). RMM se uplatiiuji pfi vazbé RNA, pficemz RRM1 je
hlavni doménou zodpovédnou za vazbu na DNA JCPyV nezbytnou pro inhibici transkripce (Sariyer and

Khalili, 2011).

3.4. Papillomaviry

3.4.1. Charakteristika celedi a replikacni cyklus

V soucasnosti bylo prozatim identifikovano priblizné 140 zvitecich a pfes 200 lidskych zastupct Celedi

Papillomaviridae (McBride, 2017). HPV viry napadaiji sliznicové a pokozkové epitelidlni bunky, pricemz
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infekce mlze byt asymptomaticka nebo vést k tvorbé bradavic a papilom(. Zaroveri mohou tyto viry
u imunokompromitovanych hostitell zptsobovat nékolik typl rakoviny nebo tvofit latentni stadia
(McBride, 2017; Porter et al., 2017; Reinholz et al., 2013). Podle onkogenniho potencidlu se HPV dale
déli na nizko rizikové a vysoce rizikové (Reinholz et al., 2013). Mezi nizko rizikové papillomaviry se
radi napriklad HPV1 a HPV6, které zplisobuji benigni genitani bradavice a pouze vyjimecné zplsobuji
maligni transformace. Na druhou stranu bylo popsano 15 papillomavirt fadicich se do skupiny vysoce
rizikovych subtypt, napfiklad HPV16 nebo HPV18 (Anacker and Moody, 2017; Reinholz et al., 2013).
Tyto viry zpUsobuji karcinomy bunék dlaZdicovitého epitelu a jsou, mimo jiné, etiologickym agens
karcinomu délozniho ¢ipku a nador( hlavy a krku. (Anacker and Moody, 2017; Reinholz et al., 2013).

Viry Celedi Papillomaviridae jsou malé neobalené viry s ikosahedralni kapsidou, jez uzavira
kruhovy dsDNA genom o pfiblizné velikosti 8 kbp (Cerqueira and Schiller, 2017). Genomova DNA je
v komplexu s histony a v burice se vyskytuje v podobé minichromosomu (Anacker and Moody, 2017).
Genom vsech papillomavirl obsahuje ¢tyfi ORFs, pricemz koduje dva strukturni proteiny L1 a L2, jez
tvofi virovou kapsidu, a proteiny E1 a E2, uplatiujici se pfi virové replikaci. Nékteré papillomaviry
navic obsahuji dodatecné cteci rdmce kddujici proteiny E4, E5, E6, E7 a E10, které hraji roli pfi
adaptaci na hostitelské prostredi, tvorbé vhodného replikaéniho prostifedi, deregulaci bunééného
cyklu, dniku imunitnimu systému a modifikaci a rekrutovani hostitelskych bunécénych faktor(
(McBride, 2017; Porter et al.,, 2017). Funkéné je protein E1 ATP-dependentni virova helikaza,
nezbytna pro replikaci virovych genomu a vazajici se do replikacniho pocatku (Anacker and Moody,
2017). Protein E2 je potfebny pro upevnéni E1 v ori a soucasné je hlavnim reguldtorem transkripce
(Porter et al., 2017). E4 a E5 se uplatiuji pfi uvolfiiovani virion( z hostitelskych bunék a produktivni
virové replikaci. Proteiny E6 a E7 jsou vyznamné onkoproteiny, jeZ u vysoce rizikovych HPV zpUsobuiji
deregulaci bunééného cyklu, diky jejich schopnosti vyvazovat onkosupresory pRb a p53 (Anacker and
Moody, 2017). Navic existuje u papillomavirt fazni protein ES"E2, kédovany alternativné sestfizenym
transkriptem, ktery reguluje virovou replikaci a transkripci a je dileZity pro tvorbu perzistentni
infekce (McBride, 2017) (Obrazek 15).

Replikac¢ni cyklus Papillomavir( je zavisly na vrstevnatém slizni¢nim nebo pokozkovém epitelu
a jeho diferenciaci. Replika¢ni cyklus je rozdélen do ¢ty fazi; primarni DNA amplifikace, zavadéci faze
(establishment phase), udrZovaci faze (maintenance phase) a produktivni faze (productive phase)
(Anacker and Moody, 2017; McBride, 2017). K infekci hostitele dochazi pfi mikroposkozeni epitelu a
virus v nasledujicim kroku vstupuje endocytdézou do mitoticky aktivniho basalniho keratinocytu. Pfi
mitotickém rozpadu jaderné membrany je virova ¢dstice nasledné transportovana do jadra a zbavena
virové kapsidy (Porter et al., 2017). V prvni fazi papillomavirového replika¢niho cyklu dochazi k
primarni amplifikaci DNA. V druhé, udrzovaci fazi probiha virova replikace, ptricemz virové genomy

jsou udrzovany v podobé epizomu (extrachromosomalniho replikonu) v nizkém konstantnim poctu a
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rozdélovany do dcefinych bunék (Anacker and Moody, 2017; McBride, 2017). K produktivni fazi
replikaéniho cyklu dochazi pti diferenciaci keratinocytu, jenz se postupné posunuje vrstevnatym
epitelem vzhlru od bazdini linie bunék. V této posledni fazi nastavd vysoka produkce virovych
genom(, které jsou nasledné v nejvyssich vrstvach epitelu enkapsidovany do novych virionl a

opoustéji hostitelskou buriku (McBride, 2017) (Obrazek 16).

URR ‘q‘
aEni %
poéatek

Obrazek 15: Genom lidského Papillomaviru (HPV).
Zakladni regulacni proteiny koédované genomy vsech
papillomavir(l jsou znazornény tmavomodife a strukturni
proteiny oranzové. Svétle oraniové jsou zobrazeny
doplnkové proteiny. Na schématu je dale znazornéna
regulacni oblast URR (upstream regulatory region), jez
obsahuje replikacni pocatek a vazebna mista pro protein
E2 a bunécné transkripéni faktory. Upraveno podle
(McBride, 2017).

Obrazek 16: Replikacni  cyklus

papillomavira. Papilloomaviry infikuji
Tvorba virionu a mitoticky se délici keratinocyty bazalni
uvolnéni vrstvy, ve kterych udrZuji stabilni nizky
pocet replikované genomové DNA. Pfi
diferenciaci keratinocytl nejprve
probihd exprese casnych genl a pfi
jejich  pohybu smérem nahoru od
bazdIni vrsty dochdzi k produktivni
virové replikaci, kdy je produkovéano az
tisic genomovych kopii na bunku.
V horni vrstvé keratinocytd dochazi
k enkapsidaci genomd a uvolnéni
virionll z hostitelské bunky. Upraveno
Neinfikovany HPV-infikovany podle (Moody and Laimins, 2010)
epitel epitel

Exprese pozdnich genti
Amplifikace virového
genomu

Exprese casnych genli
E1,E2,E6aE7

3.4.2. Restrikcni faktory

Pro celed Papillomaviridae je zndmo pomérné mnoho faktord, podilejicich se na restrikci virové

infekce, avsak mechanismy plsobeni byly objasnény pouze pro nékolik z nich.

APOBEC
Restrikéni role APOBEC deaminaz v papillomavirovych infekcich neni zcela jasna. Prace (Vartanian et

al., 2008) ukazala, Ze oba retézce HPV DNA mohou byt editovany proteiny APOBEC. Autofi
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identifikovali editované sekvence v prekarcinomovych burkach délozniho Cipku u HPV 16 a ve
vzorcich z bradavic u HPV 1a. V pokusech in vitro byly proteiny A3A, A3C a A3H schopny editovat
HPV DNA. Autofi usoudili, Ze by tyto tfi enzymy mohly byt zapojeny i do editace HPV DNA in vivo.
Existuji i dalSi prace, jez se zabyvaji roli APOBEC deamindz v HPV indukovanych karcinomech
(Alexandrov et al.,, 2013; Westrich et al., 2018). V rakovinotvornych burikdch protein E7 HPV 16
stabilizuje APOBEC3A pomoci inhibice jeho degradace zavislé na cullinu 2 (Westrich et al., 2018).
Studie Warrena a spolupracovnikd ukazuje, Ze hladiny A3A a A3B proteinl jsou v HPV pozitivnich
keratinocytech a cervikalnich tkanich v ¢asném stddiu progrese nadoru zvysené. Viriony HPV 16 se
tvofily v pfitomnosti A3A, avsak ne v pritomnosti A3B nebo A3C, kdy byla infektivita prikazné
snizena. Navic, pfi sniZzeni hladiny A3A v lidskych keratinocytech pomoci siRNA doslo ke zvySeni
infektivity HPV. To vedlo autory k zavéru, Zze A3A je restrikénim faktorem HPV. (Warren et al., 2015).
APOBEC proteiny zpUsobuji deaminaci C na U, pficemz ze sekvenovani vyplyva, Ze alfa-HPVs maiji nizsi
obsah TC dinukleotidd, jeZz jsou cilem APOBEC editacéni aktivity. Toto ptizplsobeni bylo
pravdépodobné vytvoreno v pribéhu spolecného evolucni vyvoje alfa-HPVs a hostitel( (Warren and
Pyeon, 2015). Jinym mechanismem restrikéniho plsobeni by mohla byt také A3A RNA editacni
aktivita, jez by mohla vést k deaminaci L1 a L2 mRNA transkriptl a nasledné nefunkcnosti virové
kapsidy (Warren et al., 2017). Nicméné autofi, ktefi se zabyvaji problematikou role APOBEC v infekci
papillomaviry se shoduji, Ze bude tfeba dalSiho vyzkumu k jejimu objasnéni (Shrnuto v (Porter et al.,

2017).

PML NBs
Dulezitou roli v restrikci papillomavird hraji nékteré komponenty PML NBs. Protein Sp100 se
vyskytuje v PML NBs ve ctyfech rliznych izoformach (Sp100A, Sp100B, Sp100C a Sp100HMG). Nékteré
z téchto izoform se vyskytuji v PML NBs stdle, nékteré se naopak pohybuji mezi nukleoplasmou a PML
NBs. Sp100 proteiny obsahuji dimerizacni a HP1 (heterochromatin protein 1) vazebnou doménu.
Jednotlivé izoformy se lisi v obsahu dalSich domén jako je DNA vazebné doména nebo chromatin
vazebny motiv zvany ,bromodomain/PHD (plant homeodomain) finger“. Diky DNA vazebnym
doménam se tyto proteiny uplatriuji prfi regulaci genové exprese (Shrnuto v (Stepp et al., 2013).
Studie popsand v praci (Stepp et al., 2013) prokazala, Ze snizeni mnozstvi Sp100 pomoci siRNA
v primarnich lidskych keratinocytech ma za ndsledek zvySeni virové transkripce a replikace. Autofi
pozorovali represi transkripce a replikace virového genomu proteinem Spl00 pouze béhem
pocatecniho stadia ustanoveni virové infekce, coz ukazuje, Ze protein Sp100 pUlsobi jako represor na
papillomavirové DNA pfichazejici do jadra (Stepp et al., 2013).

Dalsi prace této vyzkumné skupiny (Stepp et al., 2017) ukazala, Ze Sp100 lokalizuje s misty

replikace papillomavirovych genom( v primdrnich keratinocytech a v bunkach ziskanych
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z cervikalnich biopsii. Dalsi analyza prokazala, Ze se Sp100 vazal k papillomavirovému genomu a
mnozstvi navazaného proteinu napfi¢ genomem stoupalo v pozdni fazi infekce. Z téchto vysledkl a
analyzy virové transkripce po poutziti siRNA namifené proti Sp100 autofi ucinili zavér, ze Sp100
reprimuje papillomavirovy replikacni cyklus jak v ¢asné, tak v pozdni fazi infekce. Bylo zjisténo, Ze
hlavni restrikéni faktory HPV predstavuji izoformy Sp100B, -C a -HMG, ale ne Sp100A (Habiger et al.,
2016) (Shrnuto také v (Porter et al., 2017)).

Zajimavé je, Ze protein DAXX, ktery je stalou komponentou PML NBs a uplatiuje se jako
restrikéni faktor pfi infekci herpesviru HCMV a v adenovirové infekci nema na HPV negativni vliv
(Scherer and Stamminger, 2016). DAXX je pomoci proteinu L2 rekrutovdn do PML NBs, avsak jeho

naslednou roli zbyva objasnit (Florin et al., 2002). (Shrnuto v (Porter et al., 2017)).

IFI16
Jaderny DNA senzor IFI16 (viz kapitola 2.1.1) predstavuje dalsi z faktor( uplatiiujicich se pfi restrikci
papillomavirové infekce, pficemz ale plsobi nezavisle na své DNA senzorické aktivité (Porter et al.,
2017). Lo Cigno a spolupracovnici ukazali, Ze potlaceni exprese IFI16 pomoci siRNA
v imortalizovanych keratinocytech zvySuje vyrazné replikaci HPV 18. Naopak zvysena exprese IFI16
potlacila replikaci HPV 18. Protein IFI16 navic také sniZzoval transkripci virového genomu (Lo Cigno et
al., 2015). Autofi zaroven ukazali, Ze tento restrikéni faktor zprostfedkovava posttranslacni
modifikace (metylace) histonl na papillomavirovych minichromosomech tak, zZe indukuje pokles
aktivacnich euchromatinovych znacek (dimetylovany histon 3 v pozici K4-H3K4) a vzrlst inhibicnich
heterochromatinovych znacek (dimetylovany H3K9) jak na c¢asném, tak na pozdnim promotoru (Lo
Cigno et al.,, 2015). IFI16 je schopny zprostfedkovat restrikci replikace a transkripce i integrovaného
papillomavirového genomu. Zatim neni jasny mechanismus indukce zmén v modifikacich chromatinu.

(Porter et al., 2017; Lo Cigno et al., 2015)

IFIT1
Protein IFIT1, znamy také pod nazvy p56 nebo I1SG56, patfi k rodiné IFIT1 proteind kédovanych ISGs
indukovanymi virovou infekci. Spoleénym rysem této skupiny protein( je, Ze obsahuji strukturni
motivy zvané tetratricopeptidy (tandemové repetice aminokyselin vytvarejicich a helixy, jez jsou
dllezZité pro protein-proteinové interakce (Blatch and Lassle, 1999). Proteiny této rodiny byly
identifikovany jako soucast interferonovych obrannych mechanismU inhibujici nékteré RNA viry
(West Nile virus, Virus lymfocytické choriomeningitidy nebo virus hepatitidy) na Urovni translace
(Wacher et al., 2007; Wang et al., 2003). Jiny mechanismus virové restrikce byl popsan pfi infekci
papillomavirem HPV 18. Bylo zjisténo, Ze IFIT1 se N-koncovou casti vaze na C-koncovou oblast E1

proteinu HPV 18, coZ zpUsobuje inhibici vazby E1 na virovy replikacni pocatek a zablokovani jeho
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helikazové aktivity. Navic IFIT1 potlacuje interakci E1 a E2, ktera je dllezitd pro stabilizaci E1 ve
virovém ori. Zminénymi mechanismy je IFIT1 schopen ucinné inhibovat replikaci HPV DNA (Saikia et

al., 2010; Terenzi et al., 2008).

Smc5/6
V praci (Bentley et al., 2018) bylo zjistovano, jestli je tak jako v pfipadé HBV komplex Smc5/6
restrikénim faktorem papillomavir(. Autofi zjistili, Ze se Smc5/6 vaze na virovy transkripcni faktor E2.
Nebyl vsak nalezen dikaz, Ze by komplex Smc5/6 ovliviioval transkripéni aktivaci E2 nebo transkripci
virovych gen(. Pfitomnost E2 proteinu zaroven neovliviiovala hladinu Smc5/6. Autofi tudiz soudi, Ze
v pfipadé papillomavirové restrikce hraje Smc5/6 spiSe pozitivni roli, napf. v rozkladu multimernich
virovych DNA na monomery nebo pfi asociaci papillomavirovych minichromosom k mitotickému

chromatinu. (Bentley et al., 2018).
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4. 7Zaveér

Intenzivni vyzkum restrikénich faktorl namifenych proti virlm s DNA genomem byl odstartovan
objevem vnitrobunécnych DNA senzor(, jako napt. cGAS nebo IFI16. Ten pfisel mnohem pozdéji, nez
identifikace senzord RNA. Vétsina poznatkl vztahujicich se k restrikénim faktorim byla ziskana na
retrovirech nebo velkych virech s DNA genomem. Studium restrikénich faktord inhibujicich malé viry
s DNA genomem, jako hepadnaviry, parvoviry, polyomaviry nebo papillomaviry, které jsou hlavnim
predmétem této prace, je v soucasné dobé v pocatcich.

Nejvice prozkoumanymi restrikénimi faktory ucastnicimi se inhibice replikace malych virQ
s DNA genomem jsou proteiny rodiny APOBEC a PML NBs s jejich proteinovymi slozkami — proteiny
PML, DAXX a Sp100. Z dosavadnich znalosti o restrikénich faktorech vyplyva, Ze nékteré restrikéni
faktory jsou vice specifické a nékteré naopak obecnéjsi. PML NBs a protein APOBEC jsou obecnymi
restrikénimi faktory, jelikoZ se inhibi¢né uplatiuji pfi infekci mnoha DNA i RNA viry rlznych celedi.
Opacénym pripadem je napfriklad restrikéni faktor SRSF1, jenz je vice specificky a byl prozatim
identifikovan jako restrik¢ni faktor pouze u celedi Polyomaviridae. Nékteré restrikéni faktory inhibuji
rGzné viry odliSnymi mechanismy, jako je tomu napfiklad v pfipadé PML NBs, jeZ plsobi jinak u virQ
Celedi Parvoviridae a Papillomaviridae nebo APOBEC, ktery inhibuje fadu virl svou deaminazovou
aktivitou, zatimco u jinych virQ byla prokazana inhibice nezavisla na jeho enzymové aktivité. Viry se
specificky brani témto hostitelskym restrikénim faktorlm, at uz pfimou inhibici jejich funkce nebo
tim, Ze unikaji rozpoznani senzory a restrikénimi faktory. Z prozatim shromazdénych informaci
vyplyva, Ze restrikéni faktor mdze hrat inhibic¢ni roli pfi replikaci jednoho viru a naopak pozitivni roli
v replikaénim cyklu jiného viru. Prikladem takového restrikéniho faktoru je komplex Smc5/6, ktery
reprimuje transkripci HBV, ale naopak se pozitivné ucastni replikacniho cyklu HPV. Dulezitym
poznanim je, Zze funkce restrikénich faktor(i popsané na zakladé pokusU in vitro nemohou byt bez
ovéreni zobecriovany pro situaci in vivo. To bylo ukazano napf. pfi studiu restrikce parvovirl proteiny
APOBEC.

Virové restrikéni faktory jsou velmi sou¢asnym tématem a jejich vyzkum se neustale rozviji.
Diky pochopeni specificych mechanism(, jimiz restrikéni faktory pti infekci na viry plGsobi a také
mechanismu, kterymi viry prekonavaji jejich ucinky, bude moZné najit nové cile pro vyvoj

antivirovych terapeutik.
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