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Abstrakt 

Virus hepatitidy typu C je významný lidský patogen, proti kterému dosud neexistuje imunizace. 

Po infekci je tento virus detekován imunitním systémem eukaryotické hostitelské buňky pomocí re-

ceptorů rozpoznávající molekulární vzory z rodiny RLR receptorů, které jsou součástí vrozeného imu-

nitního systému. Tyto RLR receptory detekují přítomnost viru hepatitidy typu C a iniciují signální kas-

kádu spouštějící antivirovou imunitní odpověď. V této bakalářské práci je popsána a charakterizována 

role cytoplazmatických PRR účastnících se antivirové obrany při infekci eukaryotické buňky virem 

hepatitidy C. 
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helikáza, RIG-I, MDA5, pattern-recognition receptors, HCV, virus 

 

 

Abstract 

Hepatitis C virus is an important human pathogen against which there is no immunization yet. 

This virus is detected by the immune system of the eukaryotic host cell by pattern recognition recep-

tors of the RLR receptor family, which is part of the innate immune system. These RLR receptors de-

tect the presence of hepatitis C virus and initiate a signaling cascade triggering an antiviral immune 

response. In this thesis, the role of cytoplasmic PRRs involved in antiviral defense during hepatitis C 

virus infection of eukaryotic cells has been described and determined. 
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Seznam použitých zkratek 
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 Úvod a cíle práce 1

Virus hepatitidy typu C (HCV) patří do rodu Hepacivirus z čeledi Flaviviridae, který dále zahrnuje 

například GB virus B a další viry (Boukadida et al., 2018). Jedná se o malý, pozitivní (sense), obalený 

virus, obsahující jednořetězcovou ribonukleovou kyselinu (ssRNA) replikující se primárně, ne-li pouze 

v hepatocytech (Zeisel et al., 2013). 

Existence viru byla prvně uznána v roce v roce 1975, kdy bylo zjištěno, že většina případů spoje-

ná s přenosem hepatitidy při krevních transfuzích nesouvisela s virem hepatitidy A ani B. Proto byla 

definována skupina takzvaných non-A, non-B hepatitid. Následné studie přenosu non-A non-B hepati-

tid u šimpanzů ukázaly, že infekci způsobuje malý obalený virový element. V roce 1989 byl genom 

HCV naklonován, osekvenován a následně byly díky vzorkům získaných z infikovaného šimpanze vyvi-

nuty diagnostické testy umožňující detekci viru HCV. To vše umožnilo v základním výzkumu rozluštit 

komponenty velice komplexního životního cyklu tohoto významného patogenu  (Bukh, 2016). 

Genom HCV o velikosti 9,6kbp kóduje jediný polyprotein, který je po translaci zpracován virový-

mi buněčnými proteázami za vzniku strukturních proteinů virionu a i nestrukturních (NS) proteinů, viz 

obrázek 1 (Lindenbach et al., 2005). Existuje sedm hlavních genotypů HCV, které se dále dělí mnoho 

podtypů (Nakano et al., 2012). 

 

Obrázek 1: Organizace genomu viru hepatitidy typu C. Otevřený čtecí rámec obsahuje polyprote nový prekur-i

zor, složený z 3010 aminokyselin, ohraničený 5´ a 3´ nepřekládanou oblastí (NTR). Translace polypeptidu je 

řízena pomocí 5´ NTR oblasti, která slouží jako vazebné místo pro ribozomy. Polyprotein je štěpen ko-translačně 

i post-translačně pomocí virových a buněčných proteáz na deset proteinových produktů, dělících se na struk-

turní a nestrukturní proteiny (Ashfaq et al., 2011). 
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Onemocnění HCV je značným problémem, o čemž informuje také Světová zdravotnická orga-

nizace ve své zprávě z roku 2017. V té se uvádí, že hlavní příčiny úmrtí na hepatitidu typu C v roce 

2015 byly jaterní cirhóza a hepatocelulární karcinom. Ke stejnému roku se uvádí celosvětový odhad 

71 milionů lidí s chronickou infekcí HCV (World Health Organization and World Health Organization, 

Global Hepatitis Programme). Diagnostika HCV doporučená Americkou asociací pro studium nemocí 

jater probíhá pomocí testování krve na přítomnost protilátek proti HCV nebo na přítomnost virové 

RNA (2015). Jedním ze současných cílů klinického výzkumu je vyvinutí vakcíny proti HCV, která zatím 

není k dispozici (Boukadida et al., 2018). 

Vrozený imunitní systém je první obrannou linií a významným původcem vzniku akutního zá-

nětu jako odpovědi vůči mikrobiální či virové infekci. Ke vzniku zánětu přispívají nejen dendritické 

buňky a makrofágy, ale i epiteliální, endoteliální buňky a fibroblasty. Zárodečnou linií kódované PRR 

(receptory rozpoznávající molekulární vzory), jež jsou na povrchu či uvnitř téměř všech buněk, zod-

povídají za rozpoznání přítomnosti mikroorganismů, případně virů. K rozpoznání mikroorganismů a 

virů slouží druhově rozpoznatelné konzervované struktury zvané molekulární vzory asociované s pa-

togeny (PAMPs). V současné době jsou rozděleny PRR do čtyř skupin zahrnujících transmembránové 

proteiny, jako jsou toll like receptory a receptory C-lektinového typu, ale také cytoplazmatické pro-

teiny, jako například receptory podobné RIG (Retinoic acid-inducible gene) neboli RLR a receptory 

podobné NOD. V cytoplazmě lokalizované RLR rozeznávají genomovou RNA dvouřetězcových RNA 

(dsRNA) virů a dsRNA generovanou jako replikační intermediát ssRNA virů (Takeuchi and Akira, 

2010). 

Aktivace cytoplazmatických RLR receptorů spouští komplexní signální kaskádu vedoucí ve vý-

sledku k přesunutí příslušných transkripčních faktorů do jádra, což vede k produkci interferonů typu I 

(IFN) a prozánětlivých cytokinů. Ty jsou klíčové jednak k vyvolání antivirové odpovědi v infikovaných 

i okolních buňkách, a také k formování adaptivní imunitní odpovědi (Lee et al., 2015). 

Cílem této práce je formou rešerše shrnout dostupné informace o roli cytoplasmatických PRR v 

antivirové obraně při infekci eukaryotické buňky virem hepatitidy typu C se zaměřením na detailnější 

popis RIG-I, MDA5 a LGP2 drah. 
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 Struktura RNA helikáz 2

RNA helikázy, vyskytující se v bakteriálních a eukaryotních buňkách a i u virů, hrají klíčovou roli 

při reakci hostitele s virem. Role helikáz při infekci hostitelské buňky je velmi různorodá. Některé 

slouží jako nezbytné hostitelské komponenty pro replikaci viru. V jiných případech slouží jako buněč-

ný senzor, který spouští imunitní odpověď v reakci na virovou infekci. Jednotící znak všech RNA heli-

káz je přítomnost vysoce konzervované adenosintrifosfát (ATP)-vazebné domény DExD/H (o sekvenci 

Asp-Glu-x-Asp/His). Jádro RNA helikáz je tvořeno osmi konzervovanými motivy označenými I, Ia, Ib, II, 

III, IV, V a VI. Společně s DNA helikázami mohou být RNA helikázy rozděleny do pěti nadrodin (SF1-

SF5). Většina RNA helikáz spadá do nadrodiny SF2, která se dále dělí na jedenáct rodin, z nichž do pěti 

podrodin patří helikázy typu DExD/H. Konkrétně se jedná o buněčné helikázy DEAD box, SKI2-like 

DExH, RIG-I like DExH, DEAH/RHA a virovou helikázu DExH (Ranji and Boris-Lawrie, 2010). 

2.1 Hostitelem kódované helikázy 

Některé hostitelem kódované RNA helikázy, konkrétně helikázy typu RLR, se podílejí na indukci 

buněčné antivirové odpovědi u eukaryotních a bakteriálních buněk a inhibují replikaci virů, jiné heli-

kázy kódované hostitelem ovšem replikaci virů naopak podporují. Do této druhé skupiny helikáz patří 

například helikázy DDX3, RHA a p68 (Ranji and Boris-Lawrie, 2010). 

2.1.1 Helikázy indukující antivirovou odpověď 

RIG-I, MDA5 a LGP2 jsou helikázy indukující antivirovou odpověď. Jedná se o homology RLR 

sloužící jako cytoplazmatické PRR. RLR helikázy mají konzervovanou základní organizaci, kde je heli-

kázové jádro tvořeno DExD/H boxem, který obsahuje místo pro vazbu a hydrolýzu ATP. Jedinečnost 

helikáz typu RLR je dána jejich vazebnými doménami, které zahrnují dvě kaspázové aktivační a va-

zebné domény (CARD) na N-konci, inzerční doménu v jádru helikázy a C-koncovou regulační doménu 

(CTD). Schematické strukturní znázornění RLR, konkrétně RIG-I, je zobrazeno na obrázku 2. 

Obrázek 2: Zobrazení klíčových domén RLR zapojených do antivirové signalizace a adaptorového proteinu 

MAVS (mitochondriální antivirový signalizační protein; též známý jako IPS-1, VISA a Cardif). RLR se skládají za 

dvou CARD domén, ATPázy obsahující DEAD box a C-koncové domény (CTD). RIG-I a MDA5, obsahuje represo-

rovou doménu (RD) sloužící k udržení helikázy v signalizačně neaktivním stavu, tedy k její autoregulaci. LGP2 
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postrádá N-koncové CARD domény. MAVS je adaptorový protein se kterým interagují RLR při antivirové signali-

zaci a skládá se z homologní CARD domény, oblasti bohaté na prolin a transmembránové domény (TM) (Loo 

and Gale, 2011). 

V případě RIG-I jsou CARD domény odpovědné za přenos signálu na následné komponenty signali-

zační kaskády (v tomto textu označován jako downstream) (Luo et al., 2011). Jak RIG-I, tak MDA5 

helikáza rozpoznávají dvouřetězcové molekuly RNA, přičemž každá z těchto dvou helikáz rozeznává 

dsRNA o jiné velikosti (Kato et al., 2008). 

Regulační část RIG-I helikázy rozpoznává dvouřetězcové molekuly RNA s 5´-difosfátovou či tri-

fosfátovou skupinou (Hornung et al., 2006). dsRNA delší než 300 párů bází však mohou stimulovat 

RIG-I helikázu nezávisle na počtu fosfátových skupin (Kato et al., 2008). Podle krystalové struktury 

RIG-I helikázy bylo prokázáno, že se tato helikáza bez navázané dsRNA molekuly jakožto ligandu vy-

skytuje v uzavřené konformaci. Po navázání dsRNA na CTD doménu dochází k přechodu helikázy do 

otevřené konformace, viz obrázek 3 (Cui et al., 2008). Bylo prokázáno, i díky dalším krystalografickým 

studiím, že vazba mezi CTD doménou RIG-I a dsRNA molekulou je zprostředkována elektrostatickými 

silami (Lu et al., 2010).  

Obrázek 3: Schematické znázornění struktury RIG-I helikázy v uzavřené (b1) a otevřené (b2) konformaci v nepří-

tomnosti respektive přítomnosti ligandu. Zeleně jsou zobrazeny N-koncové kaspázové aktivační a vazebné do-

mény, modře  DExD/H helikázová doména a červeně C-koncová doména (CTD) (upraveno dle Abdullah and Atif 

2017). 

b2 

b1 

a 
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Navzdory tomu, že MDA5 helikáza sdílí s RIG-I helikázou na proteinové úrovni sekvenční po-

dobnost a využívá stejné signální dráhy, obě rozeznávají jiné typy RNA molekul. Oproti RIG-I detekuje 

helikáza MDA5 delší dsRNA vyskytující se v genomu dsRNA virů nebo jakožto součást replikačních 

intermediátů virů s pozitivním řetězcem. Navíc je CTD doména MDA5 helikázy, v porovnání s RIG-I 

CTD doménou, lehce pootočena. Tento nevelký rozdíl v orientaci CTD mění prostorou strukturu 

MDA5 z uzavřené na otevřenou, což umožňuje MDA5 helikáze se vázat na centrální část dsRNA, na 

rozdíl od prostorové struktury RIG-I helikázy, která díky orientaci své CTD váže 5´ konec dsRNA (Wu 

et al., 2013). Přestože se MDA5 váže na dsRNA jako monomer, za určitých okolností dochází 

k interakci jednotlivých molekul MDA5 za vzniku vláknitého oligomeru podél rozpoznávané dsRNA 

molekuly (Peisley et al., 2011). Tvorba tohoto oligomerního vlákna koreluje s buněčnou signalizační 

aktivitou v důsledku odbourávání konců vláken vyvolaným hydrolýzou ATP (Peisley et al., 2012). 

Helikáza LGP2 byla původně identifikovaná v nádorech mléčné žlázy jako vysoce exprimovaný 

protein. Na rozdíl od RIG-I a MDA5 helikáz nemá LGP2 CARD domény. Její role je v antagonizaci signa-

lizace zprostředkované RIG-I a MDA5 vytvořením heterodimerních komplexů s těmito helikázami. 

Kromě toho může LGP2 interagovat s MAVS (mitochondriální antivirový signalizační protein; též zná-

mý jako IPS-1, VISA a Cardif) a tím ve výsledku blokovat produkci interferonů (Murali et al., 2008). 

CTD doména u LGP2 je svým složením podobná CTD doméně u RIG-I helikázy. Původně se LGP2 pova-

žovala pouze za negativní regulátor RIG-I helikázy, ovšem další studie ukázaly, že může fungovat i 

jako pozitivní regulátor (Takahasi et al., 2009).  Jako pozitivní regulátor hraje zásadní roli v aktivaci 

IFN signalizace proti infekci HCV tím, že stimuluje schopnost MDA5 rozeznat HCV PAMPs (Hei and 

Zhong, 2017). 

2.1.2 Helikázy indukující replikaci viru 

Viry, jakožto vnitrobuněční parazité, využívají hostiteli kódované RNA helikázy k svojí vlastní 

replikaci. V současné době je popsáno osm takových RNA helikáz, nejen u RNA ale i u DNA virů, syn-

tetizujících svůj genom v jádře hostitelské buňky (Ranji and Boris-Lawrie, 2010). Vzhledem 

k charakteru této práce, budou zmíněny pouze ty RNA helikázy, které jsou využívány virem hepatitidy 

typu C, konkrétně helikázy DDX3, RHA a p68. 

DDX3 je cytoplazmatická DExD/H helikáza, která je exprimovaná ve velkém množství tkání 

(Ranji and Boris-Lawrie, 2010). DDX3 hraje roli v transkripci, sestřihu RNA a také exportu mediátorové 

RNA a její následné translaci. Byla také popsána role DDX3 v průběhu regulace buněčného cyklu, bu-

něčného růstu a tumorgenezi. Kromě všeho výše zmíněného se DDX3 podílí na regulaci životního 

cyklu HCV (Tsai et al., 2017). Nejprve byla prokázána interakce mezi DDX3 helikázou a jaderným 

strukturním core proteinem HCV pomocí kvasinkových dvouhybridních systémů, následně byla po-
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mocí RNA interference ověřena důležitost DDX3 pro replikaci virové RNA v jaterních buňkách HuH-7 

(Ranji and Boris-Lawrie, 2010). Infekce buňky virem HCV vede k redistribuci helikázy DDX3 do míst 

syntézy HCV kolem tukových kapének a kolokalizuje s molekulou HCV. Specifické interakce mezi 

DDX3 a molekulou HCV a jejich funkční význam pro životní cyklus viru HCV zůstává nejasný (Ariumi, 

2014).  

RNA helikáza A (RHA), také označována jako DHX9 helikáza, nebo jako jaderná DNA helikáza 

II, patří do nadrodiny SF2. Tato helikáza rozplétá řetězce dsDNA, dsRNA a hybridní molekuly DNA-

RNA v orientaci 3′ -> 5′. O její specifitě, co se týče substrátu, je velmi málo známo. DHX9 byla poprvé 

identifikována jako genový produkt genu maleless u Drosophila melanogaster, kde je nezbytná pro 

kompenzaci dóze mezi dvěma chromozomy X samic a jedním chromozomem samců (Chakraborty 

and Grosse, 2011). Sekvenční analýza genu DHX9 odhalila centrální helikázovou doménu skládající se 

z 8 motivů. Centrální oblast helikázy je vysoce konzervovaná mezi různými živočišnými druhy, zatímco 

N- a C-koncové oblasti obvykle vykazují velkou variabilitu. I přesto že je výše popsaná helikáza pře-

vážně jaderný protein, je schopna přesunu do cytoplazmy, kde hraje roli v regulaci translace, zpraco-

vání mikroRNA, či v inhibici transkripce a jaderného dělení (Lee and Pelletier 2016). V neposlední 

řadě bylo pozorováno, že přítomnost  RHA helikázy je nezbytná k replikaci HCV, což bylo prokázáno 

při utlumení (silencing) této helikázy pomocí RNA interference načež došlo k postupnému útlumu 

replikace (He et al., 2008). 

DEAD box polypeptid 5 (DDX5), také znám pod názvem p68, je členem velké rodiny ATP - de-

pendentních RNA helikáz. DDX5 je helikáza účastnící se metabolismu RNA a to jak transkripce a 

translace, tak i degradace RNA molekul, a také syntézy mikroRNA (Cheng et al., 2018). Helikázové 

jádro DDX5 je tvořeno 9 motivy (Q, I, Ia, Ib, II, III, IV, V a VI), z nichž motiv Q umožňuje vazbu a hydro-

lýzu ATP, ale také ovlivňuje afinitu helikázy DDX5 k RNA substrátům a vlastní helikázovou aktivitu. 

Některé RNA viry, HCV nevyjímaje, využívají buněčnou DDX5 helikázu ve svém životním cyklu (Cordin 

et al., 2004). S využitím kvasinkových dvouhybridních systémů bylo prokázáno, že DDX5 interaguje 

s HCV NS5B RNA dependentní RNA polymerázou a tím urychluje replikaci HCV. Přestože HCV má 

vlastní RNA helikázu kódovanou proteinem NS3, p68 pomáhá s rozplétáním virové dsRNA, a tím zvy-

šuje efektivní rychlost u replikace HCV (Goh et al., 2004). 

2.2 Virem kódované helikázy 

Většina virů nekóduje vlastní helikázy, ale využívá helikázy hostitelské. Existují avšak tři rodiny 

virů kódující svojí vlastní helikázu. Do této skupiny virů patří právě HCV (kódující protein NS3), Vac-

cinia virus z rodiny Poxviridae a Plum pox virus z rodiny Potyviridae. Virové helikázy jsou nezbytné 
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pro replikaci těchto virů a jsou tedy vhodným cílem pro možnou antivirovou terapii (Ranji and Boris-

Lawrie, 2010). 

NS3 je u HCV multifunkční protein s proteázovou i helikázovou aktivitou. Tento protein obsa-

huje dvě domény, N-koncovou doménu obsahujíc serinovou proteázu a C-koncovou RNA helikázovou 

doménu (Kim et al., 1996). Protein NS3 ve vazbě s peptidem NS4a tvoří komplex hrající roli v štěpení 

HCV polyproteinu a replikaci HCV viru (Grakoui et al., 1993). RNA helikáza NS3 reguluje replikační 

cyklus HCV ve dvou bodech. Během replikace HCV viru je vyžadováno rozpletení dvouvláknové RNA, 

což umožňuje pohyb NS5b polymerázy (Piccininni et al., 2002). Helikáza NS3 také pomáhá při sesta-

vování virových partikulí, což je pravděpodobně dáno její schopností tvořit protein-proteinové inter-

akce (Ma et al., 2008). Výzkum léčby onemocnění způsobené virem HCV se zaměřuje na inhibitory 

klíčových NS proteinů potřebných pro replikaci, přičemž jedním z nejvíce studovaných je právě kom-

plex NS3/NS4a (Meewan et al., 2019; Taylor et al., 2019).  
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 Mechanizmus rozpoznání RNA viru pomocí RIG receptorů  3

Jak již bylo výše zmíněno, receptory z rodiny RLR helikáz, tedy RIG-I a MDA5 jsou důležitými 

iniciátory vrozené imunitní odpovědi při infekci RNA viry. Svou roli, a to rozpoznávací, zde hraje i třetí 

člen této rodiny, LGP2 helikáza. Helikázy typu RLR jsou přítomny v cytoplazmě téměř každé eukaryot-

ní a bakteriální buňky. 

3.1 RLR iniciovaná signální kaskáda 

Helikázy RIG-I a MDA5 jsou v cytoplazmě obvykle udržovány v neaktivním stavu. To je částečně 

způsobeno autoregulační funkcí CTD domény obsahující regulační doménu (RD). Tato regulační do-

ména interaguje s vlastní CARD doménou, čímž se zabrání předčasné interakci RLR s MAVS, což by ve 

výsledku spustilo nechtěnou kaskádovitou signalizaci a produkci IFN (Saito et al., 2007). Neaktivní 

stav helikázy RIG-I je také udržován díky fosforylaci CARD domén pomocí protein kinázy C α/βII 

(PKCα/βII) (Maharaj et al., 2012). Po vstupu cizorodé dsRNA do cytoplazmy hostitelské buňky dojde 

k interakci této dsRNA s CTD doménou RLR receptorů. V případě krátkých dsRNA, či RNA s volným 5´-

trifosfátovým koncem se zapojí do signalizace receptor RIG-I (Hornung et al., 2006). Ligandem pro 

MDA5 receptor jsou naopak dlouhé dsRNA molekuly (Wu et al., 2013). RNA virus hepatitidy typu C je 

detekován pomocí RIG-I, díky 5´-trifosfátovým koncům (Saito et al., 2008), tak i pomocí MDA5 heliká-

zy, což je způsobeno pozitivní regulací MDA5 helikázou LGP2, viz kapitola 3.2.1 (Cao et al., 2015). 

Následkem interakce helikázy s dsRNA, dochází k posttranslační modifikaci helikázy spočívající v pře-

rušení spojení mezi CARD a RD doménou. Toto přerušení je umožněno díky defosforylaci CARD do-

mén pomocí protein fosfatázy 1 (Wies et al., 2013). 

V přechodu od uzavřené k otevřené konformaci zaujímají důležitou roli také ubikvitin ligázy 

z rodiny TRIM (trojstranný interakční motiv). TRIM25 podporuje polyubikvitinaci helikázy typu K63 

proximálně lokalizované CARD domény. U MDA5 podporuje TRIM65 polyubikvitinaci helikázové do-

mény na pozici K63 (Lang et al., 2017).  Při interakci dsRNA s MDA5 helikázou dochází k SUMOylaci 

MDA5 CTD domén pomocí E3 ligázy PIAS2β, což vede k spuštění antivirové signalizace zprostředko-

vané MDA5. Bylo ukázáno, že nadměrná exprese PIAS2β vede ke zvýšení SUMOylace a tím i aktivity 

IFN promotoru v HEK293T buňkách, zatímco mutace v PIAS2β (C362S) aktivitu promotoru utlumuje 

(Fu et al., 2011). Další E3 ligázou podílející se na změně konformace helikázy RIG-I, po interakci 

s dsRNA, je ligáza Riplet, která ubikvitinuje lyzinové zbytky v CTD doméně RIG-I, což vede k rozvolnění 

autorepresované vazby mezi doménami RD a CARD (Hayman et al., 2019). Navázáním dsRNA na heli-

kázu dochází tedy ke konformačním změnám a CARD domény jsou uvolněny od RD domény. Tato 

otevřená konformace získává signalizační aktivitu a CARD domény jsou schopny asociovat s adapto-
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rovým proteinem MAVS (Loo and Gale, 2011). Grafické zachycení aktivace RIG-I receptoru je 

zobrazeno na obrázku 4. 

Obrázek 4: Znázornění aktivace RIG-I. Receptor se 

zprvu nachází v signalizačně neaktivní tzv. uzavře-

né konformaci. To je dáno částečně účinkem 

PKCα/βII, částečně také díky autoregulačním in-

terakcím vně molekuly, kde na sebe vzájemně 

působí CTD/RD a CARD domény. Během vstupu 

cizorodé dsRNA dochází k reorganizaci CTD do-

mény, která interaguje se svým ligandem (dsRNA). 

Tím se spustí kaskáda posttranslačních modifikací, 

kterých se účastní protein fosfatáza 1, TRIM25 a 

Riplet, což v konečném důsledku vede k RIG-I 

signalizační aktivaci. Ta je dána schopností uvol-

něných CARD domén asociovat s adaptorovým 

proteinem MAVS (Loo and Gale, 2011). 

Dále již signalizace zprostředkována 

helikázami RIG-I a MDA5 probíhá obdobně. 

Tedy po aktivaci se dotyčná RLR helikáza 

přemístí na mitochondriální membránu, kde 

interaguje s MAVS prostřednictvím vazby 

helikázové CARD domény s oblastí CARD do-

mény lokalizované na MAVS proteinu (Seth et 

al., 2005). Důsledkem interakce mezi MAVS 

a RLR je polymerizace MAVS, což vede ke 

zvýšení afinity MAVS k adaptorovým protei-

nům TRAF (faktor spojený s receptorem TNF) 

a k navázání těchto proteinů na MAVS. Navázání TRAF proteinů k polymerům MAVS vede k oligome-

rizaci TRAF, a ke spouštění ubikvitin ligázové aktivity těchto TRAF oligomerů. MAVS mají vazebné 

místo pro adaptorové proteiny TRAF2, TRAF3, TRAF5 a TRAF6, které jsou nezbytné pro aktivaci TBK1 

(TANK vazebné kinázy 1) pomocí komplexu TRAF/MAVS ubikvitinací (Liu et al., 2013; Wang et al., 

2012). Aktivační kaskáda začíná syntézou polyubikvitinačního řetězce TRAF ligázou. Tento řetězec 

přes TANK (aktivátor jaderného faktoru kappa B (NF-κB) asociovaného s členy rodiny TRAF) interagu-

je s trimerním enzymovým komplexem IKK (IκB kináza), skládajícím se z podjednotek IKKα, IKKβ a 

regulační podjednotky NEMO (NF-κB základní modulátor; též známý jako IKKγ). NEMO je hlavní pod-
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jednotka, se kterou asociuje TANK. Asociace NEMO s TANK usnadňuje navázání TBK1 a IKKε do mito-

chondriálního komplexu MAVS-TRAF a vede k aktivaci TBK1 a IKKε (Zhao et al., 2007). Aktivovaný 

TBK1 a IKKε fosforylují interferonové regulační transkripční faktory (IRF) 3 a IRF7 (Zhao et al., 2007). 

IRF7 i IRF3 homodimerizují  a přemisťují se do jádra (Fitzgerald et al., 2003). Tím se vyvolává aktivace 

na interferon citlivého elementu, což při infekci HCV vede k zahájení exprese genů pro tvorbu IFN 

typu I a III a tím k navození antivirového stavu (Anggakusuma et al., 2015).  

MAVS také interaguje s adaptorovým proteinem TRADD (s doménou smrti asociovaným s re-

ceptorem faktoru nekrózy typu 1). Ten asociuje s receptor interagující protein kinázou (RIP) 1 a spo-

lečně navazují Fas-asociovanou doménou smrti (FADD), se kterou RIP1 tvoří komplex. TRADD také 

interaguje s rodinou proteinů TRAF (Michallet et al., 2008). Interakce MAVS s FADD a RIP1 proteiny 

probíhá prostřednictvím non-CARD oblasti helikáz MAVS (Kawai et al., 2005). FADD a RIP1 jsou pro-

teiny obsahující doménu smrti (DD) (Chinnaiyan et al., 1996). RIP1 obsahuje, kromě již zmíněné DD 

lokalizované na C-konci, také N-koncovou kinázovou doménu a centrální doménu hrající roli v signali-

zaci. Zatímco vazba TRADD s FADD spouští apoptózu, vazba TRADD s FADD, TRAF a RIP1 aktivuje IKK 

komplex (Ea et al., 2006). Aktivace IKK probíhá pomocí ubikvitinace lysinu na pozici 377 (Lys377) na 

RIP1 (Li et al., 2006). IKK po své aktivaci fosforyluje NF-κB inhibitor (IκB), čímž spustí ubikvitin - pro-

teazomální degradační dráhu tohoto inhibitoru. V průběhu této dráhy je IκB polyubikvitinován na 

Lys48 a následně degradován proteazomem 26S (Krappmann and Scheidereit, 2005). Degradací IκB již 

nedochází k inhibici NF-κB, tím je tento transkripční faktor uvolněn a může vstoupit do jádra, kde řídí 

transkripci prozánětlivých cytokinů a několika antiapoptotických proteinů, které zabraňují buněčné 

smrti a podporují zánět (Ea et al., 2006; Wang et al., 2008). Celou výše popsanou signalizační dráhu 

znázorňuje obrázek 5 na následující stránce. 

Nazmi se spolupracovníky jako první pozorovali, za využití viru japonské encefalitidy kterým 

infikovali neurony, že je pomocí RIG-I rozeznávána také ssRNA molekula. RIG-I se po vazbě ssRNA 

váže na transmembránový protein endoplazmatického retikula zvaný STING (stimulátor interferono-

vého genu; také znám jako MPYS, ERIS, TMEM173 nebo MITA) a také MAVS, což vede k iniciaci sig-

nální kaskády ve výsledku vedoucí k aktivaci transkripčních faktorů NF-kB a IRF3, které se po vstupu 

cizorodé genetické informace ve formě RNA do buňky přesunují do jádra, váží na promotor IFN a tím 

ho aktivují (Nazmi et al., 2012). 
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Obrázek 5: Signalizační kaskáda receptorů podobným RIG. Vstupující cizorodá dsRNA působí jako ligand pro 

některý z RLR receptorů. V závislosti na délce dsRNA či přítomnosti 5´-trifosfátové skupiny je dsRNA rozpoznána 

MDA5 nebo RIG-I helikázou. Po interakci daného receptoru s molekulou RNA dojde k translokaci receptoru 

k membráně mitochondrií, kde následně dochází k interakci CARD domén receptorů a CARD domén na MAVS. 

Poté MAVS navazuje E3 ubikvitin ligázu TRAF. TRAF váže adaptorový protein TANK a ten asociuje s NEMO, což 

vede k navázání TBK1 a IKKε. Aktivace TBK1 a IKKε fosforyluje transkripční faktory IRF3 a IRF7, což má za násle-

dek transkripci interferonových genů. Dále MAVS interaguje s TRADD, navazuje FADD a RIP1, kteří spolu tvoří 

komplex aktivující IKK, což vede k aktivaci transkripčního faktoru NF-kB pro IL. Existuje také možnost RIG-I sig-

nalizace, která využívá interakce MAVS a STING. Tato signalizace též vede k aktivaci IRF3 a transkripci genů pro 

INF. Třetí člen RLR rodiny – LGP2 působí jako regulátor negativní i pozitivní v závislosti na tom, zda reguluje RIG-

I nebo MDA5. 

(upraveno dle https://www.rndsystems.com/pathways/rig-i-like-receptor-signaling-pathways#print-copy-form)

https://www.rndsystems.com/pathways/rig-i-like-receptor-signaling-pathways#print-copy-form
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3.2 Regulátory RLR signalizace 

Jako mnoho jiných signálních drah i RLR dráha je regulována různými negativními, ale i pozi-

tivními regulátory, pomocí nichž zvyšuje efektivitu antivirové odpovědi, ale zároveň minimalizuje 

nežádoucí účinky. Všechny zde zmíněné regulátory jsou vyobrazeny na obrázku číslo 6 na straně 19. 

3.2.1 LGP2 

Cytoplazmatická DExD/H helikáza LGP2, rozpoznávající dsRNA, patří do rodiny RLR helikáz. 

Vykazuje strukturní homologii s ostatními členy rodiny RLR, ovšem na rozdíl od RIG-I a MDA5 helikáz 

nemá LGP2 helikáza CARD domény, potřebné přímé tvorbě komplexu s MAVS. Byla však popsána její 

schopnost regulovat RIG-I a MDA5 helikázy (Murali et al., 2008). LGP2 je schopna vázat řadu RNA 

ligandů, kupříkladu krátkou i dlouhou dsRNA nebo 5´-trifosfátovou ssRNA (Takahasi et al., 2009; 

Bruns et al., 2013). 

Bylo prokázáno, že LGP2 zesiluje MDA5 signalizaci, tím že zvyšuje afinitu MDA5 ke stimulační 

dsRNA čímž zvyšuje antivirovou signalizaci. Zvýšení afinity je zapříčiněno kooperací LGP2 a MDA5. 

MDA5 má signalizační domény, ale k dsRNA se váže slabě. Naopak LGP2 rychle detekuje různé druhy 

dsRNA, ale postrádá signalizační domény. Oba receptory, LGP2 a MDA5, tedy spolupracují při detekci 

virové RNA a tvorbě antivirové odpovědi (Bruns et al., 2014). Přítomnost LGP2 mění kinetiku interak-

ce MDA5-dsRNA a reguluje tvorbu MDA5 filament. LGP2 se vyznačuje vysokou afinitou k dsRNA a 

využívá hydrolýzu ATP k efektivnímu navázání různých substrátů na bázi dsRNA (Bruns et al., 2013). 

Díky vysoké afinitě LGP2 k dsRNA dochází k sestavení MDA5 filament na více pozicích, což vede k 

vytvoření většího množství filament MDA5 ve stejném čase. Všechna filamenta MDA5 podléhají roz-

kladu závislému na ATP, ale LGP2 umožňuje jejich rychlejší formování, stabilizuje tvorbu kratších fi-

lamentárních struktur MDA5 a umožňuje jejich hromadění se do vyššího množství, což má za násle-

dek jejich větší signalizační účinnost v průběhu času. Každé z krátkých MDA5 vláken obsahujících 

LGP2 helikázu je schopné indukovat aktivaci MAVS (Bruns et al., 2014). 

V případě RIG-I plní helikáza LGP2 negativně regulační funkci tím, že blokuje ubikvitinaci RIG-

I. Pomocí hmotnostní spektrometrie bylo zjištěno, že LGP2 interaguje s E3 ubiquitin ligázou TRIM25, 

která posttranslačně modifikuje RIG-I, čímž pomocí ubikvitinace typu K63 CARD domén RIG-I helikázy 

přeměňuje RIG-I na signalizačně aktivní formu. Helikáza LGP2 inhibuje TRIM25-zprostředkovanou 

ubikvitinaci helikázy RIG-I, což vede k inhibici RIG-I v počáteční fázi antivirové imunitní signalizace. 

RNA vazebné a ATP hydrolytické schopnosti LGP2, stejně tak jako CTD část LGP2, jsou v tomto přípa-

dě postradatelné pro výše uvedenou negativní regulaci RIG-I signalizace (Quicke et al., 2019).  
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3.2.2 Negativní regulátory RIG-I 

Helikáza RIG-I je regulována mnoha negativními regulátory a právě těm jsou věnovány násle-

dující kapitoly.  

3.2.2.1 Ubikvitinace  

 Několik E3 ligáz je zapojeno do inhibice RIG-I signalizace po virové infekci. Mezi tyto ligázy 

patří RING finger protein (RNF) 125, RNF122, lymfom Casitas rodové linie B (c-Cbl), protoonkogen 

A20, a proteiny STUB1 a TRIM40. 

RNF125 a RNF122 ubikvitinují N-koncové CARD domény RIG-I helikázy pomocí ubikvitinace 

typu K48, čímž směřují RIG-I helikázu do proteazomu, kde je degradována. To má za následek utlu-

mení antivirové signalizace (Arimoto et al., 2007; Wang et al., 2016).  

Protein c-Cbl je navázán na RIG-I helikázu lektinem Silec-G, a tyrosin fosfatázou SHP2. Domé-

na CTD u RIG-I helikázy podléhá ubikvitinaci typu K48 v poloze Lys813. Ubikvitinace RIG-I na tomto 

místě vede k proteazomální degradaci. Celý proces je závislý na fosforylaci SHP2 a c-Cbl proteinu 

(Chen et al., 2013b). 

Protein A20 má dvě ubiquitinové editační domény, N-koncovou de-ubikvitinační doménu a C-

koncovou ubiquitin ligázovou doménu, která je složena ze sedmi zinkových finger domén. Delece N-

koncové domény nemá žádný významný vliv na inhibiční účinek proteinu A20, zatímco delece C-

koncové domény, konkrétně delece domény 7, má za následek ztrátu inhibičního účinku proteinu 

A20. Negativní regulační funkce proteinu A20 tedy závisí na její ubikvitin ligáze (Lin et al., 2006). Mé-

rour s kolegy uvádějí, že protein A20 je schopen přerušit RIG-I signalizaci a úplně blokovat aktivaci IFN 

a ISG promotorů zprostředkovaných RIG-I signalizací (Mérour et al., 2019). 

 Mixed lineage leukemia (MLL) 5 patří do evolučně konzervované rodiny Trithoraxů, což je 

rodina proteinů majících za úkol regulaci genové exprese. MLL5 působí jako negativní regulátor v 

antivirových imunitních reakcích, kdy dochází k jeho translokaci z jádra do cytoplazmy a následnému 

zprostředkování interakce mezi RIG-I a E3 ubiquitin ligázou STUB1. Tato interakce vede k ubikvitinaci 

typu K48 a proteazomální degradaci RIG-I helikázy (Zhou et al., 2018). 

E3 ligáza TRIM40 se váže na RIG-I a spouští polyubikvitinaci typu K27 a K48 prostřednictvím 

své E3 ligázové aktivity, což ve výsledku vede k degradaci RIG-I proteazomem (Zhao et al., 2017).  

3.2.2.2 De-ubikvitinace  

Mechanismus negativní regulace RIG-I pomocí de-ubikvitinace spočívá v odstranění aktivují-

cích K63-vázaných polyubikvitinových řetězců z helikázy RIG-I. Děje se tak pomocí de-ubikvitinačních 

enzymů (DUB), z nichž někteří zástupci ze skupiny ubikvitin-specifických proteáz (USP), negativně 
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regulují RLR signalizaci zacílením na K63 polyubikvitinové řetězce v oblasti N-koncových, pro aktivitu 

RLR nezbytných, CARD domén helikáz. Mezi tyto proteiny, které přímo inhibují RIG-I, patří USP3 (Inn 

et al., 2011), USP15 (Cui et al., 2014), USP17 (Chen et al., 2010), USP21 (Fan et al., 2014), USP25 

(Zhong et al., 2013) a CYLD (Friedman et al., 2008). 

3.2.2.3 Proteiny podobné ADP-ribosylačnímu faktoru  

Arf-like proteiny (Arl) patří do rodiny vysoce konzervovaných GTPáz tzv. adenosindifosfát 

(ADP)-ribosylačních faktorů (Arf). Tyto proteiny hrají důležitou roli ve vezikulárním transportu, meta-

bolismu lipidů, dynamice mikrotubulů a pravděpodobně dalších buněčných procesech (LI et al., 

2004). Jeden z členů této rodiny, protein ARL16 interaguje s CTD doménou RIG-I helikázy a potlačuje 

její asociaci s dsRNA, čímž zamezuje přechodu RIG-I do aktivovaného stavu. Proteiny homologní s 

ARL16 např. ARL1 a ARF1, nejsou schopny inhibovat RIG-I-zprostředkovanou signalizaci (Yang et al., 

2011). 

3.2.2.4 Autofágní proteiny  

Autofágie je evolučně konzervovaný způsob důležitý pro udržení buněčné homeostázy od-

straněním nežádoucích proteinů a poškozených organel (Sun et al., 2016). Studie autofágních protei-

nů Atg5-Atg12 prokázaly, že jejich interakce negativně reguluje signalizační dráhu pro produkci IFN 

jejich přímou asociací s helikázami RIG-I a MAVS prostřednictvím jejich CARD domén. Konjugát Atg5-

Atg12 nebrání interakci typu CARD-CARD mezi helikázami MAVS a RIG-I degradací helikáz, ale včleňu-

je se mezi MAVS a RIG-I a tím fyzicky inhibuje antivirovou signalizaci (Jounai et al., 2007). 

3.2.2.5 Proteiny podobné NOD 

Helikáza RIG-I a nukleotid vázající oligomerizační doména (NOD) 2 slouží jako klíčové faktory 

v detekci virových a bakteriálních patogenů a v následné iniciaci imunitní signalizace. Bylo prokázáno, 

že RIG-I a NOD2 nejen společně kolokalizují v buňce, ale také spolu přímo interagují. Tato interakce 

zůstává stabilní i v případě poškození aktinového cytoskeletu (Morosky et al., 2011). RIG-I negativně 

reguluje NOD2, který následně zpětnovazebně negativně reguluje RIG-I (Nie et al., 2017). NOD2 

pravděpodobně působí jako negativní regulátor RIG-I signalizace tím, že svou interakcí s RIG-I heliká-

zou maskuje CARD domény RIG-I helikázy (Morosky et al., 2011).  

3.2.2.6 Další meziproteinové interakce  

Jako jeden z negativních regulátorů RIG-I dráhy byl popsán malý, ubikvitinu podobný protein 

FAT10 (HLA-F adjacent transkript 10), který je znám jako signální protein pro degradaci zprostředko-

vanou proteazomem (Hipp et al., 2005).  Nguyen s kolegy popsali mechanismus regulace, který zahr-

nuje vazbu FAT10 s E3 ligázou TRIM25 a s CARD doménami RIG-I helikázy. Vzniklý komplex FAT10-

TRIM25-RIG-I brání navázání RIG-I helikázy na MAVS, čímž dochází k blokaci downstream signalizace. 
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Během této inhibice signalizačních schopností RIG-I helikázy nedochází k její degradaci proteazomem 

(Nguyen et al., 2016).  

Dalším negativním regulátorem RIG-I je protein SEC14L1, člen rodiny SEC14. Ten interaguje s 

RIG-I N-koncovými CARD doménami, čímž kompetuje s MAVS o vazbu na RIG-I, což vede k inhibici 

RIG-I signalizace a zastavení přenosu signálu (Li et al., 2013). 

3.2.3 Negativní regulátory MDA5 

Helikáza MDA5 je regulována mnoha negativními regulátory a právě těm jsou věnovány ná-

sledující kapitoly. 

3.2.3.1 Ubikvitinace 

Protein RNF125 asociuje s MDA5 a pravděpodobně spouští ubikvitinaci typu K48, což vede 

k degradaci MDA5 proteazomem. Hladiny helikázy MDA5 v buňkách HEK293FT byly sníženy za nad-

produkce proteinu RNF125, což naznačuje možnou degradaci MDA5 helikázy (Arimoto et al., 2007). 

Dalším důležitým negativním regulátorem MDA5 je E3 ligáza TRIM40, která se váže na MDA5 

a prostřednictvím své E3 ligázové aktivity spouští polyubikvitinaci typu K27 a K48. Takto označený 

protein je poté degradován proteazomem (Zhao et al., 2017).  

3.2.3.2 De-ubikvitinace 

Jak již uvedeno výše (kapitola 3.2.2.2), mechanismus regulace pomocí de-ubikvitinace tkví v 

odstranění aktivujících K63-vázaných polyubikvitinových řetězců pomocí DUB enzymů. Hlavní roli 

hraje protein USP3, který negativně reguluje MDA5 zprostředkovanou signalizaci zacílením na K63-

polyubikvitinové řetězce v oblasti CARD domén helikázy MDA5 (Cui et al., 2014). 

3.2.3.3 Proteiny  podobné ARF 

Podobně jako ARL16, který interaguje s RIG-I CTD, čímž potlačuje asociaci mezi RIG-I a RNA, 

se protein ARL5B váže k MDA5, čímž zabraňuje jeho interakci s RNA ligandem. Tato vazba není závislá 

na GTPázové aktivitě proteinu ARL5B, avšak vyžaduje vazbu tohoto proteinu k CTD doméně MDA5 

helikázy (Kitai et al., 2015). 

3.2.3.4 Další meziproteinové interakce 

Narayan a jeho kolegové uvádějí, že TRIM13 negativně reguluje MDA5, avšak mechanismus 

zatím není zcela objasněn. Kupříkladu není jasné, zda je pro interakci MDA5 helikázy a TRIM13 vyža-

dována ligázová aktivita ubikvitin ligázy TRIM13. Ve stejné práci je také naznačeno, že ligáza TRIM59 

taktéž negativně reguluje signalizaci MDA5 (Narayan et al., 2014). Výsledky jsou však spekulativní, 

neboť novější články již nepojednávají o TRIM59 v souvislosti s regulací MDA5 či RLR signalizace. 
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3.2.4 Negativní regulátory MAVS 

Jako helikázy RIG-I a MDA5 je i jejich adaptorový protein MAVS negativně regulován mnoha 

regulátory, o nichž pojednávají následující kapitoly. 

3.2.4.1 Ubikvitinace 

Mezi hlavní proteiny, podílející se na inhibici signalizace RLR po virové infekci zacílením na 

MAVS, patří E3 ubikvitin ligázy, jako například RNF125, MARCH5 (též známé jako MITOL, či RNF153), 

Smad ubikvitinový regulační faktor 2 (SMURF2) a atrofin-1 interakční protein 4 (AIP4).  

Bylo popsáno, že ubikvitinace MAVS pomocí RNF125 má za následek významné snížení počtu 

buněk HEK293 přítomných v buněčných kulturách, což může naznačovat ubikvitinaci typu K48 násle-

dovanou degradací modifikovaných MAVS proteazomem (Arimoto et al., 2007). Ubikvitin ligázy 

SMURF2, MARCH5 a AIP4 též inhibují signalizaci MAVS pomocí ubikvitinace typu K48 což vede k jeho 

následné degradaci proteazomem (Pan et al., 2014; Yoo et al., 2015; You et al., 2009). MARCH5 in-

teraguje pomocí své RING domény s CARD doménami MAVS, a ubikvitinuje Lys7 a Lys500 na MAVS, 

AIP4 asociuje s MAVS prostřednictvím adaptéru PCBP2 [poly(rC)-vazebného proteinu 2], čímž spouští 

ubikvitinaci typu K48. Takto modifikovaný MAVS je určen k degradaci proteazomem (Yoo et al., 2015; 

You et al., 2009).  

3.2.4.2 Autofágní proteiny  

Již dříve zmíněný (kapitola 3.2.2.4) oligomer Atg5-Atg12 negativně reguluje signalizaci přímou 

asociací s RIG-I a MAVS prostřednictvím CARD domén tím, že se fyzicky včleňuje mezi MAVS a RIG-I 

(Jounai et al., 2007). Mimoto, s autofágními proteiny Atg5 – Atg12 interaguje mitochondriální elon-

gační translační faktor Tu a protein Atg16L1, což ve výsledku vede k autofagii MAVS a tím k negativní 

regulaci exprese IFN (Lei et al., 2012). 

3.2.4.3 Proteiny podobné NOD 

NOD-like receptor X1, zkráceně NLRX1 (též známý jako NOD5, NOD9 nebo NOD26) je členem 

rodiny NLR (Qin et al., 2017). Moore a kolegové zjistili, že na oligonuleotid vázající se doména NLRX1, 

interaguje s CARD doménou MAVS proteinu během virové infekce, čímž inhibuje RLR signalizaci 

(Moore et al., 2008) 

Funkce NLRX1 jako negativního regulátoru přirozené imunitní odpovědi, byla nedávno potvr-

zena prací, ve které jako model sloužil virus hepatitidy C. Bylo prokázáno, že represe NLRX1 je indu-

kována infekcí HCV, po níž se protein NLRX1 váže s PCBP2 a společně interagují s MAVS helikázou, což 

ve výsledku vede k polyubikvitinaci typu K48 a následné proteazomální degradaci MAVS (Qin et al., 

2017). 
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3.2.4.4 Další meziproteinové interakce 

I v případě negativní regulace MAVS hrají roli různé další meziproteinové interakce nespadají-

cí do výše uvedených kategorií. První z příkladů je interakce MAVS s EZH2 (Enhancer of zeste homolog 

2), což je histon-methyltransferáza negativně regulující RLR signalizaci, ovšem nezávisle na své me-

thyltransferázové aktivitě. EZH2 interaguje přímo s CARD doménami MAVS, čímž brání jejich interakci 

s helikázami typu RLR (Chen et al., 2013a). Další z příkladů negativní regulace je protein Tetraspanin 

6, který asociuje s MAVS a ovlivňuje tvorbu signalosomu MAVS, tedy vytvoření signalizačního protei-

nového komplexu, a tím brání přenosu signálu (Wang et al., 2012b). Dalším negativním regulátorem 

MAVS proteinu je PLK1 (Polo-like kináza 1). PLK1 interaguje s MAVS na N- a na C-konci. Zatímco vazba 

na N-konci je podmíněna fosforylační aktivitou MAVS, vazba na C-konci je na této forsforylační aktivi-

tě nezávislá. Právě vazba PLK1 na C-konci MAVS brání interakci TRAF3 a MAVS, což vede k inhibici 

aktivace IRF-3, která je zprostředkována právě pomocí TRAF3 ligázy (Vitour et al., 2009). Hořečnatá 

proteinfosfatáza 1A (PPM1A; také označovaná jako PP2Ca), což je Ser/Thr fosfatáza, je dalším příkla-

dem negativního regulátotru MAVS. PPM1A totiž defosforyluje MAVS, což vede k rozrušení signální-

ho komplexu MAVS-TBK1 a tedy k negativní regulaci MAVS (Xiang et al., 2016). Jedné z posledních 

zde zmíněných meziproteinových interakcí se účastní proteazomální podjednotka PSMA7, která ne-

gativně reguluje RLR signalizaci interakcí s MAVS tím, že spouští její degradaci proteazomem (Jia et 

al., 2009). PSMA7 váže proteiny pro proteazomální degradaci (Cho et al., 2001). Ačkoli proteazomální 

podjednotka PSMB1 není negativním regulátorem MAVS, ale negativním regulátorem downstream 

lokalizované molekuly IKK-ε, je zde mezi tyto regulátory řazena, neboť svou interakcí s IKK-ε spouští 

proteazomální degradaci IKK-ε, což v konečném důsledku znamená snížení produkce cytokinů a tedy 

negativní regulaci antivirové signalizace (Wu et al., 2019). 
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Obrázek 6: RLR signalizační dráha s červeně vyznačenými negativními regulátory (upraveno dle 

https://www.rndsystems.com/pathways/rig-i-like-receptor-signaling-pathways#print-copy-form)

https://www.rndsystems.com/pathways/rig-i-like-receptor-signaling-pathways#print-copy-form
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 Obrana viru hepatitidy typu C proti imunitnímu systému hostitele 4
Virus hepatitidy C si vyvinul různé mechanismy obrany vůči buněčné imunitní odpovědi. Dů-

kazem je virem kódovaná serinová proteáza NS3/NS4A, která je nejen nezbytná pro replikaci a sesta-

vení viru HCV, ale je také klíčovým faktorem, díky němuž se HCV dokáže účinně bránit proti antivirové 

odpovědi hostitele (Ferreira et al., 2016). Cílem NS3/NS4A je mitochondriální antivirový signální pro-

tein MAVS, který aktivuje transkripční faktory regulujících tvorbu IFN a cytokinů. NS3/NS4A štěpí 

MAVS na pozici Cys508, což vede k uvolnění N-koncového fragmentu MAVS z mitochondrie (Li et al., 

2005). Rozštěpením MAVS dochází k inhibici exprese genů pro IFN prostřednictvím dráhy RIG-I. NS3 

proteáza je tedy logickým cílem pro antivirovou léčbu, protože její inhibice nejen že narušuje zpraco-

vání polyproteinu, ale také obnovuje antivirovou signalizaci (McGivern et al., 2015). 

V průběhu posledního desetiletí bylo vynaloženo značné úsilí k pochopení životního cyklu 

HCV, což vedlo k vývoji molekulárních inhibitorů zaměřených na specifické virové proteiny, jako jsou 

NS3 proteáza a NS5B RNA-dependentní RNA polymerázy (Scheel and Rice, 2013). Některé z těchto 

přímých antivirových léků se již využívají v léčbě a další léky jsou v klinickém vývoji  (McGivern et al., 

2015). 

První inhibitory proteázy NS3/NS4A HCV viru, boceprevir a telaprevir, byly uvedeny na trh v 

roce 2011. Tyto inhibitory byly předepisovány pacientům infikovaných virem hepatitidy typu C geno-

typu 1 spolu s pegylovaným interferonem alfa a ribavirinem. Druhá generace inhibitoru NS3/NS4a 

HCV proteázy, simeprevir a nukleosidový analog NS5B polymerázového inhibitoru sofosbuvir, byla 

uvedena na trh v roce 2013. Poté následovali další sloučeniny asunaprevir, danoprevir, simeprevir, 

paritaprevir, vaniprevir a grazoprevir, které byly schváleny v kombinaci s  inhibitorem NS5A interfe-

ronové resistence nebo inhibitorem polymerázy NS5B. Vyvíjené inhibitory proteázy NS3/NS4a cílí na 

kmeny HCV resistentní vůči dosavadním lékům, dále mají za cíl být méně toxické pro hepatocyty. 

Mezi takovéto látky patří například Vosevi (Meewan et al., 2019; Taylor et al., 2019). 
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 Závěr 5
Cílem této bakalářské práce bylo popsat a charaterizovat roli cytoplazmatických PRR účastní-

cích se antivirové obrany při infekci eukaryotické buňky virem hepatitidy C. Tímto virem je celosvěto-

vě nakaženo přibližně 71 milionů lidí, přičemž hlavní příčinou úmrtí spojenou s infekcí virem HCV je 

jaterní cirhóza. Ačkoli proti nákaze virem HCV existuje léčba, dosud není imunizační vakcína proti 

tomuto viru. 

HCV jakožto malý obalený ssRNA virus, který kóduje polyprotein, jehož součástí je i virová 

RNA helikáza, je detekován imunitním systémem hostitelské buňky pomocí receptorů rozpoznávající 

molekulární vzory ze skupiny RLR, které jsou součástí vrozeného imunitního systému. Do skupiny RLR 

patří cytoplazmatické receptorové helikázy RIG-I, MDA5 a LGP2. Imunitní systém tedy rozpozná vstu-

pující cizorodou ribonukleovou kyselinu a pomocí cytoplazmatických receptorových helikáz se na ni 

naváže. Vazba způsobí posttranslační modifikace samotných receptorů a tím je uvede do signalizačně 

aktivního stádia. V tomto stádiu se receptory, pomocí svých N-koncových domén, váží k odpovídající 

doméně svého adaptorovému proteinu, který je lokalizován na mitochondriích. Vazba mezi domé-

nami adaptorového proteinu a receptoru spouští signální kaskádu, jejímž výsledkem je aktivace tran-

skripčních faktorů regulujících expresi genů pro interferony a prozánětlivé cytokiny. Celý proces imu-

nitní signalizace je přísně regulován pomocí pozitivních i negativních regulátorů.  

Virem hepatitidy C kódovaná RNA helikáza NS3 interaguje s kofaktorem NS4a, s nímž tvoří 

NS3/NS4a komplex. Tento komplex vykazuje aktivitu serinové proteázy a slouží viru jako obrana proti 

imunitnímu systému hostitele. Pomocí této proteázy dochází k blokaci receptorového adaptorového 

proteinu, čímž není umožněno signalizačně aktivním receptorům se navázat na adaptorový protein a 

spustit tak signalizaci. Helikáza NS3 je též důležitá pro životní cyklus viru hepatitidy C. Duální vlastnost 

NS3 je důvodem intenzivního výzkumu, v oblasti inhibice zmíněné helikázy, dávajíce vzniknout léku 

proti viru hepatitidy C.  

V posledních letech se na trh dostalo množství léků proti tomuto viru. Dle mého názoru je 

pro design a tvorbu funkční vakcíny nutné pochopit kompletní a detailní průběh RLR mediované sig-

nalizační kaskády, na úrovni struktury molekul a jejich interakcí. Dále je nutné lépe pochopit interak-

ce této signalizační dráhy s dalšími imunitními signálními drahami a životním cyklem viru HCV. 
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