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Abstrakt

Virus hepatitidy typu C je vyznamny lidsky patogen, proti kterému dosud neexistuje imunizace.
Po infekci je tento virus detekovan imunitnim systémem eukaryotické hostitelské bunky pomoci re-
ceptorl rozpoznavajici molekuldrni vzory z rodiny RLR receptord, které jsou souéasti vrozeného imu-
nitniho systému. Tyto RLR receptory detekuji pfitomnost viru hepatitidy typu C a iniciuji signalni kas-
kadu spoustéjici antivirovou imunitni odpovéd. V této bakalafské praci je popsana a charakterizovana
role cytoplazmatickych PRR Ucastnicich se antivirové obrany pfi infekci eukaryotické burky virem

hepatitidy C.
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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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1 Uvod a cile prace
Virus hepatitidy typu C (HCV) patii do rodu Hepacivirus z ¢eledi Flaviviridae, ktery dale zahrnuje
naptiklad GB virus B a dalsi viry (Boukadida et al., 2018). Jedna se o maly, pozitivni (sense), obaleny
virus, obsahujici jednofetézcovou ribonukleovou kyselinu (ssRNA) replikujici se primarné, ne-li pouze

v hepatocytech (Zeisel et al., 2013).

Existence viru byla prvné uznana v roce v roce 1975, kdy bylo zjisténo, Ze vétsina pripad( spoje-
na s prenosem hepatitidy pfi krevnich transfuzich nesouvisela s virem hepatitidy A ani B. Proto byla
definovana skupina takzvanych non-A, non-B hepatitid. Nasledné studie pfenosu non-A non-B hepati-
tid u Simpanz( ukazaly, Ze infekci zpUsobuje maly obaleny virovy element. V roce 1989 byl genom
HCV naklonovan, osekvenovan a nasledné byly diky vzorklim ziskanych z infikovaného Simpanze vyvi-
nuty diagnostické testy umoziujici detekci viru HCV. To vSe umoznilo v zakladnim vyzkumu rozlustit

komponenty velice komplexniho Zivotniho cyklu tohoto vyznamného patogenu (Bukh, 2016).

Genom HCV o velikosti 9,6kbp kdduje jediny polyprotein, ktery je po translaci zpracovan virovy-
mi bunéénymi protedzami za vzniku strukturnich protein( virionu a i nestrukturnich (NS) proteind, viz
obrazek 1 (Lindenbach et al., 2005). Existuje sedm hlavnich genotypl HCV, které se dale déli mnoho
podtypt (Nakano et al., 2012).
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Obrazek 1: Organizace genomu viru hepatitidy typu C. Otevieny ¢teci ramec obsahuje polyproteinovy prekur-
zor, slozeny z 3010 aminokyselin, ohrani¢eny 5" a 3" neprekladanou oblasti (NTR). Translace polypeptidu je
fizena pomoci 5" NTR oblasti, kterd slouzi jako vazebné misto pro ribozomy. Polyprotein je Stépen ko-transla¢né
i post-transla¢né pomoci virovych a bunécnych proteaz na deset proteinovych produktl, délicich se na struk-

turni a nestrukturni proteiny (Ashfaq et al., 2011).



Onemocnéni HCV je znacnym problémem, o ¢emz informuje také Svétova zdravotnicka orga-
nizace ve své zpravé z roku 2017. V té se uvadi, Ze hlavni pfi¢iny umrti na hepatitidu typu C v roce
2015 byly jaterni cirhdza a hepatocelularni karcinom. Ke stejnému roku se uvadi celosvétovy odhad
71 milion( lidi s chronickou infekci HCV (World Health Organization and World Health Organization,
Global Hepatitis Programme). Diagnostika HCV doporucena Americkou asociaci pro studium nemoci
jater probihd pomoci testovani krve na pritomnost protilatek proti HCV nebo na pfitomnost virové
RNA (2015). Jednim ze soucéasnych cill klinického vyzkumu je vyvinuti vakciny proti HCV, ktera zatim

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

Vrozeny imunitni systém je prvni obrannou linii a vyznamnym plvodcem vzniku akutniho za-
nétu jako odpovédi vici mikrobialni ¢i virové infekci. Ke vzniku zanétu pfispivaji nejen dendritické
buriky a makrofagy, ale i epitelidlni, endotelidlni buriky a fibroblasty. Zarode¢nou linii kddované PRR
(receptory rozpoznavajici molekularni vzory), jez jsou na povrchu i uvniti témér vsech bunék, zod-
povidaji za rozpoznani pfitomnosti mikroorganism(, pripadné virQ. K rozpoznani mikroorganism( a
virl slouzi druhové rozpoznatelné konzervované struktury zvané molekularni vzory asociované s pa-
togeny (PAMPs). V soucasné dobé jsou rozdéleny PRR do ¢tyr skupin zahrnujicich transmembranové
proteiny, jako jsou toll like receptory a receptory C-lektinového typu, ale také cytoplazmatické pro-
teiny, jako napfiklad receptory podobné RIG (Retinoic acid-inducible gene) neboli RLR a receptory
podobné NOD. V cytoplazmé lokalizované RLR rozezndavaji genomovou RNA dvouretézcovych RNA
(dsRNA) vird a dsRNA generovanou jako replikacni intermediat ssRNA vird (Takeuchi and Akira,

2010).

Aktivace cytoplazmatickych RLR receptorl spousti komplexni signalni kaskddu vedouci ve vy-
sledku k presunuti prislusnych transkripénich faktor( do jadra, coz vede k produkci interferonl typu |
(IFN) a prozanétlivych cytokinl. Ty jsou klicové jednak k vyvolani antivirové odpovédi v infikovanych

i okolnich burkach, a také k formovani adaptivni imunitni odpovédi (Lee et al., 2015).

Cilem této prace je formou reserse shrnout dostupné informace o roli cytoplasmatickych PRR v
antivirové obrané pfi infekci eukaryotické burky virem hepatitidy typu C se zamérenim na detailnéjsi

popis RIG-I, MDA5 a LGP2 drah.



2 Struktura RNA helikaz

RNA helikazy, vyskytujici se v bakterialnich a eukaryotnich burikach a i u virQ, hraji klicovou roli
pfi reakci hostitele s virem. Role helikaz pfi infekci hostitelské buriky je velmi rlznoroda. Nékteré
slouzi jako nezbytné hostitelské komponenty pro replikaci viru. V jinych pfipadech slouzi jako bunéc-
ny senzor, ktery spousti imunitni odpovéd v reakci na virovou infekci. Jednotici znak vSech RNA heli-
kaz je pritomnost vysoce konzervované adenosintrifosfat (ATP)-vazebné domény DExD/H (o sekvenci
Asp-Glu-x-Asp/His). Jadro RNA helikaz je tvofeno osmi konzervovanymi motivy oznacenymi |, la, Ib, I,
I, IV, V a VI. Spolecné s DNA helikdzami mohou byt RNA helikdzy rozdéleny do péti nadrodin (SF1-
SF5). Vétsina RNA helikaz spadd do nadrodiny SF2, ktera se dale déli na jedendct rodin, z nichz do péti
podrodin patfi helikazy typu DExD/H. Konkrétné se jednda o bunécéné helikdzy DEAD box, SKI2-like
DExH, RIG-I like DExH, DEAH/RHA a virovou helikdzu DExH (Ranji and Boris-Lawrie, 2010).

2.1 Hostitelem kddované helikazy

Nékteré hostitelem kddované RNA helikdzy, konkrétné helikazy typu RLR, se podileji na indukci
bunécné antivirové odpovédi u eukaryotnich a bakteridlnich bunék a inhibuji replikaci vir(, jiné heli-
kazy kédované hostitelem ovsem replikaci vird naopak podporuji. Do této druhé skupiny helikaz patfi

naptiklad helikdzy DDX3, RHA a p68 (Ranji and Boris-Lawrie, 2010).

2.1.1 Helikazy indukujici antivirovou odpovéd

RIG-I, MDAS a LGP2 jsou helikazy indukujici antivirovou odpovéd. Jedna se o homology RLR
slouzici jako cytoplazmatické PRR. RLR helikdzy maji konzervovanou zdakladni organizaci, kde je heli-
kazové jadro tvofeno DExD/H boxem, ktery obsahuje misto pro vazbu a hydrolyzu ATP. Jedine¢nost
helikaz typu RLR je dana jejich vazebnymi doménami, které zahrnuji dvé kaspazové aktivacni a va-
zebné domény (CARD) na N-konci, inzeréni doménu v jadru helikdzy a C-koncovou regulaéni doménu

(CTD). Schematické strukturni znazornéni RLR, konkrétné RIG-I, je zobrazeno na obrazku 2.

DEAD Helicase C
1 1025 MDAS5
1| I e 678 LGP2
1 540 IPS-1

925 RIG-I

Obrazek 2: Zobrazeni klicovych domén RLR zapojenych do antivirové signalizace a adaptorového proteinu
MAVS (mitochondridlni antivirovy signalizacni protein; téZz znamy jako IPS-1, VISA a Cardif). RLR se skladaji za
dvou CARD domén, ATP4zy obsahujici DEAD box a C-koncové domény (CTD). RIG-1 a MDAS, obsahuje represo-

rovou doménu (RD) slouzici k udrZzeni helikdzy v signalizacné neaktivnim stavu, tedy k jeji autoregulaci. LGP2



postrada N-koncové CARD domény. MAVS je adaptorovy protein se kterym interaguji RLR pfi antivirové signali-
zaci a sklada se z homologni CARD domény, oblasti bohaté na prolin a transmembranové domény (TM) (Loo

and Gale, 2011).

V pfipadé RIG-I jsou CARD domény odpovédné za pfenos signalu na nasledné komponenty signali-
zacni kaskady (v tomto textu oznacovan jako downstream) (Luo et al., 2011). Jak RIG-I, tak MDAS5
helikdza rozpoznavaji dvouretézcové molekuly RNA, pficemz kazda z téchto dvou helikaz rozeznava

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

Regulacni ¢ast RIG-I helikdzy rozpoznava dvouretézcové molekuly RNA s 5'-difosfatovou i tri-
fosfatovou skupinou (Hornung et al., 2006). dsRNA delsi neZ 300 pard bazi vsak mohou stimulovat
RIG-I helikdazu nezavisle na poctu fosfatovych skupin (Kato et al., 2008). Podle krystalové struktury
RIG-I helikazy bylo prokdzano, Ze se tato helikdza bez navdzané dsRNA molekuly jakoZto ligandu vy-
skytuje v uzaviené konformaci. Po navazani dsRNA na CTD doménu dochazi k pfechodu helikazy do
oteviené konformace, viz obrazek 3 (Cui et al., 2008). Bylo prokazano, i diky dalsim krystalografickym
studiim, Ze vazba mezi CTD doménou RIG-I a dsRNA molekulou je zprostfedkovana elektrostatickymi

silami (Lu et al., 2010).

a
N =~ CARD

Hel-2i Hel-2i

Signaling Domain DexD/H box helicase domain Ligand binding domain

bl
Steady state

Hel-2i

. Closed conformation

b2

 Hel-1 Hel-2i Hel-2i
Active state f ¢ o o

Open conformation

Downstream signaling

Obrazek 3: Schematické znazornéni struktury RIG-I helikdzy v uzavrené (b1) a oteviené (b2) konformaci v nepfi-
tomnosti respektive pritomnosti ligandu. Zelené jsou zobrazeny N-koncové kaspdzové aktivacni a vazebné do-
mény, modife DExD/H helikdzovd doména a ¢ervené C-koncovd doména (CTD) (upraveno dle Abdullah and Atif

2017).



Navzdory tomu, ze MDAS helikaza sdili s RIG-I helikazou na proteinové Urovni sekvencni po-
dobnost a vyuziva stejné signdlni drahy, obé rozeznavaiji jiné typy RNA molekul. Oproti RIG-I detekuje
helikdza MDAS delsi dsRNA vyskytujici se v genomu dsRNA virll nebo jakoZto soucast replikacnich
intermediatl virQ s pozitivnim retézcem. Navic je CTD doména MDAGS helikazy, v porovnani s RIG-I
CTD doménou, lehce pootocena. Tento nevelky rozdil v orientaci CTD méni prostorou strukturu
MDAGS z uzaviené na otevienou, coz umoziuje MDAS helikaze se vazat na centralni ¢ast dsRNA, na
rozdil od prostorové struktury RIG-I helikazy, ktera diky orientaci své CTD vaZze 5" konec dsRNA (Wu
et al.,, 2013). PrestoZze se MDAS5 vaZze na dsRNA jako monomer, za urcitych okolnosti dochazi
k interakci jednotlivych molekul MDAS za vzniku vldknitého oligomeru podél rozpoznavané dsRNA
molekuly (Peisley et al., 2011). Tvorba tohoto oligomerniho vlakna koreluje s bunécnou signalizac¢ni

aktivitou v dUsledku odbouravani koncl vldken vyvolanym hydrolyzou ATP (Peisley et al., 2012).

Helikdza LGP2 byla pGvodné identifikovana v nadorech mlécné Zlazy jako vysoce exprimovany
protein. Na rozdil od RIG-I a MDAGS helikdz nema LGP2 CARD domény. Jeji role je v antagonizaci signa-
lizace zprostfedkované RIG-I a MDAS vytvorenim heterodimernich komplexd s témito helikdzami.
Kromé toho mlzZe LGP2 interagovat s MAVS (mitochondridlni antivirovy signalizacni protein; téz zna-
my jako IPS-1, VISA a Cardif) a tim ve vysledku blokovat produkci interferon (Murali et al., 2008).
CTD doména u LGP2 je svym slozenim podobna CTD doméné u RIG-I helikazy. PGvodné se LGP2 pova-
Zovala pouze za negativni reguldtor RIG-I helikdazy, ovSsem dalsi studie ukdazaly, Ze mUze fungovat i
jako pozitivni reguldtor (Takahasi et al., 2009). Jako pozitivni regulator hraje zdsadni roli v aktivaci
IFN signalizace proti infekci HCV tim, Ze stimuluje schopnost MDA5 rozeznat HCV PAMPs (Hei and
Zhong, 2017).

2.1.2 Helikazy indukujici replikaci viru

Viry, jakoZto vnitrobunécni parazité, vyuzivaji hostiteli kédované RNA helikdzy k svoji vlastni
replikaci. V souc¢asné dobé je popsano osm takovych RNA helikdz, nejen u RNA ale i u DNA vird, syn-
tetizujicich svij genom v jadre hostitelské bunky (Ranji and Boris-Lawrie, 2010). Vzhledem
k charakteru této prace, budou zminény pouze ty RNA helikazy, které jsou vyuZivany virem hepatitidy

typu C, konkrétné helikdzy DDX3, RHA a p68.

DDX3 je cytoplazmaticka DExD/H helikaza, kterd je exprimovana ve velkém mnozstvi tkani
(Ranji and Boris-Lawrie, 2010). DDX3 hraje roli v transkripci, sestfihu RNA a také exportu mediatorové
RNA a jeji nasledné translaci. Byla také popsana role DDX3 v prlibéhu regulace bunééného cyklu, bu-
nécéného rastu a tumorgenezi. Kromé vseho vySe zminéného se DDX3 podili na regulaci zZivotniho
cyklu HCV (Tsai et al., 2017). Nejprve byla prokazana interakce mezi DDX3 helikdzou a jadernym

strukturnim core proteinem HCV pomoci kvasinkovych dvouhybridnich systémd, nasledné byla po-



moci RNA interference ovérena dilezitost DDX3 pro replikaci virové RNA v jaternich bunkach HuH-7
(Ranji and Boris-Lawrie, 2010). Infekce buriky virem HCV vede k redistribuci helikdzy DDX3 do mist
syntézy HCV kolem tukovych kapének a kolokalizuje s molekulou HCV. Specifické interakce mezi
DDX3 a molekulou HCV a jejich funkcni vyznam pro Zivotni cyklus viru HCV z{stava nejasny (Ariumi,

2014).

RNA helikdza A (RHA), také oznacovana jako DHX9 helikdza, nebo jako jaderna DNA helikaza
I, patfi do nadrodiny SF2. Tato helikdza rozpléta retézce dsDNA, dsRNA a hybridni molekuly DNA-
RNA v orientaci 3' -> 5'. O jeji specifité, co se tyce substratu, je velmi malo zndmo. DHX9 byla poprvé
identifikovdna jako genovy produkt genu maleless u Drosophila melanogaster, kde je nezbytnd pro
kompenzaci déze mezi dvéma chromozomy X samic a jednim chromozomem samcl (Chakraborty
and Grosse, 2011). Sekvenéni analyza genu DHX9 odhalila centraini helikdzovou doménu skladajici se
z 8 motivl. Centralni oblast helikdzy je vysoce konzervovana mezi rliznymi Zivocisnymi druhy, zatimco
N- a C-koncové oblasti obvykle vykazuji velkou variabilitu. | presto Ze je vySe popsana helikaza pre-
vazné jaderny protein, je schopna presunu do cytoplazmy, kde hraje roli v regulaci translace, zpraco-
vani mikroRNA, ¢i v inhibici transkripce a jaderného déleni (Lee and Pelletier 2016). V neposledni
fadé bylo pozorovano, Ze pritomnost RHA helikazy je nezbytna k replikaci HCV, coZ bylo prokazano
pfi utlumeni (silencing) této helikdzy pomoci RNA interference naceZ doslo k postupnému atlumu

replikace (He et al., 2008).

DEAD box polypeptid 5 (DDX5), také zndm pod nazvem p68, je clenem velké rodiny ATP - de-
pendentnich RNA helikdz. DDX5 je helikdaza ucastnici se metabolismu RNA a to jak transkripce a
translace, tak i degradace RNA molekul, a také syntézy mikroRNA (Cheng et al., 2018). Helikazové
jadro DDX5 je tvofeno 9 motivy (Q, I, Ia, Ib, I, Ill, IV, V a VI), z nichZ motiv Q umoziuje vazbu a hydro-
lyzu ATP, ale také ovliviiuje afinitu helikdzy DDX5 k RNA substratim a vlastni helikdzovou aktivitu.
Nékteré RNA viry, HCV nevyjimaje, vyuZivaji bunéénou DDX5 helikazu ve svém Zivotnim cyklu (Cordin
et al., 2004). S vyuZzitim kvasinkovych dvouhybridnich systém( bylo prokazano, Zze DDX5 interaguje
s HCV NS5B RNA dependentni RNA polymerazou a tim urychluje replikaci HCV. PrestoZze HCV ma
vlastni RNA helikdzu kédovanou proteinem NS3, p68 pomaha s rozplétanim virové dsRNA, a tim zvy-

Suje efektivni rychlost u replikace HCV (Goh et al., 2004).

2.2 Virem kddované helikazy
Vétsina vir( nekdduje vlastni helikazy, ale vyuziva helikazy hostitelské. Existuji avsak tfi rodiny
virl kédujici svoji vlastni helikdzu. Do této skupiny virQ patfi pravé HCV (kodujici protein NS3), Vac-

cinia virus z rodiny Poxviridae a Plum pox virus z rodiny Potyviridae. Virové helikdzy jsou nezbytné



pro replikaci téchto vir( a jsou tedy vhodnym cilem pro moznou antivirovou terapii (Ranji and Boris-

Lawrie, 2010).

NS3 je u HCV multifunkéni protein s protedzovou i helikdzovou aktivitou. Tento protein obsa-
huje dvé domény, N-koncovou doménu obsahujic serinovou protedzu a C-koncovou RNA helikdzovou
doménu (Kim et al., 1996). Protein NS3 ve vazbé s peptidem NS4a tvori komplex hrajici roli v Stépeni
HCV polyproteinu a replikaci HCV viru (Grakoui et al.,, 1993). RNA helikdza NS3 reguluje replikacni
cyklus HCV ve dvou bodech. Béhem replikace HCV viru je vyZadovano rozpleteni dvouvldknové RNA,
coz umoznuje pohyb NS5b polymerdzy (Piccininni et al., 2002). Helikdza NS3 také pomaha pfi sesta-
vovani virovych partikuli, coZ je pravdépodobné dano jeji schopnosti tvofit protein-proteinové inter-
akce (Ma et al., 2008). Vyzkum |écby onemocnéni zplsobené virem HCV se zaméfuje na inhibitory
klicovych NS protein( potrebnych pro replikaci, pficemzZ jednim z nejvice studovanych je pravé kom-

plex NS3/NS4a (Meewan et al., 2019; Taylor et al., 2019).



3 Mechanizmus rozpoznani RNA viru pomoci RIG receptort
Jak jiz bylo vySe zminéno, receptory z rodiny RLR helikdz, tedy RIG-I a MDAS5 jsou dllezitymi
iniciatory vrozené imunitni odpovédi pfi infekci RNA viry. Svou roli, a to rozpozndvaci, zde hraje i tfeti
¢len této rodiny, LGP2 helikdza. Helikazy typu RLR jsou pfitomny v cytoplazmé témér kazdé eukaryot-

ni a bakteridlni buniky.

3.1 RLR iniciovana signalni kaskada

Helikdzy RIG-1 a MDAS jsou v cytoplazmé obvykle udrzovany v neaktivnim stavu. To je ¢astecné
zpUsobeno autoregulaéni funkci CTD domény obsahujici regulacni doménu (RD). Tato regulacni do-
ména interaguje s vlastni CARD doménou, ¢imz se zabrani predcasné interakci RLR s MAVS, cozZ by ve
vysledku spustilo nechténou kaskadovitou signalizaci a produkci IFN (Saito et al., 2007). Neaktivni
stav helikdzy RIG-I je také udrzovan diky fosforylaci CARD domén pomoci protein kinazy C a/Bll
(PKCo/BIl) (Maharaj et al., 2012). Po vstupu cizorodé dsRNA do cytoplazmy hostitelské burky dojde
k interakci této dsRNA s CTD doménou RLR receptoru. V pripadé kratkych dsRNA, ¢i RNA s volnym 5°-
trifosfatovym koncem se zapoji do signalizace receptor RIG-I (Hornung et al., 2006). Ligandem pro
MDAS receptor jsou naopak dlouhé dsRNA molekuly (Wu et al., 2013). RNA virus hepatitidy typu C je
detekovan pomoci RIG-I, diky 5’-trifosfatovym konctim (Saito et al., 2008), tak i pomoci MDAS helika-
zy, coz je zpusobeno pozitivni regulaci MDAS5 helikdzou LGP2, viz kapitola 3.2.1 (Cao et al., 2015).
Nasledkem interakce helikdzy s dsRNA, dochdzi k posttranslacéni modifikaci helikdzy spocivajici v pre-
ruseni spojeni mezi CARD a RD doménou. Toto preruseni je umoznéno diky defosforylaci CARD do-

mén pomoci protein fosfatdzy 1 (Wies et al., 2013).

V prfechodu od uzaviené k oteviené konformaci zaujimaji dileZitou roli také ubikvitin ligazy
zrodiny TRIM (trojstranny interakéni motiv). TRIM25 podporuje polyubikvitinaci helikazy typu K63
proximalné lokalizované CARD domény. U MDAS podporuje TRIM65 polyubikvitinaci helikazové do-
mény na pozici K63 (Lang et al., 2017). Pfi interakci dsRNA s MDAS helikdzou dochazi k SUMOylaci
MDAS5 CTD domén pomoci E3 ligazy PIAS2B, coz vede k spusténi antivirové signalizace zprostredko-
vané MDAG. Bylo ukazano, Zze nadmérna exprese PIAS2B vede ke zvyseni SUMOylace a tim i aktivity
IFN promotoru v HEK293T bunkach, zatimco mutace v PIAS2B (C362S) aktivitu promotoru utlumuje
(Fu et al.,, 2011). Dalsi E3 ligazou podilejici se na zméné konformace helikdazy RIG-I, po interakci
s dsRNA, je ligdza Riplet, ktera ubikvitinuje lyzinové zbytky v CTD doméné RIG-I, coZ vede k rozvolnéni
autorepresované vazby mezi doménami RD a CARD (Hayman et al., 2019). Navazanim dsRNA na heli-
kdzu dochdzi tedy ke konformaénim zméndm a CARD domény jsou uvolnény od RD domény. Tato

oteviena konformace ziskava signaliza¢ni aktivitu a CARD domény jsou schopny asociovat s adapto-



rovym proteinem MAVS (Loo and Gale, 2011)

zobrazeno na obrazku 4.
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Riplet, coz vkone¢ném disledku vede kRIG-I
signalizacni aktivaci. Ta je dana schopnosti uvol-
nénych CARD domén asociovat s adaptorovym

proteinem MAVS (Loo and Gale, 2011).

Dale jiz signalizace zprostfedkovana
helikdzami RIG-I a MDA5 probiha obdobné.
Tedy po aktivaci se dotyc¢nda RLR helikaza
pfemisti na mitochondridlni membranu, kde
interaguje s MAVS prostfednictvim vazby
helikdzové CARD domény s oblasti CARD do-
mény lokalizované na MAVS proteinu (Seth et
al., 2005). Dasledkem interakce mezi MAVS
a RLR je polymerizace MAVS, coZ vede ke
zvySeni afinity MAVS k adaptorovym protei-

nam TRAF (faktor spojeny s receptorem TNF)

a k navazani téchto proteint na MAVS. Navazani TRAF proteind k polymerdm MAVS vede k oligome-

rizaci TRAF, a ke spousténi ubikvitin ligdzové aktivity téchto TRAF oligomer(. MAVS maji vazebné

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

(TANK vazebné kindzy 1) pomoci komplexu TRAF/MAVS ubikvitinaci (Liu et al., 2013; Wang et al.,,

2012). Aktivacni kaskada zacina syntézou polyubikvitinacniho retézce TRAF ligazou. Tento fetézec

pres TANK (aktivator jaderného faktoru kappa B (NF-kB) asociovaného s ¢leny rodiny TRAF) interagu-

je s trimernim enzymovym komplexem IKK (IkB kindza), skladajicim se z podjednotek IKKa, IKKB a

regulacni podjednotky NEMO (NF-kB zakladni moduldtor; téZ znamy jako IKKy). NEMO je hlavni pod-



jednotka, se kterou asociuje TANK. Asociace NEMO s TANK usnadnuje navazani TBK1 a IKKe do mito-
chondridlniho komplexu MAVS-TRAF a vede k aktivaci TBK1 a IKKe (Zhao et al., 2007). Aktivovany
TBK1 a IKKe fosforyluji interferonové regulacéni transkripéni faktory (IRF) 3 a IRF7 (Zhao et al., 2007).
IRF7 i IRF3 homodimerizuji a premistuji se do jadra (Fitzgerald et al., 2003). Tim se vyvolava aktivace
na interferon citlivého elementu, coZ pfi infekci HCV vede k zahdjeni exprese genl pro tvorbu IFN

typu | a lll a tim k navozeni antivirového stavu (Anggakusuma et al., 2015).

MAVS také interaguje s adaptorovym proteinem TRADD (s doménou smrti asociovanym s re-
ceptorem faktoru nekrdzy typu 1). Ten asociuje s receptor interagujici protein kindzou (RIP) 1 a spo-
le¢né navazuji Fas-asociovanou doménou smrti (FADD), se kterou RIP1 tvori komplex. TRADD také
interaguje s rodinou proteind TRAF (Michallet et al., 2008). Interakce MAVS s FADD a RIP1 proteiny
probiha prostfednictvim non-CARD oblasti helikdz MAVS (Kawai et al., 2005). FADD a RIP1 jsou pro-
teiny obsahujici doménu smrti (DD) (Chinnaiyan et al., 1996). RIP1 obsahuje, kromé jiz zminéné DD
lokalizované na C-konci, také N-koncovou kindzovou doménu a centrdlni doménu hrajici roli v signali-
zaci. Zatimco vazba TRADD s FADD spousti apoptézu, vazba TRADD s FADD, TRAF a RIP1 aktivuje IKK

377
)

komplex (Ea et al., 2006). Aktivace IKK probihd pomoci ubikvitinace lysinu na pozici 377 (Lys®"’) na
RIP1 (Li et al., 2006). IKK po své aktivaci fosforyluje NF-kB inhibitor (IkB), ¢imz spusti ubikvitin - pro-
teazomalni degradacni drahu tohoto inhibitoru. V prlibéhu této drahy je IkB polyubikvitinovan na
Lys*® a nasledné degradovan proteazomem 26S (Krappmann and Scheidereit, 2005). Degradaci IkB jiz
nedochazi k inhibici NF-kB, tim je tento transkripc¢ni faktor uvolnén a muize vstoupit do jadra, kde fidi
transkripci prozanétlivych cytokind a nékolika antiapoptotickych proteind, které zabranuji bunécéné
smrti a podporuji zanét (Ea et al., 2006; Wang et al., 2008). Celou vySe popsanou signaliza¢ni drahu

zndzoriuje obrazek 5 na ndasledujici strance.

Nazmi se spolupracovniky jako prvni pozorovali, za vyuZiti viru japonské encefalitidy kterym
infikovali neurony, Ze je pomoci RIG-I rozezndvana také ssRNA molekula. RIG-I se po vazbé ssRNA
vaze na transmembrdanovy protein endoplazmatického retikula zvany STING (stimuldtor interferono-
vého genu; také znam jako MPYS, ERIS, TMEM173 nebo MITA) a také MAVS, coZ vede k iniciaci sig-
nalni kaskady ve vysledku vedouci k aktivaci transkripcnich faktor( NF-kB a IRF3, které se po vstupu
cizorodé genetické informace ve formé RNA do buriky presunuji do jadra, vazi na promotor IFN a tim

ho aktivuji (Nazmi et al., 2012).
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Obrazek 5: Signalizacni kaskada receptorl podobnym RIG. Vstupujici cizorodd dsRNA pusobi jako ligand pro
néktery z RLR receptor(. V zavislosti na délce dsRNA ¢i pfitomnosti 5°-trifosfatové skupiny je dsRNA rozpoznana
MDAS nebo RIG-I helikazou. Po interakci daného receptoru s molekulou RNA dojde k translokaci receptoru
k membrané mitochondrii, kde nasledné dochazi k interakci CARD domén receptori a CARD domén na MAVS.
Poté MAVS navazuje E3 ubikvitin ligdzu TRAF. TRAF vazZe adaptorovy protein TANK a ten asociuje s NEMO, coz
vede k navazani TBK1 a IKKe. Aktivace TBK1 a IKKe fosforyluje transkripéni faktory IRF3 a IRF7, coz ma za nasle-
dek transkripci interferonovych gen(. Dale MAVS interaguje s TRADD, navazuje FADD a RIP1, ktefi spolu tvofi
komplex aktivujici IKK, coz vede k aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB pro IL. Existuje také moZnost RIG-I sig-
nalizace, kterd vyuziva interakce MAVS a STING. Tato signalizace téZ vede k aktivaci IRF3 a transkripci genl pro
INF. Treti ¢len RLR rodiny — LGP2 pUsobi jako regulator negativni i pozitivni v zavislosti na tom, zda reguluje RIG-
| nebo MDAS.

(upraveno dle https://www.rndsystems.com/pathways/rig-i-like-receptor-signaling-pathways#print-copy-form)
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3.2 Regulatory RLR signalizace
Jako mnoho jinych signalnich drah i RLR draha je regulovana rliznymi negativnimi, ale i pozi-
tivnimi reguldtory, pomoci nichz zvySuje efektivitu antivirové odpovédi, ale zdroven minimalizuje

nezddouci Ucinky. VSechny zde zminéné regulatory jsou vyobrazeny na obrazku Cislo 6 na strané 19.

3.2.1 LGP2

Cytoplazmaticka DExD/H helikdza LGP2, rozpoznavajici dsRNA, patfi do rodiny RLR helikaz.
Vykazuje strukturni homologii s ostatnimi ¢leny rodiny RLR, ovsem na rozdil od RIG-I a MDAS5 helikaz
nema LGP2 helikdza CARD domény, potfebné pfimé tvorbé komplexu s MAVS. Byla vSak popsana jeji
schopnost regulovat RIG-I a MDAS helikdzy (Murali et al., 2008). LGP2 je schopna vazat fadu RNA
ligandl, kupfikladu kratkou i dlouhou dsRNA nebo 5’-trifosfatovou ssRNA (Takahasi et al., 2009;
Bruns et al., 2013).

Bylo prokazano, Ze LGP2 zesiluje MDAS signalizaci, tim Ze zvySuje afinitu MDAS ke stimulacni
MDAS ma signalizacni domény, ale k dsRNA se vazZe slabé. Naopak LGP2 rychle detekuje rtizné druhy
dsRNA, ale postradd signalizacni domény. Oba receptory, LGP2 a MDAGS, tedy spolupracuji pfi detekci
virové RNA a tvorbé antivirové odpovédi (Bruns et al., 2014). Pfitomnost LGP2 méni kinetiku interak-
ce MDA5-dsRNA a reguluje tvorbu MDAS filament. LGP2 se vyznacuje vysokou afinitou k dsRNA a
vyuziva hydrolyzu ATP k efektivnimu navazani rdznych substratd na bazi dsRNA (Bruns et al., 2013).
Diky vysoké afinité LGP2 k dsRNA dochazi k sestaveni MDAS filament na vice pozicich, coZ vede k
vytvoreni vétsSiho mnoZstvi filament MDAS ve stejném Case. VSechna filamenta MDAS podléhaji roz-
kladu zavislému na ATP, ale LGP2 umoZnuje jejich rychlejsi formovdani, stabilizuje tvorbu kratsich fi-
lamentarnich struktur MDAS a umoZniuje jejich hromadéni se do vyssiho mnoZstvi, coz ma za nasle-
dek jejich vétsi signalizaéni Gcinnost v prlibéhu casu. Kazdé z kratkych MDAS vldken obsahujicich

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

V pripadé RIG-I pIni helikdza LGP2 negativné regulacni funkci tim, Ze blokuje ubikvitinaci RIG-
I. Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo zjiSténo, Ze LGP2 interaguje s E3 ubiquitin ligazou TRIM25,
ktera posttranslaéné modifikuje RIG-I, ¢imZ pomoci ubikvitinace typu K63 CARD domén RIG-I helikazy
preménuje RIG-I na signalizacné aktivni formu. Helikdza LGP2 inhibuje TRIM25-zprostfedkovanou
ubikvitinaci helikdzy RIG-I, coZ vede k inhibici RIG-I v po¢atecni fazi antivirové imunitni signalizace.
RNA vazebné a ATP hydrolytické schopnosti LGP2, stejné tak jako CTD ¢ast LGP2, jsou v tomto pfipa-

dé postradatelné pro vyse uvedenou negativni regulaci RIG-I signalizace (Quicke et al., 2019).

13



3.2.2 Negativni regulatory RIG-I

Helikaza RIG-I je regulovana mnoha negativnimi regulatory a pravé tém jsou vénovany nasle-
dujici kapitoly.
3.2.2.1 Ubikvitinace

Nékolik E3 ligaz je zapojeno do inhibice RIG-I signalizace po virové infekci. Mezi tyto ligdzy
patfi RING finger protein (RNF) 125, RNF122, lymfom Casitas rodové linie B (c-Cbl), protoonkogen
A20, a proteiny STUB1 a TRIMA40.

RNF125 a RNF122 ubikvitinuji N-koncové CARD domény RIG-I helikdzy pomoci ubikvitinace
typu K48, ¢imz sméfuji RIG-1 helikdzu do proteazomu, kde je degradovana. To ma za nasledek utlu-

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

Protein c-Cbl je navazan na RIG-I helikdzu lektinem Silec-G, a tyrosin fosfatadzou SHP2. Domé-

83 Ubikvitinace RIG-I na tomto

na CTD u RIG-I helikdzy podléha ubikvitinaci typu K48 v poloze Lys
misté vede k proteazomdlni degradaci. Cely proces je zavisly na fosforylaci SHP2 a c-Cbl proteinu

(Chen et al., 2013b).

Protein A20 ma dvé ubiquitinové edita¢ni domény, N-koncovou de-ubikvitinaéni doménu a C-
koncovou ubiquitin ligdzovou doménu, ktera je sloZzena ze sedmi zinkovych finger domén. Delece N-
koncové domény nema zadny vyznamny vliv na inhibi¢ni ucinek proteinu A20, zatimco delece C-
koncové domény, konkrétné delece domény 7, ma za nasledek ztratu inhibi¢niho ucinku proteinu
A20. Negativni regulacni funkce proteinu A20 tedy zavisi na jeji ubikvitin ligdze (Lin et al., 2006). Mé-
rour s kolegy uvadéji, Ze protein A20 je schopen prerusit RIG-I signalizaci a Uplné blokovat aktivaci IFN

a ISG promotor( zprostifedkovanych RIG-I signalizaci (Mérour et al., 2019).

Mixed lineage leukemia (MLL) 5 patfi do evolucné konzervované rodiny Trithorax(, cozZ je
rodina proteinl majicich za ukol regulaci genové exprese. MLL5 pUsobi jako negativni regulator v
antivirovych imunitnich reakcich, kdy dochazi k jeho translokaci z jadra do cytoplazmy a naslednému
zprostredkovani interakce mezi RIG-1 a E3 ubiquitin ligdzou STUB1. Tato interakce vede k ubikvitinaci

typu K48 a proteazomadlni degradaci RIG-I helikazy (Zhou et al., 2018).

E3 ligdza TRIMA4O0 se vaZze na RIG-| a spousti polyubikvitinaci typu K27 a K48 prostrednictvim

své E3 ligazové aktivity, coZ ve vysledku vede k degradaci RIG-I proteazomem (Zhao et al., 2017).

3.2.2.2 De-ubikvitinace
Mechanismus negativni regulace RIG-I pomoci de-ubikvitinace spociva v odstranéni aktivuji-
cich K63-vazanych polyubikvitinovych retézcl z helikazy RIG-I. Déje se tak pomoci de-ubikvitinacnich

enzym( (DUB), z nichZz néktefi zastupci ze skupiny ubikvitin-specifickych proteaz (USP), negativné
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reguluji RLR signalizaci zacilenim na K63 polyubikvitinové fetézce v oblasti N-koncovych, pro aktivitu
RLR nezbytnych, CARD domén helikaz. Mezi tyto proteiny, které pfimo inhibuji RIG-I, patfi 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-ribosyla¢nimu faktoru

Arf-like proteiny (Arl) patii do rodiny vysoce konzervovanych GTPaz tzv. adenosindifosfat
(ADP)-ribosylacnich faktor( (Arf). Tyto proteiny hraji dleZitou roli ve vezikularnim transportu, meta-
bolismu lipidl, dynamice mikrotubuld a pravdépodobné dalSich bunécnych procesech (LI et al.,
2004). Jeden z ¢len( této rodiny, protein ARL16 interaguje s CTD doménou RIG-I helikazy a potladuje
jeji asociaci s dsRNA, ¢imz zamezuje prechodu RIG-I do aktivovaného stavu. Proteiny homologni s
ARL16 napf. ARL1 a ARF1, nejsou schopny inhibovat RIG-I-zprostfedkovanou signalizaci (Yang et al.,
2011).

3.2.2.4 Autofagni proteiny

Autofagie je evolucné konzervovany zpusob duleZity pro udrzeni bunécné homeostazy od-
stranénim nezadoucich protein( a poskozenych organel (Sun et al., 2016). Studie autofagnich protei-
nl Atg5-Atgl2 prokazaly, Ze jejich interakce negativné reguluje signalizacni drahu pro produkci IFN
jejich pfimou asociaci s helikazami RIG-1 a MAVS prostfednictvim jejich CARD domén. Konjugat Atg5s-
Atgl2 nebrani interakci typu CARD-CARD mezi helikdzami MAVS a RIG-| degradaci helikaz, ale vélenu-

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

3.2.2.5 Proteiny podobné NOD

Helikaza RIG-I a nukleotid vazajici oligomerizacni doména (NOD) 2 slouZi jako klicové faktory
v detekci virovych a bakterialnich patogen( a v nasledné iniciaci imunitni signalizace. Bylo prokazano,
Ze RIG-I a NOD2 nejen spolecné kolokalizuji v burice, ale také spolu pfimo interaguji. Tato interakce
z(stava stabilni i v pfipadé poskozeni aktinového cytoskeletu (Morosky et al., 2011). RIG-I negativné
reguluje NOD2, ktery nasledné zpétnovazebné negativné reguluje RIG-I (Nie et al., 2017). NOD2
pravdépodobné pusobi jako negativni regulator RIG-I signalizace tim, Ze svou interakci s RIG-I helika-

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

3.2.2.6 Dalsi meziproteinové interakce

Jako jeden z negativnich regulatord RIG-I drahy byl popsan maly, ubikvitinu podobny protein
FAT10 (HLA-F adjacent transkript 10), ktery je zndm jako signalni protein pro degradaci zprostiedko-
vanou proteazomem (Hipp et al., 2005). Nguyen s kolegy popsali mechanismus regulace, ktery zahr-
nuje vazbu FAT10 s E3 ligdzou TRIM25 a s CARD doménami RIG-I helikazy. Vznikly komplex FAT10-

TRIM25-RIG-I brani navazani RIG-1 helikdzy na MAVS, ¢imZ dochazi k blokaci downstream signalizace.
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Béhem této inhibice signalizaénich schopnosti RIG-I helikdzy nedochazi k jeji degradaci proteazomem

(Nguyen et al., 2016).

Dalsim negativnim reguldtorem RIG-I je protein SEC14L1, ¢len rodiny SEC14. Ten interaguje s
RIG-I N-koncovymi CARD doménami, ¢imZz kompetuje s MAVS o vazbu na RIG-Il, coz vede k inhibici

RIG-I signalizace a zastaveni prenosu signalu (Li et al., 2013).

3.2.3 Negativni regulatory MDAS

Helikdza MDAS je regulovdna mnoha negativnimi regulatory a pravé tém jsou vénovany na-
sledujici kapitoly.
3.2.3.1 Ubikvitinace

Protein RNF125 asociuje s MDAS5 a pravdépodobné spousti ubikvitinaci typu K48, coz vede
k degradaci MDAS proteazomem. Hladiny helikdzy MDA5S v bunkach HEK293FT byly sniZzeny za nad-

produkce proteinu RNF125, coZ naznacuje moznou degradaci MDAGS helikazy (Arimoto et al., 2007).

Dalsim dllezitym negativnim regulatorem MDAS je E3 ligdza TRIM40, kterd se vaze na MDAS
a prostrednictvim své E3 ligdzové aktivity spousti polyubikvitinaci typu K27 a K48. Takto oznadeny

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

3.2.3.2 De-ubikvitinace

Jak jiz uvedeno vyse (kapitola 3.2.2.2), mechanismus regulace pomoci de-ubikvitinace tkvi v
odstranéni aktivujicich K63-vazanych polyubikvitinovych fetézcl pomoci DUB enzym(. Hlavni roli
hraje protein USP3, ktery negativné reguluje MDAS zprostfedkovanou signalizaci zacilenim na K63-

polyubikvitinové retézce v oblasti CARD domén helikdzy MDAS (Cui et al., 2014).

3.2.3.3 Proteiny podobné ARF

Podobné jako ARL16, ktery interaguje s RIG-I CTD, ¢imZ potlacuje asociaci mezi RIG-1 a RNA,
se protein ARL5B vaze k MDAS, ¢imZ zabrafiuje jeho interakci s RNA ligandem. Tato vazba neni zavisla
na GTPazové aktivité proteinu ARL5B, avsak vyZzaduje vazbu tohoto proteinu k CTD doméné MDAS
helikazy (Kitai et al., 2015).

3.2.3.4 Dalsi meziproteinové interakce

Narayan a jeho kolegové uvadéji, Ze TRIM13 negativné reguluje MDAS, avSak mechanismus
zatim neni zcela objasnén. Kupfikladu neni jasné, zda je pro interakci MDAS helikdzy a TRIM13 vyZa-
dovdna ligdzova aktivita ubikvitin ligdzy TRIM13. Ve stejné praci je také naznaceno, Ze ligdza TRIM59
taktéZ negativné reguluje signalizaci MDAS (Narayan et al., 2014). Vysledky jsou vsak spekulativni,

vevs v

nebot novéjsi ¢lanky jiz nepojednavaji o TRIM59 v souvislosti s regulaci MDAS ¢i RLR signalizace.
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3.2.4 Negativni regulatory MAVS

Jako helikdzy RIG-l1 a MDA?S je i jejich adaptorovy protein MAVS negativné regulovan mnoha
regulatory, o nichz pojednavaji nasledujici kapitoly.
3.2.4.1 Ubikvitinace

Mezi hlavni proteiny, podilejici se na inhibici signalizace RLR po virové infekci zacilenim na
MAVS, patfi E3 ubikvitin ligdzy, jako napfiklad RNF125, MARCHS5 (téZz zndmé jako MITOL, ¢i RNF153),
Smad ubikvitinovy regulacni faktor 2 (SMURF2) a atrofin-1 interak¢ni protein 4 (AlIP4).

Bylo popsano, Ze ubikvitinace MAVS pomoci RNF125 ma za ndsledek vyznamné snizeni poctu
bunék HEK293 pfitomnych v bunéénych kulturdch, coz miZe naznacovat ubikvitinaci typu K48 nasle-
dovanou degradaci modifikovanych MAVS proteazomem (Arimoto et al., 2007). Ubikvitin ligdzy
SMURF2, MARCHS5 a AlP4 téz inhibuji signalizaci MAVS pomoci ubikvitinace typu K48 coz vede k jeho
nasledné degradaci proteazomem (Pan et al., 2014; Yoo et al., 2015; You et al., 2009). MARCHS in-
teraguje pomoci své RING domény s CARD doménami MAVS, a ubikvitinuje Lys’ a Lys°® na MAVS,
AIP4 asociuje s MAVS prostifednictvim adaptéru PCBP2 [poly(rC)-vazebného proteinu 2], ¢imZ spousti
ubikvitinaci typu K48. Takto modifikovany MAVS je urcen k degradaci proteazomem (Yoo et al., 2015;
You et al., 2009).

3.2.4.2 Autofagni proteiny

Jiz dfive zminény (kapitola 3.2.2.4) oligomer Atg5-Atg12 negativné reguluje signalizaci pfimou
asociaci s RIG-l a MAVS prostfednictvim CARD domén tim, Ze se fyzicky vclefiuje mezi MAVS a RIG-I
(Jounai et al., 2007). Mimoto, s autofagnimi proteiny Atg5 — Atgl2 interaguje mitochondridlni elon-
gacni translacni faktor Tu a protein Atgl6L1, cozZ ve vysledku vede k autofagii MAVS a tim k negativni

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

3.2.4.3 Proteiny podobné NOD

NOD-like receptor X1, zkracené NLRX1 (téZ znamy jako NOD5, NOD9 nebo NOD26) je ¢lenem
rodiny NLR (Qin et al., 2017). Moore a kolegové zjistili, Ze na oligonuleotid vazajici se doména NLRX1,
interaguje s CARD doménou MAVS proteinu béhem virové infekce, ¢imz inhibuje RLR signalizaci

(Moore et al., 2008)

Funkce NLRX1 jako negativniho reguldtoru pfirozené imunitni odpovédi, byla nedavno potvr-
zena praci, ve které jako model slouzil virus hepatitidy C. Bylo prokazano, Ze represe NLRX1 je indu-
kovdna infekci HCV, po niZ se protein NLRX1 vaZe s PCBP2 a spolecné interaguji s MAVS helikdzou, coz
ve vysledku vede k polyubikvitinaci typu K48 a nasledné proteazomalni degradaci MAVS (Qin et al.,
2017).
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3.2.4.4 Dalsi meziproteinové interakce

| v pfipadé negativni regulace MAVS hraji roli rizné dalsi meziproteinové interakce nespadaji-
ci do vyse uvedenych kategorii. Prvni z priklad{ je interakce MAVS s EZH2 (Enhancer of zeste homolog
2), coz je histon-methyltransferaza negativné regulujici RLR signalizaci, ovSem nezdvisle na své me-
thyltransferazové aktivité. EZH2 interaguje pfimo s CARD doménami MAVS, ¢imz brani jejich interakci
s helikazami typu RLR (Chen et al., 2013a). Dalsi z priklad(l negativni regulace je protein Tetraspanin
6, ktery asociuje s MAVS a ovliviiuje tvorbu signalosomu MAVS, tedy vytvoreni signalizacniho protei-
nového komplexu, a tim brani prfenosu signalu (Wang et al., 2012b). DalSim negativnim reguldtorem
MAVS proteinu je PLK1 (Polo-like kindza 1). PLK1 interaguje s MAVS na N- a na C-konci. Zatimco vazba
na N-konci je podminéna fosforyla¢ni aktivitou MAVS, vazba na C-konci je na této forsforylacni aktivi-
té nezavisld. Pravé vazba PLK1 na C-konci MAVS brdani interakci TRAF3 a MAVS, coz vede k inhibici
aktivace IRF-3, ktera je zprostfedkovana pravé pomoci TRAF3 ligazy (Vitour et al., 2009). Horec¢nata
proteinfosfataza 1A (PPM1A; také oznacovana jako PP2Ca), coz je Ser/Thr fosfataza, je dalsim pfikla-
dem negativniho reguldtotru MAVS. PPM1A totiZz defosforyluje MAVS, cozZ vede k rozruseni signdlni-
ho komplexu MAVS-TBK1 a tedy k negativni regulaci MAVS (Xiang et al., 2016). Jedné z poslednich
zde zminénych meziproteinovych interakci se ucastni proteazomalni podjednotka PSMA?7, kterd ne-
gativné reguluje RLR signalizaci interakci s MAVS tim, Ze spousti jeji degradaci proteazomem (Jia et
al., 2009). PSMA7 vaze proteiny pro proteazomalni degradaci (Cho et al., 2001). Ackoli proteazomalni
podjednotka PSMB1 neni negativnim reguldtorem MAVS, ale negativnim reguldtorem downstream
lokalizované molekuly IKK-g, je zde mezi tyto reguldtory fazena, nebot svou interakci s IKK-g spousti
proteazomalni degradaci IKK-g, coZz v kone¢ném dUsledku znamena sniZeni produkce cytokinl a tedy

negativni regulaci antivirové signalizace (Wu et al., 2019).
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4 Obrana viru hepatitidy typu C proti imunitnimu systému hostitele
Virus hepatitidy C si vyvinul rizné mechanismy obrany vic¢i bunééné imunitni odpovédi. DU-

kazem je virem kédovana serinova protedza NS3/NS4A, ktera je nejen nezbytna pro replikaci a sesta-
veni viru HCV, ale je také klicovym faktorem, diky némuz se HCV dokdaze ucinné branit proti antivirové
odpovédi hostitele (Ferreira et al., 2016). Cilem NS3/NS4A je mitochondridlni antivirovy signalni pro-
tein MAVS, ktery aktivuje transkripcni faktory regulujicich tvorbu IFN a cytokin. NS3/NS4A stépi
MAVS na pozici Cys°®, coz vede k uvolnéni N-koncového fragmentu MAVS z mitochondrie (Li et al.,
2005). Rozstépenim MAVS dochazi k inhibici exprese genl pro IFN prostfednictvim drahy RIG-I. NS3
protedza je tedy logickym cilem pro antivirovou lécbu, protoZe jeji inhibice nejen Ze narusuje zpraco-

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

V pribéhu posledniho desetileti bylo vynaloZzeno znacné Usili k pochopeni Zivotniho cyklu
HCV, coz vedlo k vyvoji molekularnich inhibitorld zamérenych na specifické virové proteiny, jako jsou
NS3 protedza a NS5B RNA-dependentni RNA polymerazy (Scheel and Rice, 2013). Nékteré z téchto
pfimych antivirovych 1€kl se jiz vyuZivaji v |é¢bé a dalsi Iéky jsou v klinickém vyvoji (McGivern et al.,

2015).

Prvni inhibitory proteazy NS3/NS4A HCV viru, boceprevir a telaprevir, byly uvedeny na trh v
roce 2011. Tyto inhibitory byly pfedepisovany pacientdim infikovanych virem hepatitidy typu C geno-
typu 1 spolu s pegylovanym interferonem alfa a ribavirinem. Druha generace inhibitoru NS3/NS4a
HCV protedzy, simeprevir a nukleosidovy analog NS5B polymerazového inhibitoru sofosbuvir, byla
uvedena na trh vroce 2013. Poté nasledovali dalsi sloué¢eniny asunaprevir, danoprevir, simeprevir,
paritaprevir, vaniprevir a grazoprevir, které byly schvdleny v kombinaci s inhibitorem NS5A interfe-
ronové resistence nebo inhibitorem polymerdzy NS5B. Vyvijené inhibitory protedzy NS3/NS4a cili na
kmeny HCV resistentni vici dosavadnim léklim, ddle maji za cil byt méné toxické pro hepatocyty.

Mezi takovéto latky patfi napriklad Vosevi (Meewan et al., 2019; Taylor et al., 2019).
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5 Zavér

Cilem této bakaldrské prace bylo popsat a charaterizovat roli cytoplazmatickych PRR Ucastni-
cich se antivirové obrany pfi infekci eukaryotické buriky virem hepatitidy C. Timto virem je celosvéto-
vé nakaZeno pfriblizné 71 miliond lidi, pficemz hlavni pfi¢inou imrti spojenou s infekci virem HCV je
jaterni cirhdza. Ackoli proti ndkaze virem HCV existuje l1é¢ba, dosud neni imunizac¢ni vakcina proti

tomuto viru.

HCV jakozto maly obaleny ssRNA virus, ktery kdduje polyprotein, jehoz soucasti je i virova
RNA helikdaza, je detekovan imunitnim systémem hostitelské buriky pomoci receptor( rozpoznavajici
molekuldrni vzory ze skupiny RLR, které jsou soucdsti vrozeného imunitniho systému. Do skupiny RLR
patfi cytoplazmatické receptorové helikdzy RIG-I, MDA5 a LGP2. Imunitni systém tedy rozpozna vstu-
pujici cizorodou ribonukleovou kyselinu a pomoci cytoplazmatickych receptorovych helikaz se na ni
navaze. Vazba zpUsobi posttranslacni modifikace samotnych receptor( a tim je uvede do signalizacné
aktivniho stadia. V tomto stadiu se receptory, pomoci svych N-koncovych domén, vazi k odpovidajici
doméné svého adaptorovému proteinu, ktery je lokalizovdn na mitochondriich. Vazba mezi domé-
nami adaptorového proteinu a receptoru spousti signalni kaskadu, jejimz vysledkem je aktivace tran-
skripcnich faktort regulujicich expresi genl pro interferony a prozanétlivé cytokiny. Cely proces imu-

nitni signalizace je prisné regulovdn pomoci pozitivnich i negativnich regulator(.

Virem hepatitidy C kédovand RNA helikdza NS3 interaguje s kofaktorem NS4a, s nimZ tvofi
NS3/NS4a komplex. Tento komplex vykazuje aktivitu serinové protedzy a slouZi viru jako obrana proti
imunitnimu systému hostitele. Pomoci této proteazy dochazi k blokaci receptorového adaptorového
proteinu, ¢imZ neni umoznéno signaliza¢né aktivnim receptoriim se navazat na adaptorovy protein a
spustit tak signalizaci. Helikdza NS3 je téz dualezita pro Zivotni cyklus viru hepatitidy C. Dudlni vlastnost
NS3 je dlivodem intenzivniho vyzkumu, v oblasti inhibice zminéné helikdzy, davajice vzniknout Iéku

proti viru hepatitidy C.

V poslednich letech se na trh dostalo mnozZstvi 1ékl proti tomuto viru. Dle mého nazoru je
pro design a tvorbu funkcni vakciny nutné pochopit kompletni a detailni pribéh RLR mediované sig-
naliza¢ni kaskady, na Urovni struktury molekul a jejich interakci. Ddle je nutné |épe pochopit interak-

ce této signalizacni drahy s dalSimi imunitnimi signalnimi drahami a Zivotnim cyklem viru HCV.
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