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Abstrakt:

Infekce chfipkovym virem patfi mezi nejaktualnéjsi problémy dnesni doby. Unikatni
schopnost tohoto viru silné inhibovat imunitni odpovéd bunék na mnoha urovnich a jeho
pandemicky potencial z néj Cini predmét zajmu mnoha védeckych skupin. Chfipkovy virus
pouziva k inhibici imunitni odpovédi predevsim protein NS1. Protein NS1 je jednak schopen
vazat se na RNA, a maskovat ji pfed rozpoznanim bunécnymi senzory a dalSimi proteiny.
Protein NS1 obsahuje také katalytickou doménu. Pomoci této domény interaguje s mnoha
bunéénymi proteiny, zasahuje do signdini transdukce a zajistuje tak Uspéch celé infekce.
Protein NS1 je jednim zhlavnich nastrojli patogenicity chfipkového viru a zaslouZi si

patficnou pozornost.
Abstract:

Influenza virus infection is one of the most current problems nowadays. Its unique ability
to strongly inhibit cell immune response on many different levels and its pandemic potential
make it a subject of interest of many research groups. The Influenza virus uses mainly NS1
protein to inhibit the immune response. NS1 protein is able, on one hand, to bind RNA and
mask it against recognition by cellular sensors and other proteins. On the other hand, NS1
protein possesses a catalytic domain. Using this domain it interacts with many cellular
proteins, interferes with signal transduction and guarantees successful infection. NS1 protein
is one of principal pathogenicity instruments of the Influenza virus and it deserves

appropriate attention.
Klicova slova: chfipkovy virus, interferony, RNA interference, NS1

Key words: Influenza virus, interferons, RNA interference, NS1



Uvod:

Chfipkovy virus (influenza virus), je schopen napadat ¢lovéka, ale i Siroké spektrum dalSich
savcl a ptakd. ZpUsobuje béiné, avsak ne zcela banalni onemocnéni — chripku. Chripka
lidstvo provazela v prlbéhu celych déjin, poprvé byla popsana pravdépodobné uz v roce 412
pr.n.l. Hippokratem (Hoehling, 1961 — prevzato z Knipe a Howley, 2007). V modernich
déjinach, v prlbéhu 20. stoleti, zplUsobila nékolik pandemii. Nejvyznamné;jsi z nich probéhla
vroce 1918, tzv. Spanélskd chripka, a vyZadala si desitky milionl Zivotl po celém svété
(Horimoto a Kawaoka, 2001). | béZznd sezdénni chfipka ma vsak po celém svété na svédomi
kazdoroc¢né statisice Zivotl. Nejohrozenéjsi jsou malé déti, starsi lidé a chronicky nemocni
pacienti - chfipka zatéZuje organismus a muZe zpUsobit zhorseni symptom( chronické
nemoci, pfipadné usnadnit propuknuti dalsi infekce, napfiklad zapalu plic (Rothberg et al.,

2008).

Uspésnost chiipkového viru spociva v efektivnim Gniku imunitnimu systému. Aby bylo
mozné infekci chfipkovym virem pfekonat, je v organismu nutné nastolit adaptivni imunitni
odpovéd a produkci neutralizujicich protildtek (Graham et al., 1994). Chfipkovy virus je
schopen mutacemi ménit své povrchové antigeny a tim znovu a znovu neutralizujicim
protildtkdm unikat. Ztoho ddvodu je vakcina proti chfipce Ucinnd vidy jen jednu sezonu,
poté je treba ji prfizplsobit nové zmutovanému subtypu viru (Carrat a Flahault, 2007).
Vzhledem k zdvaZnosti a aktualnosti hrozby pandemii chfipky je potfeba vytvaret nové
vakciny a protivirové pripravky. Abychom nalezli pfipravek, ktery bude ucinny v inhibici
chripkového viru nezavisle na jeho schopnosti ¢astych mutaci, je nutné zkoumat
mechanismy infekce chfipkovym virem na molekuldrni drovni. Jediné detailni poznani
mechanismu, kterymi chfipka prekondva bunécné obranné systémy, nas muZe dovést

k objeveni latky ucinné na vSechny subtypy chfipkového viru.

Tato price se zaméfuje na shrnuti aktudlnich poznatkl o mechanismech pouzZivanych

chtipkovym virem k Uniku pred imunitni odpovédi.



1. Biologie chfipkového viru

Virus chfipky patfi mezi obalené RNA viry, do cCeledi Orthomyxoviridae. Genom je
segmentovany, tvofi ho jednovlaknova RNA (single-strand RNA, ssRNA) s negativnim
smyslem. Existuji tfi typy — influenza A, influenza B, influenza C. Influenza A je nejintenzivnéji
zkoumana, predevsim kvali svému potencidlu zplsobovat epidemie. Viry influenza B a C
vykazuji nékteré odliSnosti ve strukture a Zivotnim cyklu. Ve své praci se zaméruji na virus
influenza A. Pokud jsou k dané problematice znamy vyznamné odlisnosti u viru influenza B a

C, jsou v textu zminény.

Chtipkovy virus napada predevsim epitelové burnky dychaciho traktu, je vSak schopen
infikovat i makrofagy nebo dendritické bunky. Infekce bunky chfipkovym virem zaclina
adsorpci viru na kyselinu sialovou na povrchu bunky pomoci hemaglutininu. Do buriky se
virus dostava nejcastéji klathrinem zprostfedkovanou endocytézou. Pro uvolnéni viru do
cytoplasmy je dulezité nizké pH pozdniho endosomu. Virova membrana splyva s membranou
endosomu za pomoci fuzniho peptidu, ktery je odhalen stépenim molekuly hemaglutininu za
nizkého pH. Vzniklym pdérem se virové ribonukleoproteiny (RPN) dostavaji do cytoplasmy.
Viry Celedi Orthomyxoviridae se jako jediné RNA viry replikuji vjadre. Do jadra se RPN
dostavaji s vyuzitim bunécného proteinu karyoferinu, ktery rozpoznava jaderné lokaliza¢ni
signaly na virovém proteinu NP. Vjadie probiha transkripce a replikace RNA. PB1
podjednotka RNA-polymerazy ma endonukledzovou funkci a ziskavda 5°cap struktury
z hostitelskych mRNA a vyuziva je jako primer pro transkripci. Transkribované mRNA jsou
polyadenylovdny a nékteré jsou upravovany pomoci splicingu. Translace mRNA probiha na
ribozomech v cytoplasmé, proteiny HA, NA a M2 jsou translatovany na endoplasmatickém
retikulu. Nasyntetizovani dostateCného mnoiZstvi proteinu NP zfejmé vede k pfepnuti
z transkripce na replikaci. Replikace probihd pres meziprodukt cRNA, kterd ma pozitivni
smysl. Nové vytvorené virové RNA tvori opét ribonukleoproteiny a za pomoci proteini M1 a
NS2 jsou exportovany zjadra do cytoplasmy. Viry maturuji a puci z apikalni membrany
polarizovanych epitelovych bunék. Mechanismus zabaleni vSéech osmi potrebnych segmenta
genomu do virionu neni dosud zndm. Puceni virll napomaha predevsim protein M1. Znovu
mUlzZe dochdazet kvazbé kyseliny sialové hemaglutininem, proto neuraminidaza kyselinu

sialovou odstépuje a uvoliuje tak virus z buriky.



Genom chripkového viru je tvoren 8 segmenty (influenza A a B) kddujicimi 10 protein(
nebo 7 segmenty (influenza C) kodujicimi 9 proteint (viz obr. 1). Tfi nejvétsi segmenty
influenza A viru koduji tfi nejvétSi proteiny — podjednotky RNA-dependentni-RNA-
polymerazy (RdRp). Dalsi tfi segmenty kdéduji vidy po jednom proteinu — hemaglutinin,
neuraminidazu a nukleoprotein. Posledni dva segmenty koduji kazdy dva proteiny vznikajici

z jediného genu rozliSnym splicingem — M1, M2 proteiny a NS1, NS2 proteiny.

Influenza A virus Influenza B virus Influenza C virus

PB2

PB1
*P3
HEF
NP

M1, CM2
, NEP

Obr.1: Schéma segmentovaného genomu influenzy A, influenzy B, influenzy C. Viry se lisi poctem
segmentl i sekvencemi aminokyselin v jednotlivych proteinech. Pfevzato z Garcia-Sastre (2005),

upraveno.

RNA polymerdza je tvorena dvéma bazickymi (PB1, PB2) a jednou kyselou (PA)
podjednotkou. PB1 podjednotka funguje jako endonukledza a ziskava 5° cap struktury
z hostitelskych mRNA. PB2 podjednotka se ucastni transkripce. Specifickd funkce PA
podjednotky zatim nebyla objasnéna. Hemaglutinin je trimetricky tycinkovity protein
zanoreny C-koncem do virové membrany. Jeho hlavni funkci je vazba na receptor na povrchu
buniky a splynuti virové membrany s membranou endosomu, potrebny je zfejmé i pfi
maturaci virion a puceni z bunky. Neuraminidaza je glykosylovany transmembranovy
protein, jehoZ N-konec je orientovan do virionu. Nukleoprotein NP ma pozitivni ndboj, vaze
virovou RNA a obsahuje jaderné lokaliza¢ni signaly. Jeho funkci je zfejmé doprava
nukleoproteind do jaddra. M1 protein je ve virionu umistén pfimo pod membranou. Jeho
hlavni funkci je tvorba nové syntetizovanych RPN, jejich export z jadra, maturace virionU a
puéeni. M2 protein je iontovy kanal vysoce specificky pro H* ionty. Jeho funkci je okyseleni
prostiedi viru pumpovanim H' iontd zlumen pozdniho endosomu, ¢&imZ napomahd
rozvolnéni virionu pred vstupem do cytoplasmy a také Stépeni hemaglutininu. Protein NS2 je

schopny vazat protein M1 i virové ribonukleoproteiny a zajistuje export nové
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syntetizovanych genomu z jadra do cytoplasmy. Protein NS1 (non-structural protein 1) ma
dvé domény, C-koncova doména je efektorova, vaze nejriznéjsi cilové proteiny, N-koncova
doména vaze dvouretézcovou RNA (dsRNA) s vysokou afinitou a ssRNA s nizsi afinitou. Jeho

funkci je ovlivnéni imunitni odpovédi burnky na rliznych Grovnich.

Chtipkové viry jsou identifikovany pomoci jejich typu, organismu, ze kterého byly
izolovany, mista jejich izolace a poradi a roku izolace. U viru influenza typu A se navic uvadi
subtyp hemaglutininu a neuraminidazy. Tyto dva proteiny jsou vyznamné z hlediska imunitni
odpoveédi, protozZe jsou vystaveny na povrchu viru a funguji jako antigeny. Chfipkovy virus
pouziva dva mechanismy jejich obmény, ¢&imz unikd imunitni odpovédi. Prvnim
mechanismem je antigenni drift, jde o obménu nékolika aminokyselin v sekvenci HA nebo
NA v nevazebném misté. Tim se zméni antigen bez zmény vazebné funkce a protilatky se na
novy typ proteinu nemohou vazat a neutralizovat ho. Druhym mechanismem je antigenni
shift. Ten predstavuje velkou zménu antigenu HA nebo NA a tim vznik nového subtypu viru.
Novy subtyp je geneticky odliSny a vznika vysoké riziko epidemie u imunologicky naivni
populace. Antigenni shift se typicky déje preusporddanim proteinl mezi dvéma typy virQ,

Casto z rGznych organismu (Knipe a Howley, 2007).

Mimo zménu povrchovych antigent ale chfipkovy virus ovldda celou Fadu dalSich
mechanismu, s jejichz pomoci unikd imunitnimu dozoru. Za vétsinu z nich zodpovida virovy

protein NS1.

2. NS1 ovliviiuje signalni drahy vedouci k aktivaci imunitni odpovédi
2.1. NS1 je antagonista interferonu

Interferony (IFN) jsou proteiny produkované v burice jako prvni vina a vlastni zaklad
protivirové obrany. Mezi interferony typu | patii interferon a, B(Garcia-Sastre, 2001). IFN-a
se v bunce vyskytuje v rliznych subtypech - IFNala, IFNa2b, IFNadb a dalsi (Nyman et al.,
1998). Jednotlivé subtypy se lisi svou ulohou pfi infekci. IFN-B je v burice pfitomen v jediném
subtypu. IFN-y je produkovan lymfoidnimi burikami jako odpovéd na cytokiny (Garcia-Sastre,

2001), chtipkovy virus s jejich indukci neinterferuje. Interferony a, B jsou exprimovany jako
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odpovéd na infekci virem v burice, v pripadé viru chfipky je jejich transkripce spousténa
bunéénymi proteiny aktivovanymi dsRNA. Aby se virus Uspésné replikoval, musi prekonat
tuto prvni vinu imunitni odpovédi (Garcia-Sastre, 2001). U chfipkového viru je tato funkce

zajistovana predevsim proteinem NS1.

Aktivace exprese interferonu v burnice probiha pomoci rliznych drah a déje se na Urovni
aktivace transkripce genl pro interferon. Na pocatku jedné zdrah stoji TLR (Toll-like
receptors) proteiny. Pro rozpoznani chfipkového viru jsou podstatné dva proteiny z této
rodiny, TLR3 a TRL7 (Schmolke a Garcia-Sastre, 2010). Oba tyto proteiny jsou pfitomny v
membrdné endosom a rozezndvaji jako antigen virovou nukleovou kyselinu. Protein TLR3
vaze dsRNA a dale aktivuje napfiklad transkripcni faktor NFkB (nuclear factor kappa-light-
chain enhancer of activated B cells) nebo protein IRF3 (interferon regulatory factor 3)(Guillot
et al., 2005). Protein IRF3 je v bunce konstitutivné exprimovan neaktivni a v reakci na infekci
virem je fosforylovan bunéénymi kindzami a translokuje se do jadra (Lin et al., 1998). V jadre
se vaze se na enhancerové oblasti PRDI a PRDIII (positive regulatory domains) v promotoru

IFN a spousti expresi IFN-a/B z promotoru IFNA a IFNB (Schafer et al., 1998).

Chripkovy virus se brani aktivaci exprese IFN-a/B vySe popsanou drahou na urovni
proteinu IRF3. Protein NS1 pfi infekci zabranuje aktivaci proteinu IRF3 v odpovédi na
pritomnost virové RNA. Tato funkce proteinu NS1 primo souvisi sjeho schopnosti vazat
dsRNA jeho N-koncovou doménou. Virus s mutantnim proteinem NS1, neschopnym vazat
RNA, md nulovou schopnost inhibice IRF3. Uspé3nd inhibice IRF3 se odra#i i ve snizeni
exprese IFN-a/B (Talon et al., 2000). Talon et al. (2000) také zmiriuje moZnost podpurné
funkce PKR (protein kinase R) pfi aktivaci drahy TLR3 a IRF3. Protein NS1 je schopen

inhibovat PKR (viz kapitola 2.3), coZ by také mohlo vést ke snizené aktivaci IRF3.

Protein TLR7 patfi také mezi Toll-like receptory umisténé v endosomu, jako antigen
rozeznava ssRNA. Aktivovany protein TLR7 dale aktivuje napfiklad také transkripcni faktor
NFkB nebo protein IRF7 (interferon regulatory factor 7). Protein IRF7 je dalsi z aktivatord
exprese interferonu. Je aktivovan téz fosforylaci a poté se translokuje do jadra a vaze se na
oblasti PRD v promotoru IFN (Schmolke a Garcia-Sastre, 2010). Na rozdil od IRF3, neni
v burice konstitutivné exprimovan, je produkovan az jako odpovéd na IFN (Sato et al., 2000).

Reaguje tedy na virovou infekci se zpozdénim, v pozdni fazi indukce interferonu. Celd tato
11



draha funguje jako pozitivni zpétna vazba indukce interferonu (Schmolke a Garcia-Sastre,
2010). Protein IRF7 ma pomérné velmi kratky polocas Zivota. Vyskytuje se v burice vidy
nejvyse okolo jedné hodiny, na rozdil od IRF3, ten je naopak velmi stabilni (Sato et al., 2000).
Interakce drahy TLR7 a IRF7 s infekci chfipkového viru zatim nebyla objevena (Schmolke a
Garcia-Sastre, 2010). Vzhledem k pozdni aktivaci této drahy pfi infekci je pravdépodobné, ze
jeji inhibice neni pro chtipkovy virus podstatna. Zda se, Ze tato draha nebrani Uspésné

infekeci.

Dalsim spoustécem interferonové odpovédi, paralelni drahou k signalizaci pres TLR a IRF,
je retinoic acid-inducible gene | (RIG-1). Jde o protein se dvéma CARD (caspase activation
recruitment domain) doménami vazajicimi kaspazy na N-konci a helikdzovou doménou na C-
konci. RIG-l je aktivovan vazbou dsRNA na svou C-koncovou doménu a poté, za spotieby
ATP, indukuje expresi IFN (Yoneyama et al., 2004). RIG-I aktivuje mitochondridlni anti-virové
signalni proteiny (MAVS) lokalizované ve vnéjsi mitochondridlni membrané, k nim patfi
proteiny IPS-1, VISA a Cardiff. Proteiny MAVS aktivuji bunécné kinazy TANK-binding kinase a
IkB kinase (IKK)(Seth et al., 2005), které dale aktivuji IRF-3 a NFkB, coZ jsou aktivatory

transkripce interferonu (Sharma et al., 2003).

Protein NS1 vaze dsRNA chfipkového viru pomoci své N-koncové domény, bez sekvencni
specifity. Virova dsRNA je tedy zfejmé proteinem NS1 obalena (Hatada a Fukuda, 1992) a
neni pfistupna pro helikdzovou doménu proteinu RIG-I. Protein NS1 navic inhibuje aktivaci
proteinu RIG-1i v ptipadé, kdy dsRNA neni v bunce pfitomna. Tomu odpovida i skutecnost, Ze
v pfitomnosti NS1 je snizena exprese IFN-a/B a také proteinl indukovanych interferonem.
Pro inhibici spusténi exprese interferonu pres protein RIG-l je nezbytnad jen N-koncova
doména proteinu NS1 a jeji RNA-vazebna funkce. Pfi experimentech s mutantnim proteinem
NS1 s chybéjici C-koncovou doménou byla inhibice aktivace RIG-I stejné Uspésna, jako
s divokym typem proteinu. Mechanismus téchto inhibici zatim nebyl prozkouman (Guo et al.,

2007).

TranskripCni aktivator interferonu, protein NFkB je v bunce pfitomen v neaktivni formé,
vazan na inhibitor IkB (inhibitor of NFkB). Pfi virové infekci, nebo jiném stresovém podnétu,
je inhibitor IkB fosforylovan kindzou IKK. Tim se uvolni vazba inhibitoru na NFkB a ten muze

aktivovat transkripci interferonu. IkB je poté ubikvitinylovdan a degradovan v proteasomu
12



(Karin a Ben-Neriah, 2000). Protein NS1 chfipkového viru je schopen zabranovat aktivaci NF-
kB béhem infekce chfipky i béhem infekce jinych virG. Mutantni virus chfipky, bez proteinu
NS1, neni inhibice NFkB schopen vilbec. Protein NS1 inhibuje funkci NFkB opét nejspise
vazbou virové dsRNA a jeji ochranou pred rozpoznanim v burice. V aktivaci NFkB se uplatiiuje
také kindza PKR, kterou protein NS1 uspésné inhibuje (viz kapitola 2.3)(Wang et al., 2000).
Inhibice aktivace proteinu NFkB je zfejmé vysledkem inhibice drah predchazejicich jeho
aktivaci (RIG-1, IRF3, PKR). Na druhé strané, transkripéni aktivdtor NFkB zdroven aktivuje
drahy vedouci k navozeni apoptdzy v burice. Bylo prokazano, Ze pro Uspésnou propagaci viru
chripky je navozeni apoptdzy v bunice potfebné. Proto Uplna inhibice proteinu NFkB neni pro

chtipkovy virus vyhodna (Wurzer et al., 2004).

Interferon funguje predevsim jako signal pro okolni buriky, pro navozeni antivirového stavu
v tkani (Krug et al., 2003). Interferony jsou sekretované proteiny, které se vazi na povrchové
receptory IFNAR (interferon-a/B receptor) okolnich bunék. V téchto burikdch se navozuje
antivirovy stav. Vazba IFN-o/B na povrchové receptory bunék IFNAR spousti drahu JAK/STAT
(Janus kinase/ signal transducer and activator of transcription)(Platanias, 2005). Tato draha
indukuje v jadre formaci komplexu ISGF-3 (interferon stimulated gene factor 3), ktery se vaze
na protein ISRE (interferon stimulated response element) a ten spousti expresi protivirovych

protein(i (Darnell et al., 1994 — prevzato z Wathelet et al., 1998).

Protein NS1 chfipkového viru je schopen inhibovat indukci IFN-B, a to jak pfi infekci
chtipkou, tak pfi infekci jinymi viry. Exprese IFN-B je zasadni drahou, kterd pti nedostatecné
inhibici znamend neuspésnou infekci. Rlzné kmeny chtipkovych virl influenza A jsou
schopny rlzné silné inhibice exprese IFN-B. Nékteré kmeny jsou dokonce citlivéjsi na
produkci IFN-a, neZz IFN-B. NS1 protein je, mimo jiné, schopen blokovat indukci proteinu ISRE

zatim neznamym mechanismem (Hayman et al., 2006).

Protein NS1 je schopen blokovat nejen indukci exprese interferonu, ale také imunitni
mechanismy interferonem spousténé. Mezi interferonem stimulované proteiny patfi
napfiklad protein p38, MAP kindzy (mitogen-activated protein kinase), PI3 kindza
(phosphatidyl-inositol 3 kinase), ISG15 (Interferon stimulated gene 15),
2’-5’oligoadenylatsyntetdza a dalsi. Tyto proteiny maji za ukol riznymi mechanismy zamezit

mnoZeni a Sifeni viru dal do organismu — zastavuji bunécénou translaci, aktivuji imunitni
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systém (Platanias, 2005). Virus chfipky vyvinul specifické mechanismy tlumici Ucinek
nékterych z téchto proteinl (viz kapitoly 2.2, 2.4). Virus influenza A navic tlumi nespecificky
ucinek vsech protein( tim, Ze zadrZzuje bunééné mRNA v jadre a brani jejich posttraskripénim

Upravam (viz kapitola 4)(Kim et al., 2002).

Protein ISG15 patfi mezi proteiny silné stimulované interferonem. Jde o takzvany ubikvitinu
podobny (ubiquitin like) protein, kovalentné se vaze na rlizné proteiny svym C-koncem a
navadi je k degradaci do proteasomu. Vazba proteinu ISG15 k proteinlim je aktivovana UBE1
(ubiquitin-activating enzyme 1) proteinem, coZ je protein podobny E1 enzymu aktivujicimu
vazbu ubikvitinu. Protein NS1 viru influenza B brani pravé aktivaci proteinu ISG15 UBE1
proteinem. Pro tuto funkci je nezbytna N-koncova ¢ast proteinu NS1, kterd obsahuje celou
N-koncovou doménu s RNA-vazebnou funkci a ¢ast C-koncové efektorové domény (Yuan a
Krug, 2001). NS1 protein viru influenza B vaze protein ISG15 pomoci smycky na N-konci. Tato
smycka je vtomto proteinu NS1 ve dvou kopiich, jeden protein NS1 tedy pravdépodobné
mUzZe vazat dva proteiny ISG15. Protein NS1 viru influenzy A tuto smycku na N-konci nem3, a
také protein I1SG15 nevaze (Krug et al., 2003). V burikdch infikovanych virem influenzy B se
protein 1ISG15 vyskytuje neaktivni, neni schopen vazat bunécné proteiny. Protein NS1 viru
influenzy A nema schopnost inhibovat aktivaci proteinu ISG15, ale brani uz expresi tohoto

proteinu vySe zminénym nespecifickym mechanismem (viz kapitola 4)(Yuan a Krug, 2001).

Vazba interferonu na okolni bunky a navozeni antivirového stavu v tkani je vétSinou
fatalni pro propagaci chtipkového viru v organismu. Pravé diky navozeni antivirového stavu
v okolnich bunkach imunita prekondva infekci. Snaha o inhibici této drahy je pro chfipkovy
virus nutnosti. Pro inhibici interferonové drahy proteinem NS1 na rlznych uUrovnich je
zasadni vazba dsRNA a tedy N-koncovda doména proteinu. Ta je zvlastni svoji strukturou
dimerického fetizku slozeného ze Sesti helixd, coZ je motiv, ktery se nenachazi u zadného
jiného proteinu vazajiciho RNA (Krug et al., 2003). C-koncova doména proteinu funguje jako
efektorova doména a jeji vyznam pro antagonismus interferonu neni pfilis velky. Pfi ztraté
C-koncové domény proteinu NS1 viru influenza B se jeho antagonisticka funkce neztraci, jen

se vyrazné snizuje (Dauber et al., 2006).
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2.2. NS1 ovliviiuje PI3k/Akt drahu

Draha PI3 kinazy ovliviiuje mnoho bunécnych déji od bunécného preziti pres proliferaci
bunky po imunitni odpovéd pfi zanétu (Cantley, 2002). PI3 kindza je heterodimerni enzym
tvoreny katalytickou podjednotkou p110 a regulaéni podjednotkou p85. Vazba podjednotky
p85 k p110 inhibuje jeji katalytickou aktivitu (Yu et al., 1998). Regulac¢ni pojednotka p85 nese
dvé domény SH2 (Src homology domain 2), jednu doménu SH3 (Src homology domain 3) a
dalsi domény schopné vazat proteiny (Okkenhaug a Vanhaesebroeck, 2001). Aktivovana PI3
kindza je schopna fosforylovat proteiny i lipidy. Jednim z jejich substratu je fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfat (PIP,), ktery je fosforylovan na fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIPs), ktery
v burice funguje jako druhy posel (Toker a Cantley, 1997). PIP; dale zplsobuje fosforylaci
proteinu Akt, ktery je ve fosforylované formé aktivni a ovliviuje dalsi signalni drahy. Mezi
nejvyznamnéjsi funkce proteinu Akt patfi jeho inhibice apoptdzy zainhibovanim kaspazy 9

pomoci fosforylace (Ehrhardt et al., 2007a).

Draha PI3 kinazy fosforylujici membranovy fosfolipid PIP, je fazena mezi drahy protivirové
obrany. Signalizace fosfolipidem PIP; vede k aktivaci transkripéniho faktoru IRF-3 a expresi
IFN-B. Pfi inhibici PI3 kinazy vSak necekané dochazi ke snizeni titru chtipkového viru
(Ehrhardt et al., 2006). Protein NS1 viru influenza A je schopen béhem infekce aktivovat PI3
kinazu a zajistit tak aktivaci proteinu Akt (Ehrhardt a Ludwig, 2009). Béhem pfirozené infekce
se tak mnoZstvi aktivované PI3 kindzy a fosforylovaného proteinu Akt zvySuje (Shin et al.,
2007b). Aktivovany protein Akt pravdépodobné svou antiapoptotickou funkci pomaha
propagaci viru influenza A (Shin et al., 2007c). Pfi inaktivaci viru UV zafenim k aktivaci PI3
kinazy nedochazi, aktivace drahy tedy souvisi s biologickymi funkcemi viru v burice, nejen
s jeho strukturou (Shin et al., 2007b). Tato drdha je pfikladem zneuziti plvodné obranné
drahy ve prospéch viru (Ehrhardt et al., 2006). Na rozdil od viru influenza A, NS1 protein viru
influenza B neni schopen vazby s PI3 kinazou a ani jiné aktivace proteinu Akt. Zda se, Ze virus
influenza B pro svou UspéSnou propagaci nevyzaduje potlaceni apoptdzy drahou PI3

kinazy/Akt (Ehrhardt et al., 2007b).

Pfi interakci proteinu NS1 s PI3 kindzou se neuplatiuje jeho N-koncova doména vazajici
RNA, dostacujici je jeho C-koncova katalyticki doména (Hale et al.,, 2008)(viz obr.2).

V sekvenci proteinu NS1 se vyskytuji dva polyprolinové motivy, které mohou tvofit a-helixy
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schopné vazby na SH3 doménu PI3 kindzy. Podobné polyprolinové motivy lze nalézt i u jinych
proteinll Ucastnicich se signdlnich drah spojenych s PI3 kindzou. U proteinu NS1 Ize navic
nalézt i motiv podobny SH2 doméné (Shin et al., 2007a), ktery naznacuje mozZnost vazby
domény SH2 v proteinu PI3 kinazy. Shin et al. (2007c) za vyuziti dele¢nich mutant kinazy PI3
dosel k zavéru, Ze vazby s polyprolinovymi motivy proteinu NS1 se Ucéastni pouze SH3

doména podjednotky p85 PI3kinazy situovana blize N-konci proteinu.

NS1
RMNA vazebna doména
4 ™ SH2-bm * SH3-bm-1 SH3-bm-2
1 73 89-93 137-142 164-167 212-216 230

I] L U .

573

1 SH3 A BH A nSH2 433 iSH2 610 cSH2 724

Obr.2: Model vazebnych mozZnosti proteinu NS1 chfipkového viru a podjednotky p85p PI3 kinazy.
N-koncova doména proteinu NS1 nema pro vazbu vyznam, dudleZité jsou naopak domény SH2 a SH3
na C-koncové doméné. Naznaceno je misto vazby podjednotky p110 na p85f. Pfevzato z Ehrhardt a

Ludwig (2009), upraveno.

Dalsi dopady drahy PI3 kindazy/Akt na infekci chfipkovym virem nejsou zatim zcela
objasnény. Poznatky se rozchazeji v misté ucinku na infekci i v case po infekci. PI3
kindzova/Akt draha by mohla napfriklad regulovat vstup viru do buriky a jeho transport do
endosomu ve velmi ¢asné fazi infekce (Ehrhardt et al., 2006) nebo regulovat skladani viru

v pozdni fazi infekce (Zhirnov a Klenk, 2007).
2.3. NS1 ovliviiuje aktivaci PKR kinazy

PKR je serin/threoninova protein kinaza, efektor IFN-B, ovliviiujici mnoho bunéénych drah.
V burikkdch je PKR konstitutivné exprimovana v neaktivni formé, pfi aktivaci se

autofosforyluje na Thr451 a vytvori homodimer (Williams, 1999)(viz obr.3). Aktivace PKR
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probiha jako dusledek signalizace rdstovymi faktory, TLR, stresové signalizace nebo

pritomnosti dsRNA v burice (Garcia et al., 2006).

Po aktivaci se PKR angaZuje v pozitivni zpétné vazbé IFN-B (viz kapitola 2.1), v inhibici
transkripce, ovliviiuje translaci, aktivaci apoptdzy, ovliviiuje bunécny rast, bunécnou
diferenciaci a dalSi procesy (Garcia et al., 2006). Ovlivnéni transkripce probihd pomoci pfimé
vazby PKR ke komplexu IKK, ktery je schopen fosforylovat IkB - inhibitor transkripcniho
faktoru NFkB. Kinaza PKR aktivuje IKK komplex, dochazi k uvolnéni IkB z NFkB a nasledné
k expresi stresem indukovanych genu (Gil et al., 2000). Inhibice translace proteinem PKR
probihd jako fosforylace translac¢niho aktivatoru elF2 (eucaryotic initiation factor 2)(viz
obr.3) na jeho a podjednotce. Fosforylace na elF2a znemoznuje jeho konformacéni zménu
(Garcia et al., 2006) - vyménu na ném vazaného GDP za GTP (Hinnebusch, 2000) - a tak i
aktivaci translace, coZ vede k atenuaci celé bunécné translace. Virové mRNA tvofi vyjimku
z inhibice translace zfejmé diky specifickému motivu na 5 konci (viz kapitola 4.4)(Burgui et
al., 2003). Existuji i dalsi kinazy fosforylujici o podjednotku elF2, napriklad kindza PERK
(pancreatic endoplasmic reticulum elF2alpha kinase) nachazejici se vlumen
endoplasmatického retikula. Tyto dalsi kindzy jsou také indukovany IFN-B a jsou také
schopny inhibovat translaci (Barber, 2005). Nejsou v3ak vyznamné pfi infekci chfipkovym

virem, alespon doposud nebyla objevena interakce s infekci.

Z uvedenych faktl vyplyva, Ze PKR je asi nejdulezitéjsi drahou protivirové obrany a viry se
musi s jejim plsobenim vyporadat. Influenza virus pouZiva k obrané proti PKR protein NS1.
Protein NS1 je schopen inhibovat PKR zifejmé dvéma odlisnymi zplsoby — pfimou vazbou
PKR (Min et al.,2007) a interakci s proteinem p58"¢ (Mellville et al., 1999)(viz kapitola 2.3.3).
Inhibice PKR pomoci proteinu NS1 je Uspésna pri obou hlavnich zplsobech aktivace PKR —

pritomnosti dsRNA a proteinem PACT (p53 associated cellular protein-testes derived).

daHNA
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Obr.3: Aktivace PKR vazbou dsRNA, nasleduje autofosforylace kinazy, dimerizace a fosforylace
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L

translacniho aktivatoru elF2. Prevzato z Garcia et al. (2006).
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2.3.1. Aktivace PKR dsRNA

Obecnym signalem pfi virové infekci spoustéjicim bunécné obranné mechanismy je
pritomnost dsRNA v bunce. Dvojretézcova RNA je také schopna aktivovat PKR, pfricemz
dilezitéjsi se zda dvojretézcova struktura dané RNA, nez sekvence nukleotidl (Nanduri et al.,
2000). Pro uspésnou aktivaci je zapotiebi dsRNA delsi nez 30 bp (Manche et al., 1992).
V aktivaci se uplatfiuje srovnatelné virova RNA i laboratorné pfipravena mini-vRNA (model
virové RNA)(Hatada et al., 1999). Vinaktivni formé je vproteinu PKR jeho N-koncova
doména v kontaktu s C-koncovou doménou. dsRNA se vaze na dsRNA-vazebné motivy
(dsRBM) situované na N-konci PKR, to vede k uvolnéni C-konce (viz obr.4)(Nanduri et al,
2000). C-konec ma katalytickou funkci, dochazi k autofosforylaci a tvorbé homodimera z PKR
(Li et al., 2006).

A
PACT Domain 3

Inaktivni PKR o B
dsRBM1 dsRBM2 ‘ gitgm
1 170 230 o

"

Aktivni
—7' \AAA B
AVAVaV,
dsRNA
° ©
Inaktivni PKR U '\
" Inaktivni
173250 ‘A(NS i PKR
\ » \AAA

( A Inaktivni
\AAR PKR

Obr.4: A. Vazbou dsRNA nebo proteinu PACT dojde k zruseni vazby mezi N- a C-koncovymi doménami
dsRBM1 a dsRMB2 v PKR, coZ vede k jeji aktivaci. B. Pti infekci chfipkovym virem dochazi k vazbé
proteinu NS1 do oblasti PKR zodpovédnych za vazbu N-a C-konce a k aktivaci nedochazi. Prevzato z Li

et al. (2006), upraveno.

Protein NS1 je schopen zabrarnovat aktivaci PKR pomoci dsRNA. Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 2.1, protein NS1 ma doménu schopnou vazat dsRNA. Tato skutecnost nastifiuje
moznost, Ze by protein NS1 svou vazbou mohl ochrariovat dsRNA pred rozeznanim PKR (Lu
et al., 1995). Ukazalo se vsak, Ze afinita proteinu NS1 k dsRNA je nizsi nez afinita PKR k dsRNA

(Chien et al.,, 2004). Také byla prokazana inhibice PKR dele¢ni mutantou NS1 proteinu
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neschopnou vazat RNA. Navic byla potvrzena vazba mezi proteinem NS1 a PKR in vitro a in

vivo (Li et al., 2006)(viz kapitola 2.3.3).

2.3.2. Aktivace PKR PACT drahou

Druhou vyznamnou drahou aktivujici PKR kindzu je signalizace pres protein PACT. Protein
PACT je tvoren tfemi doménami a pomoci domény 3 se pfimo vaze k PKR. Vazba je
lokalizovdna na C-koncovou doménu PKR, ta se oddéli od N-koncové domény a muize
probéhnout autofosforylace a aktivace PKR (viz kapitola 2.3.1)(viz obr.4). Protein PACT je
schopen svou doménou 1 a 2 vazat dsRNA, coZ by nastifovalo moznost aktivace PKR
v dUsledku pritomnosti dsRNA v bunce. Ukazalo se vsak, Ze je to pravé a pouze doména 3,

kterd je nezbytnd a dostacujici pro aktivaci PKR proteinem PACT (Peters et al., 2001).

Protein NS1 je i vtomto pripadé schopen aktivaci PKR zabranit. Bylo pozorovano, ze je
schopen vazby s proteinem PACT, tato vazba vSak prfekvapivé neni nezbytna k inhibici PKR.

NS1 protein i vtomto pfipadé inhibuje kindzu PKR pfimou vazbou na ni (Li et al., 2006).

2.3.3. Inhibice PKR proteinem NS1

Protein NS1 je schopen inhibovat PKR pfimou vazbou na jejich 230 N-koncovych
aminokyselin (Li et al., 2006). Tato vazba zabranuje autofosforylaci a aktivaci PKR a byla
pozorovana in vitro i in vivo. Pro vazbu PKR jsou nezbytné aminokyseliny 123-127 proteinu
NS1. Pfi mutaci v této oblasti nedochazi k inhibici PKR proteinem NS1, coZ ma za ndsledek
vyznamné sniZeni titru viru v burice, avSsak ne jeho Uplnou atenuaci. Pfi infekci virem
s mutantou NS1 proteinu, upravenou v aminokyselinach 123-127, se navic projevuje
deregulace syntézy virovych mRNA v ¢ase. Neobjevuje se obvykla pocatecni syntéza proteinu
NS1 a NEP a pozdéjsi zvySeni syntézy, ale uz od pocatku infekce bézi syntéza viech proteinu
ve velkém. Tento jev souvisi opét pouze s aktivovanou PKR, bez pfitomnosti PKR se ani

s mutovanym proteinem NS1 ¢asova deregulace neprojevuje (Min et al., 2007).
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Dalsi drahou, kterou zfejmé chripkovy virus vyuziva pro inhibici PKR, je draha bunécného

IPK

proteinu p58 . Tento proces neni jeSté zcela objasnén a nékterym autory ani pozorovan

nebyl (Min et al., 2007). Protein p58"° je protein inhibujici PKR a tedy i fosforylaci

P je schopen inhibovat i daldi interferonem

translac¢niho aktivatoru elF2. Protein p58
indukované kindzy, které inhibuji bunécnou translaci pres elF2 protein (PERK a dalsi).
Aktivace p58™* je zajisfovana napfiklad béhem signaini drahy spouiténé $patné sloZzenymi
proteiny produkovanymi v burnice (unfolded protein response, UPR)(Van Huizen et al., 2003).

Chfipkovy virus je zatim nezndmym mechanismem schopen aktivace p58"°~

, ten se potom
vaze na C-koncovou katalytickou doménu PKR a znemoznuje tak jeji autofosforylaci a aktivaci

(Goodman et al., 2007).

2.4. NS1 ovliviiuje drahu 2°-5"oligoadenylatsyntetazy/Rnazy L

2’-5'oligoadenylatsyntetaza (2°-5'0AS) je protein indukovany pfitomnosti IFN-B a
aktivovany vazbou dsRNA, kterd se v burice vyskytuje pfi virové infekci (Justensen et al.,
2000). Protein se sklada z velké katalytické N-koncové domény a mensi C-koncové domény,
obé domény jsou propojeny pomoci motivu helix-smycka-helix a drzi je pospolu N-konec
proteinu. 2°-5"0AS vaze jako prostetické skupiny kovové ionty, je schopna vazat obé vlakna
dsRNA do kladné nabitého Zlabku a jeji aktivni misto je nabité zaporné (Hartmann et al.,

2003).

V bunce se 2-5'0AS vyskytuje ve tfech izoformach liSicich se velikosti — OAS1, OAS2,
OAS3 (Hartmann et al., 2003). Po aktivaci dsRNA vytvari OAS1 homotetramer o velikosti asi
180 kDa, OAS2 homodimer o velikosti asi 160 kDa a OAS3 z(istavd jako monomer (Samuel,

2001).

Signalizace IFN-a, B nebo y indukuje expresi 2-5'0AS v neaktivni formé, ta je poté
schopna vazat ssRNA a dsRNA a pouze pfi vazbé specifickych uUsekl dsRNA dojde k
jeji aktivaci (Hartmann et al., 2003). V aktivnim stavu je 2-5'0AS schopna syntetizovat 2°-5'-
vazané oligoadenylaty za vyuziti ATP. ATP je Stépeno na pyrofosfat (PPi) a adenylat je
pripojovan na 2'0OH konec vznikajiciho oligoadenylatu (Sarkar et al., 1999). Vznikaji struktury

ppp(A2°'p)nA, zkracené oznacované jako 2-5 oligoadenylaty (Samuel, 2001), o dvou az tficeti
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jednotkach (Sarkar et al., 1999). Vzniklé oligoadenylaty maji jedinou funkci, aktivuji RNazu L,
pfitomnou vbunce vneaktivni formé. RNadza L muazZe byt aktivovana pouze 2-5
oligoadenylaty, po aktivaci dimerizuje a degraduje bunécné mRNA, rRNA a také virové RNA

od 3’konce (Samuel, 2001).

Chtipkovy virus je schopen branit se degradaci svych RNA pomoci proteinu NS1. Pro
inhibici drahy 2°-5"0OAS/RNazy L je zasadni funkci schopnost vazby dsRNA NS1 proteinem.
Protein NS1 chrani virovou dsRNA svou vazbou a tak nemuUZe byt aktivovana 2°-5°0AS a
posléze ani RNdza L. Pro dsRNA vazebnou funkci je nepostradatelny Arg38 v N-koncové
doméné NS1 proteinu. Pokud je vtéto aminokyseliné bodova mutace, NS1 protein neni
schopen vazat dsRNA a také je posSkozen jaderny lokalizac¢ni signal proteinu. Titr chfipkového
viru s bodovou mutaci v Arg38 NS1 proteinu je v disledku aktivace RNazy L tisickrat snizen

(Min a Krug, 2006).

2.5. NS1 inhibuje maturaci dendritickych bunék

Dendritické bunky v organismu funguji v propojeni neadaptivni a adaptivni imunitni
odpovédi (Mellman a Steinman, 2001). Jejich funkci je prezentovani patogenniho antigenu
v lymfatickych uzlinach a aktivace CD4+ T-lymfocytll. Tato aktivace vede k polarizaci
lymfocytd smérem k Th1 imunitni odpovédi a produkci IFN-y T-lymfocyty (Fernandez-Sesma
et al., 2006). Aktivace adaptivni imunity je nutna pro Uplné odstranéni infekce chripkovym

virem (McGill et al., 2009).

Chfipkovy virus napada burky dychaciho traktu a také dendritické buriky vyskytujici se
v plicich (Efferson et al., 2003; Legge a Braciale, 2003). Dendritické bunky ziskavaji antigen
viru pro prezentaci fagocytovanim napadenych bunék. Antigen se ale ¢asto vyskytuje i pfimo
v jejich cytosolu. Asi 10 % dendritickych bunék prezentujicich antigen pfi infekci chfipkovym
virem je samo virem napadeno (McGill et al., 2009). Aby mohly dendritické burnky aktivovat
polarizaci adaptivni imunity smérem k Thl odpovédi, je potfeba jejich maturace a migrace

do lymfatickych uzlin (Mellman a Steinman, 2001).
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Maturace a migrace dendritickych bunék byla pozorovana 18 — 48 hodin po infekci, nékdy
i pozdéji (McGill et al., 2009). Pravdépodobné je podporena produkci INF-a/B, ale inhibice
IFN-0/B neni dostatecna pro inhibici maturace (Fernandez-Sesma et al., 2006). Maturace se
projevuje produkci chemokini a chemokinovych receptorl potrfebnych pro migraci
dendritickych bunék do lymfatickych uzlin. Dale se zvySuje produkce proteinu MHCII (major
histocompatibility complex Il) a dalSich proteinl potfebnych pro prezentaci antigenu — CD-
86, CD-80, CD-40 (Mellman a Steinman, 2001). Nematurované dendritické burnky nejsou

schopny aktivovat T-lymfocyty a celou adaptivni imunitni Thl odpovéd (McGill et al., 2009).

Virus chfipky je schopen se branit aktivaci Thl imunitni odpovédi na urovni inhibice
maturace dendritickych bunék pomoci proteinu NS1. Jak jiz bylo popsano, protein NS1 je
ucinnym inhibitorem interferonové odpovédi, tato jeho funkce ovSem pro inhibici maturace
dendritickych bunék nedostacuje (McGill et al., 2009). Protein NS1 inhibuje expresi genl
souvisejicich s maturaci na Urovni aktivace transkripce. Inhibuje expresi chemokin(,
chemokinovych receptor(, prozanétlivych cytosind, jako je chemokin (C-C motiv) receptor 7,
macrophage inflammatory protein 1 beta , interleukin 12 p35, interleukin 39 p19 a dalSich.
Samotny protein NS1 je schopen inhibovat maturaci dendritickych bunék i béhem infekce

jinym virem neZ chfipkou (Fernandez-Sesma etl al., 2006).

Pro inhibici maturace dendritickych bunék je zasadni C-konec proteinu NS1. Chtipkovy
virus s NS1 proteinem deletovanym na C-konci neni této inhibice schopen. Dendritické buriky
infikované deletovanym proteinem jsou naopak velice Uspésnymi antigen prezentujicimi
bunikami a velmi dobre aktivuji T-lymfocyty a produkci IFN-y. Takto deletovany NS1 protein
navic neni schopen interferovat s drahami RelA proteinu, IRF-3 transkripcniho aktivatoru
nebo c-Jun kindzy, coz jsou drahy podporujici maturaci dendritickych bunék. Delece na C-
konci v proteinu NS1 nejspiSe znemoznuje jeho dimerizaci, ktera je potfebna pro jeho
aktivitu v inhibici transkripce vybranych proteind. Schopnost aktivovat imunitni odpovéd' a
nizka patogenita délaji z této mutanty nadéjného adepta na virovou vakcinu (Haye et al.,

2009).
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3. NS1 ovliviiuje RNA interferenci

RNA interference (RNAi) predstavuje hlavni obranu buriky proti invazivnim nukleovym
kyselindm. RNAI se uplatiuje jako obrana proti virové infekci (McManus, 2004), u nematod
byla pozorovdna i funkce vregulaci transpozonl (Ketting et al., 1999). Jde vlastné o
sekvencné specifickou degradaci RNA bunéénymi endonukledzami, spousténou pritomnosti
dsRNA v burice (Waterhouse et al., 2001). Pti infekci chfipkovym virem tvori RNAI jen jakousi
zalozni obranu, kterd se projevi jen pfi nelspésné obrané interferonem (Matskevich a

Moelling, 2007).

Pro RNAI jsou potifebné RdRp, vyskytujici se u RNA virl. RdRp jsou schopny syntetizovat
vlakno RNA podle RNA predlohy a vytvaret tak intermediat dsRNA, ktera je substratem pro
endonukleazu Dicer. Dicer $tépi dsRNA na 21 — 25 nukleotidl dlouhé siRNA (small interfering
RNA). Ty se ddle inkorporuji do nukleoproteinového komplexu RISC (RNA induced silencing
complex) velkého 250-500 kDa (Ahlquist, 2002). Komplex RISC na zakladé komplementarity
s obsazenou siRNA vyhledava a Stépi mRNA v bunce (Hammond et al., 2001)(viz obr.5).
Vyskyt siRNA v burice vzdy znaci probihajici RNA silencing, a tedy virovou infekci nebo jinou
invazi nukleovych kyselin. siRNA nikdy nejsou pfitomny v klidovém stavu (Hamilton a

Baulcombe, 1999).

RNAI byla nejprve objevena a podrobnéji zkoumana u rostlin, hmyzu a hub. Bylo zjisténo,
Ze mechanismus RNAi u téchto organism( je obdobny a funguje jako imunitni obrana
genomu (Plasterk, 2002). Viry jsou ¢asto schopny branit se degradaci svych RNA mechanismy
inhibujicimi RNAI. Chfipkovy virus je schopen inhibovat RNAi v rostlinach a v Drosophile
pomoci proteinu NS1 (Li et al., 2004). Protein NS1 funguje jako RNA silencing supresor
(Delgadillo et al., 2004).

Jak bylo zminéno dfive, protein NS1 je schopen vazat dsRNA pomoci aminokyselin 1 —73
na své N-koncové doméné. Pro vazbu dsRNA je nepostradatelny arginin na pozici 38,
potfebné jsou i dalsi bazické aminokyseliny a predevsim schopnost proteinu NS1
dimerizovat. Protein NS1 je schopen vazat virovou RNA a tim ji pravdépodobné chranit pred
Stépenim endonukleazou Dicer. Pfi ztraté schopnosti dimerizace nebo schopnosti vazby RNA

se schopnost inhibice RNAi proteinem NS1 vyrazné snizuje (Wang et al., 1999). Protein NS1
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je dale schopen vazat siRNA (Delgadillo et al.,, 2004). Je moiné, Ze je schopen siRNA
vychytavat a inhibovat jejich inkorporaci do komplexu RISC (Bucher et al., 2004). V burkach
Drosophily funguje protein NS1 jako supresor RSAR (RNA-silencing based antiviral response)

odpovédi. Také pro tuto inhibici je také nezbytna vazba RNA proteinem NS1 (Li et al., 2004).

virova dsRNA
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!
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- rozpoznani cilové sekvence

/\
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Obr.5: Molekularni kroky pfi RNA interferenci. Endonukleaza Dicer Stépi dsRNA a inkorporuje ji do
komplexu RISC, ktery sekvencné specificky degraduje RNA. siRNA se mohou vyuZit i pro tvorbu

dalsich siRNA a pro pozitivni zpétnou vazbu RNAI. Pfevzato z Plasterk (2002), upraveno.

Obrana chtipkového viru je navic sméfovdna také pfimo na endonukleazu Dicer. Béhem
infekce chripkovym virem se postupné mnozstvi mRNA pro Dicer i mnozZstvi samotného
proteinu v burice sniZuje. Toto sniZzovani je v porovnani s jinymi bunécnymi proteiny a mRNA
znacné vyssi, jde tedy o mechanismus specificky na inhibici RNAI. Inhibice Diceru na drovni
MRNA a proteinu nenastava pfi infekci virem inaktivovanym UV zafenim, je tedy potfebna
biologicka aktivita viru. Pfesnéjsi mechanismus inhibice zatim nebyl objasnén (Matskevich a

Moelling, 2007).

Mechanismy RNAI se u savcl znacné lisi v porovnani s rostlinami a bezobratlymi ZivocCichy.
PFi experimentu s reportérovymi geny nebyl NS1 protein schopen inhibovat RNAI. Protein
NS1 neni schopen zabranit umlc¢eni RNA pomoci RNAI v savéich bunkach (Kok a Jin, 2006).

V savéich bunikdch je vSak RNAI spiSe zdloini obranou drahou, hlavni obranu proti viru
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zajistuje interferonova odpovéd (Matskevich a Moelling, 2007), proti niz ma chfipkovy virus

rozvinuté inhibi¢ni mechanismy (viz kapitola 2).

V savcéich bunkach jsou kromé siRNA produkovany dalsi malé RNA, mezi nimi i microRNA
(miRNA). Tyto miRNA funguji v regulaci genové exprese, pfimo i nepfimo. Nékteré viry samy
kéduji néjakou miRNA a tim reguluji bunééné drahy (Cullen, 2006). Zddna miRNA kédovana
chripkovym virem zatim nebyla objevena. Béhem infekce chfipkovym virem je vsak spektrum
produkovanych  miRNA v bunce upraveno, virus je tak zfejmé zamérné reguluje.

Mechanismus regulace zatim nebyl objasnén (Li et al., 2010).

4. NS1 ovliviiuje procesovani pre-mRNA a export mRNA z jadra

Virus influenza A je schopen ovliviiovat drahy v infikované burice nejen inhibici imunitni
odpovédi. Influenza A vyuziva mechanismy, kterymi nespecificky sniZzuje veskerou bunécnou
expresi. Jednim z této skupiny mechanismu je degradace hypofosforylované RNA polymerazy
Il. Hypofosforylovany stav, ktery byva nékdy navozen pfi virovych infekcich, souvisi s mensim
poctem fosfatovych skupin vazanych na doméné CTD (carboxy terminal domain). Snizeni
polocCasu Zivota hypofosforylované RNA polymerdzy Il pfi infekci chfipkovym virem je
zajistovana virovou polymerazou, pravdépodobné podjednotkou PA (Rodriguez et al., 2007).
Takeé syntéza virovych mRNA, vyZadujici jako primery pro virovou polymerazu 5°cap struktury
odstfizené z hostitelskych mRNA (viz kapitola 1), zplsobuje degradaci znacného mnoZstvi

hostitelskych mRNA (Krug et al., 1989 — prevzato z Chen et al., 1999).

Dalsi mechanismy, souvisejici s inhibici bunécné exprese, jsou zajistovany proteinem NS1.
Patfi k nim inhibice sestfihu hostitelskych pre-mRNA (precursor mRNA)(Wang a Krug,
1998)(viz kapitola 4.1), inhibice exportu hostitelskych mRNA z jadra (Satterly et al., 2007)(viz
kapitola 4.2) a inhibice translace hostitelskych mRNA (Katze et al., 1986)(viz kapitola 4.3).
Navic protein NS1 zajistuje exkluzivni expresi virovych proteind (Zircher et al., 2000)(viz

kapitola 4.4).
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4.1. Inhibice sestfihu a procesovani hostitelskych mRNA

Sestfih v burikdch probiha v jadre v okrscich nazvanych speckles (Chen et al., 1999).
Probiha na spliceosomech, strukturach vytvorenych z proteind a vice druhtd snRNA (small
nuclear RNA)(Wang a Krug, 1998). Existuji razné typy sestfihu podle sestfihové sekvence,
virus influenza A interferuje se sestfihem GU-AG a AT-AC (Wang a Krug, 1998). Protein NS1
je schopen inhibovat sestfih v jadie bez inhibice tvorby spliceosomu (Fortes et al., 1994) a
bez rozrusovani struktury speckles (Chen et al., 1999), pouze vazbou na snRNA. Vazba snRNA
proteinem NS1 neprobihd, pokud je néjakym zpuisobem inhibovano vytvareni spliceosomu
(Wang a Krug, 1998). U¢inek inhibice je kvantitativni - &m vice proteinu NS1 se v burice
vyskytuje, tim efektivnéjsi je inhibice sestfihu (Lu et al., 1994), miZe dojit aZz k dokonalému

zainhibovani (Wang a Krug, 1998).

Pro vazbu snRNA s NS1 proteinem je podstatna jeho N-koncovd doména a schopnost
vazby RNA, pfi ztraté této schopnosti neni protein NS1 v inhibici sestfihu Uspésny (Garaigorta
a Ortin, 2007). Pfi sestfihu typu GU-AG je protein NS1 schopen vazat U6 snRNA a inhibovat
tak vytvareni komplexu mezi U6 a U2 snRNA nebo U6 a U4 snRNA. Inhibice tvorby téchto
komplex( je pro neuspéch sestfihu dostatecna. Protein NS1 vaze U6 snRNA ve strukture
»stem bulge”, zaména jakékoli aminokyseliny v této strukture vazbu nici. Pfi sestfihu typu
AT-AC vaze protein NS1 U6atac snRNA, analog U6 snRNA v GU-AG sestiihu. Tato vazba
probihd ve stejné oblasti proteinu NS1, ale je asi pétkrat slabsi nez vazba s U6 snRNA.
Vazbou U6atac snRNA se zabranuje vytvareni komplexu mezi U6atac snRNA a U4atac snRNA,

coz je také dostacujici pro inhibici celého sestfihu (Wang a Krug, 1998).

Zajimavosti je, Ze na rozdil od inhibi¢ni funkce proteinu NS1 influenzy A pfi sestrihu, NS1
protein influenzy C funguje spiSe jako aktivator sestfihu. Byl prokazan jeho pozitivni vliv na
sestfih virovych pre-mRNA ze segmentu 7 (NS1 a NEP protein) a 8 (M1 a M2 protein).
Celkové je jeho funkce v sestfihu, v porovnani s NS1 proteinem influenza A viru, podplrna

(Muraki et al., 2010).

K dalsSim upravam pre-mRNA v jadre, pred exportem do cytoplasmy, patfi Stépeni na
3’konci a syntéza poly(A) koncové sekvence. Pro Stépeni pre-mRNA jsou nezbytné dvé

sekvence — 10-30 bp ,upstream” od mista Stépeni sekvence AAUAAA a ,downstream” od
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mista Stépeni sekvence bohata na nukleotidy G a U. Do mista AAUAAA se vaze protein CPSF
(cleavage and polyadenylation specifity factor), jde o endonukledazu provadéjici Stépeni
(Keller et al., 1991). Protein NS1 je schopen vazat protein CPSF svoji efektorovou doménou
(Nemeroff et al., 1998), nezbytna je pro tuto vazbu oblast okolo aminokyseliny 186 (Li et al.,
2001). Protein NS1 se vazZe na jednu ze ¢tyr podjednotek CPSF, oznacovanou 30kDa CPSF. Pfi
vazbé proteinu NS1 se hostitelské pre-mRNA nemohou na CPSF navazat. Vazba NS1 s CPSF
probiha béhem infekce a ma za nasledek neulspésné stépeni pre-mRNA (viz obr.6). To je pro
chripkovy virus vyhodné, protoze nestépené pre-mRNA nemohou byt prodlouzeny o poly(A)-

konec a exportovany z jadra (Nemeroff et al., 1998).

Po stépeni pre-mRNA probiha prodlouzeni poly(A) sekvence na 3'konci pre-mRNA, ta ma
pred timto krokem okolo 10 adenozin fosfatd (Noah et al., 2003). Toto prodlouzeni provadi
hostitelska poly(A) polymeraza a je zprostfedkovano poly(A) binding proteinem Il (PAB II)
(Barabino a Keller, 1999). Protein PAB I, a tedy i celd syntéza poly(A) konce, je lokalizovan
v oblasti speckles v jadre (Chen et al., 1999). Protein NS1 vaZze protein PAB Il oblasti mezi
aminokyselinami 223-237 ve své C-koncové oblasti (Li et al., 2001). Protein PAB Il se pfi
infekci chfipkovym virem nachdzi rovnomérné v celé nukleoplasmé, je vyvazovan ze
speckles. Proteiny PAB Il a CSPF navic mohou byt vazany a inhibovany jedinym proteinem

NS1 najednou (Chen et al., 1999).

4.2. Inhibice exportu z jadra

Jak bylo popsano vysSe, protein NS1 inhibuje sestfih a procesovani hostitelskych pre-
MRNA. To samo o sobé staci pro inhibici transportu mRNA z jadra do cytoplasmy, protoze
neupravené mRNA nemohou byt exportovany (Shimizu et al.,, 1999)(viz obr.6). Dale byla
prokazana schopnost proteinu NS1 vazat poly(A) sekvence (Qiu a Krug, 1994), coz muze
napomahat zastaveni exportu i téch mRNA, které prosly posttranskripénimi Upravami.
Protein NS1 je navic schopen vazat a inhibovat protein NXF1 (nuclear RNA export factor),
ktery napomaha transportu mRNA jadernym poérem. Protein NS1 vaze svoji C-koncovou

efektorovou doménou i dalsi proteiny napomahajici exportu mRNA z jadra (Satterly et al.,
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2007). Veskera inhibice exportu z jadra se tyka pouze mRNA, tRNA a rRNA se exportuji bez

omezeni (Fortes et al., 1994).
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Obr.6: Mechanismus inhibice exportu hostitelskych mRNA vazbou proteinu NS1 na 30 kDa CPSF. Je
zainhibovana vazba proteinu CPSF na hostitelské mRNA, Stépeni a polyadenylace, coZ vede k inhibici
exportu mRNA z jadra. Cap struktury hostitelskych mRNA jsou vyuZivany virovou RNA polymerazou
pro syntézu virovych RNA. Virové RNA jsou polyadenylovany a exportovany z jadra bez inhibice.

Pfevzato z Nemeroff et al. (1998), upraveno.

4.3. Inhibice translace

Béhem infekce chtipkového viru je inhibovana bunécéna translace na Urovni iniciace a
elongace. V cytoplasmé zUstavaji pfi infekci hostitelské mRNA asociovany s polysomy, ale
proteinovy produkt nepfibyva a polysomy se nezvétsuji, naopak spiSe zmensuiji. Virus chtipky
asi ucinkuje predevsim na iniciaci translace (Katze et al., 1986). Béhem infekce chripkového
viru je vyrazné snizena aktivita podjednotky eiF-4E proteinu eiF-4F snizenim jeji fosforylace.
To vede ke zhorSeni funkce proteinu eiF-4F v iniciaci translace a k inhibici translace
hostitelskych mRNA. Také translacni iniciator eiF2 je béhem infekce inhibovan na drovni
fosforylace podjednotky alfa. Tato inhibice se tyka pouze translace hostitelskych mRNA,
virové mRNA jsou translatovany neomezené. Virové mRNA maji vyhodu v iniciaci translace, a
proto je zfejmé inhibice translacniho inicidatoru neomezuje (viz kapitola 4.4)(Feigenblum a

Schneider, 1994). Pfi superinfekci bunék infikovanych adenovirem a zaroven chfipkovym
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virem dochazi ke kompetici o inicia¢ni translacni faktor eiF2. Pfi této inhibici je chfipkovy

virus Uspésnéjsi — jeho mRNA zlstavaji asociovany s polysomy a adenovirové mRNA nejsou

translatovany (Katze et al., 1986).

Na druhé strané, protein NS1 funguje jako inhibitor drahy PKR, ktera vede k celkovému
zastaveni translace v burice (viz kapitola 2.3). Také experimenty provadéné Salvatorem et al.,

2002 naznacuji, Zze samotny protein NS1 funguje v burice spisSe jako aktivator translace.

4.4. Exkluzivni exprese virovych proteinu

Proteiny chripkového viru, navzdory nespecificnosti vyse popsanych mechanism, inhibici
exprese unikaji (Feigenblum a Schneider, 1994). Pro tuto exkluzivni expresi je nezbytny
protein NS1, byla prokdzdna napriklad jeho vazba s virovymi mRNA (Burgui et al., 2003).
Protein NS1 dale zvysuje expresi virovych proteinu, napfiklad proteinu NP nebo proteinu M1
(Enami et al., 1994), déle reguluje napfiklad export mRNA pro protein NEP z jadra (Alonso-

Caplen et al., 1992). Mechanismy téchto procesl zatim nebyly objasnény.

Role proteinu NS1 je nezbytna i v exkluzivni translaci virovych proteinQ. V translaci hraji
roli predevsim 5'UTR (untraslated region) Useky, které se nachazeji mezi cap strukturou a
kédujici oblasti mRNA. Useky 5°UTR jsou konzervovany u véech mRNA chfipkového viru. Do
téchto useku se vaze protein NS1. Pokud byly tyto Useky nahrazeny 5'UTR vyskytujicimi se u
bunéénych mRNA, exkluzivni translace dale neprobihala (Park a Katze, 1995). Infekce
chripkového viru ovliviiuje podjednotku proteinu elF-4F (eucaryotic initiation factor — 4F),
ktery funguje jako iniciacni faktor translace (Feigenblum a Schneider, 1994). Protein NS1 se
vaze na jeho podjednotku elF-4Gl. PfestozZe protein NS1 i podjednotky proteinu elF-4F jsou
schopny vazat RNA, jejich interakce probihd pfimou vazbou (Aragon et al.,, 2000).
Predpoklada se role proteinu NS1 pfedevsim v iniciaci translace virovych mRNA a zfejmé i
souvislost s jeho schopnosti vazat podjednotku elF-4Gl iniciacniho faktoru elF-4F. Protein

NS1 ziejmé funguje jako specificky virovy iniciator translace. (Aragon et al., 2000).
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Zaveér:

Protein NS1 je z imunologického hlediska naprosto nepostradatelny protein pro Uspésnou
infekci chripkovym virem. Spektrum jeho Gcinkd v inhibici bunécné protivirové obrany je
obdivuhodné, zvlasté s prihlédnutim k jeho relativné malé velikosti. Protein NS1 se uplatiuje
v inhibici signdalnich drah rozpoznavajicich virovou infekci v bunce, funguje jako antagonista
interferonu, inhibuje spusténi adaptivni imunity na drovni dendritickych bunék, je schopen
inhibovat RNA interferenci a zasahovat do bunécné exprese na nékolika Urovnich. Pti takové
Sifi plsobeni proteinu NS1 se nékteré jeho funkce zdaji protichldné — prikladem muizZe byt
inhibice PKR, inhibujici bunéénou translaci, na jedné strané a inhibice bunécné translace na
urovni iniciatoru translace na strané druhé. Pti blizSim zkoumani vsak zjistime, Ze virové
proteiny jsou stdle Uspésné translatovany. Prestoie zminéné inhibice jsou pomérné
nespecifické, virové RNA jsou ze zainhibované exprese vylou¢eny a opét proteinem NS1 je
zajiSténa uspésna produkce, maturace a puceni virového potomstva z bunky. Tim se ukazuje,

Ze oba na prvni pohled protichlidné zasahy maji smysl.

Spektrum funkci proteinu NS1 je nejvice rozvinuto u viru influenza A, ktery je také
nejuspésnéjsim typem viru chripky. Protein NS1 je prikladem maximalizace funkénosti pfi
infekci pfi relativné malé velikosti proteinu, zplUsobené dlouhodobou evolucni selekci

typickou pro virové proteiny.
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