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Abstrakt

Adaptorovy protein STING hraje esencialni roli v signalizaci vrozené imunity. Jedna se
o transmembranovy protein, ktery je zakotven v membrané endoplasmatického retikula.
Protein STING se vyskytuje v buiikdch imunitniho systému, v burlkach slinivky
a v epitelovych burikach. Aktivovan je cyklickymi dinukleotidy, které indukuji tvorbu
polymeru proteinu STING. Ten nasledné translokuje do Golgiho aparatu, kde rekrutuje
kinazu TBK1, ktera protein fosforyluje. Nasledné protein STING rekrutuje transkripcni
faktor IRF3, ktery je kindzou také fosforylovan. Po fosforylaci se IRF3 odpojuje od
komplexu, dimerizuje a translokuje do jadra, kde iniciuje transkripci interferonovych
genud. Protein STING je po signalizaci degradovan autofagickou drahou, tim je jeho
signalizace ukoncena. Viry, jakoZto vnitrobunécni parazité, potrebuji modulovat
signalizaci drah vrozené imunity pro své efektivni pomnoZeni v burice. Protein STING
muize tedy slouZzit jako cil nékterych virovych proteinti, které inhibuji jim

zprostredkovanou signalizaci, a tim se viry vyhybaji imunitnimu systému.

Kli¢ova slova: STING, interferon, autofagie, virus, vrozena imunita



Abstract

The adaptor protein STING plays an essential role in innate immune system signalling.
This transmembrane protein is anchored in the membrane of the endoplasmic reticulum.
The STING protein is expressed in the cells of the immune system, in epithelial cells and
pancreatic cells. The STING protein is activated by binding to the cyclic dinucleotides
which induce the polymer formation. Then, the STING protein translocates to the Golgi
apparatus, where it recruits the kinase TBK1 which phosphorylates the STING protein.
Subsequently the protein recruits the transcription factor IRF3 that is also
phosphorylated by TBK1. Phosphorylated IRF3 detaches from the complex, forms a dimer
and translocates to the nucleus where it initiates the transcription of interferon genes.
After signalling the STING protein is degraded via the autophagic pathway, thus
terminating its signalization. Viruses, as intracellular parasites, need to modulate the
signalling pathways of innate immunity for their effective multiplication within the cell.
Therefore, the STING protein can serve as a target for certain viral proteins that inhibit

STING-mediated signalling, allowing the viruses to evade the immune system.
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Uvod

Slozky vrozené imunity stoji v prvni linii obrany v boji proti patogentim, v ¢emz
spociva jejich nezpochybnitelna diilezitost. Pritomnost patogenu v burice prozrazuji
molekuly asociované s patogenem (PAMPs), které detekuji receptory rozpoznavajici
patogeny (PRR). Mezi PAMPs se radi bakterialni sekundarni metabolity, virové nukleové
kyseliny aj. Po detekci piitomnosti patogenu je spusSténa rada signalizacnich drah
a procest, jejichz cilem je neptitele bud’ zneskodnit, ¢i mu zabranit v reprodukci. Odpovéd’
imunitniho systému je vSak spusténa i pii detekci DNA v cytoplasmeé, coz je bud’ znadmkou
infekce, nebo to znaci naruSeni jaderné membrany buriky nebo naruSeni membrany
organely, kterd obsahuje vlastni DNA. Jednou z klicovych komponent signalizace vrozené
imunity je protein STING (stimulator interferonovych genti). Tento transmembranovy
protein je ukotven v membrané endoplasmatického retikula, kde ve struktuie dimeru
¢eka na svou aktivaci.

Adaptorovy protein STING je aktivovan vazbou cyklickych dinukleotidd, kterymi
jsou bakteridlni sekundarni metabolity c-di-GMP a c-di-AMP a bunécny dinukleotid
cGAMP. Po vazbé protein STING rekrutuje kindzu TBK1 a transkrip¢ni faktor IRF3. Kinaza
fosforyluje protein STING i IRF3. Fosforylovany transkrip¢ni faktor je nyni aktivni,
odpoutava se od komplexu a translokuje do jadra, kde iniciuje transkripci interferont
a jinych cytokint. Interferony hraji roli pti obrané pred virovymi infekcemi a cytokiny jsou
regulatory imunitniho systému.

Viry jsou obligatni intracelularni parazité, které jsou schopny manipulovat burikou
tak, aby ji primély produkovat virové komponenty. Kromé toho ovliviiuji i signalizaci
imunitnfho systému, aby piedesly detekci a mohly se replikovat. Rada vird kéduje
proteiny, jejichZz cilem je pravé adaptorovy protein STING a inhibice signalizace
zprostiedkované pravé timto adaptorovym proteinem.

Prvnim cilem této prace bylo predstavit protein STING, vysvétlit jeho strukturu,
funkci, objasnit mechanismy jeho aktivace a popsat signalizacni drahy, jichZ se protein
STING ucastni. Druhym cilem této prace bylo u vybranych zastupci virovych celedi, které
cili na protein STING, objasnit, jakymi mechanismy dochazi k inhibici signalizace tohoto

proteinu.



Kapitola 1

Charakterizace proteinu STING, jeho struktura a vyznam

1.1 Objeveni proteinu STING

Dvojice autort H. Ishikawa a G. N. Barber se roku 2008 prvné zmiruje o molekule, ktera
dosud nebyla charakterizovana. Jedna se o protein Citajici 379 aminokyselin v lidskych
burikach, v mysich pak o jednu aminokyselinu méné, jenZ ma Ctyfi transmembranové
motivy. Po blizS§im zkoumani dochazeji k zavéru, Ze protein je nezbytny pro efektivni
signalizacni procesy vrozené imunity. Dale zjiStuji, Ze dokaZe regulovat indukci
interferonti typu I a podle této funkce jej pojmenovali stimulator interferonovych geni

(z angl. stimulator of interferon genes, STING) (Ishikawa a Barber 2008).

Tato laborator vSak nebyla jeding, kterd s objevenim této vyznamné molekuly
ptisla. Rada dal$ich vyzkumnych tymd prispéla svymi poznatky o proteinu
a signalizacnich procesech, s nimizZ je spojeny. Nicméné k objeviim doSlo témér soucasné,
a tak se mizeme setkavat kromé nazvu STING i s MPYS (Jin et al. 2008), ERIS (stimulator
interferonovych genli endoplasmatického retikula) (Sun et al. 2009), TMEM173
(transmembranovy protein 173) ¢i MITA (mediator aktivace IRF3) (Zhong et al. 2008). Ve
védecke literature je protein vétSinou oznacovan jako STING, proto tak bude dale nazyvan

i v této praci.

1.2. Struktura proteinu STING

Terciérni struktura proteinu STING v jeho plné délce byla dlouho zahadou. Lidska varianta
proteinu STING c¢ita 379 aminokyselin. Sklada se z aminové koncové domény (1.-138.
aminokyselinovy zbytek, dale aa) (Ouyang et al. 2012), domény vazajici ligand (139.-336.
aa) a karboxylové koncové domény (od 337. aa po 379. aa) (viz obrazek 1.1). N-koncova
doména, kterou tvori celkem ¢tyfi transmembranové segmenty, vytvari spolu s ligand-
vazebnou doménou hydrofobni a elektrostatické interakce, jez jsou diilezité z hlediska
stability a spravné funkce proteinu (Shang et al. 2019). C-koncova doména je cytosolick3,

sklada se z pétivlaknového -listu, jenz je obklopen péti helixy (Shang et al. 2012).



V burice se protein STING vyskytuje ve formé dimeru, nezavisle na pritomnosti
ligandu (Burdette et al. 2011; Huang et al. 2012; Sun et al. 2009; Zhong et al. 2008)
a nezavisle na signalu (Ouyang et al. 2012). V této formé je jeho molekularni hmotnost
priblizné 80 kDa, ve formé monomeru pak 42 kDa (Burdette et al. 2011; Shang et al. 2019;
Sun et al. 2009). Dimer vznika diky hydrofobnim interakcim mezi transmembranovymi
doménami, prvni transmembranova doména homodimerického proteinu STING se zabali
s druhou, treti a c¢tvrtou transmembranovou doménou druhého homodimeru STING
proteinu. Timto spojenim se uspoiadaji do dvou vrstev, kdy se v centru nachazi druhé
a ¢tvrté transmembranové domény z obou homodimerd, na okraji se pak nachazi prvni
a tfeti domény. Takto usporadany protein STING pripomina tvarem motyla. Jednotlivé
dimery proteinu STING spolu mohou interagovat a vytvaret tetramery az oligomery tim,
Ze se jednotlivé dimery skladaji linedrné vedle sebe (Shang et al. 2019). Tyto struktury
hraji roli v aktivaci proteinu STING a v jeho signalni transdukci (Li et al. 2024). Znalost
struktury proteinu STING je nedilnou soucasti pochopeni jeho dileZité funkce, kterou

v burikach ma.
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Obrazek 1.1 Vyobrazeni struktury lidské varianty proteinu STING v jeho plné délce. A) Pohled na vyobrazeny
protein z boku ve 3D. Dvé podjednotky dimeru jsou prezentovany Zlutou a zelenou barvou. ER - endoplasmatické
retikulum B) Bo¢ni pohled na protein se zndzornénymi helixy. C) Pohled na transmembrdanovou doménu (TM) dimeru
z cytosolické strany. D) Topologicky diagram transmembranové domény. Pirevzato, upraveno a prelozeno z Shang et al.
20109.



Béhem tvorby dimerické struktury proteinu STING se uplatiiuje fada nezbytnych
interakci. Monomery spolu interaguji rozsahlymi hydrofobnimi interakcemi. V helixu a1l
jsou tyto interakce zprostiedkovany aa Val155, Leu157, Trp161 alle165, na rozhrani mezi
helixy a2 a a3 pak aa Ala270, Met271, Ala277. Mezi postrannimi retézci fenolovych skupin
Tyr164 a Tyr274 se vytvari dva vodikové miistky (Shu et al. 2012). Helix a1 interaguje se
zbytkem proteinu, zejména pak s helixy a3 a a4, proto je pro tvorbu dimeru zasadni. Jeho
zKraceni vede k nespravnému sloZeni, cozZ ma za nasledek nerozpustnost proteinu STING
(Huang et al. 2012; Shu et al. 2012). Nedilnou soucasti interakci mezi dvéma dimery
tohoto proteinu jsou vapenaté ionty, nebot jsou vyznamnymi regulatory jeho funkce.
Vazebna mista pro dva vapenaté ionty se nalézaji ve smycce mezi retézci 1 a (2
a ve smycce mezi retézcem (35 a helixem a4. Postranni retézce Glu316 a Asp320 z jedné
molekuly proteinu STING, karbonylova skupina Ala318 a postranni fetézec Asp205 druhé
molekuly proteinu, ktera je s prvni symetricky spojena, a dvé molekuly vody koordinuji
s obéma vapenatymi ionty. Tato interakce vytvari geometrii oktaedru (Shu et al. 2012),
(viz obrazek 1.2). Protein STING bez navazanych vapenatych iontd je hyperaktivnéjsi
a spontanné indukuje expresi interferonti i pii nizkych hladinach transfekce, dokonce
prestava reagovat na vazbu cyklického diguanosinmonofosfatu (c-di-GMP) (Burdette et al.
2011). Pro spravné slozeni proteinu, jeho lokalizaci a funkci je tedy nezbytna celd rada
riznych interakci, bez nichz by protein STING nebyl schopen spravné ptlisobit béhem

odpovédi imunitniho systému.
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Obrazek 1.2 Detailni pohled na vazebné misto vapenatych iontii. Sedou barvou jsou znizornény aa jednoho
monomeru proteinu STING, fialovou barvou pak aa symtericky orientovaného druhého monomeru. Zlutou barvou jsou
zndroznény vdpenaté ionty, modrou barvou molekuly rozpoustédla. Prevzato z Shu et al. 2012.



1.3 Lokalizace proteinu STING

STING je transmembranovy protein lokalizovany na membrané endoplasmatického
retikula (ER). Aminokyselinovy motiv RXR je jednim z motivii nachazejicich se u proteint
vyskytujicich se v ER (Zerangue et al. 1999). Sekvence proteinu STING obsahuje dva tyto
motivy: mezi druhou a treti transmembranovou doménou se naléza motiv RYR
(aminokyseliny 76-78) a hned za Ctvrtym transmembranovym segmentem se naléza
motiv RIR (aminokyseliny 178-180) (Sun et al. 2009). Protein STING je exprimovany
zejména v imunitnich burikach, jako jsou naptiklad monocyty nebo lymfoblasty, ale
i v dalSich buné¢nych typech (v burikach epitelu ¢i slinivky) (Sun et al. 2009). Z tohoto lze

usuzovat, Ze hraje roli v imunitni odpovédi organismu.

1.4 Funkce proteinu STING

Protein STING ma hned dvé funkce - je to adaptorovy protein, ktery je aktivovan
bunéfnymi senzory (napt. syntazou cyklického GMP-AMP, zkracené cGAS), které detekuji
pritomnost nukleovych kyselin ciziho plivodu, a je pfimym imunosenzorem pro cyklické
dinukleotidy (Burdette et al. 2011; Huang et al. 2012; Shang et al. 2012; Sun et al. 2009).
Hraje esencidlni roli v ¢asné odpovédi vrozené imunity na pritomnost patogent. Jakmile
dojde k detekci cyklického dinukleotidu ¢i k aktivaci proteinu STING bunéénym senzorem,
STING aktivuje TANK vazebnou kinazu (TBK1) a transkrip¢ni faktor IRF3 (IFN-regulacni
faktor 3), coz vede k produkci cytokind, konkrétné jsou produkovany interferony typu I
(IFN-I) (Burdette et al. 2011). IFN-I jsou nedilnou soucasti odpovédi imunitniho systému,
nebot’ aktivuji radu jeho dalSich sloZek. Nepostradatelnou roli hraji i v boji imunitniho
systému s virovou infekci (Sun et al. 2009). Signaliza¢ni drahy rozpoznani nukleovych
kyselin a cyklickych dinukleotidi jsou oddéleny, obé drahy pouze sdili STING jako
spolec¢nou signalni molekulu. Divodem miiZe byt evoluce bunécné signalizace. STING byl
totiz pravdépodobné pivodné piimy senzor cyklickych dinukleotidd, a aZ poté ziskal
schopnost odpovidat na detekci nukleovych kyselin jinymi senzorickymi proteiny
(Burdette et al. 2011). Nicméné je jiz zcela jisté, Ze STING stoji v prvni linii obrany, nebot’
tim, Ze zprostredkovava signalizaci vrozené imunity v ranych fazich infekce chrani buriku,

potazmo cely organismus, pied fadou patogent.



1.5 Vazba cyklickych nukleotidii na protein STING

1.5.1 Vazba c-di-GMP na protein STING

Cyklické dinukleotidy jsou bakterialni sekundarni poslové a jsou vyznamné v mnoha
fyziologickych procesech bakterii (shrnuto v: Jenal a Malone 2006). Na C-terminalni
doméné proteinu STING (aa 140-379) se naléza vazebné misto cyklického bis-(3'-5)-
dimerického guanosinmonofosfatu (c-di-GMP). c-di-GMP se vaZe do spodni casti styCné
plochy dimeru proteinu, kterd ptipomina tvar "V*, c-di-GMP rovnéz zaujima obdobny tvar
(obrazek 1.3) (Huang et al. 2012; Shu et al. 2012). Vazba c-di-GMP na protein nijak
vyznamné neovliviiuje jeho celkovou konformaci, dochazi pouze krotaci jednoho
monomeru proteinu STING o 20° nad vazbu c-di-GMP, coZ napomaha silnéjsi interakci

mezi dvéma monomery v ramci dimeru (Huang et al. 2012).

Monomer A Monomer B

r Membréana ER

Obrazek 1.3 Struktura lidské varianty proteinu STING v komplexu s c-di-GMP. Diagram C-termindlni domény
proteinu STING s navdzanym c-di-GMP. Monomer A je znazornén zlutou barvou, monomer B purpurovou barvou.
Znazornéné jsou C a N termindlni domény, vdpenaté ionty jsou oznaceny Sedymi koulemi a c-di-GMP je vyobrazen
v trubickovém modelu jehoZz uhliky jsou znazornény modrou barvou. Pfevzato a prelozeno z Shang etal. 2012.

Béhem vazby proteinu STING na c-di-GMP se uplatiiuji predevSim patrové
(,stacking”) interakce a vodikové mustky. Vétsina vodikovych mtstkii je vytvarena aa 224-
245, tato oblast byva nazyvana jako vicko (Huang et al. 2012). Podstatnou roli hraje
Gly166, umoznuje totiz c-di-GMP, aby se pribliZil k vazebnému mistu, coZ nasledné

dovoluje guaninu, aby se jeho kruh a fenolovy kruh Tyr167 naskladaly nad sebe, tj. vytvari



se patrova interakce. Tyr167 interaguje pres vodikovy mistek i s Glu260, coZ rovnéz
umoziuje spravné umisténi fenolového kruhu Tyr167 atvorbu patrovych interakci.
Pro264 napomaha spravnému umisténi Tyr263 a Thr267, aby interagovaly s c-di-GMP.
Pravé s Tyr263 tvori guanin c-di-GMP primy vodikovy miistek. Guaninova baze dale tvori
vodikové mistky, které jsou zprostredkované rozpoustédlem, s patefni aminovou
a karbonylovou skupinou Ser267, s postrannim retézcem hydroxylové skupiny Tyr163
a karbonylové skupiny Tyr261. Ser162, Thr267 a rada dalSich rozpustnych molekul
vytvari hydrofilni polStat, ktery se prizptsobi rib6ze a fosfatovému kruhu c-di-GMP. (Shu
et al. 2012). Jeden z kysliki (04 nebo 010) fosfatové skupiny c-di-GMP interaguje
s hydroxylovymi skupinami Ser162 a Thr267 pres vodikové mistky. Jak Ser162, tak
Thr267 jsou konzervovany v molekule proteinu STING napti¢ riznymi Zivo¢iSnymi druhy:.
Pi vazbé proteinu STING na c-di-GMP se uplatiiuje fada dalSich interakci. (Huang et al.
2012). Zaroven vlivem vazby c-di-GMP na protein STING dochazi kuvolnéni C-
terminalniho konce proteinu, ktery slouZi jako autoinhibitor, nebot skryva sty¢nou plochu
neaktivniho proteinu STING. Uvolnénim C-termindlni domény po vazbé c-di-GMP na
protein STING je tato sty¢na plocha odhalena, a m{iZe dojit k vazbé jiného proteinu STING,
jinymi slovy je umoZnéna polymerizace proteinu STING, coZ je dalSim nezbytnym krokem
pro jeho aktivaci (Ergun et al. 2019; Yin et al. 2012). Uvolnénim C-terminalni domény se
protein STING vaze na TBK1, aktivuje ji, a ta nasledné fosforyluje IRF3 (Tanaka a Chen
2012). Vazbou c-di-GMP na protein STING dochazi k zaujeti uzavienéjsi konformace
proteinu a uvolnéni C-termindlni domény, coz nadale umoZiiuje tvorbu polymeru

a aktivaci proteinu STING, ktera zprostredkovava naslednou signalizaci.

1.5.2 Vazba cGAMP na protein STING

Na doménu vazajici ligand proteinu STING se dale vaZe cyklicky guanosinmonofosfat-
adenosinmonofosfat (cGAMP). cGAMP je produktem cyklické GMP-AMP syntazy, jejiz
funkci v burice je detekovat deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) v cytosolu. Molekula
cGAMP je sekundarni posel ZivocCichd, v sav€ich burikdch obsahuje dvé fosfodiesterové
vazby: prvni je mezi 2‘-OH GMP a 5‘-fosfatem AMP, druha je mezi 3-OH AMP a 5‘-fosfatem
AMP. Tato molekula byla pojmenovana 2‘3‘-cGAMP a na protein STING se vaze s daleko
vys$i afinitou neZ ostatni izomery, které maji fosfodiesterové vazby na jinych mistech
(22°-cGAMP; 32'-cGAMP; 33‘-cGAMP). Vazba cGAMP na protein STING rovnéZ doprovazi

jeho konformac¢ni zmény, které mohou byt zakladem pro aktivaci proteinu. Dochazi



k rotacim dvou monomeri v dimeru, ¢imZ vznika uzavirenéjsi usporadani. Vznika hlubsi
kapsa, ktera cGAMP obejme. cGAMP vazebné misto je priklopeno vickem, které je tvofeno
Ctyitetézcovymi antiparalelnimi B-listy a spojovacimi smyckami, ty jsou tvoreny aa 219-
249 z obou monomert (viz obrazek 1.4). Zejména pak aminokyseliny z 3-listu (Arg232,
Arg238 a Val239) hraji diilezitou roli nejen ve vazbé cGAMP, ale i ve tvorbé vicka
a v regulaci aktivace proteinu STING. Diivodem vys$si afinity cGAMP k proteinu STING je
fada rozsahlych interakci. Glu260, Thr263 a Val239 interaguji s guaninovou bazi GMP.
Ser162 interaguje svolnou 3‘-OH skupinou GMP, coZz doklada, proc¢ je ligand
s fosfodiesterovou vazbou mezi 2‘-OH skupinou GMP a 5’-fosfatem AMP tak afinitni. AC se
2‘3-cGAMP vaZe na protein STING daleko snaze ve srovnani s ostatnimi izomery cGAMP,
vSechny ¢tyri izomery jsou schopny aktivovat protein STING, ¢imZ dojde k indukci exprese
interferonti 3 (IFNB). 2‘3'-cGAMP se pravdépodobné vyskytuje i v nizSich organismech,
coZ by mohlo byt pri¢inou vysoce afinitni vazby k proteinu STING (Zhang et al. 2013).
Vazba cGAMP na protein STING doprovazi uvolnéni C-terminalni domény proteinu, ¢imz
umoziuje tvorbu polymeru, stejné jako tomu je v pripadé vazby c-di-GMP na protein
STING (Ergun et al. 2019). Aktivaci proteinu STING predchazi vazba cGAMP, kterou
doprovazi konformac¢ni zmény proteinu, které vyvolavaji jesté uzavienéjsi konformaci,

nez jakou vyvolala vazba c-di-GMP.

Pohled ze strany Pohled shora

Obrazek 1.4 Struktura proteinu STING s navazanym cGAMP. Znizornéna je molekula 2‘3‘-cGAMP navdzana na C
termindlni doménu proteinu STING. Vyobrazeny jsou dva pohledy na strukturu. Pfevzato a pfeloZeno z Zhang et al. 2013.



1.5.3 Vazba c-di-AMP na protein STING

Dalsi molekulou, ktera je schopna vazat se na protein STING, indukovat jeho konformac¢ni
zmény a tim jej aktivovat, je cyklicky bis-(3‘-5‘)-adenosinmonofosfat (c-di-AMP). Vaze se
do stejné vazebné kapsy jako c-di-GMP, tedy na C-terminalni doménu tvorenou aa 140-
379. Vazbou rovnéz vyvold uzavieni dimerického proteinu STING, nicméné zména
konformace proteinu se vice podoba navazanému cGAMP. Rozdil ve vazbé c-di-AMP na
protein STING oproti vazbé c-di-GMP na molekulu STING spociva na druhé pozici uhliku
v adeninu, kde neni navazana zadna dalsi skupina atomt (v guaninu je zde navazan dusik).
Tim dochazi ke ztraté interakce s Glu260, ¢imz je afinita c-di-AMP na STING sniZena.
Nicméné jelikoZ je adenin také purinova baze, vytvari s Tyr167 proteinu STING patrové
interakce (Yin et al. 2012). Molekula c-di-AMP se dokaZe navazat na protein STING a tim
jej aktivovat, le¢ k vazbé dochazi vlivem jeho nizsi afinity k proteinu az pri vysokych

koncentracich c-di-AMP v burice.

Na protein STING se Zadny jiny cyklicky nukleotid, ktery by vyvolal aktivaci
proteinu STING, nevaze. Dlivodem jsou tfi strukturni rysy, které musi ligand splriovat, aby
se do vazebného mista proteinu STING mohl navazat: musi se jednat o cyklicky nukleotid,
musi se jednat o purin, aby bylo moZné vytvorit patrovou interakci s Tyr167. Guanin ma
vyhodu nad adeninem vlivem pritomnosti dusiku na druhé pozici, coZ umoZziuje interakci

s Glu260 (Yin et al. 2012). Proto se na protein STING vaZou c-di-GMP, cGAMP a c-di-AMP.

1.5.4 Formace polymeru proteinu STING

Navazanim cyklickych nukleotid{i na protein STING dochazi k fadé konformacnich zmén
proteinu a k jeho nasledné aktivaci. Dimery proteinti STING formuji linearni polymer, kdy
fada volnych C-terminalnich konct vytvari leSeni pro dimerizaci a aktivaci transkrip¢niho
faktoru IRF3, coz je dalSim krokem signalizace. Mezi proteinem STING bez navazaného
cGAMP a proteinem STING v komplexu s cGAMP je vyraznéjsi strukturni rozdil, kvili
¢emuZ nemohou vzajemné interagovat a dale predavat signal. Je-li tedy na protein STING
navazan cGAMP, dochazi k tvorbé polymeru pouze s dalSim proteinem STING, ktery je
v komplexu s cGAMP. Oproti tomu protein STING s navdzanou molekulou c-di-GMP miizZe
polymerizovat s proteinem STING bez navazaného ligandu, coZ nasledné zvysuje afinitu

proteinu STING Kk c-di-GMP. Oproti tomu protein STING s navazanym cGAMP nemiize



tvorit polymer s proteinem STING v komplexu s c-di-GMP. Dlivodem je odlisSny uhel mezi
témito dvéma dimery. Molekula c-di-GMP se tedy pravdépodobné mitiZe chovat jako

kompetitivni inhibitor cGAMP signalizace (Ergun et al. 2019).
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Kapitola 2

Role proteinu STING v bunécné signalizaci

2.1 Role proteinu STING ve vrozené imunité

VétsSina mnohobunécnych organismi si v priibéhu své existence vyvinula nékolik
obrannych mechanismi proti $kale nejriiznéjSich patogent. Typickym ptikladem formy
hostitelovy obrany je vrozend imunita. DokaZe rozpoznat pritomnost fady patogentd
pomoci tzv. receptorlii rozpoznavajicich vzory (z angl. pattern recognition receptors,
PRRs), které detekuji konzervované molekuly a molekularni motivy asociované
s vyskytem patogeni (z angl. pathogen associated molecular patterns, PAMPs), ale které
miiZe hostitel snadno rozpoznat. PRRs nasledné aktivuji signaliza¢ni drahy, jejichz ukolem

je regulovat expresi fady genti vrozené imunity (shrnuto z: Medzhitov a Janeway 2000).

Piikladem PRR jsou Toll-like receptory (TLRs), které rozpoznavaji fadu PAMPs.
Existuji vsak TLRs, které specificky rozpoznavaji nukleové kyseliny (napt. TLR3, TLR7,
TLR8, TLR9). Nachazi se zejména v endosomalnich kompartmentech, kde je sniZena
Sance, Ze detekuji DNA hostitele. Po detekci nukleové kyseliny vyvolavaji odpovéd
v podobé produkce cytokint, jejichZ soucasti jsou prozanétlivé molekuly, které jsou
produkovany prevazné makrofagy a myeloidnimi dendritickymi burikami, a interferony
prvniho typu (IFN-I), které jsou ve velkém mnoZstvi produkovany plasmacytoidnimi
dendritickymi burikkami (shrnuto z: Blasius a Beutler 2010). Mezi PRR miiZe byt razen
i protein STING, ktery detekuje pritomnost bakterie v burtice tim, Ze vaze jeji sekundarni
posly, c-di-GMP a c-di-AMP. Vazbou téchto cyklickych dinukleotidd, které je mozZno
definovat jako PAMPs, je aktivovan a spousti signaliza¢ni kaskadu, ktera vede k produkci

interferont a dalSich cytokin.

2.2 Signalni draha cGAS-STING

Detekce cyklickych dinukleotidi v§ak neni jedina funkce proteinu STING. U¢astni se totiz
unikatni signalizacni kaskady, kterou je draha cGAS-STING. Cyklicka GMP-AMP syntaza

(cGAS) je oznaceni pro protein, ktery je ptitomen v cytoplazmé a v jadre (Liu et al. 2018).
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Mezi jeho funkce patii rozpoznani a vazba DNA (Bai a Liu 2019), bunécna senescence
(Kerur et al. 2018) a dalsi. Pritomnost DNA v cytoplasmé znaci bud’ infekci patogeny,
jakymi jsou bakterie ¢i viry, nebo hostitelskou DNA pochazejici z jadra ¢i mitochondrie,
coz poukazuje na poSkozeni buriky. Protein cGAS rozpoznava radu dvojretézcovych DNA
(dsDNA), mezi néz patii DNA bohata na AT pary (poly(dA:dT)), CG pary (poly(dG:dC))

a DNA simulujici expresi interferonti (ISD).

Vazba dsDNA na cGAS vyvold konformacni zmény proteinu, jeho oligomerizaci
a naslednou aktivaci. Aktivovany protein syntetizuje cGAMP z adenosintrifosfatu (ATP)
a guanosintrifosfatu (GTP). cGAS nejprve katalyzuje tvorbu intermediatu, kdy je mezi GTP
a ATP vytvorena 2‘5‘-fosfodiesterova vazba a nasledné dojde k syntéze 2‘3-cGAMP (Gao
et al. 2013; Li et al. 2013). cGAMP je sekundarni posel, ktery se vaze na protein STING,
¢imz dojde k aktivaci proteinu a produkci IFN-I a dalSich cytokini (Wu et al. 2013).
Molekuly cGAS jsou tedy cytosolickymi senzory dsDNA, které po vazbé DNA katalyzuji
produkci molekul cGAMP, které dale aktivuji protein STING (obrazek 2.1). cGAS je

nedilnou soucasti signaliza¢nich drah vrozené imunity pro detekci patogenni DNA.

Za urcitych patofyziologickych podminek vsak mtiZe dojit k uvolnéni vlastni DNA
hostitele do cytoplasmy. Ktomuto nezadoucimu jevu dochazi napiiklad pri
mitochondrialnim stresu, nestabilité nebo poskozeni DNA, prasknutim mikrojader aj.
Uvolnénad DNA, mitochondridlni i jadernd, rovnéz aktivuje cGAS-STING signalizac¢ni
kaskadu a vede k zanétlivé reakci. cGAS totiZ rozpozna jakoukoli dsDNA, ktera se vyskytuje

v cytoplazmé, nehledé na jeji sekvenci (shrnuto z: Bai a Liu 2019).
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Obrazek 2.1 Schematické vyobrazeni cGAS-cGAMP-STING signalizacni drahy. Protein cGAS je aktivovdan dsDNA,
naceZ produkuje cGAMP, ktery se vdZe na protein STING. Ten je vazbou aktivovdn a translokuje do Golgiho aparatu, kde
se na néj vaze TBK1 a IRF3, IRF3 je fosforylovan a translokuje do jadra, kde iniciuje transkripci interferonovych gent
(prevzato a preloZeno z Bai a Liu 2019).

2.2.1 Transport proteinu STING z ER do GA

Po detekci pritomnosti patogenu v burice bud’ pfimou vazbou bakteridlnich sekundarnich
posli c-di-GMP a c-di-AMP, nebo vazbou cGAMP, produktu proteinu cGAS, na protein
STING jsou umoznény dalsi ¢asti signalizacni kaskady, které vedou k produkci cytokind.
Po stimulaci cyklickymi dinukleotidy translokuje protein STING z ER do Golgiho aparatu
(GA) (Mukai et al. 2016). K translokaci potiebuje sestaveni transloka¢niho komplexu,
ktery tvori dva proteiny: translokonové asociovany protein 3 (zangl. translocon
associated protein 3, TRAPf) a inaktivni rhomboid protein 2 (iRhom2) (Luo et al. 2016).
TRAP je soucasti TRAP komplexu, ktery zprostiedkovava sekreci hormoni a jinych latek
z ER (Hartmann et al. 1993; Jaskolowski et al. 2023). Protein TRAPf3 asociuje s proteinem
STING (Ishikawa a Barber 2008). Protein iRhom2 napomaha vazbé TRAP[ na protein
STING, tento komplex stabilizuje a nasledné umozZnuje transport proteinu STING do
perinukledrnich oblasti. iRhom2 funguje i jako adaptorovy protein, kdy umoZiuje

rekrutovani eukaryotického transla¢niho inicia¢niho faktoru (elF3S5), ktery ma
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deubiquitinazovou aktivitu. Deubiquitinaza elF3S5 zabranuje degradaci proteinu STING
proteasomovou drahou a tim podporuje jeho signalizaci. Deubiquitinace proteinu STING
probiha predevSim v ranych fazich infekce (Luo et al. 2016). Protein STING je tedy
dopraven z ER do GA diky translokacnimu komplexu, podstatnou roli zde hraje protein

iRhom?2, ktery zaroven zabranuje degradaci proteinu STING.

2.2.2. Interakce TBK1 a IRF3 s proteinem STING

V GA se odehrava nejzasadnéjsi cast signalizace proteinu STING. V pozdnich
kompartmentech GA, které zahrnuji i trans-golgi-network (TGN) dochazi k palmitoylaci
proteinu STING, ktera je nedilnou soucasti aktivace tohoto proteinu a je vyZadovana pro
odpovéd imunitniho systému pomoci IFN-I. Palmitoylace umoziiuje, aby protein STING
tvoril klastry v lipidovych raftech TGN (lipidové rafty TGN jsou specialni membranové
domény obohacené o sfingomyelin a cholesterol), coZ napomaha pribliZzeni TBK1 a IRF3
bliZze k sobé. Pravé v GA dochazi k aktivaci TBK1 a IRF3 (Mukai et al. 2016). TBK1 je
serin/threonin kinaza a hraje vyznamnou roli v fadé bunécnych procest, mezi néz patii
signaliza¢ni drahy vrozené imunity, ale i v patologickych procesech jako je
nekontrolovatelnd bunécna proliferace vedouci k nadorové transformaci (shrnuto
z: Helgason et al. 2013). IRF3 je transkrip¢ni faktor, ktery zprostredkovava antivirovou
odpovéd’ vrozeného imunitniho systému na pritomnost viru v burice (Collins et al. 2004).
Piimo na protein STING se vaze TBK1, konkrétné se vaze z vrchu cytosolické domény
vazajici ligand, transembranova doména se interakce s TBK1 pravdépodobné neucastni.
TBK1-vazebny motiv tvoii aa 369-377, vazba je mezi témito dvéma molekulami flexibilni

(Zhang et al. 2019).

TBK1 se na protein STING vaZe za ucelem fosforylace tohoto proteinu. TBK1
fosforyluje protein na Ser366, ktery se nachazi v konsenzus motivu cLxIS (c znaci nabity
zbytek, x je oznaceni pro jakykoli zbytek). Fosforylovany protein STING rekrutuje IRF3,
ktery je také fosforylovan TBK1. Fosforylovany IRF3 je aktivovany, odpojuje se od
komplexu a tvori dimer. Nasledné translokuje do jadra, kde aktivuje transkripci gend,
které koduji INF-I a prozanétlivé cytokiny (Liu et al. 2015). Protein STING rekrutuje
i cytosolickou kinazu inhibujici jaderny faktor kB (IKK), ktera aktivuje transkrip¢ni
jaderny faktor x lehkého retézce aktivovanych B bubék (NF-kB). NF-kB translokuje do

jadra, kde spolu s IRF3 indukuji transkripci interferonovych gent a cytokinti (Wu et al.
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2013). Protein STING je po signalizaci nasledné degradovan v lysosomu (Gonugunta et al.
2017). Interakce kinaz TBK1 a IKK a transkrip¢nich faktord IRF3 a NF-kB s proteinem

STING je pro aktivaci imunitni odpovédi nezbytna.

2.3 Role proteinu STING v autofagii

Autofagie je dilezitym bunécnym procesem, pri némz dochazi k degradaci materialu
uvnitt bunlky organelou zvanou autofagosém. Burika se takto zbavuje nepotrebného
materiadlu. Jedna se napriklad o poskozené mitochondrie, proteinové agregaty,
nebezpecny odpad, patogeny, nadbytecné ribozomy aj. Dojde-li k hladovéni, burika ziskava
diky autofagii potfebnou energii pro procesy nezbytné pro Zivot. Autofagie je v béZnych
piripadech velmi benefitni, avSak pri poSkozeni kontrolnich systémi tohoto ,sebe
pojidani“ dochazi k rozvoji rady chorob, konkrétnéji vede k rozvoji neurodegenerativnich
onemocnéni (napt. Alzheimrovy choroby), infekcim ¢i nékolika typtd rakovin (shrnuto

v: Hurley a Young 2017).

Protein STING aktivuje jednu z fady drah vedouci k autofagii. Poté co je aktivovan
cGAMP, translokuje STING do perinuklearni oblasti do prechodného kompartmentu mezi
ER a GA (z angl. ER-Golgi intermediate compartment, ERGIC) a odtud translokuje do GA.
Pravé v ERGIC dochazi k autofagii indukované proteinem STING, nebot ERGIC obsahujici
protein STING slouZi jako zdroj membran pro lipidaci lehkého retézce 3 proteinu 1A/1B
asociovaného s mikrotubuly (z angl. microtubule-associated protein 1A/1B light-chain 3,
LC3) (Gui et al. 2019). Soucasti tvorby autofagosému je prima interakce proteinu STING
s proteinem 2 obsahujicim WD opakujici doménu (z angl. WD repeat protein interacting
with phospoinositides 2, WIPI2). Tato interakce umozinuje proteinu WIPI2 zacilit vacky
obsahujici protein STING, aby doslo klipidaci LC3 (Wan et al. 2023). STING primo
interaguje i s LC3 diky LC3-vazebnym oblastem (z angl. LC3-interacting region, LIR) (Liu
et al. 2019). Timto klicovym krokem je zapocata tvorba autofagosému, ktera je pro
ukonceni signalizace proteinu STING a odstranéni cytosolické DNA nezbytna. Protein
STING je dopraven pies autofagosom do endosomu a nakonec do lysosomu, kde je
degradovan. (Gui et al. 2019; Wan et al. 2023). Protein STING je aktivovan cyklickymi
dinukleotidy, interaguje s TBK1 a IRF3, coZ spousti produkci cytokini a interferonti, a poté

protein translokuje do ERGIC, kde interaguje s proteiny WIPI2 a LC3, coz zahajuje tvorbu
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autofagosomu a ukoncuje signalizaci proteinu STING. Protein STING je nakonec

degradovan v lysosomu.
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Kapitola 3

Role proteinu STING pri virové infekci

3.1 Viry s DNA genomy

Rada vird, jejichZ genom tvoii DNA musi byt nejprve dopraveny do jadra buriky, kde
probiha jejich replikace. Ktransportu do bunécného jadra vyuzivaji bud jaderné
lokalizacni signaly, nebo se vaZou pfimo na jaderny p6r, nebo mohou ¢ekat v cytosolu na
rozpad jaderné membrany pri bunécném déleni (Liu 2014). Jakmile se virovd DNA
nechranéna virovou kapsidou ocita v cytoplasmé, miiZe byt rozpoznana proteinem cGAS,
ktery spousti produkci cGAMP, jenz aktivuje protein STING a dochazi k iniciaci aktivace
antivirovych genti. Timto je virové replikaci zabranéno. Aby se virus skryl pred detekci
a mohl se replikovat, vyuziva proteind, které cili na bunécné proteiny, které spousti
odpovéd imunitniho systému, a riznymi mechanismy je inhibuji. Cilem tady virovych

proteind inhibujicich antivirovou odpovéd’ je pravé protein STING.

3.1.1 Herpesviry

3.1.1.1 Lidsky cytomegalovirus

Lidsky cytomegalovirus (HCMV) je obaleny virus s linearnim dsDNA genomem, ktery je
razen do Celedi Herpesviridae, podceledi Betaherpesvirinae. Efektivné infikuje vétSinu
lidské populace. Za béznych okolnosti navozuje latentni infekci, tedy zlistava v burice, aniz
by se mnozil. V této fazi nevyvolava Zadné onemocnéni. U imunokompromitovanych osob
(osoby s imunodeficientnim onemocnénim nebo po organové transplantaci) hrozi
reaktivace infekce, kterd mize byt smrtelnd (shrnuto v: Landolfo et al. 2003). Mezi
virovym obalem a kapsidou se u virl zceledi Herpesviridae nachazi vrstva zvana
tegument, ktera obsahuje predevsim transkrip¢ni faktory a jiné proteiny, které pomahaji
v rozvoji Casné faze infekce. Proteiny v tegumentu zajiStuji iniciaci virové infekce, stabilitu
virové Castice a jeji sloZeni (Jones a Lee 2004; Lorz et al. 2006; Munger et al. 2006; Penkert

a Kalejta 2010; Silva et al. 2003).
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3.1.1.1.1 Protein pp71

Mezi proteiny tegumentu patii i fosfoprotein 71 (pp71, produkt genu UL82), ktery je pro
virovou replikaci nezbytny. Ihned po vstupu viru do buriky je dopraven do jadra (Hensel
et al. 1996), kde se vaze na domény bunécnych proteini asociovanych se smrti (z angl.
Death associated protein, Daxx) a na retinoblastomovy protein (pRb) a zprostfedkovava
jejich degradaci (Hofmann et al. 2002; Ishov et al. 2002; Kalejta a Shenk 2003a, 2003b;
Saffert a Kalejta 2006) coZ napomaha expresi bezprostredné Casnych (immediate early,
IE) a c¢asnych (early, E) genl (Bresnahan a Shenk 2000; Cantrell a Bresnahan 2005).
Proteiny Daxx i pRb slouzi jako inhibitory transkripce (Stiegler et al. 1998; Yang et al.
1997), proto jsou cilem degradace proteinu pp71. V pozdnich fazich infekce se ucastni
skladani kapsidy a nasledné pomaha jejimu transportu pres jadernou membranu (Hensel

etal. 1996).

Protein pp71 cili i na protein STING, aby zabranil expresi interferonovych gen.
Stredni ¢ast proteinu pp71 (aa 194-372) interaguje pifimo s C-terminalni
doménou proteinu STING (aa 151-379). Protein pp71 tak zabranuje tvorbé
translokacniho komplexu STING-iRhom2-TRAP(, coZ znemoZiiuje dopravu proteinu
STING do perinuklearnich oblasti. Zaroven je primou interakci proteinu pp71 s proteinem
STING zabranéno vazbé TBK1 na protein STING, tedy nedochazi k fosforylaci proteinu
STING, proto nemitizZe rekrutovat IRF3 (Fu et al. 2017). Timto je efektivné zabranéno
transkripci interferonovych geni a HCMV se tak elegantné vyhyba odpovédi imunitniho

systému.

AvSak interakci virového proteinu pp71 sproteinem STING lze zabranit
kovalentnim pripojenim oxidu dusnatého na redukovanou siru cysteinu, tzv. S-nitrosylaci
(Stamler et al. 1992). Tato posttransla¢ni modifikace ma obecné vliv na stabilitu proteinu,
jeho lokalizaci a celkovou funkci, tedy ovliviiuje i protein-proteinové interakce (shrnuto v:
Gould et al. 2013). S-nitrosylace dokaZe inhibovat funkce pp71. Nitrosylovan je Cys228
proteinu pp71, ¢imzZ je limitovan jeho inhibi¢ni vliv, ktery na protein STING ma (Nukui et
al. 2020). Pokud je pp71 S-nitrosylovan, pak dochazi kiniciaci produkce interferont
vyvolané proteinem STING. S-nitrosylace je tedy reakce buriky na inhibici proteinu STING

virovym proteinem pp71.
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3.1.1.2 Herpes simplex virus 1

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) patii do celedi Herpesviridae a podceledi
Alphaherpesvirinae. Jedna se o obaleny virus, jehoZ genom tvori linearni dsDNA. Tento
virus se piendasi slinami a je plivodcem opart v oblasti hlavy a krku. Ve vzacnych ptipadech
miiZze zpUsobit i meningitidu nebo herpetickou encefalitidu. DokaZou navodit latentni
infekci, nasledné se reaktivovat a v oblasti pocatecni infekce zptlisobit 1éze. HSV-1 je velmi
roz$ifeny napric¢ lidskou populaci a jejich primarni infekce jsou bezptiznakové, reaktivuji

se hlavné béhem imunodeficience ¢i pti napadeni jinym patogenem.

3.1.1.2.1 Protein ICP27

HSV-1 skryva mezi svymi zbranémi pied imunitnim systémem protein infikované buriky
27 (z angl. infected cell protein 27, ICP27)., jenz patii do skupiny IE proteint. Mezi jeho
kompetence spada regulace transkripce pozdnich genfi ¢i export virové mRNA z jadra (Liu
2014; Rice a Knipe 1990). Jedna se o jaderny protein (Mears a Rice 1998), vstup do jadra
je zprostredkovany importinem [ (Koffa et al. 2001). Obsahuje nékolik jadernych
lokaliza¢nich signald, napft. v oblasti aa 110-137 nebo na C-terminalni doméné v oblasti
aa 140-512 (Mears et al. 1995). Protein ICP27 se vazZe na Aly/REF protein, coz je exportni
faktor, ktery vaZze mRNA a napomaha jejimu exportu zjadra do cytoplasmy (shrnuto
v: Zhao et al. 2024). Protein ICP27 se na RNA-rozpoznavaci motiv (RRM) Aly/REF vaze
tfemi aa: W105, R107 a L108 (Tian et al. 2013). Aly/REF nasledné funguje jako
adaptorovy protein a navadi virovy protein ICP27 s navazanou virovou mRNA
k jadernému exportnimu receptoru TAP/NFX1 (jaderny exportni faktor pro RNA 1). Tato
interakce zvySuje efektivitu exportu virovych mRNA z jadra do cytoplasmy hostitelské
burniky (Tian et al. 2013). Protein ICP27 napomdha exportu virové mRNA zjadra

interakcemi s bunénymi komponentami a usnadriuje tak virovou replikaci.

Virovy protein ICP27 se s navazanou virovou mRNA ocitd v cytoplasmé. Virova
mRNA je translatovdna do virovych proteind, zatimco ICP27 zabramnuje expresi
interferonovych genti. Dokaze se vazat na komplex proteinu STING s TBK1, a tim
zabranuje rekrutovani IRF3. IRF3 tedy nemiiZe byt fosforylovan, nedojde tak k jeho

aktivaci a tim je produkce interferont inhibovana. Protein ICP27 je v ramci celého rodu
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herpes simplex konzerovan, a predpoklada se tedy, Ze i u ostatnich viri z tohoto rodu/této
podceledi je schopen inhibovat produkci interferont (Christensen et al. 2016; Ponnuraj et

al. 2019).

3.1.1.2.2 Produkt genu y,34.5

Gen y;34.5 se v genomu HSV-1 nachazi v oblasti invertovanych repetic a béhem pozdni
faze infekce je jeho produkt detekovan v jadte i cytoplasmé (Ackermann et al. 1986). Mezi
jeho hlavni funkce patri inhibice autofagie, kdy tvori komplex s protein fosfatazou la
(PP1) a defosforyluje a podjednotku inicia¢niho translacniho faktoru eukaryot 2 (elF-2a).
Faktor elF-2a nasledné nedokaZe zastavit translaci, coZz umoziiuje efektivni virovou
replikaci (He et al. 1997). Dal$i podstatnou roli produktu genu y; 34.5 je inhibice produkce
interferonti. Svou N-koncovou doménou se vaze na protein STING, a tim zabraruje jeho
translokaci z ER do GA. Protein STING neni schopen vazat TBK1 a zprostiedkovat
fosforylaci IRF3 kinazy (Pan et al. 2018). Dalsi studie nicméné poukazuji, Ze produkt genu
v134.5 cili i na TBK1, aby zabranil fosforylaci IRF3 (Verpooten et al. 2009). Produkt genu

v134.5 ma tedy v hostitelské burice radu funkci, které viru usnadnuji replikaci.

3.1.2 Papilomaviry

Lidské papilomaviry (HPV) patii do cCeledi neobalenych viri s genomem tvoienym
dvouretézcovou cirkularni molekulou DNA. Vlivem drobnych zranéni napadaji kmenové
buiiky epitelu a sliznice a jsou plivodci benignich 1ézi v ptipadé tzv. low-risk HPV (LR-
HPV), napti. HPV 6 a 11, v pripadé infekce tzv. high-risk HPV (HR-HPV) miize dojit k rozvoji
maligniho onemocnéni, jakym je napf. karcinom délozniho ¢ipku. Mezi HR-HPV patri
nejvice prostudované HPV 16 a 18. Papilomaviry ovliviiuji bunécny cyklus a bunécnou

diferenciaci, jelikoz k jejich replikaci dochazi pravé béhem diferenciace.

3.1.2.1 Protein E2

Jednda se o konzervovany protein napii¢ celou celedi papilomaviri. Sklada se z C-
terminalni DNA-vazebné domény a N-termindlni transaktivacni domény (shrnuto
v: Hegde 2002). Je exprimovan v ranych fazich infekce, patii tedy mezi ¢asné proteiny

(Ustav a Stenlund 1991). V burice zastava radu roli - reguluje expresi virovych gent (Cripe
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et al. 1987; Steger a Corbach 1997), zajiStuje integraci virového genomu do genomu
hostitelské buriky, resp. do mitotickych chromosomi (Oliveira et al. 2006), ovliviiuje
diferenciaci keratinocytd primou interakci s promotorem integrinu 4 (Oldak et al. 2004,

2010) a podporit rozvoj karcinomu (Mole et al. 2009).

Virovy protein E2 dale dokaZe regulovat signalizacni drahy vrozené imunity.
U keratinocytl exprimujicich protein E2 viru HSV-16 nebo HSV-18 dochazi k potlaceni
exprese proteinu STING a inhibici produkce IFN-k. Pro tuto regulaci gent proteinu STING
a IFN-k byla nezbytna N-terminalni transaktivacni doména proteinu E2 (Sunthamala et al.
2014), nicméné presny mechanismus zatim neni zcela objasnén. IFN-x je dalsi typ
interferont, ktery je exprimovan v keratinocytech v zavislosti na virové infekci (LaFleur
et al. 2001). Protein E2 papilomavir(i zastava tedy celou skalu funkci, v¢etné regulace

odpovédi imunitniho systému.

3.1.2.2 Protein E5

Protein E5 je dalSim zastupcem casnych proteini HPV, jehoZ funkce ve virové replikaci
vSak neni doposud detailné charakterizovana, protein E5 dokaZe narusSit funkci
imunoproteasomu (Miyauchi et al. 2023). Imunoproteasom je typ aktivovaného
proteasomu, ktery vystavuje antigenni peptidy na molekulu hlavniho histokompatibilniho
komplexu I (major histocompatibility complex I, MHC-I) (shrnuto v : Kloetzel 2001). Tim
je sniZena prezentace antigenti, a tedy dochazi k potlaceni imunitni odpovédi. Protein E5
se primo vaze i na protein STING, tim je sniZena fosforylace IRF3 a proto je produkce
interferonti vyznamné nizsi u bunék, které exprimuji protein E5 (Miyauchi et al. 2023).
Z lidskych papilomavir(i kdduje protein E5 napt. HPV-16 (Genther et al. 2003), ktery ma

diky tomuto proteinu dvojitou ochranu pred odhalenim imunitnim systémem.

3.1.2.3 Protein E7 HPV-16

Inhibitorem imunitni signalizace zprostiedkované proteinem STING je i protein E7 HPV-
16. Virovy protein E7 urychluje obrat proteinu STING tim, Ze se navaze na oligomerizacni
doménu proteinu vazajictho nukleotidy (nucleotide-binding oligomerization domain,
leucine-rich repeat containing X1, NLRX1). NLRX1 slouZi jako negativni regulator vrozené

imunity a vkomplexu s proteinem E7 destabilizuje protein STING, dojde k zahajeni
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autofagie a to vede kdegradaci proteinu STING (Luo et al. 2020). NLRX1 je
mitochondrialni protein, ktery hraje roli ve stresové signalizaci ER, ktera zahajuje
autofagii (Lei et al. 2016). Protein E7 tedy inhibuje signalizaci vrozené imunity unikatnim
zpuisobem, kdy zprostiedkovdva degradaci proteinu STING a tim inhibuje produkci

interferond.

3.1.2.4 Protein E7 HPV-18

Protein E7 HPV-18 inhibuje protein STING jedine¢nym mechanismem. Protein E7 inhibuje
fosforylaci transkrip¢niho faktoru NF-kB, nikoli vSak IRF3. Zptisob, jakym Kk inhibici
dochazi je prosty: E7 se vaze na protein STING do oblasti aa 318-343, coZ je oblast, kam
se za béznych okolnosti vaZe NF-kB. E7 se chova jako antagonista, zamezi vazbé NF-kB na
protein STING, coz zabrani fosforylaci NF-kB a tim je zabranéno produkci interferond.
Proteiny E7 jinych typ(i papilomavirli se nedokazi vazat na protein STING. Zajimava je
i skutecnost, ze E7 inhibuje fosforylaci NF-kB, zatimco jiné proteiny jinych virti (napft.
virovy interferon-regulujici faktor 1 herpesviru asociovanym s Kaposiho sarkomem)
inhibuji fosforylaci IRF3, coZ je pravdépodobné zplisobeno mistem vazby inhib¢niho

virového proteinu na protein STING (Lou et al. 2023).

3.2 Viry s RNA genomy

Molekula ribonukleové kyseliny (RNA) v genomu virti mtiZe byt ve formé jednoho vlakna
nebo dvojvlakna. Viry s ssSRNA genomem se dale déli na viry s negativnim, nekdédujicim,
vlaknem RNA (-ssRNA), na viry s pozitivnim, kédujicim, vlaknem RNA (+ssRNA)
a ambisense viry (maji proteiny kodované jak v + tak i - orientaci). Vyhodou +ssRNA virti
je, Ze jejich genomova RNA slouzi jako mRNA a po vstupu viru do buriky je translatovana
do virovych proteind. Viry s -ssRNA a viry s ambisense genomy musi nejprve zajistit
transkripci genomové RNA do mRNA z kterych jsou translatovany virové proteiny. Viry
s dvojietézcovou RNA (dsRNA) v genomu transkribuji mRNA v kapsidé a aZ syntetizovana
mRNA je transportovana do cytosolu (Liu 2014). V zivotnich cyklech vSech téchto vird se
vyskytuje dsRNA, ktrerd je pro buiiku jasnou znamkou infekce patogenem a okamzité
dojde kaktivaci signalizacnich drah vedoucich knavozeni produkce interferont

a antivirového stavu buriky.
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Protein STING neni schopen primo detekovat infekci RNA virem, nicméné RNA viry
mohou zplisobit poskozeni membrany mitochondrii, ¢imZz se mitochondrialni DNA
(mtDNA) dostava do cytoplasmy a aktivuje cGAS-STING signaliza¢ni kaskadu (Aguirre
etal. 2017).

Protein STING je vSak schopny interakce s mitochondridlnim antivirovym
signaliza¢nim proteinem (z angl. mitochondrial antviral-signaling protein, MAVS).
Adaptorovy protein MAVS (oznacovany také jako Cardif, VISA (adaptor pro signalizaci
indukovanou virem) nebo IPS-1) ma v signaliza¢ni draze, ktera je indukovana pritomnosti
virové RNA, obdobnou roli jako protein STING v signaliza¢ni draze reagujici na pritomnost
virové DNA. Virova RNA se vaZe na receptor genu indukovatelného kyselinou retinovou 1
(retinoic acid-inducible gene 1-like receptor, RIG-1), jehoZ signalizacni doména CARD
tvori homooligomery, které interaguji s proteinem MAVS. MAVS je nasledné fosforylovan
kinazami TBK1 a kinazou inhibujici jaderny faktor kB (z angl. inhibitory kB kinase, IKK),
fosforylovany MAVS rekrutuje IRF3 a NF-xB, které jsou fosforylovany. Obé kinazy nasledné
translokuji do jadra, kde indukuji transkripci interferonovych gent (Liu et al. 2015).
Protein STING a MAVS mohou spole¢né interagovat a nasledné rekrutovat RIG-1, coZ
umocrtuje produkci interferonti diky spolecné signalizaci a STING se tak neprimo ucastni
odpovédi imunitniho systému na pritomnost RNA v cytoplasmé (viz obr. 3) (Zhong et al.

2008).
Pro viry nesouci molekulu RNA v kapsidé neni tedy ,Zivotné“ nutné, aby cilily na

protein STING a inhibovaly jeho signalizaci, nicméné existuji zastupci, jejichZ proteiny cili

na tento protein a negativné reguluji jeho funkci.
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Obrazek 3 Schéma signalizacnich drah cGAS-STING a RIG-I-MAVS. Signaliza¢ni kaskdda
cGAS-STING je aktivovdna pouze, vyskytne-li se v cytoplasmé DNA. RIG-I-MAVS signaliza¢ni
draha je aktivovana v pritomnosti RNA v cytoplasmeé. Protein STING se rovnéz miize ucastnit
signalizace RIG-I-MAVS. Obé tyto drahy vedou k produkci cytokintl. Prevzato, upraveno
a preloZeno z The RIG-I and STING alliance, 2018.

3.2.1 Flaviviry

3.2.1.1 Virus hepatitidy C

Virus hepatitidy C patii do Celedi Flaviviridae.]Jeho genom tvori +ssRNA, prenasi se télnimi
tekutinami, pohlavnim stykem ¢i z matky na potomka pri porodu. Napada zejména
hepatocyty. Infekce je vétSinou asymptomatickd, avSak pokud dojde k rozvoji chronické
hepatitidy a nedojde k zahajeni 1écby vcas, dochazi k poskozeni jater, miize dojit k rozvoji
jaterni cirhdzy nebo k rakoviné jater. Jedna se o onemocnéni vyskytujici se po celém svété,

nakaZena jsou priblizné 2 % celosvétové lidské populace (Liu 2014).
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3.2.1.1.1 Protein NS4B

Protein NS4B je v ramci Celedi Flaviviridae konzervovany a zastava radu funkci, jako je
napriklad tvorba replika¢niho komplexu HCV (Egger et al. 2002), nebo sestaveni virovych
Castic po replikaci (Jones et al. 2009). Dalsi roli virového proteinu NS4B je inhibice
produkce cytokind. Svou N-terminalni doménou se vaze na protein STING, coz zabraruje
interakci proteinu STING s proteinem MAVS, a tim je inhibovana produkce interferont

(Nitta et al. 2013).

3.2.1.2 Virus Dengue a jeho protein NS2B3

Virus Dengue (DENV) je taktéz soucasti celedi Flaviviridae. Je pivodcem horecky dengue,
a je prenasen komary rodu Aedes (Liu 2014). Protein NS2B3 slouZi k tomu, aby zabranil
imunitnimu systému detekovat DENV. Jedna se o proteazu. Virové proteazy katalyzuji
Stépeni virovych polyproteinovych prekurzori na jednotlivé funkcéni proteiny, coz je
nezbytnou soucasti virové replikace. Mimo to ale zajistuji i Stépeni bunécnych proteint,
jako pravé proteaza NS2B3, ktera detekuje protein STING na zakladé sekvence
aminokyselin a degraduje jej. STING je ter¢em protedzy, nebot virus Dengue poskozuje
mitochondrie, ¢imZ dochazi k uvolnéni mtDNA do cytoplasmy, a to vede k aktivaci cGAS-
STING drahy. (Aguirre et al. 2012). Protedza NS2B3 viru Dengue efektivné eliminuje

protein STING, a tim predchazi produkci cytokinti, coz zabezpecuje virovou replikaci.

3.2.2 Pikornaviry

Dalsi skupinou virti s RNA genomem jsou pikornaviry. Pikornaviry jsou neobalené viry,
jejichZ genom tvori +ssRNA. Jedna se predevSim o viry mensi velikosti (z nazvu piko:
jednotka velikosti 10712), av§ak nemalého vyznamu. Viry z této &eledi infikuji predevsim
savce a ptaky, napadaji centrdlni mozkovy systém, kazi, horni cesty dychaci, srdce,
gastrointestinalni trakt ¢i jatra. Tato celed’ zahrnuje fadu virovych rodd, jako napriklad
enterovirus, senecavirus, aphtovirus (virus slintavky a kulhavky), rhinovirus, hepatovirus,
cardiovirus (virus encefalomyokarditidy) aj. Béhem infekce dochazi k uvolnéni
mitochondrialni DNA do cytoplasmy pres mitochondrialni pér prechodné propustnosti
(mPTP). Ptitomnost mtDNA v cytoplasmé nasledné aktivuje cGAS-STING signalizacni
drahu. Pikornaviry modifikuji a inhibuji signaliza¢ni drahy imunitniho systému, a tim si

zajistuji svou replikaci (Liu et al. 2023).
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3.2.2.1 Protein 2C

Pikornavirovy protein nesouci nazev 2C je konzervovany a skryva nékolik strukturnich
domén vcetné centralni ATPazové domény. Jeho role ve virovém infek¢énim cyklu dosud
neni plné pochopena, hraje vSak klicovou roli béhem celé virové replikace. ZajiStuje
napriklad vazbu na bunécnou membranu, vazbu RNA ¢i unik pred imunitnim systémem
(shrnuto v: Wang et al. 2020). Protein 2C enteroviru 71 (EV-A71), coxasckieviru A16
(CA16) a viru encefalomyokartitidy (EMCV) se vaZe aa Tyr a Ser na proteinu STING. Tato
vazba brani proteinu STING navazat kindzu TBK1, nedochazi tak ani k fosforylaci IRF3,
a tedy ani k produkci interferonti. Protein 2C senecaviru je schopen zahajit odklizeni
proteinu cGAS autofagickou drahou (Liu et al. 2023). Pikornavirovy protein 2C je tedy

schopen vyznamné inhibovat signalizaci vrozené imunity.

3.2.3 Retroviry

Retroviry jsou specialni skupinou obalenych vird, jejichz genom tvori dvé molekuly
+ssRNA. Ta je po vstupu do buriky prepsana do dsDNA enzymem reverzni transkriptazou
a v této podobé je integrovana do genomu hostitelské buriky. Cili zejména na proliferujici
buriky, jelikoZ po inkorporaci do jejich genomu se replikuji spolu s burikou. Do této Celedi
patii také lidsky virus imunitni nedostatecnosti (Human imunodeficiency virus, HIV).
Virus je prendSen pohlavnim stykem, do bunék se dostava diky bunécnému receptoru
CD4, ktery je vystaven na povrchu bunék imunitniho systému, jako jsou T lymfocyty, gliové
buiiky a monocyty. Bez 1écby onemocnéni po nékolika letech prechazi do stadia, které se
nazyva syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti (z angl. Acquiered immune deficiency
syndrome, AIDS) které kon¢i smrti (Liu 2014). Kvili reverzni transkripci, a tim padem
i pritomnosti virové genomové DNA, RNA a jejich hybridd vzniklych béhem reverzni
transkripce, je potieba, aby retroviry pozménovaly bunécné signalizacni drahy, jinak by

byly velice rychle odhaleny imunitnim systémem.

3.2.3.1 Protein p6

Virus HIV ma velmi efektivni strategie, jak se vyhnout imunitnimu systému. Soucasti této

strategie je i virem kédovany protein p6, ktery se zdrZuje u plasmatické membrany
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a zajiStuje uvolnéni virionl z hostitelské buriky (Gottlinger et al. 1991). Kromé toho ma
dtilezitou roli v uniku pred imunitnim systémem v makrofazich a CD4+ lymfocytech.
Protein pé6 je glutamylovan na Glu6 enzymem TTLL (tubulin tyrosine ligase-like protein).
Tato posttranslacni Uprava proteinu p6 napomaha sniZit indukci interferonti. Protein p6
totiZ interaguje oblasti aa 13-35 s dimerizani doménou proteinu STING (aa 155-180),
¢imZ zabranuje adaptorovému proteinu tvotit dimer, tak potlacuje jeho aktivaci. Zaroven
N-terminalni oblast (aa 1-12) proteinu p6 inhibuje ubiquitinaci proteinu STING na K337
tim, Ze zabranuje interakci proteinu STING s E3 ligazou (Qian et al. 2023). Protein
obsahujici tripartitni motiv 32 (tripartite motif containing 32 protein, TRIM32) pripojuje
na K337 proteinu STING fetézce ubiquitini vazané pres K63, takto spojeny ubiquitinovy
retézec neni oznaCenim k degradaci, nybrz naopak, vyrazné zesiluje indukci IFN-I (Zhang
et al. 2012). JelikoZ proteinu STING je vlivem glutamylovaného proteinu p6 zabranéno
v dimerizaci, neni protein STING schopen rekrutovat TBK1, a proto nedochazi k aktivaci
IRF3. Protein p6 viru HIV tedy hraje roli negativniho regulatoru odpovédi vrozené imunity,

ktera je indukovana ptitomnosti dsDNA v cytoplasmé.

Glutamylaci proteinu p6 lze zabranit pouZitim chloridu kobaltnatého (CoCl,),
Lécba touto latkou zabranuje glutamylovanému proteinu p6 inhibovat produkci
interferonti, zachovava dimerizaci proteinu STING, ktery je nasledné schopen vykonavat
svou funkci. Tento experiment byl vSak proveden na burikach pouze od trech darcu, pro

Sirsi vyuziti tohoto 1é¢ebného postupu je tedy zapotrebi dalsich studii (Qian et al. 2023).
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Zaver

Adaptorovy protein STING je nedilnou soucasti signalizace vrozené imunity. UmoZiiuje
pribliZeni kinazy TBK1 a transkrip¢niho faktoru IRF3 tak, aby kinaza mohla fosforylovat
IRF3. Fosforylovany IRF3 se od komplexu odpojuje, vytvari dimer a translokuje do jadra,
kde iniciuje transkripci interferonovych gend. Interferony jsou glykoproteiny, které hraji
roli vantivirové imunitni reakci. Protein STING slouzi jako cil nékterych virovych
proteind, které inhibuji jim zprostfedkovanou signalizaci, a tim se viry vyhybaji

imunitnimu systému.

K objevu proteinu STING doslo teprve neddvno a za tu dobu bylo o tomto
adaptorovém proteinu odhaleno mnohé, avsak jsou zde oblasti, které by dal$i badani
vyZadovaly. Vyzkum by se dale mohl zabyvat vyuZitim proteinu STING v mediciné. Jeho
role je nezbytna pri vakcinaci, mohl by pomoci pti rakovinné imunoterapii. Vysledky
studie, ktera se zabyvala vyuzitim CoCl, jakoZto inhibitoru replikace viru HIV vypadaji

velice slibné, nicméné je nutné experiment zopakovat na vicero vzorcich.

Mutace v proteinu STING vede krozvoji vaskulopatie asociované s proteinem
STING s ¢asnym nastupem (STING-associated vasculopathy with onset in infancy, SAVI),
autoinflamatorniho onemocnéni, na které zatim neexistuje ucinna terapie (shrnuto
v: Wang et al., 2021). Nevhodna aktivita proteinu STING vede k rozvoji zavaznych chorob,

proto je vhodné se timto proteinem zabyvat.

Zaroven by se vyzkum mohl detailnéji zabyvat virovymi proteiny, které inhibuji
proteinem STING-zprostiedkovanou signalizaci, aby byly virové infekce efektivnéji
1éCitelné. Jisté existuje jesté fada virovych proteint, které ovliviiuji protein STING, doSlo-
li by k jejich objeveni a objasnéni mechanismu inhibice proteinu STING, bylo by snazsi

virové choroby lé¢it ¢i jim predchazet antivirotiky nebo vakcinaci.

Protein STING skryva jisté veliky potencial pro vyuZiti v mediciné a v molekularni

biologii, proto je jisté vhodné pokracovat ve vyzkumu tohoto adaptorového proteinu.
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