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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Interferony typu III, znane jako IFN-lambda (IFN-A) lub interleukiny 28/29 (IL-28/29) odkry-
to stosunkowo niedawno jako grupg cytokin spokrewnionych z interferonami typu I oraz rodzing
biatek interleukiny 10 (IL-10). Interferony-A w swojej strukturze wykazuja podobieristwo do ro-
dziny IL-10 jednak funkcjonalnie nalezy zaliczy¢ je do interferonéw. Podobnie do interferonéw
typu I, interferony lambda ulegaja bezposredniej indukcji w wyniku infekcji wirusowych. Mimo
ze IFN-A i IFN typu I dziataja przez niezalezne receptory, to aktywuja podobne szlaki sygnaliza-
cji Jak-STAT i transkrypcje genéw odpowiedzi na interferony (ISG). Produkty genéw ISG indu-
kowanych przez interferony typu III odpowiadaja m.in. za ich aktywnos$¢ przeciwwirusowa oraz
zdolnosci immunomodulacyjne, co czyni je interesujacymi Srodkami terapeutycznymi w bada-
niach klinicznych. W pracy oméwiono obecny stan wiedzy na temat biologii interferonéw typu
III i ich roli w odpowiedzi immunologiczne;.

interferon lambda ¢ infekcje wirusowe * aktywno$é przeciwwirusowa ¢ immunomodulacja

Key words:

Summary

Type III interferons, also known as IFN-lambda or IL-28/29, are a recently discovered family
of IFNs related to both the type I IFNs and interleukin-10 family members. Interferon-lambda
is functionally an interferon but structurally it is related to the interleukin-10 family. These no-
vel cytokines are directly induced during viral infection like type-I interferons and signal thro-
ugh a similar JAK-STAT signaling pathway as type I IFN to activate the transcription of a simi-
lar set of IFN-stimulated genes (ISG) but use a separate receptor complex. ISG product induced
by the type III family of IFNs are associated with immunomodulatory ability, antiviral activity
and other effects. The antiviral and immunomodulatory effects of type III interferons make them
interesting therapeutics for clinical use. In this review, we summarize the current state of know-
ledge about the biology of IFN-lambdas and their roles in immune responses via immunomodu-
latory and antiviral activity.

interferon-lambda ¢ virus infection ¢ antiviral activity * immunomodulation
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Wykaz skrotow:

2',5'-0AS - 2',5’ syntetaza oligoadenylowa (2’,5’oligoadenylate synthetase); APC - komérka

prezentujgca antigen (antigen presenting cell); CMV - wirus cytomegalii (cytomegalovirus);

dsRNA - dwuniciowy RNA (double stranded RNA); EMCV - wirus zapalenia mézgu

i miednia sercowego (encephalomyocarditis virus); ERK1 - kinaza regulowana sygnatami
zewnatrzkomoérkowymim 1 (extracellular signal-regulated kinase 1); GAS - miejsce aktywacji
stymulowane IFN-gamma (IFN-gamma activation site); GATA3 - czynniki transkrypcyjny wiazacy
sie do sekwencji GATA (GATA-binding ranscription factor 3); GWAS - badanie asocjacyjne catego
genomu (genome-wide association study); HBV - wirus zapalenia watroby typu B (hepatitis B virus);
HCV - wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus); HIV-1 - ludzki wirus niedoboru odpornosci
typu 1 (human immunodeficiency virus type 1); HSV - wirus opryszczki pospolitej (herpes simplex
virus); IAV - wirus grypy A (influenza A virus); IFN - interferon (interferon); IFNAR - receptor
interferonu alfa/beta (interferon o/ 3 receptor); IFNGR - receptor interferonu gamma (interferon

v receptor); IFNA R - receptor interferonu lambda (interferon A receptor); IL - interleukina
(interleukin); IRAK - kinaza zwigzana z receptorem interleukiny 1 (IL-1R-associated kinases);

IRF - czynnik regulatorowy interferonu (IFN regulatory factor); ISG - geny odpowiedzi na interferony
(IFN-stimulated genes); ISRE - elementy odpowiedzi stymulowane przez interferon (interferon-
stimulated response element); JAK - kinaza Janusa (Janus kinases); JNK - kinaza N-korica biatka
c¢-Jun (c-Jun N-terminal kinases); limfocyt Th - limfocyt T pomocniczy (lymphocyte T helper);

LPS - lipopolisacharyd; MAPK - szlaki sygnalizacji zalezne od kinaz aktywowanych mitogenami
(mitogen-activated protein kinas); mDC - komérka dendrytyczna pochodzenia monocytarnego
(monocyte dendritic cell); MeV - wirus odry (measles virus); MLR - reakcja mieszanych limfocytow
(mixed lymphocyte reaction); Mx - biatko zwigzane z oporno$cig na myksowirusy (Myxovirus
resistance); NF-xB - czynnik jadrowy kB (nuclear factor KB); NS5A - biatko niestrukturalne 5A
(nonstructural protein 5A); PBMC - komérki jednojadrzaste krwi obwodowej (peripheral blood
mononuclear cells); pDC - plazmatyczne komoérki dendrytyczne (plasmacytoid dendritic cell);

PKR - kinaza biatkowa R, aktywowana przez dwuniciowy RNA (protein kinase R); RSV - syncytialny
wirus oddechowy (respiratory syncytial virus); SeV - wirus Sendaj (Sendai virus); STAT - biatko
przetwarzajgce i aktywujace transkrypcje (signal transduction and activation of transcription); TNF
- czynnik martwicy nowotworu (tumour necrosis factor); TLR - receptory Tool-podobne (Tool-like
receptors); VACV - wirus krowianki (vaccinia virus); VSV - wirus pecherzykowatego zapalenia jamy
ustnej (vesicular stomatatis virus); WNV - wirus Zachodniego Nilu (West Nile virus); YLDV - (Yaba-

like disease virus).

WpPRoOWADZENIE

Gléwna role w regulacji odpowiedzi immunologicznej
w infekcjach wirusowych odgrywaja interferony (IFN). Sa
to biatka sekrecyjne o charakterze cytokin hamuja proces
zakazenia. Obecnie wyrdznia si¢ trzy typy IFN: typ I, II
i I, ktére poprzez wiazanie si¢ ze swoistymi receptorami
na powierzchni komérek, wplywaja na uruchomienie ka-
skad sygnalizacyjnych indukujacych mechanizmy obrony
przeciwwirusowej [22,41]. Interferony typu I, do ktérych
naleza m.in. IFN-o oraz IFN-B, dziataja przez recepto-
ry IFNAR-1 i IFNAR-2. Grupa tych IFN liczy u czlowie-
ka tacznie 17 bialek, z ktérych az 13 to produkty wieloge-
nowej nieallelicznej rodziny IFN-a. Typ II interferonéw,

ktorych jak dotad jedynym przedstawicielem jest IFN-y
wiaze si¢ z IFNGR-1 i IFNGR-2 [7,22,35]. Ostatnia, naj-
pozniej odkryta grupa tych bialek sa interferony typu I11,
obejmujace IFN-A [4,70]. W przeciwienstwie do dwéch
pierwszych typéw interferonéw, ktére sa dobrze opisane,
dziatanie IFN-A jest dopiero poznawane.

RoDzINA INTERFERONOW LAMBDA

Interferony lambda zostaty zidentyfikowane i opisane przez
dwa niezalezne zespoty badawcze [34,61]. Odkrycia tego do-
konano w wyniku zastosowania analiz bioinformatycznych,
dzigki ktérym udato si¢ wyodrgbni¢ w genomowym DNA
sekwencj¢ wykazujaca nieznaczna homologi¢ do interfero-
néw typu I oraz rodziny interleukin 10 (IL-10). W skiad tej
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rodziny interferonéw wchodza trzy rodzaje biatek okresla-
nych jako: IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3 lub odpowiednio IL-29
IL-28A i [L-28B, kodowanych przez trzy geny zlokalizowa-
ne na chromosomie 19 w miejscu 19q13.13. Ludzki genom
zawiera takze pseudogen IFN-A4 [23]. Geny IFN-A w swej
strukturze wykazuja podobiefistwo do genéw kodujacych
rodzing IL-10. Podobnie jak one zbudowane sa z kilku eks-
onéw w odréznieniu od interferonéw typu I kodowanych
przez geny zawierajace pojedynczy ekson. Geny /L-28A
i IL-28B zbudowane sa z 6 eksondéw, zas IL-29 z pigciu
[34,61]. Do rodziny IL-10 u cztowieka (oprécz IL-10) na-
leza: IL-19, -20, -22, -24 oraz -26, ktérych funkcje sa zréz-
nicowane i nie w pelni poznane [14]. Interferony lambda
ze wzgledu na budowg zaliczy¢ mozna do rodziny biatek
spokrewnionych z IL-10. Niemniej wsréd wszystkich biatek
z tej rodziny geny IFN-A wykazuja najmniejsza homologie
do IL-10, nieprzekraczajaca 20% zgodnosci w sekwencji
aminokwasowej [61]. Kilkunastoprocentowy stopiefi ho-
mologii dziela takze z IFN typu I [61]. Wydaje sig, Zze geny
IFN-A wykazuja ewolucyjne powigzanie pomigdzy rodzing
IL-10 a IFN typu I. W badaniach Fox i wsp. zaproponowa-
no model, w ktérym interferony typu I i III wyewoluowa-
ly ze wspdlnego genu, o strukturze intron/ekson zblizonej
do IFN-A [23]. Mimo niskiej homologii sekwencji IFN-A
zachowaly cechy pozwalajace tym biatkom zaliczy¢ si¢ do
rodziny helikalnych cytokin. W badaniach poréwnawczych
wykazano, ze struktura biatek IFN-A jest bardziej zblizo-
na do rodziny biatek IL-10 niz IFN typu I [24].W obrebie
wiasnej grupy IL-28A i IL-28B wykazuja 96% identycz-
nos$¢ w sekwencji aminokwasowej, a w poréwnaniu z IL-29
w granicach 80%. Tylko IL-29 jest biatkiem glikolizowa-
nym, co potwierdzaja analizy sekwencji, dowodzace obec-
nosci w tym biatku potencjalnych miejsc glikozylacji, nie-
obecnych u IL-28A i IL-28B [34]. Analizy genomu myszy,
ktore stanowia model doswiadczalny w badaniach interfe-
ronéw in vivo wskazuja, ze mysi [FN-A1 jest pseudogenem,
stad tez badania nad IFN-A w tym modelu przeprowadza
sie¢ zwykle z uzyciem homologu IFN-A2 [37].

RECEPTOR INTERFERONGW LAMBDA

IFN-A podobnie do IFN-a, -B3, -y oraz do rodziny IL-10
w swoim dziataniu uzywa transbtonowych receptoréw cy-
tokinowych klasy II. Stad tez wszystkie te biatka okresla
sie mianem cytokin IT klasy [36]. Dla IFN-A jest to recep-
tor oznaczony jako IL28R lub IFN-AR [34,61]. Receptory
cytokinowe klasy II sa kompleksami sktadajacymi si¢
z dwoch taricuchéw (R1 i R2), kodowanych przez dwa
oddzielne geny, o ré6znych uzupelniajacych si¢ funkcjach.
Podjednostki typu R1 maja dlugie domeny wewnatrzko-
morkowe, w ktérych po zwiazaniu liganda przez recep-
tor dochodzi do fosforylacji w miejscach tyrozynowych
przez kinazy Jakl. Tego typu aktywacja umozliwia wia-
zanie biatek transdukcji sygnatu oraz transkrypcji biatek
STAT. Podjednostki R2, majace krotka domeng wewnatrz-
komérkowa, nie moga wiazac si¢ z biatkami STAT. Sa na-
tomiast niezbedne w inicjacji sygnalizacji przez aktywacje
kinaz Jak2 lub Tyk2. Wyjatkowo w przypadku receptora
IFN-a, podjednostka typu R1 jest tancuch oznaczony jako
IFNAR2, a typu R2 IFNARI1 [7,35,36].

IFN-YR jest kompleksem dwoéch biatek receptorowych:
IFN-AR« (zwanego tez IL-28Rat) oraz IL-10Rp [34,61].
Podobnie jak w przypadku opisywanych cytokin wykrycie

tego kompleksu umozliwily analizy bioinformatyczne po-
legajace na poszukiwaniu w genomie cztowieka sekwencji
homologicznych do znanych juz genéw receptoréw cyto-
kinowych II klasy. W wyniku tych analiz zidentyfikowano
nowy gen IFN-ARa na chromosomie 1 w miejscu 1p35. Na
podstawie badan funkcjonalnych sklonowanego produk-
tu tego genu wykazano, ze jako biatko receptorowe dziata
na $ciezkach indukowanych przez nieznany dotad ligand,
ktérym okazaty sie IFN-A [34,61]. Obecnos¢ diugiej do-
meny wewnatrzkomérkowej w sekwencji IFN-ARa klasy-
fikuje t¢ podjednostke jako typ R1. Podjednostka R2 recep-
tora IL-28R niezbedna do zwiazania IFN-A jest znany juz
wezesniej produkt genu kodujacy taricuch IL-10R[3 maja-
cy krotka domeng wewnatrzkomérkowa, stanowiacy pod-
jednostke receptoréw dla grupy interleukin z rodziny IL-10
[34,61]. Wykazano, ze taricuch IFN-AR« tylko w uktadzie
z IL-10RP moze zwiazaé IFN-A i tylko ten kompleks bia-
ek uczestniczy w transdukcji sygnalu generowanego przez
IFN-A oraz aktywacji obrony przeciwwirusowej [19,34,43].
Ze wzgledu na to, ze rodziny interleukin klasyfikuje sig réw-
niez w oparciu o wspélne cechy w strukturze receptoréw
IL-28 1 IL-29 (oprécez IL-10, -22, -26), mozna zakwalifiko-
wa¢ do interleukin z rodziny IL-10, wiazacych si¢ z recep-
torami typu II o podjednostce IL-10Rp [18]. Reasumujac
struktura IFN-lambda, a takze budowa receptora, przez ktéry
dziataja wykazuje cechy wspélne z rodzina interleukin 10.

W poréwnaniu do podjednostek receptora IFN typu I, obec-
nych w wigkszosci komérek organizmu, kompleks recepto-
rowy IFN-A wykazuje swoista komérkowo ekspresje. O ile
IL-10Rp jest obecny w prawidtowych tkankach, o tyle eks-
presja nowo odkrytej podjednostki IFN-ARa nie zacho-
dzi we wszystkich typach komoérek, co stanowi o ograni-
czeniu wystgpowania calego kompleksu receptorowego
IFN-A. W konsekwencji dziatanie IFN-A zawezone jest do
komorek wykazujacych ekspresje podjednostki IFN-ARa,
a jego sila zalezy od powierzchniowej ekspresji komplek-
su receptorowego IFN-AR [8,63,76]. Wyrazng ekspresje
IFN-AR 0 obserwuje sie w komérkach nablonkowych oraz
w narzadach bogatych w ten typ komorek, natomiast jej brak
w komorkach endotelialnych i fibroblastach [8,19,63,72].
Szczegdblnie interesujaca pula komoérek o zréznicowanym
profilu ekspresji receptora IFN-A sa komérki hematopo-
etyczne i wywodzace si¢ z nich komoérki uktadu immuno-
logicznego. Limfocyty T CD3*, monocyty CD14* oraz ko-
morki progenitorowe CD34* wykazuja ekspresja receptora
IFN-ARQ., niemniej jednak znaczaco mniejsza w poréwna-
niu do limfocytéw B. Wrazliwos¢ tych komérek na IFN-A
jest kontrowersyjna. Wyniki czgsci badan wskazuja, ze ko-
morki immunologiczne z wyjatkiem limfocytéw B sa nie-
wrazliwe na dziatanie IFN-A [37,63,72]. Witte i wsp. [72]
wykazali, ze brak odpowiedzi komérek PBMC (limfocy-
ty T, monocyty, NK), w ktérych obserwuje si¢ ekspresje
mRNA IL-28Ra, moze by¢ konsekwencja podwyzszonej
ekspresji krotkiego wariantu splicingowego transkryptu
mRNA IL-28Ra w tych komoérkach, ktérego produkt biat-
kowy hamuje dziatanie IFN-A. W sprzecznosci z tymi da-
nymi pozostaja badania potwierdzajace immunomodulacyj-
ne dziatanie IFN-A na komérki T lub monocyty [30,31,64].

AKTYWACJA ORAZ REGULACJA EKSPRESJI

Ekspresja interferonéw wymaga sygnaléw aktywujacych,
generowanych m.in. w wyniku zakazenia wirusowego. [IFN
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typu I sa jednymi z pierwszych bialek wytwarzanych bez-
posrednio po infekcji wirusowej [7,22]. Indukcje ekspre-
sji IFN-A obserwowano w wielu réznych liniach komér-
kowych zakazonych przez wirusy RNA, takie jak: EMCV,
RSV, SeV, IAV i HIV-1 [8,13,34,61,76] oraz wirusy DNA:
CMYV HSV-1 oraz HSV-2 [3,46]. Poziom indukcji byt za-
lezny od rodzaju analizowanych komorek i rodzaju wiru-
s6w, poréwnywalny z poziomem indukcji IFN-o i IFN-f.
Badania in vivo potwierdzaja, ze IFN-A sa wytwarzane w or-
ganizmie podczas infekcji wirusowej [8]. Pytanie, ktéry
typ komorek jest najwiekszym Zrédlem IFN-A pozostaje
otwarte. Wiadomo, ze IFN typu I (gtéwnie IFN-o) wykazu-
je najwyzsza ekspresje w plazmoidalnych komérkach den-
drytycznych [78]. W badaniach in vitro wykazano podob-
na kinetyke oraz poziomy ekspresji genéw IFN-o i IFN-A
w komoérkach pDC zakazonych IAV lub traktowanych LPS,
co wskazuje, ze réwniez moga by¢ bogatym zrédtem IFN-A
[13,73]. Ponadto wykazano, ze IFN-A sa gtéwnymi inter-
feronami wytwarzanymi przez nablonkowe komorki drég
oddechowych w wyniku infekcji rhinowirusami lub wiru-
sem grypy typu A [32,71].

Jednym z silnych stymulatoréw aktywnosci przeciwwiru-
sowej, prowadzacym m.in. do wytwarzania interferonow
typu I, sa czasteczki dwuniciowego RNA. Sa one natural-
nie syntetyzowane przez wigkszo$¢ wiruséw namnazaja-
cych si¢ w komérkach. Ich obecnos¢ w komorcee jest sy-
gnalem zachodzacej infekcji wirusowej. Do rozpoznania
dsRNA dochodzi w wyniku zwiazania przez receptor z ro-
dziny TLR-TLR3 [7,22]. W badaniach in vitro dotyczacych
odpowiedzi komérek PBMC na obecnos¢ dsRNA wyka-
zano, ze podobnie do IFN typu I wszystkie /FN-A ulega-
ja aktywacji [61]. Zalezno$¢ taka zaobserwowano takze
w analizach na ludzkich liniach komérek nerwowych [76]
oraz w komoérkach dendrytycznych [13]. Tak jak w przy-
padku IFN-o/f, defekty receptora TLR3 zaburzaja wy-
twarzanie IFN-A w komérkach [75]. Wykazano, ze ago-
nisci innych receptoréw TLR (TLR 4, 7, 8, 9), zdolnych
do aktywacji IFN typu I, indukuja takze ekspresje IFN-A
w komoérkach makrofagéw [62] i DC [13]. Mozliwo$¢ in-
dukcji IFN-A przez TLR4, ktéry wiaze lipopolisacharyd
bakteryjny wskazuje takze na udziat IFN-A w odpowiedzi
na zakazenia bakteryjne. Podobnie indukcja IFN-A zalez-
na od receptoréw TLR ulega zmniejszeniu lub zahamowa-
niu na skutek zmian w biatkach sygnalizacyjnych szlakéw
TLR zaleznej indukcji interferonéw, takich jak UNC-93B
i IRAK-4 [11,74].

Istnieje niewiele informacji na temat regulacji ekspre-
sji genéw IFN-A. Niemniej uzyskane dane wskazuja, ze
IFN-lambda aktywowane sa w sposéb podobny do IFN
typu I [53]. Sekwencje promotorowe genéw IFN-A podob-
nie do IFN-o/p zawieraja miejsca wiazania dla IRF oraz
dla transkrypcyjnych czynnikéw jadrowych kB [53,54].
W badaniach szlakéw sygnalizacyjnych wykazano, ze gen
IFN-AI (podobnie do IFN-f) jest regulowany przez wiru-
sowa aktywacje czynnikéw IRF3 i IRF7. Ekspresja IFN-A2
i IFN-A3 jest kontrolowana gtéwnie przez IRF-7, co upo-
dabnia je do regulacji genéw IFN-a. [54]. Ustalono tak-
7e, ze analogicznie do IFN-B silnym modulatorem ekspre-
sji IFN-AI jest NF-xB. Jednak ze wzgledu na odmienna
organizacj¢ sekwencji regulatorowych wiazacych NF-xB
genéw IFN-A i IFN-f3, mechanizm ich regulacji przez ten
czynnik transkrypcyjny jest inny [69].

Powyzsze badania wskazuja, ze ekspresja IFN-A jest za-
lezna od czynnikdéw i kaskad sygnalizacyjnych stymuluja-
cych wytwarzanie IFN typu I. Co ciekawe wykazano, ze
w przeciwienstwie do genéw IFN typu I, ktére nie indu-
kuja swojej ekspresji w komérkach, IFN-A mozna zakwa-
lifikowaé do genéw ISG. Moga one wzajemnie si¢ aktywo-
wad, a takze by¢ indukowane przez IFN-o. Regulacje tego
typu zaobserwowano w komérkach HepG2, niemniej byta
ona przesunigta w czasie w stosunku do wirusowej akty-
wacji IFN-A co sugeruje, ze promotor genéw IFN-A moze
by¢ aktywowany przez wiele czynnikéw transkrypcyjnych
w poréwnaniu do genéw IFN-o/f3 [3]. Ekspresja IFN-A
indukowana zakazeniami wiruséw jest takze wzmacniana
przez IFN typu I. Wykazano, ze wstgpne traktowanie ko-
moérek IFN-o powoduje wzrost ekspresji IFN-A w odpo-
wiedzi na zakazenie wirusowe oraz aktywacj¢ receptoréw
TLR [46,62]. Zaleznos$¢ te potwierdzily analizy przepro-
wadzone na transgenicznych myszach z nokautem recep-
tora IFNAR, ktére ujawnity obnizony poziom ekspresji
IFN-A w zakazonych wirusami komdérkach. Dodatkowo
wykazano brak zmian w ekspresji IFN-A w mysich ko-
morkach z niefunkcjonalnym receptorem IFN-AR w sto-
sunku do ich prawidtowych odpowiednikéw. Wskazuje
to, ze obecnosé IFN-AR nie jest wymagana w mechani-
zmie wzmacniania ekspresji IFN-A w przeciwienstwie
do IFNAR [2].

TrRANSDUKCIA sYGNALU IFN-A

IFN-A korzystaja z r6znych spokrewnionych ze soba szlakéw
sygnatowych okreslanych nazwa Jak-STAT. Transdukcja sy-
gnaléw tego typu wymagana jest w indukcji transkrypcji ge-
néw docelowych, bioracych udzial w mechanizmach obro-
ny przeciwwirusowej [34,61]. Zaktywowane postaci biatek
STAT tworzac homo- lub heterodimery, migruja do jadra ko-
morkowego, gdzie wiazac si¢ do swoistych sekwencji DNA
gendéw stymulowanych interferonem (tzw. elementy odpo-
wiedzi stymulowanej przez interferon — ISRE) aktywuja ich
transkrypcje. Elementy ISRE sa umiejscowione w promo-
torach genéw indukowanych przez IFN-a/f. Geny induko-
wane przez IFN-y maja tzw. sekwencj¢ GAS [7,22]. Analizy
transdukcji sygnatu generowanego przez IFN-A ujawnily ich
zdolnos¢ do indukcji tworzenia komplekséw ISGF3 cha-
rakterystycznych dla IFN typu I, w sktad ktérych wchodza
STAT1 i STAT2. Wykazano réwniez mozliwos$¢ stymula-
cjiitaczenia si¢ w dimery biatek STAT1 i STAT3, wiaza-
cych DNA w miejscu sekwencji GAS [19,20,34,42.,61,76].
W niektérych komoérkach traktowanych duzymi dawkami
IFN-A obserwowano takze aktywacje STAT5 [19]. Silna
zdolnos¢ indukcji STAT1 i STAT2 oraz mniejsza pozo-
statych biatek z tej rodziny upodabnia IFN-A do IFN typu
1. Zaangazowanie receptora IFN-AR w aktywacje prze-
kaznikéw indukowanych przez IFN-o potwierdzaja anali-
zy, w ktérych wykazano, ze domena wewnatrzkomdérkowa
taiicucha IFN-ARo ma tyrozynowy motyw, wystepuja-
cy rowniez w domenie wewnatrzkomoérkowej taricucha
IFN-aR2c¢, wspéttworzacego receptor IFN-o [20]. IFN-A
jest jedyna cytokina, ktéra w swoim dziataniu korzystajac
z receptora z podjednostka IL-10Rf moze fosforylowac
(oprécz STAT1 i STAT3) takze STAT2, biatko zwiazane
swoiscie z aktywacja przez IFN typu I [36]. Szczeg6towe
badania regulacji bialek STAT w komorkach, wykazaty
odmienna dynamike indukcji przez IFN-A w stosunku do
IFN-a [19,42,43]. W komérkach Huh-7, 5 z replikonem
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HCV, Huh-7 oraz HepG2 fosforylacja biatek STAT indu-
kowana przez IFN-A zachodzi szybciej wraz z osiaganiem
warto$ci maksymalnych, ale utrzymuje sig¢ krécej w po-
réownaniu z IFN-o [19,43]. Réznice te szczegdlnie mocno
zaznaczone sg dla STAT1, ktérego formy ufosforylowane
utrzymuja si¢ o potowg krécej w przypadku indukcji przez
IFN-A. Préby dostosowania dawek tych interferonéw tak,
aby generowaty indukcje STAT o tej samej dynamice oka-
zaly sig nieskuteczne. Wedtug autoréw pozwala to stwier-
dzi¢, ze na dynamike procesu wplywaja przede wszystkim
rozne wtasciwosci receptorow tych cytokin [43]. Z kolei
w badaniach na nowotworowych liniach komérkowych
ludzkich keratynocytéw HaCaT zaobserwowano przediu-
zong aktywacje biatek STAT1 i STAT2 przez IFN-A w sto-
sunku do IFN-a, podawanych w dawkach generujacych
te same poziomy ekspresji bialek STAT. Dodatkowo wy-
kazano, ze przedtuzona fosforylacja biatka STAT2 wyni-
ka ze stymulacji syntezy nowych biatek przez IFN-A [42].
Mimo wykazanych réznic bedacych konsekwencja przy-
puszczalnie specyfiki analizowanych komérek, wszystkie
badania zgodnie wskazaty, ze dziatanie IFN-A skutkuje
nizszym poziomem fosforylacji biatek STAT w stosunku
do IFN-a [19,42,43].

Podobnie do IFN typu I biatka IFN-A indukuja takze szla-
ki sygnalizacji zalezne od kinaz aktywowanych mitogena-
mi, ktére posrednicza w transdukcji sygnatéw przeciw-
wirusowych i antyproliferacyjnych [9,76]. Wykazano, ze
IFN-A1/2 aktywuja poprzez fosforylacje przejSciowo ki-
nazy MAP, takie jak: ERK1, ERK-2, JNK, biatko p38 oraz
nienalezaca do tej rodziny kinaze¢ Akt. Autorzy nie ustali-
li bezposrednich funkcjonalnych konsekwencji aktywacji
tych biatek w badanych komérkach. Wykazano jednak, ze
IFN-A hamuja proliferacje jednej z badanych linii komé-
rek nabtonkowych (HCT116), ale nie wptywaja na apop-
tozg zwiazana z receptorem Fas [9].

Korzystanie ze wspdlnych szlakéw powoduje, ze IFN-A
maja takze takie same ograniczenia jak interferony typu I.
Komorki pozbawione funkcjonalnych biatek STAT nie od-
powiadaja na dziatanie IFN-A, jak i IFN typu I. Wykazano,
ze wirus odry (przez swoje biatko V) oraz wirus krowian-
ki (dzigki kodowanej fosfatazie H1) hamuja fosforylacje
bialek STAT, a tym samym sygnalizacj¢ indukowang przez
te interferony [5,10]. Naturalnie wyst¢pujacymi w komor-
kach inhibitorami szlakow Jak-STAT sa biatka SOCS, kt6-
re takze sa indukowane przez IFN-A wraz z aktywacja Jak-
STAT [9,42]. Wykazano, ze nadekspresja biatek SOCS1
prowadzi (podobnie jak w przypadku IFN typu I) do zaha-
mowania indukcji STAT1 i 3 oraz ekspresji genéw w kt6-
rych aktywacji posrednicza [9]. Mimo wspdlnych szlakéw
transdukcji sygnatu wykazano, ze wirus Zachodniego Nilu
catkowicie hamuje indukcje Sciezek Jak-STAT generowana
przez IFN-A, a tylko w niewielkim stopniu przez IFN-a, co
wedtug autoréw wskazuje na swoiste oddziatywanie wiru-
sa na poziomie receptora [FN-AR [40].

Badania z wykorzystaniem mikromacierzy pozwolity stwier-
dzié, ze dzielenie szlakéw transdukcji sygnatu przez IFN
typu I i IFN-A wptywa na aktywacje podobnych zestawéw
genéw ISG [19,43,77]. Wszystkie geny stymulowane przez
IFN-A obejmuja grupe genéw regulowanych przez IFN typu
I. Podobnie jak w szlakach sygnalizacji, dynamika induk-
cji tych genéw jest odmienna w poréwnaniu z IFN-o/p.

AkTYwNOSE BioLogiczNA IFN-A

Dziatanie interferonéw jest zwigzane z ich zdolnoscig in-
dukcji genéw ISG uczestniczacych w mechanizmach odpo-
wiedzi na infekcj¢ wirusowa. Geny stymulowane interfe-
ronami typu I i II biora udzial w generowaniu aktywnosci
przeciwwirusowej oraz immunomodulacyjnej. Aktywnos¢
przeciwwirusowa polega na bezposrednim hamowaniu re-
plikacji wirusa w komérkach przez produkty genéw ISG,
takie jak: 2°,5’-OAS, PKR 2°,5°, MxA [7,22]. Z kolei zdol-
nosci immunomodulacyjne sa zwiazane ze stymulacja od-
powiedzi immunologicznej przez regulacje proliferacji,
réznicowania oraz aktywacji limfocytéw B, T, NK, DC,
makrofagéw, ktére odgrywaja istotna rol¢ w ukierunko-
wywaniu odpowiedzi immunologicznej, prowadzac do
skutecznej eliminacji wirusa. Immunomodulacyjna ak-
tywnos¢ interferonéw typu I i II prowadzi m.in. do wzro-
stu ekspresji antygenéw zgodnosci tkankowej MHC klasy
1111, a w konsekwencji do wzmocnienia prezentacji anty-
gendw na powierzchni zainfekowanych komérek oraz ko-
morek APC [22,41]. Interferony typu I wyrézniaja sig silna
aktywnoscia przeciwwirusowa indukowana bezposrednio
po zakazeniu komorek, podczas gdy IFN typu II utozsa-
miane sa gtéwnie ze zdolnosciami immunoregulacyjnymi
[41]. Badania funkcjonalne wskazuja, ze IFN-A maja ak-
tywnos¢ przeciwwirusowa, ktéra pokrywa si¢ z IFN typu
I oraz zdolno$ci immunomodulacyjne.

Aktywnos$¢ przeciwwirusowa

Pierwsze obserwacje funkcji IFN-A wykazaty, ze trakto-
wanie réznych linii komérek nowotworowych majacych
receptor IL-28R produktem genu IFN-Al i IFN-A2 pro-
wadzi do wytworzenia obrony przeciwwirusowej, obja-
wiajacej si¢ zmniejszeniem cytopatogennosci tych ko-
morek zakazonych wirusami VSV lub EMCYV [34,61].
Obserwacje sugerujace udzial IFN-A w ochronie kom6-
rek przed infekcja zainicjowaly dalsze badania in vitro
i in vivo w tym kierunku z udzialem réznych wiruséw
oraz typéw komérek. Udowodniono, ze IFN-A wykazuje
aktywnos$¢ przeciwwirusowa zarowno dla RNA wirusow,
takich jak EMCV, WNV, VSV, HCV, HIV-1, TIAV, wirus
Apeu [1,17,26,28,34,43,44,54,58,71], jak i DNA wiruséw,
takich jak CMV, HSV-1 HSV-2, HBV [3,8,19,27,46,58].
W badaniach tych wykazano, ze IFN-A hamuja namnaza-
nie wiruséw w sposéb zalezny od dawki, a takze rodzaju
testowanych komérek. W poréwnaniu z IFN-o dziatanie to
jest stabsze w wigkszosci komoérek. Jednakze w badaniach
poréwnawczych aktywnosci tych interferonéw w warun-
kach in vivo na modelu mysim wykazano, ze IFN-A w sto-
sunku do IFN-o cechuja si¢ poréwnywalna, a nawet wigk-
szg skutecznoscig hamowania wiruséw replikujacych sig
w komorkach epitelialnych [3]. Wedlug autoréw jednym
z powoddéw réznic skutecznosci hamowania namnazania
wirusa przez IFN-A i IFN-a moze byé dostepnos¢ recep-
toréw na powierzchni komoérek [43]. Hipoteze t¢ potwier-
dza zréznicowany profil ekspres;ji transkryptu podjednostki
IL-28Ra w réznych typach tkanek oraz badania, w kt6-
rych wykazano, ze w genetycznie zmienionych komérkach
z nadekspresja IL-28Ra dochodzi do wzmocnienia ochro-
ny przeciwwirusowej indukowanej przez IFN-A [34,77].
Dziatanie to moze by¢ takze uzaleznione od bezposred-
niego oddziatywania biatek wirusowych na funkcjonowa-
nie receptora. W ostatnich badaniach nad replikacja wirusa
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WNYV wskazano, ze inhibicja aktywnosci przeciwwiruso-
wej IFN-A indukowana przez tego wirusa zachodzi na po-
ziomie oddziatywania na receptor IFN-AR i nie jest zwia-
zana ze zmianami liczby transkryptéw genéw kompleksu
IFN-AR [40]. Pierwsze analizy w obrebie rodziny IFN-A
wskazywaly, ze najsilniejsze dziatanie przeciwwirusowe
wydaje sie mieé¢ IFN-A1 [3,34,61]. Analizy poréwnawcze
aktywnosci przeciwwirusowej tych biatek obejmowaty
tylko IFN-AI i IFN-A2 (ze wzgledu na niewielkie r6znice
w sekwencji IFN-A2 i IFN-A3 — 96% identycznosci). Takie
analogie nasungty sugestie o podobnej aktywnosci prze-
ciwwirusowej tych dwdch biatek. W nowszych badaniach
wykazano, ze najwigksza aktywnos¢ antywirusowa prze-
ciw ECMV w komoérkach HepG2 ma IFN-A3, dwukrotnie
wieksza w stosunku do IFN-A1 i 16-krotnie do IFN-A2 [17].

Interferony lambda oraz typu I aktywowane tymi samymi
czynnikami wydaja si¢ wzmacnia¢ swoje dziatanie prze-
ciwwirusowe. Wykazano, ze IFN-A wzmacniaja odpo-
wiedZ przeciwwirusowa IFN-o, co szczegdlnie si¢ uwi-
docznia przy traktowaniu komoérek dawkami progowymi
IFN-a wykazujacymi dziatanie obronne. Dzialanie to po-
twierdzono dla HSV-2 [3] oraz HCV [43]. W innych bada-
niach zaobserwowane kooperacyjne dziatanie IFN-A1 tak-
ze z IFN-y dla wiruséw SVS i HCV [55,65].

Na poziomie molekularnym wykazano, ze aktywno$¢
przeciwwirusowa indukowana przez IFN-A podobnie jak
w przypadku interferonéw typu I jest zwiazana z aktywa-
cja tych samych gtéwnych genéw biatek: 2°,5’-OAS, MxA
czy PKR. Oddziatywanie IFN-A poprzez sekwencje ISRE
zostato takze potwierdzone metodami inzynierii genetycz-
nej [34,55]. IFN-A wptywaja takze na namnazanie wiru-
sOw za pomoca regulacji genéw zaangazowanych w proces
wnikania wiruséw do komoérek. W badaniach makrofagéw
zakazonych HIV-1 wykazano, ze IFN-A1 zaréwno induku-
je wytwarzanie chemokin CC, ktére blokuja wejscie wiru-
sa do tych komorek, jak i aktywuje komoérkowe czynniki
anty-HIV-1 okreslane jako APOBEC3G oraz APOBEC3F
[28]. Z kolei w analizie przeprowadzonej na komérkach
PBMC wykazano, ze IFN-A, tak jak IFN typu I, podwyz-
sza ekspresj¢ genéw czasteczek CD4, CXCR4 i CCRS za-
angazowanych w przenikanie wirusa HIV-1 do komérek,
wskutek czego paradoksalnie wzmacniaja wiazanie wiru-
sa HIV-1 do komorek i jego replikacje [60]. IFN-A nie po-
woduje istotnych zmian w ekspresji tych receptoréw w ko-
morkach makrofagéw [28].

Badania na nowotworowych liniach komérek pochodzenia
hepatocytarnego wykazaty, ze maja one receptory IFN-A
ireaguja na dziatanie tej cytokiny [9,34]. Analizy przepro-
wadzone na ludzkich hepatocytach wyizolowanych z wa-
troby, potwierdzity, ze pegylowany IFN-A (peg-IFN-A) jest
w stanie stymulowaé wzrost ekspresji, takich genéw jak
OAS i Mx1 do poziomu poréwnywalnego z peg-IFN-o [19].
Badania poréwnawcze prawidlowych i zarazonych wirusem
HCYV hepatocytéw wskazujg na wzrost ekspresji podjednost-
ki genu kodujacego IL-28Rai, co sugeruje potrzebg uwraz-
liwiania komérek na dziatanie IFN-A [19]. Koekspresja
oraz funkcjonalne zbieznosci migdzy IFN-lambda a IFN
typu I przyczynity si¢ do analiz aktywnosci przeciwwiru-
sowej wiruséw hepatotropowych, takich jak HCV i HBV,
ktérych leczenie oparte jest na IFN-o. Przeprowadzone
analizy wskazuja, ze IFN-A hamuja namnazanie HCV

i HBV w modelach replikacyjnych. W badaniach prze-
prowadzonych w komérkach Huh-7 (hepatoma cell line)
z subgenomowym HCV 1b oraz Huh-7.5 zawierajacych
replikon pelnogenomowego HCV 1b lub zarazanych wi-
rusem HCVcc 2a, a takze w komdrkach ptodowych hepa-
tocytéw zaobserwowano, ze IFN-A1 redukuje replikacje
kwasu nukleinowego wirusa w sposéb zalezny od dawki
iczasu [19,27,38.,43,51,55,58]. Skutecznos¢ ta uzalezniona
jest takze od podtypéw HCV tworzacych replikony [51].
Dodatkowo wykazano, ze IFN-Al indukuje odpowiedz
w limfocytach B, ktére takze moga by¢ rezerwuarem wirusa
[19]. W badaniach poréwnawczych z IFN-o wykazano stab-
sze dziatanie przeciwwirusowe IFN-A1 [19,38,43,51,58].
W przeciwienistwie do IFN-o, podawanie IFN-A1 nie pro-
wadzito ostatecznie do redukcji HCV RNA ponizej progu
detekcji. Podobne wyniki obserwowano na poziomie biatko-
wym. Wzrastajace dawki IFN-A1 nie umozliwity catkowi-
tego usunigcia wirusowego biatka niestrukturalnego NSSA
z komorek, tak jak w przypadku IFN-a [43]. Nie udato sie
ustali¢ czy powodem réznej skutecznosci hamowania re-
plikacji moze by¢ odmienna dostgpnos¢ receptorow [43].
Co istotne z punktu widzenia terapii os6b zarazonych HCV
wykazano, ze wspdlne uzycie tych interferonéw zwigksza
skutecznos¢ eliminacji wirusowego RNA [43,55]. Dodanie
do IFN-a niewielkiej dawki IFN-A1 (0,1 ng/ml) wzmacnia
aktywnos¢ przeciwwirusowa tych interferonéw w stosunku
do podawanych oddzielnie [43]. Wykazano réwniez wsp6i-
dziatanie IFN-A1 z IFN-y w eliminacji wirusa HCV [55].
Potaczenie IFN-A1 z IFN-y okazato sie bardziej skutecz-
ne w redukcji wirusowego RNA niz z IFN-o.. Analizy te
wskazuja, Ze [FN-A1 wzmacnia dziatanie I[FN-o addytyw-
nie, za§ [FN-y synergistycznie. W tescie cytotoksycznosci
potwierdzono, ze jest to wynikiem podwyzszenia aktyw-
nosci przeciwwirusowej w komorkach [55].

W badaniach na mysich komérkach hepatocytéw wyka-
zano, ze IFN-A2 hamuje replikacje wirusa HBV ze sku-
tecznoscia podobng do IFN-o/f} [58]. Analizy na dwdch
ludzkich liniach komoérek hepatocytéw eksprymujacych
ludzkiego HBV wykazaty dla jednej z nich brak hamowa-
nia replikacji wirusa HBV, podczas gdy dla drugiej margi-
nalna supresj¢ na poziomie okoto 30%. Obie linie komdrek
cechowaty sig podobnag ekspresja transkryptow receptoréw
IFN-A oraz byty wrazliwe na indukcje podstawowych dla
aktywnosci przeciwwirusowej genéw ISG: MxA 1 OAS [27].

Mechanizm wzmacniania aktywnosci przeciwwirusowej
IFN-A byt badany przez Pagliacettiego i wsp. [55]. W ana-
lizach mikromacierzowych wykazano, ze podanie IFN-A1
razem z IFN-a lub IFN-y zmienia profil ekspresji gendw
w hodowlach komérkowych w ciagu 24 godzin po eks-
pozycji. Ogélnie traktowanie komoérek tymi potaczonymi
cytokinami prowadzi do nadekspresji genéw indukowa-
nych przez IFN-o i IFN-Y. Autorzy wyodrebnili 14 gendéw
w przypadku IFN-o i 42 geny IFN-y o ponad dwukrotne;j
zmianie ekspresji spowodowanej przez dodanie IFN-A1.
Czgs$¢ z nich prezentowata wzrost o charakterze addytyw-
nym w potaczeniu z IFN-o i synergistycznym z IFN-y.
W dalszych badaniach wykazano, ze addytywny badzZ sy-
nergistyczny wzrost ekspresji genéw ISG nie wymaga ich
ekspresji de novo i nie jest zwiazany ze wzrostem ekspresji
IRF-1, czynnika transkrypcyjnego gtéwnych ISG. Mimo ze
IFN-A moga aktywowaé czynniki transkrypcyjne wiazace
si¢ z elementami ISRE i GAS, to ich kooperacyjne dziatanie

527



Postepy Hig Med Dosw (online), 2010; tom 64: 522-533

jest zwiazane ze wzmocniong ekspresja genéw przez ele-
menty ISRE, ale nie GAS, stad efekt addytywny w pota-
czeniu z IFN-o. Dziatanie synergistyczne z IFN-y dotyczy
gendw majacych w promotorze obydwa elementy regula-
torowe i jest zwiazany z ich jednoczesna aktywacja przez
IFN-y wsparta dziataniem IFN-A1 tylko przez sekwencje
ISRE. Analizy szlakéw sygnalizacji ujawnity, ze IFN-A1
dodany do IFN-o. wzmacnia fosforylacj¢ bialek STAT1, 2
i 3, natomiast z IFN-y tylko STAT3, co wedlug autoréw
moze po czgsci wyjasniaé addytywny wzrost ekspresji ge-
néw w komoérkach kontraktowanych z IFN-q, ale nie thuma-
czy efektu synergistycznego z IFN-y. Tym samym IFN-A1
dziata podobnie do interferonéw typu I, poniewaz tak jak
one moze addytywnie podnosi¢ aktywnos¢ przeciwwiru-
sowa w polaczeniu z innymi interferonami typu I i dzia-
ta¢ synergistycznie z IFN-y. Wsréd genéw indukowanych
synergistycznie przez IFN-A1 z IFN-y sa geny, u ktérych
wykazano udzial w odpowiedzi antywirusowej przeciw
HCV, takie jak USPI8, IFI127 czy ISG20 [55].

Aktywnos¢é przeciwwirusowa IFN-A obserwowano takze
w badaniach in vivo na modelu mysim cho¢ jej skutecz-
nos¢ réznita si¢ od wynikéw uzyskanych in vitro. W prze-
ciwienistwie do duzej skutecznosci antywirusowej IFN-A
wobec wirusa EMCV w warunkach in vitro w badaniach in
vivo przeprowadzonych na myszach, wstgpnie traktowanych
IFN-A, a nastepnie zarazanych wirusem, wykazano brak
znaczacej redukcji ich namnazania w zakazanych organach
[3]. W przypadku HSV-2, dla ktérego IFN-A wykazywaty
niewielka skutecznos$¢ ochrony komérek przed cytotoksycz-
noscig indukowana wirusem w warunkach in vitro, w bada-
niach na modelu mysim zaobserwowano znaczaco silniej-
sze dziatanie IFN-A w eliminacji wirusa [3]. W badaniach
in vitro, w ktérych stwierdzono skuteczng inhibicjg repli-
kacji wirusa HBV przez IFN-A w liniach mysich hepato-
cytéw, obserwowano brak tej aktywnosci w warunkach in
vivo, a takze brak indukcji genéw ISG w watrobie myszy
traktowanych IFN-A2 [58]. Sugeruje si¢, ze wyjasnieniem
tych ré6zni¢ moze by¢ m.in. tkankowo zalezna selektyw-
nos$¢ odpowiedzi indukowanych przez IFN-A w warunkach
in vivo uwarunkowana zréznicowang ekspresja receptora
IFN-A [19,63] lub udziat IFN-A w mechanizmach immu-
nomodulacji [3]. Badania na modelu mysim ujawnity, ze
gtéwnymi komérkami odpowiedzi na IFN-A sa komorki
nablonkowe dlatego tez wydaje sig, ze ochronne dziatanie
IFN-A ogranicza sie do narzadéw o duzej zawartosci tkanki
nablonkowej, takich jak zotadek, jelita, nerki, skora i pluca
[19,63]. Co ciekawe watroba, mimo nabtonkowej natury
hepatocytéw, wykazuje staba odpowiedZ na IFN-A i nie-
wielka ekspresje IFN-ARa w poréwnaniu do wyzej wy-
mienionych narzadéw [63]. Dane o komérkowoswoistym
charakterze dziatania IFN-A moga wigc thumaczy¢ bada-
nia wykazujace duza skutecznos$é IFN-A przeciw wirusom
zarazajacym komorki nablonkowe, do ktérych nalezy wi-
rus opryszczki pospolitej typu 2 [3], a takze wirus grypy
typu A [50,71]. Posrednie dowody roli IFN-A w ochronie
komorek nabtonka wynikaja z tego, ze wirus YLDV wy-
kazujacy tropizm wobec skéry wlasciwej wytwarza biat-
ko antagonistyczne do IFN-A [29]. Innych dowodéw do-
starczaja fenotypy mysich nokautéw receptoréw IFN-A
i IFN typu I. W badaniach poréwnawczych przeprowa-
dzonych przez Mordsteina i wsp. udowodniono, ze IFN-A
biora udziat w eliminacji wiruséw zarazajacych ptuca, ale
nie watrobe [49]. Myszy pozbawione receptora IFN typu I,

wstepnie traktowane IFN-A, a nastepnie zarazane wirusami
IAV pozostawaty zdrowe. Myszy zarazane wirusami hepa-
totropowymi charakteryzowaty si¢ identyczng Smiertelno-
Scig w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktérej nie podano
IFN-A. Pozbawienie tych myszy dodatkowo funkcjonalne-
go receptora IFN-A prowadzito do silnej redukcji oporno-
Sci na infekcjg IAV oraz letalnosci. Jednakze myszy z no-
kautem receptora IFN-A zarazane TAV, ale takze innymi
wirusami nie wykazywaly istotnych statystycznie réznic
w przezywalnosci w poréwnaniu z dzikim typem [2,49].
Jedyna réznicq zaobserwowang u tych myszy byt brak in-
dukcji opornosci na naturalng infekcje HSV-2 przez ago-
nistéw receptoréw TLR3 i TLRY [2]. W przeciwienstwie
do IFN-A, myszy pozbawione funkcjonalnego receptora
IFN typu I staja si¢ bardzo wrazliwe na infekcje réznymi
wirusami [49]. Wedlug autoréw dane te wskazuja, ze od-
powiedz generowana przez IFN typu I (o/p) jest dominu-
jaca w stosunku do IFN-A, wspierajacych dziatania IFN
typu I w komérkach nabtonkowych [49]. Innych danych
dostarczaja badania w populacji ludzkiej, w ktérych wy-
kazuje sie, ze obnizona ekspresja IFN-A1 w komoérkach
nabtonka w odpowiedzi na zakazenie rhinowirusami ma
zwigzek z patogeneza astmy oskrzelowej [15].

Immunomodulacja

Wczesnie odkryta mozliwos¢ indukcji antygenéw MHC
klasy I przez IFN-A pozwalata wnioskowaé o ich immuno-
modulacyjnym dziataniu [34]. Pierwszych posrednich do-
wodéw dostarczyty wyniki badai poréwnawczych u myszy
w uktadach in vitro i in vivo. W analizach tych wykazano,
7e mimo iz produkty genéw IFNA nie mogty hamowaé na-
mnazania rekombinowanego VACV i HSV-2 w liniach ko-
morkowych majacych receptory IFN-A, to byty bardzo sku-
teczne in vivo [3,6]. Dodatkowo zaobserwowano, iz myszy
potraktowane IFN-A, a nastgpnie zarazone HSV-2 wykazu-
ja wigksze stezenie IFN-y w surowicy w stosunku do my-
szy kontrolnych (nietraktowanych tg cytoking). Wskazuje
to, ze IFN-A stymuluje wytwarzanie IFN-y podczas infek-
cji wirusowej in vivo. W mysim modelu naturalnej infekcji
HSV-2 zaobserwowano, ze zwierzeta potraktowane IFN-A
staja si¢ odporne na zakazenie i rozwdj choroby, w przeci-
wiefistwie do IFN-a, ktéry okazat si¢ nieskuteczny. Badanie
to potwierdzono w modelu myszy z nieaktywnym recepto-
rem interferonéw typu I w celu wykluczenia mozliwosci
ich endogennego wptywu na uzyskane wyniki [3].

Powyzsze obserwacje zapoczatkowaly eksperymenty pro-
wadzace do ustalenia roli IFN-A w regulacji odpowiedzi
immunologicznej w warunkach in vitro [15,30,31,56,64].
W wyniku tych analiz wykazano, ze IFN-A wptywa na roz-
woj oraz aktywnos¢é komérek uktadu immunologicznego.
Z badan przeprowadzonych na PBMC wynika, ze IFN-A1
jest zdolny samodzielnie wzmacniaé ekspresje cytokin
ITAC, IP10, MIG nalezacych do tzw. chemokin typu CXC
nie-ELR indukowanych przez IFN-y. Aktywnos¢ ta upo-
dabnia IFN-A1 do IFN-y, jednak wydaje si¢ pozostawac od
niego niezalezna ze wzgledu na podwyzszanie jego eks-
presji w p6Zniejszym czasie w stosunku do chemokin [56].
IFN-A1 moze takze regulowaé sekrecje in vitro cytokin pro-
i przeciwzapalnych, w sposéb zalezny od dawki wzmac-
niajac wydzielanie IL-6, -8 i -10, podczas gdy nie wyka-
zuje wptywu na IL-1B lub TNF. IFN-A1 zwieksza takze
poziom transkrypcji IL-19 nalezacej do rodziny IL-10 [30].
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W badaniach oczyszczonych subpopulacji komérek PBMC
ustalono, ze IFN-A1 reguluje wydzielanie IL-6, -8 i -10
gléwnie w monocytach a nie limfocytach B lub T. IFN-A1
dodany do hodowli samodzielnie aktywuje ich odpowiedz,
a takze wzmacnia ja synergistycznie w matych dawkach
LPS, co powoduje wzrost wydzielania powyzszych cyto-
kin. Wzrost sekrecji tych trzech cytokin dotyczy réwniez
dojrzatych makrofagéw traktowanych IFN-A1. Wykazano,
7e proces wzmacniania wydzielania IL-6 przez IFN-AI jest
hamowany przez IL-10 [30].

‘Waznymi komdrkami uczestniczacymi w modulacji odpo-
wiedzi immunologicznej zaréwno nabytej jak i wrodzonej
sgq komorki dendrytyczne (DC), na ktérych funkcjonowa-
nie wptywa takze IFN-A [31,45,47,73]. Komérki dendry-
tyczne naleza do komérek APC prezentujacych antygeny
naiwnym limfocytom T pomocniczym (Th), przez co biora
udzial w powstaniu swoistej antygenowo odpowiedzi ko-
morkowej [33,78]. Prezentacja antygenéw zwiazana jest
z procesem dojrzewania komérek dendrytycznych, w trak-
cie ktérego dochodzi do wzrostu ekspresji powierzchniowe;j
antygenow MHC klasy 11 II, czasteczek kostymulacyjnych
(CD40, CD54, CD80, CD86). Uczestnicza one w proce-
sie prezentacji antygendw limfocytom T. Dojrzewanie DC
jest zwiazane z pojawieniem si¢ receptorow chemokin
(CCR7) odpowiedzialnych za zasiedlanie (homing) we-
z16w chionnych oraz zwigkszonym wydzielaniem cytokin,
m.in. IL-4, -6, -12, IFN-y. Wyodrebnia sig¢ 2 gléwne sub-
populacje DC: pochodzenia mieloidalnego mDC i limfo-
idalnego pDC [33,39,78].

Podobnie do interferonéw typu I, IFN-A odgrywaja waz-
na role w dojrzewaniu i rozwoju DC. Wykazano, ze ko-
morki pDC cechuje wysoki poziom ekspresji receptora
IL-28Ra, wzrastajacy w wyniku stymulacji tych komoérek
wirusem HSV lub imikwimodem, agonista TLR7 (stymu-
latorem odpowiedzi immunologicznej), co sugeruje potrze-
bg uwrazliwiania pDC na IFN-A. W tych samych warun-
kach dochodzi do wzrostu wydzielania IFN-A1, co moze
potwierdza¢ istnienie autokrynnego mechanizmu, w kté-
rym obecnos¢ IFN-A1 moduluje ekspresjeg swojego recep-
tora [45]. Innych dowodéw dostarczyty badania receptoréw
zwigzanych z dojrzewaniem i prezentacja antygenéw limfo-
cytom T. Zaobserwowano, ze komérki pDC pod wptywem
IFN-A1 zwiekszaja ekspresje czasteczek CD80 i ICOS-L,
a wspélnie z IFN-a takze CD83. Zmiany te dotycza tak-
ze molekut zasiedlania CCR7 i selektyny CD62L [45].
W reakacji MLR wykazano, ze komérki pDC hodowane
w obecnosci IFN-A1 zmieniaja swoje zdolnosci immuno-
stymulacji allogenicznych limfocytéw T CD4*, o obnizo-
nej sekrecji cytokin IL-13, IFN-yi IL-10 [45].

Wptyw IFN-A na mDC byt szerzej badany. Wykazano,
ze spoczynkowe monocyty, o marginalnej ekspresji
IL-28Ra sa oporne na dziatanie IFN-A1 wskutek cze-
go nie moga by¢ przez nie indukowane do réznicowania
w DC [47]. Wedlug Wolka i wsp. monocyty spoczynko-
we cechuja si¢ 100-krotnie mniejsza ekspresja receptora
IL-28Ra w stosunku do taincuchéw receptoréw IFN typu
I. W konsekwencji 1 ng/ml IFN-f3 wywotuje silniejsza ak-
tywacje biatek STAT niz 1000 ng/ml IFN-A1 [73]. W wa-
runkach stymulacji réznicowania si¢ monocytéw w mDC,
we wczesnych jej fazach dochodzi do indukcji ekspre-
sji IL-28Ra osiagajacej maksimum w pelnym stadium

procesu, wskutek czego komorki te staja si¢ wrazliwe na
IFN-A, co potwierdzono doswiadczalnie. Zgodnie z tymi
obserwacjami IFN-A1, w przeciwienistwie do IFN typu
I (o/B) nie ma mozliwosci indukowania réznicowania si¢
mDC ze wzgledu na brak odpowiedniego receptora [47].
Jednakze w badaniach Wolka i wsp. mimo potwierdzenia
matej wrazliwosci spoczynkowych monocytéw na IFN-A,
wykazano znaczaco mniejsza ekspresje IL-28Rot w mDC
(zaréwno niedojrzatych i dojrzatych) w stosunku do mo-
nocytéw [73]. Wyjasnienie tych rozbieznoSci wymaga dal-
szych badan, niemniej jednak nie sa one sprzeczne z ak-
tywacyjnym dziataniem IFN-A na sekrecje cytokin przez
monocyty [30].

Traktowanie niedojrzatych mDC IFN-A1 podnosi ekspresje
antygendw zgodnosci tkankowej MHC klasy 11 11, receptora
CD80, a takze markera nabywania zdolnosci migracyjnych
CCR?7. Jednakze zmiany te sa zwiazane z wyksztalcaniem
nie w petni dojrzatego fenotypu tolerogennego komoérek
DC [47]. W innych badaniach potwierdzono, ze IFN-A1
dodany do niedojrzatych komérek mDC nie powoduje po-
wstania dojrzatych postaci komérek mDC w odréznieniu
od IFN typu I [31]. Tolerogenne DC naleza do mniej zna-
nej subpopulacji komérek DC, niecatkowicie dojrzatych,
prezentujacych antygeny limfocytom T CD4*. Mimo ze
nie dostarczaja sygnatéw kostymulujacych niezbednych
do aktywacji i proliferacji limfocytom Th, natomiast in-
dukuja proliferacje subpopulacji limfocytéw T regulatoro-
wych (Treg). Mianem limfocytéw Treg okreslana jest sub-
populacja limfocytéw T CD4+*CD25* majacych dodatkowo
czynnik transkrypcyjny Foxp3+ [33]. Menechet i wsp. wy-
kazali, ze powstale tolerogenne DC zaleznie od IL-2 silnie
stymuluja proliferacj¢ komdrek CD4+ CD25* Foxp3+, ma-
jacych wszelkie cechy komérek Treg (facznie z ich uczest-
niczeniem w kontaktowozaleznej supresji proliferacji lim-
focytéw T indukowanych dojrzatymi mDC) [47]. Odwrotna
zaleznos¢ zaobserwowano w badaniach in vivo na modelu
mysim. Podanie adiuwantowej szczepionki DNA, wzbo-
gaconej plazmidem zawierajacym gen IFNA3 powodowa-
to redukcje¢ populacji komorek Treg oraz wzrost komorek
T CD8* [50]. Regulacja komoérek Treg przez IFN-A suge-
ruje rolg tych cytokin w tolerancji immunologicznej oraz
chorobach autoimmunologicznych [59]. Mimo ze IFN-A1
nie wptywa na dojrzewanie komérek mDC, to wspélnie
z innymi czynnikami wzrostu reguluje ich rozwdj i wia-
Sciwosci funkcjonalne. Komérki mDC traktowane IFN-A
w trakcie dojrzewania indukowanego przez LPS cechuja
si¢ podwyzszona sekrecja cytokiny IL-12, a takze obnize-
niem IL-10, gtéwnych cytokin mDC [31].

IFN-A oddziatywaja takze na limfocyty T CD4*. Pierwszy
efekt IFN-A na komérki T zostat odkryty przez Chi i wsp.,
ktoérzy wykazali, ze IFN-A1 i IFN-o (wydzielane przez ko-
morki mDC w wyniku ekspozycji na RSV) paradoksalnie
wspdlnie pobudzaja supresje komoérek T CD4* indukowana
przez tego wirusa za posrednictwem mDC [12]. Jednak naj-
bardziej interesujaca cecha IFN-A wydaje si¢ udziat w pro-
mocji polaryzacji odpowiedzi immunologicznej limfocytéw
Th. Komérki Th moga sie réznicowaé m.in. do podtypéw
Th1 lub Th2 charakteryzujacych si¢ wtasciwymi dla siebie
zakresami wytwarzanych cytokin. Limfocyty Th1 wytwa-
rzaja IFN-y, ktéry wptywa na rekrutacje i aktywacje komo-
rek efektorowych, takich jak neutrofile i makrofagi nato-
miast limfocyty Th2 wytwarzaja interleukiny IL-4, -5, -10
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i-13, wptywajac tym samym na aktywacje odpowiedzi hu-
moralnej [21,52]. W badaniach z wykorzystaniem PBMC
hodowanych w obecnosci konkawaliny A (ConA), reakcji
MLR i swoistej antygenowo aktywacji naiwnych komoérek
T indukowanych allogenicznymi mDC, zgodnie wykaza-
no, ze IFN-A1 hamuje odpowiedZ w kierunku Th2, a nie
wplywata na rozwéj komérek o fenotypie Thl [16,31,64].
Obecnosé IFN-A1 w powyzszych warunkach stymulacji
rozwoju limfocytéw T prowadzita do zmniejszenia sekre-
cji IL-13, -4, -5 (ze szczeg6lnie silng redukcja IL-13) i wy-
dawatla si¢ nie wptywac na IFN-y. Dopiero zastosowanie
100-krotnie wiekszego stezenia IFN-A1 w poréwnaniu do
dawki redukujacej wydzielanie IL-13 umozliwito osia-
gnigcie wzrostu IFN-y [31]. Wykazano, ze na funkcje te
nie ma wptywu immunosupresyjna IL-10. a takze warun-
ki promujace rozwoj odpowiedzi Th2 [31,64]. Dodatkowo
przedstawiono, ze IFN-A1 moze hamowa¢ odpowiedZ Th2
posrednio, regulujac proces réznicowania si¢ komérek DC
z monocytéw i w ten sposéb zmienia¢ wlasciwosci funk-
cjonalne dojrzatych mDC. Naiwne limfocyty T na skutek
reakcji z allogenicznymi mDC hodowanymi w obecnosci
IFN-A1 wydzielaty mniej IL-13 w stosunku do kontroli
[31]. W analizach przeprowadzonych za pomocg cytome-
tru przeplywowego oraz ilos§ciowego PCR wykazano, ze
ograniczanie sekrecji cytokin IL-4, -5, -13 przez IFN-A1
moze nastgpowac przez hamowanie transkrypcji i reduk-
cj¢ komorek sekrecyjnych [64]. Analizy Dai i wsp. wyka-
zaty, ze IFN-A1 hamuje takze sekrecje cytokin typu Th2
w limfocytach T pamigci. Dodatkowo ustalono, ze IFN-A1
wplywa na zmiany fenotypowe tej populacji komérek, to-
warzyszace réznicowaniu sig tzw. centralnych komoérek T
pamigci do postaci efektorowych [16]. Mechanizm hamo-
wania odpowiedzi Th2 przez IFN-A jest obecnie nieznany.
Z najnowszych badani wynika, ze IFN-A1 hamuje ekspre-
sje receptora IL-4Ra, a takze czynnika transkrypcyjne-
go GATA3 w komoérkach T CD4*. Cytokina IL-4 bierze
udziatl w polaryzacji odpowiedzi w kierunku Th2, podob-
nie jak GATA3, ktéry znany jest jako czynnik transkryp-
cyjny indukowany m.in. przez IL-4, promujacy wydziela-
nie cytokin typu Th2: IL-4,-51 -13 [16].

BADANIA PRZED- I KLINICZNE Z uzyYciEm IFN-A.1 w TERAPII
ZAKAZEN HCV

Wykazanie, ze IFN-A1 (IL-29) moze hamowa¢ replika-
cj¢ wirusa w modelach replikacyjnych oraz wzmacnia¢
dziatanie IFN-o otworzyto droge do badan okreslaja-
cych przydatnos¢ tego interferonu w leczeniu przewle-
klego zapalenia watroby typu C (pzw C) opartego na
IFN-a [27,38,43,51,55,58]. Za uzyciem IFN-A w terapii
przemawiat odmienny zakres dziatania tych cytokin w po-
réownaniu do IFN-o w stosunku do komoérek hematopo-
etycznych. Wykazano, ze mata wrazliwos¢é na IFN-A lub
jej brak w komdrkach progenitorowych hematopoezy nie
powoduje mielosupresyjnego dziatania IFN-A, zas w kolo-
niach komoérek granulocytarno-makrofagowych oraz komé-
rek tworzacych kolonig erytrocytéw (CFU-E) zabezpiecza
przed ich cytopenia, ktore to dziatania niepozadane wy-
stepuja przy podawaniu IFN-o. Ograniczona odpowiedZ
komérek immunologicznych oraz komoérek nerwowych na
dziatanie IFN-A sugerowata, ze stosowanie tych cytokin nie
jest zwigzane z wystgpowaniem objawow grypopodobnych
czy reakcjami neurotoksycznymi [48]. Jednak w nielicz-
nych badaniach in vivo kwestionowano znaczenie IFN-A

w zakazeniach wirusami hepatotropowymi, niemniej zo-
staly one przeprowadzone na modelu mysim [49]. W ba-
daniach in vitro potwierdzono, ze w przeciwiernistwie do
komorek mysich, ludzkie hepatocyty sa wrazliwe na dzia-
tanie IFN-A [19,38].

W badaniach przedklinicznych przeprowadzonych na mat-
pach wykazano, ze podawanie pegylowanej postaci IFN-A1
(peg-IFN-A1) indukuje odpowiedZ komérkowa oraz nie jest
zwigzane z wystgpowaniem dziatan niepozadanych charak-
terystycznych dla IFN-a., a jego kinetyka umozliwia poda-
wanie leku jeden raz w tygodniu [48]. Dodatkowo stwier-
dzono, ze pegylowany IFN-A1 nie aktywuje w leukocytach
krwi obwodowej ekspresji genéw ISG, takich jak PKR, Mx
oraz 2’,5’OAS w przeciwienstwie do [FN-a 2b, co jest zgod-
ne z malg ekspresja receptora IFN-AR w tych komoérkach.
Wzrost ekspresji gendéw ISG obserwowano w preparatach
bioptatéw watrobowych, co jest zgodne z obecnoscia recep-
toréw IFN-AR w hepatocytach tych zwierzat. Poziom tego
wzrostu byt poréwnywalny do obserwowanego u matp trak-
towanych IFN-o.. W celu okreslenia aktywnosci IFN-A in
vivo zanalizowano indukcje antygenéw zgodnosci tkanko-
wej MHC klasy 1 przez okreSlenie ekspresji 2 mikroglobu-
liny w surowicy. Wykazano, ze podanie dawki peg-IFN-A1
(peg-1L-29) zwierzeciu powoduje wzrost B2M, ktéry sig
utrzymuje wraz z podawaniem kolejnych dawek i wraca
do poziomu wyjsciowego po zaprzestaniu jego podawa-
nia. Badania nad farmakokinetyka peg-1L-29 byty zbiezne
z wynikami uzyskanymi wcze$niej na matpach w przypad-
ku IFN-a, co wskazywato na mozliwos¢ uzyskania efektu
terapeutycznego u ludzi w dawkach cotygodniowych [48].

W badaniach klinicznych fazy 1a oceniajacych wptyw po-
jedynczych dawek peg-1L-29 na organizm zdrowych pa-
cjentéw potwierdzono wczesniejsze obserwacje uzyska-
ne na modelach zwierzegcych [48]. Podawanie peg-I1L-29
byto dobrze tolerowane przez pacjentéw, nie byto zwiaza-
ne z wystgpowaniem takich objawéw jak: goraczka, zme-
czenie, bezsennos$¢ oraz z niekorzystnymi efektami hema-
tologicznymi czy wytworzeniem przeciwciat. Ustalono, ze
1,5 pg/kg m.c. jest najmniejsza uzyta dawka peg-IL-29,
wykazujaca dziatanie farmakologiczne. Pierwsze nieko-
rzystne objawy w postaci objawéw grypopodobnych ob-
serwowano przy dawce 7,5 pg/kg m.c. [48]. Kolejne bada-
nia tolerancji na lek przeprowadzono w grupie pacjentéw
z pzw C leczonych standardowa terapia, u ktérych wysta-
pity nawroty choroby. Badanie objeto 6 pacjentéw, ktérym
podawano 1,5 pg/kg m.c. peg-IL-29 osobno lub w pota-
czeniu z rybawiryna przez 4 tygodnie. Wyniki uzyskane
z tych badan potwierdzity dobra tolerancj¢ na lek przez
okres jego podawania. Zaobserwowano jedynie minimal-
ne symptomy grypopodobne oraz odwracalny przejscio-
wy wzrost aktywnosci transaminaz u niektérych pacjentéw.
Wszyscy pacjenci poddani badaniu wykazali zmniejsze-
nie wiremii powyzej 2 log, a 4 z nich do poziomu ponizej
1000 IU/ml w 29 dniu terapii. Badania przedkliniczne i kli-
niczne wskazuja, ze posta¢ pegylowana IL-29 moze by¢
alternatywa dla leczenia chorych z pzw C [48]. Zwiazek
IFN-A w zakazeniu HCV u ludzi potwierdzaja ostatnie ba-
dania GWAS, w ktérych wykazano, ze polimorfizmy w ob-
rebie IFN-A3 maja istotny wplyw na przebieg zakazenia
HCYV oraz wyniki leczenia [25,57,66,67,68]. Obecnie pro-
wadzone sa badania kliniczne drugiej fazy nad zastosowa-
niem IFN-A w terapii pzw C.
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PobsumowaNIE

Od chwili odkrycia interferonéw lambda wiedza na temat
ich biologii wciaz si¢ poszerza. Obecnie mozemy stwier-
dzié, ze mimo strukturalnych podobienistw genéw IFNA
z rodzina IL-10, biatka IFN-A w swoim dziataniu wykazu-
ja podobiernistwa do interferonéw typu I na poziomie akty-
wacji sygnatu, jego transdukcji, aktywacji tej samej grupy
genow oraz aktywnosci przeciwwirusowej. Te funkcjonal-
ne cechy doprowadzity do uznania IFN-A za nowy (III) typ
interferonéw. IFN-A maja takze zdolno$¢ immunomodula-
¢ji komorek uktadu immunologicznego, m.in. biora udziat

PismiennicTWO

w regulacji rozwoju komérek dendrytycznych oraz polary-
zacji odpowiedzi immunologicznej limfocytéw T pomoc-
niczych. Dzigki tym wilasciwosciom i dziataniu przez od-
rebne receptory, IFN-A moga stanowié ciekawa alternatywe
dla IFN typu I w praktyce klinicznej. Komdrkowoswoista
ekspresja receptora IFN-AR sprawia, ze dziatanie IFN-A
nie jest zwiazane z wystgpowaniem dziatan niepozadanych
wystepujacych przy podawaniu IFN-o, co potwierdzaja
pierwsze badania kliniczne w grupie pacjentéw z pzw C.
Wiedza na temat dziatania IFN-A jest nadal niepetna, jed-
nak ze wzgledu na mozliwe zastosowanie praktyczne po-
winna by¢ systematycznie rozwijana.
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