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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Uktad odpornosciowy ssakdéw rozwinal wiele mechanizméw pozwalajacych na skuteczng walke
z zakazeniami, zaréwno bakteryjnymi jak i wirusowymi. Zdolnos¢ rozpoznania zakazenia wiru-
sowego jest Scisle zwigzana z wewnatrzkomérkowymi receptorami nalezacymi do mechanizméw
odpornosci nieswoistej, ktére sa odpowiedzialne za jak najszybsza identyfikacje¢ sygnaléw nie-
bezpieczefistwa i zainicjowanie kaskady wydarzen prowadzacych do skutecznej odpowiedzi prze-
ciwwirusowej. Dotychczas scharakteryzowano kilka rodzajéw receptoréw rozpoznajacych kom-
ponenty wirusowe: receptory Toll-podobne, RIG-I-podobne, AIM2-podobne oraz DAI — zalezny
od DNA aktywator czynnikéw regulatorowych interferonu. Sg one zdolne do wigzania i rozpo-
znawania genomowych wirusowych kwaséw nukleinowych i wszystkich posrednich form repli-
kacyjnych. W nastepstwie zwigzania liganda receptory te aktywuja odrgbne szlaki przekazywa-
nia sygnalu wewnatrz komérki, prowadzace do syntezy i uwalniania interferonu typu I i cytokin
prozapalnych. Mediatory te posrednicza w rozwoju nieswoistej i swoistej odpowiedzi przeciw-
wirusowej. Sa one najwazniejsze do zablokowania replikacji wirusa, zahamowania jego rozprze-
strzeniania si¢ w organizmie i wreszcie eliminacji. W artykule obszernie oméwiono i poréwna-
no drogi przesylania sygnatu zaleznego od RIG-I, drogi niezaleznej od TLR i RIG-I oraz udziat
mechanizméw identyfikacji ligandéw pochodzenia wirusowego w zapoczatkowaniu odpowiedzi
immunologicznej w przebiegu zakazenia wirusowego.

zakazenie wirusowe * kwasy nukleinowe * receptory komorkowe e interferony ¢ cytokiny
prozapalne ° indukcja odpowiedzi immunologicznej

Summary

The mammalian immune system has evolved several mechanisms that allow bacterial and viral
infections to be successfully fought. Animal cells are able to recognize viral infection and this
recognition is dependent on the presence of intracellular sensors that instantly identify danger
signals and initiate signal cascades leading to an effective antiviral response. Several host pro-
teins have been identified as intracellular sensors, namely: Toll-like receptors, RIG-I-like recep-
tors, AIM2-like receptors and DAI, DNA-dependent activator of IFN regulatory factor. They
recognize and bind viral genomic nucleic acids and all their replicative intermediates. Receptor-
ligand interaction leads to activation of specific metabolic pathways that include synthesis and
release of type I interferons and proinflammatory cytokines. These mediators are in turn respon-
sible for synchronizing mechanisms of innate and adaptive antiviral immunity. They are crucial
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for blocking viral replication, preventing the spread of infection and eventually eliminating the
virus from the host. Signaling pathways dependent on RIG-I, independent of TLR and other vi-
ral ligand(s) identification mechanisms leading to antiviral immune response stimulation, are di-
scussed in this review.
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Wykaz skrotow:  AIM2 - receptor AIM-2 (absent in melanoma); ALR - receptory AIM2-podobne (AIM2-like

receptors); AP-1 - czynnik transkrypcyjny AP-1 (activator protein 1); ASC - biatko adaptorowe ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a carboxy-terminal CARD);

BTK - kinaza tyrozynowa BTK (Brunton’s tyrosine kinase); CREB - czynnik transkrypcyjny CREB
(cAMP response element-binding); CARD - domena aktywacji i rekrutacji kaspaz (caspase
activation recruitment domain); Cardif - biatko adaptorowe stymulujace synteze IFN-[3 zawierajace
domene CARD (CARD adapter inducing IFN-$3); DAI - zalezny od DNA aktywator czynnikéw
regulatorowych IFN (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors); DAMP - wzorce
molekularne zwigzane z niebezpieczenstwem/uszkodzeniem (danger/damage associated molecular
patterns); DD - domena $mierci (death domain); EMCV - wirus zapalenia mézgu i mie$nia
sercowego (encephalomyocarditis virus); FADD - biatko FADD (Fas-associated protein with death
domain); HIN200 - domena HIN200; (hematopoietic expression, IFN-inducible, nuclear localization
and length of 200 amino acid domains); HMGB1 - jadrowe/chromosomalne biatko HMGB1 (high
mobility group box protein-1); HSV-1 - wirus opryszczki typu 1 (herpes simplex virus 1);

IFN - interferon; IKK - kinaza inhibitora czynnika transkrypcyjnego (inhibitor of nuclear factor kB
kinase); IL-1RA - antagonista receptora IL-1[3 (IL-1 receptor antagonist); IPS-1 - biatko aktywujace
promotor IFN-f3 1 (IFN-[3 promoter stimulator 1); IRAK - kinaza IRAK (IL-1R-associated kinase);

IRF - czynnik regulatorowy IFN (IFN regulatory factor); ISRE - elementy odpowiedzi stymulowanej
przez interferon (IFN-stimulated response elements); JAK - kinaza Janusa (Janus kinase);

LGP2 - receptor LGP2 (laboratory of genetics and physiology-2); LPS - lipopolisacharyd;

LRR - powtdrzenia bogate w leucyne (leucin-rich repeats); MAMP - molekularne wzorce zwigzane
z mikroorganizmami (microbe-associated molecular patterns); MAP - kinaza MAP (mitogen
activated protein); MAPK - kinaza MAPK (mitogen activated protein kinase kinase); MAVS - biatko
MAVS (mitochondrial antiviral signaling); MDAS - receptor MDA5 (melanoma differentiation-
associated gene 5); MEF - ptodowe fibroblasty myszy (mouse embryonic fibroblasts);

MITA - biatko poSredniczace w aktywacji czynnika IRF-3 (mediator of IRF-3 activation);

MyD88 - biatko adaptorowe MyD88 (myeloid differentiation factor 88); NK - komérki naturalnie
cytotoksyczne (natural killer cells); NKT - limfocyty NKT (natural killer T cells); NF-xB - czynnik
jadrowy kB zidentyfikowany w limfocytach B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells); NLR - receptory NOD-podobne (nucleotide-binding domain leucine-rich repeat
containing family [NOD]-like receptors); PAMP - molekularne wzorce zwigzane z patogenami
(pathogen-associated molecular patterns); poly(l: C) - kwas poliryboinozylowo: polirybocytydylowy
(polyriboinosinic: polyribocytidilic acid); PRR - receptory rozpoznajace wzorce (pattern recognition
receptors); PYD - domena pyrynowa (pyrin domain); PYHIN - rodzina biatek zawierajacych domene
pyrynowg i domene HIN200 (pyrin and HIN200 domain-containing proteins); RD - domena
represorowa (repressor domain); RIG-I - receptor RIG-I (retinoic acid-inducible gene I);

RIP - kinaza RIP (receptor-interacting protein); RLH - helikazy RIG-I-podobne (RIG-I-like helicases);
RLR - receptory RIG-I-podobne (retinoic acid-inducible gene | [RIG-1]-like receptors);
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SF2 - nadrodzina 2 (superfamily 2); SLE-like syndrome - zesp6t podobny do tocznia
rumieniowatego uktadowego (systemic lupus erythematosus [SLE]-like syndrome); STAT - biatko
przetwarzajgce i aktywujace transkrypcije (signal transduction and activation of transcription);
STING - biatko stymulujgce geny interferonu (stimulator of interferon genes); TAK1 - kinaza

TAK1 (transforming growth factor-B-activating kinase); TAB - biatko wigzace kinaze TAK1 (TAK
binding protein); TBK-1 - kinaza TBK-1 (TANK binding kinase 1); TICAM-1 - biatko adaptorowe
TICAM-1 (TIR-containing adaptor molecule 1); TIR - domena receptora Toll/IL-1 (Toll/IL-1 receptor
domain); TLR - receptory Toll-podobne (Toll-like receptors); TNF - czynnik martwicy nowotworu
(tumor necrosis factor); TNFR1 - receptor czynnika martwicy nowotworu 1 (tumor necrosis factor
receptor 1); TRADD - biatko adaptorowe TRADD (tumor necrosis factor receptor type 1-associated
death domain protein); TRAF - czynnik zwigzany z receptorem TNF (tumor necrosis factor receptor-
associated factor); TRAP - biatko TRAP (translocon-associated protein); TRIF - biatko adaptorowe
zawierajace domene TIR indukujace IFN-f3 (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p);

VacV - wirus krowianki (vaccinia virus); VISA - biatko adaptorowe VISA (virus-induced signaling
adapter); VSV - wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus).

1. Wstep

Wirusy sa odpowiedzialne za zakazenia wszystkich zywych
organizmow wystepujacych na kuli ziemskiej: poczynajac
od najprostszych komérek bakteryjnych, a na ztozonych or-
ganizmach ssakéw konczac. To sprawia, ze konieczne byto
wyksztatcenie i rozwinigcie przez organizmy wyzsze me-
chanizméw, pozwalajacych na szybkie wykrycie zakaze-
nia wirusowego, a takze mechanizméw umozliwiajacych
ochrong przed tym zakazeniem. Gtéwnym zadaniem od-
powiedzi odpornosciowej gospodarza na zakazenie wiru-
sowe jest blokowanie cyklu replikacyjnego wirusa, a tym
samym zahamowanie dalszego jego rozprzestrzeniania si¢
W organizmie, zniszczenie zakazonych komorek i wreszcie
eliminacja wirusa z organizmu. U zwierzat wyzszych za-
owocowato to powstaniem odpornosci swoistej charaktery-
zujacej si¢ zdolnoscia do wytwarzania swoistych przeciw-
cial i aktywnoscia limfocytow T swoiscie rozpoznajacych
wirusowe peptydy i biatka, co pozwala na uniemozliwie-
nie zwigzania wirusa z komérka docelowa lub prowadzi
do zniszczenia zakazonej komérki. Jednak uruchomienie
mechanizméw odpornosci swoistej jest procesem stosun-
kowo dlugotrwatym, wymagajacym co najmniej kilku dni
do osiagnigcia najlepszego efektu, totez mechanizmy od-
pornosci nieswoistej (komorki dendrytyczne, NK, NKT
i makrofagi) oraz mediatory, gtéwnie cytokiny prozapal-
ne i interferony (IFN), maja za zadanie broni¢ organizmu
przez czas konieczny do rozwoju odpornosci swoistej.
Najwazniejszymi mediatorami posredniczacymi w syn-
chronizacji mechanizméw nieswoistych i swoistych sa
interferony, pobudzajace szlak przekazywania sygnaléw
hamujacych replikacje wirusa i blokujacych jego dalsze
rozprzestrzenianie si¢ w organizmie oraz cytokiny proza-
palne. Zanim jednak dojdzie do syntezy interferonéw i cy-
tokin prozapalnych wirus musi zosta¢ w jak najkrétszym
czasie zidentyfikowany. Jest to mozliwe dzigki receptorom
rozpoznajacym okreslone wzorce molekularne (pattern re-
cognition receptors — PRR), poczatkowo opisanymi u or-
ganizmOw nizszych, zdolnymi do identyfikacji wielu mo-
lekularnych wzorcéw zwiazanych z patogenami (pathogen
associated molecular patterns — PAMP). Wobec tego, ze
nie tylko patogeny wykazuja ekspresj¢ tych czastek, sa one
takze okreslane jako molekularne wzorce zwiazane z mi-
kroorganizmami (microbe-associated molecular patterns —
MAMP) [14,38]. Do rozpoznania zakazenia wirusowego,

organizm wykorzystuje dwa gtéwne typy receptorow: re-
ceptory Toll-podobne (Toll-like receptors — TLR) i recep-
tory RIG-I-podobne (retinoic acid-inducible gene I [RIG-
I]-like receptors — RLR). Biatka te sa straznikami r6znych
przedziatéw komoérkowych i w przypadku zakazenia wiru-
sowego, po zwigzaniu z odpowiednim ligandem, przesytaja
poprzez biatka adaptorowe sygnat aktywujacy odpowiedzZ
przeciwwirusowa. Niedawno do tych dwu grup dotaczyty
receptory rozpoznajace wolny DNA cytosolowy, induku-
jace odpowiedZ w sposéb niezalezny od receptoréw Toll-
i RIG-I-podobnych [10,18,25,27,29,47,50].

TLR sa przezbtonowymi receptorami, zbudowanymi z cz¢-
Sci zewnatrzkomoérkowej bogatej w leucyng (leucin-rich re-
peats — LRR), rozpoznajacej PAMP i czg¢sci cytoplazma-
tycznej, czyli tzw. domeny receptora Toll/IL-1 (Toll/IL-1
receptor domain — TIR), przekazujacej sygnat za pomoca
biatek adaptorowych. Dotychczas zidentyfikowano 10 ty-
péw TLR u ludzi i 13 typéw u myszy, ale nie dla wszystkich
receptoréw (TLR 10, 12, 13) okreslono naturalne ligandy
[31,48]. TLR sa receptorami zdolnymi do rozpoznania wi-
rusowych komponentéw (biatek i kwaséw nukleinowych)
zaréwno w Srodowisku zewnatrzkomoérkowym, jak i we-
wnatrz komorki, w endosomach cytoplazmatycznych. RLR
(znane réowniez jako RIG-I-like helicases [RLH]) sa cyto-
plazmatycznymi receptorami rozpoznajacymi wirusowy
kwas nukleinowy, ktéry znajduje si¢ w cytosolu. Dotad
poznano trzy biatka tej rodziny: RIG-I (retinoic acid-in-
ducible gene I), MDAS (melanoma differentiation-asso-
ciated gene 5) i LGP2 (laboratory of genetics and physio-
logy-2). Naleza one do nadrodziny 2 (superfamily — SF2)
helikaz/ATP-az. RIG-11 MDAS sa unikatowe w obrebie he-
likaz, poniewaz zawieraja C’-terminalna domeng DexD/H
o charakterze helikazy wiazacej dsRNA oraz N’- termi-
nalne bliZzniacze domeny aktywacji i rekrutacji kaspaz
(caspase activation and recruitment domain — CARD),
odpowiedzialne za przesylanie sygnatéw wewnatrzkomor-
kowych. Badania prowadzone na komoérkach z celowana
delecja, wykazaty duza swoisto$¢ tych biatek w rozpozna-
waniu zakazent wirusowych, co wyjasnia ich zréznicowa-
nie w rozpoznawaniu odpowiednich ligandéw. LGP2 za-
wiera tylko domeng o charakterze helikazy, jest zdolny do
wigzania dsRNA, ale nie ma domeny CARD. Dodatkowo
RIG-I i LGP2 maja C’-terminalng domeng represorowa
(repressor domain - RD), ktéra jest odpowiedzialna za
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blokowanie przesytania sygnalu wtedy, gdy receptor nie
jest zwiazany z ligandem [43, 53,55,73].

2. PRZESYLANIE SYGNALU ZALEZNEGO OD RECEPTOROW
ToLL-PODOBNYCH

Identyfikacja wiruséw poprzez TLR opiera si¢ na rozpo-
znaniu komponentéw wirusowych, takich jak biatka lub
kwas nukleinowy. W tym procesie zaangazowane sa TLR
2,3,4,7,8,9. Receptory Toll-podobne 2 i 4 sq umiejsco-
wione w blonie cytoplazmatycznej komoérki i chociaz ich
gtéwnymi ligandami sa komponenty $ciany komoérkowej
bakterii i grzybow, to ich udziat w stymulacji odpowiedzi
przeciwwirusowej nie ulega watpliwosci. TLR2 wiazacy
rézne lipoproteiny, nieklasyczny lipopolisacharyd (LPS)
i Zymosan, zaangazowany jest rowniez w rozpoznawanie
biatek ostonki wirusowej [6,46]. TLR4 funkcjonuje jako
gtéwny detektor bakteryjnego LPS, ale podobnie jak TLR2,
moze by¢ tez aktywowany przez glikoproteiny pochodzace
z ostonki wirusa [6,74]. Jednak najwazniejszymi recepto-
rami odpowiedzialnymi za wykrywanie zakazenia wiru-
sowego sa TLR3, TLR7, TLR8 (u ludzi) i TLRY, stymu-
lowane wirusowym kwasem nukleinowym.

TLR7, TLR8 i TLRY sa spokrewnione filogenetycznie
i strukturalnie, tworza podrodzing i zawsze wystepuja
w blonie pecherzykow cytoplazmatycznych. Gtéwna réz-
nica miedzy TLR9 a TLR7 i TLRS jest rodzaj rozpozna-
wanego przez nie i wigzanego liganda. Ligandem TLR9
sa niemetylowane sekwencje CpG. Poczatkowo sadzono,
ze genom bakteryjny, w ktérym wystepuja one z duzg cze-
stoscig jest gléwnym stymulatorem TLRO. Jednak réw-
niez genom wirusow DNA zawiera immunostymulujace
sekwencje CpG indukujace odpowiedZ przeciwwirusowa
[21,33,45,75]. Natomiast TLR7 i TLRS8 rozpoznaja wiruso-
wy ssRNA. Receptory te odpowiadajg rowniez na sztuczne
ligandy, ktérymi sa zwiazki imidazolochinolonowe stoso-
wane w terapii przeciwnowotworowej i przeciwwiruso-
wej [12,19,20,36,64].

Aktywacja zaréwno TLR9Y, jak i TLR7 oraz TLRS, a co
za tym idzie stymulacja odpowiedzi przeciwwirusowe;j,
jest mozliwa w nastgpstwie wniknigcia wirusa do komor-
ki, jego namnozenia si¢ i obecnosci w pecherzykach cy-
toplazmatycznych. Dopiero wtedy po zwiazaniu liganda
przez receptor nast¢puje przesylanie sygnatu wewnatrz-
komoérkowego i stymulacja odpowiedzi przeciwwirusowej.

TLR3 jest receptorem odpowiedzialnym za rozpoznanie za-
kazenia dzigki wiazaniu wirusowego dsRNA. Lokalizacja
TLR3 jest Scisle zwigzana z typem komorek, co ma wplyw
na ich udziat w uruchomieniu odpowiedzi przeciwwiruso-
wej. W ludzkich fibroblastach TLR3 obecny jest w blonie
cytoplazmatycznej, natomiast w makrofagach i komérkach
dendrytycznych jego ekspresja jest obserwowana w bionie
pecherzykéw wewnatrzplazmatycznych [42,70]. Oba ro-
dzaje receptorow, powierzchniowe i endosomalne, sg sty-
mulowane dtugimi fragmentami dsRNA oraz odpowiadaja
w ten sam sposOb na stymulacje syntetycznym polimerem
poly(I: C) (kwas poliryboinozylowo: polirybocytydylowy
— polyriboinosinic: polyribocytidylic acid; poly(I: C)), beg-
dacym analogiem dsRNA. Domena wiazaca ligand, bogata
w leucyneg, przypomina ksztattem konska podkowe, co uta-
twia dimeryzacjg tego receptora w obecnosci fragmentéw

dsRNA o dlugosci 40-50 pz. Zgodnie z tym potaczenie
dwdch czasteczek TLR3 odbywa sig¢ w taki sposob, ze ze-
wnatrzkomoérkowa domena drugiej czasteczki TLR3 ob-
raca si¢ o 180° aby potaczy¢ si¢ z komplementarna nicia
dsRNA juz zwiazanego przez jeden TLR3. Potaczenie li-
ganda z ektodomena stabilizuje powstaty dimer, co w kon-
sekwencji prowadzi do dimeryzacji domen TIR i rozpoczg-
cia przesylania sygnatu wewnatrzkomérkowego [49,65,70].
Poniewaz ligandem tego receptora jest dSRNA poczatko-
wo sadzono, Ze jest to receptor odpowiedzialny jedynie
za rozpoznanie zakazen spowodowanych wirusami RNA.
Niedawne badania przeprowadzone u ludzi dowiodty jed-
nak zaangazowania TLR3 takze w zakazeniach herpeswi-
rusami. Wydaje sig, ze indukcj¢ TLR3 w trakcie zakazenia
wirusami DNA mozna ttumaczy¢ tym, iz receptor rozpo-
znaje postaci przejsciowe RNA powstajace w cyklu repli-
kacyjnym wirusa [43,59,74].

Po zwiazaniu liganda przez TLR3 sygnat jest przesytany za
posrednictwem biatka adaptorowego TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-f). TRIF odzia-
tuje z biatlkami TRAF3 (tumor necrosis factor [TNF] re-
ceptor-associated factor — czynnik zwiazany z receptorem
czynnika martwicy nowotworu) i TRAF6 co wilacza dwa
réwnolegte szlaki przekazywania sygnalu wewnatrzkomor-
kowego. Biatko TRAF6 (ryc. 1i) za posrednictwem kinaz
RIP1 i RIP3 (receptor-interacting protein) aktywuje kom-
pleks kinazy inhibitora czynnika jadrowego kB (inhibitor
of nuclear factor kB kinase — IKK). Dzi¢ki temu nastgpu-
je fosforylacja inhibitora IkB i uwolnienie czynnika jadro-
wego NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells). Uwolnienie NF-xB powoduje jego
translokacje do jadra komérkowego, gdzie zapoczatkowu-
je ekspresje genéw cytokin prozapalnych.

Biatko TRAF3 (ryc. 1ii) aktywuje kinazg TBK-1 (TANK
binding kinase 1) i kinazg¢ v/€ inhibitora czynnika jadrowe-
go kB (IKK/e), ktéra fosforyluje czynniki regulatorowe
IRF-3 i IRF-7 (IFN regulatory factor). Aktywowane IRF-3
i IRF-7 tworza homodimery i/lub heterodimery, przecho-
dza do jadra komoérkowego, gdzie wiaza si¢ z elementa-
mi odpowiedzi stymulowanych przez interferon — ISRE
(IFN-stimulated response elements), indukujac ekspresje
genéw IFN typu I. Aktywacja TRAF3 prowadzi do ekspresji
genéw IFN typu I (gtéwnie IFN-fB), podczas gdy aktywa-
cja TRAF6 i RIP1 powoduje uwolnienie NF-kB i w konse-
kwencji syntez¢ cytokin prozapalnych [43,44,65] (ryc. 1).

TLR7, TLR8 i TLRY9 w odpowiedzi na wirusowy RNA
i/lub DNA uruchamiajg inna Sciezke przesylania sygna-
16w (ryc. 2). Nastegpuje aktywacja biatka adaptorowego
MyDS88 (myeloid differentiation factor 88) (ryc. 2i), za-
wierajacego domeng TIR i domeng $mierci (death domain
—DD). MyDS88 rekrutuje kinazy IRAK i BTK (Brunton’s
tyrosine kinase). Do tego kompleksu dotaczane jest biat-
ko TRAFG (ryc. 2ii). W zaleznosci od rodzaju aktywowa-
nych komoérek do kompleksu MyD88, IRAK1 i TRAF6
moga zostaé przytaczone TRAF3, IKK i IRF-7 w pla-
zmacytoidalnych komérkach dendrytycznych (ryc. 2iii)
lub IRF-1 i IRF-5 w mieloidalnych komérkach dendry-
tycznych i makrofagach (ryc. 2iv), co wlacza réwnolegte
szlaki prowadzace do rozpoczegcia syntezy cytokin proza-
palnych oraz IFN typu 1.
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Fosforylacja kinazy IRAKI1 przez kinazg IRAK4 pozwa-
la na odfaczenie od kompleksu biatek IRAK1 i TRAF6
(ryc. 2v). Uwolniony TRAF6 tworzy kompleks z kinaza
TAKI (transforming growth factor-f-activating kinase)
i biatkami wiazacymi kinaz¢ TAK1 (TAK binding protein)
— TAB1 i TAB2. Ubikwitynacja TRAF6 prowadzi do ak-
tywacji kinazy TAK1, co w konsekwencji uruchamia szlak
kinaz MAP (mitogen activated protein) (ryc. 2vi) i kom-
pleksu IKK (ryc. 2vii). Za posrednictwem kinaz p38, JNK,
ERK1/2 nastgpuje aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
CREB (cAMP response element-binding) i AP-1 (activator
protein 1), ktére wlaczaja geny docelowe. Z kolei aktywa-
cja kompleksu IKK prowadzi do fosforylacji inhibitora IxB
i uwolnienia czynnika jadrowego NF-kB. Nastgpuje trans-
lokacja NF-kB do jadra, gdzie dochodzi do zapoczatkowa-
nia ekspresji gendw cytokin prozapalnych [2,11,60] (ryc. 2).

3. PRZESYLANIE SYGNALU ZALEZNEGO OD RECEPTOROW
RIG-I-popoBNYCH

TLR3, TLR7 i TLRS8 wykrywaja RNA w obszarach ko-
morki, w ktérych wiasny RNA w warunkach fizjologicz-
nych nie powinien si¢ znajdowac¢ (powierzchnia komorki,
pecherzyki endosomalne). Jednak ze wzgledu na obfitos¢
wlasnego cytosolowego RNA, wykrywanie RNA wiruso-
wego w cytoplazmie podlega innym zasadom i w proces
ten zaangazowane sa RLR.

Rodzina receptoréw RIG-I-podobnych sktadajaca sig
z RIG-I, MDAS i LGP2 odgrywa ogromna role w wy-
krywaniu zakazen wirusowych przez rozpoznanie wiru-
sowego RNA obecnego w cytoplazmie zakazonej komor-
ki oraz przesylanie sygnatu indukujacego synteze IFN
typu L. Ekspresja RIG-I, MDAS i LPG2 w komérce wzra-
sta w obecnosci IFN typu I, chociaz w wielu tkankach
RIG-I jest prezentowany na niskim poziomie. Dopdki
RIG-I nie zwiaze liganda wystgpuje jako monomer i jest
nieaktywny. Zakazenie wirusowe, a wlasciwie wirusowy
RNA oraz wysoka ekspresja monomeréw RIG-I zapoczat-
kowuje samoaranzacj¢ i multimeryzacj¢ tego receptora, co
jest koniecznym etapem w przestaniu sygnatu. Dodatkowo
zdolnos¢ do tworzenia multimeréw RIG-I jest zalezna od
obecnosci RD, ktora jest odpowiedzialna za proces autore-
gulacji. Aktywacja receptora MDAS przebiega w podobny
sposob, tworzone sa homokompleksy konieczne do prze-
sytania sygnatu. RIG-I preferencyjnie wiaze krétkie frag-
menty dsRNA oraz ssRNA zawierajacy 5’trifosforan na
koncu czasteczki i motywy homopoliurydynowe oraz ho-
mopoliryboadeninowe. Z kolei MDAS rozpoznaje dlugie
fragmenty dsRNA [9,26,32,43,53,55,65]. Obecnos¢ grup
fosforanowych na konicu 5’ ssRNA jest charakterystyczna
zaréwno dla wirusowych jak i komérkowych (wtasnych)
molekul RNA. Jednakze w komoérkach eukariotycznych
ssRNA syntetyzowany w jadrze komérkowym ulega na-
stegpnie modyfikacji poprzez usunigcie intronéw i faczenie
eksonéw, dodanie na koncu 5’ struktury czapeczki (cap),
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chroniacej migrujacy do cytoplazmy witasny ssRNA przed
komérkowymi endonukleazami oraz dodanie na koncu 3’
sekwencji adeninowych. Tak przygotowany wlasny ssSRNA
jest uwalniany do cytoplazmy. Natomiast wykrycie w cy-
toplazmie niezmodyfikowanego ssRNA jest sygnatem nie-
bezpieczeiistwa rozpoznawanym przez RIG-I i stymulu-
je komorki uktadu odpornosciowego do natychmiastowej
reakcji. Podobnie jest z wykryciem dsRNA, ktdry nie jest
syntetyzowany przez komérki eukariotyczne. Komoérki za-
angazowane w mechanizmy odpornosci nieswoistej tatwo
odrézniaja wlasny, cytosolowy RNA od niefizjologicznych
molekut RNA, co prowadzi do indukcji odpowiedzi im-
munologicznej. Obydwa receptory, RIG-1 i MDAS, roz-
poznaja nowo powstajacy dsRNA w przebiegu zakazenia
wirusami RNA i dzieki ich zdolnosci do wigzania niemo-
dyfikowanych form dsRNA o réznej dtugosci, mozliwe jest
rozpoznanie sygnatu niebezpieczenstwa na kazdym etapie
cyklu replikacyjnego wirusa [9,55,65].

Wirusowy RNA jest wigzany przez RD i przez domeng
o charakterze helikazy, przy czym uznaje si¢, ze domena
o charakterze helikazy nie stuzy do rozwijania dsRNA, ale

do zmiany konformacji przestrzennej RIG-1 w celu uta-
twienia przesylania sygnatu przez domen¢ CARD [65].
W komorkach spoczynkowych RD jest odpowiedzialna
za utrzymanie konformacji receptora w taki sposéb, ze
domena CARD jest zamaskowana domena o charakterze
helikazy i przesytanie sygnatu jest niemozliwe. W trakcie
zakazenia wirusowego aktywacja RIG-I jest kilkustop-
niowa i zalezna od zwiazania dsRNA. Przylaczenie wi-
rusowego RNA indukuje bowiem zmiany w konforma-
cji receptora oraz taczenie si¢ monomeréw w multimery,
prawdopodobnie z udzialem ATP, co pozwala na prze-
mieszczenie RD, odstoniecie domen CARD i umozliwie-
nie przestania sygnatu poprzez interakcje z biatkiem ada-
ptorowym. Syntetyzowany w odpowiedzi na zakazenie
wirusowe IFN typu I jest odpowiedzialny za podwyzsze-
nie poziomu RIG-I w cytoplazmie, co takze moze prowa-
dzi¢ do multimeryzacji receptorow i wzrostu aktywnosci
przeciwwirusowej. Réwniez w przypadku receptora MDAS
stwierdzono tworzenie homokomplekséw koniecznych do
przesytania sygnatu wewnatrzkomoérkowego.
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Po zwiazaniu liganda przez RIG-I lub MDAS domena
CARD tych receptoréw oddziatuje z domena CARD biat-
ka adaptorowego IPS-1 (IFN-f promoter stimulator-1; zna-
ne réwniez jako mitochondrial antiviral signaling [MAVS];
virus-induced signaling adapter [VISA] lub CARD ada-
pter inducing IFN-B [Cardif]) zlokalizowanego w btonie
zewngetrznej mitochondriéw, co sugeruje udziat tych orga-
nelli w stymulacji wytwarzania IFN. RLR i receptor czyn-
nika martwicy nowotworu 1 (tumor necrosis factor receptor
1 — TNFR1) maja wspolne biatka adaptorowe pozwalajace
na przesytanie sygnatu. Biatko adaptorowe TRADD (tu-
mor necrosis factor receptor type 1-associated death do-
main protein), konieczne w szlaku przesylania sygnaléw
zaleznych od TNFR, jest przytaczane do IPS-1.

Poprzez aktywacjg biatka adaptorowego TRADD wtaczane
sgq dwa réwnolegte szlaki przesytania sygnatu wewnatrzko-
morkowego: zalezny od biatka TRAF3, ktéry prowadzi do
aktywacji genéw odpowiedzialnych za synteze IFN typu
I (ryc. 3i) oraz zalezny od biatka FADD (Fas-associated
protein with death domain) wlaczajacy droge aktywacji
NF-kB (ryc. 3ii). Biatko TRADD tworzy kompleks z biat-
kiem FADD i kinaza RIP1 poprzez jej DD, co umozliwia

oddziatywanie z TRAF3. Biatko TRAF3 (ryc. 3i) aktywu-
je kinaze TBK-1 i IKK1/g, ktéra fosforyluje czynniki regu-
latorowe IRF-3 i IRF-7. Aktywowane IRF-3 i IRF-7 tworza
homodimery i/lub heterodimery, ktére przechodza do jadra
komérkowego, gdzie wiaza si¢ z fragmentem ISRE induku-
jac ekspresje genéw IFN typu I. Komérki pozbawione za-
réwno IRF-3 jak IRF-7 nie sa zdolne do wytwarzania inter-
feronu w odpowiedzi na zakazenie wirusowe [23,24,53,65].

Po utworzeniu kompleksu TRADD z biatkiem FADD (ryc.
3ii), aktywowana jest réownolegta Sciezka przesytania sy-
gnatu zalezna od RIG-I/MDAS prowadzaca do uwolnie-
nia NF-xB, jego translokacji do jadra komdrkowego i roz-
poczecia transkrypcji gendéw cytokin prozapalnych. Biatko
FADD oddziatuje z kaspazami 8 i 10, ktérych aktywnos¢
katalityczna jest konieczna do uwolnienia czynnika jadro-
wego NF-xB i jego przejscia do jadra, a w konsekwencji
zapoczatkowania syntezy cytokin prozapalnych. Tak wigc
RIG-I i MDAS stymuluja wydzielanie zaréwno IFN typu
I jak i cytokin prozapalnych [61,65] (ryc. 3).

Trzeci receptor nalezacy do rodziny RLR, LGP2, niemajacy
domeny CARD jest odpowiedzialny za kontrolg przesytania
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sygnalu wewnatrzkomoérkowego. Badania in vitro wskazu-
ja, ze biatko LGP2 pelni funkcj¢ negatywnego regulato-
ra przesytania sygnatu z udzialem RIG-I. Jego ekspresja
w komorce gwattownie wzrasta w odpowiedzi na wytwarza-
nie IFN typu I, zakazenie wirusowe lub obecnos¢ dsRNA
w cytoplazmie. Zwigkszona ekspresja LGP2 dziata hamu-
jaco na synteze¢ IFN typu I, RIG-11 MDAS. Aby wyjasni¢
ten mechanizm zaproponowano kilka modeli. Poniewaz
LGP2 nie ma domeny CARD, ale jest zdolny do wiaza-
nia dsSRNA, w pierwszym modelu zaproponowano mecha-
nizm negatywnej regulacji komérkowej odpowiedzi prze-
ciwwirusowej opierajacy si¢ na sekwestracji dsRNA, co
zapobiega aktywacji receptoréw RIG-1 i MDAS poprzez
ich domeny CARD [52]. Drugi model ktadzie nacisk na
zaangazowanie RD receptora LGP2. LGP2, jako negatyw-
ny regulator, jest zdolny do zahamowania przesytania sy-
gnatu zaleznego od stymulacji RIG-I przez powstrzyma-
nie samoaranzacji/multimeryzacji (etapu koniecznego do
przestania sygnatu), a takze przez przerwanie interakcji do-
men CARD receptora RIG-I z biatkiem IPS-1 przez przy-
taczenie RD LGP2 [53]. Trzeci model sugeruje wspotza-
wodnictwo pomigdzy receptorem LGP2 a kinaza IKKi/e
o wspdllne miejsce wigzania na biatku IPS-1. Badania in
vitro wykazatly, ze LGP2 moze tworzy¢ kompleks z biat-
kiem adaptorowym w mitochondrialnej przezbtonowej do-
menie biatka IPS-1 (pozycja 300—440 aa), ale nie jest to
domena CARD. Domena CARD w IPS-1 w tym czasie jest
wolna i moze si¢ angazowac w interakcje z domeng CARD
receptoréw RIG-1 i MDAS. Dalsze badania wykazaty, ze
IKKve w trakcie przesylania sygnalu faczy si¢ z tym sa-
mym regionem biatka IPS-1 co LGP2 [34].

Z kolei badania prowadzone na myszach Lgp2~~ wykaza-
ty zwigkszonag ekspresje IFN typu I w odpowiedzi na sty-
mulacje poly(I: C) lub wirusem pecherzykowego zapalenia
jamy ustnej (vesicular stomatitis virus — VSV), natomiast
nie stwierdzono syntezy IFN typu I po stymulacji wirusem
zapalenia mézgu i migsnia sercowego (encephalomyocar-
ditis virus — EMCYV). Préby wyjasnienia roli LGP2 jako
regulatora przesytania sygnatu zaleznego od aktywacji
RIG-I i MDAS sugerowaty, ze receptor ten moze regulo-
wac przekazywanie sygnatu réwniez w spos6b pozytywny
[69]. Badania prowadzono na myszach Lgp2~~ i myszach
z mutacja punktowa w genie kodujacym helikazg recepto-
ra LGP2. Konwencjonalne komérki dendrytyczne i ptodo-
we fibroblasty myszy (mouse embryonic fibroblast — MEF)
pobrane od zwierzat Lgp2~~ wykazywaly znaczaco upo-
Sledzone wytwarzanie IFN typu I pod wptywem zakazenia
pikornawirusami, rozpoznawanymi przez MDAS. Co wig-
cej, odpowiedZ na wirusy rozpoznawane przez RIG-I réw-
niez byta uposledzona. Komoérki pochodzace od zwierzat
Lgp2~- i z mutacja punktowa w genie helikazy byty bar-
dzo wrazliwe na zakazenie EMCV. OdpowiedzZ na stymu-
lacje¢ poly(I: C) byta poréwnywalna z odpowiedzig uzy-
skang w komérkach pochodzacych od myszy szczepow
dzikich. Badania Satoha i wsp. wykazaty duze zaangazo-
wanie LGP2 w rozpoznawanie wirusowego RNA przez
RIG-I i utatwienie rozpoczgcie przesytania sygnatu we-
wnatrzkomoérkowego przez MDAS. Receptor ten, w przy-
padku zakazenia pikornawirusami, jest prawdopodobnie
odpowiedzialny za interakcje z rybonukleoproteing wiru-
sowa, co zmienia jej lokalizacje 1 zwigksza jej dostgpnosé
dla MDAS i RIG-I [54].

Receptor LGP2 na pewno pelni role regulatorowa i kontro-
luje przesytanie sygnatu wewnatrzkomoérkowego hamujac
badZ stymulujac odpowiedZ w postaci syntezy IFN typu
I. Uzyskane wyniki wykazujace alternartywna rolg tego
receptora nie muszg si¢ wykluczaé, gdyz mimo ogromne;j
wiedzy jaka uzyskano w ciagu ostatnich lat na temat re-
ceptoréw stymulowanych wirusowym RNA, wiele mecha-
nizméw czeka jeszcze na wyjasnienie.

Przesytanie sygnatu poprzez RIG-I jest dodatkowo pozy-
tywnie i negatywnie regulowane dzigki ubikwitynacji. Do
rozpoczecia przesytania sygnatu konieczna jest ubikwity-
nacja domeny CARD receptora RIG-I. Natomiast ligaza
RNF125 dzigki ubikwitynacji RIG-I przeprowadza pro-
teosomalna degradacje tego receptora, dzigki czemu wy-
hamowane jest przesytanie sygnatu po jego nieprawidio-
wej stymulacji [5].

4. SzZLAKI PRZESYLANIA SYGNALU NIEZALEZNE OD RECEPTOROW
ToLt- 1 RIG-1-PoboBNYCH

Jak juz wczesniej wspomniano receptory Toll-podobne
i RIG-I-podobne odgrywaja pierwszoplanowa role w roz-
poznawaniu zakazen wirusowych. Szlak przesylania sy-
gnatu wewnatrzkomoérkowego analogiczny do szlakéw in-
dukowanych stymulacja RIG-11 MDAS, jest aktywowany
obecnoscia, rozpoznaniem i zwigzaniem DNA w cytosolu.
Podobnie jak dsRNA i niezmodyfikowany ssRNA, réwniez
DNA ma wtasciwosci immunostymulujace, co stwierdzono
podczas aktywacji odpowiedzi immunologicznej zaleznej
od TLROY, ktéry rozpoznaje i wigze niemetylowane sekwen-
cje CpG DNA. Jednak badania prowadzone nad wirusami
DNA dowiodly, ze w zakazeniu wirusem opryszczki typu
1 (herpes simplex virus 1 — HSV-1), odpowiedZ immuno-
logiczna jest stymulowana zaréwno w spos6b zalezny, jak
i niezalezny od TLR9 [22,63]. Podobnie byto w przypad-
ku zakazen bakteriami wewnatrzkomoérkowymi, takimi jak
Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Mycobacterium
tuberculosis 1 Streptococcus z grupy A [9,62]. Obecnie
wielkie zainteresowanie budza mechanizmy odpowiedzi
nieswoistej ukierunkowanej na rozpoznanie egzogennego
DNA, zwtlaszcza ze ten proces jest niezwykle wazny do
zrozumienia jakie mechanizmy komérkowe sa wilaczane
w odpowiedzi na DNA wirusowy, bakteryjny i swéj wiasny.

Uwalnianie wtasnego DNA do Srodowiska pozakomorko-
wego jest cecha wspdlng komoérek nekrotycznych i apop-
totycznych. Do zachowania integralnosci organizmu ko-
nieczna jest obecno$¢ mechanizméw immunologicznych
(tolerancja i ignorowanie), ktére nie bgda rozpoznawaty
wlasnego DNA. Kontrola odréznienia wtasnego DNA od
DNA pochodzacego od czynnika zakaZznego odbywa sig
na co najmniej trzech poziomach. Po pierwsze, subkomor-
kowa lokalizacja TLR9 pozwala na indukcj¢ odpowiedzi
immunologicznej przeciwko tym czynnikom zakaZnym,
ktore wniknety do komérki w procesie endocytozy, pod-
czas gdy wlasny DNA nigdy w spos6b spontaniczny nie
osiaga tego przedzialu komérkowego. Po drugie, duza ak-
tywnos¢ DNaz w przestrzeni pozakomoérkowej zapewnia
szybka degradacj¢ wiasnego DNA, ktory jest uwalniany
z ginacych komdrek, ale nie dotyczy to DNA pochodze-
nia wirusowego lub bakteryjnego. Znaczenie tego szlaku
w zapobieganiu odpowiedzi autoimmunologicznej zosta-
o potwierdzone w badaniach na myszach pozbawionych
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DNazy 1, u ktérych rozwinat si¢ zespdt podobny do tocz-
nia rumieniowatego uktadowego (systemic lupus erythe-
matosus [SLE]-like syndrome). Opisywane sa tez przypad-
ki chorych z SLE z mutacja w genie kodujacym DNaze
1. Po trzecie, wirusowy i bakteryjny DNA zawiera wielo-
krotnie powtérzone, niemetylowane sekwencje CpG, kt6-
re sa rozpoznawane i wiazane przez TLR9, podczas gdy
komoérkowy DNA zawiera znacznie mniejsza liczb¢ mo-
tywow CpG, ktére dodatkowo sa maskowane przez mety-
lacj¢. Wprawdzie niskometylowane sekwencje CpG, wia-
zane przez TLRO zostaty zlokalizowane takze w DNA
ssakéw, jednak takie wyspy niskometylowanych CpG sa
czgsto odnajdywane we fragmentach DNA uwalnianych
przez komorki nekrotyczne lub apoptotyczne i sa obecne
réowniez w kompleksach immunologicznych wykrywanych
w toczniu uktadowym [18].

4.1. Szlak wykrywania cytosolowego DNA zalezny od
receptora DAI

DAL, pierwszy receptor stymulujacy odpowiedZ immuno-
logiczna po rozpoznaniu cytosolowego DNA zostal okre-
Slony jako zalezny od DNA aktywator czynnikéw regulato-
rowych IFN (DNA-dependent activator of IFN-regulatory
factors; znany réwniez jako DLM-1 lub ZBP1). Stymuluje
on szlak prowadzacy do aktywacji IRF-3 z udziatem kina-
zy TBK-1, co w konsekwencji prowadzi do syntezy IFN
typu I [9,63].

W wielu komérkach wykryto, wlaczajac w to komorki
Sledziony, grasicy, watroby, ptuc i serca ekspresje mRNA
biatka DAI. Receptor DAI jest rozproszony w cytopla-
zmie, ale jednoczesnie jego lokalizacja jest czgSciowo
polaczona z ziarnistoSciami wewnatrzkomoérkowymi.
Wewnatrzkomérkowa kompartmentalizacja pozwala na
rozpoznanie cytosolowego DNA i prawdopodobnie biora

w tym udzial autofagosomy i agregasomy. Wiasny DNA
zwykle jest zwiazany z przestrzenia, ktéra ogranicza bto-
na jadrowa. Nawet wtedy, gdy w trakcie podziatlu komoérki
btona jadrowa zanika, DNA komérkowy tworzy skonden-
sowang strukture Scisle potaczona z biatkami histonowymi
i innymi biatkami zwiazanymi z DNA. Prawdopodobnie
taki kompleks przyczynia si¢ do izolowania komoérkowe-
go DNA od receptoréw rozpoznajacych DNA. Dlatego tez
zakazenie wirusami DNA i pojawienie si¢ w cytoplazmie
duzej iloSci DNA lub niedoktadne usunigcie ginacych ko-
morek i ich materiatu genetycznego moze prowadzi¢ do
aktywacji receptoréw DAI. Receptor ten zbudowany jest
z trzech domen: Zo-ZB-D3 odpowiedzialnych za wiazanie
okreslonej formy DNA. Domeny Zo i Zf3 sa umiejscowio-
ne N’terminalnie i domena Zo. jest odpowiedzialna za wig-
zanie lewoskretnych form Z DNA (Z-DNA). Natomiast od
strony C’terminalnej znajduja si¢ wielokrotne powtérzenia
seryno/treoninowych miejsc fosforylacji (domena sygna-
towa), odpowiedzialnych za aktywacje¢ czynnikéw trans-
krypcyjnych rodziny IRF. Region Za receptora DAI wy-
kazuje duza homologi¢ do regionu Zo biatka E3L wirusa
krowianki (vaccinia virus — VacV), ktére jest niezbgdne
do ucieczki tego wirusa przed uktadem odpornosciowym
gospodarza. Takaoka i wsp. wykazali, ze silniejszym ak-
tywatorem receptora DAI jest forma B DNA (B-DNA) niz
Z-DNA, jednakze domena Za nie jest zdolna do jej rozpo-
znania. Przypuszcza sig, ze domeny Zo i D3 sg regiona-
mi odpowiedzialnymi za rozpoznanie DNA pochodzace-
go z wirusow, bakterii, a nawet wtasnego DNA. Ponadto
domena Zo wiaze DNA w sposéb niezalezny od sekwen-
cji nukleotydéw, natomiast jest bardzo prawdopodobne,
7e wiagzanie B-DNA przez Zf jest zalezne od pewnych
sekwencji w kwasie nukleinowym [63,71]. Na podstawie
otrzymanych wynikéw zaproponowano model aktywacji re-
ceptora DAI. Podobnie jak w przypadku RIG-I konieczna
jest oligomeryzacja receptora DAL, tworza si¢ multimery
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taczace si¢ z DNA. B-DNA jest wiazany przez dome-
n¢ D3, a nastgpnie wigzanie to jest stabilizowane przez
domeny Zo i ZB. Powstaly multimer jest swego rodzaju
szkieletem, do ktérego przytaczaja si¢ mediatory sygna-
towe. W wyniku zwiazania z DNA wlaczane sa dwa szla-
ki: szlak IRF-3 (ryc. 4i) i szlak NF-xB (ryc. 4ii). Czynnik
IRF-3 jest aktywowany po zwigzaniu B-DNA w szlaku
zaleznym od kinazy TBK-1 i IKKv/e. Zostaje utworzony
Scisty kompleks migdzy receptorem/multimerem DAI na
konicu C’terminalnym, a biatkami TBK-1 i IRF-3. W prze-
sytaniu sygnatu nie biora udziatu biatka adaptorowe TRIF
i TICAM-1 (TIR-containing adaptor molecule 1), uczestni-
czace w szlaku indukcji syntezy IFN-B. Wprawdzie w ak-
tywacje IFN typu I zaangazowane jest biatko IPS-1, ale
jego udzial nie zostal w petni wyjasniony.

Niedawno okreslono nowe biatko adaptorowe uczestnicza-
ce w szlaku przesytania sygnatu stymulowanego zwiaza-
niem B-DNA przez DAL Jest to biatko stymulujace geny
interferonu/biatko posredniczace w aktywacji czynnika
IRF-3 (stimulator of interferon genes/mediator of IRF-3
activation — STING/MITA). Biatko STING/MITA zawie-
ra przezbtonowe domeny i tworzy kompleks z biatkami

IPS-1, TBK-1 i IRF-3. Badania na zwierzgtach pozbawio-
nych biatka STING/MITA wykazywaty obnizone wytwa-
rzanie IFN-B, co wskazuje, ze to biatko jest tacznikiem
pomigdzy kinaza TBK-1 i biatkiem IPS w szlaku przesy-
fania sygnatu wewnatrzkomérkowego. Nadal jednak nie
jest okreslona do korca lokalizacja STING/MITA. Czgs¢
badaczy wskazuje btong pecherzykow siateczki Srodpla-
zmatycznej, gdzie taczy sig¢ ono z biatkiem TRAP (translo-
con-associated protein). Inni badacze uwazaja, ze STING/
MITA wystepuje w btonie mitochondrium, gdzie oddziatuje
z biatkiem IPS-1 i kinaza TBK-1 [30,62,72]. Aktywowane
czynniki IRF-3 tworza homodimery, przechodza do jadra
i stymuluja synteze IFN typu 1.

Multimer DAI moze oddziatywa¢ z kinazami RIP-1 i RIP-
3 (ryc. 4ii), co powoduje aktywacje czynnika jadrowego
NF-kB w szlaku zaleznym od kompleksu IKK. Jednak
w badaniach prowadzonych przez Takaoka i wsp., akty-
wacja czynnika jadrowego NF-kB nie nastgpowata az do
120 min po stymulacji B-DNA. To opéZnienie aktywacji
NF-xB moze sugerowac, ze jest to odpowiedzZ na stymula-
cj¢ cytokinami, a nie aktywacje przez zwiazanie B-DNA
[62,71] (ryc. 4).
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4.2. Zaangazowanie biatlka AIM-2 w tworzenie
inflamasoméw

Jednymi z wazniejszych cytokin prozapalnych, ktérych
synteza jest wlaczana w wyniku zakazenia zaréwno bak-
teryjnego jak i wirusowego sa IL-1P i IL-18. Sa one odpo-
wiedzialne za wiele biologicznych funkcji zwigzanych z za-
paleniem i procesami autoimmunologicznymi. Uczestnicza
w inicjacji ogdlnej i miejscowej odpowiedzi immunolo-
gicznej w trakcie zakazenia, uszkodzenia i urazu oraz reak-
¢ji immunologicznych. Aktywnos¢ IL-1p jest regulowana
poziomem ekspresji, wytwarzaniem i reakcja z naturalnie
wystepujacym inhibitorem, antagonista receptora IL-1[3
(IL-1 receptor antagonist — IL-1RA). Poczatkowy sygnat
(PAMP) pochodzacy od czynnika zakaznego, rozpozna-
ny przez PRR skutkuje wewnatrzkomoérkowa akumulacja
tych biatek w postaci procytokin, zaréwno pro-IL-1f jak
i pro-IL-18. Obie cytokiny aktywnos¢ biologiczna uzysku-
ja w nastepstwie proteolitycznego cigcia przez kaspaze 1.
Kaspaza 1 jest kaspaza zapalenia i nie uczestniczy w pro-
cesie apoptozy, lecz po aktywacji jest zaangazowana w ta-
kie mechanizmy komdérkowe jak przeksztalcanie procyto-
kin prozapalnych w ich aktywna postaé, glikolize i1 jeden
z rodzajéw $mierci komérki — pyroptoze [13,15,37, 56].

Zeby moglo to nastapi¢ konieczne jest utworzenie we-
wnatrzkomdérkowej, multiproteinowej platformy moleku-
larnej — inflamasomu. Inflamasomy sa odpowiedzialne za
aktywacje kaspazy 1 i powstaja pod wptywem niektérych
PAMP lub czynnikéw okreslanych obecnie jako wzor-
ce molekularne zwiazane z niebezpieczenistwem/uszko-
dzeniem (danger/damage associated molecular patterns
— DAMP). Mozna do nich zaliczy¢ czynniki pochodzenia
zakaZnego, takie jak elementy $ciany komodrkowej bakte-
rii, toksyna Bacillus anthracis, liczne bakterie i wirusy, ale
rowniez czynniki niezakaZne, takie jak jadrowe/chromo-
somalne biatko HMGB1 (high mobility group box prote-
in-1), biatka szoku cieplnego, kwas moczowy, pyt azbe-
stowy, pyt krzemionkowy czy wiasny DNA [37,40,57].
DAMP sa w wigkszosci przypadkow rozpoznawane przez
receptory NOD-podobne (nucleotide-binding domain leu-
cine-rich repeat containing family [NOD]-like receptors -
NLR), co prowadzi do utworzenia inflamasomu, aktywacji
kaspazy 1, przeksztalcenia w aktywna posta¢ cytokin pro-
zapalnych IL-1p IL-18, IL-33 i IL-1F7 oraz inicjacji zapa-
lenia. DNA cytosolowy, ktory nalezy do DAMP, stymuluje
powstanie inflamasomu i przeksztatcenie pro-IL-1 i pro-
-IL-18 w ich formy aktywne wtedy, gdy jest rozpoznany
przez biatko AIM2 (absent in melanoma), nienalezace do
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rodziny NLR. Bialtko AIM2 bedace receptorem cytopla-
zmatycznym stymuluje powstawanie inflamasomoéw w spo-
s6b zalezny od biatka adaptorowego ASC (apoptosis-as-
sociated speck-like protein containing a carboxy-terminal
CARD) [13,25,47,50]. Biatko to nalezy do rodziny PYHIN
(pyrin and HIN200 domain-conatining proteins). U my-
szy rodzina PYHIN sktada si¢ przynajmniej z dziewigciu
spokrewnionych strukturalnie biatek, ktérych geny znajdu-
ja sie na 1 chromosomie w obre¢bie /ocus 1H3, natomiast
u ludzi wykryto 4 geny (MNDA, IF116, AIM2, IFIX) zlo-
kalizowane na chromosomie w obrebie 1 locus 1922 [7].
Wspdlnym elementem tych biatek jest domena HIN200,
ktorej nazwa jest akronimem: hematopoietic expression,
IFN-inducible, nuclear localization and length of 200 amino
acid domains. Zaréwno mysie, jak i ludzkie biatko AIM2
wyrdznia sig¢ tym, ze jest odnajdywane w cytoplazmie ko-
morki, a nie jak pozostate biatka w jadrze komérkowym
oraz tym, ze jedynie domena pyrynowa (pyrin domain —
PYD) tego biatka oddzialuje z domena PYD biatka ada-
ptorowego ASC. Biatko ASC jest dwubiegunowe i zbudo-
wane z N’koricowej domeny PYD i C’konicowej domeny
CARD, dzigki czemu jest ono tacznikiem migdzy biatkiem
AIM2 i prokaspaza 1 w wyniku homotypowych interakcji
biatko-biatko [6,37,40].

Zwiazanie liganda przez domen¢ HIN200 biatka AIM2 po-
woduje oligomeryzacj¢/dimeryzacj¢ tego receptora i rekru-
tacje biatka adaptorowego ASC poprzez interakcje domen
PYD-PYD. Potaczone w swego rodzaju platforme moleku-
larng biatka AIM2 i ASC rekrutuja nieaktywne prokaspa-
zy 1 poprzez bezposrednie homotypowe interakcje domen
CARD-CARD biatka ASC i prokaspazy 1. Formowanie
inflamasomu inicjuje autokatalityczna aktywacj¢ kaspa-
zy 1 poprzez przyblizenie dwu albo trzech zymogenéw,
co prowadzi do ,,aktywacji wymuszonej przez bliskos¢”,
a to z kolei do powstania aktywnej postaci enzymu funk-
cjonujacego jako tetramer utworzony z dwu podjednostek
duzych (20 kDa) i dwu podjednostek matych (10 kDa).
Aktywna kaspaza 1 tnie pro-IL-1f i pro-IL-18 prowadzac
do powstania ich aktywnych postaci. Mechanizm uwalnia-
nia z komoérki IL-1 i IL-18 jeszcze nie zostat wyjasnio-
ny [25,41] (ryc. 5).

Biatko AIM?2 nie wydaje si¢ swoiste, jesli chodzi o rozpo-
znanie dsDNA. Zaréwno wirusowy, bakteryjny jak euka-
riotyczny dsDNA moze stymulowac szlak przekazywania
sygnatu, czyli lokalizacja tego typu kwasu nukleinowego
w cytoplazmie ma znaczenie w stymulacji odpowiedzi im-
munologicznej. Biatko to odpowiada tylko na dtuzsze od-
cinki dsDNA, natomiast kréotkie odcinki dsDNA i ssDNA
nie pobudzaja tego receptora. Moze to sugerowaé udziat
receptora AIM2 w patogenezie choréb autoimmunolo-
gicznych. Poza tym, ze inflamasomy powstate pod wpty-
wem biatka AIM2 stymuluja przeksztatcanie pro-I1L-1f3
i pro-IL-18 w ich postaci aktywne, sa one tez odpowie-
dzialne za zaprogramowang specyficzng Smier¢ komorki
— pyroptozg. Ten rodzaj Smierci komorki charakteryzuje
si¢ utrata integralnosci btony cytoplazmatycznej (prze-
ciwnie niz w przypadku apoptozy), a takze fragmentacja
DNA za pomoca jak dotad niezidentyfikowanej nukleazy,
zaleznej od kaspazy 1. Nie prowadzi to do utworzenia ty-
powej drabinki DNA jak w apoptozie, tylko do jego kon-
densacji w nieuszkodzonym jadrze komérkowym. Wydaje
sig, ze ten rodzaj Smierci komorki jest waznym czynnikiem

W ograniczaniu rozprzestrzeniania si¢ czynnikéw zakaz-
nych [16,27,40]. Mysie biatko p202 nalezace do rodziny
HIN200 jest negatywnym regulatorem tworzenia inflama-
soméw pod wptywem dimeryzacji biatka AIM2. Biatko to
zawiera dwie domeny HIN200, ale nie ma domeny PYD.
Jest zdolne do swoistego wiazania dsDNA, ale nie moze
zwiazaé biatka adaptorowego ASC. Jak do tej pory nie zi-
dentyfikowano ludzkiego ortologa tego biatka [51].

4.3. Polimeraza RNA III - stymulacja szlakow
zaleznych od receptoréow RIG-I-podobnych

Dalsze badania dotyczace wykrywania cytosolowego DNA
zasugerowaly zaangazowanie biatka adaptorowego IPS-1
w przesylanie sygnatu po aktywacji przez dsDNA. W ko-
morkach pozbawionych biatka IPS-1 po stymulacji dsDNA
obserwowano wyrazna redukcje syntezy IFN typu I i cy-
tokin prozapalnych [29]. Co wigcej, inne badania wyka-
zaly, ze komérki pozbawione funkcjonalnego receptora
RIG-I nie byty zdolne do syntezy IFN typu I po stymu-
lacji poly(dA: dT), odpowiednikiem B-DNA in vitro [8].
Zaréwno receptor RIG-1, jak i biatko adaptorowe IPS-1
uczestnicza w rozpoznawaniu zakazenia wirusami RNA,
a nie wirusami DNA. W celu wyjasnienia tej sprzeczno-
$ci zostal zaproponowany model wskazujacy na udziat
polimerazy RNA III w syntezie liganda dla receptoréw
RIG-11i MDA. Zasugerowano, ze DNA nie jest bezposred-
nim stymulatorem tych receptoréw, ale prowadzi do synte-
zy endogennego RNA i to on jest bezposrednim ligandem
RIG-I. Polimeraza RNA III w sposéb niezalezny od pro-
motora moze przeprowadzi¢ transkrypcje, co prowadzi do
powstania transkryptéw. Co wigcej, enzym ten jest aktyw-
ny zaréwno w jadrze, jak i cytoplazmie, co wskazuje na
jego udziat w rozpoznawaniu cytosolowego DNA 1 suge-
ruje nowy szlak stymulacji odpowiedzi immunologiczne;j.
Prawdopodobnie ligandy RIG-11 MDAS sa syntetyzowane
zaréwno w cytoplazmie jak i jadrze, a powstate transkryp-
ty sa nastgpnie transportowane do cytoplazmy, gdzie wia-
czaja szlak stymulacji zalezny od RIG-1[1,10,27] (ryc. 6).

4.4. Przesylanie sygnatu zaleznego od receptorow
AIM2-podobnych

W zakazeniach pokswirusami i herpeswirusami wykazano,
ze DNA VacV i DNA HSV-1 zawieraja motywy odpowie-
dzialne za indukcje syntezy IFN-B w szlaku niezaleznym
od receptoréw DAI, TLR i polimerazy RNA III, zaleznym
natomiast od biatka STING/MITA, kinazy TBK-1 i czyn-
nika IRF-3. To wskazato na istnienie nowego rodzaju re-
ceptora stymulowanego wirusowym dsDNA. Ustalono, ze
jest to biatko IFI16 nalezace do rodziny PYHIN. Do nie-
dawna uznawano, ze tylko biatko AIM2 nalezace do tej sa-
mej rodziny, jest umiejscowione w cytoplazmie, natomiast
pozostate biatka nalezace do rodziny PYHIN wystgpuja za-
wsze w jadrze komérkowym. Mimo ze oba omawiane wi-
rusy naleza do wiruséw DNA, pokswirusy namnazaja si¢
w cytoplazmie komorki, natomiast herpeswirusy repliku-
ja sie w jadrze komérkowym. W trakcie prowadzonych ba-
dan stwierdzono, ze 70mer DNA VacV byl wigzany przez
biatko IFI16 i utworzony kompleks zostal zlokalizowany
w cytoplazmie. Natomiast 60mer DNA HSV stymulowat
biatko IFI16 i tworzyt z nim kompleks w jadrze komoérko-
wym. Nie wiadomo jeszcze w jaki sposob nastepuje trans-
lokacja biatka IFI16 do cytoplazmy, a takze jakie sekwencje
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determinuja interakcje migdzy wirusowym DNA i na ja-
kiej zasadzie dochodzi do stymulacji biatka IF116. Biatko
IFI16 wigzalo w spos6b bezposredni wirusowy motyw
DNA i wéwczas nastgpowala rekrutacja STING/MITA.
Zasugerowano, ze DNA o okreslonej dtugosci obecny w cy-
toplazmie indukowal oligomeryzacj¢ biatka IFI16 prowa-
dzac do powstania szkieletu zdolnego do rekrutacji biatka
STING/MITA i przesytania sygnatu. Mysi ortolog IFI16,
biatko p204, w podobny sposéb wigze te same motywy
wirusowego dsDNA. Jednoczes$nie nie obserwowano in-
dukcji odpowiedzi przeciwwirusowej wyrazonej synte-
za IFN-f po stymulacji wirusami RNA. Oba biatka, IFI16
i p204, naleza do tej samej rodziny co biatko AIM?2 odpo-
wiedzialne za przesytanie sygnatlu wewnatrzkomérkowe-
go z udziatem biatka adaptorowego ASC, co prowadzi do
rekrutacji prokaspazy 1, formowania inflamasomu i prze-
ksztatcania pro-IL-1B i pro-IL-18 w ich postaci aktywne.
Jednakze biatka IFI16 i p204 nie angazuja biatka adaptoro-
wego ASC tylko biatko STING/MITA, czego skutkiem jest
aktywacja syntezy IFN-B. Poniewaz biatka IFI16 i p204 sa
strukturalnie podobne do biatka AIM2 i podobnie jak ono
rozpoznaja cytosolowy DNA, zaproponowano utworzenie
nowej rodziny receptoréw stymulowanych DNA — recep-
tory AIM2-podobne (AIM2-like receptors — ALR) [67].

5. PopsumowaNIE

‘Whniknigcie wirusa do komérek gospodarza aktywuje jego
uktad odpornosciowy. Efektywna odpowiedzZ na zakazenie
wirusowe wyraza si¢ indukcja syntezy cytokin prozapal-
nych i interferonéw typu I. Jest to wynik przesylania sy-
gnaléw przez liczne receptory wewnatrzkomoérkowe, zdol-
ne do wykrycia wirusowych kwaséw nukleinowych, takich
jak genomowy RNA, DNA i wszystkich replikacyjnych
form posrednich. Indukcja syntezy IFN typu I przez zaka-
zone wirusem komorki jest kluczowym etapem w odpowie-
dzi przeciwwirusowej. Gtéwnym zadaniem tej odpowiedzi
jest zablokowanie replikacji wirusa, zniszczenie zakazo-
nych komérek, eliminacja wirusa zahamowanie dalszego
jego rozprzestrzeniania si¢ w organizmie. Interferony, cho-
ciaz najlepiej znane ze swoich wtasciwosci przeciwwiruso-
wych, sa tez bardzo waznymi regulatorami proliferacji ko-
morek i majg silne dziatanie immunomodulujace. Dziataja
bezposrednio, hamujac replikacj¢ wirusa w komorkach za-
kazonych lub posrednio stymulujac odpowiedZ nieswoista
i swoista. Tak szeroki zakres dziatania wynika z tego, ze
przesytanie sygnalu wewnatrzkomdrkowego poprzez swoiste
receptory prowadzi do modulacji i ekspresji licznych genéw
odpowiedzialnych za wiele proceséw biologicznych w ko-
morce [17,66]. Interferony inicjuja autokrynny i parakrynny
sygnat aktywujac szlak zalezny od kinaz JAK/STAT (Janus
kinase/signal transduction and activation of transcription),
co prowadzi do odpowiedzi chroniacej komorki docelowe
przed zakazeniem wirusowym, a takze pelnigcej rolg po-
mocnicza w stymulacji i rozwoju odpornosci nabytej [28].
IFN typu I bezposrednio aktywuja komorki dendrytyczne
i komorki NK, a takze sa odpowiedzialne za przezywanie
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i utrzymanie funkcji efektorowych limfocytéw T i B, taczac
w ten sposéb odpowiedZ wrodzona z odpowiedzig nabyta
[39,66]. Bez watpienia IFN typu I przez swoja aktywnos¢
moga wpltywac na dojrzewanie i osiedlanie si¢ komorek,
na ich funkcje efektorowe i apoptoze. Ponadto pod wpty-
wem IFN typu I syntetyzowane sa kolejne mediatory, bez-
posrednio oddziatlujace z wirusami i hamujace ich namna-
zanie [66]. Niedawno do tej grupy przekaznikéw dotaczyty
IFN typu III, ktérych synteza jest stymulowana przez ak-
tywacj¢ TLR. U ludzi sg to: IFN-AI, -A2, -A3 lub IL-29
(A1) oraz IL-28A/B (A2/3). U myszy tylko IFN-A2/3 jest
funkcjonalnym interferonem, gdyz gen kodujacy IFN-A1
jest pseudogenem. Aktywnos¢ IFN typu II jest bardzo po-
dobna do IFN typu I, poniewaz stymuluja one bezposred-
nig odpowiedz przeciwwirusowa. Podobnie jak IFN typu
I stymuluja szlak JAK/STAT jednakze wptyw IFN typu III
jest determinowany przez ekspresj¢ receptora tego media-
tora. W przeciwienistwie do receptora IFN typu I, receptor
IFN typu III jest prezentowny tylko na niektérych popula-
cjach komérek. Jak do tej pory ich funkcje regulatorowe
zostaty stabo okreslone [3,4,35,58,68].

Receptory odpowiedzialne za wykrywanie zakazenia wi-
rusowego stymuluja synteze¢ i wydzielanie cytokin proza-
palnych i chemokin. Zaréwno komérki dendrytyczne, jak
i makrofagi wydzielaja TNF-o, IL-6, biatko chemotak-
tyczne monocytéw 1 (monocyte chemotactic protein 1 —
MCP-1) oraz IL-12 w odpowiedzi na zakazenie wirusowe.
Cytokiny prozapalne odpowiadaja za aktywacj¢ komorek
srédbtonka naczyn i przyciaganie komoérek uktadu odpor-
nosciowego, w poczatkowym etapie gléwnie monocytéw
i neutrofiléow, do miejsca zakazenia. W wyniku rozwoju
zapalenia moze doj$¢ do eliminacji wirusa, a jednoczesnie
zachodzi indukcja odpowiedzi swoistej. Dzigki aktywacji
AIM2 nastepuje przeksztatcanie IL-1f i IL-18 w ich po-
staci aktywne odpowiedzialne m.in. za naciekanie leuko-
cytéw do ogniska zapalenia, a takze za stymulacj¢ syntezy
IFN-y w aktywowanych limfocytach T i komérkach NK.
Powoduje to polaryzacje odpowiedzi immunologicznej
w kierunku Th1, indukcje ekspresji FasL, inicjacje synte-
zy drugorzedowych cytokin i chemokin prozapalnych oraz
biatek adhezyjnych i tlenku azotu [13].

W walce z wirusami uktad odpornosciowy zwierzat roz-
winal wiele niezaleznych strategii wykrywania zakaze-
nia i chociaz szlaki aktywacji i przesytanie sygnatu za po-
srednictwem TLR, RLR, DAI i ALR r6znig sig, to jednak
zawsze nastgpuje stymulacja genéw IFN typu I, IFN typu
III i cytokin prozapalnych, co prowadzi do powstania nie-
swoistej i swoistej odpowiedzi przeciwwirusowej (ryc 6).
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