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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wrodzona odporno$¢ nieswoista jest pierwsza linig obrony w zakazeniach wirusowych. Recep-
tory Toll-podobne (TLR) oraz RIG-I-podobne (RLR) sg dwoma gtéwnymi rodzinami receptoréw
wykrywajgcymi wirusowy kwas nukleinowy. Dotychczas scharakteryzowano trzech cztonkéw
rodziny RLR: RIG-I, MDA5 i LGP2. RLR sg rodzing cytoplazmatycznych helikaz, ktére rozpoznaja
wewnatrzkomérkowy jednoniciowy oraz dwuniciowy RNA wprowadzony do cytosolu podczas
infekgji i replikacji wirusa. W pracy przedstawiono mechanizmy rozpoznawania wiruséw przez
receptory RIG-I-podobne oraz szlaki przekazywania sygnatu w celu aktywacji syntezy inter-
ferondw i cytokin prozapalnych.
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Summary

The innate nonspecific immunity is the first line of defense against viral infection. Toll-like
receptors (TLRs) and retinoic acid-inducible gene I (RIG-1)-like receptors (RLRs) are two main
receptor families detecting viral nucleic acid. So far, three RLR family members were charac-
terized: RIG-I, MDA5 and LGP2. RLR constitute a family of cytoplasmic helicases, which rec-
ognized intracellular single-stranded and double-stranded RNA that is introduced to cytosol
during viral infection and replication. In this work we review the current knowledge about
the mechanisms of viral recognition by RIG-I-like receptors and their signaling pathways for
the activation of type I interferons and pro-inflammatory cytokines synthesis.
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aa - aminokwas (amino acid); Ankrd17 - domena 17 zawierajaca powtorzenia ankiryny (ankyrin
repeat domain 17); ARL - receptor AIM2-podobny (AIM2-like receptor); ATF-2 - czynnik 2 aktywu-
jacy transkrypcje (activating transcription factor-2); CARD - domena aktywacji i rekrutacji kaspaz
(caspase activation and recruitment domain); Cardif - biatko adaptorowe stymulujace synteze
IFN-( zawierajace domene CARD (CARD adapter inducing IFN-f); cDC - konwencjonalna komérka
dendrytyczna (conventional dendritic cell); CLR11.3 - biatko CLR11.3 (Caterpiller protein 11.3);
CRL - receptor lektynopodobny typu C (C-type lectin-like receptor); CTD - domena C-koricowa
(C-terminal domain); DAI - aktywator czynnikéw regulatorowych IFN zalezny od DNA (DNA-de-
pendent activator of IFN-regulatory factor); DAK - kinaza dihydroksyacetonu (dihydroxyacetone
kinase); DC - komérka dendrytyczna (dendritic cell); DD - domena smierci (death domain); DDX
- polipeptyd zawierajacy motyw DEAD (DEAD [Asp-Glu-Ala-Asp] box polypeptide); DENV - wirus
denga (dengue virus); DHX - polipeptyd zawierajgcy motyw DEXH (DEXH [Asp-Glu-X-His] box
polypeptide); DUB - deubikwitynaza (Deubiquitinase); DUBA - enzym A deubikwitynujacy (deu-
biquitinating enzyme A); EFP - biatko wrazliwe na estrogen (estrogen-responsive finger protein);
EMCV - wirus zapalenia mézgu i mie$nia sercowego (encephalomyocarditis virus); ER - retikulum
endoplazmatyczne (endoplasmic reticulum); ERIS - biatko retikulum endoplazmatycznego regu-
lujace IFN (endoplasmic reticulum interferon regulator); FADD - domena $mierci zwigzana z Fas
(Fas-associated death domain); HCV - wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus); HMPV
- ludzki metapneumowirus (human metapneumovirus); HSV - wirus opryszczki (herpes simplex
virus); IFIH1 - domena 1 helikazy Cindukujaca IFN (interferon induced with helicase C domain 1);
IFN - interferon; IID - domena hamujaca IFN (interferon inhibitory domain); IKK - kinaza biatka
IkB (IkB kinase); IL - interleukina (interleukin); IPS-1 - biatko stymulujace promotor IFN-f3 1 (IFN-f
promotor stimulator 1); IRF - czynnik regulacyjny genu kodujacego IFN (IFN-gene regulatory fac-
tor); ISG15 — gen 15 stymulowany przez interferon (interferon-stimulated gene 15); ISRE - element
odpowiedzi stymulowanej przez IFN (IFN-stimulated response element); JEV - wirus japonskiego
zapalenia mézgu (Japanese encephalitis virus); KSHV - herpeswirus miesaka Kaposiego (Kaposi's
sarcoma-associated herpesvirus); LGP2 - receptor LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2);
LPS - lipopolisacharyd (lipopolisaccharide); MAMP - molekularne wzorce zwigzane z mikroorga-
nizmami (microbial associated molecular patterns); MAVS - mitochondrialne przeciwwirusowe
biatko sygnatowe (mitochondrial antiviral signaling protein); MCP-1 - biatko chemotaktyczne
monocytow typu 1 (monocyte chemotactic protein-1); MDAS5 - receptor MDA5 (melanoma diffe-
rentation associated gene 5); MDP — muramylodipeptyd (muramyl dipeptide); MEF - fibroblasty
ptodowe myszy (mouse embryonic fibroblasts); Mfn1 - mitofuzyna 1 (mitofusin-1); MHV - mysi
wirus zapalenia watroby (mouse hepatitis virus); MITA - biatko posredniczace w aktywacji czynni-
ka IRF-3 (mediator of IRF-3 activation); MNV - mysi norowirus (murine norovirus); MPYS - biatko
zawierajace na N-koncu sekwencje metionina-prolina-tyrozyna-seryna (N-terminal methionine-
-proline-tyrosine-serine protein); NDV - wirus rzekomego pomoru drobiu (Newcastle disease
virus); NEMO - modulator NF-kB - podjednostka regulatorowa IKKy (NF-kB essential modulator);
NF-kB - czynnik jadrowy kappa B (nuclear factor kB); NK — komérki NK (natural killer); NKT - lim-
focyty NKT (natural killer T cells); NLRX1 - receptor X1 rodziny NLR (NLR family member X1); NMR
- magnetyczny rezonans jadrowy (nuclear magnetic resonance); NLR - receptory NOD-podobne
(NOD-like receptors); NOD - domena oligomeryzacyjna wigzaca nukleotyd (nucleotide-binding
oligomerization domain); NS1 - biatko niestrukturalne 1 (non-structural 1); OAS - syntetaza po-
liadenylanowa (oligoadenylate synthetase); OUT - domena nowotworu jajnika (ovarian tumor
domain); OTUDS5 - biatko 5 zawierajgce domene OTU (OTU domain containing 5 protein); PAMP
- molekularne wzorce zwigzane z patogenami (pathogen associated molecular patterns); pDCs
- plazmacytoidalne komérki dendrytyczne (plasmacytoid dendritic cells); PGN - peptydoglikan
(peptidoglycan); Pin1 - cis/trans izomeraza peptydylowo-propylowa, biatko 1 oddziatujace zNIMA
[(peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting 1 protein); Pol-1ll - RNA polimeraza Ill (RNA
polymerase-lll); poly(dA-dT) - kwas polideoksyadenylowo-polideoksytymidylowy (polydeoxy-
adenylic:polydeoxythymidylic acid); poly(l:C) - kwas poliryboinozylowo-polirybocytydylowy
(polyriboinosinic: poliribocytydylic acid); PRR - receptory rozpoznajace wzorce (pattern recogni-
tion receptors); RAVER - biatko 1 wigzace rybonukleinowy PTB (ribonucleic PTB-binding 1); RD
- domena represorowa/regulatorowa (repressory/regulatory domain); RH116 - RNA helikaza 116
(RNA helicase 116); RIG-I - receptor RIG-I (retinoic acid-inducible gene-l); RIP - biatko oddziatujace
z receptorem (receptor interacting protein); RLH - helikazy RIG-I-podobne (RIG-I-like helicases);
RLR - receptory RIG-I-podobne (RIG-I-like receptors); RNazaL - rybonukleaza L (ribonuclease
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L); RNF - biatko zawierajagce domene RING (ring (Really Interesting New Gene] finger protein);
RNP - rybonukleoproteina (ribonucleoprotein); RSV — wirus syncytium nabtonka oddechowego
(respiratory syncytial virus); RTA - aktywator replikacji i transkrypcji (replication and transcription
activator); RVFV - wirus goraczki Doliny Rift (Rift Valley fever virus); SeV - wirus Sendai (Sendai
virus); SF2 - nadrodzina 2 (superfamily 2); SIKE - supresor IKKe (suppressor of IKKe); siRNA - krot-
kie interferujgce RNA (short interfering RNA); STING - biatko stymulujace geny IFN (stimulator of
interferon genes); TAX1BP1 - biatko 1 wigzgce Tax1 (Tax1-binding protein 1); TBK1 - kinaza TBK1
(TANK-binding kinase 1); T6BP — biatko wigzace TRAF6 (TRAF6 binding protein); TGF - transformu-
jacy czynnik wzrostu (transforming growth factor); TLR - receptor Toll-podobny (Toll-like recep-
tor); TM - domena przezbtonowa (transmembrane domain); TMEM173 - biatko przezbtonowe
173 (transmembrane protein 173); TNF - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor);
TNFAIP3 - czynnik martwicy nowotwory, alfa-indukowane biatko 3 (tumor necrosis factor, alpha-
-induced protein 3); TNFR1 - receptor 1 czynnika martwicy nowotworu (tumor necrosis factor
receptor 1); TRAC-1 - ligaza TRAC-1 (T cell RING protein identified in activation screen); TRADD
- domena $mierci zwigzana zTNFR1 (TNFR1-associated death domain); TRAF - czynnik zwigzany
z receptorem TNF (TNF receptor-associated factor); TRIM25 - motyw tréjdzielny 25 (tripartite
motif 25); Ub - ubikwityna; UBA - enzym aktywujacy ubikwityne (ubiquitin activating enzyme);
UBC - enzym koniugujacy ubikwityne (ubiquitin conjugating enzyme); UBL - ligaza ubikwityny
(ubiquitin ligase); USP4 — proteaza 4 specyficzna dla ubikwityny (ubiquitin-specific protease 4);
VISA - biatko adaptorowe VISA (virus-induced signaling adapter); VSV - wirus pecherzykowatego
zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus); WNV - wirus Zachodniego Nilu (West Nile virus);
ZBP1 - biatko 1 wigzgce Z-DNA (Z-DNA binding protein 1); ZNF147 - biatko zawierajagce domene

palca cynkowego 147 (zinc finger protein 147).

Wsrep

Uktad odporno$ciowy cztowieka kazdego dnia chroni or-
ganizm przed atakiem drobnoustrojéw. Po pokonaniu
przez patogeny naturalnych barier ochronnych, natych-
miastowa odpowiedZ organizmu zapewnia odpornosé
wrodzona. Mechanizmy odpornosci wrodzonej zwigza-
ne z aktywnoscia chemokin i cytokin, gtéwnie interfe-
ronu (IFN) typu I, wrodzong cytokinozalezna opornoscia
nieswoista komdrek oraz synteza czynnikéw ogranicza-
jacych replikacje wiruséw i indukujacych mechanizmy
odpowiedzi nabytej, tworza podstawowa linie obrony or-
ganizmu w zakazeniach wirusowych [84,101]. Do IFN typu
I naleza IFN-a, IFN-B, IFN-w, IFN-k i IFN-t. Aktywacja ge-
néw IFN nastepuje po rozpoznaniu RNA oraz przekazaniu
sygnatu do jadra komdrki za posrednictwem czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak czynnik 3 regulujacy IFN
(IRF-3), IRF-7, jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B
(NF-kB) i czynnik transkrypcyjny c-Jun/ATF-2 [55]. IRF-3
jest niezbednym elementem aktywacji genéw IFN [104].
Fosforylacja reszty serynowej IRF-3 odbywa sie z udzia-
tem kompleksu kinaz IxB - TBK1, kinazy 1 wigzgcej TANK
(TANK-binding kinase 1) i kinazy IKKe/IKKi (IxB kina-
se) [61,81,104]. Aktywowany IRF-3 jest transportowany
do jadra komérkowego, w ktérym indukuje transkrypcje
genu kodujacego IFN-B [103]. Stymulacja genéw kodu-
jacych IFN-a nastepuje natomiast w wyniku fosforylacji
czynnika IRF-7 [81].

Odporno$¢ wrodzona ma charakter nieswoisty i stano-
wi pierwsza linie obrony organizmu przeciw patogenom
wirusowym. Uczestnicza w niej m.in. makrofagi, komérki
tuczne, komérki NK, NKT i komdérki dendrytyczne, ktére
selektywnie rozpoznaja antygeny patogendw za posred-

nictwem receptoréw rozpoznajacych wzorce (PRR - pat-
tern recognition receptors). Elementem docelowym PRR
sa gléwnie biatka wirusowe, jednak to kwasy nukleinowe
sg aktywatorami ich ekspresji. Komérki uktadu immuno-
logicznego wykorzystuja PRR do identyfikacji patogenéw
za posrednictwem molekularnych wzorcéw zwigzanych
z patogenami (PAMP - pathogen-associated molecular
patterns), zwanymi szerzej molekularnymi wzorcami
zwigzanymi z mikroorganizmami (MAMP - microbial
associated molecular patterns).

Dotad zidentyfikowano pie¢ rodzin receptoréw PRR: 1)
receptory Toll-podobne (TLR - Toll-like receptors) od-
rézniajace réznego rodzaju struktury patogendw np.
bakteryjny peptydoglikan (PGN), lipopolisacharyd (LPS),
zymosan grzybdw, hemozoine pierwotniakdéw, a takze wi-
rusowe dsRNA i ssRNA [41], 2) RIG-I-podobne (RLR - RIG-
-I-like receptors) identyfikujgce wirusowy dsRNA i ssRNA
oraz syntetyczny analog dsRNA - poly(I:C) (kwas poliry-
boinozylowo:polirybocytydylowy) [39,102], 3) recepto-
ry NOD-podobne (NLR - NOD-like receptors, nucleotide
oligomerization domain-like receptors), rozrézniajace
struktury bakteryjne np. flagelline, muramylodipeptyd
(MDP) i dsRNA wiruséw [21,37], 4) receptory lektynopo-
dobne typu C (CRL - C-type lectin-like receptors) wigzace
cukry wchodzace w sktad $ciany komdrkowej bakterii,
grzybéw oraz wiruséw, takie jak p-glukan, fukoza i man-
noza [66], a takze 5) receptory AIM-2-podobne (ARL -
AIM-2-like receptors) rozpoznajace bakteryjny oraz wi-
rusowy dsRNA [91]. Zidentyfikowano ponadto receptor
DAL, aktywator czynnikéw regulatorowych IFN zalezny
od DNA (DNA-dependent activator of IFN-regulatory fac-
tors), zwany réwniez DLM-1/ZBP1 (Z-DNA binding pro-
tein 1). Receptor DAI jest zaangazowany w indukcje od-
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powiedzi odpornosciowej przez aktywacje IRF-3 i NF-B,
w nastepstwie zwigzania wolnego cytosolowego dsDNA
bakterii i wiruséw [90].

Rozpoznanie zakazenia wirusowego nastepuje za po-
$rednictwem dwdch typéw receptorédw - Toll-podob-
nych i RIG-I-podobnych. Receptory powierzchniowe
TLR4 i TLR2, tworzgce heterodimery z TLR1 lub TLR6,
uczestniczg w identyfikacji glikoprotein ostonki i bia-
tek fuzyjnych wiruséw. Wewnatrzkomérkowe receptory
TLR3 i TLR7-TLR9 wykrywaja kwas nukleinowy wirusa
znajdujacy sie w endosomach, natomiast helikazy RIG-
-I-podobne, takie jak RIG-1i MDA5 warunkuja rozpozna-
nie wirusowego RNA, obecnego w cytoplazmie komérki
na etapie infekcji oraz replikacji patogenu [40]. RLR po
zwigzaniu odpowiedniego liganda uruchamiaja ztozony
i wieloetapowy szlak sygnatowy prowadzacy do aktywacji
odpowiedzi odpornosciowej. Gtéwng role w tym proce-
sie odgrywaja biatka FADD oraz TRAF3, ktére przesylaja
sygnal wzbudzajacy odpowiedZ przeciwwirusowg zwig-
zana z syntezg IFN typu I, IFN typu III lub uwolnieniem
cytokin prozapalnych (np. IL-6, MCP-1, TNF-a). Czynniki
te hamuja replikacje wirusa, a takze aktywuja komérki
prezentujace antygen do pobudzenia limfocytéw Thiuru-
chomienia mechanizméw odpornosci swoistej. Interferon
indukuje ekspresje enzymdéw degradujacych wirusowy
RNA (RNaza L) oraz hamujacych synteze biatek wiruso-
wych (kinaza biatkowa R) [24], pobudza takze ekspresje
receptoréw RIG-I-podobnych.

Rozpoznanie wirusow RNA przez receptory RIG-1-PopoBNE

RLR (RIG-I-like receptors), nazywane réwniez helikazami
RIG-I-podobnymi (RLH - RIG-I-like helicases), to rodzi-
na wewnatrzkomdrkowych receptoréw rozpoznajacych
wirusowy kwas rybonukleinowy obecny w cytoplazmie
zakazonej komérki. RLR naleza do nadrodziny 2 (SF2 -
superfamily 2) helikaz/ATP-az zaangazowanych w pro-
ces replikacji, rekombinacji, naprawy, a takze ekspresji
DNA i RNA [25,26]. Dotychczas opisano trzech cztonkéw
rodziny RLR: RIG-I (retinoic acid-inducible gene-1), MDA5
(melanoma differentation-associated gene 5) i LGP2 (lab-
oratory of genetics and physiology 2) [102]. Gen DDX58
kodujacy RIG-I zidentyfikowal Sun w 1997 r., jako gen
ulegajacy ekspresji w ostrej biataczce promielocytowej po
terapii kwasem retinolowym [5]. Jego udziat w indukcji
odpowiedzi przeciwwirusowej odkryli Yoneyama i wsp.
przeszukujac biblioteke cDNA pod katem czynnika akty-
wujacego ekspresje IFN-Bf w odpowiedzi na transfekcje
komdrek poly(I:C) [102]. Gen MDA5 zostal odkryty w 2002
r. metodg hybrydyzacji odejmowanej (subtraction hy-
brydyzation), jako gen ulegajacy wzbudzeniu podczas
réznicowania, regresji nowotworu oraz apoptozy [36].
Wykryto, ze MDAS5, zwany réwniez Helicard, IFTH1 (in-
terferon induced with helicase C domain 1) lub RH116
(RNA helicase 116), uczestniczy we wzbudzaniu ekspresji
IFN w czasie infekcji wirusowej [101]. McCartney i wsp.
wykazali, ze receptor MDA5 jest niezbedny w rozpozna-
niu zakazenia mysim norowirusem typu 1 (MNV-1) [56].
Komérki dendrytyczne (DC) myszy MDA5” - wykazywaly

defekt w ekspresji cytokin (IFN-a, IL-6, MCP-1 i TNF-a) po
infekcji MNV-1. Wirus replikowat sie w DC myszy MDA57~
do wyzszych mian niz w przypadku replikacji u myszy
MDA5” - zakazonych w warunkach in vivo [56]. Trzeci re-
ceptor rodziny RLR - LGP2, zwany réwniez DHX58 ziden-
tyfikowano, jako czynnik ulegajacy ekspresji w komér-
kach nowotworu piersi [63]. Receptor LGP2 modyfikuje
wirusowy RNA w wyniku uwolnienia biatek z komplekséw
rybonukleoprotein (RNP - ribonucleoprotein) oraz zmia-
ny struktury RNA, co umozliwia rozpoznanie wirusowego
dsRNA przez receptory RIG-1i MDAS5 [78].

Badania przeprowadzone na myszach z delecja genéw
DDX58 lub IFIHI wykazaly, ze RLR sg w zréznicowany sposdb
zaangazowane w aktywacje odpowiedzi przeciwwirusowej.
Do wiruséw rozpoznawanych przez receptor RIG-I nalezg:
1) wirusy zawierajace genom w postaci RNA o ujemnej po-
laryzacji nici [(-)ssRNA] m.in. Ebola (Filoviridae), goraczki
doliny Rift (RVFV) (Bunyaviridae), grypy typu A i B (Ortho-
myxoviridae), wirus Lassa (Arenaviridae), Nipah, rzekome-
go pomoru drobiu (NDV), Sendai (SeV), wirus syncytium
nabtonka oddechowego (RSV) (Paramyxoviridae), peche-
rzykowatego zapalenia jamy ustnej (VSV) (Rhabdoviridae),
2) wirusy RNA o dodatniej polaryzacji nici [(+)ssRNA], ta-
kie jak wirus japotiskiego zapalenia mézgu (JEV) i zapale-
nia watroby typu C (HCV) (Flaviviridae), a takze 3) wirus
opryszczki typu 2 (HSV-2) i Epsteina-Barr (EBV) (Herpesvi-
ridae) zawierajace genom w postaci dsDNA [1,19,27,29,38,40
,52,68,72,78,101,102]. Receptor MDAS5 pehni zasadniczg role
w rozpoznaniu zakazen wywotanych przez wirusy o do-
datniej polaryzacji nici, takich jak wirus zapalenia mézgu
i mie$nia sercowego (EMCV), wirus Theiler’s, Mengo (Picor-
naviridae) [23,38], mysi wirus zapalenia watroby (MHV) (Co-
ronaviridae), mysi norowirus 1 (MNV-1) (Calciviridae) [56,74],
a takze w zakazeniach wirusem opryszczki typu 1 (HSV-1)
(Herpesviridae) [57]. Ponadto, receptory RIG-11 MDA5 wspdl-
nie rozpoznaja materiat genetyczny wirusa Denga (DENV)
i Zachodniego Nilu (WNV) (Flaviviridae) [20,52].

Wyniki badari przeprowadzonych w ostatniej dekadzie
wskazuja, ze receptory RIG-I-podobne petnia zasadni-
czg role w rozpoznaniu wirusowego RNA, a takze DNA
obecnego w cytoplazmie. Wykazano, ze RIG-1 wigZze RNA
o dodatniej, jak i ujemnej polaryzacji nici oraz dsDNA
wiruséw, natomiast receptor MDA5 rozpoznaje gtéwnie
RNA wiruséw o dodatniej polaryzacji nici.

Licanpy Receptorow RIG-1-PopoBNYCH

Komérki uktadu odporno$ciowego rozpoznaja za posred-
nictwem RIG-I oraz MDA5 niezmodyfikowane czgstecz-
ki wirusowego ssRNA i dsRNA, ktére w warunkach natu-
ralnych nie sg syntetyzowane w komdérkach gospodarza
[5,39] (tabela 1). Istnienie grup fosforanowych na koticu 5’
jest cechg wirusowych i komérkowych czasteczek ssRNA.
W zwiazku z tym rozpoznanie kwasu nukleinowego wirusa
w cytoplazmie odbywa sie w oparciu o wykrywanie nie-
zmodyfikowanego ssRNA (brak czapeczki ,,cap” na koficu
5" i poliadenylacji na koricu 3’ oraz obecno$¢ intronéw).
RIG-1 preferencyjnie wigze krétkie fragmenty dsRNA o dtu-
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goéci 21-27 nukleotydéw, powstate w wyniku trawienia
przez rybonukleaze RN-aze 111, natomiast MDA5 rozpoznaje
fragmenty dsRNA o dtugosci powyzej 2 kpz[39,102]. Ponad-
to oba receptory rozpoznaja syntetyczny analog dsRNA
- poly(I:C), przy czym ligandem receptora RIG-I jest poly-
(I:C) o dtugosci okoto 300 pz, natomiast MDA5 rozpoznaje
czasteczki poly(1:C) o dtugosci 4-8 kpz [23,39,100], a takze
mate dupleksy RNA powstate w wyniku ciecia wirusowego
kwasu nukleinowego przez endonukleaze RN-aze L [54].
Obserwacje te potwierdzity takze wyniki badan uzyskane
po zakazeniu fibroblastéw ptodowych myszy (MEFs - mo-
use embryonic fibroblasts) reowirusem. Wykazaty one, ze
krétkie (1,2-1,4 kpz) faricuchy dsRNA wirusa indukowa-
ty ekspresje receptora RIG-1, natomiast taricuchy dsRNA
o dtugosci 3,4 kpz aktywowaty ekspresje MDAS5 [39,76]. Me-
chanizm weryfikacji réznic w dtugo$ci nukleotyddéw przez
RLR nie zostat jeszcze poznany [100]. Receptor RIG-I rozréz-
nia takze ssSRNA zawierajgcy na koticu 5’ trifosforan (5'ppp)
oraz sekwencje homopolinukleotydowe poly(U/UC) lub
poly(AG/A), 5’ppp dsRNA transkrybowany na nici B-DNA
- poly(dA-dT) przez enzym DNA-zalezna polimeraze RNA
111 (Pol-I11), a w przypadku wiruséw RNA o ujemnej pola-
ryzacji nici struktury ,,panhandle”, czyli RNA zawierajacy
wewnetrzng petle otoczong przez krétkie fragmenty po-
dwdjnie splecionej nici [12,30,57,68,76,77,79,92]. Receptor
MDAS5 wigze natomiast RNA o duzej masie czasteczkowej
i uporzadkowanej strukturze, tak zwane RNA web, zawie-
rajace regiony dsRNA oraz ssRNA [69].

Tabela 1. Ligandy receptoréw RIG-I-podobnych

Podsumowujac, rozpoznanie patogenu przez receptory
RIG-I-podobne jest procesem ztozonym i wieloetapowym.
Dotychczasowe wyniki badati wskazuja, ze dlugo$¢ tan-
cucha kwasu nukleinowego wirusa jest gléwnym czynni-
kiem determinujacym identyfikacje oraz wigzanie liganda
przez RIG-1lub MDA5. Receptor RIG-I wigze krétkie frag-
menty dsRNA, natomiast MDAS5 rozpoznaje fragmenty
kwasu nukleinowego o dtugosci powyzej 2 kpz.

Bupowa RLR

RIG-I, prototypowy cztonek rodziny RLR, zawiera dome-
ne represorowg/regulatorowg RD (repressory/regulatory
domain) umiejscowiong na C-koricu i wigzaca RNA wirusa,
domene DEXD/H o aktywno$ci helikazy zaleznej od ATP
oraz dwie unikatowe N-terminalne domeny aktywacji
i rekrutacji kaspaz CARD (caspase activation and recruit-
ment domain), odpowiedzialne za przesylanie sygnatéw
wewnatrzkomérkowych [102] (ryc. 1). Receptor MDA5
zawiera domeny CARD i DExD/H [95,101], natomiast funk-
cjonalno$¢ domeny RD receptora budzi watpliwosci [41].
Receptor LGP2 nie zawiera domen CARD [45,102]. Dane
uzyskane przez Yoneyama i wsp. ujawnity, ze RIG-I oraz
MDAS5 wykazuja 23 i 35% homologii w sktadzie amino-
kwasowym, odpowiednio dla domen CARD oraz domeny
helikazowej. Domena DExD/H LGP2 wykazuje 31% ho-
mologii z sekwencja RIG-1 i 41% homologii z sekwencja
MDAS5 [102]. Dzieki obecno$ci domen CARD, receptory

Lp. Typ liganda RIG-I MDA5 LGP2
dsRNA
5'ppp dsRNA
dupleksy RNA dsRNA dsRNA
1. Ligandy naturalne poly (AG/A) dupleksy RNA 50D sSRNA
5'ppp poly-U/UC RNA RNA web PP
5'ppp ssRNA
struktury panhandle
2. Syntetyczne ligandy poly(l:C) o dtugosci ~300 pz poly(I:C) o dtugosci 4-8 kpz -

— o0 dodatniej polaryzagji nici

wirus Denga

wirus japoniskiego zapalenia mézgu

wirus Zachodniego Nilu

wirus zapalenia watroby typu C
— 0 ujemnej polaryzagji nici

— 0 dodatniej polaryzadji nici
mysi norowirus 1
mysi wirus zapalenia watroby

. wirus Denga
wirus Ebola .
wirus goraczki doliny Rift wirusy grypy A wirus Mengo
3. Wirusy gora iwiruZ Lassa y9rypy wirus Theiler’s -
- wirus Zachodniego Nilu wirus zapalenia
wirus Nipah )
) - . mézgu
wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej R
) L . i mig$nia sercowego
wirus rzekomego pomoru drobiu wirus Sendai dsDNA

wirus syncytium nabtonka oddechowego

—dsDNA
wirus Epsteina-Barr
wirus opryszczki typu 2

wirus opryszczki typu 1
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Ryc. 1. Struktura receptoréw RIG-I-podobnych (opracowanie autorskie)

RIG-I oraz MDA5 po rozpoznaniu i zwigzaniu wirusowego
kwasu nukleinowego maja zdolnos¢ indukcji odpowiedzi
komérkowej. LGP2 ze wzgledu na brak powyzszych do-
men nie uczestniczy w przekazywaniu sygnatu, ale jest
niezbedny do efektywnej odpowiedzi przeciwwirusowej
zaleznej od RIG-1i MDAS5 [78].

Cuiiwsp. zuzyciem krystalografii rentgenowskiej, a takze
Takahasi i wsp. z zastosowaniem spektroskopii magne-
tycznego rezonansu jadrowego NMR (nuclear magnetic
resonance) zidentyfikowali w 2008 r. w obrebie RD do-
mene CTD (C-terminal domain). Domena ta (aa 792-925)
jest odpowiedzialna za rozpoznawanie dsRNA i 5'-trifos-
foranu ssRNA [13,88]. Opisano takze niezwyklg budowe
CTD, w ktérej cztery konserwatywne cysteiny (C810, C813,
(864 i C869) potaczone atomem cynku lub rzadziej rte-
ci sg gléwnym elementem strukturalnym oraz funkcjo-
nalnym biatka, odpowiedzialnym za przesytanie sygnatu
aktywujgcego odpowiedz przeciwwirusowg [13,88]. Za-
obserwowano réwniez, ze indukcja ekspresji receptora
RIG-I mozliwa jest wylacznie w nastepstwie oddzialy-
wania odpowiedniego liganda z domena CTD [39,68,88],
majaca zdolno$¢ aktywacji receptora nie tylko w wyniku
zwigzania liganda i utworzenia dimeru, lecz takze przez
strukturalna modulacje miejsca wigzania ATP [13]. Inte-
resujace, ze receptor LGP2 wigze z wiekszym powinowac-
twem dsRNA niz ssRNA [63]. Ponadto LGP2 wigze dsRNA
za po$rednictwem CTD silniej niz RIG-I lub MDAS5 [50,87].

Receptory RIG-1i MDA5 charakteryzuja sie ztozong budo-
wa, w ktérej wyrézniamy domeny CARD, DExD/H i CTD.
W odrdznieniu od nich, receptor LGP2 nie zawiera do-
men CARD, odpowiedzialnych za przesylanie sygnatéw
wewnatrzkomérkowych. Przypuszcza sie, ze brak domen
CARD w czasteczce LGP2 uniemozliwia rozpoznanie wiru-
sowego RNA za posrednictwem tego receptora.

DRroaI PRZESYEANIA SYGNALU ZA POSREDNICTWEM RLR

RIG-11 MDA5 rozpoznaja w cytoplazmie komdrki zaréwno
jedno-, jak i dwuniciowy wirusowy RNA, co uruchamia
kaskade sygnatéw prowadzacych do aktywacji czynnikéw
NF-kB oraz syntezy cytokin prozapalnych, a takze akty-

wagji IRF i indukgji syntezy IFN typu L. Na ryc. 2 przed-
stawiono gtéwne szlaki przekazywania sygnatu za po-
$rednictwem RLR.

Konstytutywna ekspresja RIG-11 MDA5 w wiekszo$ci tka-
nek jest na bardzo niskim poziomie, a receptory wyste-
puja w postaci monomeru do czasu zwigzania wtasciwego
liganda [48]. W nieaktywnym monomerze domeny CARD
receptoréw RIG-1 lub MDAS5 oddziatuja z domena helika-
zowg DExD/H oraz domeng CTD. Po zwigzaniu liganda
(np. RNA wirusa), nastepuje aktywacja i zmiana konfor-
magcji przestrzennej receptora umozliwiajaca ekspozy-
cje wolnych domen CARD [6,13,88,97,100]. Domeny CARD
moga tworzyé multimery z innymi domenami CARD bia-
tek RIG-1 lub MDA5, a takze kompleksy z domeng CARD
biatka adaptorowego IPS-1 (IFN-B promotor stimulator
1, zwanego takze CARD adapter inducing IFN-B [Cardif],
mitochondrial antiviral signaling protein [MAVS] lub vi-
rus-induced signaling adapter [VISA]), umiejscowionego
w btonie zewnetrznej mitochondriéw [42,58,80,99]. Biatko
MAVS, poza domeng CARD odpowiedzialng za interakcje
z RLR, zawiera takze domene bogatg w proline, domene
$rodkowa oraz C-terminalng domene przezbtonowa TM
(transmembrane domain) [80].

Niedawno wykazano, ze oligomeryzacja domen CARD
biatka adaptorowego MAVS jest niezbedna do utworzenia
kompleksu z RIG-Ti transdukcji sygnatu [89]. Po utworze-
niu kompleksu zdomeng CARD receptora RIG-1, MAVSS ak-
tywuje biatko adaptorowe TRADD (tumor necrosis factor
receptor type 1-associated death domain protein) (ryc.
2) i uruchamia dwa alternatywne szlaki przesytania sy-
gnatu wewnatrzkomérkowego: zalezny od biatka FADD
(Fas-associated death domain) (1) lub zalezny od bial-
ka TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3) (2). Biatko
FADD poprzez domene $mierci DD (death domain) tworzy
kompleks z kinaza RIP1 (receptor interacting protein 1)
[42,59,75], a takze oddziatuje z kaspazami 8 i 10, ktére ak-
tywujg kompleks IKK (IKK-a, IKK-f i biatko NEMO/IKKYy)
(3). Aktywowany IkB podlega fosforylacji oraz degrada-
cji w proteasomie uwalniajac czynnik NF-«B (4). Czynnik
NF-kB przemieszcza sie do jadra komérkowego, w kté-
rym indukuje ekspresje cytokin prozapalnych (5) [86].
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Ryc. 2. Drogi przekazywania sygnatu za posrednictwem RLR (opracowanie autorskie)

Dowiedziono, ze knockout TRADD zapobiega interakcji
RLR z biatkiem MAVS, hamujac ekspresje IFN-f w odpo-
wiedzi na infekcje wirusami RNA [59]. Szlak zalezny od
TRAF-3 prowadzi natomiast do aktywacji genéw IRF-3
i IRF-7, odpowiedzialnych za synteze IFN typu L. Ligaza
TRAF-3 ulegajgc ubikwitynacji aktywuje kinazy TBK1
(TANK-binding kinase 1) oraz IKK-i (zwang takze IKKe)
(6), ktére fosforyluja czynniki regulatorowe IRF-3 i IRF-7
[17]. Aktywowane IRF-3 oraz IRF-7 (7) tworza homodi-
mery i/lub heterodimery, ktére ulegaja translokacji do
jadra komdrkowego, wiazg sie z fragmentem ISRE - ele-
mentem odpowiedzi stymulowanej przez IFN (IFN-stimu-

lated response element) i aktywuja ekspresje gendw IFN
typuI (8) [75]. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze ekspresje TBK1
stwierdza sie w réznych tkankach, natomiast ekspresja
IKK-i jest ograniczona wytacznie do komérek uktadu od-
porno$ciowego [32].

Szlaki przekazywania sygnatu zaleza takze od LGP2, heli-
kazy wiazacej dsRNA, mimo braku domen CARD [101]. Do
niedawna sagdzono, ze LGP2 jest przede wszystkim nega-
tywnym regulatorem przesylania sygnatu za po$rednic-
twem RIG-I i MDAS5, gdyz tworzy on heterodimeryczne
kompleksy z tymi biatkami [45,100,101]. Receptor LGP2
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preferencyjnie wigze dsRNA, natomiast w mniejszym
stopniu ssRNA [63]. Ekspresja receptora LGP2 wzrasta
w odpowiedzi na zakazenie wirusowe, dsRNA oraz wy-
twarzanie IFN typu L. Zwiekszona ekspresja LGP2 dziata
hamujgco na ekspresje interferonu, MDA5 i RIG-I [45],
w zwigzku z tym zaproponowano trzy mechanizmy wy-
jasniajace zasade dziatania LGP2. Pierwszy z nich zakta-
da negatywna regulacje komdrkowej odpowiedzi prze-
ciwwirusowej przez LGP2 opierajaca sie na sekwestracji
dsRNA, co zapobiega aktywacji receptoréw RIG-I i MDA5
[50,63,76,101]. Drugi model sugeruje bezposrednig inte-
rakcje domeny RD LGP2 (aa 476-678) z receptorem RIG-I,
co skutkuje zablokowaniem utworzenia kompleksu sy-
gnalizacyjnego w nastepstwie zahamowania multime-
ryzacji receptora RIG-1 oraz przerwania homotypowych
oddziatywari miedzy domenami CARD RIG-1 i biatka MAVS
[50,76,78]. Trzeci model natomiast sugeruje wspStzawod-
nictwo miedzy receptorem LGP2 a kinazg IKK-i o wspdlne
miejsce wigzania na biatku adaptorowym MAVS (aa 300-
440), przy czym nie jest to domena CARD. W nastepstwie
tego oddziatywania nie jest mozliwa aktywacja czynni-
ka IRF-3 oraz indukcja ekspresji IFN [45,50,78]. Badania
przeprowadzone na myszach z wylaczonym genem LGP27-
wykazaly wzrost ekspresji IFN typu I w odpowiedzi na
stymulacje VSV lub poly(I:C), a takze uposledzong odpo-
wiedZ na zakazenie EMCV [93], wskazujac, ze LGP2 moze
negatywnie lub pozytywnie regulowaé przesytanie sygna-
tu za posrednictwem RIG-1 i MDA5. Wyniki badan Satoha
i wsp. potwierdzity, ze LGP2 moze petnié role pozytyw-
nego regulatora mechanizmu rozpoznawania patogenu
iindukcji odpowiedzi przeciwwirusowej. Konwencjonalne
komérki dendrytyczne (cDCs) i MEFs pobrane od zwie-
rzat LGP2” - wytwarzaly mniejsze ilo$ci IFN-B w odpowie-
dzi na zakazenie pikornawirusami (EMCV, wirus Mengo)
rozpoznawanym przez receptor MDA5 w poréwnaniu do
myszy LGP2"/[78].

Wirusy RNA w celu unikniecia odpowiedzi uktadu im-
munologicznego gospodarza wyksztalcity mechanizmy
zaktdcajace i/lub blokujace szlak sygnatowy RLR, co
w konsekwencji prowadzi do zahamowania ekspresji IFN
i cytokin prozapalnych. Niektére biatka wirusowe zakté-
caja szlak sygnalowy RIG-1/MDA5/MAVS, w nastepstwie
sekwestracji wiazania receptoréw RIG-I-podobnych z wi-
rusowym RNA i/lub zaburzenia oddziatywania helikaz
z czgsteczkami sygnalizacyjnymi lub w wyniku degra-
dacji biatek [95]. Biatko NS1 (non-structural protein 1)
wirusa grypy typu A hamuje synteze IFN w nastepstwie
zablokowania ubikwitynacji receptora RIG-I przez ligaze
E3 ubikwityny, TRIM25 [71]. Synteze IFN hamuje réw-
niez aktywator replikacji i transkrypcji, RTA (replication
and transcription activator) stanowigcy jadrowy czynnik
transkrypcyjny herpeswirusa miesaka Kaposiego (KSHY,
Kaposi’s sarkoma-associated herpesvirus). Ligaza RTA
uczestniczy w przytgczaniu taticucha ubikwityny do IRF-
7, kierujac go na droge degradacji w proteasomie [105].
Badania przeprowadzone w warunkach in vitro wykazaty,
ze domena hamujaca IFN (interferon inhibitory domain)
biatka VP35 wirusa Eboli wiaze krétkie fragmenty dsRNA,
zapobiegajac rozpoznaniu liganda przez RIG-I i ekspre-

sji IFN [49]. W przypadku ludzkiego metapneumowiru-
sa (HMPV) synteze IFN hamuje biatko G, ktére wiaze sie
z receptorem RIG-1 i blokuje jego aktywno$é. W zwiazku
z powyzszym hamuje ono aktywacje czynnikéw NF-«kB
iIRF, a takze indukcje interferonéw oraz cytokin prozapal-
nych. Biatko G nie oddziatuje z MDAS5 i biatkiem MAVS [4].
Biatko V wiruséw z rodziny Paramyxoviridae blokuje nato-
miast szlak odpowiedzi przeciwwirusowej uruchamianej
za po$rednictwem receptora MDA5. W nastepstwie przy-
laczenia domeny CTD wirusa do domeny SF2 (DExD/H)
MDA5 zablokowaniu ulega mozliwo$¢ wigzania dsRNA
przez receptor i indukcja syntezy IFN [2,62]. Ekspresja
interferonu hamowana jest takze w wyniku dziatania pro-
teazy NS3/4A HCV, ktéra blokuje fosforylacje i dimeryza-
cje czynnika IRF-3, prowadzac do proteolitycznej degra-
dacji IRF-3 w proteasomie [19]. Biatko tegumentu HSV-1
- US11, wigze si¢ natomiast z receptorami RIG-1i MDAS5,
hamujac przekazywanie sygnatéw za ich posrednictwem,
a zarazem transkrypcje IFN-f [98].

Mechanizmy przesytania sygnatu za posrednictwem RIG-
-1i MDAS5 indukuja odpowiedZ przeciwwirusowa w zaka-
zonej komérce. Zasadnicza role w tym procesie odgry-
wajg biatka FADD oraz TRAF3, ktére warunkuja synteze
odpowiednio IFN i cytokin prozapalnych. Receptor LGP2
pelni natomiast role regulatora przesytania sygnatu za po-
$rednictwem RIG-1i MDA5. W celu unikniecia odpowiedzi
odpornosciowej ze strony gospodarza wirusy syntetyzu-
ja biatka, ktére zapobiegaja rozpoznaniu RNA przez RLR,
blokujg oddziatywanie RIG-I/MDA5 z domeng CARD biatka
MAVS i hamuja przesylanie sygnatéw aktywujacych syn-
teze czynnikéw o aktywnos$ci przeciwwirusowej.

CzynNIki UCZESTNICZACE W REGULACJI SYGNALU

Regulacje szlaku sygnatowego RLR zapewniajg precyzyj-
ne mechanizmy kontrolne zwigzane m.in. ze zmianami
dynamiki mitochondriéw (fuzjg, fragmentacja), aktyw-
noscia enzyméw ubikwitynujacych, odpowiedzialnych za
proces unieczynniania biatek, a takze fosforylacja biatek.

Struktury dynamiczne mitochondrium

Mitochondria postrzegane gtéwnie jako centra energe-
tyczne komérki zaangazowane w procesy termogenezy,
apoptozy i utrzymanie homeostazy wapniowej zostaty od-
kryte jako organelle uczestniczace takze w regulacji wro-
dzonej odpowiedzi odporno$ciowej. Gtéwna role w regu-
lacji przekazywania sygnatéw z udzialem mitochondriéw
odgrywa biatko MAVS, umiejscowione na zewnetrznej
btonie mitochondrium, a takze zmiany morfologii zacho-
dzace po aktywacji receptoréw RIG-I-podobnych. MAVS
oddziatuje z mitofuzyna 1 (Mfn1), biatkiem petnigcym role
regulatora fuzji mitochondriéw tworzac kompleks MAVS-
-Mfn1. Utworzenie kompleksu stymuluje fuzje i elongacje
mitochondriéw, w wyniku ktérej degradacji ulega MAVS.
W procesie tym Mfn1 pelni role pozytywnego regulatora
szlaku sygnatowego RLR, natomiast RIG-I petni role kofak-
tora MAVS [8]. Hou i wsp. wykazali, ze infekcja wirusowa
indukuje konwersje endogennego biatka MAVS w agrega-
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ty przypominajace priony (prion-like aggregates), zdolne
do aktywacji IRF-3 w cytoplazmie. Gtéwna role w tym pro-
cesie odgrywa domena CARD biatka MAVS, uczestniczaca
takze w aktywacji szlaku sygnatowego RLR [31]. Zgodnie
z ostatnimi wynikami badan RIG-1 inicjuje oligomeryzacje
MAVS, ktéra prowadzi do aktywacji syntezy interferonéw
i cytokin prozapalnych [89]. Dowiedziono, ze wytaczenie
genu MAVS technika knockout zwigzane jest z silng reduk-
cja poziomu ekspresji IFN-p oraz IFN-A1, co jednoznacznie
potwierdza zaangazowanie MAVS w indukcje odpowiedzi
przeciwwirusowej [57].

W 2008 r. dwa niezalezne zespoty Barbera i Shu poinfor-
mowaly o odkryciu biatka STING/MITA (zwanego takze
ERIS, MPYS lub TMEM173), oddziatujgcego z MAVS w pro-
cesie indukcji odpowiedzi przeciwwirusowej. STING zlo-
kalizowano w retikulum endoplazmatycznym (ER - en-
doplasmic reticulum) [33,34], natomiast MITA (mediator
of IRF-3 activator) w zewnetrznej btonie mitochondrial-
nej [107]. Oddziatywaniu MAVS z MITA sprzyja proces
wydtuzania mitochondriéw i tworzenia sieci, natomiast
rozpad sieci mitochondrialnej blokuje utworzenie kom-
pleksu [8]. Wazna role w tym procesie odgrywa aktywacja
RLR i utworzenie kompleksu takze miedzy MAVS i Mfn1,
ktéry reguluje rozmieszczenie MAVS wzdtuz mitochon-
driéw lub wydtuzenie sieci mitochondrialnej. Obserwacje
te wskazuja, ze zmiany dynamiki organelli moga regulo-
waé tworzenie kompleksu MAVS-MITA. MITA reguluje
szlak sygnatowy RLR w wyniku aktywacji czynnika IRF-
3, zaangazowanego w synteze IFN typu I i zahamowanie
replikacji wiruséw. MITA petni réwniez funkcje biatka
adaptorowego dla VISA, do ktérego rekrutuje kinaze TBK1
i czynnik IRF-3. Po utworzeniu kompleksu, TBK1 fosfory-
luje MITA w pozycji seryny 358 (S358), ktéra jest kluczowa
dla pézniejszej fosforylacji IRF-3. Zahamowanie ekspresji
MITA blokuje aktywacje IRF-3, synteze IFN-f, a w konse-
kwencji odpowiedZ przeciwwirusowg [107].

Dobrym regulatorem aktywacji szlaku sygnatowego RLR
jest biatko zawierajace powtdrzenia ankiryny (Ankrd17
- ankyrin repeat domain 17), pierwotnie opisane jako
biatko uczestniczace w cyklu zyciowym komérki. Ankrd17
wzmacnia oddziatywania receptoréw RIG-1/MDA5 z biat-
kiem adaptorowym MAVS, jednak doktadny mechanizm
regulacji tego szlaku nie zostat poznany. Stwierdzono, ze
Ankrd17 moze pobudzaé za po$rednictwem receptoréw
RLR aktywacje IRF-3 i NF-kB, a takze regulowac trans-
krypcje TFN-f [96].

W szlak sygnatowy RLR z udzialem MAVS zaangazowa-
ne jest takze biatko NLRX1, ktére hamuje ekspresje IFN
typu I i NF-kB [60]. NLRX1 (zwany takze CLR11.3, NOD5
lub NOD9) nalezy do rodziny receptoréw NLR pelniacych
zasadniczg funkcje w indukcji odpowiedzi przeciwbakte-
ryjnej. NLRX1 umiejscowiony jest na zewnetrznej btonie
mitochondrium, gdzie wspétzawodniczy z RLR o wigza-
nie domeny CARD biatka MAVS. C-terminalna domena
LRR receptora NLRX1 oddziatuje z domeng CARD MAVS
blokujac jego aktywacje i przesytanie sygnatu z udziatem
receptoréw RIG-T lub MDAS5 [60].

Mitochondria, znane jako organelle zaangazowane w proce-
sy metaboliczne i kontrole programowanej $mierci komérki,
pelnia takze zasadniczg role we wrodzonej odpowiedzi prze-
ciwwirusowej. Obecnos¢ biatka MAVS na zewnetrznej bonie
mitochondriéw umozliwia utworzenie kompleksu z MITA,
a w konsekwengji aktywacje syntezy IFN. Przypuszcza sie,
ze tak wazna rola mitochondriéw w aktywacji odpowiedzi
odporno$ciowej jest zwiazana z zachodzgcym w nich proce-
sem oddychania komérkowego oraz synteza ATP.

Ubikwitynacja

Wazna role w regulacji przeciwwirusowego szlaku sygna-
towego RLR odgrywa proces ubikwitynacji polegajacy na
przylaczeniu czasteczki ubikwityny (Ub) do biatka, jego
potranslacyjnej modyfikacji i proteolitycznej degradacji
w proteasomie. W pierwszym etapie procesu enzym E1
(UBA - ubiquitin activating enzyme) aktywuje ubikwi-
tyne w obecnosci ATP. Ubikwityna za po$rednictwem C-
-koricowej glicyny tworzy wiazanie z grupa tiolowa reszty
cysteinowej E1 tworzac produkt E1-Ub [7,28]. Nastepnie
ubikwityna przenoszona jest zkompleksu E1-Ub na reszte
cysteinowg enzymu koniugujacego E2 (UBC - ubiquitin
conjugating enzyme) prowadzac do powstania komplek-
su E2-Ub. Ostatecznie enzym E3, zwany ligazg ubikwity-
ny (UBL - ubiquitin ligase), przenosi reszte ubikwityny
na biatko formujac produkt Ub-NH2-biatko. Proces ten
powtarza sie do czasu ,,oznakowania” biatka taficuchem
czasteczek ubikwityny.

W przypadku receptoréw RIG-I-podobnych stwierdzo-
no zréznicowany wptyw procesu ubikwitynacji domeny
CARD RIG-I na transdukcje sygnatu [7]. Ubikwitynacja
biatka w pozycji lizyny 48 (K48) domeny CARD jest zwig-
zana z rozpoznaniem kompleksu przez podjednostke 265
proteasomu i degradacjg receptora RIG-I [53]. Natomiast
ubikwitynacja w pozycji lizyny 63 (K63) nie inicjuje de-
gradacji receptora, lecz reguluje jego aktywno$é [22,53].
Rozpoznanie czgsteczek wirusowego RNA przez domene
RD RIG-I inicjuje zmiane konformacji przestrzennej recep-
tora i ekspozycje wolnych domen CARD. Domeny CARD
wigza w pozycji K63 taricuch poliubikwityny pobudzajac
oligomeryzacje receptora, a w konsekwencji utworzenie
kompleksu z biatkiem MAVS, co uruchamia szlak sygnato-
wy wrodzonej odpowiedzi przeciwwirusowej [106].

Pozytywne regulatory szlaku sygnalowego

Dobrym regulatorem ekspresji IFN typu I za po$rednic-
twem receptora RIG-I jest ligaza TRIM25 (tripartite motif
25), zwana takze EFP (estrogen-responsive finger pro-
tein) lub ZNF147 (zinc finger protein 147). C-koficowa
domena TRIM25 oddzialuje z domena CARD RIG-], ini-
cjujac ubikwitynacje receptora przez przytaczenie taricu-
cha ubikwityny do lizyny 63 domeny CARD, a nastepnie
aktywacje szlaku sygnatowego [22]. Proces ten mozliwy
jest dzieki zmianie konformacji przestrzennej receptora
[6,94]. Nalezy zaznaczy(¢, ze nie potwierdzono dotychczas
procesu ubikwitynacji receptora MDA5 za po$rednictwem
TRIM25 [22].
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Tabela 2. Czynniki zaangazowane w szlak sygnatowy RLR

Komdrkowe czynniki requlujace szlak sygnatowy receptoréw RIG-I-podobnych

Regulator Cel dziatania Proponowany mechanizm Typ regulagji Pismiennictwo
A20 TBK1, IKKi deubikwitynacja kinaz negatywne sprzezenie zwrotne 10,51,67
Ankrd17 RIG-1, MDAS 2wigksza oddziatywanie RIG-/MDAS pozytywne sprzezenie zwrotne 9
ZMAVS
Atg5-Atg12 RIG-1, MDAS5, MAVS sekwestracja RLR i MAVS zaburzenie stanu réwnowagi 35,47
CYLD RIG-I, TBK1 deubikwitynacja RIG-I zaburzenie stanu réwnowagi 18
DAK MDA5 sekwestracja MDAS zaburzenie stanu réwnowagi 14
DUBA TRAF3 deubikwitynacja TRAF3 negatywne sprzezenie zwrotne 43
15G15 RIG-I sekwestracja RIG- negatywne sprzezenie zwrotne 44
NLRX1 MAVS WSP?\ZAZ‘;VZ(::;LCW?/; RLR zaburzenie stanu réwnowagi 60
RAVER1 MDA5 pobudzanie wiazania poly(1:C) z MDA5 koaktywator MDA5 n
Riplet/RNF135 RIG-I ubikwitynacja RIG-I wytworzenie stanu rownowagi 65
RNF11 TBKT, IKKi deubikwitynacja kinaz negatywne sprzezenie zwrotne 10,85
RNF125 RIG-I, MDAS5, MAVS proteasomalna degradacja czynnikow negatywne sprzezenie zwrotne 3
SIKE TBK1, IKKi sekwestracja kinaz zaburzenie stanu réwnowagi 32
STING/MITA MAVS rekrutacja TBK1 i IRF-3 do MAVS pozytywne sprzezenie zwrotne 33,34,107
TAX1BP1 RIG-I aktywacja kompleksu A20 negatywne sprzezenie zwrotne 67,82
TRIM25 RIG-I ubikwitynacja RIG-I wytworzenie stanu réwnowagi 22,71
USP4 RIG-I deubikwitynacja RIG-| zaburzenie stanu réwnowagi 9%

TRIM25 jest zaangazowany réwniez w proces ubikwity-
nacji MAVS zachodzacy na powierzchni blony zewnetrz-
nej mitochondrium [9]. Aktywacja RLR indukuje oligo-
meryzacje i agregacje MAVS, co powoduje przytaczenie
do biatka MAVS ligazy TRAF3 lub innej, nieznanej ligazy
E3 ubikwityny (ryc. 3). TRAF3 katalizuje wtasna poliubi-
kwitynacje w pozycji K63, w nastepstwie ktérej mozliwe
jest zwigzanie biatka NEMO z kinaza TBK1. Jednoczes$nie
TRIM25 przytacza taticuch poliubikwityny do MAVS w po-
zycji K48, kierujac go na droge degradacji w proteasomie.
Wskutek degradacji MAVS uwolnieniu ulega kompleks
NEMO-TBK1, ktéry przemieszcza sie do cytosolu, gdzie
TBK1 fosforyluje czynnik IRF-3. Aktywacje RIG-I wskutek
przytaczenia ubikwityny do K63 moduluje takze inna liga-
za E3 ubikwityny zwana Riplet/RNF135 (ring finger prote-
in 135). C-koricowa domena Riplet oddziatuje z C-koricowa
domeng RD i DExD/H RIG-I aktywujac ubikwitynacje K63
domeny RD receptora, co zapobiega konwersji RIG-I w po-
sta¢ nieaktywna i w konsekwencji stymuluje synteze IFN
[65]. Nowo odkrytym pozytywnym regulatorem RIG-I jest
takze USP4 (ubiquitin-specific protease 4) [94]. Proteaza
ta wigze receptor i usuwa taticuchy poliubikwityny zwig-

zane z lizyng w pozycji 48, zapobiegajac degradacji recep-
tora RIG-1 w proteasomie. Zaobserwowano, ze aktywnos$¢
USP4 powoduje réwniez znaczny wzrost ekspresji RIG-1,
aktywacje syntezy IFN-f, a w konsekwencji zahamowanie
replikacji VSV [94].

Szlak sygnatowy RLR jest pozytywnie regulowany przez
ligazy np. TRIM25 lub RNF135. Ubikwitynacja biatka
adaptorowego MAVS oraz receptora RIG-1 w pozycji K63
prowadzi do aktywacji szlaku sygnatowego RLR, a takze
indukcji odpowiedzi przeciwwirusowej. Natomiast ubi-
kwitynacja biatka MAVS w pozycji K48 zwigzana jest z jego
degradacjg w proteasomie.

Negatywne regulatory szlaku sygnalowego

Negatywnym regulatorem aktywacji ekspresji IFN-p za
posrednictwem biatek zawierajacych domene CARD, czyli
RIG-I, MDA5 i MAVS jest ligaza RNF125 (ring-finger pro-
tein 125), zwana réwniez TRAC-1 (T cell RING protein
identified in activation screen), odgrywajaca pozytywna
regulatorowa role w aktywacji komérek T. N-koricowy re-
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gion ligazy RNF125 oddziatuje zdomena CARD biatka RIG-
-1, przytaczajac taricuch ubikwityny do K48, co skutkuje
degradacjg receptora w proteasomie oraz zahamowaniem
syntezy IFN typu I [3].

Dtugotrwata i niekontrolowana wrodzona odpowiedz od-
pornosciowa moze by¢ przyczyng uszkodzenia tkanek
oraz wyzwala¢ ostre i przewlekle stany zapalne. W zwigz-
ku z powyzszym uktad odporno$ciowy cztowieka wy-
ksztalcit mechanizm kontrolny zapobiegajacy nadmierne;j
aktywacji RLR. Negatywna regulacja szlaku sygnatowego
receptordw zwigzana jest gtéwnie z aktywnoscia enzy-
méw deubikwitynujacych, DUB (deubiquitinase), ktére
powoduja proteolityczng degradacje biatek w proteaso-
mie (tabela 2).

Biatko CYLD (cylindromatosis) i DUBA (deubiquitinating
enzyme A), zwany takze OTUD5 (OTU domain containing
5), sa biatkami z rodziny DUB, ktére majac domeny OTU
(ovarian tumor) wykazuja zdolno$¢ do zablokowania ak-
tywnos$ci RIG-1 [18,43]. CYLD oddziatuje z domeng CARD
receptora i biatkiem TBK1 usuwajac faicuchy ubikwityny
zwigzane z lizyng w pozycji 63. Mechanizm ten zapobie-
ga aktywacji czynnika IRF-3 przez kinaze TBK1, co skut-
kuje blokada syntezy IFN typu I [18]. Natomiast DUBA
oddziatuje z biatkiem adaptorowym TRAF3, ttumiac jego
autoubikwitynacje w pozycji K63, co uniemozliwia akty-
wacje i utworzenie kompleksu z biatkiem TBK1. Proces ten
powoduje zahamowanie przesylania sygnatu z udziatem
RLR przez zablokowanie fosforylacji IRF-3 i syntezy IFN
typul (ryc. 2) [43].

Fosforylacje i dimeryzacje czynnika IRF-3 blokuje takze
biatko A20, zwane TNFAIP3 (tumor necrosis factor, al-
pha-induced protein 3) [67]. Biatko A20 ma N-koricowg
domene OTU o aktywnosci deubikwitynazy i C-koricowa
domene palcéw cynkowych (ZnF4) o aktywnosci ligazy
ubikwityny [51]. Biatko A20 blokuje odpowiedZ przeciw-
wirusowg indukowang przez receptor RIG-I przez zaha-
mowanie ubikwitynacji biatek kompleksu TBK1-IKK-i[67],
zablokowanie fosforylacji i dimeryzacji IRF-3, a takze wia-
zania DNA [51]. Wstrzymanie przesylania sygnatu za po-
$rednictwem NF-kB wiaze sie ze wspdtdziataniem obu do-
men A20, natomiast wytacznie C-koricowa domena ligazy
ubikwityny jest niezbedna do zaktécenia szlaku sygnato-
wego RIG-1. Dowodzi to, ze A20 modyfikuje biatka przez
ubikwitynacje lizyny w pozycji 48 prowadzaca do ich de-
gradacji w proteasomie. Badania prowadzone w ostatnich
latach wskazuja, ze biatko A20 zaangazowane jest takze
w zahamowanie odpowiedzi przeciwwirusowej regulo-
wanej przez czynnik NF-kB. W procesie tym uczestnicza
réwniez trzy inne biatka regulatorowe TAX1BP1, RNF11
i domena HECT ligazy E3 Itch, ktére wspélnie z A20 two-
rza kompleks edytujacy ubikwityne (A20 ubiquitin-edi-
ting complex) [10,67].

Biatko 1 wigzace Tax1 (TAX1BP1, Tax1-binding prote-
in 1), zwane réwniez T6BP (TRAF6 binding protein) lub
TXBP151[67,82], zawiera dwie C-koficowe domeny palcéw
cynkowych wigzace ubikwityne, niezbedne do zahamo-

wania aktywno$ci NF-kB i syntezy cytokin prozapalnych.
W centrum aktywnym domen znajduja sie motywy PPXY
(gdzie X moze stanowi¢ dowolny aminokwas) wigzace sie
z domena HECT ligazy Itch. Przypuszcza sie, ze TAX1BP1
wystepuje zazwyczaj w postaci nieaktywnej, wskutek
czego domeny palcéw cynkowych i zwigzane motywy
PPXY sg niedostepne dla kofaktordw, takich jak A20, Itch
iRNF11. Fosforylacja w pozycjach S593 oraz S624 TAX1BP1
przez IKK-a aktywuje biatko, umozliwiajac utworzenie
kompleksu A20 edytujacego ubikwityne [82].

Biatko RNF11 (RING finger protein 11), pierwotnie zosta-
to wykryte w guzach piersi i trzustki, w ktérych regulu-
je szlak sygnatowy TGF-p (transforming growth factor
beta) [85]. RNF11 hamuje ekspresje NF-kB i synteze IFN-f
w nastepstwie oddzialywania z kinazami TBK-1 i IKK-i.
RNF11 wiaze sie z kinazami TBK1-IKK-i blokujac ich poliu-
bikwitynacje przez ligaze TRAF3. Co wiecej, stwierdzono,
ze oddziatywanie RNF11 z kinazami wymaga zwigzania
biatka TAX1BP1. Biatka RNF11 i A20 wspélnie z ligazg Itch
tworzg kompleks, ktéry reguluje poliubikwitynacje K63
biatek RIP1 oraz TRAF6, a nastepnie aktywacje NF-kB za
posrednictwem TNF i IL-1. Badania z zastosowaniem krét-
kich interferujacych czasteczek RNA (siRNA) wykazalty, ze
wyciszenie RNF11 hamowato replikacje VSV w hodowli
ludzkich komdrek nabtonkowych 293T [10].

W negatywnej regulacji szlaku sygnatowego RLR uczest-
niczg liczne biatka m.in. RNF125, DUBA, CYLD i A20, ktd-
rych dziatanie polega gléwnie na zahamowaniu syntezy
IFN typu I wskutek degradacji receptora RIG-I lub blokady
szlaku sygnatowego.

Inne czynniki zaangazowane w szlak sygnalowy

RLR

Regulacja transdukgcji szlakéw sygnatowych odbywa sie
gtéwnie w wyniku sekwestracji lub destabilizacji czaste-
czek sygnatowych oraz negatywnych sprzezen zwrot-
nych. Negatywna modulacja odpowiedzi PRR pelni istot-
ng role w zachowaniu homeostazy organizmu, a takze
zahamowaniu szkodliwego i nadmiernego wytwarzania
cytokin. Dotychczas poznano kilkadziesiat biatek zaan-
gazowanych w procesy kontroli odpowiedzi przeciwwi-
rusowej, z ktérych wiekszo$é, np. Atg5-Atgl12, DAK i SIKE
sekwestrujg biatka szlaku sygnatowego.

Przesylanie sygnatu za posrednictwem receptoréw RIG-
-11 MDA5, a takze biatka MAVS zahamowane jest w obec-
nosci kompleksu Atg5-Atgl2, pelniacego zasadnicza role
w regulacji procesu autofagii, czyli trawieniu przez ko-
moérke obumartych lub uszkodzonych elementéw jej
struktury [35]. Autofagia petni gtéwna role w rozpozna-
waniu kwasu nukleinowego wirusa przez TLR7 w plazmo-
cytoidalnych komdérkach dendrytycznych (pDCs), w kté-
rych jest skutecznym mechanizmem ograniczajacym
infekcje wirusowa [47]. Kompleks Atg5-Atgl2 oddziatuje
zdomena CARD receptora RIG-1 lub biatka MAVS, zapobie-
gajac utworzeniu kompleksu miedzy RLR a biatkiem MAVS
i blokujac tym samym indukcje ekspresji IFN typu I [35].
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Kinaza dihydroksyacetonu DAK (dihydroxyacetone kina-
se) jest pierwszym opisanym biatkiem, ktére pelni role
negatywnego regulatora procesu ekspresji receptora
MDA5. W nastepstwie oddzialywari N-koricowej dome-
ny cyklazowej DAK z domeng CARD MDA5 zablokowana
zostaje aktywacja receptora, fosforylacja i dimeryzacja
IFR-3, a w konsekwencji ekspresja IFN-p oraz odpowiedz
przeciwwirusowa. Kinaza DAK jest umiejscowiona w cy-
toplazmie, nie wigze sie z biatkami MAVS, TBK1 i IKK-i,
a takze nie wplywa na aktywacje przez receptor MDA5
czynnika NF-«B [14].

Drugim biatkiem uczestniczacym w regulacji ekspresji
MDAS5 jest RAVER1 (ribonucleic PTB-binding 1) pobudza-
jacy wiazanie poly(I:C) z receptorem. Zaobserwowano,
ze zahamowanie ekspresji RAVERI blokowat aktywacje
receptora i synteze IFN-f w odpowiedzi na poly(I:C) za-
wierajacy diugie taricuchy. Nie stwierdzono natomiast
zmian w indukcji ekspresji IRF-3 i NF-kB w odpowiedzi na
stymulacje 5’ppp ssRNA i poly (I:C) o krétkich taticuchach.
W zwigzku z powyzszym przypuszcza sie, ze RAVER1 jest
koaktywatorem MDA5-zaleznej komérkowej odpowiedzi
przeciwwirusowej [11].

Biatkiem oddziatujacym z kinazami TBK1 i IKK-i jest SIKE
(for suppressor of IKKe) [32]. W warunkach fizjologicz-
nych SIKE jest zwigzany z kinazg TBK1, od ktérej oddy-
socjowuje po zakazeniu wirusowym lub stymulacji TLR3.
Zaobserwowano, ze nadekspresja SIKE blokuje utworze-
nie kompleksu miedzy IRF-3, RIG-1 i TRIF a biatkami ada-
ptorowymi TBK1 lub IKK-i, sktadnikami niezbednymi do
aktywacji czynnika IFR-3. SIKE nie przerywa natomiast
oddziatywari TRIF z TRAF6 i RIP1, biatkami uczestnicza-
cymiw aktywacji szlaku sygnatowego TLR3 i syntezie NF-
kB [32].

Gen ISG15 (interferon stimulated gene 15) opisano po
raz pierwszy w 1987 r., jako gen ulegajacy ekspresji pod
wplywem IFN-a i IFN-f [73]. ISG15 o masie 15 kDa, jest
przedstawicielem rodziny biatek ubikwitynopodobnych,
zaangazowanym w mechanizm regulacji odpowiedzi
przeciwwirusowej. Wigzanie 1SG15 do biatek zachodzi
w trzystopniowym procesie zwanym 1SGilacja (ISGyla-
tion), w ktérym uczestniczy wiele enzymdéw, m.in. enzym
UBEIL aktywujacy ISG15 wskutek adenylacji C-koricowe-
go motywu LRLRGG, UBCM8/H8 aktywujacy ubikwityne
oraz ligaza HERC/CEB1. Jednoczesna ekspresja UBEIL,
UBCM8/HS8 i 1SG15 w komérkach katalizuje modyfika-
cje RIG-1, wptywajac negatywnie na synteze interferonu.
Zgodnie z powyzszym, zaobserwowano wzrost ekspre-
sji IFN- po zakazeniu NDV w komdrkach MEF UBE1” -
w stosunku do UBE1** [44]. Ligaza HERC5 oddziatuje réw-
niez z czynnikiem IRF-3 stymulujac jego oddziatywanie
z1SG15. Proces wigzania ISG15 stabilizuje IRF-3 blokujac
jego oddziatywanie z Pin1 [(peptidyl-prolyl cis/trans iso-
merase) NIMA-interacting 1 protein], biatkiem aktywuja-
cym ubikwitynacje i degradacje IRF-3. W zwiazku z tym,
ligaza HERC5 pobudza ekspresje IRF-3 w odpowiedzi na
infekcje wirusowg [83].

Na regulacje przekazywania sygnatéw za posrednictwem
receptoréw RLR moga mieé wptyw takze endogenne kwa-
sy nukleinowe. Zakazenie komérki wirusem stymuluje
wytwarzanie IFN-, ktéry pobudza 2’5" syntetaze oligo-
adenylanowg (OAS) [54] oraz endorybonukleaze RN-aze
L [15,54]. OAS wytwarza z udziatem ATP 2-5A (oligonu-
kleotydy adenylanowe) aktywujgce endorybonukleaze,
powodujac zmiane jej konformacji przestrzennej (utwo-
rzenie dimerdw) i stymulacje aktywnosci enzymatycznej.
RN-aza L rozklada nastepnie RNA wirusa, w rezultacie po-
budzajgc szlak sygnatowy receptorédw RIG-I i MDA5 [54].

Na podstawie licznych badan mozna stwierdzié, ze akty-
wacja syntezy IFN i cytokin prozapalnych jest regulowana
przez wiele czynnikdéw, ktére maja zdolno$¢ oddziatywa-
nia z domena CARD receptoréw RIG-1 i MDA5 lub z biat-
kami adaptorowym szlaku sygnatowego RLR takimi jak
MAVS, TBK1 i/lub IKK-i.

PobsumowaNie

Identyfikacja receptoréw RIG-I-podobnych, jako mole-
kut rozpoznajacych wzorce molekularne stanowi wazny
etap w poznawaniu mechanizméw wrodzonej odpowie-
dzi przeciwwirusowej. Receptor RIG-I wigze wirusowe
RNA i DNA, a takze syntetyczny analog dsRNA - poly(I:C)
o dhugosci okoto 300 pz, MDA5 natomiast rozpoznaje RNA
wiruséw o dodatniej polaryzacji nici i czasteczki poly(I:C)
o dtugosci 4-8 kpz. W przypadku LGP2 brak domen CARD
powoduje, ze receptor ten nie uczestniczy w przekazywa-
niu sygnatu, ale jest niezbedny do aktywacji odpowiedzi
przeciwwirusowej zaleznej od RIG-1 i MDAS5. Identyfika-
cja dsDNA wiruséw za posrednictwem RIG-I jest mozli-
wa dzieki transkrypcji dsRNA na matrycy dsDNA przez
enzym polimeraze RNA III. Udziat receptoréw RIG-I-po-
dobnych w rozpoznaniu wiruséw, ktérych genom stanowi
DNA zostat dotychczas potwierdzony jedynie dla kilku
patogendw: adenowirus, EBV i HSV. Przypuszczamy, jed-
nakze ze RLR uczestniczg w rozpoznaniu i przekazaniu sy-
gnatéw wewnatrzkomérkowych takze w przypadku CMV
i innych wiruséw DNA.

Dotychczas zidentyfikowano kilkana$cie biatek zaanga-
zowanych w proces przesylania sygnatu z udzialem RLR
oraz poznano cze$¢ oddzialywan zachodzacych miedzy
poszczegblnymi typami receptorédw (TLR, RLR i NLR) za-
angazowanymi w indukcje odpowiedzi przeciwwirusowe;j
[24]. Wykazano, Ze RLR mogg odgrywaé wazng role nie
tylko w rozpoznaniu patogenu i indukcji odpowiedzi prze-
ciwwirusowej, lecz réwniez w aktywacji procesu apop-
tozy oraz modulacji odpowiedzi przeciwnowotworowej.
Komorki nowotworowe raka jajnika stymulowane ligan-
dem RIG-I ulegaja apoptozie oraz fagocytozie przez mo-
nocyty i komdérki dendrytyczne [46]. Podobne obserwacje
poczyniono w przypadku receptora MDA5, ktérego eks-
presja w komérkach czerniaka hamuje tworzenie kolonii
i powoduje ich programowana $mier¢ [36]. Przypuszcza
sie, ze ligandy RLR, takie jak 5’ppp RNA i poly(I:C) znajda
w przyszto$ci zastosowanie w terapii przeciwnowotwo-
rowej wobec duzej toksycznosci stosowanej obecnie te-
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rapii systemowej i opornosci komérek nowotworowych
na cytostatyki. Badania przeprowadzone w ostatnich la-
tach sugeruja, ze zaburzenia w przekazywaniu sygnatu
za po$rednictwem RLR moga by¢ réwniez przyczyna roz-
woju choréb o podtozu autoimmunologicznym. Wzrost
ekspresji RIG-1 i MDA5 zaobserwowano m.in. u chorych
ztuszczyca [70], a receptora MDAS5 u chorych na cukrzyce
typu 1[64] i izolowany niedobdr przeciwcial typu IgA [16].

PismiennicTwo

Stwierdzono takze, Ze rzadkie warianty genu IFIHI chro-
nity przed rozwojem cukrzycy typu 1, natomiast warian-
ty powszechnie wystepujace zwigzane byty ze wzrostem
zachorowalnosci [64]. Poznanie mechanizméw moleku-
larnych warunkujacych aktywacje RLR oraz indukcje od-
powiedzi odpornosciowej moze sie przyczyni¢ do opraco-
wania nowych i skutecznych strategii w leczeniu chordéb
wirusowych i nowotworowych.
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