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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wytwarzanie interferonéw typu I (IFN) ma duze znaczenie w odpowiedzi odporno$ciowe;j.
Po wykryciu patogenédw komdrki gospodarza szybko aktywuja wrodzone mechanizmy odpor-
nosciowe zwigzane z wytwarzaniem cytokin, zwlaszcza IFN, w celu zahamowania infekcji wi-
rusowej. W poczatkowej fazie zakazenia kaskady sygnatowe prowadza do aktywacji czynnikéw
regulatorowych interferonu (IRF-3, IRF-7) oraz indukcji szlaku NF-kB, bezpo$rednio wptywa-
jacych na poziom ekspresji genéw IFN. Wtasciwa kontrola wytwarzania IFN, odbywajaca sie
w wyniku ubikwitynacji, umozliwia utrzymanie réwnowagi miedzy aktywacja i hamowaniem
odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego na skutek infekcji. Badania ostatnich lat wskazu-
ja, ze ubikwitynacja biatek moze dotyczy¢ zaréwno ich proteasomalnej degradacji, jak réwniez
zachodzi¢ odmiennie niz w sposdb klasyczny regulujac ich aktywnos$¢. Rodzaj ubikwitynacji
zalezy przede wszystkim od sposobu przyltaczenia ubikwityny do biatka docelowego i typu
utworzonego taricucha ubikwitynowego, ale réwniez od aktywnosci proteaz z rodziny DUBs.
W szlaku ubikwityny istnieje wiele potencjalnych celéw terapeutycznych i dlatego doktad-
niejsze poznanie mechanizmu ubikwitynacji oraz udziatu ubikwityny w regulacji wytwarzania
IFN jest waznym celem prowadzgcym zaréwno do opracowania nowych terapii przeciwwiru-
sowych, jak i leczenia chorych z zaburzeniami autoimmunizacyjnymi.

ubikwityna - interferon - regulacja odpowiedzi przeciwwirusowej

Summary

Type I interferons (IFNs) are important in the immune response. After pathogen detection,
host cells rapidly trigger innate immune mechanisms such as inflammatory cytokines produc-
tion, thus leading to the eradication of the invading virus. Such mechanisms engage signaling
cascades which, in the initial phase of infection, lead to the activation of the NF-kB pathway
and IFN regulatory factors (IRF-3, IRF-7) which directly control the production of IFNs. Pro-
per regulation of IFN induction takes place by ubiqutination and allows to maintain a balance
between the activation and inhibition of the immune system response due to an infection.
Studies in recent years indicate that ubiquitination of proteins can affect both proteasomal
degradation as well as the non-canonical pathway which results in the regulation of their ac-
tivity. The type of ubiquitination primarily depends on the attachment of ubiquitin chain to
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the target protein but also on the activity of proteases from DUBs family. The ubiquitin path-
way holds many potential therapeutic targets. Thus, the more detailed understanding of the
mechanism of ubiquitination and the role of ubiquitin involved in IFNs production pathways
may provide a turning point for both antiviral therapy and autoimmune diseases.
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Wykaz skrotdw: ~ CARD - domena aktywacjii rekrutacji kaspaz (caspase activation recruitment domain); Cardif - biatko

adaptorowe stymulujace synteze IFN-f zawierajagce domene CARD (CARD adapter inducing IFN-B);
DUBs - enzymy deubikwitynacji (deubiquitinating enzymes); IFN - interferon typu |; IKK - kinaza
inhibitora IkB (IkB kinase); IPS—1 — biatko aktywujace promotor IFN-3 1 (IFN-f promoter stimulator
1); IRAK - kinaza biatkowa z rodziny kinaz zwigzanych z receptorem interleukiny (IL-1R-associated
kinase); IRF — czynnik regulatorowy IFN (IFN regulatory factor); ISRE - elementy odpowiedzi stymu-
lowanej przez IFN (IFN-stimulated response elements); MAVS - biatko MAVS (mitochondria antiviral
signaling); MyD88 - biatko adaptorowe MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88);
PAMP - wzorce molekularne zwigzane z patogenami (pathogen-associated molecular patterns);
PRR - receptor rozpoznajacy wzorce (pattern recognition receptor); RIG-1 - receptor RIG-I (retinoic
acid-inducible gene I); RIP1 - kinaza biatkowa RIP1 (receptor-interacting protein 1); TBK-1 — kinaza
biatkowa TBK-1 (TANK binding kinase 1); TLR - receptory Toll-podobne (Toll-like receptors); 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); TRIF
— biatko adaptorowe zawierajagce domene TIR indukujace IFN-B (TIR-domain-containing adapter-
-inducing IFN-(3); UBD - domena wigzaca ubikwityne (ubiquitin-binding domain); VISA - biatko
adaptorowe indukowane przez wirus (virus-induced signaling adapter).

Wstep

W wyniku inwazji patogennych wiruséw nastepuje mo-
bilizacja komérek uktadu odpornosciowego gospodarza.
W odpowiedzi organizmu na infekcje wazny udziat maja
cytokiny, zwlaszcza interferony typu I (IFN), ktérych za-
danie sprowadza sie do synchronizacji odporno$ci wro-
dzonej i nabytej, a tym samym skutecznego hamowa-
nia replikacji i rozprzestrzeniania sie wiruséw. Dzieki
receptorom rozpoznajacym wzorce molekularne (pat-
tern recognition receptors - PRR), obecnym w komér-
kach odporno$ciowych, jest mozliwe rozpoznawanie tzw.
egzogennych sygnaléw niebezpieczeristwa, czyli mole-
kularnych wzorcéw zwigzanych z patogenami (patho-
gen-associated molecular patterns, PAMP) [26,34]. Tego
typu rozpoznanie podczas infekcji wirusowej odbywa sie
z udziatem réznych typéw receptoréw PRR: zakotwiczo-
nych w btonie endosomalnej receptoréw Toll-podobnych
(TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9) oraz receptordéw RIG-I wyste-
pujacych w przestrzeni cytoplazmatycznej. Ich regula-

cja w przebiegu zakazenia oraz obrony organizmu go-
spodarza przed patogenami odbywa sie m.in. w wyniku
ubikwitynacji i moze znaczaco wptywaé na dalsze etapy
kaskady przekazywania sygnatu [11,48]. Ubikwitynacja
moze w sposéb precyzyjny regulowaé wiele proceséw
zachodzacych w zainfekowanej komdree.

Proces ubikwitynacji jest jedna z wielu potranslacyjnych
modyfikacji biatek i chociaz wywotuje réznorodne na-
stepstwa, charakteryzuje sie pewnymi statymi etapami
rozpoznania i modyfikacji substratu biatkowego:

« ma charakter odwracalny;

« modyfikacje zachodza na $cisle okreslonych aminokwa-
sach (lizyna);

» modyfikacje zmieniaja aktywno$¢ biatek docelowych
[38].

Sygnat ubikwitynacji jest nastepnie rozpoznawany i prze-
twarzany przez bialtka, ktére maja domene wigzaca ubi-
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Ryc. 1. Schemat ubikwitynadji, klasycznej” (K-48) zakoriczonej degradacjq substratu biatkowego oraz,nieklasycznej” (K-63) prowadzacej do regulaji réznych
proceséw komdrkowych; E1 - enzymy aktywujace ubikwityne; E2 - enzymy sprzegajace ubikwityne z biatkiem przeznaczonym do zniszczenia; E3 - ligaza
ubikwityny rozpoznajaca biatko przeznaczone do zniszczenia; DUBs - enzymy deubikwitynacji

kwityne (ubiquitin-binding domain, UBD). Dotad udato sie
opisaé prawie 200 biatek charakteryzujacych sie obecno-
$cia pojedynczej lub tez wigkszej liczby domen UBD [24].

Ubikwityna jest integralng cze$cia systemu ubikwityna-
-proteasom (ubiquitin-proteasome system, UPS), odpo-
wiedzialnego za degradacje ponad 80% biatek wewnatrz-
komérkowych. Gtéwnym elementem tego systemu jest
proteasom 26S - dynamiczny, podjednostkowy kompleks
proteolityczny, o masie czgsteczkowej 1500-2000 kD, ktéry

u organizméw eukariotycznych stanowi podstawe nielizo-
somalnej proteolizy. Zadaniem tej wewnatrzkomdrkowej
proteazy jest rozpoznanie i degradacja biatek znakowanych
przez ubikwityne. Tego typu ukierunkowana proteoliza
podlega Scistej regulacji, a dobdr swoistego biatka odbywa
sie na podstawie kontrolowanego powinowactwa ubikwi-
tyny do danego substratu. W klasycznym podejsciu degra-
dacja proteasomalna umozliwia usuniecie nieprawidtowo
sfatdowanych lub uszkodzonych biatek. Jednak proces ten,
na co wskazujg liczne badania, moze réwniez skutecznie
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Ryc. 2. Aktywacja TLR3 (a) i RIG-I (b) prowadzaca do fosforylacji biatek IRF-3 i IRF-7 oraz syntezy IFN typu |

kontrolowad wiele proceséw biologicznych, m.in. przebieg
cyklu komérkowego, réznicowanie, wewngtrzkomérkowe
przekazywanie sygnatéw, mechanizmy naprawcze DNA
i programowana $mieré komérki [45,58]. O charakterze
ubikwitynacji i dalszych losach biatka docelowego decy-
duje przede wszystkim rodzaj tworzonego wigzania. Jak
wiadomo, ubikwityna jest 76-aminokwasowym biatkiem
zawierajacym siedem reszt lizyny (K6, K11, K27, K29, K33,
K48,K63). Moze dziataé w postaci monomeru lub tez linio-
wego taricucha poliubikwitynowego, powstajacego przez
tworzenie wigzat izopeptydowych miedzy grupa karbok-
sylowa glicyny (G76) jednej ubikwityny, a reszta aminowa
lizyny nastepnej czasteczki tego biatka. taticuchy poliu-
bikwitynowe tworzone przez przyltaczanie sie kolejnych
ubikwityn za pomoca reszty lizyny 48 (K48), tzw. taricuchy
,klasyczne”, sg sygnatem do zniszczenia biatka. Jesli jednak
w tworzenie takiego wigzania zaangazowane sa reszty lizy-
ny 63 (K63), wéwczas powstajg taricuchy ,nieklasyczne”,
biorace udzial w regulacji wielu proceséw komdrkowych
(ryc. 1). Uczestniczg m.in. w regulacji cyklu komérkowego,
apoptozy, autofagii, proceséw naprawczych DNA i odpo-
wiedzi odporno$ciowej [24].

Odwracalna ubikwitynacja wptywa na dynamiczna od-
powiedZ uktadu odpornos$ciowego, zwigzang z inwazjg
patogendw oraz sygnatami pochodzacymi z wnetrza ko-
morki. Bezpo$rednio kontroluje wytwarzanie IFN regu-
lujac m.in. czynniki transkrypcyjne nalezace do rodzin
IRF i NF-kB.

RecuLacsa sTEZENIA IFN w WYNIKU UBIKWITYNAC)I

Odkrycie receptoréw z rodziny TLR oraz RIG-I, wykazu-
jacych zdolno$¢ do rozpoznawania komponentéw wiru-
sowych, to wazny krok w zrozumieniu zalezno$ci miedzy
infekcjg wirusowg i indukeja IFN. Intensywne badania nad
mechanizmem wewnatrzkomdrkowego przekazywania
sygnatéw w nastepstwie aktywacji wspomnianych recep-
toréw wykazaty, ze prowadzi on do aktywacji kinazy biat-
kowej TBK-1 (TANK-binding kinase 1), ktéra w procesie
fosforylacji aktywuje odpowiednie czynniki regulatorowe
interferonu (IFN regulatory factor, IRF) [21], takie jak IRF-
3, IRF-5 i IRF-7. Pod wplywem aktywacji czynniki tworza
dimery (homodimery i/lub heterodimery) i migruja do
jadra komérkowego, gdzie przytaczaja sie w DNA do ele-
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mentéw odpowiedzi stymulowanych przez interferon
(IFN - stimulated response elements, ISRE). Wptywa to
na ekspresje genéw IFN [6,20].

Umiejscowione w btonach endosomalnych receptory
TLR7 i TLRY, aktywowane odpowiednio przez jednoni-
ciowe RNA (np. wirusa grypy) [36] i przez DNA wirusa (np.
opryszczki pospolitej) [32], rekrutujg biatko adaptorowe
MyD88 (myeloid differentiation primary response gene
88). Wywoluje to fosforylacje kinaz biatkowych IRAK4
i IRAK1 za po$rednictwem interakcji domen $mierci (de-
ath domain, DD) biatek MyD88 i IRAK. Tak zaktywowane
kinazy biatkowe dysocjujg nastepnie od MyD88 i oddzia-
tuja z biatkiem adaptorowym TRAF6, indukujac wytwarza-
nie IFN za po$rednictwem czynnikéw transkrypcyjnych
IRF-5 i IRF-7. Biatko TRAF6 w kompleksie z dodatkowo re-
krutowanymi biatkami Ubc13 i Uev1A katalizuje réwniez
poliubikwitynacje biatek za posrednictwem reszty lizyny
63 w ubikwitynie [56]. Po utworzeniu kompleksu biatek
IRAK1/TRAF6 z kompleksem biatek TAK1/TAB jest pobu-
dzana nastepnie kinaza inhibitora IkB (IKK - IkB kinase)
oraz kinazy MAP (mitogen-activated protein), takie jak
JNK i p38 MAPK [60].

W przypadku receptora TLR3, wigzgcego dsRNA wirusa,
sygnat alarmujacy inwazje patogenu jest przekazywany
przez biatko adaptorowe TRIF. Biatko TRIF za po$rednic-
twem czynnika zwiazanego z receptorem TNF, tzw. TRAF3
(tumor necrosis factor receptor-associated factor), uru-
chamia szlak sygnatu wewngtrzkomérkowego, wywotuja-
cego aktywacje spokrewnionych z IKK kinaz biatkowych
TBK-1 i IKKi (inducible IxB kinase), co powoduje fosfory-
lacje czynnikdéw transkrypcyjnych IRF-3 i IRF-7. Nastep-
nie czynniki transkrypcyjne IRF, w postaci homodimeréw
i/lub heterodimeréw, wedruja do jadra komérkowego,
gdzie po zwigzaniu sie do elementéw odpowiedzi ISRE
w DNA indukujg ekspresje genéw kodujacych IFN [55]
(ryc. 2, szlak a).

Jak juz wspomniano, oprécz receptoréw z grupy Toll-po-
dobnych, komérki majg réwniez helikazy RIG-1 wigzace
m.in. wirusowe dsRNA w obrebie cytoplazmy. Multime-
ryzacja receptora RIG-I, zachodzgca na skutek inwazji
patogenu, zapoczatkowuje wewnatrzkomérkowa kaska-
de przekazywania sygnatu. W pierwszym etapie recep-
tor RIG-1 oddziatuje z pochodzacym z zewnetrznej blony
mitochondrialnej biatkiem adaptorowym IPS-1 (zwanym
réwniez MAVS, VISA lub Cardif). Oddziatywanie zachodzi
przez bezpo$rednia interakcje domen CARD obu biatek,
czyli domen aktywacji i rekrutacji kaspaz (caspase activa-
tion domain — CARD) w biatkach RIG-1i IPS-1 (MAVS) [25].
Nastepnie IPS-1 rekrutuje TRAF3 za posrednictwem biat-
ka adaptorowego TRADD (tumor necrosis factor receptor
type 1 - associated death domain protein). Formowanie
komplekséw IPS-1-TRAF3 to gléwny etap w indukcji od-
powiedzi na wirusowe RNA [30,31,47]. TRAF3 jest bial-
kiem adaptorowym, jednak ma takze aktywno$¢ ligazy
E3 ubikwityny i w nastepstwie autoubikwitynacji TRAF3
rekrutuje kompleks kinaz biatkowych TBK-1 i IKKi po-
wodujgc ich aktywacje. W koricowym etapie fosforylacja

czynnikéw transkrypcyjnych IRF-3 i IRF-7 powoduje ich
homodimeryzacje i/lub heterodimeryzacje i transport do
jadra komérki, gdzie biatka IRF sg wigzane do elementéw
odpowiedzi ISRE w DNA indukujac w ten sposéb ekspresje
gendéw IFN [1,52,57] (ryc. 2, szlak b).

Wyniki badati nad odpowiedzig odporno$ciowa zwiagza-
na z infekcja wirusowa dowodza, ze bez wzgledu na zré-
dto pochodzenia sygnatu, w wyniku aktywacji receptora
TLR czy tez receptora RIG-1 w komdrkach pozbawionych
czynnikéw transkrypcyjnych IRF-3 i IRF-7 nie zachodzi
indukcja syntezy IFN [55].

Rekrutacja biatka adaptorowego TRIF do receptora TLR3
oraz biatka adaptorowego TRADD do receptora RIG-I,
z udzialem m.in. dodatkowo rekrutowanego biatka RIP1
(receptor-interacting protein 1), uruchamia jednocze$nie
szlak sygnatowy aktywujacy kinazy biatkowe IKKa/p i za
ich posrednictwem zapoczatkowuje fosforylacje inhibi-
tora IxB [25,28]. W nastepstwie fosforylacji IkB zostaje
uwolniony czynnik transkrypcyjny NF-kB (nuclear factor
kappa B), ktdry po translokacji do jadra komérkowego
aktywuje geny cytokin prozapalnych [8,55].

Skutecznym sposobem regulacji wytwarzania IFN na
skutek zakazenia wydaje sie zatem kontrola aktywno$ci
transaktywacyjnej biatek z rodziny IRF, zwtaszcza IRF-3
i IRF-7, ale réwniez czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB
oraz proteaz z rodziny DUBs (deubiquitinating enzymes).
Poznanie zaréwno pozytywnej, jak i negatywnej regulacji
wspomnianych czynnikéw transkrypcyjnych IRF i NF-
KB oraz enzyméw deubikwitynacji DUBs jest potrzeb-
ne do lepszego zrozumienia zwigzku zaburzen transduk-
cji sygnatu z mechanizmami obrony przeciwwirusowej
oraz udziatu ubikwitynacji w kontroli wytwarzania IFN
[5,27,35].

Mechanizm regulacji negatywnej

Degradacja biatka IRF-3 zalezna od ubikwityny opiera
sie na dwéch gtéwnych zatozeniach. W wyniku infekcji
wirusowej wiele biatek endogennych moze w sposéb po-
$redni lub bezposredni przyczynia sie do poliubikwity-
nacji i zniszczenia biatka IRF-3 przez proteasom. Celem
takiego procesu jest ochrona komdrek gospodarza przed
nadmiernym wytwarzaniem IFN. Wykazano réwniez, ze
biatka wirusowe moga dziataé jako ligazy E3 ubikwityny.
Czynniki transkrypcyjne IRF-3 kierowane sg wéwczas do
proteasomu, a ich degradacja obniza odpowied? prze-
ciwwirusowa stwarzajac dogodne warunki do replikacji
wiruséw [19].

Transdukcja sygnatu receptoréw TLR3 i RIG-I do wytwa-
rzania IFN, oparta na kaskadowej aktywacji kinaz biat-
kowych, takich jak TAK1 i IKK, wymaga udziatu czynnika
transkrypcyjnego IRF-3. Potranslacyjne modyfikacje tych
biatek majg zatem zasadnicze znaczenie w regulacji ich
funkeji. Wykazano, ze IRF-3 moze podlegaé negatywnej
regulacji z udziatem peptydylowo-prolylowej izomerazy
Pin1 (peptide-prolyl isomerase), katalizujacej izomery-
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degradacja negatywnie regulujaca wytwarzanie IFN typu |

zacje cis-trans fosforylowanego biatka IRF. Interakcja IRF-
3-Pin1 jest konieczna do zniszczenia biatka IRF-3 oraz
pbzniejszej negatywnej regulacji wytwarzania interfe-
ronu typu I (INF-P) [2,51]. Jednak, jak wykazaly dalsze
badania, Pin1 nie katalizuje samodzielnie ubikwitynacji
IRF-3 indukowanego wirusem Sendai. Negatywna regu-
lacja IRF-3 wskazuje na dodatkowy udziat endogennego
biatka Ro52, ze wzgledu na budowe nalezacego do rodzi-
ny biatek TRIM (tripartite motif). Biatko Ro52 wykazuje
aktywnos¢ ligazy E3 ubikwityny, kierujacej IRF-3 bezpo-
$rednio do proteasomu [19].

Ponadto badania dowodza, ze proces negatywnej kon-
troli czynnikéw transkrypcyjnych IRF moze sie odbywa¢
z udzialem biatek wirusowych. Produkt genu rotawiru-

sa, tzw. biatko NSP1 (non-structural protein 1) wykazuje
zdolno$¢ wigzania biatka IRF-3 i poredniczy w jego de-
gradacji. Dalsza analiza potwierdzita, ze NSP1 posredni-
czagcy w degradacji biatka IRF-3 dziata na zasadzie ligazy
E3 ubikwityny. Aktywno$¢ ta wspiera negatywna regu-
lacje opartg na systemie ubikwityna-proteasom, hamu-
jac w ten sposéb ekspresje genu kodujacego IFN-f [15]
(ryc. 3).

Enzym deubikwitynacji A (DUBA), odkryty w badaniach
z wykorzystaniem siRNA, jest waznym regulatorem wy-
twarzania IFN. Redukcja stezenia biatka DUBA w komérce
zapewne zwieksza odpowiedz przeciwwirusowg induko-
wang IFN, podczas gdy jego nadmierne wytwarzanie dzia-
ta odwrotnie. DUBA, po zwigzaniu TRAF3 o aktywnosci
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ligazy E3 ubikwityny, rozszczepia taricuchy ubikwitynowe
K63 powodujac dysocjacje ubikwityny od kompleksu sy-
gnatowego [38]. Dalsze badania pozwolily na doktadniej-
sza charakterystyke enzymu DUBA, jako negatywnego
regulatora ekspresji genéw kodujacych IFN, wskazujac na
brak rekrutacji kinazy biatkowej TBK-1 do kompleksu oraz
zahamowania fosforylacji biatka IRF-3 [27,48].

Mechanizm regulacji pozytywnej

Zniszczenie znakowanego biatka to nie jedyny skutek
ubikwitynacji. Badania wykazaty, ze aktywno$¢ transak-
tywacyjna IRF moze by¢ réwniez wzmocniona po przy-
taczeniu ubikwityny za pomoca reszty lizyny 63 (K63).
Przyktadem tego jest wzrost aktywnosci transaktywacyj-

nej IRF-7 w wyniku ubikwitynacji przez biatko adapto-
rowe TRAF6, dziatajace takze jako ligaza E3 ubikwityny
w szlaku sygnalizacyjnym receptoréw TLR [19]. Ponadto
biatko IRF-7 po zakazeniu wirusem Epsteina-Barr (EBV)
ulega ubikwitynacji zwiekszajacej aktywno$¢ tego czyn-
nika transkrypcyjnego. Odbywa sie to w procesie zalez-
nym od wirusowej onkoproteiny LMP1 (latent membra-
ne protein 1), ktéra stymulujac kinaze biatkowg RIP1
przeprowadza zalezng od TRAF6 ubikwitynacje biatka
IRF-7, aktywujacego transkrypcje w nastepstwie zwig-
zania z elementami odpowiedzi ISRE [44]. Takze wyniki
do$wiadczen z uzyciem genu reporterowego lucyferazy
w komdrkach HEK-293 wskazujg na stymulacje czynnika
transkrypcyjnego IRF-7 zalezng od procesu ubikwityna-
cji [23] (ryc. 4).
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Proces pozytywnej regulacji z udziatem ubikwitynacji tak-
ze dotyczy czynnikéw jadrowych NF-kB, regulujac w ten
sposdb zachodzaca z ich udziatem transdukcje sygnatu
i transkrypcje gendéw. U ssakéw znanych jest pie¢ czynni-
kéw transkrypcyjnych nalezacych do rodziny Rel/NF-xB:
NF-kxB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB
oraz c-Rel [9]. W warunkach fizjologicznych biatka NF-«kB
sg utrzymywane w cytoplazmie i przestrzeni miedzybto-
nowej mitochondriéw [4], w kompleksach z inhibitorami
nalezacymi do rodziny kB [3]. IkB maskuje w biatkach
NF-kB sekwencje sygnatowe NLS (nuclear localization
sequences). Za fosforylacje czynnikéw IxkB odpowiadaja
kinazy IKK stanowigce kompleks aktywnych enzymatycz-
nie podjednostek: IKKa, IKKP oraz IKKy, zwanej NEMO.
W wyniku klasycznej stymulacji, np. pod wptywem in-
fekcji wirusowej, IKKp przeprowadza fosforylacje dwéch
reszt seryny w N-koticowej domenie IkB. Ufosforylowane
miejsca sa rozpoznawane przez ligaze E3 ubikwityny typu
SCF, co powoduje ubikwitynacje i degradacje biatka IxB
z udzialem proteasomu 26S. W nastepstwie degradacji
dochodzi do odstoniecia sekwencji NLS w biatkach NF-kB,
ktére w formie dimerdw przemieszczaja sie do jadra ko-
mdrkowego i rozpoznaja elementy odpowiedzi w DNA in-
dukujgc ekspresje genéw waznych dla wielu proceséw
zachodzgcych w komérce [13]. W wyniku tego nastepuje
ponowna synteza inhibitora IkB i kumulacja nieaktyw-
nych komplekséw NF-kB/1kB w cytoplazmie i przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriéw [4,22].

W odréznieniu od typowej aktywacji dimeréw NF-kB,
mozliwy jest jeszcze drugi mechanizm indukcji czynni-
kéw jadrowych, odbywajacy sie z udziatem kinazy biat-
kowej NIK (NF-kB-inducing kinase). W obecnosci cytokin
prozapalnych kinaza biatkowa NIK fosforyluje i aktywuje
kinaze biatkowa IKKa w sposdb alternatywny, co prowa-
dzi do fosforylacji biatka prekursorowego NF-kB p100
zwigzanego z RelB. Biatko NF-kB p100 ulega nastepnie
ubikwitynacji od strony C-korica taticucha w domenie
ankirynowej (ankirin repeat domain, ARD), a to w wyniku
proteolizy powoduje powstanie NF-kB p52 i aktywnych
komplekséw p52/RelB podlegajacych translokacji do ja-
dra komérkowego [14,16].

Przytoczone wyniki badati wskazuja, Ze kontrola aktyw-
nosci transaktywacyjnej biatek z rodziny czynnikéw re-
gulatorowych interferonu IRF oraz czynnikéw jadrowych
NF-kB w odpowiedzi na infekcje wirusowa, zachodzaca
przez szlak ubikwityny, stanowi réwnie wazny jak degra-
dacja proteasomalna mechanizm regulacyjny wrodzonej
odpowiedzi odporno$ciowej.

PobsumowaNIE

W zwigzku z powyzszymi doniesieniami wydaje sie pew-
ne, ze ubikwitynacja nie odnosi sie jedynie do znakowania
biatek przeznaczonych do zniszczenia w proteasomach
(ubikwitynacja w sposéb ,,klasyczny”), ale moze réwniez
znaczgco wpltywaé na regulacje aktywnosci biatek w réz-
nych procesach komérkowych (ubikwitynacja w sposéb
Lnieklasyczny”). O charakterze ubikwitynacji i dalszych

losach docelowego biatka decyduje przede wszystkim ro-
dzaj wigzah w taficuchach poliubikwitynowych tworzo-
nych za pomocg reszty lizyny 48 (K48) lub lizyny 63 (K63).
W zwiazku z tym zaréwno zniszczenie znakowanego biat-
ka (regulacja negatywna), jak tez jego aktywacja (regu-
lacja pozytywna) kontrolowana w wyniku ubikwitynacji,
wydaje sie niezbedna i w réwnym stopniu zaangazowana
w kontrole proceséw sygnatowych przez utrzymanie pra-
widlowej ilo$ci odpowiednich biatek sygnatowych i ich
pozadanej aktywnosci.

Wigzanie ubikwityny do biatka docelowego to jedna z naj-
bardziej istotnych modyfikacji potranslacyjnych zwiagza-
nych z kontrolg wielu proceséw komérkowych. Mechani-
zmy z udziatem ubikwityny, kiedy$ postrzegane wytacznie
jako sygnat do degradacji biatek, okazaty sie znaczace
w transdukcji sygnatowej. Dzi§ wiadomo, ze ubikwity-
nacja jest zaangazowana w regulacje wielu proceséw za-
chodzgcych w komérkach, poczynajac od regulacji cyklu
komdrkowego, apoptozy, endocytozy, autofagii, proce-
séw naprawczych DNA, a na regulacji wrodzonej i naby-
tej odpowiedzi odpornosciowej koriczac. Wyniki badari
wskazuja jednoznacznie, ze ubikwitynacja bierze udziat
w przekazywaniu sygnatéw, takze w czasie przeciwwiru-
sowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego [37,41]. Naj-
bardziej przekonujace wyniki badan popierajace hipoteze
o udziale ubikwitynacji w procesach regulacji pozytyw-
nej pochodza z badan przeprowadzonych na komérkach
osteoblastéw U20S zawierajacych warianty ubikwityny
z substytucja aminokwasu K63R. W takich komérkach, po
zakazeniu wirusem Sendai, nie dochodzito do dimeryzacji
czynnikéw transkrypcyjnych IRF-3 oraz tworzenia faficu-
chéw poliubikwitynowych K63 [61].

Mechanizmy regulacji wczesnej odpowiedzi odporno-
$ciowej na atak patogenu sg oparte na utrzymaniu odpo-
wiedniej réwnowagi w szlakach transdukeji sygnatu do
wytwarzania IFN. Istnieje wiele przyktadéw patologicz-
nych nastepstw zwiazanych z zaburzeniem odpowiedzi
przeciwwirusowej i niekontrolowanych stanéw zapal-
nych prowadzacych do cukrzycy typu 1 [7], miazdzycy,
reumatoidalnego zapalenia stawéw czy astmy [33,45].
Aktywacja receptoréw TLR i RIG-I oraz zwigzana z tym
aktywno$¢ transaktywacyjna IRF-7 w przypadku utraty
kontroli nad procesami odporno$ciowymi, nadmiernej
aktywacji tych proceséw lub tez zaburzen podczas edu-
kacji komérek uktadu odporno$ciowego do odrézniania
obcych antygendw od wlasnych, mogg prowadzi¢ do roz-
woju chorédb o podtozu autoimmunizacyjnym, m.in. tocz-
nia rumieniowatego uktadowego [1,42,43]. Jak podkre$laja
Dikic i wsp., zaburzenia w regulacji procesu ubikwitynacji
moga sie objawiaé powaznymi konsekwencjami w postaci
przewlektych reakcji przeciwwirusowych i przeciwzapal-
nych, a takze wywotywa¢ zmiany nowotworowe [8,12,29].

W zwigzku z tym, ze proces degradacji biatka IRF w wy-
niku ubikwitynacji jest waznym mechanizmem limitujg-
cym wytwarzanie IFN, badania potwierdzaja, ze utrata
kontroli nad uktadem enzymatycznym szlaku ubikwity-
ny oraz zaburzenia zdolnosci jego autoregulacji wiaza sie
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z inicjacja i progresja wielu chordb, w tym opornosci na
leki i rozwojem nowotwordw.

Aktywacja dimeréw NF-«B, zachodzaca przez zalezng od
ubikwitynacji degradacje IkB utrzymujacego czynnik trans-
krypcyjny NF-kB w stanie nieaktywnym, gwarantuje po-
prawna transdukgje sygnatu i transkrypcje swoistych gendéw
kodujacych cytokiny prozapalne, tym samym pozytywnie
kontrolujac aktywno$¢ receptoréw reagujacych na pojawia-
jace sie infekcje wirusowe. Co wazne, regulacja aktywnosci
transaktywacyjnej NF-kB, zalezna od procesu ubikwityna-
¢ji, ma réwniez charakter autoregulacyjny, gdyz zwrotnie
wplywa na ekspresje gendw kodujacych takie biatka jak Rel,
NF-xB p100, NF-kB p105 oraz czynnik IxB [54].

PismiennicTwo

Zrozumienie mechanizmdéw regulacji aktywno$ci trans-
aktywacyjnej biatek z rodziny IRF i znaczacego udziatu
ubikwitynacji w odpowiedzi przeciwwirusowej jest obie-
cujaca strategia w poszukiwaniu i wyznaczaniu nowych
celéw terapeutycznych.

W $wietle dotychczasowych badan potwierdzonych
przytoczonymi tu doniesieniami literaturowymi, ubi-
kwitynacja jako regulator wytwarzania IFN to nie-
watpliwie wazny mechanizm wptywajacy na kontrole
uktadu odpornosciowego w wyniku zakazeni i choréb
wynikajacych z autoagresji, a takze podstawowy cel
w poszukiwaniu skutecznych terapii przeciwwiruso-
wych.
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