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Streszczenie

Mitochondrialne przeciwwirusowe biatko sygnatowe (MAVS) przekazuje sygnat indukgji trans-
krypcji genu interferonu (IFN) typu I w molekularnym szlaku wewngtrzkomérkowym zaleznym
od biatka kodowanego przez gen I indukowalny kwasem retinowym (RIG-1) lub biatka 5 zwia-
zanego z réznicowaniem czerniaka (MDA-5). Jako czasteczka sygnatowa, MAVS pelni istotng
funkcje w rozwoju mechanizméw przeciwwirusowej odpowiedzi immunologiczne;j. Czasteczka
MAVS zawiera dwie domeny: N-koficowg oraz C-koficowg. Na N-koricu biatka MAVS znajduje
sie domena aktywacji i rekrutacji kaspazy (CARD). Domena ta jest odpowiedzialna za oddzia-
tywanie MAVS z RIG-1 i MDA-5, ktére pelnia funkcje cytosolowych sensoréw, wykrywajacych
obecno$¢ obcego, wirusowego materiatu genetycznego w komdrce gospodarza. RIG-1 i MDA-
5, po zwiagzaniu wirusowego RNA, aktywuja MAVS, przekazujac sygnat indukcji ekspresji
genu IFN typu 1. Na C-koficu MAVS wystepuje domena przezbtonowa (TM), zakotwiczajgca
biatko w zewnetrznej blonie mitochondrialnej. W pracy przedstawiono interakcje miedzy
MAVS i wirusami zapalenia watroby typu A (HAV), B (HBV) i C (HCV). Opisano mechanizmy
posredniej aktywacji MAVS przez wirusowe DNA i RNA, jak réwniezZ strategie przerywania
wewnatrzkomérkowej $ciezki sygnatowej na etapie MAVS, stosowane przez HAV, HBV i HCV.

MAVS - wirusy - zapalenie watroby - RIG-1 - MDA-5

Summary

Mitochondrial antiviral signaling protein (MAVS) transmits activation signal of type I inter-
feron (IFN) gene transcription in the molecular intracellular pathway, which depends on the
protein encoded by retinoic acid inducible gene I (RIG-I) or melanoma differentiation-asso-
ciated protein-5 (MDA-5). MAVS, as a signal molecule, performs an essential function in the
development of an antiviral immune response. The molecule of MAVS consists of two domains:
the N-terminal domain and the C-terminal domain. The N-terminal end of MAVS contains the
caspase activation and recruitment domain (CARD). CARD is responsible for MAVS interaction
with RIG-1 and MDA-5, which act as cytosolic sensors detecting foreign viral genetic material in
the host cell. After binding to viral RNA, RIG-T or MDA-5 activates MAVS and transmits the signal
of IFN type I gene expression. The C-terminal transmembrane domain (TM) of MAVS anchors
the protein to the outer mitochondrial membrane. In this paper interactions between MAVS
and hepatitis virus type A (HAV), type B (HBV) and type C (HCV) are presented. Mechanisms
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Stowa kluczowe:

of indirect activation of MAVS by viral DNA and RNA, as well as the strategies of HAV, HBV and
HCV for blocking of the intracellular signaling pathway at the level of MAVS, are described.

MAVS - viruses - hepatitis » RIG-1- MDA-5
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Apaf-1 - czynnik 1 aktywacji proteazy apoptotycznej (apoptotic protease activating factor 1); C—
biatko rdzeniowe (core protein); CARD - domena aktywacji i rekrutacji kaspazy (caspase activation
and recruitment domain); Cardif - biatko adaptorowe stymulujace synteze IFN-B zawierajace
domene CARD (CARD adapter inducing IFN-f); cDNA - komplementarne DNA (complementary
DNA); CVB3 - wirus Coxsackie B3 (coxsackievirus B3); DENV - wirus Dengue (dengue virus); EMCV
— wirus zapalenia mézgu i miesnia sercowego (encephalomyocardis virus); Fis-1 — biatko 1 rozsz-
czepienia mitochondrium (mitochondrial fission 1 protein); HAV - wirus zapalenia watroby typu
A (hepatitis A virus); HBcAg — antygen rdzeniowy HBV (hepatitis B core antygen); HBsAg - antygen
powierzchniowy HBV (hepatitis B surface antigen); HBV — wirus zapalenia watroby typu B (hepa-
titis B virus); HBx - biatko x HBV (hepatitis B x); HCV — wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C
virus); IKK - kinaza IkB (IkB kinase); IPS-1 - biatko stymulujace promotor IFN-f3 1 (IFN-f3 promotor
stimulator 1); IRF3 — czynnik 3 regulujacy interferon (interferon regulatory factor 3); JEV — wirus
japonskiego zapalenia mézgu (japanese encephalitis virus); MAVS — mitochondrialne przeciwwi-
rusowe biatko sygnatowe (mitochondrial antiviral signaling protein); MDA-5 - biatko 5 zwigzane
zréznicowaniem sie czerniaka (melanoma differentiation-associated protein-5); MHV — mysi wirus
zapalenia watroby (mouse hepatitis virus); NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); NS — biatko niestrukturalne (nonstructural
protein); NTR - region nieulegajacy translacji (non-translated region); ORF — otwarta ramka odczytu
(open reading frame); PAMP - molekularny wzorzec zwigzany z patogenami (pathogen-associated
molecular pattern); poly(l:C) - kwas poliryboinozylowo: polirybocytydylowy (polyriboinosinic:
polyribocytidilic acid); PRR - receptor rozpoznajacy wzorce (pattern-recognition receptor); RER -
szorstka siateczka srédplazmatyczna (rough endoplasmic reticulum); RD - domena regulatorowa
(regulatory domain); RF — forma replikacyjna (replicative form); RIG-I - biatko | kodowane przez
gen indukowalny kwasem retinowym (retinoic acid inducible gene-I); RT — odwrotna transkrypcja
(reverse transcription); SeV — wirus Sendai (Sendai virus); TBK1 — kinaza 1 wigzaca TANK (TANK-
-binding kinase 1); TLR - receptor Toll-podobny (Toll-like receptor); TM — domena przezbtonowa
(transmembrane domain); VISA - biatko adaptorowe VISA (virus-induced signaling adapter); VPg
- wirusowy peptyd zwigzany z genomem (viral peptide linked to the genom); vRNA - wirusowy
RNA (viral RNA); VSV — wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus);
WNV - wirus Zachodniego Nilu (West Nile virus)

feron, IFN) typu I: IFN-« i IFN-B. Wytwarzanie IFN-o/f

moze by¢ odpowiedzig na obecno$é obcego materiatu

Zakazenia wirusowe mobilizujg komérki do urucho-
mienia mechanizméw obronnych z zakresu wrodzo-
nej odpowiedzi immunologicznej. W reakcji na czynnik
zakazny, w jadrze komérkowym zachodzi transkryp-
cja m.in. genéw cytokin, w tym interferonéw (inter-

genetycznego w komdrce. Wirusowe kwasy nukleinowe
wchodza w interakcje z komérkowymi receptorami
rozpoznajacymi wzorce (pattern-recognition recep-
tor, PRR), otwierajac molekularny szlak przekazywa-
nia sygnatu aktywujacego geny IFN-o/f. Do PRR nalezg
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Ryc. 1. Budowa biatka MAVS z uwzglednieniem potozenia CARD, regionu bogatego w proline (pro-rich) i TM. Na gdrze zaznaczone pozycje reszt aminokwasowych

(adaptacja wtasna wg [41])

m.in.: receptory mannozowe, Toll-podobne (Toll-like
receptor, TLR), i cytoplazmatyczne - biatko I kodowane
przez gen indukowalny kwasem retinowym (retinoic
acid inducible gene, RIG-1) i biatko 5 zwigzane z rézni-
cowaniem sie czerniaka (melanoma differentiation-
-associated protein-5, MDA-5). Sygnat indukcji syntezy
IFN-o/ zostaje przekazany czynnikom transkrypcyj-
nym, a te ulegaja translokacji do jadra komérkowego,
gdzie odpowiadajg za uruchomienie transkrypcji genéw
kodujacych IFN-a/f [48].

Wzbudzenie odpowiedzi przeciwwirusowej wymaga cig-
glosci wewnatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych, indu-
kujacych synteze odpowiednich cytokin. W cytoplazmie
wystepuja czasteczki uczestniczgce w transdukcji sygnatu.
Jedna z takich molekut jest mitochondrialne przeciwwiru-
sowe biatko sygnatowe (mitochondrial antiviral signaling
protein, MAVS), wystepujace réwniez pod nazwg biatka
adaptorowego stymulujacego synteze IFN-p zawieraja-
cego domene CARD (CARD adaptor inducing IFN-p, Cardif),
biatka stymulujacego promotor IFN-B 1 (INF- promoter
stimulator 1, IPS-1) lub biatka adaptorowego VISA (virus-
-induced signaling adapter, VISA) [32,60]. MAVS petni funk-
cje sygnatowa w indukcji odpowiedzi immunologicznej na
zakazenia wirusami o réznej przynaleznosci systematycz-
nej, reprezentujacymi takie rodziny, jak: Rhabdoviridae [20],
Paramyxoviridae [42,84], Flaviviridae [45,70], Picornaviridae
[19,27,53] i Reoviridae [10].

W pracy przedstawiono role MAVS w regulacji reak-
cji odpornosciowej na zakazenia wirusami zapalenia
watroby typu A (hepatitis A virus, HAV), typu B (hepa-
titis B virus, HBV) i typu C (hepatitis C virus, HCV). Opi-
sano réwniez wirusowe strategie przerywania cigglosci
komérkowych szlakéw sygnatowych na etapie MAVS
w celu zapobiezenia wzbudzeniu odpowiedzi immuno-
logicznej, wyrazonej synteza cytokin, w tym IFN-f.

Bupowa 1 FunkcJE pomen MAVS

MAVS jest biatkiem o masie molekularnej 56 kDa, zbudo-
wanym z 540 reszt aminokwasowych [41]. Mozna w nim
wyrdzni¢ dwie domeny: N-koticowg oraz C-koricowa -
przezblonowg (transmembrane, TM) [29,38,58]. Pomie-
dzy nimi wystepuje region bogaty w proline (ryc. 1.) [41].

Na N-koticu biatka MAVS znajduje sie domena aktywu-
jaca i rekrutujaca kaspaze (caspase activation and recru-

itment domain, CARD). CARD tworzy przeciwréwnolegte
a-helikalne petle w liczbie szesciu lub siedmiu [9]. Jest
odpowiedzialna za interakcje MAVS z innymi biatkami
zawierajacymi CARD [65].

CARD to domeny obecne w czasteczkach biatek biorg-
cych udzial w przebiegu proceséw zapalnych i apop-
tozie. Wystepuja m.in. w kaspazie-9 i czynniku 1
aktywacji proteazy apoptotycznej (apoptotic protease
activating factor 1, Apaf-1). Na oddziatywaniach CARD-
-CARD opieraja sie interakcje kaspaz z innymi biatkami
zawierajacymi CARD. Aktywacja kaspaz, wystepu-
jacych w komérce w formie zymogendw, zachodzi
z udziatem biatek adaptorowych zawierajacych CARD
i oddziatujgcych za ich posrednictwem z nieaktyw-
nymi formami enzyméw. Za przyktad moga postuzy¢
Apaf-1 i kaspaza-9, ktéra jest aktywowana w apop-
tosomie - kompleksie ztozonym z dwdch czasteczek
prokaspazy-9, dwéch molekut Apaf-1 i dwéch czaste-
czek cytochromu c. Oddzialtywanie pomiedzy proka-
spaza-9 i Apaf-1 jest mozliwe dzieki obecno$ci CARD
w obu tych biatkach. Domeny CARD odgrywaja gtéwna
role w sktadaniu apoptosomu [1,28]. Tym niemniej,
CARD sg obecne takze w biatkach, ktére nie oddziatuja
z kaspazami, ale uczestnicza w komérkowych szlakach
sygnatowych jadrowego czynnika transkrypcyjnego kB
(nuclear factor kB, NF-kB), stanowiacych mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej [9].

Domena N-koticowa MAVS oddziatuje z RIG-1 i MDA-5,
zawierajacymi po dwie domeny CARD. RIG-I i MDA-5
wykazujg aktywnos¢ helikazy wobec RNA i petnia funk-
cje cytosolowych sensordw, uwrazliwionych na obecnosé
wirusowego materiatu genetycznego za posrednictwem
(RNA) w komérce gospodarza [65,82,83].

Funkcje CARD biatka MAVS zbadano za posrednictwem
delecji sekwencji nukleotydowej, kodujacej powyzsza
domene. Delecja poskutkowata zniesieniem zdolnosci
MAVSS do aktywacji NF-kB i syntezy IFN-f [65].

Domena TM ma hydrofobowe wlasciwosci. Zakotwi-
cza biatko w zewnetrznej btonie mitochondrialnej. TM
odgrywa istotng role w indukeji syntezy IFN-B. Muta-
cje pozbawiajace MAVS domeny TM sprawiajg, ze MAVS
traci funkcje sygnatowa w molekularnym szlaku akty-
wujagcym synteze IFN-B. Udzial MAVS w indukcji IFN-f3
jest mozliwy jedynie wdwczas, gdy opisane biatko
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zawiera zaréwno CARD, jak i TM. Brak TM wiaze sie
ponadto z odmienng lokalizacja MAVS w komérce. Zmu-
towane MAVS jest rozpuszczalnym biatkiem cytosolo-
wym i wystepuje w postaci niezwiazanej w cytoplazmie,
poniewaz nie zawiera domeny przezbtonowej, zakotwi-
czajacej MAVS w btonie mitochondrialnej [29,65].

MAVS wystepuje réwniez na peroksysomach. C-koficowy
region MAVS wykazuje pewien stopieti podobiefistwa
do motywéw biatka 1 rozszczepienia mitochondrium
(mitochondrial fission protein, Fis-1), zakotwiczajacych
Fis-1 w btonie mitochondrialnej, jak réwniez peroksyso-
malnej. Powyzsza homologia thumaczy umiejscowienie
MAV'S na mitochondriach i peroksysomach [18,40,66].

Rora MAVS w 0DPOWIEDZI PRZECIWWIRUSOWE)

MAVS jest zaangazowane w nieswoisty mechanizm
przeciwdzialania zakazeniom wirusowym. Posredniczy
w aktywacji dwéch czynnikéw transkrypcyjnych: NF-kB
i czynnika 3 regulujacego interferon (interferon regula-
tory factor 3, IRF3) w odpowiedzi na zakazenia wirusowe
[7,71]. Podniesiony poziom ekspresji MAVS prowadzi do
aktywacji NF-kB i IRF3, a w konsekwencji do uruchomie-
nia ekspresji IFN-, ktéry hamuje replikacje wirusowa
i sktadanie wirionéw potomnych. Badania wykazaly, ze
wyciszenie ekspresji endogennego MAVS przy zastoso-
waniu interferencji RNA (RNAi) prowadzi do zahamowa-
nia wytwarzania IFN-f [65].

MAVS aktywuje cytosolowa kinaze kB (IxB kinase, IKK)
i kinaze 1 wigzaca TANK (TANK-binding kinase 1, TBK1).
IkB, inhibitor NF-kB, ulega fosforylacji przez IKK, co
prowadzi do degradacji 1B i aktywacji NF-«B [49,71].
TBK1 natomiast petni funkcje kinazy, ktéra aktywowana
z udzialem MAVS, aktywuje IRF3 za po$rednictwem fos-
forylacji [75]. Wéwczas dwie czgsteczki IRF3 taczg sie
w dimer i przemieszczaja do jadra komdrkowego, gdzie
w kooperacji z NF-kB odpowiadaja za indukcje trans-
krypcji genu IFN-f [81].

MecHanizm akTywac MAVS

Zwigzanie wirusowego RNA doprowadza do zmian kon-
formacyjnych w biatkach RIG-I i MDA-5, w konsekwen-
cji czego oddziatuja z MAVS obecnym na powierzchni
mitochondrium. RIG-I i MDA-5 wigzg odmienne ligandy
i w zwigzku z tym uczestnicza w odpowiedzi na zaka-
zenia wirusami o réznej przynalezno$ci systematycz-
nej. RIG-I petni funkcje sensora w zakazeniu wirusami
(-)ssRNA (np. wirusem Sendai [Sendai virus, SeV] i wiru-
sem pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej [vesicular
stomatitis virus, VSV]), niektérymi wirusami (+)ssRNA
(m.in. HCV i wirusem japoriskiego zapalenia mézgu
[japanese encephalitis virus, JEV]), jak réwniez retro-
wirusami (np. ludzkim wirusem niedoboru odpornosci
[human immunodeficiency virus, HIV]). MDA-5 otwiera
szlak indukgji syntezy IFN-B w odpowiedzi na zakazenie
innymi wirusami (+)ssRNA, takimi jak: wirus zapalenia
mdézgu i mie$nia sercowego (encephalomyocardis virus,

EMCV) i wirus Coxsackie B3 (Coxsackie virus B3, CVB3).
Wspdlnymi ligandami dla RIG-1 i MDA-5 jest materiat
genetyczny niektérych wiruséw ssRNA, np. wirusa Den-
gue (dengue virus, DENV), wirusa Zachodniego Nilu (West
Nile virus, WNV) i mysiego wirusa zapalenia watroby
(mouse hepatitis virus, MHV). Oba biatka sygnatowe,
RIG-1i MDA-5, rozpoznajg dsRNA wiruséw z rodziny Reovi-
ridae [22,35,36,37,67].

RIG-I rozpoznaje ssRNA z grupa tréjfosforanowg na
koricu 5" (5’-ppp RNA). Czasteczki genomowego RNA
wirusowego zawieraja 5-ppp lub tez RNA zakon-
czone 5’-ppp RNA powstaje w trakcie replikacji wirusa
w komdrce gospodarza. 5’-ppp odgrywa role identyfika-
tora, ktdéry odréznia obce RNA od komdrkowego. RNA
wirusowe bez grupy tréjfosforanowej, nalezace np. do
przedstawicieli rodziny Picornaviridae, stymuluje ekspre-
sje genu interferonu zaleznie od MDA-5 [6,22,81].

Ligandy dsRNA dla MDA-5 i RIG-I réznia sie dtugo$cia.
Badania wykazaly, ze MDA-5 rozpoznaje sztucznie wytwo-
rzony analog dsRNA - kwas poliryboinozylowo: poliry-
bocytydylowy [polyriboinosinic: polyribocytidilic acid,
poly(I:C)], ktéry ulegajac skréceniu, staje sie ligandem dla
RIG-I. Zatem, RIG-I wigze sie preferencyjnie z krétszym
dsRNA (<2kbp), a MDA-5 - z dtuzszym (>2kbp). W dsRNA
wiruséw z rodziny Reoviridae MDA-5 rozpoznaje segmenty
genomu o wiekszej dtugosci, a RIG-I - o mniejszej. Cyto-
solowe sensory wiaza réwniez czasteczki dsRNA, ktére
powstajg w czasie zakazenia wirusami ssRNA jako pro-
dukty posrednie ich replikacji. Na przyktad, dsRNA VSV
jako posredni produkt wirusowej replikacji w cytoplazmie
jest rozpoznawany przez RIG-1[22,36].

RIG-I zawiera - oprécz dwéch CARD - domene DExD/H
o aktywno$ci helikazy i C-koticowa domene regulatorowa
(regulatory domain, RD) (ryc. 2). Dwa motywy CARD,
wystepujace w obrebie tej samej czasteczki RIG-1, wyka-
zujg zdolno$é do wewnatrzczgsteczkowych interakcji
miedzy soba, dzieki czemu nie oddziatujg z CARD innych
biatek w sposéb niepozadany i niekontrolowany. Dopiero
zwigzanie wirusowego RNA z C-koricowg domeng regu-
latorowg RIG-I oraz domena o aktywno$ci helikazy RNA,
indukuje zmiany struktury przestrzennej RIG-1. Konfor-
macyjna reorganizacja RIG-1 udostepnia motywy CARD
biatku MAVS. Dzieki temu mozliwe staje sie bezposrednie
lub posrednie oddzialywanie MAVS z RIG-I [21].

Zaproponowano model aktywacji MAVS, obejmujacy
sekwencje zdarzen, rozpoczynajaca sie zwigzaniem wiru-
sowego RNA przez RIG-I (ryc. 3). RIG-I przeprowadza
nastepnie hydrolityczne rozszczepienie ATP. Skutkuje
to zmiang struktury przestrzennej RIG-1 i w konsekwen-
cji dwie jego czagsteczki tgcza sie w dimer i odstaniaja
domeny CARD na swoich N-koricach. CARD rekrutuja
enzymy odpowiedzialne za proces ubikwitynacji. Wytwo-
rzony zostaje taricuch ztozony z wielu reszt ubikwityno-
wych, ktéry wigze sie z wyeksponowanymi domenami
CARD. Potaczone z polimerem ubikwityny, CARD bia-
tek RIG-1 oddziatujg z CARD czasteczek MAVS, zakotwi-
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domena DExD/H helikazy

RIG-I cztowieka [
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Ryc. 2. Budowa ludzkiego biatka RIG-I. Od lewej: dwie domeny CARD; domena helikazowa DExD/H; C-koricowa domena regulatorowa (RD) (adaptacja wtasna wg [21])
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Ryc. 3. Aktywacja MAVS i synteza IFN typu | w nastepstwie zakazenia wirusowego. A — Wirus, uwolnione RNA wirusowe, dwie czasteczki helikazy, tacuch
poliubikwitynowy i biatka MAVS zakotwiczone w zewnetrznej btonie mitochondrium (w niezakazonej komdrce MAVS wystepuja w formie multimetréw, ale na
uproszczonym schemacie zostaty przedstawione jako monomery); B — Dimer RIG-1, zwiazany z biatkami MAVS za posrednictwem domen CARD; C — agregat MAVS na

powierzchni mitochondrium (adaptacja wasna wg [30])

czonych w zewnetrznej blonie mitochondrialnej swoja
domeng TM. Nastepnie, dzieki domenom CARD, biatka
MAVS organizujg sie na powierzchni zewnetrznej btony
mitochondrialnej w funkcjonalne agregaty, ktére odpo-
wiadaja za aktywacje IRF3 w cytosolu. Domeny CARD
biatek MAVS tworzg fibryle, odpowiedzialne za rekru-
tacje endogennych MAVS do aktywnych komplekséw
na powierzchni blony mitochondrium [30,54]. Agregaty
MAVS wigczaja cytosolowy szlak sygnatowy, prowadzacy
do indukgji transkrypcji genu IFN-p (ryc. 3) [7,30,71].

Wha$ciwos$ciami MAVS przypominaja priony (biatkowe
czynniki zakazne) i dlatego sa czesto do nich poréwny-
wane. Po pierwsze, MAVS wykazujg zdolnos$¢ organizacji
endogennych czasteczek MAVS w struktury agregatéw

na powierzchni mitochondriéw. Po drugie, MAVS wyka-
zuja zdolno$¢ tworzenia polimerycznych struktur
przypominajgcych witdkna (fibryle). Po trzecie, cecha
wspdlng dla MAVS i biatkowych czynnikéw zakaznych
jest opornos$é na dziatanie enzyméw proteolitycznych.
Po czwarte, zaréwno MAVS, jak i priony, cechuje nieroz-
puszczalno$é w detergentach [30,61,73].

(OGOLNA CHARAKTERYSTYKA WIRUSOW ZAPALENIA WATROBY TYPU A, B 1C

Wirus zapalenia watroby typu A

Wirus zapalenia watroby typu A (hepatitis A virus,
HAV) reprezentuje rodzine Picornaviridae i rodzaj Hepa-
tovirus. Wirusowy genom ma postaé jednoniciowego

18



Wyzewski K. i wsp - Biatko MAVS i jego interakcje z wirusami...

RNA (ssRNA) o dodatniej polarno$ci [11,76]. (+)ssRNA
zawiera dwa regiony nieulegajace translacji (non-trans-
lated region, NTR) na koricu 5’ (5-NTR) i 3’ (3’-NTR).
Miedzy nimi znajduje sie otwarta ramka odczytu (open
reading frame, ORF), kodujaca wszystkie strukturalne
i niestrukturalne biatka wirusowe w postaci jednej
poliproteiny [15]. Kapsyd HAV jest zbudowany z biatek
strukturalnych: VP1, VP2, VP3 i VP4 [3,24]. Srednica
wirionu wynosi 27 nm [76].

Zakazenie HAV prowadzi do zaburzen funkcji watroby.
Corocznie notuje sie na $§wiecie 1,5 miliona klinicznych
przypadkéw zapalenia watroby typu A [24,76]. HAV
rozprzestrzenia sie droga fekalno-oralna: przez spozy-
cie zakazonej zywnosci lub bezposredni kontakt osoby
zakazonej ze zdrowa. Wirus przenosi sie na artykuly spo-
zywcze i wode z katem swoich gospodarzy. Zrédlem HAV
sg zwlaszcza te produkty spozywcze, ktére przed kon-
sumpcja nie sg poddawane obrébce termicznej (gotowa-
niu), np. warzywa. Transmisja wirusa drogg pozajelitowa
zachodzi znacznie rzadziej, niz fekalno-oralna. Zaka-
zenie HAV moze towarzyszy¢ transfuzji krwi lub pro-
duktéw krwiopochodnych. Przyjmowanie narkotykéw
réwniez wigze sie z ryzykiem zakazenia [47,76,79].

Wirus zapalenia watroby typu B

Wirus zapalenia watroby typu B (hepatitis B virus, HBV)
reprezentuje rodzine Hepadnaviridae i rodzaj Orthohepad-
navirus [74]. Genom HBV ma postaé kolistej czgsteczki
DNA, ztozonej z dwéch otwartych nici, w tym jednej nie-
kompletnej i zawiera cztery zachodzace na siebie ORF.
Jedna z nich, ORF P, koduje polimeraze DNA, zwang tez
odwrotna transkryptaza albo biatkiem P. Jest to enzym
odpowiedzialny za synteze komplementarnego DNA
(complementary DNA, cDNA) na matrycy wirusowego
transkryptu RNA w procesie odwrotnej transkrypcji
(reverse transcription, RT), stanowiacej kluczowy etap
replikacji HBV [50]. Materiat genetyczny wraz z polime-
raza DNA i starterem RNA jest zamkniety w kapsydzie
zbudowanym z antygenu rdzeniowego HBV (hepatitis B
core antygen, HBcAg). Wirus ma réwniez ostonke skom-
ponowana z lipidéw i biatek, ktéra otacza ikosahedralny
nukleokapsyd. Na powierzchni ostonki wystepuje silnie
immunogenny antygen powierzchniowy HBV (hepatitis
B surface antigen, HBsAg). Srednica wirionu wynosi 42
nm [12,26,55,63].

HBV to czynnik etiologiczny stanéw zapalnych watroby
o ostrym lub przewlekltym przebiegu. Szacuje sie, ze na
catym $wiecie 350 milionéw ludzi cierpi na przewlekla
postaé zakazenia [43]. Corocznie w wyniku ostrych lub
przewlektych zapalei na tle zakazenia HBV wystepuje
600 tysiecy zgonbw [62]. Wirus jest niebezpieczny réw-
niez dlatego, ze zakazenie moze spowodowa¢ transfor-
macje nowotworowa hepatocytéw [43].

Gléwna droga przenoszenia HBV jest transmisja przez
krew i inne plyny ustrojowe. Zabiegi medyczne, takie jak
transfuzja krwi lub dozylne podawanie lekéw, wigza sie

z wysokim ryzykiem zakazenia. Inng drogg przenoszenia
HBV jest transmisja okoloporodowa z organizmu mat-
czynego na potomny [17,39,56]. Poza tym, rozprzestrze-
nianie HBV dokonuje sie droga pciowa [68].

Wirus zapalenia watroby typu C

Wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus,
HCV) nalezy do rodziny Flaviviridae i rodzaju Hepacivi-
rus [23]. Genom wirusowy ma postaé RNA i jest podatny
na mutacje, co ttumaczy duza réznorodno$é w obrebie
gatunku. Wyrdznia sie sze$é genotypédw HCV, z czego
w Europie i USA dominujg pierwsze trzy (I, II, 111) [25].
Wirusowy RNA ma postaé pojedynczej nici (ssRNA)
o dodatniej polarno$ci [80]. Czasteczka (+)ssRNA zawiera
dwa regiony niekodujace: na koticu 5’ (5'-NTR) i 3’ (3-
NTR). Pomiedzy nimi znajduje sie jedna ORF, kodujaca
wirusowg poliproteine. Polimeraza RNA zalezna od RNA
jest kodowana przez ORF wirusa jako fragment wiruso-
wej poliproteiny. Enzym syntetyzuje ni¢ RNA o ujem-
nej polarno$ci - (-)RNA na matrycy (+)RNA. Materiat
genetyczny jest zamkniety w kapsydzie, zbudowanym
z biatka rdzeniowego (core protein, C). HCV ma réwniez
zewnetrzng ostonke z zakotwiczonymi w niej glikopro-
teinami. Wiriony maja ksztalt sferyczny, a ich $rednica
waha sie miedzy 40 a 60 nm [23,51].

HCV jest wiodagcym czynnikiem etiologicznym przewle-
ktych choréb watroby. Szacuje sie, ze na catym $wiecie
liczba 0séb zakazonych wynosi 170 milionéw. Ponadto,
corocznie notuje sie 3-4 miliony nowych zakazen. Kaz-
dego roku ponad 350 tysiecy zakazeri HCV, objawiaja-
cych sie dolegliwo$ciami watroby, prowadzi do zgonu.
HCV wywoluje wirusowe zapalenie watroby typu C.
Zakazenie moze powodowaé marsko$¢ tego narzadu, na
tle zakazenia HCV dochodzi do nowotworzenia [4,34,59].

Gléwna droga transmisji HCV jest przenoszenie wirusa
przez krew. Na ryzyko zakazenia sg szczegdlnie narazeni
pacjenci szpitali, poddawani transfuzji krwi, transplan-
tacji narzadéw i innym zabiegom medycznym, a takze
narkomani uzywajacy niesterylnych igiet do dozylnej
iniekcji srodkéw odurzajacych. Ponadto przenoszenie
HCV dokonuje sie ubocznie drogg ptciowg [77]. Mozliwa
jest réwniez transmisja wertykalna zakazenia [72].

INTerAKCIE Biatko MAVS — wirusy zapaLeNiA waTRoBY TvPu A, B 1C

Interakcje MAVS-HAV

Biatko RIG-I rozpoznaje grupe tréjfosforanows, zlokali-
zowang na koricu 5’ czasteczki RNA wirusowego. Jednak
RIG-I jest nieefektywny jako cytoplazmatyczny sensor
RNA HAV, gdyz koniec 5" czasteczki RNA HAV jest pola-
czony kowalencyjnym wigzaniem chemicznym z wiruso-
wym peptydem (viral peptide linked to the genom, VPg).
Dlatego istotna role w indukcji odpowiedzi przeciwwiru-
sowej na HAV odgrywa inne biatko zdolne do interakcji
z MAVS - MDA-5. Jego funkcja jest rozpoznawanie RNA
wiruséw reprezentujacych rodzine Picornaviridae [81].

19



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 14-24

Wirus

&

@

8 1% T
P

NS3/4A

[ Proteaza 30]

Mitochondrium

Transkrypcja

Ryc. 4. Hamowanie szlaku syntezy IFN-B poprzez oddziatywanie biatek HAV, HBV i HCV z MAVS. Biatka HAV, HBV i HCV przedstawiono odpowiednio w czerwonych,
zielonych i niebieskich ramkach (opracowanie wtasne)
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Replikacja RNA HAV zachodzi z wytworzeniem posred-
niej, dwuniciowej czasteczki RNA, zwanej forma replika-
cyjng (replicative form, RF). Sklada sie na nig wirusowe
RNA (viral RNA, vRNA) o dodatniej polarnosci i komple-
mentarna do niego ni¢ (-)RNA, ktéra po uwolnieniu z RF
stuzy jako matryca do syntezy nowych czasteczek (+)RNA.
W tworzenie RF jest zaangazowana wirusowa polimeraza
RNA zalezna od RNA. RF jest ligandem dla MDA-5. Wigzac
RF, cytoplazmatyczny sensor ulega aktywacji, przygotowu-
jacej go do interakcji z MAVS. Nie jest wykluczone, Ze réw-
niez ssRNA wirusowe moze uruchamiaé MDA-5. Na taka
mozliwo$¢ wskazuja wzajemnie komplementarne frag-
menty ssRNA, zdolne uktadald sie w przestrzenne struk-
tury, ktére w miejscach sparowania odpowiadajgcych sobie
nukleotydéw odznaczaja sie dwuniciowoscia [22].

HAV blokuje indukcje syntezy IFN-B w przebiegu $ciezki
sygnatowej zaleznej od MDA-5. Proteaza cysteinowa 3C,
bedaca cze$cia posredniego produktu obrébki wirusowej
poliproteiny - 3ABC, dokonuje proteolitycznego ciecia
biatka MAVS, umiejscowionego na powierzchni mito-
chondriéw. Produkt proteolizy jest niestabilny i w bar-
dzo krétkim czasie ulega degradacji. Enzymatyczne
ciecie nastepuje w miejscu wystepowania reszty gluta-
minowej Gln428. 3ABC zawiera we fragmencie A domene
TM, odpowiedzialna za zakotwiczenie 3ABC w zewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej. TM w 3ABC wykazuje
pewien stopiett homologii do TM MAVS. Dzieki hydro-
fobowym wiasno$ciom swojej domeny TM, 3ABC sytu-
uje sie na powierzchni mitochondrium, w sasiedztwie
MAVS. Taka kolokalizacja umozliwia proteolize docelo-
wego biatka sygnatowego (ryc. 4) [81].

Niestrukturalne biatko 2B, jeden z produktéw obrébki
wirusowej poliproteiny, réwniez blokuje indukcje trans-
krypcji IFN-a. Na C-koticu 2B znajduje sie hydrofobowy
fragment, odpowiedzialny za zakotwiczenie 2B w bto-
nie mitochondrialnej. Dzieki temu biatko 2B sasiaduje
z MAVS na powierzchni mitochondrium. 2B blokuje
$ciezke sygnatowa zalezna od MAVS, hamujac aktywnosé
cytosolowych kinaz IKK i TBK1 (ryc. 4) [57].

Interakcje MAVS - HBV

HBV to wirus DNA, tymczasem RIG-I i MAV'S pos’redni—
czg w przekazywaniu sygnatu do syntezy IFN-p w odpo-
wiedzi na dsRNA lub ssRNA z grupa tréjfosforanowa na
koricu 5’ (5’-ppp RNA). Jednak cytoplazmatyczne dsDNA
réwniez moze uruchomié $ciezke indukcji ekspresji
IFN-P zalezna od biatka RIG-1. Aktywacja RIG-I zacho-
dzi w sposdéb posredni: dsDNA musi ulec transkryp-
cji do postaci RNA w procesie zachodzacym z udziatem
DNA-zaleznej polimerazy RNA III (Pol-11I). Enzym petni
funkcje cytosolowego sensora, ktéry jest potrzebny do
uruchomienia komérkowej odpowiedzi immunologicz-
nej na wirusy DNA. Jego produkt (RNA) jest ligandem dla
helikazy RNA biatka RIG-1[1,13,14].

Genom HBV koduje biatko x (hepatitis B x, HBx), odgry-
wajace istotng role w cyklu replikacyjnym wirusa [8].

HBx blokuje $ciezke indukcji syntezy IFN-B przez dsDNA,
wigzac sie z biatkiem MAVS i zmniejszajac jego stabil-
no$¢ (ryc. 4) [43]. Oddziatywanie zachodzi miedzy C-kori-
cowym fragmentem HBx a domenami CARD i TM MAVS.
Obecno$¢ HBx w cytoplazmie zakazonej komérki powo-
duje istotne obnizenie czasu péttrwania MAVS. HBx
jest odpowiedzialne za wzmozenie ubikwitynacji MAVS
i podniesienie poziomu jego degradacji w proteasomach.
HBx promuje zwigzanie czasteczki ubikwityny z resztg
lizyny w pozycji 136 taticucha polipeptydowego biatka
MAVS. HBx moduluje funkcje proteasomu, tworzac
kompleks z jego podjednostka - PSMA7. Oddziatywanie
HBx z PSMA7 wzmaga proteolityczng degradacje MAVS,
awiec posrednio hamuje wytwarzanie IFN-f w odpowie-
dzi na zakazenie wirusowe [78].

Interakcje MAVS —-HCV

HCV wzbudza przeciwirusowa odpowiedZ immunolo-
giczng, m.in. za posrednictwem biatek RIG-I i MAVS.
Zakazenie komdrki gospodarza pocigga za sobg uru-
chomienie kaskady aktywacji czgsteczek sygnato-
wych, znajdujacej finat w stymulacji transkrypcji genu
dla IFN-f [46]. Wirusowe RNA wigze sie z RIG-I, inicju-
jac sekwencje molekularnych zdarzen, w tym oddzia-
tywanie RIG-1 z MAVS za posrednictwem domen CARD
[33]. Powyzszy mechanizm reakcji na zakazenie HCV
ogranicza replikacje i rozprzestrzenianie wirusa [46].
Za uruchomienie szlaku sygnalowego zaleznego od
RIG-1 odpowiada wirusowe RNA [5], rozpoznawane
przez RIG-1. Domena helikazowa RIG-1 wigze w szcze-
g6lnoséci regiony nieulegajgce translacji na koticu 5’
(5-NTR) i koricu 3’ (3’-NTR) genomu wirusowego, ktére
w zwigzku z tym, ze odgrywaja wiodaca role w replika-
cji materiatu genetycznego, wykazuja wysoki stopieti
zachowania w ewolucji [69].

W 3’-NTR mozna wyréznié trzy obszary: region zmienny
(VR), motyw nukleotydowy bedacy ciggiem urydyn
przeplatanych czasteczkami rybocytydyny (poli-U/UC)
iregion koficowy X, obejmujacy trzy fragmenty uktadajace
sie w drugorzedowe struktury spinek do wtoséw. Bada-
nia wykazaly wiodgca role poli-U/UC w aktywacji RIG-1.
Wirusowe RNA moze sie efektywnie wigza¢ z RIG-1 dzieki
obecnodci grupy tréjfosforanowej na koticu 5° RNA (5'-
ppp). 5’-ppp o ujemnym tadunku oddziatuje z dodatnio
natadowanymi miejscami domeny RD, zakotwiczajac RNA
w RIG-I. To jednak etap interakcji RNA z RIG-I niezbedny,
ale niewystarczajacy do zniesienia autorepresji RIG-I,
a wiec do zainicjowania szlaku transdukcji sygnatu sty-
mulujacego ekspresje IFN-. Koniecznym warunkiem jest
jeszcze zaistnienie stabilnego oddziatywania RIG-1 z RNA
poprzez zwigzanie RD z regionem poli-U/UC RNA. Naste-
puja wéwczas zmiany konformacyjne RIG-1, prowadzace
do jego aktywacji, oddziatywania RIG-I z MAVS i urucho-
mienia kaskady molekularnych zdarzeti indukujacych
synteze IFN typu I [64].

Genom HCV koduje poliproteine, ktéra ulega kotransla-
cyjnemu i potranslacyjnemu cieciu przez komérkowe
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i wirusowe proteazy. Produktem proteolizy jest 10 réz-
nych biatek, w tym 7 niestrukturalnych (nonstructural,
NS), do ktdrych naleza NS3 i NS4A. NS3 petni dwie funk-
cje enzymatyczne. N-koticowy fragment NS3 wykazuje
aktywno$¢ proteolityczng, a C-terminalny - helikazowa,
niezbedng w przebiegu procesu replikacji wirusowego
genomu i translacji [52]. Domena proteazowa zawiera 180
reszt aminokwasowych. Triade katalityczng enzymu two-
rzg trzy spo$réd nich: histydynowa w pozycji 57 (His-57),
asparaginowa w 81 (Asp-81) i serynowa w 139 (Ser-139)
[16]. NS4A wspdbldziata z NS3 jako kofaktor proteazy [52].

HCV przeciwdziata rozwojowi odpowiedzi przeciwwi-
rusowej, zapobiegajac indukcji syntezy IFN typu I na
drodze zaleznej od biatka MAVS. Strategia HCV opiera
sie na eliminacji MAVS jako ogniwa $ciezki sygnato-
wej, zapoczatkowanej przez zwigzanie wirusowego
RNA z RIG-I [31]. HCV wykorzystuje w tym celu pro-
teaze serynowg NS3/4A, ktéra blokuje szlak indukcji
IFN-B w wyniku proteolitycznego rozszczepienia MAVS
(ryc. 4). Enzym tnie MAVS w miejscu wystepowania
reszty cysteinowej Cys-508, co skutkuje uwolnieniem
N-koricowego fragmentu MAVS do cytosolu. Mutacja
MAVS w pozycji Cys-508 czyni je opornym na proteolize,
katalizowana przez proteaze Ser NS3/4A [44]. N-kon-
cowy fragment odznacza sie nizszym okresem péttrwa-
nia, niz kompletne biatko MAVS, zawierajace domene
TM. Produkt proteolizy nie wykazuje zdolnosci do wig-
zania sie z RIG-1 i dalszego przekazywania sygnatu uru-
chamiajgcego odpowiedZ na zakazenie HCV. Zatem,
proteolityczne rozszczepienie MAVS w miejscu Cys508
to istota wirusowej strategii, zmierzajacej do przerwania
ciagtodci molekularnego szlaku indukcji syntezy IFN-p,
zaleznego od RIG-1[46].

Biatka NS, w tym NS3 i NS4A, tacza sie bezposrednio
z blonami wewnatrzkomdrkowymi. Wystepuja zwtasz-

PismiennicTwo

cza na blonach szorstkiej siateczki $rédplazmatycznej
(rought endoplasmic reticulum, RER). W zakazonych
komérkach btony ER ciasno otaczaja mitochondria.
Powstajg w ten sposéb osobliwe struktury blonowe. Pro-
teaza Ser NS3/4A, zlokalizowana na btonie ER, sasiaduje
z MAVS, zakotwiczonym w btonie mitochondrialne;.
Odpowiednio bliska odlegto$¢ miedzy enzymem i MAVS
pozwala na efektywna proteolize substratu [44,52].

PopsumowaNie

Biatko MAVS jest istotnym ogniwem sygnalowego
szlaku komérkowego, indukujacego synteze IFN typu
I. Uczestniczy w kaskadzie molekularnych zdarzen,
zmierzajacych do uruchomienia jednego z mechani-
zméw przeciwwirusowej odpowiedzi immunologiczne;j.
Jest zatem waznym elementem systemu skutecznego
reagowania na czynnik zakaZny. Aktywacja MAVS
w odpowiedzi na zakazenie wirusowe wymaga posred-
nictwa cytoplazmatycznych sensoréw, rozpoznajacych
obcy materiat genetyczny. Sa nimi biatka RIG-1 i MDA-
5, wykazujace aktywno$¢ helikazy RNA. W przypadku
HBV, funkcje sensora petni dodatkowo polimeraza
RNA zalezna od DNA, ktéra nadaje wirusowemu mate-
rialowi genetycznemu (DNA) postaé rozpoznawalna
przez RIG-1 (RNA). Degradacja MAVS lub zaktécenie
funkcji sygnatowego biatka blokuje $ciezke sygnatowa
i uniemozliwia indukcje transkrypcji IFN-p w sposéb
zalezny od RIG-1 i MDA-5. W zwigzku z tym, HAV, HBV
i HCV stosujg strategie polegajace na eliminacji MAVS.
Biatka wiruséw zapalenia watroby dokonujg prote-
olizy MAVS, zmniejszaja jego stabilno$¢, wzmagaja ubi-
kwitynacje i degradacje w proteasomach, jak réwniez
interferuja z aktywno$cia cytosolowych kinaz, aktywo-
wanych przez MAVS. Tym samym zaktdcajg transduk-
cje sygnatu, mobilizujacego komdrke do odpowiedzi na
zakazenie wirusowe.
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