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RECEPTORY ROZPOZNAJACE WIRUSOWE KWASY NUKLEINOWE
W ODPOWIEDZI PRZECIWWIRUSOWEJ RYB*

WSTEP

Ryby sa pierwszymi kregowcami, ktore
posiadaja w pelni wyksztalcony uklad od-
pornosciowy, skladajacy sie z odpornosci
wrodzonej i nabytej. Podobnie, jak ma to
miejsce u ssakow, funkcje rozpoznawania
patogenow w odpornosci wrodzonej pelnig
receptory rozpoznajace wzorce (ang. pattern
recognition receptors, PRR), ktére sa obecne
m.in. na/w komérkach ukladu odpornoscio-
wego ryb. Wykrywaja one specjalne struktu-
ry i czasteczki wystepujace na powierzchni
badz wewnatrz patogenow, okreslane jako
wzorce molekularne zwigzane z patogenami
(ang. pathogen associated molecular pat-
terns, PAMP). Sa to struktury konserwatyw-
ne ewolucyjnie, charakterystyczne dla calej
grupy drobnoustrojow, szczegblnie istotne
dla ich wirulencji, i ktérych nie ma na/w
komoérkach gospodarza (MAGNADOTTIR 2006).
Typowym przykladem struktur PAMP sa np.:
komponenty §cian komoérek bakteryjnych,
takie jak: peptydoglikan (mureina), kwasy
lipotejchojowe (bakterie Gram-dodatnie), li-
popolisacharyd (LPS) (bakterie Gram-ujem-
ne), biatka bakteryjne (flagellina), wystepuja-
ce w Scianie komoérkowej drozdzy B-glukany
czy biatka kapsydow wirusowych. Do PAMP
nalezy roéwniez material genetyczny bakterii
i wiruséw, w tym DNA zawierajacy nieme-
tylowane wysepki CpG, DNA znajdujacy sie
poza fizjologicznym dla niego obszarem w
komoérce oraz jednoniciowy RNA (ang. single-
-stranded RNA, ssRNA) lub dwuniciowy RNA

(ang. double-stranded RNA, dsRNA) pocho-
dzenia wirusowego (AKIRA i wspoétaut. 2000).

Najwazniejsza funkcja PRR polega na
opsonizacji patogenu i indukcji jego fagocy-
tozy oraz na aktywacji reakcji zapalnej. W
zwiazku z tym pod wzgledem funkcjonal-
nym PRR dzieli sie na te: (i zaangazowane
w endocytoze/fagocytoze, do ktérych zalicza
sie receptory zmiatacze i receptory lektyno-
we zlokalizowane na powierzchni fagocytow
oraz (ii) receptory aktywujace. Receptory ak-
tywujace moga by¢ zlokalizowane zaréwno
na powierzchni komorki, jak w jej wnetrzu
(w cytoplazmie lub w potaczeniu z blonami
endosomow) (Ryc. 1).

Wiele PRR opisanych u ssakow wystepu-
je takze u ryb, chociaz ich zdolno$¢ do wia-
zania poszczegoélnych ligandow, wewnatrzko-
morkowe szlaki przekazywania sygnatow i
mechanizmy aktywacji odpowiedzi immuno-
logicznej nie sa tak dobrze poznane jak u
ssakéw. Z drugiej strony, nie wszystkie PRR
scharakteryzowane u ssakow zostaly jak
dotad zidentyfikowane u ryb, z kolei u ryb
stwierdzono obecnos¢ kilku specyficznych
PRR niewystepujacych u ssakéw (np. opisa-
ne ponizej PKZ, TLR21 czy TLR22). Dodat-
kowo, niektére PRR u ryb rozpoznajg takze
inne ligandy anizeli ich odpowiedniki u ssa-
kow. Ciekawym przykladem jest TLR4 (ang.
Toll-like receptor 4), ktory jest gléwnym PRR
ssakéw odpowiedzialnym za rozpoznawa-
nie LPS. U wielu ryb brak jest genu ortolo-
gicznego do tir4, badz jesli nawet wystepuje
(gléwnie u ryb karpiowatych), to w genomie

*Niniejsza praca powstata dzieki wsparciu w ramach projektu nr UMO-2015/18/E/NZ6/00516 finasowanego przez Na-
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Ryc. 1. Uproszczony podzial receptoréow rozpozna-
jacych wzorce (PRR) ze wzgledu na funkcje.

CLR - receptory lektynopodobne typu C, ALR -
receptory AIM2-podobne, NLR - receptory NOD-
-podobne, RLR - receptory RIG-I-podobne, TLR
— receptory Toll-podobne oraz cGAS - syntaza
cGAMP. Dodatkowo uwzgledniono podzial recepto-
row RLR.

nie zidentyfikowano genow kodujacych bial-
ka kostymulujace MD-2 (ang. myeloid dif-
ferentiation protein 2) i CD14, niezbednych
do zwigzania LPS i nastepnie przekazania
sygnatu do wnetrza komorki via TLR4. Wy-
daje sie zatem, iz TLR4 nabyt swoje wtasci-
wosci do rozpoznawania LPS po rozdzieleniu
sie ryb od pozostalych kregowcow (SEPULCRE
i wspoétaut. 2009).

Niewatpliwie ryby stanowig doskonaty
model do identyfikacji i badania ewolucji
mechanizmoéw odpornosci u kregowcow. Do-
datkowo, poznanie mechanizméw przeciwwi-
rusowej odpowiedzi immunologicznej u ryb
jest niezbednym krokiem do lepszej ochrony
ryb przed zakazeniami wirusowymi, poprzez
opracowanie nowych strategii diagnostycz-
nych, leczniczych i profilaktycznych, ktore
sg tak bardzo potrzebne w akwakulturze,
gdzie choroby wirusowe wplywaja na znacz-
ne obnizenie produkc;ji.

PRR RYB ROZPOZNAJACE WIRUSOWE
KWASY NUKLEINOWE

Wirusowe kwasy nukleinowe (DNA i
RNA) sa glownymi strukturami PAMP po-
chodzenia wirusowego rozpoznawanymi
przez wrodzony uktad odpornosciowy. Wiru-
sowe kwasy nukleinowe sg rozpoznawane w
oparciu o ich strukture, subkomoérkowa lo-
kalizacje, a nawet ich sekwencje. U ssakow,
wsréd receptoréw rozpoznajacych wirusowe
kwasy nukleinowe nalezy wyroznic: (i) recep-
tory Toll-podobne (ang. Toll-like receptors,
TLR), rozpoznajace wirusowe DNA i RNA we-
wnatrz endosomoéw; (i) receptory RIG-I-po-
dobne (ang. RIG-I-like receptors, RLR), ktore
naleza do rodziny DExD/H-box RNA helikaz
i rozpoznaja wirusowe RNA w cytoplazmie;
(iii) receptory NOD-podobne (ang. NOD-like

receptors, NLR,), wystepujace w cytoplazmie
i ktorych aktywacja prowadzi do indukcji
inflamasoméw, oraz (iv) cytoplazmatyczne
sensory DNA (ang. cytosolic DNA sensors,
CDSs) (WILKINS i GALE 2010, YONEYAMA i FU-
JITA 2010, JENSEN i THOMSEN 2012).

PRR ryb maja zdolnos¢ wiazania i roz-
poznawania wszystkich trzech typow kwa-
sow nukleinowych pochodzenia wirusowego:
DNA, ssRNA i dsRNA, ktore moga pojawic
sie w komoérce podczas zakazenia wiruso-
wego (Ryc. 2). W komorkach zwierzat DNA
wystepuje tylko w jadrze komérkowym lub
mitochondriach (mtDNA), wiec jego wykrycie
w cytoplazmie jest sygnalem swiadczacym o
uszkodzeniu komorki lub zakazeniu wiruso-
wym. U ssakéw za rozpoznawanie DNA w
cytoplazmie odpowiedzialne sa tzw. sensory
cytoplazmatycznego DNA, do ktérych nale-
zg m.in.: receptor DAI (ang. DNA-dependent
activator of IFN-regulatory factors), LRRFIP1
(ang. leucine-rich repeat flightless I interact-
ing protein-1), AIM2 (ang. absent in mela-
noma 2), RNA polimeraza III (RNA pol III),
cGAS (ang. cGAMP synthase), DExD/H-box
RNA helikazy (takie jak DDX41, DHX9 i
DHX36) oraz IFI16 (ang. interferon gamma
inducible protein 16) (UNTERHOLZNER 2013).
Poszczegblne receptory moga rozpoznawac
DNA w cytoplazmie i bezposrednio aktywo-
wac synteze interferonéw (IFN) typu I (np.
DAI) lub biora udziat o odpowiedzi prozapal-
nej poprzez indukcje dojrzewania IL-1f na
drodze aktywacji inflamasomu (np. AIM2). Z
kolei RNA pol III przeprowadza transkrypcje
fragmentéw DNA, zawierajacych sekwencje
poly(dA-dT), do dsRNA, ktory jest nastepnie
rozpoznawany przez receptory rozpoznaja-
ce dsRNA w cytoplazmie takie jak receptory
RIG-I-podobne (RLR) (UNTERHOLZNER 2013),
opisane w kolejnej czesSci tego artykulu.
Jeszcze inny szlak sygnalizacyjny aktywo-
wany jest po wykryciu DNA w cytoplazmie
przez biatko cGAS. Po zwiazaniu do DNA,
biatko to ulega dimeryzacji i katalizuje po-
wstawanie 2°3’cGAMP (ang. cyclic guanosine
monophosphate-adenosine monophosphate)
z ATP i GTP, ktore nastepnie wiaza sie z
biatkiem STING (ang. stimulator of interfe-
ron genes), co prowadzi do aktywacji synte-
zy IFN typu I (RENIEWICZ i wspotaut. 2016).

U ryb jak dotad opisano tylko dwa recep-
tory rozpoznajace obecnos¢ DNA w cytopla-
zmie. Pierwszym z nich jest PKZ (ang. pro-
tein kinase containing Z-DNA binding mo-
tifs), scharakteryzowany przez ROTHENBURG i
wspotaut. (2005), i jak do tej pory opisany
tylko u ryb lososiowatych i karpiowatych.
PKZ nie wystepuje u pozostatych kregow-
cow, jest natomiast paralogiem innej kina-
zy: PKR (ang. dsRNA-dependent protein ki-
nase), wystepujacej u wszystkich kregowcow
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Ryc. 2. Receptory i enzymy rozpoznajace wirusowe kwasy nukleinowe oraz gléwne biatka adaptorowe w
szlakach transdukcji sygnalu wewnatrzkomoérkowego u ryb.

Ryby oprocz receptoréw opisanych u ssakow, posiadaja dodatkowe receptory niewystepujace u ssakow takie jak
PKZ, TLR21 i TLR22. Opis w tekscie (wg POYNTER i wspoétaut. 2015, zmodyfikowana).

i odpowiedzialnej za rozpoznawanie dsRNA
w cytoplazmie. PKR jest enzymem, ktorego
konstytutywna ekspresja zostala wykazana
w wiekszosci rodzajow komoérek i ktéry nale-
zy do grupy biatek przeciwwirusowych zwa-
nych ogolnie ISG (ang. interferon-stimulated
genes). Biatka ISG to biatka, ktérych eks-
presja jest indukowana pod wplywem IFN
typu I. Odgrywaja one role w odpowiedzi
przeciwwirusowej. Oprocz wiagzania dsRNA i
funkcji w procesach zwigzanych z odpowie-
dzia przeciwwirusowa, PKR pelni w komor-
ce takze inne funkcje, wplywajac m.in. na
procesy jej roznicowania (RENIEWICZ i wspol-
aut. 2016). Czesci C-terminalne PKZ i PKR
sa bardzo do siebie zblizone, natomiast w
czeSci N-terminalnej PKZ posiada dwie do-
meny Z-a, zamiast dwéch domen wigzacych
dsRNA, wystepujacych w PKR. Domeny Z-a
wiaza fragmenty lewoskretnego DNA (Z-DNA)
lub lewoskretnego dsRNA (Z-RNA). Zwiaza-
nie przez PKZ zaréwno Z-DNA, jak i Z-RNA
prowadzi do aktywacji receptora, powodu-
jac jego homodimeryzacje i autofosforylacje.
Aktywowany PKZ (podobnie jak ma to miej-
sce w przypadku PKR aktywowanego przez
dsRNA) fosforyluje elF-2a (ang. eukaryotic
initiation factor 2 alpha), ktéry jest czynni-
kiem inicjujacym translacje, co prowadzi do

zahamowania syntezy wszystkich bialek w
komorce, zaréowno endogennych (wlasnych),
jak i wirusowych (ROTHENBURG i wspélaut.
2005, BERGAN i wspélaut. 2008, LEMAIRE i
wspoétaut. 2008). Jak dotad, przeciwwiruso-
wa rola PKZ badana byta tylko in vitro w
hodowli komérkowej CAB (ang. crucian carp
blastula embryonic cells) zakazonej wiru-
sem GCRV (ang. grass carp reovirus) (LIU i
wspoétaut. 2011).

Drugim, obecnym u ryb typem PRR, roz-
poznajacym wirusowe DNA w cytoplazmie,
jest DDX41 (ang. DEAD box protein 41),
scharakteryzowany u fladry japonskiej (Para-
lichthys olivaceus) (QUYNH i wspétaut. 2015).
Receptor ten wystepuje takze u ssakéw.
Wykazano, iz zakazenie ryb wirusem DNA
o nazwie LCDV (ang. lymphocystis disease
virus) podnosi ekspresje genu DDX41 m.in.
w skrzelach, sercu, nerce, watrobie i Sle-
dzionie. Dodatkowo wykazano, iz aktywacja
DDX41 pod wplywem stymulacji C-di-GMP
(ang. cyclic diguanylate monophosphate) —
dinukleotydu sktadajacego sie z dwoch gu-
anin potaczonych z ryboza i resztami fosfo-
ranowymi, indukuje odpowiedZz przeciwwiru-
sowa (ekspresja genéw kodujacych IFN typu
I i genu kodujacego biatko przeciwwirusowe
Mx), a takze zwieksza ekspresje cytokin pro-
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zapalnych (interleukin: IL-1f i IL-6) (QUYNH
i wspoétaut. 2015). DDX41 ssakow oraz ryb
aktywuje wewnatrzkomoérkowe szlaki sygnal-
ne poprzez oddzialywanie z biatkiem STING
(ang. stimulator of interferon genes). Orto-
logi biatka STING opisano m.in. u karasia
zlocistego (Carassius auratus), danio prego-
wanego (Danio rerio) i strzebli gruboglowe;j
(Pimephales promelas) (POYNTER i wspolaut.
2015). Wydaje sie zatem, ze DDX41 ryb ma
podobne dziatanie przeciwwirusowe i proza-
palne jak jego odpowiednik u ssakéw.

Dodatkowa cecha DNA pochodzenia wi-
rusowego (ale tez bakteryjnego) jest duza za-
wartos¢ nisko metylowanych wysepek CpG,
co odroznia go od DNA wlasnego i sprawia,
iz taki DNA bedzie rozpoznawany przez PRR
(np. TLR9 i TLR21 zakotwiczone w blonie
endosomu). TLR9 zostal opisany u ssakéw
oraz u wielu gatunkéw ryb w tym m.in.
lososia atlantyckiego (Salmo salar), amura
biatego (Ctenopharyngodon idella), suma ka-
natowego (Ictalurus punctatus), pstraga te-
czowego (Oncorhynchus mykiss), rozdymki
(Takifugu rubiripes), fladry japonskiej i danio
pregowanego (POYNTER i wspoétaut. 2015). U
ryb TLR9 ulega ekspresji w wielu roznych
tkankach niezaleznie od stadium rozwoju.
U wiekszosci gatunkéw ryb obserwuje sie
aktywacje TLR9 pod wplywem niemetylowa-
nych wysepek CpG w syntetycznych oligo-
deoksynukleotydach (ODN) i w konsekwen-
cji pobudzenie ekspresji cytokin prozapal-
nych (SKJAEVELAND i wspoétaut. 2008, YEH i
wspoétaut. 2013, POYNTER i wspélaut. 2015).
TLRY, tak jak wiekszos¢ TLR przekazuje sy-
gnal wewnatrzkomorkowy z wykorzystaniem
biatka adaptorowego MyD88 (ang. myeloid
differentiation primary response gene 88), co
prowadzi do aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego NF-xkB (ang.nuclear factor kappa-
-light-chain-enhancer of activated B cells),
jego translokacji do jadra komoérkowego i
ekspresji cytokin prozapalnych (TAKEDA i
AKIRA 2004).

Kolejnym receptorem ryb rozpoznajacym
DNA pochodzenia wirusowego jest TLR21.
Receptor ten nie wystepuje u ssakow, a
oprocz ryb [m.in. dorsz atlantycki (Gadus
morhua), tosos atlantycki, amur bialy, sum
kanalowy, danio pregowane| jego obecnosc¢
stwierdzono takze u kur (POYNTER i wspol-
aut. 2015). Podobnie jak TLR9, TLR21 wy-
stepuje zwiazany z blong endosomalna,
gdzie domena N-terminalna, odpowiedzialna
za wiazanie PAMP znajduje sie w sSwietle
endosomu, natomiast domena C-terminal-
na znajduje sie w czesci cytoplazmatycznej i
zwiazana jest z przekazywaniem sygnalu we-
wnatrzkomorkowego. TLR21 ulega aktywacji
pod wplywem CpG-ODN (YEH i wspotaut.
2013). U ryb ekspresje TLR21 obserwuje sie

glownie w narzadach immunokompetentnych
takich jak np. Sledziona (SUNDARAM i wspol-
aut. 2012). Uwaza sie, ze w porownaniu do
TLR9, TLR21 ma wezszy zakres wigzania li-
gandéw. TLR21 przekazuje sygnal wewnatrz-
komorkowy z wykorzystaniem biatka adapto-
rowego MyD88 (POYNTER i wspoétaut. 2015).
W przypadku egzogennego RNA pocho-
dzenia wirusowego istnieje szereg cech,
ktore odrézniaja go od endogennego (wla-
snego) RNA zwierzat. Wiekszos¢ endogen-
nego RNA wystepuje w postaci jednonicio-
wego RNA (ssRNA). Zaréwno wirusowe, jak
i endogenne ssRNA posiadaja na koncach
S’ grupy fosforanowe. Co jednak wazne, w
komoérkach eukariotycznych ssRNA synte-
tyzowany w jadrze komoérkowym ulega mo-
dyfikacji poprzez dodanie czapeczki (cap) na
koncu 5’. Jest to struktura chroniaca mi-
grujacy do cytoplazmy wlasny ssRNA przed
dziataniem komorkowych endonukleaz. Do-
datkowo w endogennym ssRNA dochodzi
do usuniecia intronéw i laczenia eksonow
oraz dodania na koncu 3’ sekwencji adeni-
nowych (polid). Wirusowy ssRNA nie posia-
da tych modyfikacji. Waznymi receptorami
rozpoznajacymi wirusowe ssRNA sa TLR7
i TLR8, ktore wystepuja zakotwiczone w
blonie endosomoéw i wigza ssRNA znajdujacy
sie w Swietle endosoméw. TLR7 myszy oraz
TLR7 i TLR8 czlowieka wigza ssRNA wiru-
sowe i pobudzaja ekspresje IFN typu I oraz
cytokin prozapalnych. Wydaje sie natomiast,
ze TLR8 myszy nie wykazuje aktywacji pod
wplywem ssRNA, w zwiazku z czym uwaza
sie, ze jest niefunkcjonalny (HEMMI i wspoél-
aut. 2002, HEIL i wspotaut. 2004, GANTIER i
wspotaut. 2008). TLR7 i TLR8 zostaly tak-
ze opisane u wielu gatunkéw ryb. Zarowno
TLR7 jak i TLR8 wykazuja konstytutywna
ekspresje w roznych tkankach i narzadach
wliczajac w to narzady immunokompetent-
ne (np. nerka glowowa, Sledziona) (POYNTER
i wspotaut. 2015). Jak dotad nie opisano ja-
kie dokladnie ligandy sa wiazane przez TLR7
i -8 u ryb. Co ciekawe, wykazano, iz stymu-
lacja ryb poly I:C (kwas poliryboinozylowo-
:polirybocytydylowy) bedacym syntetycznym
analogiem dwuniciowego RNA, indukuje eks-
presje TLR7 i -8 u amura bialego i naleza-
cej do rodziny kulbinowatych Pseudosciaena
crocea, podczas gdy u ssakow nie obserwu-
je sie wplywu poly I:C na ekspresje TLR7 i
-8 (CHEN i wspétaut. 2013, QIAN i wspoétaut.
2013). CHEN i wspoétaut. (2013) prowadzac
badania polegajace na zakazaniu wirusem
GCRV komorek linii CIK (ang. C. idella kid-
ney) amura biatego z wylaczonym (knock-
-out) genem TLR8 wykazali, ze TLR8 u ryb
moze negatywnie regulowaé odpowiedz prze-
ciwwirusowa. Hipoteza ta wymaga jednak
dodatkowych badan. Z kolei SU i wspoétaut.
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(2015), ktorzy opisali polimorfizm pojedyn-
czych nukleotydow (ang. single nucleotide
polymorphism, SNP) w obrebie genu TLRS8
u amura biatego, wykazali zwiazek pomie-
dzy dwoma wariantami SNP a odpornoscia/
podatnoscia amura na zakazenie GCRV, co
potwierdza role TLR8 w odpornosci przeciw-
wirusowej u ryb. Aktywacja TLR7 i -8 u ryb
wymaga obecnosci dojrzalych endosomow, a
pobudzenie odpowiedzi immunologicznej jest
zalezne od biatka adaptorowego MyD88 i
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB
(Zuou i SUN 2015).

Rowniez liniowy dwuniciowy RNA (dsR-
NA) pochodzenia wirusowego jest ligandem
rozpoznawanym przez PRR. U ryb na po-
wierzchni komérek wystepuje TLR22, ktoéry
ma zdolno$é¢ wigzania dsRNA znajdujacego
sie w przestrzeni miedzykomoérkowej. TLR22
wystepuje tylko u ryb i w wyniku aktywa-
cji indukuje ekspresje IFN typu I (MATSUO
i wspoélaut. 2008). U turbota (Scophthalmus
maximus) opisano konstytutywna ekspresje
TLR22 w wielu réznych tkankach i narza-
dach zas najwyzszy poziom ekspresji tego
receptora wykazano w narzadach immuno-
kompetentnych (nerka glowowa, nerka, Sle-
dziona) (HU i wspétaut. 2015). Wzrost po-
ziomu ekspresji TLR22 jest indukowany w
wyniku stymulacji poly I:C, ale takze bakte-
ryjnym LPS, oraz podczas zakazenia iridowi-
rusem turbot reddish body iridovirus (HU i
wspolaut. 2015). Wykazano takze zaleZnosc
pomiedzy diugoscia fragmentu dsRNA rozpo-
znawanego przez TLR22, a poziomem akty-
wacji odpowiedzi przeciwwirusowej. Byla ona
najwyzsza przy zastosowaniu dsRNA o diu-
gosci 1000 pz (MATSUO i wspoélaut. 2008).
dsRNA jest rozpoznawany takze przez TLR3,
ktory u ssakow i ryb wystepuje zwiazany z
blong endosomalng. TLR3 rozpoznaje dsRNA
wewnatrz endosomoéw i indukuje ekspresje
cytokin prozapalnych oraz aktywuje odpo-
wiedz przeciwwirusowa. TLR3 wykazuje kon-
stytutywna ekspresje w wielu réznych tkan-
kach i narzadach ryb (POYNTER i wspétaut.
2015), a jego ekspresja ulega podwyzszeniu
pod wplywem stymulacji poly I:C oraz pod-
czas zakazenia wirusowego (HUANG i wspol-
aut. 2011, LIN i wspotaut. 2013, SAMANTA i
wspotaut. 2013). Nadekspresja TLR3 w linii
komoérkowej fladry japonskiej (ang: Japane-
se flounder kidney YO-K cells) stymulowanej
poly I:C, wplywa na wzrost ekspresji genow
kodujacych cytokiny prozapalne (HWANG i
wspoélaut. 2012), zas wylaczenie TLR3 (ang.
knock-down) in vivo u fladry japonskiej za
pomoca siRNA skutkuje obnizeniem aktyw-
nosci przeciwwirusowej w odpowiedzi na sty-
mulacje poly I:C (ZHOU i wspoétaut. 2014). W
przeciwienstwie do pozostalych TLR, TLR3
i TLR22 przekazuja sygnal wewnatrzkomor-

kowy z pominieciem biatka adaptorowego
MyD88. W ich przypadku glowna role w
transdukcji  sygnatlu wewnatrzkomorkowe-
go odgrywa biatko adaptorowe TRIF (ang.
TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-B). W wyniku przekazywania sy-
gnatu z biatka TRIF, dochodzi do aktywacji
NF-kB oraz IRF-3 i IRF-7 (ang. interferon
regulatory factor), co prowadzi do ekspres;ji
cytokin prozapalnych oraz IFN typu I (TAKE-
DA i AKIRA 2004).

Dodatkowo, w rozpoznawaniu zewnatrz-
komorkowego wirusowego dsRNA, a takze
DNA, zaangazowane sa receptory zmiata-
cze klasy A (ang. class A scavenger recep-
tor, SR-A), wystepujace na powierzchni ko-
morek. Receptory SR-A sa glikoproteinami
btonowymi typu II i u ssakéw wigza m.in.
zewnatrzkomoérkowy dsRNA, ktory nastepnie
ulega internalizacji do wnetrza endosomoéw,
gdzie moze byC rozpoznawany przez TLR3,
co prowadzi do aktywacji odpowiedzi prze-
ciwwirusowej (PEARSON 1996, DEWITTE-ORR i
wspoétaut. 2010). Tak wiec, rola SR-A w roz-
poznawaniu kwaséw nukleinowych wirusow
polega na ich wigzaniu na powierzchni ko-
morki, a nastepnie dostarczeniu do wnetrza
komorki, gdzie sa rozpoznawane przez inne
PRR. Receptory SR-A zostaly réwniez opisa-
ne u ryb (POYNTER i wspétaut. 2015), ale ich
funkcja w odpowiedzi immunologicznej jak
dotad nie zostala poznana. Wykazano obec-
nos¢ sekwencji kodujacych wybrane SR-A u
ryb, a analiza in silico wykazala, ze niektore
geny (np. SCARA3, -4, -5) sa konserwatywne
w badanych grupach ryb (WHELAN i wspol-
aut. 2012). Wykazano takze wzrost poziomu
ekspresji genow kodujacych niektore SR-A
(MARCO, SCARA3, -5 podczas zakazenia
bakteryjnego u Pseudosciaena crocea (HE i
wspoétaut. 2014).

Obecny w cytoplazmie wirusowy dsRNA
rozpoznawany jest takze przez opisany wcze-
$niej enzym PKR (LEMAIRE i wspoétaut. 2008)
oraz grupe receptorow cytoplazmatycznych,
nalezacych do RIG-I-podobnych receptorow
(RLR) i nalezacych do rodziny DExD/H-box
RNA helikaz, ktorych charakterystyke przed-
stawiamy ponize;j.

DExD/H-BOX RNA HELIKAZY

DExD/H-box RNA helikazy naleza do
nadrodziny 2 (ang. superfamily 2, SF2) he-
likaz (GORBALENYA i KOONIN 1993). Charakte-
ryzuja sie obecnoscia co najmniej 9 konser-
watywnych motywow (motyw Q, I, Ia, Ib, II,
I, 1v, V, i VI). Motyw II (tzw. motyw Walke-
ra B), charakteryzuje sie konserwatywnag se-
kwencje aminokwaséw: kwas asparaginowy
(D) - kwas glutaminowy (E) — jeden dowol-
ny aminokwas (x) — kwas asparaginowy (D)
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lub histydyna (H), od ktorej to wywodzi sie
nazwa tych bialek (DExD/H-box). Motyw II
razem z motywem [ (tzw. motyw Walkera A),
motywem Q oraz motywem VI jest odpowie-
dzialny za wiazanie i hydrolize ATP. Pozo-
state motywy biora udziat w wigzaniu RNA i
rozplatywaniu nici RNA (CORDIN i wspoétaut.
2006, LINDER 2000).

DExD/H-box RNA helikazy zostaly ziden-
tyfikowane we wszystkich komoérkach euka-
riotycznych i prokariotycznych, natomiast
brak jest ich u wiekszosci wiruséw (RANJI i
BORIS-LAWRIE 2010). U ssakéw opisano jak
dotad co najmniej 60 biatek z rodziny DE-
xD/H-box RNA helikaz, ktore zostaly sklasy-
fikowane w 4 grupach: receptory RIG-I-po-
dobne (RLR), grupa DEAH/RHA, grupa DE-
AD-box i biatka Ski2-podobne (JANKOWSKY i
FAIRMAN-WILLIAMS 2010). Biatka te odgrywaja
kluczowa role na wszystkich etapach me-
tabolizmu RNA w komorce, poczawszy od
transkrypcji i obrobki pre-mRNA, poprzez
transport RNA i biogeneze rybosomoéw, a
skonczywszy na translacji i degradacji RNA
(FULLER-PACE 2006, LINDER 2006). Dodatko-
wo, wiele z posréd DExD/H-box RNA helikaz
to biatka wielofunkcyjne, ktéore pelnia takze
role w regulacji cyklu komérkowego (SCHRO-
DER 2010), apoptozie (HAAS i POECK 2012),
rozwoju nowotworow (FULLER-PACE 2013) i
oczywiscie w odpowiedzi przeciwwirusowe;j.

RECEPTORY RLR W ODPOWIEDZI
PRZECIWWIRUSOWEJ

W obrebie RLR wyrézniamy 3 receptory:
(i) RIG-I (ang. retinoicacid-inducible gene I),
opisywane takze jako DDXS58 (ang. DEAD
(Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58), (ii)
MDAS (ang. melanoma differentiation-associ-
atedgene 5), znany tez jako IFIH1 (ang. in-
terferon-induced with helicase C domain 1)
lub RH116 (ang. RNA helicase 116), oraz
(iii) LGP2 (ang. laboratory of genetics and
physiology-2), znane tez jako DHXS58 [ang.
DExH (Asp-Glu-X-His) box polypeptide 58]
(LANGEVIN i wspoétaut. 2013).

Naturalnym PAMP rozpoznawanym przez
RLR jest dsRNA i ssRNA pochodzenia wi-
rusowego. RIG-I preferencyjnie rozpozna-
je krotkie fragmenty dsRNA o dlugosci 21-
27 pz, natomiast MDAS wiaze fragmenty o
dhugosci powyzej 2000 pz. RIG-I rozpozna-
je takze ssRNA i dsRNA posiadajace wol-
ne, nieostoniete czapeczka (cap) trzy reszty
fosforanowe na koncu 5’ (5’ppp), sekwencje
homopolinukleotydowe (poly(U/UC) lub po-
ly(AG/A)), ale takze dluzsze (okolo 100-400
pz) fragmenty dsRNA pozbawione S’ppp.
MDAS z kolei moze takze wigzac¢ tzw. RNA
web, czyli RNA o duzej masie czasteczkowej,
zawierajace zarowno regiony dsRNA, jak i

ssRNA, oraz mate dupleksy RNA. Wykazano,
ze RIG-I moze wiaza¢ ssRNA wiruséw o do-
datniej i ujemnej polaryzacji nici, natomiast
MDAS wiaze glownie ssRNA wiruséw o do-
datniej polaryzacji nici. Dla obydwu recepto-
row ligandem jest takze poly I:C, przy czym
RIG-I wiaze poly I:C o dlugosci okoto 300
pz, zas MDAS o dtugosci 4000-8000 pz. Z
kolei LGP2 wigze gléownie dsRNA, natomiast
w mniejszym stopniu S5’ppp ssRNA (FuLLAM
i SCHRODER 2013, JABLONSKA i PARADOWSKA
2014).

Receptory RLR w swojej budowie posia-
daja: (i) C-terminalna domene CTD (ang.
C-terminal domain) zawierajaca domene re-
presorowa/regulatorowa RD (ang. repres-
sory/regulatory domain), (iij domene DEAD
(RIG-I, MDAS) lub DExH (LGP2) o charakte-
rze helikazy zaleznej od ATP, wiazacej dsR-
NA, (iii) a RIG-I i MDAS zawieraja blizniacze
N-terminalne domeny aktywacji i rekrutacji
kaspaz (ang. caspase activation and recru-
itment domain, CARD), ktorych brak jest w
LGP2, i ktére odpowiedzialne sg za przesyla-
nie sygnalow wewnatrzkomoérkowych (Ryc. 3)
(AOKI i wspotaut. 2013, JABLONSKA i PARA-
DOWSKA 2014).

W formie nieaktywnej receptory RIG-I i
MDAS wystepuja w cytoplazmie w postaci
monomerow, a ich domeny CARD sa ma-
skowane i blokowane poprzez oddzialywanie
z domena o charakterze helikazy oraz dome-
na CTD. Po zwigzaniu odpowiedniego ligan-
da przez RIG-I i MDAS dochodzi do zmiany
konformacji przestrzennej receptora i odsto-
niecia domen CARD. Niezwykle waznym eta-
pem w aktywacji receptoréw RIG-I i MDAS
jest ubikwitynacja domeny CARD, polegaja-
ca na przylaczeniu czasteczek ubikwityny do
odslonietej domeny CARD w pozycji lizyny
63 (K63). Dodatkowo, w wyniku aktywacji,
receptory RIG-I i MDAS ulegaja oligomery-
zacji, co wplywa na zwielokrotnienie sity sy-
gnatu pochodzacego z jednej czasteczki RNA
(GIERYNSKA i SCHOLLENBERGER 2011, YONEY-

RIG-1 CARD Helikaza DEAD RD (CTD)
MDAS5 CARD Helikaza DEAD RD (CTD)
LGP2 Helikaza DExH RD (CTD)

(Ccaro Jrro |

Ryc. 3. Struktura receptoréw RLR oraz gléwnego
biatka adaptorowego IPS-1.

IPS-1

Opis w tekscie (wg AOKI i wspoétaut. 2013, zmodyfiko-
wana).
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AMA i wspétaut. 2015, RENIEWICZ i wspoélaut.
2016). Domeny CARD aktywowanych recep-
torow RIG-I i MDAS, tworzacych multimery,
oddziatuja z domena CARD biatka adaptoro-
wego IPS-1 (ang. IFN-B promotor stimulator
1), opisywanego takze skrotem MAVS (ang.
mitochondrial antiviral signaling protein),
VISA (ang. virus-induced signaling adapter)
lub Cardiff (ang. CARD adapter inducing
IFN-B). Biatko IPS-1 jest umiejscowione w
zewnetrznej blonie mitochondriéw i oproécz
domeny CARD, zawiera takze domene boga-
ta w proline (Pro) i mitochondrialng domeng
TM (YONEYAMA i wspotaut. 2015) (Ryc. 3).
Taka interakcja domen CARD receptora i
biatka adaptorowego uruchamia wewnatrz-
komoérkowa Sciezke sygnalizacyjna prowadza-
ca do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych
IRF-3 i IRF-7, ktére ulegaja translokacji do
jadra komoérkowego i indukuja ekspresje
IFN typu 1. Szczegolowe szlaki transdukcji
sygnatu po aktywacji RLR opisane zostaly
przez LANGEVINA i wspoétaut. (2013).

W zwiazku z brakiem domen CARD, sa-
dzi sie, ze LGP2, mimo iz wiaze wirusowy
dsRNA, to nie jest w stanie sam indukowac
przekazywania sygnalu na biatko adapto-
rowe IPS-1, a jego rola polega na kontroli
szlakéw sygnalowych indukowanych przez
aktywowane receptory RIG-I i MDAS. Po-
czatkowe badania wykazaly, ze LGP2 dziala
hamujgco na aktywacje odpowiedzi przeciw-
wirusowej przez RIG-I. LGP2 moze wigzac
dsRNA, przez co blokuje dostep do niego
RIG-1I, a wiec dziala na zasadzie konkurencji
o ten sam ligand, co moze doprowadzi¢ do
jego sekwestracji. Uwaza sie takze, ze LGP2
moze bezposrednio oddzialywa¢ z RIG-I i
blokowac¢ jego multimeryzacje, a co za tym
idzie, przekazywanie sygnatlu na IPS-1. Moze
takze laczy¢ sie z biatkiem IPS-1 i bloko-
wac jego laczenie sie z kolejnym bialkiem w
Sciezce sygnalnej (kinaza IKK-1), w wyniku
czego dochodzi do zahamowania przekazy-
wania sygnalu. Zwiekszona ekspresja LGP2
w komorce pod wplywem IFN typu I, dsRNA
czy zakazenia wirusowego wplywa na obni-
zenie ekspresji IFN typu I, RIG-I i MDAS.
Z drugiej strony, badania prowadzone na
myszach transgenicznych Lgp2/- wykazaly,
ze podczas zakazen niektorymi wirusami,
LGP2 moze wplywaé réwniez stymulujaco na
przekazywanie sygnalu w szlaku receptoréw
RLR. U myszy Lgp2/- obserwowano m.in. ob-
nizong produkcje IFN typu I podczas zaka-
zenia wirusem =zapalenia moézgu i miesnia
sercowego (ang. encephalomyocarditis virus,
EMCYV) (TAKEUCHI i AKIRA 2008, GIERYNSKA i
SCHOLLENBERGER 2011).

Obecnos¢ wysoce konserwatywnych se-
kwencji kodujacych RLR opisano u wielu
gatunkéw ryb doskonatokostnych, w tym u

ryb karpiowatych takich jak: danio pregowa-
ny, strzebla gruboglowa, amur biaty, lososio-
watych: losos atlantyckiego, pstrag teczowy,
a takze u fladry japonskiej (AOKI i wspoétaut.
2013, LANGEVIN i wspoétaut. 2013, POYNTER i
wspoétaut. 2015). Przy czym, o ile obecnosc
LGP2 i MDAS jest charakterystyczna dla
wszystkich ryb, to RIG-I znaleziono tylko u
ryb stosunkowo prymitywnych jak np. lo-
sosiowate czy karpiowate (AOKI i wspoétaut.
2013). Obecnosé¢ genéw kodujacych RIG-I
stwierdzono takze w genomie bezkregowcow,
a konkretnie ukwialu morskiego (Nematostel-
la vectensis) i jezowca purpurowego (Stron-
gylocentrotus purpuratus) oraz ryb celakanto-
ksztaltnych i miesnioptetwych. Wedtug Zou i
wspotaut. (2009), rodzina RLR wyewoluowala
od wspélnego przodka, a w trakcie ewolucji
po oddzieleniu kolcopletwych (Acanthoptery-
gii) od pseudokolcoptetwych (Paracanthop-
terygii), doszlo do utraty RIG-I. Co cieka-
we, wiekszos¢ gatunkéw ryb, u ktérych nie
stwierdzono obecnosci RIG-I, to ryby hodow-
lane, nalezace wlasnie do nadrzedu kolco-
ptetwych, a wiec ryb powstalych stosunkowo
niedawno (AOKI i wspétaut. 2013).
Konstytutywna ekspresje genow koduja-
cych RLR u ryb wykazano w bardzo wielu
tkankach, w tym we krwi, mozgu, skrzelach,
sercu, jelicie, nerkach (glowowej i wlasciwej),
watrobie, Sledzionie, grasicy i skorze (AOKI i
wspotaut. 2013). Dodatkowo, u niektérych
gatunkow ryb wystepuja po dwa warianty
RIG-I, MDAS i LGP2. U danio pregowanego,
po raz pierwszy u kregowcow, stwierdzono
wystepowanie RIG-I w dwoch formach: RIG-
-la (zawierajacy wstawke 38 aminokwasow w
N-terminalnej czesSci domeny CARD?2) i RIG-
-Ib (forma typowa) (ZOU i wspotaut. 2015).
Ekspresja genoéw kodujacych obie formy ule-
ga podwyzszeniu w komoérkowej linii ZF4
(ang. zebrafish embryonic fibroblast ZF4 cell
line) danio pregowanego pod wplywem za-
kazenia wirusem wiosennej wiremii karpia
(ang. spring viremia of carp virus, SVCV)
(Zou i wspétaut. 2015). Wylaczenie (knock-
-down) RIG-I w komoérkach tej linii, spowo-
dowalo obnizenie ekspresji genow IFN typu I
oraz zahamowanie odpowiedzi zapalnej pod-
czas zakazenia wirusem NNV (ang. nervous
necrosis virus) (CHEN H.-Y. i wspotaut. 2015).
Z kolei nadekspresja genu RIG-Ib w linii ko-
morkowej EPC (ang. epithelioma papulosum
cyprini) spowodowala podwyzszona ekspresje
genow [FN typu I oraz zwiekszona odpornoscé
komoérek na zakazenie wirusem SVCV, pod-
czas gdy w przypadku komoérek z nadekspre-
sja RIG-Ia nie obserwowano tego typu zmian.
Uwaza sie zatem, ze RIG-Ia pelni role wzmac-
niajaca w przekazywaniu sygnatu z komplek-
su RIG-Ib/IPS-1, zwiekszajac odpowiedz prze-
ciwwirusowa (ZOU i wspoélaut. 2015).
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Roéwniez MDAS u danio pregowanego
wystepuje w dwoéch wariantach transkryp-
cyjnych (MDAS5a i MDASD), powstatlych w
wyniku alternatywnego skladania genéw
(splicingu). Obydwa warianty ulegaja pod-
wyzszonej ekspresji w liniach komoérkowych
ryb pod wplywem wirusa SVCV i pobudzaja
odpowiedz przeciwwirusowa (ZOU i wspoétaut.
2014). Badania przeprowadzone na fladrze
japonskiej wykazaly, ze wylaczenie (knock-
-down) genu MDAS skutkowalo obnizeniem
aktywnosci przeciwwirusowej po stymulacji
poly I:C (ZHOU i wspoétaut. 2014).

Takze LGP2, u danio pregowanego i
pstraga teczowego, wystepuje w dwoch wa-
riantach (LGP2a i LGP2b) (CHANG i wspol-
aut. 2011, WANG i wspoétaut. 2015). W przy-
padku danio pregowanego zakazenie komo-
rek linii ZF4 wirusem SFV (ang. snakehead
fish vesiculovirus) powoduje podwyzszona
ekspresje LGP2a, natomiast nie wplywa na
ekspresje LGP2b (WANG i wspétaut. 2015).
U karpia (Cyprinus carpio L.) opisano pod-
wyzszona ekspresje LGP2 pod wplywem za-
kazenia wirusem CyHV-3 (ang. cyprinid her-
pesvirus 3, znanym takze jako KHV, ang.
koi herpesvirus) oraz w wyniku stymulacji
poly I:C (Cao i wspétaut. 2015). Co cieka-
we, nadekspresja LGP2 w linii komorkowe;j
CIK amura bialego hamuje replikacje wirusa
GCRV i wplywa na przezywalnos¢ komorek
(CHEN X. i wspotaut. 2015).

Mozna zatem stwierdzi¢, ze, podobnie jak
to mam miejsce u ssakéw, ekspresja RLR u
ryb zmienia sie pod wplywem zakazen wi-
rusowych, a takze po stymulacji poly I:C.
Zaskakujaco, zaréwno u ryb jak i ssakéw,
stwierdzono rowniez podniesienie ekspresji
RLR po stymulacji LPS lub w trakcie zaka-
zen bakteryjnych. Jednak mechanizm tego
zjawiska nie zostal jeszcze poznany.

DExD/H-BOX RNA HELIKAZY
NIENALEZACE DO RLR

W ostatnich latach odkryto, ze niektore
DExD/H-box RNA helikazy, nienalezace do
grupy receptorow RLR (ang. non-RLR RNA
helicases), maja réwniez zdolnos¢ wykrywa-
nia wirusowego RNA w komorce i aktywa-
cji syntezy IFN typu I, chociaz mechanizmy
ich dziatania nie sa jeszcze dobrze poznane.
Rola tych bialek w odpowiedzi przeciwwiru-
sowej byla jak dotad badana tylko z wyko-
rzystaniem ssaczych linii komorkowych.

W 2008 r. dwie grupy badawcze opubli-
kowaly w tym samym wydaniu The EMBO
Journal, niezalezne artykuly wskazujgce na
przeciwwirusowa funkcje biatka DDX3 (ang.
DEAD box protein 3) (SCHRODER i wspoétaut.
2008, SOULAT i wspolaut. 2008). Intensyw-
ne badania prowadzone glownie na ssa-

czych liniach komorkowych, zaowocowaty w
pozniejszych latach opisaniem dodatkowych
DExD/H-box RNA helikaz nienalezacych do
grupy RLR, a majacych wlasciwo$s¢ rozpo-
znawania poly I:C i pobudzenia ekspresji
IFN typu I. Sa to: DDX1 (ang. DEAD box
protein 1), DDX3 (ang. DEAD box protein 3),
DHX9 (ang. DEAH box protein 9), DDX21
(ang. DEAD box protein 21), DHX33 (ang.
DEAH box protein 33), DHX36 (ang. DEAH
box helicase 36) oraz DDX60 (ang. DEAD
box protein 60) (KiMm i wspoéotaut. 2010;
SCHRODER 2010; MIYASHITA i wspotaut. 2011;
ZHANG 1 wspotaut. 2011a, b; LU i wspoélaut.
2014; OsHIUMI i wspotaut. 2015).

Jak dotad rola tych biatek w odpowie-
dzi przeciwwirusowej u ryb nie byla jednak
badana. Ponizej przedstawiamy krétkie omo-
wienie dostepnych informacji na temat roli
biatek DDX1, DDX3 i DHX9, w odpowiedzi
przeciwwirusowej ssakow. Bardzo ciekawe
jest to, iz biatka te oprécz funkcji przeciw-
wirusowej, odgrywaja takze kluczowa role w
procesie replikacji wirusow (RANJI i BORIS-
-LAWRIE 2010, FULLAM i SCHRODER 2013). Ta
podwoéjna funkcja moze sSwiadczy¢ o tym, ze
helikazy te znajduja sie w centrum ,ewolu-
cyjnego wyscigu zbrojen” pomiedzy wirusami
a ukladem odpornosciowym gospodarza, co
czyni je tym bardziej interesujacym obiektem
badan.

Stwierdzono, ze DDX3 pobudza synteze
IFN typu I poprzez interakcje z kinaza IKKe
(SCHRODER i wspoétaut. 2008, GU i wspotaut.
2013) lub kinaza TBK1 (ang. TANK-binding
kinase 1) (SOULAT i wspétaut. 2008). Rola
DDX3, jako bialka rozpoznajacego poly I:C
w polaczeniu z receptorem RIG-I i MDAS,
zostala opisana przez OSHIUMI i wspolaut.
(2010) i uwaza sie, iz DDX3 uwrazliwia re-
ceptory RLR na wirusowe RNA na wczesnym
etapie zakazenia, gdy poziom tych recepto-
row jest nadal niski. Dodatkowo wykazano,
ze DDX3 aktywowany przez kinaze TBKI1
wiaze sie bezposrednio z promotorem genow
dla IFN typu I, w regionie wzmacniacza,
dzialajac jako regulator transkrypcji (SOULAT
i wspotaut. 2008). Zaobserwowano ponad-
to, ze DDX3 odgrywa wazna role w replika-
cji roznych wiruséow, m.in. HIV czy wirusa
zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C
virus, HCV) (ArRiuMI i wspoétaut. 2007, ISHAQ
i wspoétaut. 2008). W zwiazku z tym, prowa-
dzone sa intensywne prace nad opracowa-
niem terapii zmierzajacej do zablokowania
replikacji wirusa HIV poprzez inaktywacje
biatka DDX3 (RADI i wspétaut. 2012).

DDX1 i DHX9 rowniez rozpoznaja poly
I:C i wirusowe RNA w réznych populacjach
leukocytow ssakow (KM i wspoélaut. 2010;
ZHANG i wspoétaut. 2011la, b). Co cieka-
we, DDX1 tworzy kompleks z dwoma inny-
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mi DExD/H-box RNA helikazami: DDX21 i
DHX36. Helikazy te oddzialujg z biatkiem
adaptorowym TRIF i w ten sposéb aktywujq
szlaki sygnalu zwigzane z synteza IFN typu
I (ZuANG i1 wspotaut. 2011a). Z kolei DHX9
aktywuje synteze IFN typu I za posrednic-
twem IPS-1 (ZHANG i wspélaut. 2011b) lub
MyD88 (KM i wspoétaut. 2010).

RNA HELIKAZY W ODPOWIEDZI
PRZECIWWIRUSOWEJ
U BEZKREGOWCOW

U roslin i bezkregowcow (np. nicieni czy
owadow) wykazano, ze interferencja RNA
(RNAi) pelni bardzo wazna role w obronie
organizmu przed zakazeniami wirusowymi.
RNAi jest to zjawisko wyciszania ekspresji
genu przez krotkie fragmenty dsRNA o se-
kwencji homologicznej do sekwencji odpo-
wiedniego fragmentu w mRNA. Glownym
biatkiem zaangazowanym w ten proces jest
Dicer, ktory posiada wlasciwosci RNA heli-
kazy i pelni role receptora rozpoznajacego
wirusowe dsRNA w cytoplazmie. Biatko to
wystepuje takze u kregowcoéw i najnowsze
badania wskazuja, ze rowniez u ssakoéw pel-
ni ono role w odpowiedzi przeciwwirusowej,
chociaz ta funkcja nie jest tak dobrze po-
znana jak u bezkregowcow (MACKAY i wspol-
aut. 2014, MACHITANI i wspétaut. 2016).

Dicer nalezy do rodziny RNAz III i posia-
da domene zawierajaca motyw DExD/H-box
RNA helikazy, ktora jest bardzo zblizona
do odpowiedniego motywu wystepujacego w
RLR (RIG-I/MDAS/LGP2). Dzieki aktywnosci
RNAzy III, w pierwszej kolejnosci Dicer tnie
dsRNA pochodzenia wirusowego na kroétkie
fragmenty o dlugosci okolo 20-25 pz zwa-
ne siRNA (ang. small interfering RNA). Po-
wstale siRNA, w kolejnym etapie wykorzy-
stywane sa do wyciszania ekspresji genow
wirusowych z wykorzystaniem kompleksu
RISC (ang. RNA-induced silencing complex)
(MAcKAY i wspotaut. 2014, AHMAD i HUR
201595).

U roslin i u owadéw z rodzaju Drosophi-
la opisano po kilka biatek Dicer. U rzod-
kiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana)
scharakteryzowano 4 biatka Dicer-podobne
(DCL1-4), z ktorych DCL1 odpowiedzialny
jest za powstawanie micro RNA (micRNA),
zas DCL2-4 zaangazowane sa W rozpozna-
wania oraz ciecie wirusowego dsRNA, po-
wstawanie siRNA i tym samym odpowiedz
przeciwwirusowa (DELERIS i wspotaut. 2006,
DING i VOINNET 2007). Z kolei u Drosophi-
la wystepuja dwa biatka Dicer (Dicer-1 i
Dicer-2). Dicer-1 pelni role w powstawaniu
micRNA i nie posiada funkcjonalnej dome-
ny o charakterze helikazy, natomiast Dicer-2
pelni role receptora dla wirusowego dsR-

NA i zaangazowany jest w odpowiedZ prze-
ciwwirusowa (LEE i wspotaut. 2004, WANG
i wspotaut. 2006). Dicer-2 wiaze wirusowe
dsRNA i tnie go na krotkie fragmenty siR-
NA, ktore wraz z kompleksem RISC biorg
udzial w wyciszeniu genéw wirusowych. Co
ciekawe, u niektérych owadow (np. Culex
quinquefasciatus) wykazano, ze Dicer-2 moze
niezaleznie od szlaku RISC, pobudzac¢ do-
datkowo ekspresje biatka przeciwwirusowego
Vago, ktore jest wydzielane przez zakazone
wirusem komorki i aktywuje przeciwwiru-
sowe szlaki sygnalowe w sasiednich, nieza-
kazonych komorkach. Biatko to pelni zatem
podobna role jak IFN typu I u kregowcow
(PARADKAR i wspoétaut. 2012, 2014).

Nicien Caenorhabditis elegants posiada
tylko jedno biatko Dicer (DCR-1), ktoére za-
angazowane jest zarowno w powstawanie
siRNA z wirusowego dsRNA i odgrywa role
w odpowiedzi przeciwwirusowej, jak i pelni
funkcje w powstawaniu micRNA. Podczas
zakazenia wirusowego DCR-1 tnie wirusowe
dsRNA na pierwotne siRNA (ang. primary
siRNAs), ktore nastepnie sg wykorzystywa-
ne do powstawania wtornych siRNA (ang.
secondary siRNAs), skierowanych przeciw-
ko temu samemu fragmentowi wirusowe-
go RNA (PAK i FIRE 2007, SARKIES i MISKA
2013). Wtorne siRNA wzmacniaja efekt wy-
ciszania genow wirusowych i ich obecnosé
jest charakterystyczna dla grzybow, roslin i
nicieni, natomiast nie obserwuje sie ich wy-
stepowania w przypadku owadow i ssakéw
(AHMAD i HUR 2015). W przypadku nicieni,
do przeciwwirusowej aktywnosci interferen-
cyjnego RNA wymagane sa dodatkowe bial-
ka: DRH-1 i DRH-3 (ang. Dicer-related he-
licase-1 and -3). Biatka te wykazuja bardzo
duze podobienstwo do receptorow RIG-I/
MDAS, zaréwno w obrebie domeny helikazy,
jak i w obrebie domeny CTD, natomiast ich
domena NTD zawiera motywy specyficzne
dla nicieni i zwiazane z ich funkcja. DRH-1
jest niezbedne do procesu powstawania pier-
wotnych siRNA w odpowiedzi na egzogenne
RNA (np. dsRNA pochodzenia wirusowego),
natomiast nie jest konieczne do powstawa-
nia siRNA dla endogennych RNA. Mechani-
zmy wyjasniajace dlaczego DRH-1 jest za-
angazowane tylko w powstawanie siRNA z
egzogennego RNA nie sa wyjasnione. Uwaza
sie, iz biatko to moze dziala¢ na podobnej
zasadzie jak RIG-I, rozpoznajac charakte-
rystyczne struktury w egzogennym wiruso-
wym RNA (AHMAD i HUR 2015). DRH-3 u
C. elegants jest natomiast zaangazowane w
powstawanie wtérnych siRNA i tym samym
przyczynia sie do wyciszenia genéw wiruso-
wych. Wtorne siRNA, zwane takze 22G-RNA,
maja zwykle dlugos¢ 22 pz i charakteryzuja
sie obecnoscig guanozyny na koncy 5’. Po-
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wstaja przy udziale polimerazy RNA zaleznej
od RNA (ang. RNA-dependent RNA polyme-
rase, RARP) oraz kilku dodatkowych bialek,
w tym wilasnie DRH-3. Podobnie jak w przy-
padku DRH-1, dokladne mechanizmy dziata-
nia biatka DRH-3 nie sa jednak do konca
poznane (AHMAD i HUR 2015).

PODSUMOWANIE

Wirusowe kwasy nukleinowe (DNA i RNA)
sa rozpoznawane w oparciu o ich struktu-
re, subkomorkowa lokalizacje, a nawet ich
sekwencje, przez szereg receptoré6w odpor-
nosci wrodzonej. U kregowcow (w tym takze
u ryb) rozpoznanie wirusowych kwasow nu-
kleinowych prowadzi do produkcji IFN typu
I oraz cytokin prozapalnych. Dodatkowo, u
ssakéw aktywacji ulegaja réwniez IFN typu
I (A), ktore jak dotad nie zostaly opisane u
ryb. Aktywnos¢ biologiczna IFN-A jest podob-
na do aktywnosci IFN typu I. Aktywuja one
komoérki do syntezy szeregu bialek przeciw-
wirusowych, ktére wplywaja na zahamowanie
zakazenia wirusowego (BANDURSKA i wspoélaut.
2014). U bezkregowcow, ale takze u roslin,
istotnym elementem w odpowiedzi przeciwwi-
rusowej jest interferencja RNA (RNAi), ktéra
prowadzi do wyciszenia genow wirusowych.
Receptory rozpoznajace wirusowe dsRNA u
tych organizméw maja podobna strukture
do receptoréw RIG-I-podobnych, opisanych u
kregowcow. Uwaza sie, ze u kregowcow RNAi
w odpowiedzi przeciwwirusowej nie odgrywa
tak duzej roli jak u bezkregowcow, glownie
ze wzgledu na powstanie i sprawne funk-
cjonowanie systemu IFN typu I w tej grupie
zwierzat. Ryby, ktore sa pierwszymi kregow-
cami z pekli rozwinietym ukladem odporno-
Sciowym wrodzonym i nabytym, stanowia do-
skonaly model do badania ewolucji mechani-
zm6w odpornosci u kregowcow.

Streszczenie

Kluczowym etapem nieswoistej reakcji odpornoscio-
wej organizmu na zakazenie wirusowe jest szybkie wy-
krycie obecnosci wirusow w komorce i aktywacja synte-
zy interferonow (IFN) typu I. Wirusowe kwasy nukleino-
we (DNA i RNA) sa gléownymi strukturami pochodzenia
wirusowego rozpoznawanymi przez receptory wrodzonego
uktadu odpornosciowego. Wsrod receptorow rozpoznaja-
cych te struktury bardzo istotna role odgrywaja recep-
tory Toll-podobne (TLR) i RIG-I-podobne (RLR). Wiele z
tych receptoréw opisanych u ssakow wystepuje takze u
ryb, chociaz z drugiej strony ryby posiadaja takze recep-
tory, ktore nie zostaly zidentyfikowane u ssakoéw. Ryby,
ktore sa pierwszymi kregowcami z pelni rozwinietym
ukladem odpornosciowym wrodzonym i nabytym, stano-
wia doskonaly model do badania ewolucji mechanizmow
odpornosci u kregowcow. W pracy przedstawiono recep-
tory rozpoznajace wirusowe kwasy nukleinowe opisane
u ryb oraz glowne biatka adaptorowe biorace udzial w
przekazywaniu sygnalu wewnatrzkomorkowego w celu
aktywacji syntezy IFN typu I i cytokin prozapalnych.
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RECEPTORS RECOGNIZING VIRAL NUCLEIC ACIDS DURING IMMUNE RESPONSE OF FISH

Summary

Recognition of the non-self signature of invading viruses is a crucial step for the initiation of the anti-viral in-
nate immune defense mechanisms including interferon (IFN) type I production. Viral nucleic acids occur the main
virus-derived structures to be recognized by the receptors of the innate immune system. There are a number of
receptors that recognize viral nucleic acids among which the most important are Toll-like receptors (TLR) and RIG-
I-like receptors (RLR). Many of those receptors described in mammals have been also found in fish, although fish
possess some specific receptors which have not been characterized in mammals. Teleost fish represent a relevant
model for the study of the core immune mechanisms activated by viral infections. In this work we review the cur-
rent knowledge about the fish receptors for viral nucleic acids and the main adaptor proteins involved in signaling
pathways for the activation IFN type I and pro-inflammatory cytokine synthesis.
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