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Streszczenie

Wprowadzenie: Proces degradacji biatek zalezny od retikulum endoplazmatycznego (ang.
endoplasmic-reticulum-associated protein degradation - ERAD) odgrywa istotng rolg w
utrzymaniu stanu homeostazy wewnatrzkomorkowej 1 dotyczy przede wszystkim bialek, ktore
nie uzyskaly posttranslacyjnie prawidlowej konformacji. Mechanizm ten moze zostaé
wykorzystany przez wirusy, zwykle celem uniknig¢cia detekcji przez uktad odpornosciowy
gospodarza. Zaleznie od typu wirusa, rodzaj i sposob degradacji bialek bywa odmienny.

Cel pracy: Celem pracy jest przedstawienie mechanizmu ERAD oraz jego znaczenia dla cyklu
infekcyjnego wybranych czasteczek wirusowych. Doktadne poznanie tego procesu moze istotnie
przyczyni¢ si¢ do wskazania potencjalnie skutecznych, nowych przeciwwirusowych rozwigzan
terapeutycznych.

Skrdécony opis stanu wiedzy: W pracy omoéwiono mechanizm ERAD 1 jego wykorzystanie
przez: Poliomawirusy (BK i SV-40), Herpeswirusy (Cytomegalowirus), Retrowirusy (HIV-I)
oraz Hepadnawirusy (HBV).

Podsumowanie: Znaczenie ERAD w cyklu infekcyjnym wiruséw jest niezwykle istotne w
przebiegu zakazenia. Nalezy dalej bada¢ mozliwo$¢ wykorzystywania ERAD przez inne rodzaje
wirusow. Warto rdwniez monitorowa¢ skuteczno$¢ inhibitorow proteasomu jako potencjalnych

lekow w walce z chorobami wirusowymi.

Stowa kluczowe: ERAD, Herpeswirusy, HBV, HIV-I, Poliomawirusy, retikulum

endoplazmatyczne
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Summary

Introduction: The endoplasmic-reticulum-associated protein degradation (ERAD) pathway plays
an important role in maintaining intracellular homeostasis and primarily affects proteins that have
not achieved correct post-translational conformation. ERAD can be also exploited by viruses,
usually in order to avoid detection by the host's immune system. Depending on the type of virus,
the character and manner of protein degradation may be different.

Aim of the study: The aim of this paper is to present the ERAD mechanism and its importance
for the infection cycle of select viral particles. Gaining knowledge about this process can help to
identify potentially effective new antiviral therapies.

Short description of state of knowledge: The ERAD mechanism and its utilization by:
Poliomaviruses (BK and SV-40), Herpesviruses (Cytomegalovirus), Retroviruses (HIV-1) and
Hepadnaviruses (HBV) are discussed in the paper.

Summation: The ERAD process in the viral infection cycle is extremely important. The
possibility of using ERAD by differnet viruses should be further investigated. It could be also
useful to exploit proteasome inhibitors as potential drugs in the fight against viral diseases.

Key words: ERAD, Herpesviruses, HBV, HIV-1, Poliomaviruses, endoplasmic reticulum
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Wprowadzenie

Retikulum endoplazmatyczne to dwuwarstwowa blona, wewnatrz ktorej wystepuja
odrebne domeny, ksztattowane przez: interakcje z cytoszkieletem, biatka stabilizujgce membrang
1 homotypowa fuzje [1]. Jest jednym z organelli w komdrkach eukariotycznych, potrzebnym do
petnienia funkcji takich jak: transport wewnatrzkomorkowy, podziat cytoplazmy na przedziaty,
udzial w syntezie bialek, steroidow i tluszczy [2], uwalnianie i gromadzenie jonéw wapnia (co
jest procesem kluczowym dla prawidtowego fatdowania biatek) oraz uczestnictwo w apoptozie
komorki [3]. Struktura retikulum zostata zwizualizowana za pomocg mikroskopu elektronowego,
gdzie najwicksza roznice zaobserwowano miedzy gtadka, a szorstka siateczka srodplazmatyczna.
Szorstka siateczka §rodplazmatyczna ma strukture ziarnista ze wzgledu na obecno$¢ rybosomow
na jej powierzchni, natomiast gladkie retikulum jest bardziej pofaldowane. Pomiedzy szorstka, a
gladka siateczka wystepuje struktura o charakterze przejsciowym. Oba rodzaje siateczki
posiadaja podobny zestaw biatek btonowych, jednak niektére z nich zaangazowane w proces
translokacji lub obrobki nowo zsyntetyzowanych biatek sg obecne tylko na siateczce szorstkiej.
Gladkie retikulum endoplazmatyczne petni odmienng role w zalezno$ci od typu tkanki, np. w
komoérkach watroby bierze udzial w detoksykacji substancji hydrofobowych, a w migsniach

odpowiada za uwalnianie jono6w wapnia [4].

Siateczka srodplazmatyczna kontaktuje si¢ z innymi blonowymi organellami
komorkowymi takimi jak: blona komorkowa, mitochondria, aparat Golgiego, endosomy,
peroksysomy, ciatka ttuszczowe [1]. Pelni role ,,portu” dla wigkszosci nowo syntetyzowanych
biatek. Czasteczki, ktore nie podlegaja zwigzaniu z siateczka, sg transportowane w formie
pecherzykéw do aparatu Golgiego, gdzie zapada decyzja o ich dalszym losie. W jej wyniku,

biatka zostaja przekazane do odpowiedniego miejsca w komorce lub podlegaja sekrecji [5].

Aktualnie uznaje sie, ze az 30% nowo zsyntetyzowanych bialek jest nieprawidtowo
sfaldowana. Produkty takie nie mogg samodzielnie zmieni¢ swojej konformacji, przez co nie

petnia swojej funkcji [6].

Jedna z podstawowych funkcji ER jest weryfikacja pofaldowania bialek. Proces
kontrolny ERQC (ang. Endoplasmic Reticulum Quality Control) obejmuje rozpoznanie bialek o

wadliwej konformacji i przekazanie ich na droge degradacji [6].
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Kontrola biatek po obrobce potranslacyjnej (ERQC) odbywa si¢ przed ich transportem
do wlasciwego miejsca w komorce. Biatka nieprawidlowo sfaldowane, rozpoznane w trakcie
kontroli, podlegaja naprawie lub przekazaniu na droge degradacji z wykorzystaniem szlaku
ERAD. Mechanizm procesu kontroli jakosci bialek ERQC nie jest w pelni wyjasniony, natomiast
wyodrgbniono poszczegodlne etapy procesu. Wyrdznia si¢ trzy punkty kontrolne ERQC, ze
wzgledu na roéznorodno$¢ substratow ERAD. Biatka moga by¢ rozpuszczone w cytozolu lub

zwigzane z ER, dodatkowo uwzglednia si¢ budowe domen bialka.
Punkty kontrolne ERQC:

1. Punkt kontrolny ERAD — C: kontrola domen cytozolowych bialek blonowych. Wykrycie

nieprawidlowosci prowadzi do degradacji biatka

2. Punkt kontrolny ERAD — L: kontrola domen luminalnych bialek blonowych zwigzanych 1
rozpuszczonych w ER (nie zawierajagcych domen cytozolowych), podobnie jak ERAD — C
prowadzi do degradacji biatka

3. Punkt kontrolny ERAD — M: monitoruje domeny blonowe biatek. Nie jest doktadnie poznany.

Funkcje kontroli moze rowniez spetnia¢ aparat Golgiego, szczegblnie podczas stresu retikulum

endoplazmatycznego [7].

Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie mechanizmu ERAD ze szczegdlnym
naciskiem na model ERAD I oraz jego znaczenia dla cyklu infekcyjnego wybranych czasteczek
wirusowych. Doktadne poznanie tego procesu moze istotnie przyczyni¢ si¢ do wskazania

potencjalnie skutecznych, nowych przeciwwirusowych rozwigzan terapeutycznych.

Skrocony opis stanu wiedzy

Proces ERAD zachodzi w komorkach eukariotycznych. Jest to mechanizm
konserwatywny ewolucyjnie [6]. Podczas procesu ERAD biatka niesfatdowane lub sfaldowane

niepoprawnie sg rozpoznawane oraz degradowane, a calo$¢ procesu mozna podzieli¢ na cztery

611



etapy:  rozpoznanie  substratu,  retrotranslokacja = wzdluz  membrany  retikulum

endoplazmatycznego, poliubikwitynacja i degradacja przez proteasom [8].
Wyrézniamy dwa modele degradacji biatek z udziatem retikulum endoplazmatycznego:

1. ERAD (I) (ubikwityna/proteasom), obejmujacy proces ubikwitynacji i degradacji btednie

sfaldowanych biatek w proteasomach komoérkowych

2. ERAD (II) (autofagia/lizosom), ktéry aktywuje proces autofagocytozy, uczestnicza w nim

enzymy lizosomalne

Oba modele zaleza od retrotranslokacji substratow ERAD z retikulum do cytoplazmy z pomoca

kompleksu Cdc48p-p97 [2].

Model ERAD (I) jest czgsciej wykorzystywany, schemat jego dziatania i budowy, zostanie

opisany szczegblowo w dalszej czesci pracy.

Model ERAD (II) polega na degradacji biatek za pomoca autofagocytozy. W komorce powstaja
pecherzyki otoczone dwuwarstwowa btong zwane autofagosomami, osiggajace wielkos¢ 300-

900nm. Zawarto$¢ autofagosoméw podlega hydrolizie za pomocg lizosoméw [9].

Zdarza si¢, ze proces degradacji biatek w mechanizmie ERAD jest nieskuteczny,
szczegolnie gdy biatko nie ulegnie sfaldowaniu w odpowiednim czasie. Rezultatem tego jest
nieefektywna retrotranslokacja oraz brak degradacji biatka przez proteasom. Niefunkcjonalny
proces ERAD jest zwigzany z takimi chorobami jak: zesp6t Alzheimera, zespot Parkinsona,

mukowiscydoza, cukrzyca 1 niektore nowotwory [6].

Podstawowym warunkiem dla zajscia ERAD jest translokacja bialka wzdluz blony
retikulum endoplazmatycznego. Translacja wigkszosci z biatek transbtonowych wymaga
rozpoznania hydrofobowego peptydu sygnatowego (SP) przez czynnik SRP polaczony z
rybosomem. Czasteczka (SRP) jest zwigzana z kompleksem Sec61 [6]. Sec61 jest heterotrimerem
zbudowanym z trzech jednostek Sec61a, Sec61p i Sec61y, ktdre tworza kanaly transportowe dla
nieprawidlowo sfaldowanych bialek [10]. Identyfikacja bialka odbywa si¢ na podstawie
rozpoznania nieprawidtowych reszt weglowodanowych lub niewlasciwego sparowania wigzan
disiarczkowych, czego skutkiem jest nieprawidtowa ekspozycja cze$ci hydrofobowej biatka.
Hydrofobowe fragmenty biatka powinny znajdowac¢ si¢ po wewnetrznej stronie sfaldowanego

tancucha polipeptydowego [8].
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Proces ERAD jest istotny dla prawidlowego funkcjonowania komorki, jednak wcigz

wiele etapow tego mechanizmu nie zostalo dobrze scharakteryzowanych i opisanych [6].

W niniejszej pracy omowiony zostanie model ERAD I ze wzgledu na czestsze wykorzystywanie

go przez komorki.

Etapy ERAD - rozpoznanie substratu

W rozpoznaniu substratu uczestniczg biatka opiekuncze (ang. chaperons). Biatka
nieprawidlowo sfatldowane wigza si¢ z biatkami opiekunczymi (OS-9, osteosarcoma 9; XTP-3B,
XTP3-transactivated gene B protein; BiP, binding immunoglobulin protein; EDEM 1-3, ER
degradation-enhancing o-mannosidase-like protein; Herp, homocysteine-induced endoplasmic
reticulum protein), ktore transportuja je do kompleksu ERQC, gdzie nast¢pnie niektére z nich
przenoszone s3 z retikulum do proteasomu. Biatka opiekuncze zapobiegaja agregacji bialek

przeznaczonych do degradacji [11,12].

Alternatywnie, rozpoznanie substratu moze nastgpi¢ w udziatem mniej znanych biatek
opiekunczych — lektyn. Lektyny rozpoznajg substraty glikozylowane [13]. Biatka moga by¢ O-
mannozylowane lub N-glikozylowane. Oba typy glikozylacji wprowadzane s3 jako modyfikacje
ko-translacyjne 1 sg zwigzane z translokonem, strukturg odpowiedzialng za transport biatek przez
btong ER w kierunku cytoplazmy. O-mannozylotransferaza (PMT) 1 oligosacharylotransferaza
(OST) to transbtonowe biatka katalizujagce reakcje dodawania weglowodanoéw do reszt argininy w
tancuchach polipeptydowych. Glikozylacja jest jednym z wyznacznikéw prawidtowego
faldowania biatka [6]. N-glikozylacja polega na dodaniu do bialek tancuchow
oligosacharydowych zawierajacych: dwie reszty N-acetyloglukozaminy, trzy reszty glukozy oraz
dziewig¢ reszt mannozy [13]. Dwie reszty glukozy oddziatuja z lektynami: kalneksyng 1
kalretikuling, ktore utatwiajg faldowanie biatek. Prawidlowo sfaldowane bialko opuszcza ER,
natomiast do bialek niepoprawnie sfaldowanych przylacza si¢ UDP-glukoza (urydyno-5'-
difosforan-glukoza). Umozliwia ona ponowng asocjacj¢ z lektynami, kalaneksyng oraz
kalretikuling, 1 pozwala poprawi¢ nieprawidtowo sfaldowang struktur¢ biatka. Biatka s3
ponownie fatdowane az do usunigcia trzech lub czterech czasteczek mannozy (zazwyczaj sg to 1-
2 cykle). Jezeli biatka nadal s nieprawidlowo sfaldowane, zostaja skierowane na droge

degradacji. W usuwaniu mannozy biorg udzial mi¢dzy innymi biatka EDEM [6].
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Réwnie wazne sg enzymy z grupy foldaz np. rodzina izomeraz peptydylodisiarczkowych
(PDI). Odgrywaja one istotng role¢ w procesie fatdowania biatek - katalizuja wymiang mostkow
disiarczkowych [11].

Etapy ERAD - retrotranslokacja

Retrotranslokacja, proces przeciwstawny do translokacji, polega na kierowaniu
nieprawidlowo sfaldowanych bialek z retikulum endoplazmatycznego do cytozolu w celu ich

degradacji przez proteasom [14].

Peptydy przechodzac przez specjalne kanaly translokacyjne zwane retrotranslokonami,
ulegaja retrotranslokacji zaleznej od energii [15]. W procesie uczestniczy biatko p97, nalezace do
rodziny bialek AAA (ATPazy zwigzane z roznymi czynno$ciami komorki). Jest heksamerem,
zaleznym od jonéw Mg”’, bioracym udzial w degradacji migdzy innymi bialek SNARE,
(uczestniczacych w rozpoznawaniu 1 fuzji pecherzykow z blong komorkows), fuzji
homotypowych blon oraz aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z btonami (ang.
membrane-bound transcription factor) [16]. ATPaza p97 jest dalej wykorzystywana przez UBX,

domeng bialowa w szlaku ubikwitynacji.

Wciaz nie poznano doktadnej budowy retrotranslokonu, ani sposobu w jaki substraty
ERAD s3 transportowane wzdtuz btony ER w jego poblize [15]. Istnieja trzy teorie na temat jego
budowy.

Pierwsza z nich zaklada, Ze kanaly tworzone sg przez kompleks Sec61. Istnieja dowody,

ze transport czasteczek w translokonie Sec61 moze odbywac si¢ w obu kierunkach [15].

Druga teoria zaktada wykorzystanie bialek z rodziny Derlin (Derlin 1,2,3). Przypuszcza
sie, Zze moga stanowi¢ one elementy jego struktury, lub pehi¢ funkcje regulujace jego dziatanie
[6]. Derliny sa to biatka integralne, zawierajace domeng o ksztalcie rombu [15]. Sg spokrewnione
mi¢dzy innymi z bialkiem RHBDL4 — romboidalng proteaza, bialkiem transbtonowym,
rezydujacym na powierzchni ER, posredniczacym w degradacji r6znych biatek. Biatka Derlin w
przeciwienstwie do RHBDL4 nie wykazuja aktywnos$ci proteolitycznej, wigc prawdopodobnie
wiaza si¢ z substratem ERAD i kieruja go do ligazy E3 w celu ubikwitynacji, a nast¢pnie do
biatka p97 [6].
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Trzecia teoria dotyczy wykorzystania specyficznej ligazy E3. Niewatpliwy jest udziat
ligazy E3 w poliubikwitynacji, jednak duza ilo$¢ przezbtonowych domen w budowie enzymu

powoduje, ze moze stuzy¢ rowniez jako ,,tunel” dla substratow ERAD [15].

Etapy ERAD - ubikwitynacja

Ubikwityna to niewielkie biatko globularne, zbudowane z 76 aminokwaséw, o masie 8,6
kD. Moze wystepowa¢ w formie wolnej lub zwigzanej. Jest jednym z najbardziej
konserwatywnych ewolucyjnie biatek. Wystepuje tylko w komorkach eukariontow [17].
Organizmy prokariotyczne nie posiadaja czasteczek analogicznych pod wzgledem funkcji do
ubikwityny. Natomiast biatka bakteryjne ThiS i MoaD, odpowiadajace za wbudowanie siarki do
zwigzkoéw organicznych np. kofaktorow tiaminy, maja podobng struktur¢ do ubikwityny [18]. W
sklad centrum aktywnego proteiny wchodza aminokwasy: Leu-Arg-Gly-Gly. W wigzaniu z
substratem przeznaczonym do degradacji bierze udziat glicyna z 3’ konca ubikwityny oraz grupa

g-aminowa drugiego biatka [17].

Ubikwitynacja jest potranslacyjnym procesem zachodzacym w cytoplazmie lub jadrze
komorkowym jako kaskada reakcji [19]. Mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje ubikwitynacji.
Monoubikwitynacja, gdy do bialka zostaja dotagczone monomery ubikwityny. Przytaczeniu moze

podlegac kilka czasteczek ubikwityny, ale nie moze zosta¢ wytworzony z nich tancuch.

Z kolei poliubikwitynacja polegajaca na dotaczeniu tancuchéw ubikwityny, w ktorych
formowaniu uczestniczg reszty lizynowe znajdujace si¢ w pozycjach 6, 11, 27, 29, 33, 48 1 63

[20].

Pierwszym etapem ubikwitynacji jest aktywacja ubikwityny przez enzym E1. Sekwencja
aminokwasowa biatka E1 jest wysoce konserwatywna. Delecja genu UBA1 (kodujacego enzym
El) u drozdzy jest letalna, co podkresla istotng role ubikwitynacji. Bialka z rodziny ubikwityny
takie jak: ubikwityna, NEDDS, SUMO, APGI12, UFMI1 oraz ISG15 posiadaja wlasne
odpowiedniki enzymu E1. Odkryto réwniez enzym UBE1L2, ktory potrafi aktywowac¢ wigkszo$¢
biatek z rodziny ubikwityny zar6wno w warunkach in vivo jak i in vitro. W czasie aktywacji
tworzone jest wysokoenergetyczne wigzanie pomigdzy glicyng obecng na 3’ koncu ubikwityny, a

obecng w centrum aktywnym enzymu E1 cysteing [21].
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W nastepnej kolejnosci aktywnej ubikwityna przenoszona jest na enzym E2
(koniugujacy aktywna ubikwityne). W procesie ERAD funkcj¢ enzymu E2 pelnig biatka Ubc6p 1
Ubc7p (kiedy funkcje ligazy spetnia biatko DoalOp) oraz Ubclp i Ubc7p (kiedy funkcje ligazy
pei biatko Hrd1p, u ssakéw SEL1L) [19].

Kolejnym etapem jest dostarczenie ubikwityny do biatka docelowego, ktore moze
zachodzi¢ bezposrednio z udzialem enzymu E2 lub za pomoca enzymu E3 (ligaza ubikwitylowa).
Funkcja enzymu jest rozpoznanie substratu ERAD oraz dolgczenie do niego tancucha
poliubikwitynowego [17]. U drozdzy funkcje enzymu E3 pelnig biatka DoalOp oraz Hrd1p, s3 to

biatka btonowe retikulum endoplazmatycznego, nalezace do rodziny ligaz RING [19].

W przypadku poliubikwitynacji caly proces jest kilkukrotnie powtarzany, w celu

utworzenia tancucha zbudowanego z czterech lub wigcej reszt ubikwityny [17].

Etapy ERAD - degradacja w proteasomach

Ostatnim etapem ERAD jest degradacja bialka przy pomocy proteasomu, czyli
kompleksu biatkowego o cylindrycznym ksztalcie, ztozonego z wielu podjednostek, ktory
wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng. Peptydy poddane ubikwitynacji, sa rozpoznawane przez
proteasom 26S zbudowany z rdzenia 20S o aktywnosci proteolitycznej oraz z dwoch
podjednostek o funkcji regulatorowej 19S [2,17]. W transporcie substratu do proteasomu
prawdopodobnie bierze udzial kompleks biatek, obejmujacy m.in. biatka: BAG6, Ubl4a (biatko
ubikwityno-podobne 4A), transblonowe domeny rozpoznajace kompleks 35 (T35) oraz SGTA,
mate biatko tetrapeptydowe, bogate w glutaming, zawierajace powtorzenia, ktore zapobiegaja

agregacji substratow ERAD w cytoplazmie [8].

Po umieszczeniu substratu w proteasomie, nastepuje jego deubikwitynacja, polegajaca
na odszczepieniu tancuchow ubikwitylowych. Proces jest zalezny od pokladow energii
pochodzacych z hydrolizy ATP. W tym celu do enzyméw deubikwitylujacych przylacza sie
biatko p97 [6]. Odzyskane z tancuchow czasteczki ubikwityny, moga zosta¢ wykorzystane
ponownie. Koncowym etapem jest proteoliza biatka do oligopeptydow i1 pojedynczych

aminokwasow [17].
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Stres retikulum endoplazmatycznego

Stres retikulum endoplazmatycznego jest rodzajem dysfunkcji tego organellum powodowanym

przez wiele czynnikdéw np.:

- hipoksje¢ czyli niedobdr tlenu w komorkach spowodowany zmniejszong dyfuzja tlenu w ptucach

lub nieefektywnym transportem tlenu z krwig do tkanek;

- zmniejszenie ilosci jonow wapnia w ER. Czynniki odpowiadajace za rownowage ilosci jonow
wapnia takie jak tapsygargina hamuja dziatanie zaleznych od ATP kanaléw wapniowych w

siateczce §rodplazmatycznej (ang. sarco/endoplasmic reticulum Ca*” ATPase, SERCA) [22];
- infekcje wirusowe

- czynniki zaburzajace proces glikozylacji bialek. Tunikamycyna blokuje N-glikozylacje biatek.
W modelach doswiadczalnych zaprojektowanych przez B. Nami i wsp. byla stosowana jako
induktor odpowiedzi przeciw blednie sfatdowanym biatkom (UPR). Tunikamycyna wytwarzana

jest przez bakterie, miedzy innymi: Streptomyces clavuligerus 1 Streptomyces lysosuperficus [23].

- czynniki zaburzajace transport pgcherzykowy migdzy ER, a aparatem Golgiego; Brefeldyna A
(ang. Brefeldin A, BFA), makrocykliczny lakton, substancja wytwarzana z kwasu
palmitynowego, jest to toksyna pochodzenia grzybowego, pierwotnie wyizolowana z Penicillium
brefeldianum. Dziatanie toksyny powoduje zaburzenie transportu biatek pomigdzy ER, a

aparatem Golgiego 1 w rezultacie wydzielane biatka trafiaja ponownie do ER [24].

Efektem zaburzenia prawidtowej pracy ER na skutek wystapienia w/w zdarzen jest
nagromadzenie si¢ nieprawidlowo lub catkowicie niesfaldowanych bialek w siateczce
Srddplazmatycznej [2]. W rezultacie komoérka aktywuje mechanizm zwany odpowiedzig
przeciwstresowg retikulum endoplazmatycznego (ang. ER stress response). Uwalniane sg biatka
opiekuncze ER, czynniki ERAD oraz czynniki hamujgce translacje, majace na celu zahamowac

synteze bialek 1 zmniejszy¢ obcigzenia ER [25].

Nieprawidtowa odpowiedz przeciwstresowa retikulum endoplazmatycznego moze by¢
rezultatem: starzenia, mutacji genetycznych oraz czynnikéw Srodowiskowych i prowadzi do
rozwoju réznych chorob, nazywanych chorobami konformacyjnymi. Choroby konformacyjne

oraz inne choroby zwigzane ze stresem retikulum endoplzamatycznego to m.in.:
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- choroby neurodegeneracyjne: choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, choroby ekspansji
poliglutaminowych (ang. PolyQ disease), Pelizacusa-Merzbachera (PMD), choroby prionowe,

stwardnienie zanikowe boczne, gangliozydoza typu pierwszego (GM1);

- cukrzyca — wykazano zwigzek miedzy stresem ER, a cukrzycg insulinozalezng; na stres ER

narazone sg komorki f wysp trzustkowych, produkujace duze iloéci insuliny;

- miazdzyca — jednym z czynnikbw powodujacych miazdzyce jest wysokie stezenie

homocysteiny, co wywotuje stres ER;

- niedokrwienie i choroby serca — wykazano zwigzek pomigdzy nadekspresja biatek
opiekunczych w trakcie stresu ER, a indukowang stresem ER apoptoza kardiomiocytow, ktora

prowadzi do przerostu migsnia sercowego;

- choroby watroby — spozywanie alkoholu indukuje powstawanie stresu ER, dokladny

mechanizm w jakim dochodzi do jego generowania nie zostat jeszcze poznany;

- choroby nerek — leki przeciwbolowe i1 przeciwgoraczkowe przyczyniaja si¢ do uszkodzenia
nerek. Jednym z mechanizmoéw, ktore wywoluja w/w uszkodzenie jest stres ER; aktywacja szlaku

PERK przyczynia si¢ do uszkodzenia komorek nabtonka, z ktorego zbudowany jest ktebuszek.

OdpowiedZz przeciwstresowa retikulum endoplazmatycznego, ktéra funkcjonuje
prawidlowo pozwala na naprawienie szkod stresu, umozliwia utrzymanie homeostazy oraz chroni

narzady przed uszkodzeniem [25].

Odpowiedz przeciw blednie sfaldowanym bialkom (ang. Unfolded Protein Response — UPR)

Mechanizm UPR jest odpowiedziag komoérki na stres powigzany z retikulum
endoplazmatycznym. Zostaje aktywowany w wyniku akumulacji nieprawidlowo sfaldowanych
biatlek na blonie siateczki S$rodplazmatycznej. Do podstawowych celow UPR nalezy:
przywrocenie homeostazy, zmniejszenie stresu ER oraz uniknigcie efektu cytotoksycznego, ktory
moze by¢ spowodowany przez niesprawne rozpoznawanie niesfaldowanych biatek, a takze przez
blokowanie translacji mRNA [26]. UPR wplywa na syntez¢ bialek, na przyktad poprzez
fosforylacje eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2 (ang. eukaryotic initiation factor 2,

elF2). Fosforylacja elF2 uniemozliwia rozpoczecie translacji, powodujac rozpad kompleksu
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inicjacyjnego. UPR moze rowniez oddzialywaé¢ na czgsteczki mRNA, powodujac ich degradacje
[27]. Odpowiedz UPR ma na celu przywrdcenie rownowagi komoérkowej, poprzez pobudzenie
biatek opiekunczych, bioracych udziat w procesie ponownego faldowania. Jezeli homeostaza i
prawidtowa aktywnos$¢ siateczki $rodplazmatycznej nie zostang przywrocone, UPR kieruje

komorke na droge apoptozy lub autofagocytozy [26].

Szlaki UPR

Odpowiedz przeciw zle sfaldowanym biatkom wykorzystuje trzy szlaki sygnalowe.
Poczatkowym elementem kazdego ze szlakéw oraz gtownym regulatorem UPR jest biatko
opiekuncze BiP nazywane rowniez GRP-78 (ang. glucose-regulated protein 78 kDa) lub HSPA5
(ang. heat shock 70kDa protein 5) [26].

BiP (ang. binding immunoglobulin protein), biatko opiekuncze, nalezy do bialek rodziny
szoku cieplnego. Wytwarzane jest w komoérce pod wplywem bodzcoéw stresowych takich jak:
infekcje, substancje chemiczne (m. in. toksyny, metale cig¢zkie) czynniki fizyczne
(promieniowanie UV, wzrost temperatury) oraz wobec wyczerpania sktadnikow odzywczych [28,
29]. Zbudowane jest z dwoch domen funkcjonalnych: NBD — wiazacej nukleotyd 1 SBD —
wiazacej substrat. Domena NBD wiaze 1 hydrolizuje ATP, co jest niezbedne do uwolnienia
peptydow zwigzanych z BiP [30,31]. Aktywnos¢ BiP jest regulowana przez allosteryczny cykl
ATPazy. PrzejScie ATP w ADP, pod wptywem dzialania ATPazy powoduje zmian¢ konformacji
BiP, a zwigzanie ATP z podjednostka NBD wywotuje transformacje subdomeny SBDa do formy
otwartej, charakteryzujacej si¢ niskim powinowactwem do substratu. Polipeptydowy substrat
zostaje uwolniony z kompleksu z biatkiem BiP. Hydroliza ATP skutkuje przej$ciem subdomeny
SBDa do formy zamknigtej, ktéra ponownie wigze polipeptyd [32]. Na aktywnos$¢ BiP majg
wplyw jego interakcje z innymi biatkami w tym: z ko-czaperonami (biatkami modelujacymi
aktywno$¢ czaperondw np. ERj1-7); czynnikami wymiany nukleotydow (Sill, Grp170); innymi
czaperonami (kaleksyna, kalretikulina, Grp94, UGGT) i enzymami uczestniczagcymi w procesie
sktadania biatek (np. disulfidoizomeraza biatek/ PDI i cyklofilina B) [33].

Mozna wyr6zni€ trzy szlaki UPR: IRE1, PERK 1 ATF6.

Szlak IRE]

IRE1 to kinaza biatkowa serynowo-treoninowa, wykazujaca aktywnos$¢ endonukleazowa

[34]. W komorkach ssaczych istniejg dwie formy IRE1, odpowiednio IREla 1 IRE1B. IREla jest
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formg powszechnie wystepujacg w komorkach, natomiast obecnos¢ IRE1f jest ograniczona do
komorek nablonkowych przewodu pokarmowego oraz ptuc [35,36].

Kinaza IREI posiada 3 domeny: N-koncowa domen¢ btonowa, ktéra bierze udziat w
rozpoznawaniu stresu retikulum endoplazmatycznego poprzez detekcje ilosci nieprawidtowo
sfatdowanych biatek; transbtonowg domene (TM) oraz C-koncowa domeng efektorows, lezaca
poza btong ER, ktora posiada aktywnos$¢ endorybonukleazowa (RNazy) [34,35]. Do N-koncowe;j
domeny przyltaczone jest biatko BiP, ktore podczas wykrycia stresu ER odlgcza si¢ od IREI, co
skutkuje jego aktywacja 1 umozliwia dimeryzacje, trans- autofosforylacje i1 aktywacje C-
koncowej domeny, ktéra jest w stanie usung¢ 26 nukleotydowy fragment (intron) z mRNA
czynnika transkrypcyjnego XBP-1 [34,36]. Usuni¢cie intronu powoduje przesunigcie otwartej
ramki odczytu, co w konsekwencji prowadzi do translacji 376 aminokwasowego biatka o masie
40kDa [37]. IRE1, bioragc udzial w splicingu mRNA, umozliwia powstanie aktywnej formy XBP-
1, nazywanej sXBP-1 [38,39]. sXBP-1 reguluje ekspresje genéw i ma wptyw na prawidlowe
funkcjonowanie uktadu immunologicznego i odpowiedz komorki na stres [25]. W trakcie stresu
retikulum endoplazmatycznego czynnik sXBP-1 jest w stanie zwigkszy¢ synteze biatek
opiekunczych, bioragcych udziat w faldowaniu biatek [38,39].

Dimery cytozolowej domeny IRE-la moga oddzialywa¢ m.in. z czasteczka TRAF-2
(ang. tumor necrosis factor receptor-associated factor 2) [26]. Prowadzi to do aktywacji ASK1
(ang. apoptosis signal regulating kinase), kinazy regulujacej szlak apoptozy, a nastepnie do
aktywacji kinaz JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases), lub p38MAPK (ang. p38 mitogen-activated
protein kinase), prowadzac do apoptozy komorki [26,34,35].

Szlak PERK

Nazwa szlaku wywodzi si¢ od kinazy biatkowe; PERK (ang. protein kinase like
endoplasmic reticulum kinase) umiejscowionej na siateczce retikulum endoplazmatycznego.
Domena efektorowa PERK jest homologiczna do domen kinaz eukariotycznego czynnika
inicjacji translacji, miedzy innymi do domeny katalitycznej kinazy PKR [40]. PERK podobnie
jak IRE-1 zwigzana jest z biatkiem BiP. Oddysocjowanie biatka BiP powoduje dimeryzacj¢ i
autofosforylacj¢ biatka PERK, ktére odpowiada za fosforylacje czynnika elF2. Ufosforylowany
elF2 powoduje zablokowanie translacji oraz aktywuje czynnik ATF4 kodowany przez gen ATF4
[38,39]. Dzigki obecnosci sekwencji typu IRES (ang. internal ribosome entry site) ATF4 moze

podlegac translacji, pomimo fosforylacji czynnika elF2 i regulowac ekspresj¢ kluczowych genéw
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w procesie UPR, miedzy innymi wptywa¢ na synteze biatka CHOP (ang. C/EBP homologous
protein), ktérego nadekspresja indukuje apoptoze [41,42].

Szlak ATF-6

Trzecim ramieniem UPR jest szlak ATF-6. ATF-6 nalezy do klasy II biatek
przezblonowych, nalezacych do rodziny bZIP (biatka z domeng zamka leucynowego). Do
rodziny bZIP nalezg réwniez wczesniej wymienione biatka XBP-1 oraz ATF-4 [33]. ATF-6
posiada dwie izoformy: ATF-6a i ATF-6f [26]. Podobnie jak w przypadku IRE-1 i PERK, takze
do ATF-6 przylacza si¢ biatko BiP. W momencie stresu ER biatko BiP odtacza si¢ od ATF-6, a po
jego oddysocjowaniu, czynnik ATF-6 przemieszcza si¢ z btony ER do aparatu Golgiego, gdzie
dochodzi do proteolitycznej obrébki ATF-6 [43]. Proteazy S1P oraz S2P (ang. site-1, site-2
proteases) hydrolizuja wigzania peptydowe prowadzac do powstania ATF-6f [26,44]. Nast¢pnie
ATF-6f transportowany jest do jadra komodrkowego, gdzie przylacza si¢ do CRE (ang.
ATF/cAMP response element) oraz do ERSE I 1 II (ang. ER stress response elements).
Przylaczenie do ERSE 1 i II wymaga obecno$ci czynnika jadrowego NF-Y oraz czynnika
wigzacego CCAAT (ang. CCAAT binding factor — CBF) [41]. W rezultacie dochodzi do syntezy
BiP, CHOP, XBP-1, PDI oraz EDEM1 [26].

Tabela 1. Wptyw wybranych wiruséw na szlaki UPR

WIRUS SZLAK SPOSOB ODDZIALYWANIA
SYGNALOWY
Wirus IRE-1 Wirus aktywuje synteze¢ proapoptotycznego biatka
Japonskiego opiekufczego ~ CHOP.  Infekcja  powoduje

zapalenia mozgu

IEV uruchomienie kinazy aktywowanej mitogenami

p38MAPK, prowadzac do apoptozy komorki [45].

Wirus zapalenia ~ PERK, IRE-1 Biatko E2 wirusa zapalenia watroby typu C wigze
watroby typu C,
HCV

si¢ do kinazy PERK, przez co blokuje jej
aktywno$¢. Dzigki temu wirus wcigz moze
produkowaé biatka, niezaleznie od wystapienia

stresu  retikulum endoplazmatycznego. Wirus
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Wirus
afrykanskiego
pomoru §win —

ASFV

Wirus Epsteina-
Barra, EBV

Wirus opryszczki

pospolitej typu
pierwszego,
HSV1

CHIKYV —
Arbowirus
Chikungunya
(alfawirus z
rodziny
Togaviridae)

PERK, ATF-6

PERK, IRE-1,
ATF-6

PERK, IRE-1

PERK

hamuje réwniez szlak IRE-1, przez co moze

zwigkszy¢ transkrypcje wirusowego RNA [46].

Wirus koduje biatko DP71L, homologiczne do
biatka GADD34, ktore prowadzi do hamowania
syntezy biatka CHOP, niezbednego w indukcji
apoptozy [47].

Wirusowe biatko LMP1 aktywuje trzy ramiona
UPR. Zwigksza fosforylacje elF2a, co wptywa na
ATF4. ATF4
LMP1

stezenia transaktywuje

LMP1.

wzrost

promotor wptywa na wzrost
aktywnosci kinazy IRE-1. Kinaza IRE-1 powoduje
splicing XBP-1. Aktywne biatko XBP-1 powoduje
wydzielanie — immunoglobulin z  zakazonych
limfocytow B. Wirus rowniez aktywuje czynnik

transkrypcyjny ATF-6 [48].

W trakcie namnazania HSV powstajg duze ilosci
bialek kapsydowych, ktéore moga indukowaé oraz
modyfikowa¢ odpowiedz UPR. Wiele bialek
wirusowych blokuje fosforylacje elF2, co jest
kluczowym elementem szlaku PERK [26].
Wirusowe biatko US11 hamuje dziatanie kinaz
PKR i1 PERK. Na szlaku IRE-1 wirus inaktywuje

XBP-1 [49].

Replikacja wirusa powoduje syntezg bialek
opiekunczych retikulum endoplazmatycznego: BiP i
HSP-90. We wczesnym stadium infekcji CHIKV
silnie hamuje fosforylacj¢ elF2a, poprzez wirusowg
polimeraz¢ nsP4 (polimeraza RNA zalezna od

RNA). Przypuszcza si¢, ze w poznej fazie infekcji
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biatka opiekuncze BiP, HSP-90 wspoélpracuja z
bialkiem EDEM oraz ujemnymi regulatorami
fosforylacji elF2a tj. p58IPK, GADD34 w celu
podtrzymania replikacji CHIKV [50].

SINV (ang. PERK Infekcja SINV nie powoduje wzrostu syntezy biatek
Sindbis Virus) opiekunczych, jak w przypadku CHIKV. SINV
powoduje wzrost fosforylacji elF2a 1 wzmozona
synteze biatka CHOP prowadzac do wczesniejszego
zaj$cia apoptozy [50].

Cytomegalowirus = PERK, IRE-1 Wirus aktywuje mechanizm PERK, ale hamuje
HCMV fosforylacj¢ elF2. Umozliwia aktywacje¢ czynnika
ATF-4. Wirus wykorzystuje PERK do aktywacji
lipogenzy. HCMV zwigksza ekspresje BiP, co
utatwia sktadanie biatek oraz czasteczek wirionu.
Biatko wirusowe UL38 zapobiega aktywacji JNK, a

biatko UL50 hamuje ekspresje biatka IRE-1 [51].

SARS-CoV PERK, ATF-6 Biatko 3a SARS-CoV aktywuje szlak PERK,
natomiast biatko 8ab szlak ATF-6. Przypuszcza sie,
ze biatko E koronawiruséw moze wptywac na szlak

IRE-1 [52].

Mechanizm ERAD a cykl infekcyjny wirusow.

Wykorzystanie mechanizmu ERAD przez wirusy na przyktadzie wybranych Poliomawirusow

Wirusy nalezace do poliomawiruséw cechuja si¢ symetrig ikosaedralng oraz brakiem
otoczki lipidowej. Posiadaja materiat genetyczny w postaci dwuniciowego DNA przybierajacego
forme kolista. Sg to mate wirusy, osiggajace wielkos¢ ok. 45nm. Poliomawirusy, aby dostac si¢
do wnetrza jadra komorkowego, sg transportowane wzdhluz siateczki endoplazmatyczne;.

Mechanizm ERAD jest niezbedny dla ich efektywnego transportu [53].

623



Wirus BK (BKPyV), ktory nalezy do rodziny poliomawiruséw to ludzki patogen,
powszechnie wystepujacy w catej populacji. Badania wykazuja, ze ok. 90% dorostych zostato
zainfekowanych wirusem BK 1 wirus na state wbudowat si¢ do ich genomu. Nie jest grozny dla
0sOb zdrowych, natomiast jest niebezpieczny dla osob z obnizong odpornoscig. Moze byc¢
przyczyng chorob takich jak nefropatia lub krwotoczne zapalenie pecherza moczowego [54].
Wirus BK by dosta¢ si¢ do komoérki, musi zwigzaé si¢ z receptorami gangliozydu GT1b oraz
GDI1b. Kolejnym etapem jest transport wirusa do siateczki ER zachodzacy z wykorzystaniem
mikrotubul. Wirus w celu przedostania si¢ z siateczki do jadra komorkowego wykorzystuje
proteasom oraz szlak ERAD. Na powierzchni siateczki pozbywa si¢ cz¢sci kapsydu, tylko w ten
sposob moze pdzniej ulec replikacji i1 transkrypcji. Kapsyd BKPyV zbudowany jest z trzech
biatek: VP1, VP2 i VP3. Biatko VPI tworzy zewnetrzng powloke maskujaca biatka VP2 i VP3
przed wykryciem przez przeciwciata. Wirus wykorzystuje enzymy gospodarza, reduktaze i
izomeraze disiarczkowa (PDI), w celu odlaczenia biatka VP1 poprzez hydrolize wigzan
disiarczowych. Przypuszcza sig, ze proteasom odgrywa wazng role we wczesnym etapie infekeji,
poniewaz do 18 godziny od rozpoczgcia infekcji, pacjenta mozna skutecznie leczyé
epoksymycynag, ktora jest wysoce selektywnym inhibitorem proteasomu [54,55]. Biatka ERAD,
miedzy innymi kaleksyna i BiP, oddziatywuja z wirusem, indukujac rozpad kapsydu oraz

przemieszczenie wirusa do cytozolu.

Wirus SV40 (ang. simian virus) jest to malpi wirus nalezacy do rodziny
poliomawirusow. Od ponad 50 lat trwaja badania weryfikujace czy wirus SV40 moze atakowac
ludzkie komoérki 1 by¢ przyczyna nowotworzenia. Dotychczas, pomimo wielu prob, nie
potwierdzono jednoznacznie mozliwosci infekowania ludzkich komoérek [56]. Wirus koduje
antygen T, ktory taczac si¢ z biatkiem p53, inaktywuje jego dziatanie. Biatko p53 jest silnym

supresorem nowotworowym, zdolnym do indukcji apoptozy [53].

SV-40 wiaze si¢ z czasteczka gangliozydu GM1, jest to specyficzne wigzanie do reszt
kwasu sialowego [8]. Po zwigzaniu si¢ z receptorem wirus zaczyna formowaé polimery
wykorzystujac biatko — kaweoling-1. Jednak w wigkszosci przypadkow tworzy tratwy lipidowe,
dzieki ktérym przemieszcza si¢ do siateczki ER [57]. Podobnie jak w przypadku wirusa BK, SV-
40 musi pozby¢ si¢ biatka VP1 kapsydu, w celu dalszej infekcji komodrki. Demontaz kapsydu jest
zalezny od stezenia jonéw wapnia. Podczas tego etapu, podobnie jak w przypadku innych

poliomawiruséw, uczestnicza enzymy gospodarza oraz bialka opiekuncze. Sg to migedzy innymi
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PDI i trzy tiodisulfidowe oksydoreduktazy (ang. thiol-disulphide oxidoreductases) ERp57,
ERp29, ERp72. Warto doda¢, ze inhibicja PDI powoduje gromadzenie si¢ czasteczek wirusa na
btonie ER, czego skutkiem jest rowniez inaktywacja procesu ERAD, oraz utrata
przepuszczalno$ci blony ER dla wiekszos$ci substancji [58,59,60]. Biatka VP2 1 VP3, ktore nie sg
juz ostonicte biatkiem VP1, tworzg hydrofobowg powtoke, dzigki czemu wirus moze przenikad
przez bton¢ ER. Jest podatny rowniez na tworzenie agregatow z innymi czasteczkami wirionow.
Aby tego unikna¢ wirus wykorzystuje biatko BiP. Zasada wigzania z BiP jest identyczna jak w
szlakach UPR. Dalszym etapem zakazenia jest przejscie wirusa z ER do cytoplazmy, w tym celu
czasteczka wirusa musi uwolni¢ biatko BiP [8]. Do efektywnego transportu z ER do cytoplazmy

Poliomawirusy wykorzystuja blonowe kanaty retrotranslokacyjne [58,59,60].

Wykorzystanie mechanizmu ERAD przez wirusy na przykltadzie wybranych Herpeswirusow

Wirusy nalezace do rodziny Herpeswiruséw posiadaja takze budowe ikosaedralna, ale
material genetyczny jest w postaci liniowej, podwdjnej nici DNA. W odrdéznieniu od
Poliomawiruséw, Herpeswirusy majg tez otoczke lipidowa. Jednym z przedstawicieli tej rodziny
jest ludzki herpesvirus typu 5 - cytomegalowirus (CMV/HCMYV), wywolujacy cytomegalig,
objawiajaca si¢ ztym samopoczuciem, bélem migséni i gorgczky. Szczegdlnie niebezpieczny dla
0sOb z obnizong odpornoscig oraz dla kobiet w cigzy. Cytomegalowirus nalezy do najczegsciej

przenoszonych wiruséw na ptod. Skutkiem moze by¢ $mier¢ ptodu [6,51,61].

Herpeswirusy, wykorzystujag mechanizm ERAD do degradacji czasteczek MHC klasy 1,
za pomocg biatek US2 1 US11. Wirusowe transblonowe glikoproteiny US11 1 US2 wigzg si¢ do
nowo zsyntetyzowanych czasteczek MHC klasy I [6]. US2 w celu przemieszczenia MHC-I
korzysta z SPP (ang, signal peptide protease). Prawdopodobnie przylaczenie do SPP umozliwia
US2 modulowanie wtasnej aktywnosci oraz struktury. Natomiast US11 zamiast SPP wymaga
biatka Derlin-1. Blonowa domena US11 wigze si¢ z blonowg domeng tancucha ci¢zkiego MHC-1.
USI11 przekazuje MHC-I biatku Derlin-1, ktore kieruje czasteczke MHC-I do degradacji przez

proteasom [62].

W prawidlowym procesie biatko TAP (ang. transporter associated with antigen
processing), transportuje zsyntetyzowane czasteczki MHC-1 z cytoplazmy do siateczki
srédplazmatycznej, z ktorej poprzez Aparat Golgiego przenoszone sg na powierzchni¢ btony

komoérkowej. Herpeswirusy degradujac czasteczke MHC-I, zapobiegaja prezentacji antygenu
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limfocytom T cytotoksycznym. Ma to za zadanie ochroni¢ komoérke zakazong HCMV przed

odpowiedzig uktadu immunologicznego [63].

Wykorzystanie mechanizmu ERAD przez wirusy na przykladzie wybranych retrowiruséw

HIV-1 (ang. human immunodeficiency virus) nalezy do rodziny retrowiruséw. Wirus
posiada otoczke lipidowa oraz przybiera forme kolistg. Otoczka zawiera charakterystyczne biatka
— dla HIV-1 s3a to migedzy innymi gpl20 i gp4l. Material genetyczny wystepuje w formie
pojedynczej nici RNA. Charakterystyczne enzymy dla wirusa to: odwrotna transkryptaza
pozwalajaca na przepisanie informacji genetycznej z RNA na DNA oraz integraza umozliwiajaca
polaczenie materialu genetycznego wirusa z DNA gospodarza. Wirus atakuje komorki
zawierajagce antygen CD4, gtownie limfocyty T pomocnicze 1 powoduje zespdt nabytego
niedoboru odpornosci AIDS (ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome), charakteryzujacy si¢

dramatycznym spadkiem liczby limfocytow Ty [63].

Wirus HIV-1 wykorzystuje mechanizm ERAD w celu zmniejszenia ilo$ci antygenu CD4
na powierzchni zakazonych komorek [6]. CD4 jest glownym receptorem dla HIV-1, stanowi dla
czasteczki wirusa ,,wrota” do zakazenia. Do tej pory nie poznano powodu, dla ktérego HIV-1
wywotuje obnizenie ekspresji powierzchniowej CD4 [64]. Prawdopodobnie zapobiega to infekcji
wielokrotnej [65]. Superinfekcja moglaby spowodowaé nagromadzenie si¢ wirusowego materiatu
genetycznego w zainfekowanych komorkach gospodarza, co zmniejszyloby czestosé
rekombinacji HIV-1. Wedlug innej hipotezy, wirus obniza ilo$¢ czasteczek CD4 zmniejszajac w

ten sposob wypadkowa odpowiedz uktadu immunologicznego [64].

Wirusowe biatko Env bierze udzial w transporcie glikoproteiny CD4 z powierzchni
zaatakowane] komorki do retikulum endoplazmatycznego. Z kolei za proces degradacji CD4
odpowiedzialne jest bialko Vpu (wystepuje w podtypie HIV-1), promujace synteze biatek 1
sktadanie czastek wirusa oraz uwolnienie wirionow potomnych z komoérki gospodarza. Vpu
wigze si¢ z cytoplazmatyczng czescia CD4 w siateczce $srddplazmatycznej. Wazna role odgrywa
koreceptor komorkowy B-TrCR, ktorego zadaniem jest rozpoznawanie receptora SCFP T dla
ligazy E3. Koreceptor B-TrCR wptywa na wigzanie Vpu-CD4, oddziatlujac na biatko Vpu poprzez
fosforylacje. Jest to niezbedny etap podczas degradacji CD4. Blokowanie miejsc fosforylacji

Vpu, pozwala na zahamowanie procesu degradacji CD4 [66].
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HIV-1 wykorzystuje podobny mechanizm do degradacji teteryny (biatka BST-2). BST-2
jest biatkiem komodrkowym syntetyzowanym pod wplywem interferonu o, dziata, jako
antagonista Vpu oraz wptywa na infekcje wirusowa hamujac uwalnianie wirusOw potomnych z

komorki [67].

Wykorzystanie mechanizmu ERAD przez wirusy na przyktadzie wybranych Hepadnawirusow

Wirus zapalenia watroby typu B (HBV, ang. hepatitis B) z rodziny Hepadnaviridae,
wykazuje powinowactwo do hepatocytéw. Zakazenie HBV wywoluje ostre i przewlekle
zapalenie watroby (WZW typu B). W rezultacie infekcja moze prowadzi¢ do marskos$ci watroby i

zwykle $miertelnego raka watrobowokomoérkowego [68].

Czasteczki wirusa zawieraja material genetyczny w formie podwojnej, kolistej nici
DNA, z czego jedna ni¢ jest niekompletna (od 10 do 50%). Posiadaja zewngtrzna otoczke
lipidowa oraz wewngtrzny rdzen biatkowy [69]. Otoczka wewngtrzna zbudowang z trzech
glikoprotein: malej S, sredniej M oraz duzej L, ktorych geny pochodza z jednej otwartej ramki
odczytu. Biatka S 1 L moga by¢ wydzielane w formie N-glikozylowanej, lub nieglikozylowane;,
natomiast biatko M zawsze podlega glikozylacji (pojedynczej lub podwdjnej). Polipeptydy z
biatek otoczki prezentowane sg jako antygeny przez czasteczki MHC-1. Na przebieg zakazenia
prawdopodobnie ma wptyw rozpoznawanie antygenoéw przez limfocyty T CD8. Kluczowa rolg w
degradacji biatek otoczki odgrywa ubikwityna. Ubikwitynowane biatka podlegaja degradacji
przez proteasom. W ten sposdb powstaja odcinki polipeptydowe, ktore prezentowane sg
efektywnie przez MHC-I, jako antygeny. Biatka S 1 M maja niewiele miejsc do ktorych moze
przylaczy¢ si¢ ubikwityna, przez co ubikwitynacja nie jest koniecznym etapem do ich degradacji.
W przypadku infekcji HBV nie dochodzi jednak do powstania fragmentéw polipeptydowych
mogacych pelié¢ funkcje epitopéw prezentowanych na powierzchni komorki przez czasteczki
MHC klasy 1. Wirus HBYV, aby zapobiec uczuleniu antygenowemu limfocytow Tc wykorzystuje
mechanizm ERAD, a dokladniej modyfikacj¢ szlaku ERAD, w ktérym nie dochodzi do
ubikwitynacji, ale zachodzi degradacja przez proteasom. W szlaku tym uczestnicza biatka
EDEM, ktore rozpoznajg biatka wirusowe 1 kierujg je na droge degradacji. Podczas degradacji
zaleznej od proteasomu z biatka M otoczki wirusa, powstaja fragmenty ok. 8 nukleotydowe,
ktore czasteczki MHC kl. 1 wykorzystuja jako antygeny. Dla biatek niepoddawanych

ubikwitynacji zachodzi calkowita degradacja do pojedynczych aminokwaséw lub czasteczek
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kréotszych niz 8 nukleotydow. W zwiagzku z czym takie fragmenty nie moga by¢ prezentowane

przez czasteczki MHC kl. I [70].
Podsumowanie

Badania nad sposobem w jaki wirusy wykorzystuja ERAD moga pomo6c zrozumieé
molekularny mechanizm infekowania komoérek. Zdobyta w ten sposob wiedz¢ mozna by
wykorzysta¢ podczas projektowania nowych lekow przeciwwirusowych. Inhibitory proteasomu,
m.in. epoksymycyna oraz Eeyarestatin I, wykazuja skuteczno$¢ w zwalczaniu poczatkowego
stadium infekcji poliomawirusow np. u pacjentow zakazonych BKV [6]. Stosowanie
epoksymycyny sprawdza si¢ takze w leczeniu zakazenia HBV. W trakcie 16 godzinnego leczenia
epoksymycyng wzrasta stezenie nieglikozylowanej formy biatka M [70]. Monitorowano rowniez
wptyw Eeyarestatin I oraz 5-NA (5-nitrofuryl-akroleiny) na poziom degradacji czasteczki MHC 1
przez cytomegalowirusa. Po zadziataniu substancji na komorki zakazone wirusem cytomegalii,
widoczny byt wzrost ilosci czasteczek MHC I na powierzchni komoérek [71].

Substancje hamujace dziatanie proteasomu stosowane s3 w trakcie terapii
przeciwnowotworowej, miedzy innymi w leczeniu szpiczaka mnogiego wykorzystuje si¢
inhibitor proteasomu, Bortezomib. Jest to dipeptydowy zwigzek, analog kwasu borowego [72].
Glowne dziatanie bortezomibu opiera si¢ na blokowaniu aktywnos$ci chymotrypsynopodobne;j
proteasomu. W przypadku komoérek nowotworowych lek prowadzi do apoptozy, podczas gdy w
zdrowych komorkach przyczynia si¢ jedynie do zahamowania cyklu komodrkowego [73]. Nie
zbadano dotychczas dzialania tego preparatu na komorki zakazone przez wirusy.

Podsumowujac, mechanizm ERAD w cyklu infekcyjnym wiruséw ma istotne znaczenie
W przebiegu zakazenia. Nalezy dalej bada¢ mozliwo$¢ wykorzystywania ERAD przez inne
rodzaje wirusow. Warto roéwniez monitorowa¢ skuteczno$¢ inhibitorow proteasomu jako

potencjalnych lekéw w walce z chorobami wirusowymi.

Whioski

» Wirusy efektywnie wykorzystuja mechanizm ERAD w trakcie swojego cyklu infekcyjnego,
gtownie w celu obrony przed rozpoznaniem przez uktad immunologiczny gospodarza

* Mechanizm ERAD pelni wazng role w komorkach, a zaburzenia w jego dziataniu prowadza do

powaznych, czesto nieuleczalnych chorob
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» Znane s3 srodki blokujace dziatanie ERAD np. poprzez inhibicj¢ proteasomu, jednak nie sg
powszechnie stosowane w terapiach przeciwwirusowych

» Wiedza na temat mechanizmu ERAD moze by¢ istotna do projektowania nowych lekow
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