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Wykaz skrotow

AIM2 (ang. absent in melanoma 2) biatko nieobecne w czerniaku 2

AP-1 (ang. activator protein 1) czynnik transkrypcyjny

ATP adenozyno-5’trifosforan

BCL10 (ang. B-cell lymphoma/leukemia 10) biatko 10 obecne w biataczce

BMDM (ang. bone-marrow-derived macrophage) unie$miertelnione mysie
makrofagi pochodzenia szpikowego

C16 inhibitor PKR (6,8-dihydro-8-(1H-imidazol-5-yl-methylene)-7H-
pyrrolo[2,3-g]benzothiazol-7-one)

CARD (ang. caspase activation and recruitment domain) domena aktywacji i
rekrutacji kaspazy

CCL20 chemokina 20

cGAMP (ang. cyclic guanosine monophosphate—adenosine monophosphate)
cykliczny guanozynomonofosforan-adenozynomonofosforan

cGAS (ang. cGAMP synthase) syntaza cCGAMP

c-JUN czynnik transkrypcyjny

CpG hipometylowane motywy

CREB (ang. cyclic AMP-responsive element-binding protein 1) biatko wigzace
element odpowiedzi na CAMP

CTD (ang. C-terminal domain) domena C — koficowa

CXCLS8 interleukina 8

DAMP (ang. damage-associated molecular patterns) wzorce molekularne zwigzane
z zagrozeniem/uszkodzeniem

DISK (ang. death-inducing signaling complex) kompleks sygnalizacyjny
indukujacy $mier¢

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

dsRNA dwuniciowy kwas rybonukleinowy

EAE (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis) eksperymentalne
autoimmunologiczne zapalenie mézgu

elF2a (ang. alpha subunit of eukaryotic initiation factor 2) podjednostka o
eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2

elF4 (ang. eukaryotic initiation factor 4) eukariotyczny czynnik inicjacji
translacji 4

ELK (ang. ETS domain-containing protein) biatko zawierajagce domene ETS

EMCV (ang. encephalomyocarditis virus) wirus zapalenia moézgu i migsnia
sercowego

ERK 1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase 1 and 2) kinazy biatkowe
regulowane sygnatami zewnatrzkomoérkowymi




FADD (ang. FAS-associated death domain protein) biatko z domeng DEATH
zwiazane z FAS

FAS (ang. tumor necrosis factor receptor superfamily member 6) biatko 6 z super
rodziny receptorow czynnika o martwicy nowotworu

FHA (ang. forkhead-associated domain) domena odpowiedzialna za interakcje
migdzy biatkami

FR180204 inhibitor kinaz biatkowych ERK1/2

HEK 293 (ang. human embryonic kidney 293) ludzkie komorki zarodkowe nerki

HEL domena helikazy

HFV (ang. human foamy virus) ludzki wirus pienisty

HIV (ang. human immunodeficiency viruses) ludzki wirus niedoboru
odpornosci

HMGB (ang. high mobility group box 1 protein) nichistonowe biatko
chromosomalne

HPeV (ang. human parechovirus) wirus brodawczaka ludzkiego

HPIV (ang. human parainfluenza viruses) ludzki wirus paragrypy

HRSV (ang. human respiratory syncytial virus) ludzki syncytialny wirus
oddechowy

HSP (ang. heat shock protein) biatko szoku cieplnego

IFN interferon

IKK (ang. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase) kinaza fosforylujaca
podjednostke inhibitorowa NF-kB

IL interleukina

IL-R receptor interleukiny

IP-10/CXCL10

(ang. C-X-C motif chemokine 10) biatko 10 indukowane interferonem y

IRAK

(ang. interleukin-1 receptor-associated kinase) kinaza zwigzana z

receptorem dla IL-1

IRF (ang. interferon regulatory factor) czynnik regulujacy interferon

ISG (ang. interferon stimulated genes) geny stymulowane interferonem

ISRE (ang. interferon-sensitive response element) element odpowiedzi
stymulowany interferonem

itSa termicznie inaktywowany Staphylococcus aureus

IxBa (ang. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha) podjednostka inhibitorowa czynnika NF-xB

JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase 1) N-koficowa kinaza czynnika
transkrypcyjnego c-Jun

JSH-23 inhibitor translokacji jadrowej czynnika NF-kB

kDa kilodalton, jednostka masy atomowej




LGP2 (ang. laboratory of genetics and physiology 2) pracownia genetyki i
fizjologii 2; receptor z rodziny RLR

LPS lipopolisacharyd

LRR (ang. leucine-rich repeat) domena bogata w powtorzenia leucyny

MAP (ang. mitogen-activated protein) biatka aktywowane mitogenami

MAVS (ang. mitochondrial antiviral-signaling protein) mitochondrialne biatko
przeciwwirusowego szlaku sygnalowego

MCMV (ang. murine cytomegalovirus) mysi cytomegalowirus

MDAS5 (ang. melanoma differentiation-associated protein 5) biatko 5 zwigzane z
réznicowaniem czerniaka

MDP (ang. muramyl dipeptyde) dipeptyd muramylowy

MEF (ang. mouse embryonic fibroblasts) mysie embrionalne fibroblasty

MEKK1 (ang. mitogen-activated protein kinase 1) kinaza kinazy biatkowej
aktywowana mitogenem 1

MKK6 (ang. dual specificity mitogen-activated protein kinase 6) podwodjnie
specyficzna, aktywowana mitogenem kinaza kinazy biatkowej 6

MOl (ang. multiplicity of infection) wielokrotnos¢ infekcji

MRNA matrycowy kwas rybonukleinowy

mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase) kinaza biatkowa

MyD88 (ang. myeloid differentiation primary response 88) biatko adaptorowe
receptorow TLR

NEMO (ang. NF-kappa-B essential modulator) niezbedny modulator NF-xB

NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
czynnik jadrowy kB

NIK (ang. mitogen-activated protein kinase 14) kinaza kinazy biatkowej
aktywowana mitogenem 14

NLR (ang. NOD like receptor) receptory NOD — podobne

NOD (ang. nucleotide-binding oligomerization domain containing) biatko
zawierajace domeng¢ wigzania i oligomeryzacji nukleotydow

oxLDL (ang. oxidized low-density lipoprotein) oksydowane lipoproteiny o niskiej
gestosci

p38 kinaza biatkowa p38 aktywowana mitogenem

RSK (ang. ribosomal s6 kinase) kinazy rybosomalne s6

Pam,CSK4 agonista TLR2

PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns) wzorce molekularne
zwiazane z patogenami

pDC (ang. plasmacytoid dendritic cells) plazmocytoidalne komorki
dendrytyczne

PFU (ang. plaque forming unit) jednostka tworzaca tysinke
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PKR (ang. protein kinase R) kinaza biatkowa R

poly(dT) homopolimer tymidyny

poly(l:C) kwas poliinozynowo-policytydylowy

pz para zasad

R848 selektywny agonista receptoréw TLR7/8

RANTES/CCL5 (ang. regulated on activation normal T-cell Expressed and Secreted)
chemokina 5

RIG-I (ang. retinoic acid-inducible gene I) gen indukowany kwasem retinowym

RING (ang. really interesting new gene) domena katalityczna ligazy ubikwityny

RIP (ang. receptor-interacting protein kinases) kinaza biatkowa oddziatujaca z
receptorem

RLR (ang. RIG-I-like receptor) receptory RIG-1 — podobne

RNA kwas rybonukleinowy

rRNA rybosomalny kwas rybonukleinowy

SOCS (ang. Suppressor of cytokine signaling) czynnik hamujacy przekazanie
sygnalu zaleznego od cytokin

STING (ang. stimulator of interferon genes) biatko stymulujace geny interferonu

TAK1 (ang. mitogen-activated protein kinase 7) kinaza 1 zwigzana z TGF

TANK (ang. TRAF family member-associated NF-kappa-B activat) aktywator NF-
kB zwiazany z rodzing TRAF

TBK1 (ang. TANK-binding kinase 1) kinaza 1 wiagzaca TANK

TCR (ang. T-cell receptor) receptor limfocytu T

TGF (ang. transforming growth factor) transformujacy czynnik wzrostu

THP-1 linia ludzkich monocytow krwi obwodowe;j

TIR (ang. toll-interleukin 1 receptor) domena homologii receptora
TLR/receptoradla IL-1

TLR (ang. toll like receptor) receptor Toll — podobny

TNFa (ang. tumor necrosis factor o) czynnik o martwicy nowotworu

TNFR (ang. TNF receptor) receptor czynnika o martwicy nowotworu

TRADD (ang. tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain
protein) zwiazane z TNFR1 biatko adaptorowe z domena $mierci

TRAF (ang. TNF receptor-associated factor) czynnik zwiazany z receptorem TNF

TRIF (ang. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon f) biatko
adaptorowe posiadajace domene TIR, indukujace interferon 3

TRIM25 (ang. tripartite motif-containing protein 25) biatko 25 zawierajagce motyw
potrdjny

UBA (ang. ubiquitin-associated domain) domena zwigzana z ubikwityng

VSIV (ang. vesicular stomatitis Indiana virus) wirus pecherzykowego zapalenia

jamy ustnej szczepu Indiana
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1. Streszczenie

Receptory z rodziny RLR (ang. RIG-I-like receptor) sa bardzo waznym elementem
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej odpowiedzialnym za rozpoznanie infekcji
wirusowej w komorce. W obrebie tej grupy jedynymi cztonkami rodziny zdolnymi do
inicjacji przeciwwirusowej kaskady sygnatowej sa: RIG-I (ang. retinoic acid-inducible
gene 1) i MDA5S (ang. melanoma differentiation-associated protein 5). Niniejsza praca
koncentruje si¢ na badaniach mechanizmu regulacji RIG-1 odpowiedzialnego za
rozpoznawanie dwuniciowego RNA obecnego w cytoplazmie podczas infekcji wirusoweyj.
W nastepstwie zwigzania przez RIG-I wirusowego RNA sygnat przekazywany jest na biatko
adaptorowe MAVS (ang. mitochondrial antiviral-signaling protein), co inicjuje kaskady
sygnatowe skutkujace aktywacja czynnikow transkrypcyjnych IRF3/7 (ang. interferon
regulatory factor) oraz NF-«B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells). Wynikiem tego jest rozpoczecie produkcji interferonu typu I oraz innych cytokin,
takich jak IP-10 (ang. C-X-C motif chemokine 10) lub TNFa (ang. tumor necrosis factor).

Celem pracy byto zbadanie wptywu biatka Pellino3 na regulacj¢ szlaku sygnatowego
inicjowanego przez receptor RIG-1. Pellino3 jest ligazg ubikwityny, ktora zaangazowana jest
w regulacje wielu szlakow sygnatowych wrodzonej odpowiedzi immunologicznej m.in.
zaleznej od TLR3, TLR2 (ang. toll like receptor), czy TNFR.

W pierwszym etapie pracy ustalono, ze wirusem, ktory najefektywniej pobudza zalezng
od RLR produkcj¢ interferonu typu | w komoérkach BMDM (ang. bone-marrow-derived
macrophage) jest VSIV (ang. vesicular stomatitis Indiana virus). W Kkolejnych
eksperymentach potwierdzono gtéwng role RIG-I w badanym szlaku sygnalowym.
Nastgpnie pokazano, ze biatko Pellino3 bierze udzial w regulacji kaskady sygnatowej
aktywowanej przez VSIV/RIG-l. Wykazano, ze Pellino3 negatywnie reguluje $ciezke
aktywacji czynnikow transkrypcyjnych IRF3/7 oraz nie wplywa na szlak NF-kB. Wykazano
rowniez, ze brak biatka Pellino3 w komorkach nie wptywa na poziom ekspresji receptoréw
RIG-I 1 MDAS oraz biatka adaptorowego MAVS.

Dalsze badania pokazaly, ze brak biatka Pellino3 skutkuje brakiem produkcji
biologicznie aktywnego interferonu typu | oraz cytokin prozapalnych. Dodatkowo
zaobserwowano, ze w komérkach BMDM Peli3” po infekcji VSIV nie dochodzi do
aktywacji kinaz ERK1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase 1 and 2), jak ma to miejsce

w komorkach typu dzikiego. Wptyw kinaz ERK1/2 na indukowang wirusem produkcje
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cytokin potwierdzono roéwniez przy wykorzystaniu farmakologicznego inhibitora tych kinaz
— FR180204. Poszukiwanie rozwigzan problemu rozbieznos$ci mi¢dzy zalezng od Pellino3
aktywacja transkrypcji genow Ifng, Cxcl10 oraz Tnfa, a brakiem wydzielania tych cytokin
doprowadzito do rozpoczecia badan nad czynnikami inicjacji translacji. Wykazano, ze
zaburzenie fosforylacji ERK1/2 skutkuje brakiem aktywacji kinazy p90RSK (ang. ribosomal
s6 kinase). Dodatkowo pokazano, ze zaburzenie $ciezki sygnatowej ERK1/2-p90RSK
skutkuje brakiem aktywacji czynnikow inicjacji translacji elF4B oraz elF4E (elF4 ang.
eukaryotic initiation factor 4).

Przedstawione w pracy doktorskiej wyniki pozwolity na sformutowanie hipotezy,
w ktorej ligaza Pellino3 pelni rolg przetagcznika molekularnego migdzy transkrypcja,
a translacjag w procesie odpowiedzi przeciwwirusowej inicjowanej przez VISV

w makrofagach.
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2. Abstract

Receptors from the RLR family are a very important node of the innate immune
response and are responsible for recognizing viral infection in the organism’s cells. RIG-
| and MDADS are the only members of the RLR family that are able to initiate an antiviral
signaling cascade. The main receptor on which this work focuses is RIG-1, which is
responsible for recognizing double-stranded RNA present in the cytoplasm during
infection with most viruses. As a result of RIG-1 recognition of viral RNA, the signal is
transmitted to the MAVS adapter protein. The signaling cascade then follows two
pathways resulting in the activation of IRF3/7 and NF-«kB transcription factors. This
results in production of type I interferon and other cytokines such as IP-10 or TNFa.

The aim of the study was to determine the effect of Pellino3 protein on the regulation
of the signaling pathway initiated by the RIG-I receptor. Pellino3 is a ubiquitin ligase
which is involved in the regulation of many signaling pathways of innate immune
responses including among others one activated by TLR3.

In the first stage of this work, it was established that the virus that most effectively
stimulates the production of interferon in BMDM cells is VSIV. Then it was proved that
in BMDM cells VVSIV is recognized by receptors from the RLR family. The involvement
of RLR receptors in the recognition of VSIV virus was then narrowed to the RIG-I
receptor.

In the next stage, it was proved that the Pellino3 protein is involved in the regulation
of the RIG-I activated cascade. Pellino3 has been shown to negatively regulate the
activation path of IRF3/7 transcription factors and does not affect the NF-xB pathway. It
has also been proven that the lack of Pellino3 protein in cells does not affect the
expression level of RIG-1 and MDADS receptors and of the MAVS adaptor protein.

Further studies have shown that the lack of Pellino3 protein results in a lack of
production of biologically active type | interferon and proinflammatory cytokines. In
addition, it has been proven that in BMDM Peli3” cells, after VSIV infection, ERK1/2
kinases are not activated which activation is visible in wild-type cells. Deficiencies in
cytokine production have also been associated with the lack of activation of one of the
MAP (ang. mitogen-activated protein) kinases ERK1/2 by the use of the FR180204

inhibitor.
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Searching for possible solutions to the problem of discrepancies between Pellino3
activation of transcription of Ifng, Cxcl10 and Tnfa genes and the lack of production of
these cytokines in the form of proteins was found on the ERK1/2-p90RSK signaling
pathway which leads to activation of translation initiation factors. This led to the
investigation of the level of p9ORSK kinase activation. ERK1/2 phosphorylation disorder
has been shown to result in a lack of p9ORSK kinase activation. In addition, it has also
been shown that the disruption of the ERK1/2-p90RSK signaling pathway results in the
lack of activation of elF4B and elF4E translation initiation factors. The effect of the
Pellino3 protein on the antiviral response was also confirmed in a mouse model. The
results presented in the doctoral dissertation were used to propose a model in which the
Pellino3 protein acts as a molecular switch between transcription and translation in the

antiviral response initiated by the RIG-1 receptor in BMDM cells.
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3. WSTEP

Organizmy wielokomorkowe sg narazone na ciggly kontakt z réznego rodzaju
czynnikami wptywajacymi na zaburzenie homeostazy. Wsrod nich szczegolng grupe
stanowig mikroorganizmy patogenne, dzigki ktéorym w toku ewolucji doszto do
wyksztalcenia licznych systeméw odpornoséci nieswoistej, zdolnych do wykrywania
specyficznych czasteczek informujacych o zagrozeniu. Ogolnie czgsteczki te zwane sg
wzorcami molekularnymi zwigzanymi z zagrozeniem (DAMP, ang. danger-associated
molecular patterns). Ich zadaniem jest uruchomienie kaskad sygnatowych
pobudzajacych organizm do odpowiedzi na zagrozenie. Odrebng nazwe, cho¢ petniace
to samo zadanie, noszg wzorce molekularne zwigzane z patogenami (PAMP, ang.
pathogen-associated molecular patterns), pojawiajace si¢ w organizmie wraz z atakiem
mikroorganizmow.

Do DAMP zaliczane sa endogenne czasteczki, ktore powstaly lub zmienily swoja
lokalizacje w wyniku uszkodzenia komorki lub tkanki. Grupa ta obejmuje: biatka
zwigzane ze stresem komorkowym, takie jak biatka szoku cieplnego (HSP, ang. heat
shock protein), biatko HMGB1 (ang. high-mobility group box 1 protein), zwiazki
pochodzace z macierzy zewnatrzkomorkowej, m.in. fibronektyna i kwas hialuronowy
oraz endogenne kwasy nukleinowe, ktore znalazty si¢ w niedozwolonych dla siebie
przedziatach komorkowych (1, 2).

Wzorce PAMP obejmuja czasteczki pochodzenia egzogennego i zalicza si¢ do nich
m.in. biatka kapsydow wirusowych, niektore biatka bakteryjne (np. flagelina) oraz
elementy oston bakterii (lipopolisacharydy czy peptydoglikany). Do PAMP zalicza si¢
réwniez €gzogenne czasteczki kwasow nukleinowych, ktore sa zmodyfikowane
W sposob niewystepujacy u organizméw wyzszych (1, 3).

Podczas inwazji drobnoustrojow patogennych na organizm dochodzi do pojawienia
si¢ w jego obrebie obcego materialu genetycznego. Moze on zosta¢ wprowadzony do
komorki gospodarza przez wirusy, ktore powielaja wlasny genom za pomoca maszynerii
molekularnej zakazonych komorek lub pojawia si¢ on w nastgpstwie fagocytozy
mikroorganizmow.

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) wystepuje w komorkach eukariotycznych
jedynie w jadrze komorkowym 1 mitochondriach. Kazdorazowe wykrycie DNA

w cytoplazmie lub endosomach traktowane jest jako sygnat $wiadczacy o uszkodzeniu
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lub inwazji patogenu i skutkuje natychmiastowym uruchomieniem kaskad sygnatlowych
wrodzonego uktadu odpornosciowego (4). Istnieje szereg receptorow, ktore sa
odpowiedzialne za wykrycie czasteczek DNA. Jednym z nich jest biatko AIM2 (ang.
absent in melanoma 2) rozpoznajace pojawiajacy si¢ w cytoplazmie dsDNA. Aktywacja
tego receptora prowadzi do uformowania komplekséw inflamasoméw aktywujacych
$ciezki pyroptozy, czyli programowanej $mierci komorki (5). Innym przyktadem biatka
zdolnego do wykrycia obecnos$ci niepozadanego DNA w cytozolu jest cGAS (ang.
cGAMP synthase). Biatko to po =zwigzaniu DNA syntetyzuje cykliczny
guanozynomonofosforan-adenozynomonofosforan, ktory jest aktywatorem biatka
STING (ang. stimulator of interferon genes) i produkcji interferonu typu | (6).
Przyktadem receptora blonowego rozpoznajacego endogenny DNA pochodzenia
bakteryjnego, ktory dostaje si¢ do komorki na drodze endosomalnej jest TLRO.
Zwigzanie liganda przez ten receptor powoduje aktywacje wielu szlakéw sygnatowych
I uruchamia produkcjg interferonu typu | oraz cytokin prozapalnych (7)

Kwasem nukleinowym, ktoéry mozna zaliczy¢ do PAMP jest rowniez egzogenny
RNA. Czasteczka ta jest duzo bardziej rozpowszechniona w przyrodzie niz DNA 1 moze
by¢ wykorzystywana nie tylko jako matryca posredniczaca w przepisaniu genu na biatko,
ale takze jako nosnik informacji genetycznej wielu rodzajow wirus6w W postaci zarowno
jednoniciowego, jak i dwuniciowego RNA. Rozpoznanie tej czasteczki przez uktad
odporno$ciowy jest duzo bardziej skomplikowane niz w przypadku DNA. Jest to
spowodowane obecno$cia w cytoplazmie komorek organizméw wyzszych rdznego
rodzaju endogennego RNA. Z tego powodu RNA w komorce podlega Scistej kontroli
przez specjalne modyfikacje lub towarzyszace mu biatka opiekuncze (czaperony). Do
najpowszechniej wystepujacych modyfikacji zalicza si¢ metylacj¢ oraz dodanie
czapeczki na 5° koncu RNA. Takie modyfikacje uniemozliwiaja receptorom
komoérkowym rozpoznawanie witasnego RNA jako liganda. Czaperony z kolei oprocz
swojej podstawowej funkcji ochrony RNA przed degradacjg, ukrywajg je przed
receptorami uktadu odpornosciowego. Dodatkowym sposobem na ochrone endogennego
RNA jest przyjmowanie przez nie skomplikowanych struktur trzeciorzedowych, tak jak
w przypadku tRNA czy rRNA. Konformacje te uniemozliwiajg fizycznie dopasowanie
owego RNA do kieszeni rozpoznajacych ligand w receptorze.

Ze wzgledu na lokalizacje komorkowa, receptory zdolne do rozpoznawania obcego
RNA mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza grupg¢ stanowig receptory, ktore zwigzane

sa z blong komodrkows, a $cislej z blonami endosomoéw. Do tej grupy nalezy czesé
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receptoréw Toll — podobnych (TLR, ang. toll-like receptors): TLR3, odpowiedzialny za
rozpoznawanie dwuniciowego RNA; TLR7/8, rozpoznajacy jednoniciowe RNA oraz
TLR13, ktory rozpoznaje sekwencje CGGAAAGACC pochodzace z podjednostki 23S
RNA rybosomu bakteryjnego (8-10). Drugg grupe¢ receptoréw rozpoznajgcych
egzogenny dsRNA stanowig receptory cytoplazmatyczne. Grupa ta sktada si¢ z kinazy
biatkowej zaleznej od RNA (PKR, ang. protein kinase R) oraz receptoréw RIG-I
podobnych (RLR, ang. RIG-I like receptors). Do RLR naleza z kolei trzy biatka: LGP2
(ang. laboratory of genetics and physiology 2), ktore nie jest w pelni funkcjonalnym
receptorem, poniewaz pozbawione jest domeny umozliwiajacej przekazanie sygnatu,
MDAD5 (ang. melanoma differentiation associated protein 5) oraz RIG-I (ang. retinoic-
acid inducible gene 1), ktore zdolne sag do uruchomienia szlaku sygnatowego po

rozpoznaniu liganda (11-13).

3.1. Receptory blonowe

Wszystkie receptory z rodziny TLR majg podobny plan budowy i sktadajg si¢
z trzech domen. Pierwsza domeng jest LRR (ang. leucine rich repeat), ktora moze by¢
zlokalizowana od strony zewnatrzkomorkowej lub w przypadku receptorow TLR
umiejscowionych w btonie endosomalnej, skierowana do wnetrza endosomu. Domena
LRR znajduje si¢ na N — koncu bialek z rodziny TLR 1 odpowiedzialna jest za wigzanie
liganda. Roznice w budowie tej czesci receptora wptywaja na to jaki rodzaj czasteczki
bedzie on rozpoznawat. Druga domene TLR stanowi krotka, przezblonowa a-helisa, ktora
odpowiada za kotwiczenie biatek w btonie komorkowej. Ostatnig domeng wystepujaca
we wszystkich receptorach rodziny TLR jest umiejscowiona na C — koncu domena TIR
(ang. toll-interleukin 1 receptor). Odpowiada ona za przekazanie sygnatu od receptora na
biatko adaptorowe. Dla wigkszos$ci receptorow TLR biatkiem adaptorowym jest biatko
MyD88 (ang. myeloid differentiation primary response 88). Wyjatek stanowig receptory:
TLR3, ktory wykorzystuje biatko TRIF (ang. TIR-domain- containing adapter-inducing
interferon-B) oraz TLR4, ktory wykorzystuje oba biatka (14).
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3.1.1. TLR3

TLR3, wigzacy dwuniciowy RNA (dsRNA), odpowiedzialny jest przede wszystkim
za rozpoznawanie genomu wirusowego, ktory dostaje si¢ do wnetrza endosomu
najczesciej na skutek endocytozy lub fagocytozy. W badaniach naukowych jako ligand
dla tego receptora wykorzystuje si¢ syntetyczny poly(l:C) (ang. polyinosinic:
polycytidylic acid). TLR3 jest $cisle zaangazowany w odpowiedz przeciwwirusowa
(8, 15) i w wigkszosci typow komorek jest on umiejscowiony w btonie endosomow.
Wskazujg na to prace, w ktorych zarowno komorki uktadu odpornosciowego, takie jak
komorki dendrytyczne, limfocyty B czy makrofagi, jaki i komorki pierwotne np. MEF
(ang. mouse embryonic fibroblasts) odpowiadaja na stymulacj¢ poly(l:C) dopiero
w obecnosci czynnika transfekujacego (16). Wyjatkowym przyktadem sa komorki
nabtonka ptuc, ktore wykazuja obecnos¢ TLR3 zaréwno na powierzchni, jak
I w endosomach. Moze to $wiadczy¢ o dodatkowym przystosowaniu ewolucyjnym
organizmu, spowodowanym koniecznoscig wyksztatcenia szybkiej reakcji na obecnosc¢
wiruséw przenoszonych droga kropelkowg (17).

Jak wczesniej wspomniano, ligandem dla TLR3 jest dsSRNA. Eksperymentalnie
wykazano, ze TLR3 jest zdolny do wigzania fragmentoéw 0 dtugosci od 45 pz (par zasad),
jednakze czasteczki dtuzsze niz 90 pz znacznie mocniej wptywajg na pobudzenia uktadu
odpornosciowego (18). Funkcjonalng forme¢ receptora TLR3 stanowi homodimer (19),
ktory w niskim pH endosomu eksponuje dodatnio natadowane histydyny. Taka
konformacja TLR3 umozliwia wigzanie ujemnie naladowanych czasteczek dsRNA.
Zmiany w strukturze przestrzennej receptora zachodzace po zwigzaniu dsRNA skutkuja
dimeryzacja domen TIR oraz rekrutowaniem do kompleksu biatka adaptorowego TRIF
i powodujg uruchomienie dwoch gtownych kaskad sygnatowych (20, 21). W pierwszym
szlaku biatko adaptorowe TRIF rekrutuje biatko TRAF3 (ang. TNF receptor-associated
factor), ktore jest zdolne do aktywacji kolejnych biatek w szlaku, czyli kinaz: TBK oraz
IKKe (ang. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase). Skutkuje to aktywacja czynnika
transkrypcyjnego IRF3, ktory uruchamia produkcje IFN typu | (17, 22, 23). Drugi,
mozliwy do aktywacji przez TLR3, szlak sygnatowy wymaga rekrutacji przez biatko
TRIF kompleksu RIP1-TRAF6 (RIP, ang. receptor-interacting protein kinases). Biatka te
sg zdolne do aktywacji NF-kB oraz AP-1 (ang. activator protein 1) — czynnikoéw
transkrypcyjnych indukujacych produkcje cytokin prozapalnych, takich jak: RANTES
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(ang. regulated on activation normal T-cell Expressed and Secreted), IP-10, TNFa czy
IL-6 (8, 24).

3.1.2. TLR7/8

W warunkach fizjologicznych TLR7/8 odpowiedzialne sg za rozpoznawanie
jednoniciowego RNA (ssRNA), wirusowego materiatlu genetycznego, ktory podczas
infekcji wirusowej trafia do endosomu (25). W badaniach in vitro na liniach
komorkowych do stymulacji TLR7/8 najczesciej uzywa si¢ imidazochinoliny (R848)
oraz rzadziej tiazochinoliny czy analogdéw zasad, takich jak loksorybidy, bromopiryminy
lub poly(dT) (26-28). TLR7 nie ulega ekspresji we wszystkich typach komorek. Jego
najwyzszy poziom obserwuje si¢ w plazmocytoidalnych komorkach dendrytycznych
(pDC, ang. plasmacytoid dendritic cells) oraz w makrofagach. Nieco nizszy poziom
obserwuje si¢ natomiast w limfocytach B i monocytach. TLR8 obecny jest w komorkach
ludzkich np. w monocytach (9, 29). W komdrkach mysich TLR8 kodowany jest przez
homologiczny do ludzkiego gen. Dodatkowo jego funkcjonalno$¢ potwierdzona zostata
w badaniach in vitro w komorkach HEK293 (ang. human embryonic kidney 293), gdzie
wykazano, ze w nadekspresji jest on w stanie aktywowac¢ $ciezke¢ NF-«xB (30, 31).

Badacze dowiedli, ze ssRNA bogate w urydyng, ktora znacznie czgsciej wystepuje
W genomie wirusowym, wyraznie mocniej aktywuje TLR7/8. Wykazano ponadto, ze nie
tylko réznice w samej sekwencji, ale takze w strukturze drugorzedowej znaczaco
wplywaja na immunogenno$¢ czasteczki ssSRNA. Roznice te sprawiaja, ze okreslenie,
ktory ssRNA bedzie zdolny do pobudzenia receptora, a ktory bedzie traktowany jako
endogenny jest niemal niemozliwe (9, 25, 32). Innym bardzo efektywnym sposobem na
ukrycie endogennego ssSRNA przed TLR7/8 jest modyfikacja nukleotydow. Wykazano,
ze duza ilos¢ metylowanych zasad w sekwencji RNA uniemozliwia rozpoznanie oraz
obniza zdolno$¢ wigzania RNA przez receptor. Zalezno$¢ t¢ potwierdzono réwniez
wykorzystujgc syntetycznie modyfikowane RNA (32).

TLR7/8 maja najwigksze znaczenie w przypadku zakazenia wirusami, ktorych
materiat genetyczny zloZony jest z jednoniciowego RNA, jednakze zdolne sg tez do
rozpoznania wirusow dSRNA, ktore podczas infekcji wykorzystuja SSRNA w procesie
powielania swojego genomu. Do wiruséw rozpoznawanych przez TLR7/8 nalezg migdzy

innymi HIV-1 (ang. human immunodeficiency viruses), HFV (ang. human foamy virus),
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HPeV (ang. human parechovirus) oraz MCMYV (ang. murine cytomegalovirus) (33—36).
Wykazano rowniez, ze receptory TLR7/8 zdolne sa do rozpoznania bakteryjnego RNA.
Monocyty, ktore infekowane byty bakteriami Helicobacter pylori i Borelia burgdorferi
produkowaty interferon B. Badacze wykazali ponadto zwigzek miedzy polimorfizmem
w genie kodujagcym TLR8, a wrazliwo$cig na Mycobacterium bovis (9, 37). Pokazano
rowniez, ze poziom cytokin, takich jak: IFN typu I i 11l oraz IL-12 produkowanych
podczas zakazenia Plasmodium chabaudi oraz Plasmodium falciparum zalezy od
pobudzenia TLR7 (38).

Najnowsze badania struktury krystalograficznej TLR7 wskazuja, ze receptor ten
tworzy homodimer i w tej formie jest funkcjonalny. Wykazano, ze wbrew temu co
poprzednio sagdzono, TLR7 nie podlega ci¢ciu proteolitycznemu w celu jego aktywacji.
Potwierdzono ponadto zdolno$¢ wigzania ssRNA bogatego w urydyne oraz
scharakteryzowano nowe miejsce wigzania liganda, ktérym jest czasteczka guanozyny
(39, 40).

TLR7/8 jako bialko adaptorowe wykorzystuja MyD88, ktéry jest zdolny do
aktywacji dwoch rownoleglych szlakow sygnatowych. Pierwszy z nich prowadzi do
aktywacji NF-xB i produkcji cytokin prozapalnych. W szlaku tym biora udziat
rekrutowane przez MyD88 biatka: IRAK4 i 2 (ang. interleukin-1 receptor-associated
kinase) oraz TRAF6. Nastepnie sygnat przenoszony jest za posrednictwem kinazy TAK1
(ang. mitogen-activated protein  kinase 7) na kompleks kinaz ztozony
z NEMO/IKKo/IKKB (NEMO ang. NF-kappa-B essential modulator), ktory ostatecznie
aktywuje czynniki transkrypcyjne. Druga Sciezka angazuje biatka IRAK4 i 1 oraz
TRAF6, ktore aktywuja kinazg¢ IKKo i w konsekwencji prowadza do tworzenia
homodimeru IRF7 oraz indukcji interferonu typu | (9, 25, 35, 41, 42).

3.1.3. TLR13

Ostatnim receptorem grupy receptor6w blonowych rozpoznajagcych RNA jest
TLR13. Zostat on scharakteryzowany stosunkowo niedawno i jest najmniej poznanym
receptorem TLR. Wiadomo, Ze zwigzany jest on z btong endosomalng. Wykryto go
miedzy innymi W konwencjonalnych komorkach dendrytycznych wyizolowanych
z mysiej $ledziony. Udowodniono rowniez, ze komorki ekspresjonujgce TLR13 zdolne

sg do produkcji cytokin po stymulacji termicznie inaktywowanym Staphylococcus aureus
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(itSa), a preinkubacja itSa z rybonukleazg A prowadzi do catkowitego zaniku
odpowiedzi.W dalszych badaniach wykazano, ze ligandem dla TLR13 jest konkretna
sekwencja w bakteryjnym, rybosomalnym RNA — CGGAAAGACC (10). Warto
zauwazy¢ rowniez, ze sekwencja rozpoznawana przez TLR13 umiejscowiona jest
w podjednostce 23S rybosomu bakteryjnego, czyli doktadnie w miejscu dziatania
niektorych antybiotykow. W zwigzku z tym uwaza si¢, ze nieodpowiednia terapia
antybiotykowa moze w przypadku niektorych patogendéw doprowadzi¢ do ich ukrycia
zanim zostang rozpoznane przez TLR13 (10, 43).

Sciezka sygnatowa aktywowana przez receptor TLR13 nie jest jeszcze dobrze
poznana. Wiadomo, ze jako biatko adaptorowe wykorzystywany jest MyD88 oraz ze
kinaza TAK1 zaangazowana jest w aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego NF-«B.
Wykazano ponadto, ze TLR 13 moze by¢ zaangazowany W odpowiedZ przeciwwirusowa.
W tym przypadku rozpoznanie elementow wirusowych, ktore nie sg do konca
scharakteryzowane, prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego IRF7 i produkcji
interferonu typu | (43, 44).

3.2. Receptory cytozolowe

Kolejng wazng grupg receptoréw zdolnych do wigzania egzogennego RNA i inicjacji
kaskady sygnatowej prowadzacej do produkcji cytokin sg biatka niezwigzane z zadnym
organellum, a wigc umiejscowione w cytoplazmie. Obejmuje ona receptory z rodziny
RLR oraz kinaze biatkowg zalezng od RNA (PKR).

3.2.1. PKR

Badania potwierdzity, ze wysoki poziom kinazy PKR obserwowany jest w szpiku
kostnym, grasicy i $ledzionie, jednakze w wickszosci komodrek organizmu ulega ona
ekspresji na niskim poziomie (45).

PKR pehi funkcj¢ kinazy serynowo-treoninowej, ktorej aktywno$¢ zalezy od
wigzania dsRNA. Wykazano, ze za wigzanie to odpowiada N-koncowa cze$¢ biatka oraz
ze czasteczki krotsze niz 30 pz nie sg rozpoznawane przez kinaze¢. Jednoczes$nie im

dhuzszy jest wigzany fragment dsRNA tym skuteczniejsza aktywacja kinazy. Poniewaz

22



dhuzsze fragmenty RNA pozwalajg na tatwiejsze formowanie przez PKR homodimerow
na nici kwasu nukleinowego, oraz aktywacje odpowiedzi immunologicznej (45, 46).

PKR uzyskuje pelng aktywnos$¢ po zwigzaniu RNA, autofosforylacji i dimeryzaciji,
a jej glownym zadaniem w komorce jest fosforylacja eIF2a (podjednostki
a eukariotycznego czynnika inicjacji translacji (ang. alpha subunit of eukaryotic initiation
factor 2). Skutkuje to zahamowaniem procesu inicjacji translacji w komorce. Proces ten
dotyczy zarowno biatek endogennych, jak i patogenow (47).

Niektore doniesienia sugerujg, ze regulacja inicjacji translacji w trakcie infekcji nie
jest jedynym mechanizmem dziatania PKR. Udowodniono, ze zahamowanie aktywacji
PKR z wykorzystaniem specyficznego inhibitora, jakim jest C16, skutkuje zwigkszeniem
zaleznej od p38 produkcji IL-8 (48). Badania nad mechanizmem tego szlaku potwierdzity
bezposrednig interakcj¢ PKR z biatkiem MKKG6 (ang. dual specificity mitogen-activated
protein kinase 6) odpowiedzialnym za aktywacje p38 (49, 50).

3.2.2. RLR

Rodzina receptorow RLR sktada si¢ z trzech biatek: RIG-1, MDA5 oraz LGP2.
Receptory tej grupy naleza do nadrodziny helikaz z motywem DEAD/DEAH. Dzigki
zdolnosci do indukcji produkcji cytokin po rozpoznaniu egzogennego RNA, maja one
wielkie znaczenie dla odpornosci nieswoistej (51). Badania wykazaty, ze geny kodujace
receptory RLR: Ddx58 dla RIG-I, Ifihl dla MDAJS oraz Dhx58 dla LGP2 ulegaja ekspresji
na niskim poziomie we wszystkich typach komorek, a poziom transkryptu wzrasta
w nastepstwie kontaktu komorki z egzogennym dsRNA lub jego syntetycznym analogiem
poly(I:C) (52-54).

Receptory nalezgce do RLR charakteryzuja si¢ wspolnym ogdlnym planem budowy.
Biatka RIG-I oraz MDAS5 na N — koncu posiadaja dwie domeny CARD (ang. caspase
activation and recruitment domain), ktore odpowiedzialne sg za przekazanie sygnatu na
zakotwiczone w blonie zewnetrznej mitochondriéw biatko adaptorowe MAVS (ang.
mitochondrial antiviral signaling protein). Wyjatkiem jest biatko LGP2, ktore
pozbawione jest domen CARD. Natomiast we wszystkich RLR obecne s3 domeny
helikaz z motywem DEAD/DEAH. W sekwencji kazdego z trzech receptorow mozna
znalez¢ az trzy takie domeny nazwane kolejno HEL1, HEL2i oraz HEL2, przy czym
domena HEL2i jest znacznie krétsza od pozostaltych. Te charakterystyczne struktury
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odpowiedzialne sg za wigzanie RNA przez biatka z rodziny RLR. Ostatnig domena, ktora
jest wlasciwa dla wszystkich receptorow RLR jest C — koncowa domena CTD (ang. C-
terminal domain). Odpowiada ona za wigzanie trzech reszt fosforanowych na 5’ koncu

dsRNA (55, 56) (Ryc. 1).
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Ryc. 1 Schemat struktury domenowej bialek RIG-1, MDAS oraz LGP2.

W niektorych przypadkach dochodzi do sytuacji, w ktorej czasteczki endogennego
dsRNA znajda si¢ w cytozolu i mogg wtedy sta¢ si¢ celem dla receptorow RLR (57).
Sposobem na ich ukrycie przed receptorami RLR jest m.in. synteza czasteczek
pozbawionych trzech reszt fosforanowych na 5’ koncu lub synteza czapeczki z 7-metylo-
guanozyng. To w polaczeniu z faktem, ze endogenne czasteczki RNA wystepujace
W cytozolu sg bardzo krétkie 1 najczgsciej nie przekraczaja 30 pz, czyni je
niewykrywalnymi przez RLR (58).

Dodatkowo, RIG-I jest zdolny do wigzania i uruchomienia kaskady sygnatowej po
rozpoznaniu ssRNA, ktére posiada trzy reszty fosforanowe na 5° koncu. Moze nig by¢
np. czasteczka 7 SL RNA. W takim przypadku funkcje zabezpieczajaca przed
receptorami wlasnego uktadu odpornosciowego petnig modyfikacje zasad budujacych
czasteczki RNA np. 2°-O-metylacja. Ta i inne modyfikacje wprowadzajg w tancuch RNA
duze zmiany w konformacji lub zmiany w rozmieszczeniu tadunku elektrostatycznego,
ktore skutkuja tym, ze czasteczki RNA nie moga zosta¢ zwigzane przez biatka rodziny
RLR (59). Wszystkie modyfikacje, ktorym poddawany jest RNA zachodzg wylacznie
w jadrze komoérkowym i jedynie niezmodyfikowane czasteczki tego kwasu sg dla

komorki pochodzenia obcego (58).
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3.2.2.1. RIG-I

RIG-I zostal odkryty jako receptor rozpoznajacy krotkie, liczace okoto 1000 pz,
odcinki dsRNA. Biatko to jest jednak zdolne do wigzania rowniez znacznie krotszych
czasteczek, a wlasciwos¢ tg wykorzystuje sie w badaniach in vitro, podczas ktorych jako
ligand dla RIG-I uzywane sg fragmentu dsRNA o dtugosci 19-24 pz. Dodatkowa cecha
charakterystyczng dla agonistow RIG-I jest obecno$¢ trzech reszt fosforanowych na
5’ koncu czgsteczki RNA (5’pppdsRNA), zwiekszajacych immunogennosé liganda (60).
Dalsze badania nad fragmentami RNA zdolnymi do aktywacji RIG-1 wykazaty, ze
5’pppssRNA oraz 5’ppdsRNA rowniez aktywuja kaskade sygnatows, jednakze
w mniejszym stopniu niz 5’pppdSRNA. Natomiast 5’ppssRNA oraz 5’pdsRNA nie sa
zdolne do uruchomienia szlaku sygnatowego zaleznego od receptora RIG-I. Dzigki tym
badaniom udato sie¢ sformutowaé wniosek, ze kluczowe reszty fosforanowe
zlokalizowane sg w pozycji o oraz  (61). Inne prace wskazuja rowniez na mozliwosc¢
wigzania przez RIG-I dluzszych czasteczek RNA pozbawionych reszt fosforanowych na
5’ koncu, jednakze oddzialywanie to jest znacznie mniej wydajne i zachodzi
z wykorzystaniem innych mechanizméw niz klasyczne rozpoznawanie liganda (62).
W warunkach fizjologicznych potwierdzono udziat RIG-1 w rozpoznaniu materiatu
genetycznego oraz produktow transkrypcji i/lub replikacji wirusow z rodziny
Flaviviridae, Paramyxoviridae, Ortomyxoviridae, Rhabdoviridae oraz Reoviridae (63).

W przeciwienstwie do receptorow z rodziny TLR zakotwiczonych w blonach
endosomu niskie pH nie ma wplywu na wydajnos¢ wigzania liganda przez RIG-I.
Obojetny odczyn srodowiska cytoplazmatycznego stanowi idealne warunki dla
prawidlowego dziatania receptoréw z rodziny RLR (64). Mechanizm wigzania liganda
opiera si¢ o udzial domen HEL1, HEL2 oraz CTD i zachodzi pomigdzy grupami
amidowymi tancucha aminokwasowego biatka oraz grupami 2’hydroksylowymi
tancucha RNA. Dodatkowo, na wigzanie wplywaja rowniez oddzialywania
elektrostatyczne miedzy resztami dodatnie naladowanych aminokwaséw znajdujacych
si¢ w domenie CTD, a atomami tlenu reszt fosforanowych RNA (64).

W sytuacji, kiedy w komorce gospodarza nieobecne jest 5’pppdsRNA wirusa,
RIG-I wystepuje w postaci nieaktywnej. Domeny helikaz (HEL1 i HEL2) przybieraja
konformacje niewykazujaca powinowactwa zarowno do ATP, jak i do RNA. Domena
HEL2i poprzez bezposrednie oddziatywanie z domeng CARD?2 blokuje ubikwitynacje
CARD, a tym samym aktywacje biatka. Dodatkowo oddziatywanie to fizycznie blokuje
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mozliwo$¢ wigzania RNA do domen helikaz (64). Ten stan receptora RIG-I okres$lany
jest jako tzw. autorepresja i cechuje go specyficzne utozenie domeny CTD. W takiej
konformacji domena CTD jest dodatnio natadowana, dzigki czemu mozliwe jest
rozpoznanie 1 wigzanie specyficznych reszt fosforanowych znajdujacych si¢ na 5° koncu
czasteczki RNA. W sytuacji pojawienia si¢ w cytozolu RNA wysokie powinowactwo
CTD do 5’pppdsRNA prowadzi do zwigkszenia lokalnego st¢zenia RNA i zmiany
rozktadu tadunkow elektrostatycznych w obrgbie receptora. Konsekwencjg tego jest
zmiana konformacji domen helikaz, skutkujaca zwigzaniem ATP przez HEL1 i HEL2,
zwiekszajac ich powinowactwo do RNA. Wigzanie ATP prowadzi do dalszych zmian
konformacyjnych i do uwolnienia domen CARD od HEL2i. Rownocze$nie dochodzi do
odblokowania przez domen¢ HEL2i domeny helikaz RNA. W rezultacie powstaje Sciste
i bardzo mocne oddziatywanie biatka z kwasem nukleinowym. Dochodzi do
ubikwitynacji domen CARD i powstaty kompleks nukleoproteiny gotowy jest do
przekazania sygnatlu na biatko adaptorowe MAVS (62). Do pelnej aktywacji receptora
potrzebne sa co najmniej cztery czasteczki ubikwityny potaczone przez lizyne w pozycji
63 (K63), a glownym biatkiem odpowiedzialnym za ubikwitynacj¢ RIG-1 jest TRIM25
(ang. tripartite motif-containing protein 25) (65). Struktura w petni aktywowanego biatka
RIG-I daje mu rowniez aktywno$¢ hydrolazy ATP. Dzigki tej wlasciwosci czgsteczka
receptora zdolna jest do przemieszczania si¢ wzdluz tancucha zwigzanego RNA oraz
tworzenia tetrameréw. Formowanie duzego kompleksu pozwala na amplifikacje sygnatu
otrzymanego z pojedynczej nici egzogennego RNA (66). Dodatkowo RIG-I nie traci
swojej zdolno$ci do aktywacji $ciezki sygnatowej nawet po oddysocjowaniu liganda.
Dopiero deubikwitynacja prowadzi do inaktywacji receptora i umozliwia jego ponowna
aktywacje (62, 64).

3.2.2.2. MDA5

Kolejnym receptorem z rodziny RLR jest MDAS. Od receptora RIG-I odréznia go
migdzy innymi rozmiar rozpoznawanej czasteczki dsRNA oraz duzo wigksze
powinowactwo do RNA pozbawionego reszt fosforanowych na 5° koncu. Ligandem dla
MDAS jest RNA o dlugosci powyzej 1000 pz z duza zawarto$cig adeniny i uracylu, ktore,
jak wspomniano wyzej, nie musi zawiera¢ dodatkowych modyfikacji koncéw (55, 67).
W warunkach laboratoryjnych do badan nad MDAS wykorzystywany jest syntetyczny
ligand poly(I:C). Udowodniono, ze receptor MDAS bierze udzial w rozpoznaniu
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konkretnego regionu w genomie wirusa PIV5 (Parainfluenza virus 5) kodujacego biatko
L (ang. large protein) oraz uczestniczy w rozpoznawaniu wirusOw Z rodziny
Picornaviridae (68, 69).

Budowa liganda dla MDAS5 umozliwia receptorowi tworzenie dtugich, sktadajacych
si¢ z co najmniej jedenastu czgsteczek filamentow, ktore uktadajg si¢ helikalnie wzdtuz
nici RNA. Znacznie zmniejszony, w porownaniu do RIG-I, poziom hydrolizy ATP,
wynikajacy najprawdopodobniej z duzej zawartosci zasad A i U w rozpoznawanej nici,
redukuje mozliwo$¢ translokacji receptora po nici RNA. Skutkuje to utworzeniem
dhugiego 1 trwatego polimeru sktadajacego si¢ z biatek MDAS, ktory przekazuje sygnat
na biatko adaptorowe MAVS (55, 67).

3.2.2.3. LGP2

Ostatnim receptorem z rodziny RLR jest LGP2, ktory nie jest w pelni funkcjonalny,
gdyz nie moze aktywowac zadnej Sciezki sygnatowej. Wynika to z braku w jego budowie
domen CARD odpowiedzialnych za przekazywanie sygnatu na biatko adaptorowe (70,
71).

LGP2 zdolny jest jednak do prawidlowego wigzania czasteczek RNA podobnych do
tych wigzanych zaré6wno przez RIG-I, jak i MDAS. W zwigzku z tym badacze sugeruja,
ze LGP2 pemhi rolg regulatorowa i wpltywa na zachowanie réwnowagi w aktywacji
pozostatych receptoréw rodziny RLR (71). W przypadku RIG-1 wigzanie 5’pppdsRNA
przez LGP2 zmniejsza dostepnos¢ liganda dla RIG-I, uniemozliwiajac jego prawidlowe
rozpoznanie i dalsza aktywacje sygnatu (52, 72). Jednoczesnie wigzanie LGP2 do
czasteczek rozpoznawanych przez MDAS ulatwia rozpoznanie i tworzenie polimeréw
MDADS na nici RNA, promujgc w ten sposob aktywacje $ciezki sygnatowej zaleznej od
MDAS5 (58, 73).

3.2.2.4. Szlak sygnatowy aktywowany przez RLR

Sygnat powstaly po rozpoznaniu i zwigzaniu liganda przez receptory z rodziny RLR
przekazywany jest na biatko adaptorowe MAVS, ktdre zakotwiczone jest w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Wykazano, ze po infekcji wirusowej i pod wplywem receptorow

RLR, MAVS formuje agregaty, podobne w strukturze do biatek prionowych, pomagajace
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w amplifikacji sygnatu inicjowanego przez RIG-I lub MDAS. Dodatkowo wykazano, ze
tworzenie agregatow przez MAVS konieczne jest do rekrutacji biatek z rodziny TRAF
(74-77).

Sygnat inicjowany przez biatko adaptorowe moze aktywowa¢ kilka kaskad
sygnalowych. Pierwsza z nich wykorzystuje ligaze ubikwityny TRAF3, ktora po
aktywacji przez MAVS tworzy kompleks z NAP1. Prowadzi to do rekrutacji biatka
TANK (ang. TRAF family member-associated NF-kappa-B activat) i aktywacji kinaz
TBK1 (ang. TANK-binding kinase 1), IKKe oraz IKKy. Aktywowane kinazy tworzg
kompleks, ktory zdolny jest do fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych IRF3/7, co
prowadzi do ich dimeryzacji, translokacji do jadra komoérkowego i w efekcie do
rozpoczecia produkcji interferonu typu I (53, 78, 79) (Ryc. 2). Druga $ciezka prowadzi
do aktywacji biatek TRAF2 i TRAF6, ktore aktywujg odpowiednio TAK1 oraz MEKK 1
(ang. mitogen-activated protein kinase 1). Dalsza propagacja sygnatu aktywuje kinazy
MAP, takie jak INK (ang. c-Jun N-terminal kinase 1) i p38 oraz prowadzi do kanonicznej
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB, a w konsekwencji do produkcji cytokin
prozapalnych (53, 78, 80) (Ryc. 2). Trzeci szlak sygnatowy opiera si¢ na aktywacji przez
MAVS biatka TRADD (ang. tumor necrosis factor receptor type 1 associated DEATH
domain protein) oraz rekrutacji kompleksu biatek FADD (ang. FAS associated death
domain protein) i RIPK1 (ang. receptor interacting serine/threonine protein kinase 1).
Prowadzi to do kanonicznej aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz aktywacji

produkcji interferonu typu | i cytokin prozapalnych (81) (Ryc. 2).
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Ryc. 2 Schemat szlakéw sygnalowych aktywowanych przez receptory RLR.
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3.3. Rodzina bialek Pellino

Pellino po raz pierwszy zostalo opisane w 1999r. przez zespot Christiane
Niisslein-Volhard u wywilzni karlowatej (Drosophila melanogaster) jako biatko
specyficznie wigzagce ufosforylowang i aktywna forme kinazy serynowo-treoninowej
Pelle, pelnigc w ten sposdb role rusztowania dla szlaku sygnatowego Toll (82). Pelle
natomiast opisane zostalo jako biatko pelnigce wazng role w szlaku sygnatlowym
receptora Tl (ang. Toll receptor), a tym samym w ustaleniu polarnosci embrionu
wywilzni, jak réwniez indukcji produkcji przeciwgrzybicznego biatka drosomycyny
u dorostych osobnikow. Pelle charakteryzuje si¢ wysokim stopniem homologii do
ludzkiej kinazy IRAK, ktora petni istotng funkcje w szlaku sygnatowym aktywowanym
przez receptory TLR u ssakow. Autorzy na podstawie wysokiej homologii genu Pli
kodujacego opisane przez nich biatko Pellino do genow obecnych w materiale
genetycznym nicieni, myszy i ludzi postulowali obecno$¢ podobnego biatka
w organizmach wyzszych. Ponadto zasugerowali, ze Pellino mogloby oddziatywac
zZ kinaza IRAK na podobnej zasadzie jak u wywilzni oddziatuje z Pelle (82). W kolejnych
latach potwierdzono obecno$¢ w genomach nicieni, myszy i cztowieka funkcjonalnych
genow homologicznych do Pli nazwanych odpowiednio peli-1, Pelil oraz PELI1.
Badacze odkryli rowniez, ze w genomach myszy i cztowieka istnieja dodatkowe geny
charakteryzujace si¢ wysokim stopniem homologii do genu Pli. Geny te nazwano
odpowiednio Peli2 oraz PELI2 (83). Trzeci gen, kodujacy biatko z rodziny Pellino, zostat
odkryty w 2003 roku podczas przeszukiwania baz NCBI EST. Gen ten zostatl nazwany
PELI3, eksperymentalnie natomiast wykazano, ze ulega on ekspresji w dwoch
wariantach: dhuzszym, ktory nazwano Pellino3a oraz krotszym, nazwanym Pellino3b
(84).

3.3.1. Funkcje, budowa i modyfikacje bialek Pellino

Wszystkie biatka z rodziny Pellino sg transferazami ubikwityny E3 typu RING (ang.
really interesting new gene) i biorg udziat w procesie ubikwitynacji biatek. Ubikwitynacja
to posttranslacyjny sposob modyfikacji biatek polegajacy na kowalencyjnym dotaczeniu
do nich reszt ubikwityny, czyli siedemdziesi¢cioszescio aminokwasowego peptydu.

System ubikwitynacji bialek jest ztozonym procesem enzymatycznym regulowanym na
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wielu poziomach. W pierwszym etapie dochodzi do aktywacji ubikwityny przez biatko
El, ktore tworzy wigzanie tioestrowe migdzy C — koncem ubikwityny, a cysteing w
miejscu aktywnym E1. Proces ten zalezny jest od ATP. W proteomie cztowieka znane sg
jedynie dwa enzymy E1: UBAL oraz UBAG6 (ang. ubiquitin-associated domain). Drugi
etap polega na przeniesieniu tancucha ubikwityny z biatka E1 na biatko E2. W ostatnim
etapie enzymy E3 posrednicza w przeniesieniu ubikwityny z biatka E2 na biatko
docelowe. Ligazy ubikwityny E3 typu RING, takie jak Pellino nie sa nigdy akceptorami
dla przenoszonej ubikwityny. Stanowig one jedynie platforme, bez ktorej nie moze zajs$¢
transfer z biatka E2 na biatko docelowe (85, 86). Pierwszy tancuch ubikwityny dotgczany
jest przez jego C-koncowsg czg¢s¢ do reszty lizyny w modyfikowanym biatku. Kolejne
tancuchy ubikwityny moga by¢ dolaczane jako tancuch liniowy lub rozgaleziony.
Mozliwe sg rozgatezienia w K6, K11, K27, K29, K33, K48 oraz K63, a kazdy rodzaj
rozgate¢zienia moze nadawac biatku inng funkcjonalnos$¢ badz kierowac je do degradacji
(Ryc. 3).

Najczesciej wystepujacymi w komorce rodzajami ubikwitynacji sg: modyfikacja
K48, ktora kieruje biatka do degradacji w proteasomie oraz modyfikacja K63, ktora moze

prowadzi¢ do aktywacji kinaz przez tworzenie miejsca do przytaczenia innych biatek (87,

88).
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Ryc. 3 Rodzaje modyfikacji bialek przez rozne rodzaje rozgalezien fancucha ubikwityny.

Badania bioinformatyczne sugerowaly obecnos¢ w C-koncowej czesci Pellino
charakterystycznego wzoru powtarzajacych si¢ cystein oraz histydyn witasciwych dla
motywu RING (83). Kolejne odkrycie przyniosto krystalograficzne opisanie N-koncowej
cze$ci Pellino2. Badacze zidentyfikowali domen¢ FHA (ang. forkhead-associated
domain), ktora odpowiedzialna jest za wigzanie ufosforylowanych reszt treoniny.
Otoczona jest ona fragmentami nazwanymi WING, nieobserwowanymi wczesniej przy
innych znanych domenach FHA. Dodatkowo udowodniono, ze rdzen domeny FHA jest
konserwowany w catej rodzinie Pellino (89). Biatka Pellino podlegaja licznym
modyfikacjom posttranslacyjnym, ktore najlepiej opisane sa dla Pellinol. Jest ono
fosforylowane przez kinazy IRAK1 oraz IRAK4 na resztach seryny 76, 78, 82, 293 oraz
treoniny 80, 86, 288, a takze, cho¢ w mniejszym stopniu, przez TBK1 na resztach seryny
76 1 80. Fosforylacja jednej z wymienionych reszt jest wystarczajaca do uzyskania peinej
aktywnosci przez ligaze (90-92). Z kolei autoubikwitynacja lizyn 169, 202 oraz 266
najprawdopodobniej jest sygnalem do degradacji i wynika z konieczno$¢ kontrolowania

aktywnosci Pellino po aktywacji przez kinazy IRAK1 i 4 oraz TBK1 (93, 94)(Ryc. 4).
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Ryc. 4 Miejsca potwierdzonych modyfikacji bialka Pellinol.

3.3.2. Pellinol

Ligaza ubikwitynowo-biatkowa typu E3 pellino 1 (Pellinol) jest biatkiem
zaangazowanym w szereg Sciezek sygnatowych zwigzanych ze stanem zapalnym oraz
rozpoznaniem molekularnych wzorcow zwigzanych z patogenami.

Biatko to zostalo zidentyfikowane po raz pierwszy jako czynnik pozytywnie
regulujacy szklak sygnatowy aktywowany przez receptor IL-1R. Jest to mozliwe dzigki
stabilizacji kompleksu IRAK4-IRAK1-TRAF6, ktory wptywa na aktywacje NF-xB,
aw konsekwencji prowadzi do produkcji IL-8 oraz innych cytokin prozapalnych (95, 96).
Udowodniono réwniez, ze wigzanie Pellinol przez biatka SMADG6 i SMAD7 po ich
aktywacji przez TGF (ang. transforming growth factor) skutkuje destabilizacja
wspomnianego wyzej kompleksu i zablokowaniem aktywacji produkcji cytokin
prozapalnych (97, 98).

Pellinol peti rowniez wazng role w kaskadach sygnatowych aktywowanych przez
TLR3 oraz TLR4, ktore sg zalezne od biatka adaptorowego TRIF. Wykazano, ze myszy
z nokautem w genie kodujagcym biatko Pellinol sg mniej narazone na szok septyczny
wywotany podaniem poly(I:C) oraz LPS. Wynika to ze znacznie obnizonej aktywacji
NF-xB oraz obnizonej produkcji cytokin prozapalnych, takich jak TNFa, IL-6 oraz IL-
12 (99). Proponowanym mechanizmem dziatania biatka Pellinol w $ciezce sygnatowej
aktywowanej przez TLR3 i 4 jest fosforylacja Pellinol przez kompleks IKK-e-TBK1.
Dzigki aktywacji Pellinol jest zdolne do ubikwitynacji biatka RIP1, ktore
w ubikwitynowanej formie stanowi molekularng platforme, na ktorej zachodzi aktywacja
kompleksu TAK1-IKKa/B, a nastepnie aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-«xB (93,
100, 101). Dodatkowo zaobserwowano, ze brak biatka Pellinol wplywa jedynie na
poziom produkcji cytokin prozapalnych, nie =zaburzajac jednoczes$nie Sciezki

prowadzacej do produkcji interferonu typu I czy IP-10 (96, 99).
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Pellinol jest zaangazowane roéwniez W regulacje stanu zapalnego w uktadzie
nerwowym. Wykazano, ze w mozgach pacjentdw chorych na stwardnienie rozsiane jest
znacznie podwyzszony poziom ekspresji tego biatka w porownaniu z mézgami zdrowych
dawcoéw.  Jednocze$nie  zaobserwowano, ze  objawy  eksperymentalnego
autoimmunologicznego zapalenia mozgu i rdzenia (EAE ang. experimental autoimmune
encephalomyelitis) sa znacznie mniej dotkliwe U myszy z nokautem w genie kodujacym
biatko Pellinol. Wykazano ponadto, ze komorki mikrogleju z nokautem Pellinol nie
produkuja cytokin prozapalnych po aktywacji zaleznych od MyD88 $ciezek sygnatowych
receptorow TLR1/2, TLR7 oraz TLR9. Mechanizm molekularny zwigzany z brakiem
aktywacji produkcji cytokin prozapalnych opiera si¢ o brak ubikwitynacji I1AP2 przez
Pellinol, co w konsekwencji skutkuje stabilizacja biatka TRAF3 oraz mniejszym
stopniem aktywacji kinaz MAP, takich jak ERK, JNK i p38 (102).

W limfocytach T po stymulacji receptorow TCR (ang. T-cell receptor) i CD28
dochodzi do zwickszonej ekspresji biatka Pellinol, ktére ubikwitynuje czynnik
transkrypcyjny REL kierujac go do degradacji, a tym samym negatywnie wplywa na
poziom ekspresji IL-2. Udowodniono, ze u myszy z nokautem w genie kodujacym biatko
Pellinol dochodzi do akumulacji czynnika REL w jadrze i znacznie zwigkszonej
ekspresji IL-2, co w dluzszym okresie zwigzanym ze starzeniem si¢ myszy, prowadzi do
rozwoju schorzen autoimmunologicznych zwigzanych ze zmniejszong mozliwoscig

nabycia tolerancji na wlasne antygeny (103, 104).

3.3.3. Pellino2

Pellino2 jest najstabiej poznanym biatkiem z rodziny Pellino. Podobnie jak Pellinol
jest transferaza ubikwityny E3 typu RING. Biatko to zostalo zidentyfikowane jako
regulator szlaku sygnatowego, aktywowanego przez receptory IL-1R i TLR,
prowadzacego do indukcji ekspresji genow zaleznych od czynnika NF-kB. Dodatkowo
udowodniono, ze Pellino2 oddziatuje z biatkami IRAK 1, IRAK4, TRAF6, a takze TAK1
(90, 105). Niezalezne badania wykazaly, ze nadekspresja Pellino2 w komoérce prowadzi
réwniez do wzrostu aktywacji kinaz MAP tj. ERK i INK, a nokaut genu Peli2 manifestuje
si¢ brakiem aktywacji komorek po stymulacji IL-1p i LPS (105, 106). Potwierdzono
rowniez  udziat  biatka  Pellino2 w  szlaku  sygnalowym  receptorow

TLR4-MD2 w odpowiedzi na LPS. W tym przypadku biatko adaptorowe BCL10 (ang.
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B-cell lymphoma/leukemia 10) oddziatuje z biatkiem Pellino2 i prowadzi do aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Zaburzenie tego oddziatywania przez SOCS3 (ang.
Suppressor of cytokine signaling) skutkuje brakiem aktywacji czynnika (107).

3.3.4. Pellino3

Biatko Pellino3 zostato opisane po raz pierwszy w 2003 roku. W zasobach GeneBank
zidentyfikowano wtedy dwie sekwencje wykazujace duzg homologi¢ do znanych
sekwencji kodujgcych biatko Pellinol i Pellino2, odpowiednio 84% oraz 85%. Dwie
nowo poznane sekwencje r6zng si¢ mi¢dzy soba insertem kodujacym 24 dodatkowe
aminokwasy. Wykazano, ze obie sekwencje umiejscowione sa w tym samym loci na
chromosomie 11, co pozwala twierdzi¢, ze sa one dwoma wariantami transkrypcyjnymi
jednego genu. Nowy gen sktada si¢ z osmiu egzonow, a trzeci egzon zawiera sekwencje
kodujaca dodatkowe 24 aminokwasy wystepujace tylko w jednej formie biatka. Nowe
biatka ze wzgledu na wspomniang wczesniej homologie nazwano Pellino3a (forma dtuga)
oraz Pellino3b (forma krotka) (84).

Pellino3 na poziomie mRNA obecne jest we wszystkich tkankach organizmu.
W mobzgu, sercu oraz jadrach obserwuje si¢ znacznie wyzszy poziom transkryptu genu
Peli3 niz w pozostatych tkankach. Co ciekawe, we wszystkich tkankach wystepuje
mRNA kodujacy obie formy biatka. Jedynym wyjatkiem sg ptuca, gdzie obserwowany
jest jedynie transkrypt kodujacy forme krotka (84).

Do biatek bezposrednio rekrutowanych przez ligazg Pellino3 naleza: IRAKI,
TRAF6, TAK1 oraz NIK (ang. mitogen-activated protein kinase 14), a oddziatywanie to
jest zalezne od aktywacji receptora IL-1R (84). Powstaly kompleks sygnatowy inicjuje
aktywacje kinaz MAP: JNK i p38, co w efekcie prowadzi do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych c-JUN, ELK-1 (ang. ETS domain-containing protein) oraz CREB (ang.
cyclic AMP-responsive element-binding protein 1) (84, 108, 109). Rownolegle
wykazano, ze Pellino3b negatywnie reguluje, zalezng od IL-1, aktywacje NF-xB (110).

W przypadku receptora TLR2 wykazano, ze nadekspresja zarowno krotkiej, jak
i dlugiej formy biatka Pellino3 w komoérkach HEK-TLR2, ktore traktowano Pam>CSK4
oraz LPS izolowanym z Helicobacter pylori prowadzi do zmniejszenia aktywnosci
NF-xB oraz pobudzenia promotorow genoéw Cxcl8 oraz Ccl20. Jednoczesnie na tym

samym modelu komoérkowym z wyciszong ekspresjag genu Peli3 zaobserwowano

34



zwigkszong aktywacje NF-kB oraz pobudzenie promotorow genow Cxcl8 oraz Ccl20.
Pozwala to wnioskowac, ze Pellino3 moze petni¢ funkcje negatywnego regulatora szlaku
sygnatowego aktywowanego przez receptor TLR2 (111, 112).

Pellino3 wptywa rowniez na szlak sygnatowy aktywowany przez TLR3. Myszy
z nokautem genu Peli3 oraz wyizolowane z nich komérki MEF i BMDM stymulowane
syntetycznym ligandem dla TLR3 (poly(l:C)) oraz wirusem EMCV (ang.
encephalomyocarditis virus), charakteryzuja si¢ zwigkszonym poziomem ekspresji
genow Ifnbl, Ccl5 oraz Cxcl10. Mechanizm lezacy u podstaw zwickszonej produkcji
IFNP oraz zwigzanej z tym wigksze] przezywalnosci myszy zainfekowanych wirusem
EMCYV zwigzany jest z oddzialywaniem biatka Pellino3 z TRAF6. Ligaza Pellino3 na
zasadzie negatywnej petli zwrotnej inaktywuje biatko TRAF6, co skutkuje
zahamowaniem aktywacji czynnika transkrypcyjnego IRF7. W konsekwencji prowadzi
to do zahamowania ekspresji genu Ifnbl. W przypadku braku w komorkach biatka
Pellino3 produkcja IFNp nie jest zatrzymywana/limitowana (113).

Kolejnym receptorem z rodziny TLR, regulowanym przez biatko Pellino3 jest TLRA4.
Obecnos$¢ biatka Pellino3 wynikajaca z pobudzenia receptora Al przez utleniong forme¢
lipoproteiny niskiej gestosci (oxLDL, ang. oxidized low-density lipoprotein) prowadzi do
monoubikwitynacji biatka TANK. Proces ten wptywa na szlak sygnalowy aktywowany
przez receptor TLR4 po rozpoznaniu czasteczki LPS. Wspomniana ubikwitynacja
TANK, po stymulacji komorek lipopolisacharydem, znacznie ostabia aktywacje czynnika
transkrypcyjnego IRF3, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia poziomu produkcji
IFNB (114). Dodatkowo wykazano wptyw Pellino3 na zalezny od TLR4 poziom
aktywacji NF-«xB oraz ekspresj¢ genu kodujacego IL-8 (112).

W przypadku receptorow wewnatrzkomorkowych Pellino3 wptywa na szlak
sygnatowy receptora NOD2 (nalezgcego do rodziny NLR (ang. NOD like receptor)).
NOD2 rozpoznaje dipeptyd muramylowy (MDP ang. muramyl dipeptyde), ktory jest
sktadnikiem bakteryjnej Sciany komorkowej. Wykazano, ze Pellino3 wspomaga zalezng
od NOD?2 ubikwitynacje biatka RIP2, a co za tym idzie umozliwia stworzenie kompleksu
biatek TAK1 i IKK. Prowadzi to do aktywacji kinaz z rodziny MAP oraz czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, co w konsekwencji uruchamia ekspresj¢ cytokin prozapalnych
oraz peptydow bakteriobojczych (115).

Potwierdzono rowniez udziat Pellino3 w regulacji proapoptotycznego dziatania
TNFa. Stymulacja komoérek za posrednictwem TNFa prowadzi do powstania kompleksu
ztozonego z biatka RIP1 oraz szeregu ligaz ubikwityny, takich jak TRAF2, TRAFS5, IAP1
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oraz IAP2. Powstanie tego kompleksu warunkuje ubikwitynacj¢ RIP1 oraz rekrutacje
kolejnego kompleksu ztozonego z biatek TAK1 i IKK. Podobnie jak w przypadku
receptora NOD?2 skutkuje to aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz ekspresja
gendéw kodujacych biatka antyapoptotyczne (116). Deubikwitynacja biatka RIPI,
zwigksza jego powinowactwo do biatka FADD, co prowadzi do stworzenia z pomocg
prokaspazy 8 kompleksu sygnalizacyjnego wywotujacego $mier¢ (DISK ang. death-
inducing signaling complex) (116). Wykazano, ze Pellino3 potrafi zablokowac
oddziatywanie RIP1 z FADD dzigki wigzaniu si¢ do RIP1 za posrednictwem domeny
FHA. Udowodniono rowniez, ze Pellino3 nie musi by¢ katalitycznie aktywne aby

zablokowac¢ to oddzialywanie i jest ono calkowicie niezalezne od domeny RING (117).

36



4. Cel pracy

Ubikwitynacja jest najbardziej powszechnym sposobem modyfikacji biatek
w komorce. Pelni ona roznorodne funkcje takie jak: kierowanie biatek do degradaciji,
modyfikowanie cyklu komoérkowego, czy aktywacje konkretnych bialek w szlakach
sygnatowych. Ligazy ubikwityny w ostatnim czasie przyciagaja uwage badaczy z wielu
dziedzin biologii, od nauk podstawowych, gdzie okresla si¢ ich role w organizmach, po
badania aplikacyjne, w ktorych to podejmowane sg proby wykorzystania ich funkcji
w terapii lub diagnostyce.

Ligaza ubikwityny Pellino3 zostala scharakteryzowana jako biatko biorgce udziat
w nieswoiste] odpowiedzi immunologicznej. Wpltywa ono na szlaki sygnatowe
aktywowane przez szereg receptorow w komorce, miedzy innymi z grup TLR i NOD.
W niniejszej pracy postanowiono zbada¢ czy biatko Pellino3 wptywa réwniez na
odpowiedz przeciwwirusowa zalezng od receptoréw z rodziny RLR. W tym celu
zaplanowano wykonanie kompleksowej analizy profilu cytokin produkowanych
w odpowiedzi na infekcje VSIV w komorkach dzikich oraz z nokautem genu Peli3.
Ponadto podj¢to probg wyjasnienia w jaki sposob Pellino3 reguluje produkcje mRNA
i biatek dla IFNB, IP-10 oraz TNFa. Badania przeprowadzono na liniach komérkowych

mysich makrofagéw pochodzenia szpikowego typu dzikiego oraz z nokautem genu Peli3.
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S. Materialy i metody

5.1. Materialy

5.1.1. Odczynniki chemiczne i reagenty

2-merkaptoetanol

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

4x Laemmli Sample Buffer

Bio-Rad, Hercules, USA

10x bufor reakcyjny dla DNazy 1 z
dodatkiem MnCl;

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Agaroza

Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy

Akrylamid/Bisakrylamid 37,5:1
30%

roztwor

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Albumina surowicy wotowej

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Bambanker

Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, Niemcy

Blastycydyna

Invivogen, San Diego, USA

Biekit trypanu

Bio-Rad, Hercules, USA

Bufor do polimerazy DNA RedTaqg 10x

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Bufor obcigzajacy DNA Gel Loading Dye

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

6X

Chlorek potasu POCh, Gliwice
Chlorek sodu POCHh, Gliwice
Chloroform POCHh, Gliwice

Deoksycholan sodu

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Deoksyrybonukleotydy

Promega, Fitchburg, USA

Ditiotreitol (DTT)

LOBA-Chemie, Mumbai, Indie

Diwodorofosforan potasu

POCh, Gliwice

DNaza | wolna od RNaz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Dodecylosiarczan sodu (SDS)

Serva, Hedelberg, Niemcy

Etanol POCHh, Gliwice

FR180204 Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Glicyna Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
HEPES Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Igepal Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Izopropanol POCHh, Gliwice

Kazeina BDH/VWR International, Radnor, USA
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Koktajl inhibitorow proteaz ¢cOPMLETE
Mini EDTA-free

Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Niemcy

Koktajl inhibitorow fosfataz PhosSTOP
Mini EDTA-free

Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Niemcy

Kwas wersenowy (EDTA) POCHh, Gliwice

Kwas octowy Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Medium DMEM Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Medium RPMI Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Metanol POCh, Gliwice

Midori Green Advance

Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, Niemcy

Molekularne standardy czasteczkowych mas

biatkowych

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Molekularne standardy mas DNA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nadsiarczan amonu (APS)

Fluka, Bachs, Szwajcaria

Nitroceluloza

Bio-Rad, Hercules, USA

N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
(TEMED)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Normocyna

Invivogen, San Diego, USA

Ptodowa surowica bydleca (FBS)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Polimeraza DNA RedTaq

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

PureZOL odczynnik do izolacji RNA

Bio-Rad, Hercules, USA

QUANTI-Blue

Invivogen, San Diego, USA

QUANTI-Luc

Invivogen, San Diego, USA

Sol fizjologiczna buforowana fosforanem

bez jonow wapnia i magnezu (PBS)

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tris-HCI

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Trypsyna 10x Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Tween-20 Serva, Hedelberg, Niemcy

Wodorofosforan sodu

POCh, Gliwice

Zeocyna

Invivogen, San Diego, USA

5.1.2. Zestawy gotowe

Zestaw do odwrotnej transkrypcji:
iScript Reverse Transcription Supermix

for RT-PCR

Bio-Rad, Hercules, USA
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Zestaw do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym: iTaq Uniwersal SYBR

Green Supermix

Bio-Rad, Hercules, USA

Zestaw do oznaczania biologicznie
aktywnych interferonéow typu I: B16-
Blue IFNo/p Cells

Invivogen, San Diego, USA

Zestaw ELISA do oznaczania mysiego
TNFa: Mouse TNF-alfa DuoSet ELISA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Zestaw ELISA do oznaczania mysiego
IP-10: Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2
DuoSet ELISA

R&D Systems, Minneapolis, USA

5.1.3. Sekwencje oligonukleotydowe

Gen Sekwencja 5°— 3’ Wielkos¢
fragmentu
(pz)

Hprt F: GCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCTCGAAG 93
R: CCCTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT

Ifng F: GGAGATGACGGAGAAGATGC 83
R: CCCAGTGCTGGAGAAATTGT

Tnfa F: CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 174
R: TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

Ip-10 F: GCCATGGTCCTGAGACAAA 90
R: AGCTTACAGTACAGAGCTAGGA

Ddx58 F: ACAAACCGGGCAACAGGAAT 115
R: CAATGCCTTCATCAGCGACC

L-gen F: GCTCAACCCATGTCTCACCA 77
R: TTGGGCGGAATCATGCTGAA

Ifihl F: AACACGACAGAGCACCTACG 136
R: TTGTTCAGTCTGAGTCATGGGC

Mavs F: CGCAGCAAATGTTGCCTCTG 96
R: TTTGTCCTCAGGGCAGTACG

Peli3 F: CTCACCATTTGGGGGAAAGGA 685
R: TCTTTATCCCACACTTACACACAGT

pz — liczba par zasad, temperatura parowania oligonukleotydéow: 60°C
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5.1.4. Przeciwciala

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko fosforylowanej formie ERK1/2

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciala kroélicze skierowane

przeciwko ERK1/2

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko B-aktynie

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko fosforylowanej formie p38

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko p38

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko fosforylowanej formie INK

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata krolicze skierowane

przeciwko JNK

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata mysie skierowane przeciwko

IxkBa

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko fosforylowanej formie IRF7

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata krélicze skierowane

przeciwko fosforylowanej formie IRF3

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata krélicze skierowane
przeciwko fosforylowanej formie (Thr389)
p70S6

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata krdlicze skierowane
przeciwko fosforylowanej formie (Ser371)
p70S6

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko p70S6

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata krolicze skierowane
przeciwko fosforylowanej formie (Ser380)
p90RSK

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciala krolicze skierowane

przeciwko elF4A

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata krolicze skierowane

przeciwko fosforylowanej formie elF4B

Cell Signaling Technology, USA

Przeciwciata krolicze skierowane

przeciwko fosforylowanej formie elFAE

Cell Signaling Technology, USA
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fancuchowi cigzkiemu IgG krolika

skoniugowane z fluoroforem IRDye 800W

Przeciwciata osle skierowane przeciwko LiCor, USA
tancuchowi cigzkiemu IgG myszy

skoniugowane z fluoroforem IRDye 680W

Przeciwciata o$le skierowane przeciwko LiCor, USA

5.1.5. Bufory i zZele

HS

50 mM Tris-HCI pH 75
5 M NaCl

0,5% Igepal

50 mM NaF

0,1 mM NazVO,

inhibitory proteaz:
(25 mg/ml leupeptyna, 2,5
mg/ml aprotynina, 15 mg/ml
benzamidyna, 1 mg/ml trypsyna)
0,1 M PMSF

0,5 mM ditiotreitol
0,25% deoksycholan sodu

TAE

40 mM Tris
20 mM kwas octowy
2 mM EDTA

4x gérny bufor Tris pH 6,8

0,5 M Tris pH 6,8
0,4% SDS

4x dolny bufor Tris pH 8,8

1,5M Tris pH 8,8
0,4% SDS

bufor elektrodowy do SDS-PAGE

25 mM Tris
192 mM glicyna
0,1% SDS

bufor do transferu

25 mM Tris pH 8,5
192 mM glicyna

20% methanol

TBS 50 mM Tris-HCI
0,9% NaCl

TBS-T 50 mM Tris-HCI
0,9% NaCl
0,05% Tween 20

42




zel zageszczajacy 5% (10ml)

Rotiphorese Gel (37,5:1) 3,3 ml
4x upper Tris 5 mL

H.O 11,6 mL

10% APS 60 pl

TEMED 20 pl

zel rozdzielajacy 12% (20ml)

Rotiphorese Gel (37,5:1) 10 ml
4x lower Tris 6,25 ml

H.0 8,75 ml

10% APS 130 pl

TEMED 14 pl

5.1.6. Aparatura, akcesoria i programy komputerowe

Aparat do elektroforezy agarozowej Agagel Midi Wide

Biometra, Niemcy

Aparat do elektroforezy biatkowej Mini-PROTEAN®

Bio-Rad, USA

Czytnik ptytek LUMIstar Omega

BMG Labtech, Niemcy

Czytnik ptytek MR5000

Dynatech Laboratories, USA

DRG E-LizaMat X-2

DGR MedTek, Polska

Gel Doc XR+System

Bio-Rad, USA

Inkubator C 150

Binder, Niemcy

Jednorazowy sprzet plastikowy: koncowki do pipet,
ptytki hodowlane, ptytki polistyrenowe, szalki Petriego,

proboéwki

Corning Inc., USA; Medlab,
Niemcy; Starstedt, Niemcy;
Eppendorf, Niemcy

Komora laminarna klasy Il LabGard ES

NuAire, USA

Licznik komoérek TC20

Bio-Rad, USA, USA

Mikroskop fluorescencyjny Axio Vert. Al

Carl Zeiss, Niemcy

Nanofotometr

IMPLEN, Niemcy

Pipety automatyczne

Eppendorf, Niemcy

Skaner podczerwieni Odyssey CLx

Li-Cor Biosciences, USA

Termocykler CFX-Connect

Bio-Rad, USA

Termocykler Mastercycler Gradient

Eppendorf, Niemcy

Trans-Blot Turbo System

Bio-Rad, USA

Wirowka 1K15

Sigma Laborzentrifugen, Niemcy

Wirowka 5804 R

Eppendorf, Niemcy

Wirowka stotowa bez chtodzenia Mini Spin

Eppendorf, Niemcy

GraphPad Prism 7

GraphPad Softwere, USA

Image Studio ver 2.0

Li-Cor Biosciences, USA

MS Office

Microsoft, USA
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5.2. Metody

5.2.1. Hodowle komorkowe

Linie komorkowe

stosowane W niniejszej

i pochodzenie zebrano w tabeli.

pracy,

warunki ich hodowli

LINIA KOMORKOWA POCHODZENIE MEDIUM HODOWLANE
A549-Dual Invivogen, San Diego, DMEM+10% FBS, 1%
USA Normocyna, Blastycydyna
10pg/ml, Zeocyna
100pug/mi
Ab49-Dual KO- Invivogen, San Diego, DMEM+10% FBS, 1%
MDAS5 USA Normocyna, Blastycydyna

10pg/ml, Zeocyna
100pg/ml

A549-Dula KO-RIG-
I

Invivogen, San Diego,
USA

DMEM+10% FBS, 1%
Normocyna, Blastycydyna
10pg/ml, Zeocyna
100ug/mi

B16-Blue IFN-a/p

Invivogen, San Diego,

RPMI+10% FBS, 1%

nerek)

USA Normocyna, Zeocyna
100ug/mi
BMDM dzieki uprzejmosci prof. DMEM+10% FBS, 1%
(unie$miertelnione Paul’a Moynagh Normocyna
mysie makrofagi z Uniwersytetu Maynooth
pochodzenia
szpikowego)
BMDM Mavs” dzieki uprzejmosci prof. DMEM+10% FBS, 1%
Paul’a Moynagh Normocyna
z Uniwersytetu Maynooth
BMDM Peli3” dzieki uprzejmosci prof. DMEM+10% FBS, 1%
Paul’a Moynagh Normocyna
z Uniwersytetu Maynooth
HEK?293 (ludzkie ATCC DMEM+10% FBS, 1%
komorki embrionalne Normocyna
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LLC-MKk2 (komorki dzieki uprzejmosci prof. DMEM+10% FBS, 1%
nerkowe, Macaca Krzysztofa Pyrcia Normocyna
mulatta) z Uniwersytetu

Jagiellonskiego

MDCK (Komoérki dzigki uprzejmosci prof. DMEM+10% FBS, 1%
nerkowe Canis Krzysztofa Pyrcia Normocyna
familiaris) z Uniwersytetu

Jagiellonskiego

Hodowla linii komorkowych prowadzona byla w 5% atmosferze CO2> w 37°C.
Komorki stymulowano: wirusem paragrypy typu 3 (HPIV3 ang. human parainfluenza
viruses), wirusem grypy typu A szczepu H3NZ2, ludzkim syncytialnym wirusem
oddechowym (HRSV ang. human respiratory syncytial virus) oraz wirusem
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (VSIV) w ilosci 1,5 MOI (ang. multipicity of
infection) przez 8 godzin (real-time PCR), 16 godzin (test BioAssay i ELISA) lub przez
wskazany czas (Western Blot). Inhibitory FR180204 (2 uM) dodawano do komorek na

godzing przed dodatkiem wirusa.

5.2.2. Hodowla bakteryjna

GATUNEK POCHODZENIE WARUNKI HODOWLI
Listeria Kolekcja ITD Komorki hodowane byty
monocytogenes w pozywce LB w 37°C

ze statym wytrzasaniem

180 rpm.

Hodowla bakteryjna prowadzona byta przez noc. Po tym czasie dokonywano
pomiaru OD i wysiewano komorki na plytki ze stala pozywka w celu ustaleniu OD
odpowiadajacemu 10 mln komérek bakteryjnych na ml (10x108 CFU/mI). Do zakazenia
hodowli komorkowej uzywano bakterii w stosunku jedna komorka bakteryjna do jednej

komorki eukariotyczne;.
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5.2.3. Namnazanie wirusow

WIRUS POCHODZENIE WARUNKI NAMNAZANIA
HPIV3 (wirus dzigki uprzejmosci prof. Linia komorkowa LLC-
paragrypy typu 3) Krzysztofa Pyrcia Mk2; DMEM + 3% FBS,
z Uniwersytetu 1% Normocyna, trypsyna
Jagiellonskiego lug/ml; 37°C
Wirus grypy typu A dzieki uprzejmosci prof. Linia komoérkowa MDCK;
szczep H3N2 Krzysztofa Pyrcia DMEM + 3% FBS, 1%
z Uniwersytetu Normocyna, trypsyna
Jagiellonskiego 1pg/ml; 37°C
HRSV (ludzki dzigki uprzejmosci prof. Linia komoérkowa LLC-
syncytialny wirus Krzysztofa Pyrcia Mk2; sole Hank’s i Erle’s
oddechowy) z Uniwersytetu w stosunku 2:1 + 3% FBS,
Jagiellonskiego 1% Normocyna; 32°C
VSIV (wirus ATCC Linia komorkowa
pecherzykowatego HEK293; DMEM + 10%
zapalenia jamy FBS, 1% Normocyna;
ustnej) 37°C

Hodowla linii komorkowych prowadzona byta w 5% atmosferze CO, w wymaganej
przez wirusa temperaturze. Po zaobserwowaniu na hodowli komorkowej efektu
cytopatycznego komorki mrozono w -80°C, w celu uwolnienia jak najwiekszej ilosci
czasteczek wirusa, a nastgpnie zbierano lizat i wirowano przez 15 minut przy
15000 x g w 4°C. Uzyskany nadsacz zbierano, rozpipetowano po 100 pl i mrozono
w -80°C. W uzyskanych w ten sposob porcjach wirusa oznaczano PFU (ang. plaque

forming units).

5.2.4. Oznaczanie miana wirusow

Miano wirusow uzywanych do zakazania komorek oznaczano poprzez
miareczkowanie z  wykorzystaniem metody tysinkowej na  24-godzinnej,
jednowarstwowej hodowli HEK293 dla VSIV, LLC-Mk2 dla HPIV3 i HRSV oraz
MDCK dla wirusa grypy typu A, na 6-dotkowych ptytkach. W osobnych proboéwkach
przygotowano rozcienczenia wirusa w postepie logarytmicznym (od 10 -1 do 10 -9).

Z kazdego dotka usunigto za pomoca pipety 1 ml ptynu hodowlanego. Rozcienczenia
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wirusa w ilosci 100 pl przenoszono pipetg na ptytke z hodowla w dwoch powtorzeniach,
a nastepnie inkubowano 1,5 godziny w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO». Po
inkubacji ostroznie usuni¢to medium ze studzienek. Nastepnie dodano do kazdej
studzienki 2 ml mieszaniny: 2-krotnie stezonego DMEM z 4% FBS, PBS i 2% sterylnego
roztworu agarozy (w stosunku 1: 0,3: 0,7 objetosci). Plytki pozostawiono w temperaturze
pokojowej na 15 minut, po czym inkubowano 3 dni w temperaturze 37°C, w atmosferze
5% CO., do pojawienia si¢ wyraznych przejasnien w hodowli, tzw. ,.tysinek”. , X ysinki”
w hodowli w formie wyraznych kot obserwowano pod mikroskopem odwrdéconym.

Stezenie zawiesiny wirusa obliczano wg wzoru:

miano wirusa [PFU/ml] = (ilo$¢ tysinek * 10) / rozcienczenie zawiesiny wirusa.

5.2.5. Analiza ekspresji genow

5.2.5.1. Izolacja catkowitego RNA

Catkowite RNA izolowano z 1,5 min komorek z wykorzystaniem odczynnika
PureZol (Bio-Rad), postgpujac zgodnie z zaleceniami producenta. Komorki lizowano
uzywajac 0,5 ml PureZolu, nastgpnie dodano 0,1 ml chloroformu i wytrzgsano przez 15
sekund. Mieszaning inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej, a nastgpnie
wirowano 15 minut przy 15000 x g w 4°C. Po wirowaniu zbierano gorng faze wodng do
$wiezej probowki i dodawano rowng objetosé alkoholu izopropylowego. Po 5 minutach
inkubacji w temperaturze pokojowej mieszaning wirowano 15 minut przy
15000 x g w 4°C. Nastgpnie zbierano supernatant, a powstaty pelet przemywano
dwukrotnie 75% etanolem i wirowano 5 minut przy 7500 x g w 4°C. Uzyskany pelet
suszono i zawieszano w wodzie wolnej od nukleaz. Pomiaru st¢zenia kwasu
nukleinowego dokonywano spektrofotometrycznie z wykorzystaniem aparatu
NanoPhotometer®P 360 (IMPLEN). Czysto$¢ wyizolowanego materialu oceniano na
podstawie stosunkéw absorbancji odczytanej przy dhlugosci fali A=260, A=280
1 A=230 nm.
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5.2.5.2. Degradacja genomowego DNA

1 ng catkowitego RNA oczyszczano z zanieczyszczen pochodzacych z genomowego
DNA poprzez trawienie deoksyrybonukleaza 1. Mieszaning reakcyjng (10 pl)
inkubowano przez 30 minut w 37°C. Reakcje przerywano poprzez dodanie do mieszaniny

50 mM EDTA (1 pl) i ogrzewanie probki przez 10 minut w temperaturze 65°C.

5.2.5.3. Odwrotna transkrypcja (RT-PCR)

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono z uzyciem zestawu iScript™ Reverse
Transcription Supermix for RT-qPCR. 1 pg matrycy (izolacja opisana w punkcie 5.2.5.1.)
dodawano do 4 pl iScript RT Supermix i dopetniano do 20 pl woda wolng od nukleaz.
Probki inkubowano kolejno: 5 minut w 25°C, 20 minut w 37°C, 20 minut w 46°C oraz
1 minutg w 96°C. Po zakonczeniu reakcji do mieszaniny dodawano 20 ul wody wolnej

od nukleaz. Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

5.2.5.4. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR)

Reakcja real-time PCR prowadzona byta w aparacie CFX Connect (Bio-Rad). Do
reakcji uzywano 10 ng cDNA. Objetos¢ prob zawierajacych cDNA uzupetniano do 10 pl
0 odpowiednie startery (w stezeniu koncowym 0,4 uM kazdy) oraz iTaq Uniwersal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad). Kazdy punkt pomiarowy wykonywano w dwoch
powtorzeniach. Zastosowano nastgpujace warunki reakcji: aktywacja polimerazy
(30 sekund, 95°C), denaturacja matrycy (10 sekund, 95°C), hybrydyzacja starterow
(15 sekund, 60°C), elongacja (15 sekund, 72°C). Reakcj¢ prowadzono przez 40 cykli.
Wyniki normalizowano wzgledem endogennej kontroli genu fosforybozylotransferazy
hipoksantynowo-guaninowej (HPRT) i analizowano z zastosowaniem metody 2-44€T,

Kontrole specyficznosci stosowanych starterow stanowity krzywe topnienia produktow.
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5.2.5.5. Reakcja PCR

Reakcj¢ PCR prowadzono z wykorzystaniem polizmerazy DNA RedTaq (Sigma)
zgodnie z zaleceniami producenta. Mieszanina reakcyjna zawierala 3,5 pl cDNA
otrzymanego w reakcji RT (co odpowiadato okoto 70 ng kwasu nukleinowego), 2,5 ul
10x buforu do reakcji, 200 uM dNTP, 0,5 uM startera F 1 0,5 uM startera R. Cato$¢
uzupetniano woda wolng od nukleaz do koncowej objetosci 25 ul. Po wstepnej
denaturacji matrycy w 95°C przez 3 minuty zastosowano 40 cykli obejmujacych:
denaturacje w 95°C (30 sekund), hybrydyzacje w temperaturze 60°C (60 sekund) oraz
wydluzanie w temperaturze 72°C (60 sekund). Koncowe wydluzanie amplikonu
prowadzono przez 5 minut w temperaturze 72°C. Produkt PCR rozdzielano
elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym w buforze TAE z dodatkiem Midori Green
Advance (Nippon Genetics Europe GmbH). Rozdziat elektroforetyczny prowadzono
w aparacie Agagel Midi-Wide (Biometra) przy napigciu 12 V/cm, stosujac TAE jako
bufor elektrodowy. Po rozdziale obraz zelu analizowano w aparacie Gel Doc
XR+System.

5.2.6. Oznaczanie poziomu biologicznie aktywnych interferonow

typu | (Bioassay)

Poziom biologicznie aktywnych interferonéw typu I oznaczano metoda biologiczna
(Bioassay) z uzyciem linii komérkowej B16-Blue IFN-a/f (Invivogen). Oznaczenie
wykonywano zgodnie z instrukcjg producenta. Komorki BMDM wysiewano na ptytki
hodowlane w gestosci 0,5 x 10%/ml medium hodowlanego. Nastepnego dnia komorki
stymulowano wirusem. Komérki B16-Blue IFN-a/B wysiewano w gestosci 4,2 x 10°/mll
medium hodowlanego i dodawano po 20 ul nadsgczu znad stymulowanych przez 16
godzin komoérek BMDM, nastepnie inkubowano przez kolejne 16 godzin. Jako kontrole
pozytywna testu uzyto 20 ul poly(l:C) o stezeniu 10 pg/ml. Kontrolg negatywna testu
stanowito 20 ul medium DMEM. Po inkubacji, 20 ul nadsaczu znad komorek B16-Blue
IFN-o/p dodawano do 180 ul medium QUANTI-Blue (Invivogen) naniesionego na
96-dotkowa ptytke testowa. Po 3 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C w probach
oznaczano poziom biologicznie aktywnych interferonéw typu I poprzez pomiar

absorbancji przy dtugosci fali A=630 nm.
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5.2.7. Oznaczenie poziomu cytokin (IP-10 oraz TNFa)

Poziom wydzielanych cytokin  TNFa oraz [IP-10 oznaczano metoda
immunoenzymatyczng ELISA. Komérki BMDM wysiewano na ptytke hodowlang w
gestosci 0,5 x 10%/ml medium hodowlanego. Nastgpnego dnia infekowano je VSIV przez
16 godzin. Kontrol¢ negatywng testu stanowito medium DMEM. Pomiar poziomu
cytokin w supernatancie pohodowlanym wykonano zgodnie z zaleceniami producenta
zestawow (R&D) z wykorzystaniem zautomatyzowanego systemu pipetujgcego
DRG E-LizaMat X-2 (firmy DGR MedTek). Piytk¢ polistyrenowa optaszczano
przeciwcialami pierwszorzgdowymi w stezeniu 1 pg/ml w PBS i inkubowano przez noc
w temperaturze pokojowej. Po czterokrotnym przeptukaniu ptytki PBS blokowano
miejsca nieswoiscie wigzace immunoglobuliny za pomoca roztworu blokujacego przez
1 godzing w 37°C. Plytke ponownie ptukano, a nastgpnie nanoszono rekombinowane
biatko TNFa lub IP-10 w okreslonych stezeniach oraz nadsgcze znad komérek BMDM
w ilo$ci 100 pl/dotek i inkubowano przez godzing w temperaturze 37°C. Po ponownym
ptukaniu plytki nanoszono 100 ul biotynylowanych przeciwciat o stezeniu 0,5 pg/ml
w PBS i inkubowano przez kolejng godzing w temperaturze 37°C. Po odptukaniu
niezwigzanych przeciwcial dodawano koniugat awidyna-HRP (1:2000 v/v). Detekcje
prowadzono z uzyciem substratu TMB odczytujac absorbancje przy dtugosci fali A=450

nm. Stezenie TNFa oraz IP-10 w badanych probach odczytano z krzywej standardowej.

5.2.8. Oznaczenie poziomu aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych

z rodziny IRF

Poziom aktywacji czynnikow transkrypcyjnych z rodziny IRF 0znaczano z uzyciem
linii komorkowych A549-DUAL, A549-DUAL KO-MDAS5 oraz A549-Dual KO-RIG-I
(Invivogen). Komorki te ekspresjonuja gen kodujacy lucyferaze pod kontrola promotora
aktywowanego przez czynniki transkrypcyjne z rodziny IRF. Komorki po infekcji
wirusowej lub stymulacji ligandem rozpoznawanym przez receptory z rodziny RLR
produkuja lucyferaze, ktora wydzielana jest do medium hodowlanego. Poziom produkcji
lucyferazy mierzono z wykorzystaniem substratu QUANTI-Luc. Oznaczenie

wykonywano zgodnie z instrukcja producenta. Komorki A549-DUA wysiewano na ptytki
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hodowlane w gestosci 2,8 x 10%ml medium hodowlanego. Nastepnego dnia komorki
stymulowano wirusem VSIV przez 16 godzin. Jako kontrole pozytywna testu uzyto 20 ul
poly(l:C) o stezeniu 10 pg/ml. Kontrole negatywna testu stanowito 20 pul medium
DMEM. Odczytu dokonywano na 96-dotkowej nieprzezroczystej plytce testowej
w mieszaninie: 20 ul nadsgczu znad komoérek A549-DUAL oraz 180 ul QUANTI-Luc
I natychmiast przeprowadzono pomiar luminescencji na czytniku ptytek LUMIstar
Omega (BMG Labtech).

5.2.9. Oznaczanie ilo$ci bialka metoda Bradforda

Stezenie bialka w badanych preparatach oznaczano metoda Bradforda
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Pierce Coomassie (Bradford) Protein Assay
Kit. Test przeprowadzano na ptytkach 96-dotkowych. Do probek o objetosci 5 pl
dodawano 245 ul odczynnika Bradford. Ptytke inkubowano w temperaturze pokojowe;j
przez 30 minut, a nastgpnie dokonywano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali
A=595nm przy pomocy czytnika MR5000 (Dynatech Laboratories). Stezenie biatka
w badanej probie wyznaczano na podstawie krzywej kalibracyjnej wykonanej

z wykorzystaniem wzorcoOw biatkowych.

5.2.10. SDS-PAGE i Western blot

5.2.10.1. Elektroforeza biatek w Zelu poliakrylamidowym

Komorki wysiewano na ptytki hodowlane w gestosci 2 min/ml medium hodowlanego
i infekowano wirusem, a nastgpnie poddawano lizie w buforze HS. Elektroforetyczny
rozdziatl biatek przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym wedlug Laemmli’ego
w warunkach denaturujagcych (118). Lizaty komorek zawierajace 10-50 pg biatka
mieszano z buforem do nanoszenia probek (w stosunku 3:1) i denaturowano przez
10 minut w temperaturze 95°C. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej probki
nanoszono na 12% zel poliakrylamidowy i poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu
w aparacie Mini-PROTEAN (BioRad) przy napieciu 90 V do momentu odpowiedniego
zageszezenia probek w zelu zageszczajacym, nastepnie rozdzial byt kontynuowany przy

napieciu 120 V.
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5.2.10.2. Elektrotransfer bialek

Po rozdziale elektrofoterycznym bialka przenoszono z zelu na membrany
nitrocelulozowe (0,45 um). Elektrotransfer prowadzono przez 30 minut w aparacie

Trans-Blot Turbo System (BioRad) przy napigciu 25 V i natgzeniu 1A.

5.2.10.3. Detekcja biatek immobilizowanych na membranie nitrocelulozowej

W celu zablokowania oddziatywan niespecyficznych pomigdzy nitroceluloza
a przeciwcialami membrany inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowe;j
w 1% roztworze kazeiny w TBS-T. Po tym czasie nitroceluloz¢ ptukano
z wykorzystaniem buforow TBS-T i TBS. Nastepnie membrany inkubowano w roztworze
przeciwcial pierwszorzgdowych w TBS-T przez 16 godzin w 4°C. Powtarzano procedure
ptukania 1 inkubowano z przeciwciatem drugorzedowym w TBS-T przez godzing
w temperaturze pokojowej. Membrany ponownie ptukano. Wynik odczytywano przy
pomocy skanera podczerwieni ODYSSEY Infrared Imaging System (LiCor).
Przeciwciata pierwszorzedowe i drugorzgedowe rozcienczano w 1% roztworze kazeiny

w TBS-T wedtug wskazah producenta.

5.2.12. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawione w pracy wyrazone sg jako $rednie arytmetyczne + odchylenie
standardowe, z trzech niezaleznych powtdrzen. Réznice migdzy dwoma badanymi
grupami oceniano za pomocg testu t-Studenta przyjmujac za istotne statystycznie
wartosci p<0,05. Wartosci p kolejno oznaczono p<0,05 - *, p<0,01 - **, p<0,001 - ***,
p<0,0001 - ****_ Analize statystyczng oraz graficzne przedstawienie wynikow wykonano

za pomoca programu GraphPad Prism 7.
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6. Wyniki

6.1. Badanie indukcji odpowiedzi przeciwwirusowej
w komoérkach BMDM

6.1.1. Analiza ekspresji genu Ifng po stymulacji wybranymi wirusami

W  celu okre$lenia, ktory wirus zdolny jest do aktywacji odpowiedzi
przeciwwirusowej w uniesmiertelnionych mysich makrofagach pochodzenia szpikowego
BMDM infekowano je wirusem grypy rzekomej typu 3 (ang. Human parainfluenza virus,
HPIV3), wirusem grypy typu A szczep H3N2 (ang. Influenza A virus), syncytialnym
wirusem oddechowym (ang. Human respiratory syncytial virus, HRSV) oraz wirusem
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (ang. Indiana vesiculovirus, VSIV). Nastepnie

metodg real-time PCR okre$lono zmiany w ekspresji genu kodujacego interferon f.
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Rys. 6.1.1. Poziom ekspresji genu Ifng w komorkach BMDM WT w odpowiedzi na infekcje wirusowa.
Komorki infekowano wirusami (HPIV3, H3N2, HRSV-oraz VSIV) w iloéci 1,5 MOI przez 8 godzin.
Kontrole stanowity komorki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktéorym zawieszone byly wirusy

(MOCK). Nastepnie z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metoda real-time
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PCR oznaczano relatywny poziom ekspresji genu Ifng. Jako genu referencyjnego uzyto Hprtl.
**** p<0,0001.

Wykazano, ze w komoérkach BMDM dochodzi do znacznego wzrostu ekspresji genu
kodujacego IFNP jedynie w odpowiedzi na wirus VSIV (Rys. 6.1.1.). W zwigzku z tym

zostal on wytypowany do dalszych badan.

6.1.2. Analiza poziomu produkcji bialek efektorowych przez komorki

BMDM

W celu ustalenia optymalnego punktu czasowego do analizy poziomu produkcji
interferondw typu [ oraz cytokin prozapalnych, medium znad komoérek BMDM
WTinfekowanych wirusem VSIV zbierane bylo w dwoch punktach czasowych 8 i 16
godzin po infekcji. Nastepnie poziom interferondw typu I znajdujacych si¢ w nadsaczu
mierzono metodg testu biologicznego BioAssay. Poziom cytokin TNFa oraz IP-10

mierzony byt z wykorzystaniem testow ELISA.
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Rys. 6.1.2 Poziom produkcji interferonéw typu I, 1P-10 oraz TNFe. w komérkach BMDM WT po
infekcji VSIV. Komorki infekowano VSIV przez 8 i 16 godzin. Kontrolg stanowity komorki z dodatkiem
medium identycznym z tym, w ktéorym zawieszone byty wirusy (MOCK). Poziom wydzielonych biatek
analizowano metoda BioAssay (interferony typy I) oraz ELISA (IP-10, TNFa). **** p<0,0001 **p<0,01.
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Wykazano, ze produkcja biologicznie aktywnych interferonéw typu I, TNFa oraz IP-
10 przez komérki BMDM infekowane VSIV widoczna jest na niskim poziomie juz
8 godzin po infekcji. Jednakze po 16 godzinach infekcji wirusowej poziom produkcji
badanych biatek wzrasta Kilkukrotnie (Rys. 6.1.2.). Dlatego do dalszych badan nad
odpowiedziag komodrkowa na VSIV, metodg testow biologicznych, wybrany zostat

szesnastogodzinny czas inkubacji.

6.1.3. Analiza ekspresji genu Peli3 po stymulacji wirusem VSIV

W celu okreslenia poziomu ekspresji genu kodujacego biatko Pellino3 w komorkach
BMDM infekowano je wirusem VSIV przez 4, 8 i 16 godzin. Nastgpnie metoda real-time
PCR okreslono zmiany w ekspresji genu Peli3.

59 *kk*

Relatywny poziom
mRNA dla Pelizd (2*2°T)

Rys. 6.1.3. Poziom ekspresji genu Peli3 w komorkach BMDM WT w odpowiedzi na infekcje
wirusowg. Komorki infekowano wirusem VSIV w ilosci 1,5 MOI przez 4, 8 oraz 16 godzin. Kontrole
stanowity komorki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktorym zawieszone byty wirusy (MOCK).
Nastepnie z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metoda real-time PCR

oznaczano relatywny poziom ekspresji genu Peli3. Jako genu referencyjnego uzyto Hprtl. **** p<0,0001.

Analiza wykazata, ze w pierwszych o$miu godzinach po infekcji wirusowej gen
Peli3 ulega ekspresji na poziomie porownywalnym z tym obserwowanym w komoérkach
nieinfekowanych. Jednakze w szesnastej godzinie po infekcji wirusowej zaobserwowano

istotny wzrost syntezy mRNA dla biatka Pellino3 (Rys. 6.1.3.). Obserwowane wyniki
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wskazujg na to, ze gen Peli3 w trakcie infekcji wirusowej ulega zwickszonej ekspres;ji

w poznych etapach odpowiedzi przeciwwirusowej.

6.2. Rola receptorow z rodziny RLR w odpowiedzi

przeciwwirusowej indukowanej po infekcji VSIV

6.2.1. Analiza ekspresji genéw efektorowych w komérkach BMDM
Mavs™ po stymulacji wirusem VSIV

W celu sprawdzenia czy VSIV rozpoznawany jest przez receptory z rodziny RLR
wykorzystano komorki BMDM z nokautem genu kodujacego biatko MAVS (BMDM
Mavs’), ktore jest jedynym adaptorem sygnalu pochodzacego od receptoréw RLR.
Komoérki (BMDM WT oraz BMDM Mavs™) infekowano wirusem VSIV, a nastgpnie

metodg real-time PCR okres$lono poziom ekspresji genow Ifng, Cxcl10 oraz Tnfa.
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Rys. 6.2.1. Poziom ekspresji genu Ifnf, Cxcl10 oraz Tnfa w komérkach BMDM w odpowiedzi na
infekcje wirusowa. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI przez 8 godzin. Kontrolg stanowity
komorki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktorym zawieszony byt wirus (MOCK). Nastepnie
z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metoda real-time PCR o0znaczano

relatywny poziom ekspresji genu Ifng, Cxcll0 oraz Tnfa. Jako genu referencyjnego uzyto Hprtl.
**** n<0,0001, ** p<0,01.
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W komérkach BMDM Mavs™ po infekcji VSIV nie zaobserwowano ekspresji genow
kodujacych IFNP oraz IP-10 (Rys. 6.2.1.). Natomiast ekspresja mRNA dla TNFa jest
obserwowana na trzykrotnie nizszym poziomie w poréwnaniu do komorek typu dzikiego.
W kolejnym etapie sprawdzono czy dane uzyskane na poziomie transkryptu koreluja
z poziomem wydzielonych bialek. Do pomiaru biologicznie aktywnych interferonow

typu | zastosowano BioAssay, natomiast poziom IP-10 i TNFa 0znaczano testem ELISA.
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Rys. 6.2.2. Poziom produkcji interferonow typu I oraz cytokin TNFa i IP-10 w komérkach BMDM
w odpowiedzi na infekcje wirusowa. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI przez 16 godzin.
Kontrole stanowity komorki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktéorym zawieszone byty wirusy
(MOCK). Poziom wydzielonych bialek analizowano metoda BioAssay (interferony typy 1) oraz ELISA
(IP-10, TNFa). ****p <0,0001, **p<0,001.

Otrzymane wyniki pokazuja, ze komérki BMDM Mavs™ nie produkcja zwickszonej
ilosci biologicznie aktywnych interferonow typu | oraz cytokin prozapalnych po infekcji
VSIV (Rys. 6.2.2.). Uzyskane wyniki $§wiadczg o tym, Ze receptory z rodziny RLR sa

odpowiedzialne za indukcj¢ odpowiedzi przeciwwirusowej zaleznej od VSIV.

6.2.2. Analiza aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny IRF
w komorkach A549 po stymulacji wirusem VSIV

W celu okreslenia, ktory z receptoréw rodziny RLR odpowiedzialny jest za
rozpoznanie wirusa VSIV wykorzystano komorki A549-Dual, A549-Dual KO-RIG-I
oraz A549-Dual KO-MDAS5. Komorki te ekspresjonuja dodatkowo gen kodujacy
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lucyferaz¢ pod kontrolg promotorow aktywowanych przez czynniki transkrypcyjne
z rodziny IRF. Poziom produkcji lucyferazy po rozpoznaniu przez komorki liganda
skorelowany jest z poziomem odpowiedzi przeciwwirusowej indukowanej przez
receptory z rodziny RLR. Komorki infekowane byty wirusem VSIV przez 16 godzin.
Nastepnie zebrany nadsgcz komoérkowy poddawano analizie metodg QUATI-LUC.
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Rys. 6.2.3. Aktywacja czynnikow transkrypcyjnych z rodziny IRF w komérkach A549 w odpowiedzi
na infekcje wirusowa. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI przez 16 godzin. Kontrolg stanowity
komorki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktorym zawieszone byty wirusy (MOCK). Uzyskany
nadsacz komérkowy analizowano metoda QUANTI-LUC. ****p <0,0001, ***p<0,001.

Wykazano, ze zarowno w komorkach A549 WT, jak i w komorkach
z inaktywowanym genem kodujacym receptor MDA-5 dochodzi do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny IRF w odpowiedzi na infekcje wirusem VSIV. Podobnego
efektu nie zaobserwowano natomiast w komoérkach A549 z nokautem w genie kodujacym
receptor RIG-1 (Rys. 6.2.3.), potwierdzajac tym samym udzial receptora RIG-I
w odpowiedzi przeciwwirusowej aktywowanej VSIV.

Genom wirusa VSIV sktada si¢ z ujemnie spolaryzowanego jednoniciowego RNA
I jest rozpoznawany przez receptor RIG-1. Podobne czasteczki kwasow nukleinowych
rozpoznawane sg w komorce przez receptor TLR3. Wcze$niejsze badania wskazuja na

to, ze biatko Pellino3 zdolne jest do regulacji szlakow sygnalowych aktywowanych po
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rozpoznaniu przez TLR3 czasteczki RNA, dlatego w dalszym etapie badan postanowiono

sprawdzi¢ wptyw Pellino3 na $ciezki sygnatowe aktywowane przez receptor RIG-I.

6.3. Rola bialka Pellino3 w szlaku sygnalowym zaleznym od

receptorow z rodziny RLR

6.3.1. Analiza ekspresji genéw efektorowych w komoérkach BMDM
Peli3” po stymulacji wirusem VSIV

Aby okresli¢ rolg biatka Pellino3 w odpowiedzi przeciwwirusowej, komorki typu
dzikiego (BMDM WT) oraz z nokautem biatka Pellino3 (BMDM Peli3”) infekowano
wirusem VSIV przez 8 godzin. Nastepnie metoda real-time PCR okreslano zmiany

w ekspresji genow 1fng, Cxcl1l0 oraz Tnfo zachodzace w odpowiedzi na stymulacjg
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Rys. 6.3.1. Poziom ekspresji genu Ifnf, Cxcl10 oraz Tnfa w komérkach BMDM w odpowiedzi na
infekcje wirusowa. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI przez 8 godzin. Kontrole stanowity
komorki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktorym zawieszone byty wirusy (MOCK). Nastgpnie
z komorek izolowano calkowite RNA, przepisywano na cDNA i metoda real-time PCR o0znaczano

relatywny poziom ekspresji genu Ifng, Cxcll0 oraz Tnfa. Jako genu referencyjnego uzyto Hprtl.
****p <0,0001, ***p<0,001.
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Wykazano, ze w komorkach BMDM Peli3” infekowanych VSIV poziom ekspresji
gendw kodujacych zarowno IFN, jak i IP-10 wzrasta czterokrotnie w poréwnaniu
z komorkami typu dzikiego. Nie zmienia si¢ natomiast poziom ekspresji genu kodujacego
TNFa (Rys. 6.3.1.).

Dodatkowo sprawdzono czy zmiany w ekspresji badanych gendw obserwowane na
poziomie mRNA widoczne sg rowniez na poziomie biatek. W tym celu komoérki BMDM
WT oraz BMDM Peli3” infekowano wirusem VSIV przez 16 godzin. Nastgpnie
oznaczano poziom aktywnych biologicznie interferonéw typu | (BioAssay) oraz cytokin
prozapalnych (ELISA). Kontrole pozytywna stanowity komérki BMDM stymulowane
zywymi bakteriami z gatunku L. monocytogenes w ilosci 1,5 komorki bakteryjnej na
1 komérke BMDM.
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Rys. 6.3.2. Poziom produkcji interferonow typu | oraz cytokin TNFa i IP-10 w komérkach BMDM
w odpowiedzi na infekcje wirusowa. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI przez 16 godzin.
Kontrole stanowity komoérki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktorym zawieszone byty wirusy
(MOCK). Hodowle inkubowano przez 16 h. Nastepnie zbierano nadsacz komoérkowy, w ktorym
analizowano poziom wydzielonych biatek metoda biologiczng BioAssay (interferony typy 1) oraz ELISA
(IP-10, TNFq). ****p <0,0001.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze komoérki z nokautem genu kodujacego Pellino3
charakteryzujg si¢ znaczgco obnizonym poziomem produkcji cytokin prozapalnych oraz
interferonéw typu | w odpowiedzi na infekcje wirusowa (Rys. 6.3.2.). Wykazano

réwniez, ze poziom produkcji IP-10 oraz interferonu typu I w komérkach BMDM
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Peli3” zakazonych L. monocytogenes jest niezmieniony oraz ze poziom produkcji TNFa

w tych komorkach jest obnizony prawie dwukrotnie (Rys. 6.2.2.).

6.3.2. Badanie fenotypu linii komérkowej BMDM typu dzikiego
i Peli3”

W kolejnym etapie sprawdzono czy nokaut genu dla ligazy Pellino3 wplywa na
poziom ekspresji genéw kodujgcych RIG-1, MDA-5 oraz MAVS odpowiednio Ddx58,
Ifihl oraz Mavs. Miato to potwierdzi¢, czy obserwowane zmiany w ekspresji i produkcji
interferonu typu I po infekcji wirusowej zalezg jedynie od ekspresji genu kodujacego
Pellino3 w komérce. W tym celu przeprowadzono analize ekspresji genow Ddx58, Ifihl,

Mavs oraz Peli3 w komoérkach BMDM typu dzikiego oraz Peli3™".

BMDM BMDM
WT  Peli3’

Ddx58 D D
Ifihl . .

Mavs s e
peiiz D

Rys. 6.3.3. Analiza ekspresji genéw Ddx58, Ifihl, Mavs oraz Peli3 w BMDM WT oraz BMDM
Peli3”. Z komérek BMDM WT oraz Peli3” izolowano catkowite RNA i przepisano na cDNA. Nastepnie
uzyskane cDNA wykorzystano jako matryce do amplifikacji okre§lonych fragmentow w klasycznej reakcji
PCR. Amplikony poddano rozdzialowi elektroforetycznemu w 1% zelu agarozowym i wizualizowano

z uzyciem interkalatora Midori Green.

Zaobserwowano, ze nokaut Peli3 w komoérkach BMDM nie wplywa na poziom
ekspresji genéw zaréwno dla receptorow RIG-1 oraz MDA-5, jak rowniez biatka MAVS.
Jednoczesnie potwierdzono, ze w komérkach BMDM Peli3” nie zachodzi ekspresja genu
kodujacego biatko Pellino3 (Rys. 6.3.3.). Mozna zatem wnioskowaé, ze zahamowanie

wydzielania cytokin jest efektem braku ekspresji ligazy.
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6.4. Badanie roli bialka Pellino3 w aktywacji wybranych

czynnikow transkrypcyjnych w komorkach BMDM po infekcji
VSIV

W celu okreslenia udziatu biatka Pellino3 w aktywacji wybranych czynnikow
transkrypcyjnych w komoérkach BMDM infekowanych VSIV zbadano poziom
fosforylacji IRF3 oraz IRF7 oraz stopien degradacji podjednostki inhibitorowej czynnika
transkrypcyjnego NF-kB — IkBa (ang. nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha). Degradacja czynnika IkBa jest charakterystyczna
dla kanonicznej $ciezki aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Zmiany poziomu
badanych biatek analizowano technika western blot i skorelowano z catkowitg iloscia

biatka w komorce reprezentowang przez ilo$¢ B-aktyny w lizatach komoérkowych.
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Rys. 6.4. Analiza aktywacji czynnikow transkrypcyjnych w komorkach BMDM po infekcji wirusem
VSIV. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI we wskazanych punktach czasowych. Lizaty
komorkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych, a nastepnie
przenoszono na nitroceluloze. Detekcje prowadzano z uzyciem przeciwciat drugorzedowych sprzezonych
z podczerwonym fluoroforem w aparacie Odyssey CLX. Analiz¢ densytometryczng przeprowadzono
z uzyciem programu Image Studio ver 2.0. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposrod

trzech powtorzen.
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Uzyskane wyniki wykazaty, ze podczas infekcji komorek BMDM wirusem VSIV
dochodzi do degradacji biatka IkBa w takim samym stopniu w komorkach dzikich, jak
i Peli3” (Rys 6.4. A). Pokazano, ze zaréwno w komoérkach dzikich, jak i z delecja w genie
kodujacym biatko Pellino3 dochodzi do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych IRF3
oraz IRF7 (Rys 6.4. A). Dodatkowo analiza densytometryczna wykazata, ze brak biatka
Pellino3 w komorkach BMDM skutkuje podwyzszonym poziomem fosforylacji tych
czynnikow w porownaniu do komorek typu dzikiego (Rys 6.4. B, C).

6.5. Badanie roli bialka Pellino3 w aktywacji wybranych MAP
kinaz w komorkach BMDM po infekcji VSIV

Wplyw biatka Pellino3 na aktywacj¢ wybranych MAP kinaz po infekcji wirusowej
badano technika western blot. Wykorzystano przeciwciala skierowane przeciwko
ufosforylowanym formom kinaz biatkowych: ERK1/2 (p-ERK1/2), p38 (p-p38) oraz
JNK (p-JNK). Poziom fosforylowanych form badanych biatek skorelowano z catkowita
iloscig kinaz ERK1/2 (tot-ERK1/2), p38 (tot-p38) oraz JNK (tot-JNK).
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Rys. 6.5. Kinetyka aktywacji MAP kinaz w komérkach BMDM po infekcji wirusem VSIV. Komorki
infekowano VSIV w iloéci 1,5 MOI. Lizaty izolowano w wybranych punktach czasowych, rozdzielano
w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych, a nastgpnie przenoszono na nitrocelulozg.
Detekcje prowadzono z uzyciem przeciwcial drugorzedowych sprzezonych z podczerwonym fluoroforem
w aparacie Odyssey CLx. Analize¢ densytometryczng przeprowadzono z uzyciem programu Image Studio

ver 2.0. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposrdd trzech powtorzen.

Otrzymane wyniki pokazaty, ze w komoérkach BMDM pozbawionych biatka Pellino3
nie dochodzi do fosforylacji kinaz ERK1/2, podczas gdy w komérkach BMDM typu
dzikiego w szdstej godzinie po infekcji wirusowej az 80% kinazy ERK1/2 wystepuje
w formie ufosforylowanej (Rys 6.5. A, B). Zaobserwowano réwniez, ze na skutek
zaleznego od VSIV pobudzenia receptoréw z rodziny RLR w komérkach BMDM typu
dzikiego oraz Peli3” dochodzi do poréwnywalnej aktywacji kinaz JNK oraz p38
(Rys. 6.5. A).
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6.6. Badanie wplywu kinaz bialkowych ERK1/2 na ekspresje

genow Ifng, Cxcl10 oraz Tnfa w komorkach BMDM po infekcji
VSIV

6.6.1. Analiza poziomu transkrypcji genéw efektorowych w komérkach
BMDM po stymulacji wirusem VSIV w obecnosci inhibitora kinaz
ERK1/2 - FR180204

Uzyskane dotychczas wyniki potwierdzity udziat ligazy Pellino3 w regulacji
aktywacji kinaz ERK1/2 zaleznej od receptora RIG-1. W dalszym etapie badan skupiono
si¢ na okresleniu roli kinaz ERK 1/2 w badanym szlaku sygnatlowym. W tym celu komoérki
BMDM WT oraz Peli3” infekowane byty VSIV w obecnosci i przy braku selektywnego
inhibitora ERK1/2 - FR180204. Nast¢pnie metoda real-time PCR okre§lono zmiany

poziomu ekspresji genow 1fng, Cxcl10 oraz Tnfa.
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Rys. 6.6.1. Poziom ekspresji genu Ifng, Cxcl10 oraz Tnfa w komérkach BMDM w odpowiedzi na
infekcje wirusowa w obecnos$ci inhibitora FR180204. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI.
Kontrole stanowity komoérki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktdrym zawieszone byly wirusy
(MOCK). Hodowle preinkubowano przez godzing z FR180204 w stezeniu 2puM, a nastgpnie dodawano
VSIV na 8 godzin. Po tym czasie z komorek izolowano catkowite RNA i przepisywano je na cDNA.
Metoda real-time PCR oznaczano relatywny poziom ekspresji genu Ifn, Cxcl10 oraz Tnfa, jako genu

referencyjnego uzyto genu Hprtl.
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Otrzymane wyniki wskazatly, ze zarowno w komoérkach BMDM typu dzikiego, jak
i tych pozbawionych biatka Pellino3 dodatek selektywnego inhibitora kinaz ERK1/2 nie
powoduje zmian w poziomie produkcji mRNA dla Ifng, Cxcl10 oraz Tnfa (Rys. 6.6.1.).

6.6.2. Analiza poziomu produkcji interferonu typu I, IP-10 oraz TNFa
przez BMDM po stymulacji wirusem VSIV w obecnosci FR180204

W Kkolejnym etapie badano role¢ kinaz EKR1/2 w procesie wydzielania cytokin.
Komoérki BMDM WT oraz Peli3” infekowane byty VSIV w obecnosci i przy braku
selektywnego inhibitora ERK1/2 - FR180204. Nast¢pnie poziom produkcji interferonu
typu I oraz cytokin prozapalnych mierzony byl za pomocg testow biologicznych

BioAssay oraz ELISA.
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Rys. 6.6.2. Poziom produkcji interferonu typu | oraz cytokin TNFa i IP-10 w komérkach BMDM
w odpowiedzi na infekcje wirusowa. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI. Kontrolg stanowity
komorki z dodatkiem medium identycznym z tym, w ktérym zawieszone byty wirusy (MOCK). Hodowle
preinkubowano przez godzing z FR180204 w stezeniu 2uM, a nastepnie dodawano VSIV na 16 godzin. Po
tym czasie zbierano nadsgcz komérkowy, w ktérym analizowano poziom wydzielonych biatek metoda
BioAssay lub ELISA. **** p<0,0001.
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Analiza wynikow wykazata, ze w BMDM WT dodatek inhibitora FR180204
znaczagco obniza poziom produkcji zarowno cytokin IP-10 i TNFa, jak i biologicznie
aktywnego interferonu typu | (Rys. 6.6.2.). Zaobserwowano ponadto, ze sam dodatek
inhibitora nic wptywa w sposob istotny na obnizenie podstawowego poziomu badanych
cytokin w komoérkach BMDM WT i Peli3™.

6.7. Badanie aktywacji kinaz p70S6 oraz p90RSK
w komorkach BMDM po infekeji VSIV

Biorac pod uwagg uzyskane dotychczas wyniki postanowiono zbada¢ wptyw kinaz
ERK1/2 na proces inicjacji translacji w komorce. Po przeszukaniu danych literaturowych
do dalszych badan wytypowane zostaty dwie kinazy: p70S6 oraz p90RSK (119-121).
Aby zbada¢ wptyw biatka Pellino3 na aktywacje kinaz p70S6 oraz p90RSK po infekcji
wirusowej wykorzystano technike western blot z uzyciem przeciwcial skierowanych
przeciwko ufosforylowanym formom kinaz biatkowych p70S6 (p-p70S6S Thr389 i p-
p70S6 Ser371) oraz p90RSK (p-p90RSK Ser380). Poziom aktywnych form badanych
biatek skorelowano z catkowitg iloscig kinaz p70S6 (tot-p70S6) oraz z catkowita iloscia

biatka w lizacie komorkowym reprezentowang przez ilo$¢ B-aktyny.
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Rys. 6.7. Analiza aktywacji kinaz p70S6 oraz p90RSK w komoérkach BMDM po infekcji wirusem
VSIV. Komoérki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI we wskazanych czasach. Lizaty komorkowe
rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych i przenoszono na nitrocelulozg.
Detekcje prowadzono z uzyciem przeciwcial drugorzedowych sprzezonych z podczerwonym fluoroforem
w aparacie Odyssey CLx. Analiz¢ densytometryczng przeprowadzono z uzyciem programu Image Studio

ver 2.0. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposrod trzech powtorzen.

Analiza densytometryczna uzyskanych wynikéw wskazuje, ze w wyniku infekcji
wirusowej dochodzi do stabej fosforylacji kinazy p70S6 i jest ona niezalezna od
obecnosci biatka Pellino3 w komoérce (Rys. 6.7. A, B, C). Jednocze$nie w komodrkach
BMDM WT zaobserwowano wysoki poziom aktywacji kinazy p90RSK, natomiast
w komoérkach BMDM Peli3” fosforylacja tej kinazy praktycznie nie zachodzi.
Dodatkowo punkt czasowy aktywacji p90RSK koreluje z czasem aktywacji kinaz
ERR1/2 (Rys. 6.7. A, D).
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6.8. Badanie czynnikow inicjacji translacji eIF4A, elF4B oraz
elF4E w komorkach BMDM po infekceji VSIV

W kolejnym etapie przeanalizowano poziom fosforylacji dwoch czynnikow inicjacji
translacji: elF4B i elF4E, ktorych aktywacja moze by¢ zalezna od kinazy p90RSK
(122-124). Poziom aktywnych form badanych czynnikoéw skorelowany zostat
z catkowitg iloScig biatka w komorce reprezentowang przez ilos¢ B-aktyny. Dodatkowg
kontrole stanowita analiza poziomu czynnika elF4A, ktory wystepuje w komoérce na

statym poziomie.
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Rys. 6.8. Analiza aktywacji czynnikéw inicjacji translacji w komérkach BMDM po infekcji wirusem
VSIV. Komorki infekowano VSIV w ilosci 1,5 MOI we wskazanych czasach. Lizaty komoérkowe
rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych, a nastgpnie przenoszono na
nitrocelulozg. Detekcje prowadzono z uzyciem przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z podczerwonym
fluoroforem w aparacie Odyssey CLx. Analiz¢ densytometryczna przeprowadzono z uzyciem programu

Image Studio ver 2.0. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposrod trzech powtorzen.
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Uzyskane wyniki wykazaty, ze w komérkach BMDM Peli3” po infekcji wirusowej
nie dochodzi do aktywacji czynnikow inicjacji translacji elF4B oraz eIF4E, podczas gdy
w komorkach typu dzikiego zauwazy¢ mozna wzrost poziomu aktywacji wymienionych
biatek (Rys. 6.8.). Powyzsze obserwacje wskazuja, ze Pellino3 moze pei¢ role
regulatora inicjacji translacji zaleznej od infekcji VSIV i ze regulacja ta zachodzi

z wykorzystaniem $ciezki ERK1/2-p90RSK.
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7. Podsumowanie wynikow

1. Ligaza Pellino3 jest zaangazowana W system przekazywania sygnatu od receptora
RIG-I i reguluje produkcje zaleznych od receptora cytokin: IFNB, IP-10 i TNFa.

2. Nokaut genu Peli3 nie wplywa na ekspresje zadnych gendéw zaangazowanych
w rozpoznanie VSIV przez makrofagi. Brak biatka Pellino3 w makrofagach
skutkuje natomiast zwickszeniem produkcji mMRNA dla IFNB oraz IP-10 po
infekcji VSIV. Wynika to z faktu wydajniejszej fosforylacji czynnikow
transkrypcyjnych IRF3/7 w komoérkach Peli3”, podczas gdy aktywacja NF-xB
pozostaje bez zmian.

3. Ligaza Pellino3 jest niezbedna do aktywacji S$ciezki sygnalowej ERK1/2-
p90RSK indukowanej VSIV. Szlak kinaz ERKI1/2 nie jest zaangaZzowany
w proces transkrypcji mRNA dla biatek IFNB, IP-10 oraz TNFa, wptywa
natomiast pozytywnie na proces translacji tych cytokin poprzez fosforylacje

czynnikow transkrypcyjnych elF4E oraz elF4B.
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8. Dyskusja

W ostatniej dekadzie wewnatrzkomorkowe receptory rozpoznajace egzogenny RNA
z rodziny RLR zyskaly coraz wigksze zainteresowanie badaczy. Gtowny nurt badan
koncentruje si¢ na wzajemnych relacjach RLR z receptorami TLR zwigzanymi z blong
komoérkowa. Dzigki wspotdziataniu tych receptorow mozliwe jest efektywne
rozpoznawanie infekcji wirusowej, niezaleznie od drogi wnikni¢cia wirusa do komorki.
| tak, receptory btonowe rozpoznaja infekcje wirusami, ktoére wykorzystujg pecherzyki
endocytarne w swoim cyklu namnazania si¢, natomiast receptory cytoplazmatyczne
zdolne sg do rozpoznania wirusow, ktére atakuja komorki niezaleznie od ich systemow
transportu pecherzykowego. Dodatkowo receptory z rodziny TLR rozpoznaja rdézne
rodzaje wirusowego RNA, jak ssSRNA, dsRNA, czy nawet DNA bogate w wyspy CpG.
Wewnatrzkomorkowe receptory z rodziny RLR najsilniej rozpoznaja dsRNA
pojawiajacy si¢ w cytoplazmie komorki w trakcie powielania wirusowego materiatu
genetycznego.

Kaskady sygnatowe uruchamiane po rozpoznaniu wirusa przez receptory RLR nie sg
w peilni scharakteryzowane i pozostaja obiektem badan wielu grup badawczych.
Opublikowane doniesienia literaturowe potwierdzajg udziat RLR w aktywacji produkcji
interferonu typu | oraz cytokin, takich jak TNFa i IP-10 (68). Jednocze$nie wiadomo, ze
inicjacja transkrypcji gendéw kodujacych te cytokiny zachodzi poprzez aktywacje
czynnikow transkrypcyjnych IRF3/7 oraz NF-kB (125). W niniejszej pracy opisano
wpltyw ligazy Pellino3, ktora jest biatkiem o wlasciwosciach immunomodulacyjnych, na
szlaki sygnatowe receptorow RLR.

W pierwszym etapie badan opracowano model badawczy, ktoéry wykorzystany zostat
do badan infekcyjnych na mysich makrofagach pochodzenia szpikowego. Bazujac na
danych literaturowych wstepnie wytypowano cztery wirusy, ktérych materiat genetyczny
ztozony jest z ujemnie spolaryzowanego jednoniciowego RNA. Wsrdéd wybranych
wirusow znalazty sig: HPIV3, wirus grypy typu A szczep H3N2, HRSV oraz VSIV,
o ktérych wiadomo, Ze rozpoznawane sg przez receptory z rodziny RLR (68, 69, 74, 125—
129). Wyniki jednoznacznie wskazaty, ze sposrod badanych wiruséw zdolnym do
pobudzenia transkrypcji genu kodujgcego interferon f w komorkach BMDM WT jest
jedynie VSIV (Rys. 6.1.1.). Szczegotowa analiza profilu cytokin produkowanych przez

zainfekowane komorki potwierdzita, ze dochodzi w nich zaréwno do procesow aktywacji
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transkrypcji, jak 1 translacji. Tym samym wykazano, ze w komodrkach infekowanych
wirusem VSIV dochodzi do produkcji cytokin prozapalnych TNFa oraz IP-10, a takze
biologicznie aktywnego interferonu typu I (Rys. 6.1.2.). Dodatkowo wykazano, Ze ilo$¢
produkowanych cytokin zalezy od czasu stymulacji wirusem. Po infekcji trwajacej
16 godzin obserwuje si¢ nawet czterokrotny wzrost ilosci wytwarzanych cytokin
w porownaniu do ich poziomu obserwowanego po 8 godzinach infekcji (Rys. 6.1.2.).
Wyniki te sa spojne z opisanymi w literaturze badaniami nad zalezng od RLR
odpowiedzig na infekcje VSIV (125, 129). Ponadto wykazano, ze w trakcie trwania
infekcji wirusowej wrasta ekspresja genu kodujacego Pellino3 (Rys. 6.1.3.). Obserwacja
ta koresponduje z wynikami literaturowymi, z ktérych wynika, ze biatko Pellino3
ekspresjonowane jest na wyzszym poziomie po stymulacji komodrek syntetycznym
ligandem poly(l:C), ktory imituje wirusowy dsRNA (113).

W kolejnym etapie badan ustalono czy odpowiedZ przeciwwirusowa obserwowana
w komorkach BMDM po infekcji wirusowej jest zalezna od receptoréw RLR.
Z wykorzystaniem techniki PCR w czasie rzeczywistym wykazano, ze transkrypcja
gendw kodujacych interferon B oraz IP-10 w komoérkach BMDM po infekceji VSIV jest
calkowicie zalezna od obecnosci biatka adaptorowego MAVS (Rys. 6.2.1.). W przypadku
genu kodujacego TNFa zaobserwowano natomiast znaczacy, okoto trzykrotny, spadek
jego ekspresji w komorkach pozbawionych genu Mavs w poréwnaniu do komorek typu
dzikiego (Rys. 6.2.1.). Otrzymane dane odpowiadajag wynikom uzyskanym metodami
ELISA oraz BioAssay, ktore potwierdzaja, ze komérki BMDM Mavs” w odpowiedzi na
infekcje VSIV nie zwigkszaja produkcji interferonu typu pierwszego oraz cytokin IP-10
i TNFa (Rys. 6.2.2.). Ze wzgledu na to, ze biatko MAVS jest jedynym znanym adaptorem
sygnatu, ktory jest indukowany po zwigzaniu liganda przez receptory z rodziny RLR
(130), co zostato szczegdtowo opisane w rozdziale 3.2.6., uzyskane dane potwierdzity,
ze w komorkach BMDM rozpoznanie infekcji VSIV catkowicie zalezy od receptorow
z rodziny RLR. Uzyskane wyniki sg spojne z danymi literaturowymi wskazujacymi, iz
odpowiedz przeciwwirusowa na infekcje VSIV jest zalezna od receptorow RLR (125,
129).

Rodzina receptoréw RLR sktada si¢ z dwoch w pelni funkcjonalnych receptorow
zdolnych do przekazania sygnatu na biatko adaptorowe MAVS, a mianowicie receptorow
RIG-1 oraz MDAS. W zwiazku z tym ustalono, ktéry z receptoréw rodziny RLR jest
odpowiedzialny za wytworzenie przeciwwirusowej kaskady sygnatowej po infekcji

VSIV. Do tego celu wykorzystano komorki ludzkiej linii A549, ktére ekspresjonuja
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syntetyczny gen projektowany na bazie genu kodujacego lucyferaz¢ morskich
widlonogow. Gen ten znajduje si¢ pod kontrolag minimalnego promotora ISG54 (ang.
interferon stimulated gene 54) oraz pigciu sekwencji ISRE (ang. interferon-sensitive
response element). System ten daje mozliwo$¢ monitorowania aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny IRF. Dodatkowo poza opisanym systemem, badane komorki
posiadaja znokautowany gen kodujacy RIG-I lub MDAS. Wykorzystanie tego systemu
pozwolilo ustali¢, ze w komorkach A549 po infekcji VSIV dochodzi do aktywacji
czynnikow transkrypcyjnych IRF na drodze zaleznej od receptora RIG-l. Wynika to
bezposrednio z braku ekspresji lucyferazy w komorkach A549 RIG-1 KO po infekcji
wirusowej, podczas gdy w komodrkach A549 MDAS KO po infekcji VSIV poziom
ekspresji lucyferazy jest na podobnym poziomie, co w komoérkach kontrolnych
(Rys. 6.2.3.). Podobne obserwacje mozna znalez¢ rowniez w danych literaturowych
(129). Omoéwione do tej pory wyniki potwierdzity, ze aktywacja odpowiedzi
przeciwwirusowej po infekcji VSIV zalezna jest od receptora RIG-I.

Nastepnym etapem pracy bylo ustalenie udzialu biatka Pellino3 w $ciezce
sygnatowej zaleznej od pobudzenia receptora RIG-I przez VSIV. Badania rozpoczgto od
ustalenia czy delecja genu kodujacego biatko Pellino3 w komdorkach BMDM wptywa na
poziom ekspresji genéw Ddx58, Ifihl oraz Mavs, kodujacych odpowiednio biatka RIG-I,
MDADS5 oraz MAVS. Analiza wykazala, ze nokaut genu Peli3 nie wplywa na poziom
ekspresji receptorow z rodziny RLR i biatka adaptorowego MAVS (Rys. 6.3.3.).

W pierwszym etapie badan nad wplywem biatka Pellino3 na odpowiedz
przeciwwirusowa w komoérkach BMDM zmierzono poziom transkrypcji genow Ifng,
Cxcl10 oraz Tnfa. Analiza wynikow real-time PCR wykazata, ze delecja genu Peli3
w komoérkach BMDM skutkuje zwigkszeniem produkcji mRNA dla Ifng oraz Cxcl10,
podczas gdy poziom ekspresji genu Tfn pozostaje bez zmian (Rys. 6.3.). Wyniki te wraz
z wezesniejszym rezultatem wskazujgcym na aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych
z rodziny IRF po infekcji VSIV (Rys. 6.2.3.) sugeruja zaangazowanie biatka Pellino3
jako negatywnego regulatora w procesie regulacji transkrypcji genéw IRF zaleznych.
Podobne wyniki mozna odnalez¢ w literaturze, gdzie Pellino3 jest negatywnym
regulatorem aktywacji czynnikow IRF po aktywacji receptora TLR3 (113). Szczegotowe
badanie roli biatka Pellino3 w aktywacji czynnikow transkrypcyjnych potwierdzito, ze
w komérkach BMDM Peli3” dochodzi do podwyzszonej fosforylacji czynnikéw IRF3
oraz IRF7 (Rys. 6.4.1. A, B). Jednocze$nie wykazano, ze degradacja podjednostki

inhibitorowej czynnika NF-kB - IkBa nie jest zaburzona (Rys. 6.4.1. A). Otrzymane
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wyniki ttumaczg opisane wyzej rdéznice w poziomie produkcji mRNA dla Ifng, 1p-10
(Rys. 6.3.). Dodatkowo brak réznic w poziomie produkcji mRNA dla Tnfa (Rys. 6.3.)
spdjny jest z niezmienionym poziomem degradacji [kBa.

W kolejnym etapie badan, korzystajagc z technik ELISA i BioAssay, okreslono ilo$¢
produkowanych cytokin: IFNB, IP-10 i TNFa. Uzyskane wyniki byly catkowicie
przeciwne do wczesniejszych analiz poziomu mRNA dla tych cytokin. Okazalo sie, ze
mimo podwyzszonego poziomu produkcji mRNA dla Ifng oraz Ip-10, a takze braku
zmian w przypadku mRNA dla Tnfa poziom biatka badanych cytokin w komorkach
BMDM Peli3” po infekcji VSIV jest znaczaco obnizony (Rys. 6.3.2.). Obserwowane
rozbieznosci sugeruja, ze biatko Pellino3, poza tym, ze jest negatywnym regulatorem
transkrypcji zaleznej od czynnikow IRF3/7 pelni réwniez role regulatora translacji
w komorkach BMDM po infekcji VSIV.

Kontrole dla infekcji wirusowej stanowito zakazenie bakteryjne. Komoérki BMDM
infekowano zywymi bakteriami L. monocytogenes, gdyz bakterie te rozpoznawane sa
glownie przez receptor TLR2, bez udziatu RLR (131). Dane literaturowe wskazujg, ze
biatko Pellino3 reguluje Sciezke sygnatowa aktywowang przez TLR2, jednakze nie
wptywa na odpowiedz zalezng od aktywacji czynnikow transkrypcyjnych z rodziny IRF,
a jedynie na Sciezke NF-xB (111). Uzyskane wyniki z eksperymentu z zakazeniem
bakteryjnym wskazuja, ze brak biatka Pellino3 w BMDM nie wptywa na poziom
produkcji interferonu typu I oraz IP-10 i jest pozytywnym regulatorem produkcji TNFa
(Rys. 6.3.2.). Analizy te sg spdjne z danymi literaturowymi (111, 131).

Weczesniejsze doniesienia literaturowe dotyczace ligazy ubikwityny Pellino3
wskazuja, ze jest ona powigzana z regulacja aktywacji kinaz z rodziny MAP,
w szczegolnosci p38 oraz JNK (84, 108). W zwigzku z tym postanowiono zbadaé poziom
fosforylacji wybranych kinaz z rodziny MAP w komoérkach BMDM WT oraz Peli3”
infekowanych VSIV. Do tego celu wykorzystano technike Western blot. Wyniki
wskazaty, ze kinazy p38, JNK oraz ERK1/2 w komoérkach BMDM po infekeji VSIV
ulegaja znacznej fosforylacji juz w czwartej godzinie po dodaniu wirusa do hodowli
komorkowej (Rys. 6.5. A). Sugeruje to, ze badane kinazy s zaangazowane w proces
odpowiedzi przeciwwirusowej zaleznej od RIG-I. Ponadto eksperyment wskazuje, ze
aktywacja kinaz ERK1/2 po infekcji VSIV jest catkowicie zalezna od obecnosci
w komorce bialka Pellino3 (Rys. 6.5. A). Szczegélowa analiza densytometryczna

pokazuje, ze w komérkach BMDM Peli3” fosforylacja kinaz ERK1/2 wzrasta po infekcji
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wirusowej jedynie o 14%, podczas gdy w komorkach typu dzikiego poziom aktywacji
kinaz ERK1/2 po infekcji VSIV wzrasta az o 80% (Rys. 6.5. B).

Z uwagi na unikatowos$¢ tej obserwacji postanowiono zbada¢, jaki wplyw na
odpowiedz przeciwwirusowg zalezng od RIG-1 ma aktywacja kinaz ERK1/2. W tym celu
wykorzystano selektywny inhibitor ERK1/2 - FR180204, ktory dodany do hodowli
komoérkowej na godzing przed infekcjg wirusowa blokuje w komorce caty sygnat
przekazywany przez kinazy ERK1/2 (132).

Pierwsza analiza wykonana technika real-time PCR wykazata, ze zahamowanie
ERK1/2 nie wptywa na poziom produkcji mRNA dla Ifng, Cxcll0 oraz Tnfa
w komodrkach BMDM po infekcji VSIV (Rys. 6.6.1.). Ponadto, opisywany wczesniej
podwyzszony poziom produkcji mRNA dla Ifng oraz 1p-10 w komoérkach pozbawionych
Pellino3 (Rys. 6.3.1.) réwniez nie ulegt zmianie po dodaniu FR180204 do hodowli
komorkowej przed infekcja wirusowa (Rys. 6.6.1.). Otrzymane wyniki wskazuja, ze
aktywacja kinaz ERK1/2 nie jest istotna dla procesu aktywacji transkrypcji genow
efektorowych po infekcji. W kolejnych eksperymentach badajacych wplyw kinaz
ERK1/2, wykonanych z uzyciem technik ELISA i1 BioAssay, wykazano, ze zahamowanie
aktywnos$ci kinaz ERK1/2 istotnie obniza poziom produkcji zaréwno biologicznie
aktywnego interferonu typu I, jak i cytokin IP-10 oraz TNFa (Rys. 6.6.2.). Dodatkowo,
obserwowany spadek poziomu produkcji biologicznie aktywnego interferonu
typu I w komérkach BMDM Peli3” zainfekowanych VSIV po dodatku FR 180204 obniza
si¢ do poziomu kontrolnego (Rys. 6.6.2.). Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze $ciezka
sygnatowa kinaz z rodziny MAP zwiagzana z aktywacja ERK1/2 ma istotny wplyw na
regulacje poziomu translacji wyprodukowanego na skutek infekcji wirusowej mRNA
kodujacego biatka IFNP, IP-10 oraz TNFa. Jednocze$nie nie wptywa ona na sam poziom
produkcji mRNA badanych cytokin.

Przeglad literatury pozwolit wybra¢ bialka, ktorych aktywacja moze prowadzi¢ do
zmian w poziomie aktywacji inicjacji translacji. Pierwszym z wytypowanych biatek byta
kinaza p70S6, opisana jako kinaza nalezaca do kaskady sygnatowej mTOR (ang.
mammalian target of rapamycin kinase) oraz ERK1/2 (133, 134). Kinaza p70S6 jest
dobrze scharakteryzowana jako biatko regulujace formowanie kompleksu inicjacji
translacji (121, 135). Drugim z wytypowanych biatek byta kinaza p90RSK, opisana
w literaturze jako biatko mogace wptywac na poziom aktywacji czynnikéw inicjacji
translacji takich jak elF4B oraz elFAE (122, 124). Dodatkowo p90RSK jest szeroko
opisywana jako substrat dla kinaz ERK1/2 (119, 123, 136).
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Badanie poziomu aktywacji kinaz p70S6 oraz p90RSK zostato przeprowadzone za
pomoca techniki Western blot. Przeprowadzona analiza wykazata, ze w komorkach
BMDM typu dzikiego oraz BMDM Peli3” kinaza p70S6 aktywowana jest w niewielkim
stopniu i niezaleznie od obecnos$ci biatka Pellino3 w komorce (Rys. 6.7. A, B, C).
Jednoczesnie pokazano, ze w komodrkach stymulowanych wirusem dochodzi do
znaczacego, bo prawie trzykrotnego, wzrostu aktywacji kinazy p90RSK. Ponadto
aktywacja ta nie byta obserwowana w komodrka z nokautem genu kodujacego biatko
Pellino3 (Rys. 6.6. A, D). Otrzymane wyniki wskazuja, ze w komorkach BMDM istnieje
szlak sygnatowy kinaz ERK1/2-p90RSK zalezny od aktywacji receptora RIG-1. Ponadto
szlak ten regulowany jest przez obecnos¢ biatka Pellino3.

Kolejny eksperyment miat na celu okreslenie czy obserwowane zmiany w kaskadzie
sygnatowe] maja wplyw na aktywacje¢ czynnikow inicjacji translacji. Jak opisano
powyzej, dane literaturowe wskazuja na mozliwos¢ aktywacji czynnikow inicjacji, takich
jak elF4B i elF4E przez kinaz¢ p90RSK (122, 124). Do analizy czynnikow inicjacji
translacji wlaczone zostato réwniez biatko eIF4A, ktére nie oddzialuje z zadng
z badanych w tej pracy kinaz oraz nie wymaga fosforylacji (137).

Wyniki uzyskane technikg western blot wykazaty, ze poziom biatka eIF4A pozostaje
niezmieniony w trakcie postepu infekcji wirusowej oraz nie zalezy od obecnosci biatka
Pellino3 (Rys. 6.7 A). Natomiast analiza densytometryczna przeprowadzona dla
czynnikow inicjacji translacji elF4B oraz elFAE (Rys. 6.8. A) wykazata kilkuprocentowy
wzrost aktywacji bialka eIF4E oraz okolo 10% wzrost aktywacji biatka elF4B
(Rys. 6.8. B, C) w trakcie infekcji VSIV. Ponadto zaobserwowana fosforylacja nie
wystepowata w komorkach BMDM Peli3™,

Reasumujac, obserwacje poziomu produkcji mRNA dla badanych -cytokin
(Rys. 6.3.1.) oraz podwyzszony poziom fosforylacji czynnikow transkrypcyjnych z
rodziny IRF (Rys. 6.4.1.) w komérkach BMDM Peli3”, poparty danymi literaturowymi,
wskazuje na role bialka Pellino3 w negatywnej regulacji transkrypcji genow zaleznych
od czynnikow transkrypcyjnych IRF3/7 (113). Jednoczes$nie otrzymane wyniki
pokazujace wptyw biatka Pellino3 na poziom produkcji cytokin (Rys. 6.3.2.), a takze na
aktywacje kinaz ERK1/2 (Rys. 6.5.) oraz p90RSK (Rys. 6.7.) wskazuja na to, ze biatko
Pellino3 pozytywnie reguluje inicjacj¢ translacji mRNA dla cytokin IFN, IP-10 oraz
TNFa produkowanych po infekcji VSIV. Poziom ekspresji genu kodujgcego biatko
Pellino3 jest rowniez zalezny od infekcji wirusowej 1 wzrasta wraz z czasem jej trwania

(Rys. 6.1.3.) (113), dodatkowo zmiany w ekspresji biatka Pellino3 koresponduja ze
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zmianami w produkcji zarowno mRNA, jak i biatek IFNpB oraz IP-10. Brak Pellino3
w komorkach skutkuje kilkukrotnie zwigkszong produkcja mRNA dla IFNf oraz 1P-10
W 6smej godzinie po infekcji wirusowej (Rys. 6.3.1.). W tym czasie w komoérkach WT
obserwowane jest rozpoczg¢cie produkcji badanych Dbiatek przeciwwirusowych
(Rys. 6.3.1). Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pozwalaja zaproponowa¢ model,
w ktorym biatko Pellino3 dziata jako przetacznik molekularny migdzy transkrypcja,
a translacja genow efektorowych indukowanych VSIV. Model zaklada, ze podczas
infekcji wirusowej dochodzi do szybkiej aktywacji czynnikow transkrypcyjnych zaréwno
IRF3/7, jak i NF-xB, a tym samym dochodzi do produkcji mRNA dla badanych cytokin.
Jednocze$nie dochodzi do podwyzszenia ekspresji genu kodujacego biatko Pellino3.
Nagromadzenie krytycznej ilosci ligazy Pellino3 wycisza dalsza produkcje mRNA
genoéw efektorowych 1 promuje aktywacje szlaku sygnalowego ERK1/2-p90RSK,
prowadzac do zwigkszonego poziomu inicjacji translacji konkretnych czasteczek mRNA

kodujacych cytokiny przeciwwirusowe (Ryc. 5).

VsV

RLR

MAVS

T~

IRF3/7 | Pellino3 ERK1/2

pIORSK

elF4B/elFAE

\ 4 1
Inicjacja

IFNB oraz IP-10 mRNA Translacji

Ryc.5 Schemat regulacji przeciwwirusowych szlakéw sygnalowych.
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9. Whnioski

1. Pellino3 jest negatywnym regulatorem produkcji mRNA dla Ifng i Ip-10 przez
wplyw na fosforylacje czynnikow transkrypcyjnych IRF3/7.

2. Pellino3 jest pozytywnym regulatorem produkcji bialek IFN typu I, IP-10 oraz
TNFa przez regulacj¢ aktywacji szlaku ERK1/2-p90RSK.

3. Pellino3 pelni rol¢ przetacznika molekularnego miedzy transkrypcja, a translacjg
w szlaku sygnatlowym aktywowanym przez receptor RIG-1 po infekcji wirusem
VSIV w komoérkach BMDM.
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