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STRESZCZENIE

1 STRESZCZENIE

Receptory Toll-podobne (TLR) sg wazng grupa bialek angazowanych do uruchomienia
mechanizméw nieswoiste] odpowiedzi odpornosciowej. Wigzac struktury zwane wzorcami
molekularnymi zwigzanymi z patogenami (PAMP), aktywuja szlaki sygnalowe prowadzace do
indukcji ekspresji, m.in. cytokin prozapalnych i interferonéw. TLR sg receptorami zakotwiczonymi
w blonie komodrkowej lub w membranach endosoméw. Receptory wystepujace w endosomach
odpowiadajg glownie za rozpoznawanie kwasow nukleinowych patogendéw internalizowanych na
drodze fagocytozy lub endocytozy. Nalezy do nich m.in. TLR9 wiazacy fragmenty bakteryjnego
i wirusowego DNA bogate w niemetylowane dinukleotydy cytozyno-guaninowe (CpG). Prawidlowe
rozpoznanie liganda uzaleznione jest od zlozonego procesu dojrzewania receptora i prowadzi do
rekrutacji kompleksu biatek zwanego Myddosomem. Do niedawna sugerowano, ze Myddosome
rekrutowany jest do TLRY dzigki bezposredniemu oddziatywaniu domen TIR receptora i biatka
MyD88, wykluczajac udzial biatek adaptorowych w tym procesie. Blonowe receptory z rodziny TLR,
m.in. TLR2 i TLR4, kotwiczagce Myddosome angazuja do przekazania sygnalu biatko adaptorowe
Mal, ktérego udziat w kaskadach zaleznych od endosomalnych TLR byt wykluczany m.in. ze wzgledu
na preferencyjne wigzanie PI(4,5)P, obecnego w przewadze w btonie komoérkowe;.

Przekazanie sygnatu od Myddosome’u na dalsze biatka szlaku zaleznego od TLRY pozwala
na aktywacje czynnikow transkrypcyjnych, a mianowicie NF-kB, AP-1 oraz czynnikéw z rodziny IRF
zapoczatkowujacych ekspresje genow kodujacych repertuar cytokin prozapalnych, takich jak TNFa
czy IL-6, a takze interferonow typu I.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu biatka Mal na regulacje szlaku sygnalowego
inicjowanego przez endosomalny receptor TLRO.

Wyniki badan pozwolily na identyfikacj¢ mechanizmu regulacji szlaku sygnalowego
endosomalnego receptora TLRO przez biatko Mal, ktére do tej pory faczone bylo gltéwnie
Z receptorami zakotwiczonymi w blonie komorkowej. W pierwszym etapie ustalono, ze aktywacja
TLRY zardéwno przez wirus HSV-1, jak i syntetyczne CpG prowadzi do ekspresji IFNB1 i TNF na
drodze zaleznej od Mal. Obserwacje sugerujg, ze biatko to bierze udziat w regulacji fosforylacji kinaz
z rodziny MAP, a mianowicie ERK1/2. Obecnos$¢ biatka Mal wptywa na regulacje nickanonicznej
kaskady sygnatowej NF-kB aktywujac translokacje cytoplazmatyczno-jagdrowg heterodimeru
c-Rel/p50, co manifestuje si¢ obnizong ekspresja genéw kodujacych IFNB i TNFo w komoérkach
z nokautem genu dla Mal. Ponadto zidentyfikowano nowg interakcje biatka Mal z biatkiem Atgl16L1,
zaangazowanym w proces autofagii.

Z uwagi na udziat receptora TLR9 w wielu procesach chorobowych m.in. w przebiegu zapalenia
moézgu zwigzanego z infekcjg wirusem HSV-1, aletakze w przebiegu choréb wynikajgcych
Z autoagresji, takich jak toczen rumieniowaty uktadowy ituszczyca, waznym wydaje si¢ poznanie
nowych mechanizmoéw regulacji wrodzonej odpowiedzi odpornos$ciowej, w tym odpowiedzi zaleznej

od TLRY, co umozliwi rozwdj nowych terapii antywirusowych.
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2 WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

3-metyloadenina, inhibitor PI3K

ang. Activator Protein 1, czynnik transkrypcyjny

ang. Autophagy related, gen/biatko zwigzane z autofagia

ang. Bone Marrow Derived Macrophages, uniesmiertelnione makrofagi
pochodzace ze szpiku kostnego

ang. Bruton's Tyrosine Kinase, kinaza tyrozynowa Brutona

ang. Cluster of Differentiation, kompleks réznicowania

linia ludzkich embrionalnych komorek mikroglejowych

dinukleotyd cytozyno-guaninowy

ang. Dendritic Cells, komorki dendrytyczne

ang. Endoplasmic Reticulum, retikulum endoplazmatyczne

ang. Extracellular signal Regulated Kinases, kinazy biatkowe regulowane
sygnatami zewnatrzkomorkowymi

inhibitor kinaz ERK1/2

ang. Hemagglutinin, metka hemaglutyniny

tac. Herpes Simplex-1 Encephalitis, opryszczkowe zapalenie mozgu

tac. Herpes Simplex Virus 1, wirus opryszczki pospolitej typu 1

interferon

oligonukleotyd inhibitorowy; inhibitor TLR9

ang. Interleukin-1 Receptor (IL-1R) Associated Kinase, Rodzina kinaz
zwigzanych z receptorem dla IL-1

ang. Interferon Regulatory Factor, czynnik transkrypcyjny regulujacy
aktywacje ekspresji genu kodujacego interferon

inhibitor translokacji jadrowej czynnika NF-xB

lipopolisacharyd

ang. Leucin Reach Repeats, domena bogata w powtorzenia leucynowe

ang. MyD88-adaptor like; biatko adaptorowe

ang. Mitogen Activated Protein Kinase, kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami

ang. Multiplicity of infection, ilos¢ wirionéw infekujacych komorke

ang. Myeloid Differentiation primary response 88; biatko adaptorowe
receptorow TLR

ang. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells;
jadrowy czynnik kB, czynnik transkrypcyjny

oligodeoksynukleotyd

ang. PhosphatidylInositol 3-Kinase, kinaza fosfatydyloinozytolu

ang. Phosphatidyllnositol 3-Phosphate, fosfatydyloinozytolo-3-fosforan

ang. Phosphatidylinositol  4,5-bisphosphate,  fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfoforan

ang. Pathogen Associated Molecular Patterns, wzorce molekularne zwigzane
z patogenami

ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells, jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej

ang. Positive Regulatory Domain, pozytywna domena regulacyjna

ang. Pattern Recognition Receptors, receptory rozpoznajgce wzorce
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RAGE

shRNA

SNP
TIR

TNFa

TRAF6
TRIF

TLR

ang. Receptor for Advanced Glycation Endproducts, receptor koncowych
produktow zaawansowanej glikacji

ang. short hairpin RNA, krotkie interferujace RNA o strukturze spinki do
wlosow

ang. Single Nucleotide Polymorphism, polimorfizm punktowy

ang. Toll/interleukin-1 receptor (TIR) homology domain, domena homologii
Toll/receptora dla 11-1

ang. Tumor Necrosis Factor o, czynnik martwicy nowotworu, czynnik
transykrypcyjny

ang. TNF Receptor Associated Factor, czynnik 6 zwigzany z receptorem TNF
ang. TIR domain-containing adapter inducing IFNp, biatko adaptorowe
posiadajace domene TIR

ang. Toll-like Receptor, receptor Toll-podobny




WSTEP

3 WSTEP

3.1 WPROWADZENIE

Badania nad mechanizmami odpowiedzi odporno$ciowej obfitowaly w wiele przelomow
i zwrotow akcji. Teoria komorkowa inspirowana odkryciem zjawiska fagocytozy przez
Miecznikowa zostala odsunigta na dalszy plan po odkryciu zjawiska selekcji klonalnej
limfocytow, ktére wyznaczyto nowe trendy w poszukiwaniu rozwigzan dotyczacych zagadnien
odpowiedzi odpornosciowe;.

Ponowne zainteresowanie mechanizmami wrodzonej odpowiedzi odporno$ciowe;j
przyniosta nowatorska, cho¢ poczatkowo ignorowana teoria Charles’a A. Janeway’a Jr., ktora
polaczyta odpowiedz pierwotng z indukcja odpowiedzi nabytej (1). W teorii tej opisane zostaty
hipotetyczne receptory, nazwane receptorami rozpoznajgcymi wzorce (ang. Pattern Recognition
Receptors, PRR), odpowiadajgce za wigzanie wzorcéw molekularnych zwigzanych z patogenami
(ang. Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMP), niezmiennych ewolucyjnie struktur
charakterystycznych dla mikroorganizméw i wirusow. Sg to najczesciej takie elementy
ich budowy, ktorych obecno$¢ warunkuje funkcjonowanie badz przezycie, przy czym nie sg
prezentowane w organizmie gospodarza. Mechanizm rozroznienia ,,swojego” od ,,0bcego”
(ang. self/ nonself discrimination) zostat opisany jako punkt krytyczny w indukcji procesow
odpornosciowych (2).

Teoria Janeway’a odnosita si¢ do istnienia pierwotnych uktadéw odpornosciowych
u bezkregowcow, ktore wydajnie radzity sobie z rozpoznawaniem i eliminacjg szerokiej gamy
pasozytow bez angazowania nabytej odpowiedzi odpornosciowej. Zidentyfikowane u muszki
owocowej biatko Toll, poczatkowo wiazane jedynie z polaryzacja grzbietowo-brzuszna, okazato
si¢ peli¢ funkcje w odpowiedzi odpornosciowej skierowanej przeciwko grzybom
i bakteriom (3, 4).

Biatko Toll stalo si¢ punktem wyjscia do poszukiwan czasteczek petniacych podobna role
w odpowiedzi odpornosciowej kregowcow, co doprowadzito do potwierdzenia teorii Janeway’a
i opisania ciggle rosnacej rodziny receptoréw PRR.

W toku wieloletnich badan nad mechanizmami wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej
okazato si¢, ze sg one wysoce skomplikowane i angazujg wiele szlakéw sygnalowych. Zadaniem
receptorow PRR jest szybka identyfikacja patogenu, uruchomienie kaskady sygnatowej
prowadzacej do rozwoju odpowiedzi zapalnej lub proceséw przeciwwirusowych, ale takze
mobilizacja komoérek odpowiedzialnych za rozwoj nabytej odpowiedzi odpornos$ciowej, takich

jak limfocyty T i B.
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3.2 RECEPTORY TOLL-PODOBNE

Receptory Toll-podobne (ang. Toll-like Receptors, TLR) stanowig gtéwna i najlepiej
poznang grupg receptorow rozpoznajacych wzorce.

Ludzkie biatko Toll, hToll, nazwane pozniej TLR4, zostalo zidentyfikowane w 1997 roku
przez Ruslana Medzhitova i wspolpracownikéw dzigki obecno$ci charakterystycznych
cech —homologii do biatka Toll pochodzacego z Drosophila melanogaster oraz zdolnos$ci
do aktywacji, kluczowego podczas inicjacji procesu zapalnego, czynnika transkrypcyjnego
NF-xB (5, 6).

Rodzina TLR sktada si¢ z 13 cztonkow: TLR1-13, przy czym w organizmie ludzkim
prezentowanych jest ich 10 (7).

Geny kodujace receptory Toll-podobne ulegaja ekspresji w roznych typach komorek,
m.in. w komorkach dendrytycznych, makrofagach, limfocytach T i B, fibroblastach.

Umiejscowienie TLR w obrebie komodrki pozwala na zaliczenie tych receptoréw
do jednej z dwoch grup: receptorow kotwiczonych do blony komoérkowej lub zwigzanych
z endosomem. Dzigki obecnosci TLR zar6wno na powierzchni komorki, jak i w jej wnetrzu,
mozliwe jest rozpoznanie catego spektrum komponentéw prezentowanych przez patogen.
Receptory obecne w btonie komorkowej aktywowane sg strukturami biatkowymi, lipidowymi
badz cukrowymi eksponowanymi na powierzchni mikroorganizméw i wirusoOw, natomiast
endosomalne TLR funkcjonuja jako sensory zinternalizowanych kwasow nukleinowych, ktorych
dostepnos¢ zalezna jest od wczesniejszej degradacji patogenu we wnetrzu pecherzyka
endosomalnego.

Receptory Toll-podobne sg biatkami transbtonowymi I typu, posiadajagcymi trzy
charakterystyczne domeny: domene zewnatrzkomoérkowa (ang. Extracellular Domain, ECD),
skierowang do przestrzeni migdzykomodrkowej lub do wngtrza endosomu, zawierajaca
powtorzenia bogate w leucyne (ang. Leucine-Rich Repeat, LRR), domene transmembranowsg
(ang. Transmembrane Domain, TMD) posiadajaca strukture pojedynczej a-helisy oraz domene
cytoplazmatyczng ICD (ang. Intracellular Domain), wykazujaca homologi¢ do receptora IL-1
(ang. Toll/IL-1 receptor, TIR) (8). Domena EC odpowiedzialna jest za wigzanie liganda na
zewnatrz komorki badz we wnetrzu pecherzyka endosomalnego, natomiast ICD, ze wzgledu na
zdolno$¢ oddziatywania z biatkami adaptorowymi, uczestniczy w przekazywaniu sygnatu na

kolejne biatka kaskady znajdujgce si¢ w przestrzeni cytoplazmatyczne;.
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3.2.1 Blonowe TLR

Btonowe receptory Toll-podobne wiagza caty wachlarz struktur obecnych u wiruséw,
mikroorganizmow oraz pierwotniakow bytujacych w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Rys. 1.).
Zdolnos¢ TLR do tworzenia heterodimeréw dodatkowo zwigksza mozliwo$¢ rozpoznania

patogenOw przez te receptory.

PRZESTRZEN X[*.WNA']'RV.K()M(')RK()WA

Triacylowane Peptydoglikan Diacylowane LPS Flagellina ?
peptydy Poryny peptydy Biatka wirusowe
Lipoarabinomannan Zymosan

TLR1-TLR2 TLR2 TLR2-TLR6 TLR4 TLRS TLR10

Rys. 1. Blonowe receptory Toll-podobne i ich ligandy

Pionierskie badania nad receptorami Toll-podobnymi doprowadzity do identyfikacji
TLR4, obecnie najlepiej poznanego wérod wszystkich TLR (5). Identyfikacja gtownego agonisty
TLR4, jakim jest lipopolisacharyd zostata uhonorowana Nagroda Nobla, ktorg w 2011 roku
otrzymali Bruce A. Beutler i Jules A. Hoffmann (9-11).

TLR4 rozpoznaje ligand w kompleksie ztozonym z kilku biatek pomocniczych, ponadto
receptor ten jest wyjatkowym w swej rodzinie, gdyz po zwigzaniu liganda na powierzchni
komoérki 1 uruchomieniu jednego ramienia kaskady sygnalowej jest internalizowany
do endosomu, skad aktywuje kolejne biatka. Takie wlasciwosci tego receptora byty przyczyna
wielu niepowodzen w poszukiwaniu jego agonisty.

Aktywacja TLR4 wymaga zwigzania czasteczki LPS przez biatko surowicy krwi LBP
(ang. LPS-binding protein) (12) i dostarczenia jej do czasteczki CD14 (ang. Cluster
of Differentiation 14) (13), ktora ma zdolnos$¢ do interakcji z rozmaitymi molekutami bgdacymi
PAMP oraz ich syntetycznymi analogami, oprocz LPS s3 to m.in. peptydoglikany, Pam3CSK4,
polyl:C oraz CpG DNA (14). Ponadto w przekazaniu sygnatu od receptora uczestniczy biatko
MD2, warunkujace translokacje¢ TLR4 ze struktur Golgiego, wigzanie liganda oraz dimeryzacj¢

receptora (15-17).
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Mimo, ze wigkszo$¢ badan dotyczacych TLR4 skupia si¢ na mechanizmach zwigzanych
z rozpoznawaniem LPS, istnieje cate spektrum molekut r6znego pochodzenia majacych potencjat
do aktywacji tego receptora. Sg to m.in.: komponenty wirusowe jak biatko fuzyjne wirusa RS
(ang. Respiratory Syncytial Virus) (18) czy biatka wirusow mysich MMT (ang. Mouse Mammary
Tumor Virus) i MML (ang. Moloney Murine Leukemia Virus) (19), sktadniki $cian komoérkowych
drozdzy jak mannany Candida albicans (20), a takze glikoinozytolofosfolipidy obecne
U pasozytujacych pierwotniakéw z rodzaju Trypanosoma (21). Interesujacym jest tez fakt,
ze W niektorych przypadkach TLR4 moze rozpoznawa¢ molekuty endogenne jak biatka szoku
cieplnego (HSP22, HSP60 i HSP70) (22-24) oraz biatko HMGB 1 uwalniane podczas uszkodzenia
komorek (25). Ta wlasciwos¢ receptora TLR4 spowodowala wzrost zainteresowania
potencjalnym udziatem TLR4 w rozwoju chorob z autoagresji.

Kolejnym btonowym receptorem Toll-podobnym jest TLR2. Receptor ten rozpoznaje
caty repertuar ligandow w zalezno$ci od partnera, z ktorym tworzy dimer. Wykazano, ze TLR2
moze wystegpowa¢ w formie homodimeru lub tez oddziatywa¢ z TLRI1 i TLR6. Sposrod
aktywatorow TLR2 mozna wymieni¢ peptydoglikan bakterii Gram+, poryny Neisseria czy tez
lipoarabinomannan mykobakterii (26), w kompleksach z TLR1 rozpoznawa¢ moze triacylowane
lipopetydy (27), natomiast z TLR6 diacylowane peptydy bakteryjne (28), a takze zymosan
pochodzacy z Saccharomyces cerevisiae (29). Ponadto TLR2 ma zdolno$¢ do wykrywania
komponentéw wirusowych, takich jak hemaglutynina wirusa odry (30).

TLRS rozpoznaje flageling bedaca biatkiem strukturalnym wici bakterii (31). TLR5
wystepuje m.in. w komoérkach uktadu odpornosciowego, ale tez w nabtonku jelit i w niewielkiej
ilosci w nablonku uktadu oddechowego. Wykazano, ze TLRS ma potencjal do aktywacji
odpowiedzi zapalnej zaréwno po wykryciu bakterii komensalnych, jak i chorobotwoérczych.
Z tego wzgledu specyficzne lokowanie TLRS5 w obrebie komorki, a mianowicie w btonie
bazolateralnej, zapobiega jego nieprawidtowej aktywacji. TLR5 wykrywa te bakterie, ktore
probujg wydostaé si¢ ze $§wiatla jelita 1 uniemozliwia ich rozprzestrzenianie si¢ w organizmie
(32). Wykazano réwniez powigzanie pomiedzy TLRS5, a patogenezg choroby Alzheimera, gdyz
rzadkie warianty receptora wynikajace z alternatywnego sktadania mMRNA obnizaty ryzyko
zapadalnosci na t¢ chorobg. Ponadto peptydy blokujace ektodomeng TLRS powodowaty znaczne
obnizenie akumulacji amyloidu beta u myszy, co oznacza, ze receptor ten moze by¢ celem
terapeutycznym w walce z rozwojem choroby Alzheimera (33).

Ostatnim z repertuaru btonowych TLR jest TLR10. Receptor ten zostat zidentyfikowany
dos¢ dawno, bo w 2001 roku, jednakze poszukiwania jego liganda dtugo nie przynosity rezultatu,
dlatego okreslany byl mianem receptora sierocego. TLR10 jest filogenetycznie spokrewniony
z TLRI1 i TLR6, a jego ekspresja jest obserwowana gtoéwnie w narzadach i komoérkach uktadu
odpornosciowego (34). Postulowano, ze za aktywacje tego receptora odpowiada wirusowe

dsRNA  (35), jednakze jego udzial obserwowano rdéwniez W  rozpoznaniu

12



WSTEP

Listeria monocytogenes (36). Zgodnie z najnowszymi badaniami ligandem dla tego receptora
moze by¢ glikoproteina pochodzaca od wirusa HIV gp4l, ponadto obserwowano niemal
stukrotnie wyzsza ekspresje¢ genu TLR10 u oséb zakazonych HIV (37). Ze wzgledu na
rozbieznosci, jakich dostarczaja kolejne badania majace na celu identyfikacje liganda dla TLR10,
istotnym wydaje si¢ doprecyzowanie roli tego receptora w aktywacji odpowiedzi

odpornosciowe;.
3.2.2 Endosomalne TLR

W blonie pgcherzykoéw endosomalnych kotwiczone sg cztery receptory Toll-podobne:
TLR3, TLR7, TLRS8 oraz TLRY. Kazdy z tych receptorow jest odpowiedzialny za specyficzne
rozpoznanie  okreslonego typu kwaséw nukleinowych, pochodzacego najczescie]

ze zdegradowanych w endosomie patogenow (Rys. 2.).

ENDOSOM
dsRNA ssRNA ssSRNA DNA Profilina 23S

(CpG) T gondii rRNA

S i S e i

A rF W Y w Y
[ ] [ N ] ey [ X ] [ X

TLR3 TLR7 TLRS TLR9 TLR11/12 TLR13

Rys. 2. Endosomalne TLR i ich ligandy

TLR3 zostal scharakteryzowany jako drugi z receptoréw dla dwuniciowego RNA
(dsRNA, ang. double stranded RNA), gdy okazalo si¢, ze komorki z nokautem genu kodujgcego
PKR (ang. Protein Kinase RNA-activated), bedacg znanym sensorem dsRNA odpowiadajg na
jego syntetyczny analog, polyl:C (38, 39). Naturalnym aktywatorem TLR3 sg kwasy nukleinowe
pochodzace od wirusow, stanowigce zarowno ich genom, jak tez bedace formami przejsciowymi
powstatymi podczas replikacji (26). Z tego wzgledu udziat TLR3 odnotowano w rozpoznawaniu
wirusow dsRNA, ssRNA, ale takze DNA. Poczatkowo sadzono, ze, podobnie jak inne receptory
tej rodziny, TLR3 przekazuje sygnal poprzez adaptor MyDS88 (39). Badania Yamamoto i wsp.
oraz Oshiumi pokazaty, ze TLR3, jako jedyny sposrod receptorow Toll-podobnych, przekazuje
sygnatl na drodze MyDS88 niezaleznej, a zaleznej od biatka adaptorowego TRIF/TICAM-1
(ang. TIR domain-containing adapter inducing /FNg/Toll-interleukin 1 receptor domain (TIR)-

containing adaptor molecule) (40, 41).
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Drugim wariantem wirusowych kwasow nukleinowych rozpoznawanym przez TLR jest
sSRNA (ang. single stranded RNA), stanowiacy ligand dla TLR7 i 8.

TLR7/8, ktore nie wystepujg tak powszechnie jak TLR3, zostaly odkryte w pDC
(ang. plasmacytoid Dendritic Cells) i mDC (ang. myeloid Dendritic Cells). TLR7 poczatkowo
zostat zidentyfikowany jako receptor rozpoznajacy pochodne imidazochinoliny, a nastgpnie
sSRNA pochodzenia wirusowego. Pokazano, ze mysi TLR7 i ludzki TLRS8 rozpoznaja bogate
w guaning i uracyl ssRNA wirusow, takich jak: HIV, VSV czy wirus grypy A (42-44).
TLR7 moze rowniez wykrywac¢ czasteczki cytozolowego RNA na drodze autofagii. Proces
przebiega podobnie do endocytozy, gdyz RNA otaczane jest przez pecherzyki, ktore nastepnie
dostarczajg go do endosomu (43).

Wsrod endosomalnych TLR zostaty opisane TLR11 i TLR12, ktére rdéznig si¢
od pozostatych tym, ze rozpoznajg ligand biatkowy profiling (45, 46). Geny kodujace te receptory
sa w 96% homologiczne i dodatkowo wykazuja podobienstwo do innego TLR rozpoznajacego
biatka, a mianowicie do TLRS. TLR11 i 12 wystepuja w formie heterodimeru i posrednicza
w indukowaniu odpowiedzi skierowanej przeciwko pierwotniakom m.in. Toxoplasma gondii
manifestujacej si¢ wydzielaniem IFNa i IL-12 przez pDC, a nastgpnie wzmozong aktywacja
komorek NK i produkcja IFNy (46, 47). Zupetnie odmienng role TLR11 i 12 petnig w odpowiedzi
na Leishmania major. Wykazano bowiem, ze wyciszenie ekspresji genow dla tych receptorow
umyszy prowadzito do uruchomienia mechanizméw odpowiedzi komodrkowej zaleznych
od limfocytow Thl i wydzielanego przez nie IFNy, co skutkowalo lepszg przezywalnoscia
i eliminacjg pasozytow z organizmu. Mechanizm lezacy u podstaw tego fenomenu nie jest jeszcze
do konca poznany, jednakze najprawdopodobniej wigze si¢ z sekwencyjng aktywacja receptoréw
rodziny TLR, najpierw TLR2, a nastepnie dimeru TLR11/12 (48).

Stosunkowo niedawno, bo w 2011 r. zostal odkryty kolejny endosomalny receptor
z rodziny Toll-podobnych, TLR13. Ekspresj¢ genu Tlrl3 wykazujg jedynie komorki mysie,
anokaut tego genu powodowal wysoka podatnos¢ komoérek na zakazenia wirusem
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) (49). Dalsze badania dotyczace TLR13 wykazaty,
ze innym ligandem dla tego receptora jest bakteryjne RNA (50), a doktadnie podjednostka
23S rybosomalnego RNA, bedaca miejscem wigzania antybiotykéw makrolidowych,
linkozamidéw oraz streptogramin (MLS). Metylacja tej podjednostki warunkuje opornosé
bakterii na antybiotyki grupy MLS. Wykazano, ze jedynie niemodyfikowana podjednostka
23S rRNA ma zdolnos$¢ aktywowania odpowiedzi zaleznej od TLR13 (51).
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3.3 CHARAKTERYSTYKA RECEPTORA TOLL-PODOBNEGO 9

3.3.1 Ligandy TLR9

TLRY zostal zidentyfikowany w 2000 roku jako endosomalny receptor wiazacy
bakteryjne DNA, bogate w niemetylowane sekwencje CpG (52).

Potencjal przeciwnowotworowy i immunostymulujacy DNA bakterii zaobserwowano
po raz pierwszy w 1984 r. podczas badan frakcji DNA pochodzacej ze szczepionki przeciw
gruzlicy — BCG (Bacille Calmette-Guérin), otrzymanej z Mycobacterium bovis (53). Dalsze
badania wykazaty, ze stymulacja in vivo wyekstrahowanym z BCG DNA indukuje wytwarzanie
interferonu typu I i aktywuje komorki NK (53, 54). Ustalono, ze za te wlasciwos$ci odpowiadaja
charakterystyczne  palindromowe motywy nukleotydow =z wystepujacym  centralnie
dinukleotydem cytozyno-guaninowym (55).

Postulowano, ze aktywacja proliferacji limfocytow B przez oligonukleotydy zawierajace
motywy CpG uzalezniona jest od metylacji cytozn oraz specyficznej sekwencji nukleotydowe;.
Najwiekszy potencjal do aktywacji komorek posiadata niemetylowana sekwencja CpG otoczona
przez dwie puryny na koncu 5’ oraz dwie pirymidyny na koncu 3’ (56).

Niemetylowane dinukleotydy CpG powszechne sg u bakterii i wirusOw natomiast
W genomach krggowcdw wystepuja ze znacznie nizsza czgstoscig. Szacuje si¢, ze ilos¢
dinukleotydéw CpG w DNA organizméw wyzszych jest zredukowana do Y4 w porownaniu
z DNA bakterii. Skupiska niemetylowanych dinukleotydow CpG, zwane wyspami CpG obecne
sg w regionach regulatorowych okoto 70% promotorow genow i odpowiadajg za powstawanie
dostepnej transkrypcyjnie postaci chromatyny (57). Niska czesto$¢ wystepowania motywow CpG
w genomach kregowcow, metylacja reszt cytozyny, a takze ograniczenia wystegpowania wysp
CpG do konkretnych przedziatow komorki pozwalaja na rozréznienie DNA patogenu
od wlasnego materiatu genetycznego (56).

Bazujac na danych sugerujacych, ze mechanizm aktywacji odpowiedzi odpornosciowe;j
przez CpG angazuje biatka MyD88 i TRAF6, wykorzystywane do transdukcji sygnatu przez
receptory Toll-podobne, skupiono si¢ na poszukiwaniach receptora nalezacego do tej rodziny,
ktory moglby wigza¢ DNA (58). Stosujac narzedzia bioinformatyczne wytypowano potencjalny
receptor, ktory oznaczono jako TLR9. Natomiast wykorzystanie myszy z nokautem genu TIr9
pozwolilo na jednoznaczne potwierdzenie roli tego receptora w rozpoznawaniu
oligonukleotydow bogatych w sekwencje CpG. Delecja TIr9 powodowata zahamowanie
proliferacji splenocytow oraz zaburzenia ekspresji MHC klasy II w limfocytach B. Ponadto,
nokaut TIr9 warunkowal oporno$¢ myszy na letalne dawki CpG przy jednoczesnym braku

sekrecji cytokin prozapalnych (52).
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Jak juz wspomniano naturalnym ligandem dla TLR9 jest DNA pochodzace od bakterii
i wirusow. Receptor ten posredniczy w aktywacji odpowiedzi odporno$ciowej skierowanej
przeciw wirusom z rodziny Herpesviridae m.in. Herpes simplex | i Il (59, 60), CMV (61)
i Epstein-Barr (62). Wirus Epstein-Barr jest czynnikiem etiologicznym nowotworu zwanego
chloniakiem Burkitta. Endemiczna posta¢ nowotworu wystepuje gldéwnie wsrdd dzieci
i mlodziezy z terenow Afryki. Pokazano, ze do rozwoju chtoniaka Burkitta dochodzi na skutek
jednoczesnego zakazenia EBV 1 zarodzcem sierpowatym (Plasmodium falciparum).
W patogenezie tego nowotworu wazng role odgrywa receptor TLR9. Wykazano, Ze receptor ten
wigzgc hemozoing uwalniang przez P. falciparum moze aktywowaé niekanoniczny szlak
sygnatowy, ktory hamuje replikacj¢ EBV, co prowadzi do ustanowienia zakazenia latentnego
i uruchomienia onkogennego potencjalu wirusa (63-65). Ponadto zaobserwowano tez,
ze W konkretnych warunkach TLR9 moze btednie rozpoznawac endogenne DNA i uczestniczy¢
W rozwoju choréb z autoagresji. W przypadku tuszczycy obserwuje si¢ nadprodukcje peptydu
LL37 przez keratynocyty i neutrofile. Peptyd ten tworzy kompleksy z DNA pochodzacym
z komorek nekrotycznych ochraniajac je przed dziataniem nukleaz, umozliwiajac tym samym
jego dostarczenie do endosomow oraz rozpoznanie przez TLR9 (66). Z kolei inny mechanizm
moze wigzac si¢ z rozZwojem tocznia rumieniowatego uktadowego, w ktorym to endogenne DNA
taczy si¢ z biatkiem HMGB-1 i w postaci kompleksu z autoprzeciwciatami jest rozpoznawane
przez receptory koncowych produktow zaawansowanej glikacji (ang. Receptors for Advanced
Glycation End products, RAGE) obecne na powierzchni komorek dendrytycznych, co nast¢pnie
umozliwia aktywacje TLR9 w endosomie (67).

Odkrycie wlasciwosci immunostymulujacych DNA bogatego w niemetylowane
dinukleotydy CpG dalo poczatek badaniom zwigzanym z jego potencjalnym zastosowaniem jako
adiuwantu szczepionkowego (68). Obecnie trwaja badania przedkliniczne i kliniczne dotyczace
wykorzystania syntetycznych oligonukleotydow bogatych w CpG zaréwno w szczepionkach,
jaki w terapii przeciwnowotworowej. Wykazano ich pozytywny wplyw na modulowanie
odpowiedzi odpornosciowej skierowanej przeciw m.in. malarii, zapaleniu watroby typu B oraz
zapaleniu phluc. Korzystny efekt terapii antynowotworowej w polagczeniu z niemetylowanymi
motywami CpG obserwowano w przypadku czerniaka, raka piersi, migsakow i glejakow (69).

Badania dotyczace syntetycznych CpG ODN skupialy si¢ na poznaniu takich ich cech,
ktore pozwoliltyby na regulowanie sity i specyficznosci odpowiedzi odpornosciowej przez rdézne
typy komorek. Juz w roku 1995 Krieg i wsp. wskazywali, ze modyfikacje wprowadzone
w strukture  oligonukleotydow bogatych w CpG mogg zmienia¢é ich potencjal
immunostymulujacy. Obserwowano, ze stymulacja limfocytow B oligonukleotydami, w ktoérych
internukleotydowe wigzania fosfodiestrowe zastgpiono wigzaniami tiofosforanowymi
powodowata znacznie wyzsza aktywacje proliferacji komorek i sekrecj¢ przez nie

immunoglobulin (56).
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Syntetyczne CpG-ODN ze wzgledu na strukture podzieli¢ mozna na cztery gtdwne typy:
A, B, C i P. Typ A posiada centralnie potozong struktur¢ palindromowa, z wigzaniami
fosfodiestrowymi, otoczong dwoma ogonami poli(G) o wigzaniach tiofosforanowych. Palindrom
warunkuje wewnetrzng hybrydyzacje oligonukleotydu, natomiast wystajace ogony poli(G)
ulatwiaja wnikanie do wnetrza komorki i determinujg tworzenie agregatow. (70, 71). CpG-B
ODN jest oligonukleotydem liniowym, ktéry nie ma zdolnosci do tworzenia wigkszych
kompleksow. Ponadto wszystkie internukleotydowe wigzania sg wigzaniami tiofosforanowymi,
co czyni t¢ strukturg catkowicie odporng na degradacje przez nukleazy (72, 73). CpG-C ODN
taczy cechy zaréwno CpG-A i CpG-B, a mianowicie posiada struktur¢ palindromowa
i tiofosforanowe wigzania internukleotydowe (74). Typ P posiada z kolei dwa motywy
palindromowe pozwalajace na tworzenie ztozonych kompleksow (75).

Motywy CpG rozpoznawane sa przez TLR9 w konkretnym kontekscie nukleotydowym,
ale takze w zaleznosci od organizmu, w ktorym prezentowany jest receptor. Komorki ludzkie
aktywowane sg powtorzeniami CG z centralng sekwencjg GTCGTT, natomiast mysi TLR9
rozpoznaje motywy GACGTT (76).

Struktura oligonukleotydu i obecny w nim motyw CpG determinuja zaréwno typ i site

indukowanej przez TLR9 odpowiedzi odpornosciowe;j.
3.3.2 Budowa i warianty TLR9

Gen ludzkiego TLR9 (TLR9) sktada si¢ z dwoch eksonow i znajduje si¢ na chromosomie
3 W pozycji 3p21.3. Dwie niezalezne grupy badawcze opisaly tacznie pie¢ form tego receptora
bedacych efektem alternatywnego sktadania mRNA: TLROA-TLROE (10, 77).

Warianty r6znia si¢ migdzy sobg dilugoscig sekwencji aminokwasowej
oraz funkcjonalnoscia, jednakze posiadaja wspolny region zbudowany z 975 aminokwasow.
Wariant A jest kodowany przez oba eksony i jest biatkiem konwencjonalnym, ztozonym z 1032
reszt aminokwasowych o tacznej masie czgsteczkowej okoto 120 kDa, krotsze formy B i E
sg nieaktywne, natomiast C i D, wydluzone o odpowiednio 23 i 24 reszty aminokwasowe,
stanowig funkcjonalne receptory (78).

U ludzi gen kodujacy TLRY ulega ekspresji w $ledzionie, weztach chtonnych, szpiku
kostnym, a takze komoérkach krwi, przy czym ekspresja izoform funkcjonalnych jest zmienna
w zaleznosci od typu komorek (77). Forma A podlega najsilniejszej ekspresji w limfocytach B,
natomiast w limfocytach T przewaza forma C (78).

TLRY prezentuje charakterystyczng dla receptorow Toll-podobnych tréjdomenowa
budowe. N-koncowa domena ECD (ang. Extracellular Domain) skierowana jest do $wiatla
endosomu 1 warunkuje wigzanie liganda, krotka domena przezblonowa TMD

(ang. Transmembrane Domain) ma posta¢ pojedynczej a-helisy, natomiast C-koncowa
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cytoplazmatyczna czgs$¢ receptora, ICD (ang. Intracellular Domain), jest typowa domeng TIR (8)
(Rys. 3.).

Domena ECD RN 7 )

zawierajaca ey XN —

motywy LRR ( 7 N =

= ::J A
Domena TMD '.m 9, Blona
(b} o« endosomalna
Domena ICD/
TIR

Rys. 3. Budowa receptora Toll-podobnego 9

Domena N-koncowa zbudowana jest z 25 motywow LRR ulozonych tandemowo
na ksztatt podkowy, otoczonych strukturami ostaniajacymi bogatymi w cysteine. Kazde LRR ma
strukture B-ni¢-zwrot-a-helisa, w ktorej B-nici zlozone z 10 reszt aminokwasowych formuja
wewnetrzng strone podkowy, natomiast a-helisy tworzg wystajace petle i budujg wypukla strone
domeny (79). W domenie ICD TLRY zidentyfikowano specyficzne insercje wystepujace
w obrebie LRR 2, 5 i 8, ktorych usuniecie zaburzato prawidtowe wigzanie agonisty (80).

Receptor TLRY jest kotwiczony do endosomu przez domen¢ TMD, jednokrotnie
przebijajaca btone pecherzyka (8). Znaczenie TMD w procesie dokowania TLR9 do endosomu
nie zostalo w pelni wyjaénione. Niezalezne grupy badawcze pokazywaty zaré6wno, ze domena ta
nie wplywa na prawidlowe umiejscowienie receptora w komorce lub ze zaburzenie sekwencji
aminokwasowej TMD moze warunkowa¢ kotwiczenie TLR9 w btonie komodrkowej, zaktocaé
powstawanie dojrzatej formy receptora i prowadzi¢ do jego aktywacji endogennym DNA (81-
83).

C-koncowa czeg$¢ cytoplazmatycznej domeny ICD stanowi region TIR niezbedny
do dimeryzacji receptora i przekazania sygnatu (8). Wykazano, ze TLR9 od poczatku funkcjonuje
jako dimer, a wigzanie liganda zapoczatkowuje szereg zmian konformacyjnych, co skutkuje
zblizeniem domen TIR monomeréw umozliwiajgcym dokowanie MyD88 (84). Rozwigzanie
struktury mysiego TLRY za pomocg krystalografii rentgenowskiej wprowadzito pewne
watpliwosci dotyczace dimeryzacji receptora poprzedzajacej wigzania liganda. Pokazano,
ze W krysztatach jedynie receptor zwigzany z ligandem formowat homodimer. Natomiast wolny

TLRO lub zwigzany z inhibitorowym ODN przyjmowal posta¢ monomeru (85).
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3.3.3 Transport i dojrzewanie TLR9

Prawidlowe, endosomalne umiejscowienie TLR9 warunkuje specyficzng aktywacje
DNA pochodzacym od patogenéw, a takze uniemozliwia wigzanie endogennych kwasow
nukleinowych. Chimeryczny TLR9Y, ktérego domeny TMD i ICD pochodzity od TLR4 lokowat
si¢ w blonie komoérkowej i wigzal endogenne DNA oraz syntetyczne oligonukleotydy
z sekwencjami CpG. Tracit jednak zdolno$¢ do rozpoznawania zakazen wirusowych, co, zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, wynikato z koniecznosci degradacji kapsydow wirusowych
w endosomach i uwolnienia materialu genetycznego do wngtrza pecherzyka. Dlatego tez
wlasciwy transport i dokowanie TLR9 w btonie endosomu wydajg si¢ krytyczne w procesie
rozpoznawania liganda (83) (Rys. 4).

Badania zaréwno procesu translokacji TLR9 z ER do endosomu, jak i dojrzewania
receptora dostarczaja wielu sprzecznych danych. Wykazano, ze mechanizm transportu
i dojrzewania receptora moze rozni¢ si¢ pomig¢dzy typami komorek. Procesy zachodzace w pDC
nie zawsze znajdowaly swoje odzwierciedlenie w limfocytach B i makrofagach. Ponadto niektore
dane mogly by¢ mylnie interpretowane ze wzgledu na wykorzystanie do analiz komorek
wykazujacych nadekspresje genu dla TLR9.

Istniejg zatem dwie hipotezy dotyczace losow TLR9 w komorce. Wedtug pierwszej
znich w komorkach dendrytycznych receptor utrzymywany jest w stanie nieaktywnym
w retikulum endoplazmatycznym az do czasu stymulacji komorek ligandem CpG ODN (86, 87).
Z kolei zgodnie z doniesieniami dotyczacymi limfocytéw B i makrofagéw stymulacja nie ma
znaczacego wplywu na translokacj¢ receptora. W okoto 70% populacji niestymulowanych
makrofagéw odnajdowano TLR9 w endolizosomach, natomiast analiza dystrybucji TLR9
pomiedzy konkretnymi przedziatami komoérkowymi wykazata, ze w komorkach spoczynkowych
10% puli TLR9 utrzymywane jest w endosomach, a 90% w ER. Aktywacja komoérek wplywata
nieznacznie na rozmieszczenie receptora, bowiem po stymulacji ligandem jedynie 15% puli
TLR9 trafiato do endosoméw (88).

Za translokacje TLR9 pomigdzy przedziatami komorkowymi odpowiada m.in. biatko
UNCB93BI, ktore jest homologiczne do Unc-93 pochodzacego z Caenorhabditis elegans (89).
To 12-krotnie przebijajace btong biatko warunkuje transport endosomalny wszystkich TLR
rozpoznajacych kwasy nukleinowe (TLR3, TLR7, TLR9, TLR 11 i TLR13) (90, 91). Wykazano,
ze mutacje w obrebie genu kodujacego UNC93B1 powoduja zaburzenie przekazania sygnatu
od TLRY, przyczyniaja si¢ do zwigkszonej podatnosci na infekcje, a w skrajnych przypadkach
moga prowadzi¢ do rozwoju choréb z autoagresji (90, 92).

UNC93B1 oddziatuje fizycznie z domeng transmembranowg TLR9 i asystuje
receptorowi podczas catej jego drogi z ER do endosomu (89, 93). Zauwazono, ze biatko to

sposrod wszystkich endosomalnych TLR, preferencyjnie wigze TLR9, natomiast wprowadzenie
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mutacji, ktora przesuwa przewage w stron¢ TLR7 przyczynia si¢ do rozwoju niekontrolowanego
stanu zapalnego, co sugeruje, ze zmiana sekwencji aminokwasowej UNC93B1 moze by¢
podtozem choréb z autoagresji, takich jak SLE, reumatoidalne zapalenie stawow lub luszczyca

(94, 95).
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Rys. 4. Dojrzewanie i transport receptora TLR9 (104)

Przeniesienie  kompleksu TLR9-UNC93B1 do endosomu uzaleznione jest
od pecherzykow optaszczonych COPII (ang. Coat Protein 1), transportujacych biatka
z ER do aparatu Golgiego, w ktorym podlegaja one glikozylacji (96, 97). Zaskakujacym jest fakt,
ze TLRY nie trafia bezposrednio do pecherzykow endosomalnych, ale najpierw kotwiczony jest
do btony komoérkowej, skad dzieki oddziatywaniu UNC93B1 z kompleksem biatek adaptorowych
AP-2 pobierany jest na drodze endocytozy (93). Po zakotwiczeniu w blonie endosomu TLR9
zostaje uwolniony od UNC93B1, w odréznieniu do TLR7, ktory jest funkcjonalny pozostajgc
w kompleksie z tym biatkiem, ponadto takie oddziatywanie jest prawdopodobnie wymagane

przez kolejne mechanizmy regulacji, zapobiegajace rozwojowi chordb z autoagresji (98).
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Dokowanie TLR9 do endosomu pozwala na przeprowadzenie modyfikacji
proteolitycznych N-koncowej domeny tego receptora, ktore prowadza do powstania jego
funkcjonalnej formy.

W obrobke proteolityczng TLR9 zaangazowane sg AEP (ang. Asparagine Endopeptidase,
endopeptydaza asparaginowa) oraz rodzina katepsyn (99, 100). Potencjalne miejsce cigcia dla
tych enzymow znajduje si¢ w obrgbie niekonserwatywnej petli pomiedzy LRR14 a LRR15.

Pierwszy etap cigcia przeprowadza AEP, ktora usuwa czgs¢ ektodomeny TLRO,
pozostawiajac fragment receptora o masie 72 kDa (99). Cigcie jest nastgpnie kontynuowane przez
katepsyny, co prowadzi do powstania formy dojrzatej. Wykazano, ze zahamowanie aktywnosci
AEP nie zaburza procesu cigcia TLR9, bowiem cato$¢ obrobki jest wowczas zalezna od katepsyn,
natomiast inhibicja katepsyn skutkuje powstaniem niefunkcjonalnego receptora mimo obecnosci
aktywnej AEP (100-102). Znaczenie modyfikacji TLR9 przeprowadzanej przez proteazy nie
zostato doktadnie wyjasnione, gdyz receptor, ktory nie zostat im poddany moze wigza¢ ligand,
jednakze nie jest zdolny do przekazania sygnatu (101). Co ciekawe, dane sugerujg, ze odcigty
fragment N-koncowy nie ulega degradacji, ale pozostaje zwigzany z C-konicowa cze$cig receptora
tworzac TLRIN+C. Za taczenie obu odcinkéw odpowiada najprawdopodobniej omawiana juz
wczesniej petla LRR14, wystajaca ponad powierzchnie domeny ECD. Pokazano, ze jedynie
kompleks TLRON+C moze prawidlowo przekaza¢ sygnal, podczas gdy C-koncowy fragment
jedynie wiaze ligand bez aktywowania dalszych biatek szlaku (103).

3.4 BIALKA ADAPTOROWE RECEPTOROW TOLL-PODOBNYCH

Zwigzanie liganda przez zewnatrzkomorkowa domeng TLR prowadzi do zmian
konformacyjnych w obrebie domeny TIR, co skutkuje rekrutacja wlasciwego biatka
adaptorowego i zapoczatkowuje aktywacje kaskady sygnatowe;.

Rodzina biatek adaptorowych oddziatujacych z receptorami Toll-podobnymi sktada si¢
z pieciu cztonkow: MyD88 (ang. Myeloid Differentiation Primary response protein 88),
TIRAP/Mal (ang. TIR-domain containing Adapter Protein/ MyD88 Adapter-Like),
TRIF/TICAM1 (ang. TIR-domain Containing Adapter Molecule/ TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-5), TRAM/TICAM2 (ang. TRIF-related adaptor molecule), SARM
(ang. Sterile-Alpha and Armadillo Motif protein) (6). Biatka te maja zdolno$¢ wigzania sig¢
z receptorem na zasadzie homotypowego oddziatywania domen TIR. Dwa z tych bialek,
a mianowicie MyD88 i TRIF tworzg rusztowanie do powstawania wigkszych kompleksow
biatkowych przekazujacych sygnat na dalsze cze$ci szlaku, stad nazwy tych kompleksow
,»Myddosome” lub ,,Triffosome”, natomiast biatko SARM, jako jedyne, pelni wylacznie funkcje
negatywnego regulatora szlakow TLR (105).
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3.4.1 Myddosome

Myd88 zostato poznane jeszcze przed odkryciem receptoréw TLR jako gen, ktorego

ekspresja byta indukowana podczas réznicowania mieloblastow (106). W 1998 roku funkcja
biatka, bedacego produktem ekspresji Myd88 zostata powigzana z indukcja odpowiedzi
odpornosciowej przez receptory Toll-podobne (107).
Biatko MyD88 zbudowane jest z 296 reszt aminokwasowych i posiada dwie funkcjonalne,
oddzielone od siebie domeny: C-koncowa domen¢ TIR umozliwiajaca oddziatywanie z innymi
biatkami posiadajacymi TIR oraz N-koncowa domen¢ $mierci, DD (ang. Death Domain),
rekrutujaca kinazy zrodziny IRAK (ang. IL-1R-Associated Kinase) dzigki homotypowym
oddziatywaniom domen DD. Domeny te lgczy ze sobg krotki odcinek nazwany domeng
posrednig, INT (ang. Intermediate), ktorej usuniecie skutkuje zaburzeniem sygnatu lub jego
calkowitym zahamowaniem (107, 108).

MyD88 wykorzystywane jest przez prawie wszystkie, z wyjatkiem TLR3, receptory
Toll-podobne. Obecno$¢ tego biatka adaptorowego warunkowata indukcje prawidlowej
odpowiedzi odpornosciowej przez CpG w komoérkach pozbawionych TLR2 i TLR4, co sklonito
badaczy do poszukiwan kolejnych receptoréw z rodziny Toll-podobnych i doprowadzito
do identyfikacji TLR9 (58). Przy braku odpowiedniego liganda dla receptora angazujacego
MyD88, biatko to jest utrzymywane w stanie nieaktywnym, najprawdopodobniej poprzez
wewnetrzne oddziatywanie domen DD, natomiast po rekrutacji domeny TIR MyD88 do receptora
oddziatywanie to zostaje przerwane (109).

Przekazanie sygnatu poprzez biatko adaptorowe MyDS88 jest zalezne od powstania
kompleksu zwanego Myddosomem ztozonego z biatek posiadajacych domeng DD (110, 111).
Badania krystalograficzne ujawnity strukturg tego oligomeru, ktéry przyjmuje posta¢ helikalng
zbudowana z sze$ciu domen DD biatka MyD8S, czterech DD kinazy IRAK4 oraz czterech kinazy
IRAK?2. Dokowanie kolejnych biatek do tego kompleksu jest sekwencyjne: do heksameru MyD88
rekrutowana jest IRAK4, a nastepnie jeden z jej substratow IRAK2 lub TRAKI (111).
Oligomeryzacja MyD88 zapoczatkowujaca sktadanie calego kompleksu wydaje si¢ by¢
kluczowym aspektem prawidlowego organizowania tej struktury.

Zaréwno TLR7/8, jak 1 TLR9 angazuja do przekazywania sygnalu MyDS8.
W plazmacytoidalnych komoérkach dendrytycznych MyD88 i TRAF6 tworza kompleks
z czynnikiem transkrypcyjnym IRF7, w ktorym czynnik ten zostaje aktywowany dzigki
aktywnosci ligazy ubikwityny E3 biatka TRAF6 (112, 113). Ubikwitynacja IRF7 jest niezbgdna
do fosforylacji tego czynnika przez kinazg IRAK1 aktywowana wczesniej przez IRAK4.

Dokowanie biatka MyD88 do domeny TIR receptoréw Toll-podobnych nie zawsze
zachodzi w sposob bezposredni i wymaga uczestnictwa innego biatka adaptorowego, jakim jest

biatko Mal.
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3411 Mal/TIRAP

Biatko Mal zostalo zidentyfikowane w 2001 roku, niemal jednocze$nie przez dwa
niezalezne zespoty badawcze jako drugie po MyD88 biatko adaptorowe receptora TLR4
posiadajace domene TIR, stad tez jego nazwy: Mal — MyD88-apater-like oraz TIRAP — TIR-
domain-containing adapter protein (114, 115). Pierwsze doniesienia dotyczace biatka Mal
opisywaty je jako adaptor sortujacy, warunkujacy specyficznos¢ szlakow sygnalowych zaleznych
od TLR, gdyz pokazano, ze w odréznieniu od MyD88 angazowany jest on jedynie przez
niektorych cztonkow rodziny TLR, m.in. TLR4, TLR2, TLR1 i TLR6. Z uwagi na brak roéznic
W odpowiedzi na ligandy receptorow endosomalnych, takich jak TLR9 postulowano, ze Mal
oddziatuje jedynie z TLR kotwiczonymi w btonie komorkowej (114, 116, 117).

Mal jest maltym biatkiem o masie okoto 26 kDa, a jego forma obecna w organizmie
ludzkim zbudowana jest z 235 reszt aminokwasowych. Gen TIRAP ulega ekspresji w wielu
typach komoérek m.in. w makrofagach, komérkach dendrytycznych i fibroblastach. W budowie
biatka Mal mozna wyrdzni¢ 2 podstawowe domeny: N-koncowa domene wiazaca reszty lipidowe
obecne w blonie komoérkowej oraz wspominang juz C-koncowa domene TIR warunkujaca
wigzanie tego biatka do receptorow Toll-podobnych i MyD88.

Postulowano, ze Mal swoja domeng N-koncowa oddzialuje preferencyjnie
z fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfoforanem (P1(4,5)P.), co byto wzmocnieniem pogladu o udziale
tego biatka w przekazywaniu sygnalu wylacznie od btonowych TLR, gdyz btona komdrkowa
W odrdznieniu od btony endosomu bogata jest whasnie w PI(4,5)P.. Co wigcej Mal lokalizowano
w tych samych mikrodomenach btonowych, w ktorych zakotwiczony byt TLR4 (118).
Na podstawie powyzszych danych wnioskowano, ze Mal nie jest wykorzystywany przez TLR
rozpoznajace kwasy nukleinowe. Pierwsze doniesienie o0 jego udziale w szlaku sygnatowym
endosomalnych TLR dotyczylo TLR3, jednak, co zaskakujace, pokazano, ze Mal reguluje
negatywnie inicjowang przez TLR3 ekspresj¢ IFNB1. Okazato si¢ bowiem, ze pod wplywem
stymulacji ligandem dla TLR3, jakim jest poly I:C komoérki pozbawione genu TIRAP produkuja
wielokrotnie wicksze iloéci interferonu beta w poréwnaniu z komoérkami typu dzikiego. Analiza
tego fenomenu wykazata, ze Mal ma zdolno$¢ do bezposredniego odziatywania z czynnikiem
transkrypcyjnym IRF7 i blokowania, prawdopodobnie poprzez uniemozliwienie fosforylacji
IRF7, jego wigzania do domeny PRDI-IIl wzmacniacza obecnego w regionie regulatorowym
IFNB1 (119).

Pomiedzy domeng N-koncows, a domeng TIR, w pozycji 86 tancucha aminokwasowego,
wystepuje reszta tyrozyny fosforylowana przez kinazg Brutona. Druga taka reszta miesci si¢
w obrebie domeny TIR, w pozycji 187. Wykazano, ze fosforylacja Mal zachodzi pod wptywem
stymulacji TLR2 i TLR4 i jest wymagana do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB (120).
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Domena TIR biatka Mal przyjmuje charakterystyczng dla wszystkich TIR strukturg
trzeciorzgdowa. Zbudowana jest ona z utozonej centralnie pigcioniciowej [B-kartki (BA-BE)
otoczonej piecioma a-helisami (aA-aE). Natywna forma biatka posiada typowa petle BB taczaca
aB z BB (121). Dane te pozostaja w zgodzie z zatozeniami Fitzgerald i wsp. poczynionymi
na podstawie poréwnania sekwencji aminokwasowych znanych domen TIR. Zaobserwowano
wtedy, ze motywy charakterystyczne dla petli BB w TLR2 sg zachowane w domenie TIR biatka
Mal (115). Odmienne dane uzyskano metoda krystalografii rentgenowskiej. Zgodnie z nimi
w obrebie domeny TIR Mal miata powstawa¢ nietypowa, wydluzona petla AB (pomiedzy
oA i BB) stabilizowana dodatkowo wigzaniami disiarczkowymi (122). Okazato si¢ jednak,
ze Uwidoczniona struktura jest w rzeczywistosci zaburzeniem prawidlowego fatdowania biatka,
wynikajacym z warunkow eksperymentu.

Domena TIR jest regionem umozliwiajacym zaré6wno homo- jak i heterotypowa
interakcj¢ biatka Mal. Homotypowe oddziatywanie TIR:TIR zapewnia bezposrednie dokowanie
si¢ Mal do receptora TLR, czy tez wigzanie MyD88. Oddzialywania heterotypowe np. z biatkiem
TRAF6 pozwalaja na przekazanie sygnatu do kolejnych biatek szlaku. W strukturze domeny TIR
uwidoczniono 4 regiony (I-1V), ktore, oprocz petli BB, sa szczeg6lnie istotne w interakcjach Mal
z innymi biatkami. Pierwszy z nich (region I) odpowiada za tworzenie si¢ symetrycznego
homodimeru Mal poprzez oddziatywanie zewnetrznych powierzchni TIR (ang. back-to-back).
Dalsza analiza dimeru pozwolita na odkrycie kolejnych regionow (II, III i IV) bedacych
potencjalnymi miejscami wigzania dla biatka MyD88 oraz TLR4. Wprowadzenie mutacji
W jednym z tych regionow zaburzalo oddzialywania bialek, a takze aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-xB (123). Z danych literaturowych wynika, ze biatko Mal ma rowniez
zdolnoé¢ do formowania filamentow in vitro, w ktorych dwie rownoleglte nici wigza si¢ ze soba
»gtowa do ogona” dzieki oddziatywaniu pe¢tli BB w obrebie domeny TIR. Ponadto filamenty te
moga wigza¢ TLR4 i indukowa¢ powstawanie oligomerow MyD88 (124).

W obrebie domeny TIR biatka Mal, pomiedzy resztami aminokwasowymi 188 i 193,
wystepuje miejsce potencjalnego wigzania ligazy ubikwityny TRAF6, ktore nie jest obecne
w MyD88. Prawdopodobnie wtasnie to miejsce odpowiada za dokowanie TRAF6 do struktury
Myddosomu, bowiem pokazano metoda koimmunoprecypitacji bezposrednie oddziatywanie
bialek Mal i TRAF6. Ponadto zamiana kwasu glutaminowego na alaning w pozycji 190 sekwencji
aminokwasowej Mal powodowata zaburzenie aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB
zaleznej od receptoréw TLR2 i TLR4, ktore angazuja TRAF6 w swoim szlaku sygnatowym (125).

Zgodnie =z piSmiennictwem reszta asparaginianu w pozycji 198 tancucha
polipeptydowego Mal jest potencjalnym miejscem cigcia dla kaspazy-1, ktora jest m.in.
odpowiedzialna za obrobke prekursora IL-1 warunkujaca powstawanie formy aktywnej. Dzigki
zastosowaniu drozdzowego systemu dwuhybrydowego pokazano zdolno$¢ do bezposredniego

oddziatywania Mal i kaspazy-1. Jednakze rola proteolitycznego cigcia Mal przez kaspazg-1
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pozostaje kontrowersyjna. Miggin i wsp. postulowali, ze Mal jest substratem dla kaspazy-1,
a cigcie jest wymagane do aktywacji NF-kB na drodze zaleznej od TLR2 i TLR4 (126). Z kolei
odrgbny zespol badaczy wykazal, ze ciecie Mal przez kaspaze-1 nie tylko nie jest niezbedne
do prawidlowej aktywacji odpowiedzi odpornosciowej, ale moze skutkowac utrata funkcji
adaptorowe]j biatka, gdyz krytyczna reszta Y198 tworzy miejsce o negatywnym tadunku
wymagane rowniez do oddziatywania z domenami TIR TLR4 i MyD88 (127).

Wczesne badania dotyczace roli biatka adaptorowego Mal w szlakach sygnatowych
receptoréw Toll-podobnych jednoznacznie wskazywaty na jego rekrutacj¢ jedynie do domen TIR
receptoréw btonowych, negujac tym samym angazowanie adaptora przez receptory endosomalne
(116). Postulowano, ze Mal stanowi pomost pomi¢dzy dodatnio natadowanymi domenami TIR
TLR4 i MyD88, utatwiajac interakcj¢ obu biatek.

Oddziatywanie TIR-TIR Mal i MyD88 mozliwe jest dzigki roznicom w tadunkach
elektrostatycznych obu domen. Podczas gdy domena TIR MyDS88 jest w przewazajacej czesci
zbudowana z aminokwasoéw zasadowych, TIR Mal posiada na swojej powierzchni reszty
aminokwasowe natadowane ujemnie, tworzgce miejsca interakcji z MyD88. Jedng z niezbednych
do wigzania MyD88 jest reszta kwasu asparaginowego w pozycji 96 tancucha polipeptydowego
Mal, umiejscowiona poza omawianymi wcze$niej potencjalnymi miejscami interakcji. Zamiana
tego aminokwasu na asparaginge (D96N) powoduje najprawdopodobniej zniesienie tadunku
niezbednego do oddziatywania Mal i MyD88, gdyz wariant D96N zachowywal zdolno$¢
do wigzania TLR2 i TLR4 przy jednoczesnym upos$ledzeniu sygnatu aktywowanego przez TLR2
oraz MyD88-zalezng gataz kaskady TLR4 (122, 128).

Biatko Mal jest najbardziej polimorficznym ze wszystkich biatek adaptorowych
z domeng TIR. Zidentyfikowano co najmniej 8 niesynonimicznych SNP (ang. Single Nucleotide
Polymorphism) w regionie kodujacym Mal, sposrod ktorych, najlepiej scharakteryzowanym jest
SNP warunkujacy powstanie wariantu S180L (rs 8177374), w ktorym seryna w pozycji 180
tancucha polipeptydowego podstawiona jest leucyng (129). Wyniki badan dotyczacych tego
polimorfizmu s3a kontrowersyjne. Poczatkowo wariantowi S180L przypisywano dziatanie
ochronne u pacjentdow ze zdiagnozowana gruzlicg, choroba pneumokokowa, bakteremig badz
malarig pochodzacych z odrebnych grup etnicznych (Wielka Brytania, Wietnam, Kenia).
Zauwazono, ze polimorfizm S180L ma zwigzek z zahamowaniem przekazywania sygnatu
od TLR2 (129). Badania przeprowadzone przez Khora i wsp. nie znalazty jednak potwierdzenia
w wynikach otrzymanych przez inny zesp6t (130), a metaanaliza obejmujgca dane pochodzace
z dziewigciu niezaleznych doniesien wykazata brak zwigzku wariantu S180L z obnizeniem
ryzyka zapadalnosci na gruzlicg (131).

Zauwazono ponadto, ze inny SNP, wystepujacy u ludzi z bardzo niska czgstosciag
I warunkujacy powstanie opisanego juz wczesniej wariantu D96N jest potencjalnie zagrazajacy

zyciu ze wzgledu na zahamowanie produkcji TNFa w odpowiedzi na aktywacje TLR2/4.
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Co za tym idzie, homozygoty pod wzgledem tego polimorfizmu bylyby wysoce podatne
na zakazenia bakteriami Gram + i Gram - (128).

W strukturze pierwszorzedowej Mal istnieje kilka newralgicznych reszt
aminokwasowych, ktorych zastapienie powoduje uposledzenie funkcji biatka. Pierwsza z tych
substytucji zostala pokazana juz na etapie identyfikacji biatka Mal. Dowiedziono, ze zastgpienie
proliny w pozycji 125 histydyna nie tylko uniemozliwia przekazanie sygnatu przez Mal, ale takze
hamuje aktywacje¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB indukowang przez konstytutywnie aktywny
receptor TLR4 (114). Ponadto pokazano, ze Mal wrazliwe jest na zmienne warunki
oksydoredukcyjne wewnatrz komorki. W warunkach stresu oksydacyjnego cysteina w pozycji 91
fancucha polipeptydowego podlega glutationylacji, a jej zamiana na alanin¢ skutkowala
uposledzeniem sygnatlu od TLR4, manifestujacym si¢ brakiem aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF-xkB. Dodatkowo substytucja sgsiadujgcej histydyny na proling (H92P)
roOwniez zaburzala proces glutationylacji. Oba warianty biatka Mal, zaréwno C91A jak i H92P

nie oddziatywaty z MyD88 oraz IRAK4 (121).

3.4.2 Triffosome

Poczatkowo sadzono, ze za indukcje interferonow typu pierwszego po aktywacji TLR4
odpowiada Mal, jednakze po odkryciu jego roli jako biatka kotwiczacego MyDS88 udato si¢
zidentyfikowa¢ inny adaptor angazowany przez TLR4, a mianowicie TRIF (40). Zauwazono,
ze TRIF w odpowiedzi na LPS, posredniczy w uruchamianiu kaskady sygnalowej indukujacej
syntez¢ IFNP (132). Ponadto za pomocg koimmunoprecypitacji udowodniono, iz TRIF wigze si¢
do cytoplazmatycznej cze$ci TLR3 i jest jedynym biatkiem adaptorowym wykorzystywanym
przez ten receptor (133).

TRIF, w porownaniu z innymi adaptorami TLR, jest do§¢ duzym biatkiem, zbudowanym
z 712 reszt aminokwasowych. Domena N-koncowa (TRIF-NTD) ma posta¢ a-helisy, natomiast
odcinek C-koncowy stanowia domena TIR oraz domena RHIM (ang. Receptor Interacting
Protein (RIP) Homotypic Interaction Motif) oddzialujaca z kinazg RIP1. Pomiedzy koncami
C i N znajduje sie region bogaty w proling, w obrebie ktorego wystepuja miejsca oddziatywania
z biatkami efektorowymi TRAF2 i TRAF6 (ang. TNF Receptor-Associated Factor) oraz TBK1
(ang. TANK Binding Kinase 1) (134, 135). W komorkach niestymulowanych TRIF ulega
autoinhibicji poprzez wigzanie si¢ domen TRIF-NTD i TIR, co uniemozliwia dokowanie biatek
efektorowych. Podczas infekcji wirusowej TBK1 wraz z niekanoniczng kinazg IKKe fosforyluja
czynnik transkrypcyjny IRF3 (ang. Interferon Regulatory Factor 3), co prowadzi do jego
homodimeryzacji badz heterodimeryzacji z IRF7, translokacji do jadra komorkowego 1 wigzania
si¢ do sekwencji wzmacniacza w regionie regulatorowym genu IFNB1 (136). Jak wspominano

wczesniej, do prawidlowej rekrutacji biatka TRIF do domeny TIR receptora TLR4 wymagany
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jest adaptor pomostowy, jak ma to miejsce w przypadku szlaku sygnatowego aktywowanego
przez ten receptor z btony komérkowej. Do TLR4 ulokowanego w blonie endosomu wigze si¢

TRAM i jest to adaptor wykorzystywany jedynie przez TLR4 (80, 137).

3.5 AKTYWACJA SZLAKU SYGNALOWEGO TLR9

Wiazanie liganda przez TLR9 uzaleznione jest od ztozonego mechanizmu dojrzewania
receptora, ale takze warunkoéw panujacych we wnetrzu endosomu. Wiadomym jest, ze patogeny
wnikajace do wnetrza komorki na drodze endocytozy ulegaja degradacji we wngtrzu pecherzyka,
co determinuje dostgpnos¢ liganda TLRY, jakim jest DNA. Pokazano, ze genom drobnoustrojow
lub wirusow nie tylko zostaje uwolniony z ich wnetrza, ale podlega takze cigeciu przez obecne
w endosomach nukleazy, m.in. DNazg II. Komoérki z delecja genu kodujacego ten enzym
wykazywaly uposledzenie aktywacji odpowiedzi odporno$ciowej po stymulacji CpG-A ODN.
Taki efekt nie byt widoczny, gdy komorki traktowano odpornym na dziatanie nukleaz CpG-B
ODN (138).

Roznice w strukturze syntetycznych oligonukleotydow warunkuja ich whasciwosci — nie
tylko wspominang wyzej odporno$¢ na degradacj¢ enzymatyczna, ale takze indukcje ekspresji
odmiennego repertuaru cytokin badz aktywacje proliferacji komoérek. Rozbieznosci w efektach
uzyskiwanych po stymulacji CpG typu A i B najprawdopodobniej nie wynikaja wprost z motywu
CpG, ani typu szkieletu jaki posiadajg oligonukleotydy, ale z mozliwos$ci tworzenia przez nie
ztozonych struktur, ktore to z kolei wptywajg na czas i mechanizm migracji migdzy pecherzykami
systemu endocytarnego.

Wigkszoé¢ badan skupiajacych si¢ na poznaniu szlaku sygnatowego zaleznego od TLR9
zostato przeprowadzonych na komorkach pDC. Komoérki te przede wszystkim sg uwazane
za gtéwnych producentéw IFN typu I, poza tym posiadajg unikalne struktury zwane organellami
zwigzanymi z lizosomami (ang. Lysosome-related organells, LRO) pozwalajace na obserwacje
rozdzielenia szlaku sygnalowego uruchamianego przez TLRO.

Zgodnie z powszechnie przyjetymi danymi CpG typu A, dzigki zdolnosci do formowania
ztozonych agregatow pozostaje na dluzej we wczesnym endosomie wzmagajac produkcje
interferonow typu I przez komoérki dendrytyczne, a w nastepstwie aktywacje komorek NK.
Natomiast liniowy CpG-B jest szybko transportowany do p6znego endosomu skad uruchamia
szlak sygnalowy warunkujacy proliferacj¢ limfocytow B i wydzielanie przez nie przeciwcial,
a takze sekrecje IL-6 i TNFa przez komorki pDC (139-142).

Nowsze doniesienia wskazuja, ze rozwidlenie sygnalu warunkowane jest
najprawdopodobniej obecnoscia kompleksu biatek adaptorowych AP-3, ktory odpowiada za
transport receptora TLR9 zwigzanego z CpG-A z wczesnych endosoméw do pecherzykow LRO.

Kompleksy AP-3 i wspomniany wczesniej AP-2, zwane takze adaptynami, kontroluja proces
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sortowania biatek opuszczajacych aparat Golgiego. AP-3 kieruje tadunek do endosomu i dalej
do pecherzykéw lizosomalnych. Delecja genu dla podjednostki P3A kompleksu AP-3 (Ap3bl™)
w komorkach pDC manifestowata si¢ uposledzong sekrecja IFNo w odpowiedzi na stymulacje
CpG. Jak pokazano, efekt ten uzalezniony byl od zahamowania transportu TLR9 zwiazanego
zCpG-A z endosomu do pecherzykow LRO, co uniemozliwiato aktywacje czynnika
transkrypcyjnego IRF7 (143). W odréznieniu od poprzednio proponowanego modelu, wczesny
endosom pehni rolg sortujaca, w ktérym nastepuje rozdzienie sygnatu. Jako pierwszy aktywowany
jest NF-xB, a dopiero przetransportowanie receptora zwigzanego z ligandem do LRO,
uzaleznione od AP-3, warunkuje fosforylacj¢ IRF7. Ponadto AP-3 bezposrednio oddziatuje
z IRF7 ulatwiajac interakcje tego czynnika transkrypcyjnego z dokowanym przez TLR9 biatkiem
TRAF3 (142, 143).

Szlak sygnatowy zalezny od TLR9 rézni si¢ w réznych typach komorek (Rys. 5.).
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Rys. 5. Szlak sygnatowy receptora Toll-podobnego 9 w rdznych typach komoérek (144, 145)
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W ¢DC (ang. conventional Dendritic Cells) i makrofagach gléwnym aktywowanym
czynnikiem transkrypcyjnym jest NF-kB, natomiast w pDC opisane wczeSniej rozwidlenie
sygnatu skutkuje rekrutacjg innego repertuaru biatek m.in. osteopontyny (OPN) oraz TRAF3
i umozliwia aktywacje czynnika IRF7. W monocytach, makrofagach i cDC po zwigzaniu liganda
przez TLR9 do domeny TIR receptora rekrutowany jest kompleks Myddosome’u.
Jak wspomniano wczesniej, Myddosome sktada si¢ z biatek MyD8S8, kinazy IRAK4 i jej
substratow IRAK1/IRAK2 (111). Istniejg dwa hipotetyczne modele sktadania Myddosome’u,
pierwszy z nich zaktada sekwencyjng organizacj¢ struktury, natomiast drugi sugeruje, ze biatka
MyDS88 spontanicznie tworzg nieaktywny kompleks, ktory dopiero po zwigzaniu do domeny TIR
receptora Toll-podobnego jest zdolny do interakcji z IRAK4 (146). Po aktywacji Myddosome’u
IRAK4 fosforyluje IRAK1/IRAK2, co warunkuje rekrutacj¢ i aktywacje E3 ligazy ubikwityny —
TRAF6. TRAF6 wspoéttworzy rodzing siedmiu biatek TRAF, angazowanych przez szereg
receptorow do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych NF-xB i AP-1 (147). Aktywowany
TRAF6, wspdlnie z biatkami kompleksu E2, UBC13 I UEV1A, odpowiada za poliubikwitynacje
biatka NEMO/IKKy (ang. NF-xB Essential Modulator/ | xB Kinase y) oraz podlega
autoubikwitynacji. NEMO stanowi podjednostke regulatorowa kompleksu IKK (IKKa i IKK),
ktora utrzymuje podjednostki katalityczne w stanie nieaktywnym. Poliubikwitynacja NEMO
nareszcie lizyny 63 skutkuje kotwiczeniem IKK z biatkiem adaptorowym kinazy TAKI1
(ang. Transforming growth factor beta-Activated Kinase 1) — TAB2 (ang. TAK1 Binding
protein 2) (148-150). Oddzialywanie to pozwala na bezposrednig interakcje kinaz i fosforylacje
IKKp przez TAK1. Aktywna IKKp katalizuje fosforylacj¢ podjednostki inhibitorowej czynnika
transkrypcyjnego NF-kB — IkB, co prowadzi do jej proteasomalnej degradacji i umozliwia
translokacje NF-kB do jadra komorkowego. IKK majg tez mozliwos¢ fosforylowania prekursora
podjednostki p50 NF-xB, a mianowicie p105 (149). Biatko to moze funkcjonowac jako inhibitor
kinazy z rodziny MAP (ang. Mitogen Activated Protein Kinase) — Tpl2/MAP3K8 (ang. Tumor
progression locus 2). Degradacja pl05 skutkuje uwolnieniem i aktywacjg Tpl2, ktoéra
w nastepstwie moze fosforylowaé kolejne biatka kaskady kinaz MAP, MEKI1 i MEK2 (151).
Substratami tych kinaz sg biatka ERK1/2 (ang. Extracellular signal Regulated Kinases) i JNK
(ang. c-Jun N-terminal kinase), ktorych fosforylacja prowadzi do aktywacji czynnika
transkrypcyjnego AP-1 (ang. Activator Protein-1). TAK1 moze ponadto fosforylowaé inne
kinazy z rodziny MAP, a mianowicie MAPKK3 i MAPKKS6, ktorych celem sg JNK i p38
aktywujace czynnik transkrypcyjny CREB (ang. CAMP Response Element-Binding Protein).

Podsumowujac, zlozony i bardzo skomplikowany mechanizm transdukcji sygnatu
zaleznego od TLRY skutkuje aktywacjg czynnikow transkrypcyjnych z rodziny IRF, NF-xB,
AP-1 1 CREB, ktore wspotdziatajac uruchamiajg transkrypcje gendow kodujacych interferony

i szeroki wachlarz cytokin prozapalnych.
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Mimo trwajgcych od 20 lat badan dotyczacych szlaku sygnatowego zaleznego od TLR9
Mitogen Activated Protein Kinase nadal nie jest on w pelni poznany, a wiele kwestii stanowi
punkty sporne wsrod badaczy. Najwigcej wyjasnien dostarczyty badania, w ktorych do aktywacji
receptora stosowano ligandy syntetyczne, ale jak juz wspominano, stosowanie modyfikacji
wigzan nukleotydowych, ktore nie wystepuja naturalnie moze zaburza¢ proces transdukcji

sygnatu i by¢ przyczyna btednych interpretacji obserwacji eksperymentalnych.

3.6 NIESWOISTA ODPOWIEDZ PRZECIWWIRUSOWA — INTERFERONY TYPU |

Interferon zostat odkryty ponad 60 lat temu przez Isaacsa i Lindenmana jako
glikoproteina ingerujaca (ang. interfere) w replikacje wirusa grypy (152). Pierwsze badania nad
ta cytoking prowadzone byly na btonach kosméwkowo — omoczniowych zarodkéw kurzych.
Wprowadzenie do nich wirusa grypy powodowato w krotkim czasie produkcje interferonu.
Szybko okazato sig, ze jest on produkowany przez wiele typéw komorek zwierzgcych.

Niemal 30 lat p6Zniej udato si¢ oczyscic i scharakteryzowac IFNP, ktory wraz podtypami
a, € K, 0, 5, I, Ti{ wspottworzy rodzine interferondéw typu 1. Poza IFN typu | komorki ludzkie
wydzielaja IFN typu Il (IFNy) oraz IFN III (IFNA1-24) (152, 153).

Interferony typu I kodowane sa przez 30 genéw pozbawionych intronéw, znajdujacych
si¢ na chromosomie 9. Efektem ekspresji tych genow sa glikoproteiny zbudowane ze 160 — 200
reszt aminokwasowych wykazujace szerokie spektrum dziatania przeciwwirusowego. IFN typu I
produkowane sa m.in. na skutek aktywacji receptorow rozpoznajagcych wzorce, zar6wno
zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowych (154).

Synteza interferonu w odpowiedzi na zetknigcie z patogenem jest krytyczna zard6wno
w przypadku pierwotnej, jak i wtornej odpowiedzi odpornosciowe;j. Przeciwwirusowa aktywnosé
tej cytokiny zwigzana jest gtownie z aktywacjg przeszto 1000 genéw IRG (ang. IFN-Regulated
Genes), ktore hamujg rozmaite etapy replikacji wirusow poczawszy od wnikania do komorki,
poprzez trankrypcje i inicjacj¢ translacji, az do sktadania i uwalniania wirionéw potomnych.
Do genow regulowanych przez IFN typu I nalezy m.in. syntetaza 2°,5” oligoadenylowa, ktorej
produkty aktywuja RNaze L odpowiedzialng za degradacje wirusowego RNA. Innym waznym
biatkiem indukowanym przez interferony jest kinaza biatkowa R (ang. Protein Kinase R, PKR).
PKR aktywowana przez dsRNA fosforyluje czynnik inicjacji translacji elF2a, blokujac tym
samym synteze biatek wirusowych (154).

Mimo istotnej roli jaka interferon petni w odpowiedzi przeciwwirusowej, niezmiernie
wazna jest $cista regulacja jego syntezy. Nadprodukcja moze prowadzi¢ do wielu niepozadanych
efektow m.in. uszkodzenia komodrek wiasnego uktadu odpornosciowego (np. degeneracji btony
komoérkowej i w rezultacie $mierci makrofagdw), szoku septycznego, a nawet rozwoju chorob

autoimmunologicznych (155).
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3.6.1 Mechanizm aktywacji ekspresji IFNB1 w odpowiedzi na infekcje wirusowe

Interferon B produkowany jest w odpowiedzi na infekcje wirusowe i w mniejszym
stopniu na zakazenia bakteryjne. Rozpoznawanie wirus6w moze odbywac sie na kilka sposobow,
angazujac receptory zewnatrzkomorkowe badz wewnatrzkomorkowe oraz wykorzystujac do ich
aktywacji rozne elementy czasteczek wirusowych. Za identyfikacje infekcji wirusowych
odpowiedzialne sg trzy typy PRR: receptory Toll-podobne (TLR3, TLR7/8, TLR9, TLR4),
RI1G-podobne (RIG-1, MDAS) oraz sensory cytozolowego DNA (156). Uruchomienie szlakow
sygnatowych zaleznych tych receptoréw prowadzi do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych,
ktére wspolnie kontrolujg ekspresje genu dla interferonu .

Region wzmacniacza genu IFNB1 jest jednym z lepiej poznanych i opisanych tego typu
elementow regulacji transkrypcji wsrod organizméow wyzszych. Badania dotyczace regulacji
ekspresji genu kodujacego IFN siggaja lat 80 ubiegtego stulecia, kiedy to odkryto, ze sekwencja
lezaca okoto 40 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji jest niezbedna do prawidtowej indukcji
IFNB w odpowiedzi na infekcje wirusowa (157).

Szereg badan dotyczacych wzmacniacza genu IFNPB dowiddl, ze region ten sktada si¢
z 4 domem wiazacych czynniki transkrypcyjne warunkujace rekrutacje molekularnej maszynerii
transkrypcyjnej. Domeny te, zwane pozytywnymi domenami regulacyjnymi (ang. Positive
Regulatory Domain, PRD), umiejscowione sa pomiedzy 102 a 47 pz powyzej kodonu start
i utozone sg $ci$le jedna obok drugiej w okre$lonym porzadku: PRD IV, PRD I-1ll, PRD IlI.
Domena PRD I jest miejscem rekrutacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB, do PRD I-lll
rekrutowane sg czynniki IRF3 i IRF7, natomiast PRD IV wigze czynnik AP-1 (158, 159).
Sktadanie catego kompleksu czynnikow transkrypcyjnych jest warunkowane przez biatko
HMGA1la, ktore najprawdopodobniej modyfikuje struktur¢ chromatyny i umozliwia
oddziatywanie biatek ze sobg (159).

Z wczesnych doniesien dotyczacych regulacji ekspresji IFN1B wynika, ze do pelnej
aktywacji promotora poza wymienionymi czynnikami transkrypcyjnymi wymagane jest
dotaczenie koaktywatora CBP/p300, ktéry wigzany jest do podjednostki p65 NF-xB (160).
Zwiazanie si¢ wszystkich czynnikéw transkrypcyjnych wywiera synergistyczny efekt indukcji

ekspresji IFNB1.
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3.7 ROLA RECEPTOROW TOLL-PODOBNYCH W ROZPOZNAWANIU WIRUSA

OPRYSZCZKI POSPOLITEJTYPU 1

Wirus opryszczki pospolitej typu 1 (tac. Herpes Simplex Virus, HSV-1/ Human
Herpesvirus, HHV-1) jest niezwykle rozpowszechnionym patogenem ludzkim. Szacuje sig,
ze HSV-1 zakazonych jest okoto 40-60% 0sob w wieku 20-40 lat zamieszkujacych kraje wysoko
rozwinigte, do nawet 70-80% populacji krajow stabo rozwinigtych. Infekcja tym wirusem
przyczynia si¢ do wystepowania zmian zapalnych skory i bton §luzowych m.in. pecherzykowych
uszkodzeh w obrebie twarzy (najczesciej w okolicach warg 1 nosa), ale takze moze prowadzi¢ do
powaznych schorzen, takich jak opryszczkowe zapalenie moézgu (tac. Herpes Simplex
Encephalitis, HSE). Uwaza si¢, ze HSE jest najczeéciej wystepujaca postacia zapalenia mozgu,
a ponadto charakteryzuje si¢ bardzo wysokg $miertelno$cig wsrdd osob nieleczonych (161).

Wirus opryszczki pospolitej typu 1 zalicza si¢ do podrodziny Alphaherpesvirinae, ktora
wraz z Betaherpsesvirinae i Gammaherpsesvirinae wspottworzy rodzing Herpesviridae. HSV-1
jest duzym wirusem ostonkowym, ktorego genom o wielkosci okoto 152 kpz stanowi liniowe,
dwuniciowe DNA. Material genetyczny wirusa zamkniety jest w trojwarstwowym wirionie.
Pierwsza warstwe stanowi kapsyd o symetrii ikosaedralnej, ktory otoczony jest amorficzng
warstwa bialek zwang tegumentem. Ostatnig, zewnetrzng warstwe stanowi lipidowa ostonka
zawierajaca glikoproteiny (162).

Po wniknigciu do organizmu, na ogoét przez btony Sluzowe i wstgpnej replikacji
w komorkach nabtonkowych, wirus migruje do zakonczen neuronéow czuciowych. Nastepnie na
drodze transportu retrogradowego jest przenoszony do ciata komoérek nerwowych w zwoju nerwu
trojdzielnego. Tam ustanawia latencj¢, w trakcie ktorej ekspresja jego genomu jest znacznie
ograniczona, jednakze po zaistnieniu okreslonych warunkéw moze dojs¢ do reaktywacji wirusa
i wznowienia produkcji wirionow potomnych. Ustanowienie zakazenia latentnego zapewnia
zardwno przetrwanie wirusowego materiatu genetycznego, jak i przezycie zakazonej komorki
(163).

Na poziomie molekularnym wnikanie HSV-1 do komorki jest trojetapowym procesem,
zaleznym od glikoprotein obecnych w ostonce wirusa. Pierwszy etap to wiazanie glikoproteiny
gD z receptorem, ktérym moze by¢ siarczan heparanu, nektyna 1 i 2 lub biatko HVEM
(ang. HerpesVirus Entry Mediator). W nast¢pnej fazie, zaleznej od gH i gL, lipidy btony
komoérkowej 1 otoczki wirusa ulegaja wymieszaniu, az do zajScia etapu trzeciego czyli catkowitej
fuzji, w ktorej posredniczy gB (164, 165).

Whiknigcie HSV-1 do komorki wigze si¢ z uruchomieniem calego repertuaru
mechanizméw zarowno wrodzonej, jak i nabytej odpowiedzi odpornosciowej. Aktywacja
wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej manifestuje si¢ przede wszystkim produkcja

interferonéw typu | oraz aktywacja komoérek NK. Za indukcje wydzielania interferonéw
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W przebiegu zakazen HSV-1 odpowiedzialne sg receptory rozpoznajgce wzorce, a wérod nich
receptory Toll-podobne, a mianowicie TLR2, TLR9 oraz TLRS3.

TLR2 rozpoznaje HSV-1 gtéwnie w kompleksie z TLRI1, aktywowanym
najprawdopodobniej przez peptydy obecne w gB i gH, prezentowane w momencie fuzji komorki
1 wirusa. Co ciekawe, jedynie niewielka ilo§¢ klondw otrzymanych z laboratoryjnych szczepow
HSV-1 lub izolatéw klinicznych ma zdolnos¢ do aktywacji TLR2, a co za tym idzie wzbudzenia
odpowiedzi zapalnej (166). Pokazano, ze komorki mikroglejowe odpowiadaja na infekcje
HSV-1 szybka produkcja catego repertuaru cytokin prozapalnych, takich jak TNFa, IL-1p, IL-6,
IL-12 oraz chemokin, a takze zwigkszeniem ekspresji genu dla TLR2 (167). Z innych badan
wynika, ze delecja genu TIr2 u myszy prowadzita do znacznego zahamowania produkcji cytokin
prozapalnych w odpowiedzi na HSV-1, ale takze do obnizenia $miertelnosci zainfekowanych
osobnikow w poréwnaniu do myszy typu dzikiego. Co zaskakujace, przezywalno$¢ myszy nie
byta zwigzana z zahamowaniem replikacji wirusa, ale raczej z ostabieniem reakcji zapalnej (168).
Podobny efekt obserwowano po wprowadzeniu HSV-1 do jelitowego uktadu nerwowego (ang.
Enteric Nervous System, ENS) myszy. U osobnikéw typu dzikiego dochodzito do wzmozonej
produkcji cytokin prozapalnych, chemokiny CCL2, a w konsekwencji migracji makrofagéw
CD11b*, co prowadzito do zaburzen motoryki jelit, natomiast u myszy z delecja Tlr2 produkcja
cytokin byla uposledzona, a w zamian obserwowano naplyw reaktywnych wzgledem HSV-1
limfocytéw T cytotoksycznych i mniejsze zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego (169). Dane
te wskazuja, ze niezbedna jest Scista regulacja zaleznej od TLR2 odpowiedzi odpornosciowej
skierowanej przeciwko HSV-1, gdyz jej nadmierna aktywacja moze doprowadzi¢
do niekontrolowanej produkcji cytokin i uogélnionej reakcji zapalne;j.

Drugi zwigzany z TLR mechanizm rozpoznawania HSV-1 uzalezniony jest od aktywacji
endosomalnego TLR9 przez materiat genetyczny wirusa, co wymaga internalizacji i degradacji
kapsydéw wewnatrz endosomu, ale nie jest warunkowane replikacjag wirusa. Gtowng role
w rozpoznawaniu HSV-1 przez TLR9 przypisuje si¢ komorkom pDC, ktére po stymulacji
wirusem wydzielaja znaczne ilosci interferonow typu I. Dane dotyczace innych populacji
komorek w indukcji odpowiedzi odpornosciowej przeciwko HSV-1 sg kontrowersyjne (170,
171). Pokazano, ze odpowiedz skierowana przeciwko HSV-1 generowana przez komorki
dendrytyczne jest najprawdopodobniej dwustopniowa. Postulowano, ze jej pierwszym etapem
jest rozpoznanie HSV-1 na powierzchni komoérki przez TLR2, co skutkuje miedzy innymi
wzmozong fagocytoza, dojrzewaniem fagosomoéw, aw konsekwencji rozpoznaniem DNA
uwolnionego ze zdegradowanych wirionow przez TLRO.

Ostatnim sposrod TLR aktywowanym przez HSV-1 jest TLR3. Pokazano, Ze receptor ten
moze wigza¢ dsSRNA powstate jako forma posrednia w trakcie replikacji wirusa (172).

Interesujacym jest fakt, ze syntetyczne ligandy TLR3 i TLR9 podane myszom przed

infekcja HSV-1 miaty dziatanie immunomodulujace, dziataly hamujgco na replikacje wirusa
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W mozgu oraz wydzielanie cytokin zaburzajgcych bariere krew mozg. W konsekwencji petnity
funkcje ochronng przed rozwojem HSE u myszy. Natomiast podanie antagonisty TLR9
po wprowadzeniu wirusa do organizmu myszy lagodzito przebieg wywolanej nim choroby
I zmniejszato $miertelno$¢ m.in. dzigki hamowaniu nadmiernej odpowiedzi zapalnej w mozgu
(173). Podobny efekt obserwowano podczas badan in vitro z wykorzystaniem komorek
dendrytycznych. Wykazano, ze komorki stymulowane agonistami TLR3 (polyl:C) i TLR9
(CpG-A ODN) przed podaniem HSV-1 charakteryzowaty si¢ zmniejszonym obcigzeniem
wirusem i wzmozonym wydzielaniem IFN.

Zdolno$¢ roznych typéw TLR do rozpoznania odmiennych komponentéw wirionow
HSV-1 jest najprawdopodobniej strategia skutecznego wykrycia wirusa przez odrebne populacje
komorek, prezentujace zrdéznicowany repertuar tych receptorow (166). Doktadne poznanie
mechanizmoéw angazowanych do usuwania wirusa z komoérki moze by¢ podstawg do rozwoju

nowych terapii antywirusowych.
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4 CELPRACY

Mal/TIRAP (ang. MyD88 Adaptor Like/TIR Adaptor Protein) jest biatkiem
umozliwiajagcym interakcje domen TIR receptorow TLR2 i TLR4 oraz biatka MyDS88
W przyblonowym przedziale komoérkowym. Zauwazono réwniez, ze biatko Mal moze petni¢
funkcje negatywnego regulatora szlaku sygnatowego receptora Toll-podobnego 3, ktory
W odréznieniu od TLR2 i TLR4 zakotwiczony jest w btonie endosomu.

Jak dotad, funkcja adaptora Mal w szlakach sygnatowych innych endosomalnych
receptorow TLR, w tym receptora TLRO nie zostata wyjas$niona.

Celem pracy bylo ustalenie funkcji, jaka Mal pelni w TLR9-zaleznej odpowiedzi
antywirusowej oraz poznanie nowych interakcji biatka Mal z biatkami szlaku sygnatowego
receptora TLR9. Podjeto rowniez probe identyfikacji czynnikow transkrypeyjnych regulowanych
przez biatko Mal i determinujacych inicjacje transkrypcji cytokin aktywowanych przez receptor

TLR9.
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5 MATERIALY I METODY

5.1 MATERIALY
5.1.1 Odczynniki chemiczne i reagenty

Nazwa

2-merkaptoetanol

3-MA

Bambanker™

Btekit bromofenolowy
Btekit trypanu

Bromek heksadimetryny (Polybrene)
BSA

Chlorek amonu (NH4CI)
Chlorek magnezu (MgCly)
Chlorek potasu (KCI)

Chlorek sodu (NaCl)
CpG-C-ODN (M362)

DPBS

DMSO (Dimetylosulfotlenek)

DTT (Ditiotreitol)
D-Lucyferyna
EDTA (Wersenian disodowy)
Etanol

Fluorek sodu
FR180204
Genetycyna (G418)
Gentamycyna
Glicerol

Glicyna

HBSS

HEPES

IGEPAL® CA-630
INH-1-ODN
I1zopropanol
JSH-23

Kazeina
Koelenterazyna
Kwas borowy
Kwas cytrynowy

Producent

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Lymphotec Inc., Tokio, Japonia
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Bio-Rad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
POCh, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

Invivogen, Tuluza, Francja
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham USA

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
LOBA-Chemie, Wieden, Austria
Biosynth, Staad, Szwajcaria

POCH, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
BioShop, Burlington, Kanada

POCh, Gliwice

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
IITD PAN, Wroctaw
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Invivogen, Tuluza, Francja

POCH, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
BDH, Poole, Wielka Brytania

Biosynth, Staad, Szwajcaria
POCH, Gliwice, Polska

POCH, Gliwice, Polska
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Kwas octowy

Kwas siarkowy

LB

Lymphoprep™

LPS (E.coli)

Midori Green Advance
Medium DMEM/GlutaMAX
Medium OptiMEM-I/Glutamax

Medium RPMI 1640/GlutaMAX

Mieszanina inhibitorow proteaz (cOmplete™,
Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail)
Mieszanina inhibitorow fosfataz (PhosSTOP™™)

Molekularne standardy czasteczkowych mas
biatkowych (PageRuler Prestained Protein
Ladder)

Molekularne standardy mas DNA (GeneRuler 100
bp DNA Ladder)

Nadsiarczan amonu

Oligonukleotyd konsensusowy NF-kB znakowany
barwnikiem fluorescencyjnym w zakresie
podczerwieni (IRDye®700 NF-xB Consesus
Oligonuleotide)

Nitroceluloza

Normocin

Oligonukleotydy

PBS

Peptyd blokujacy Mal oraz peptyd kontrolny
TIRAP (TLR2 and TLR4) Inhibitor peptide set

Ptodowa surowica bydlgca (FCS)
PMSF (fluorek fenylometylosulfonylu)
Puromycyna

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Rotiphorese® Gel 40 (29:1)

Sacharoza

SDS (dodecylosiarczan sodu)
TEMED (N,N,N’,N'"-
Tetramethylethylenediamine)
Tpl2-inh

Triton X-100

Trypsyna 10x

Tween® 20
Ztoze agarozowe z biatkiem A/G (Protein a/G
Plus-Agarose)

POCH, Gliwice, Polska

POCH, Gliwice, Polska

BioShop, Burlington, Kanada

Stemcell Technologies Inc., Vancouver, Kanada
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, Niemcy
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham USA

Merck, Darmstadt, Niemcy

Merck, Darmstadt, Niemcy

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy

LI-COR Biosciences, Lincoln, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Invivogen, Tuluza, Francja

IBB PAN, Warszawa, Polska
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham USA

Novus Biologicals, Littleton, USA

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Invivogen, Tuluza, Francja

Roth, Karlsruhe, Niemcy

Roth, Karlsruhe, Niemcy

POCH, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy

Calbiochem/Merck, Darmstadt, Niemcy

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Niemcy

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
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5.1.2 Zestawy gotowe

Przeznaczenie

Nazwa

Producent

Zestaw do izolacji RNA

ReliaPrep™ RNA Cell
Miniprep System

Promega GmbH, USA

Zestaw do odwrotnej transkrypcji

M-MLV Reverse
Transcriptase

Promega GmbH, USA

. REDTaq® ReadyMix™ Sigma-Aldrich/Merck,
Zestaw do reakeji PCR PCR Reaction Mix Niemcy
Zestaw QO reakcji PCR w czasie Gc_)Taq® gPCR Master Promega GmbH, USA
rzeczywistym Mix
Odyssey® EMSA Buffer  Li-COR Biosciences,
Zestaw do testu EMSA Kit Lincoln, USA
Zestaw do izolacji plazmidow E?tdOFree Plasmid Maxi QIAGEN, Niemcy
5.1.3 Bufory i zele

Nazwa Skilad
TAE 40 mM Tris

20m M kwas octowy

2mM EDTA
HS 50 mM Tris-HCI, PH 7,5

5M NaCl

0,5% Igepal

50 mM NaF

0,1 mM NazVO4

10 pl/ml mieszaniny inhibitorow
proteaz Complete mini

0,1 M PMSF

0,5mMDTT

0,25% deoksycholan sodu
0,25 M Tris-HCI, pH 6,8

6% SDS

40% sacharoza

0,04% bilekit bromofenolowy
5% B-merkaptoetanol

Bufor do nanoszenia prob (Laemmli
Sample Buffer)

Zel zageszczajacy 5% (10 ml) do SDS-  H,0 6,8 ml
PAGE Rothiphorese® Gel 30 (37,5:1) 1,7 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 mi
10% SDS 0,1 ml
10% nadsiarczan amonu 0,1 ml
TEMED 10 ul
Zel rozdzielajacy 12% (20 ml) do H.O 6,6 ml
SDS-PAGE Rothiphorese® Gel 30 (37,5:1) 8,0 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 5,0 mi
10% SDS 0,2ml
10% nadsiarczan amonu 0,2 ml
TEMED 8 ul
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Bufor elektrodowy do SDS-PAGE

Bufor do transferu

TBS

TBS-T

Bufor A do izolacji frakcji
komoérkowych

Bufor B do izolacji frakcji
komoérkowych

Bufor wigzacy do EMSA, pH 7,5 (10 x)

Bufor elektrodowy do EMSA (20 x

TBE)

Zel rozdzielajacy do EMSA 5% (40 ml)

25 mM Tris-HCI, pH 8,3
192 mM glicyna
0,1 % SDS

25 mM Tris-HCI, pH 8,3
192 mM glicyna
20% metanol

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,05% Tween

10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KClI

0,1 mM EDTA

0,1 mM EGTA
I1mMDTT

1 mM PMSF

0,1 mM NazVO,

0,1% NP-40

20 mM HEPES pH 7,9
10 mM KClI

1 mM EDTA

1 mM EGTA

420 mM NaCl

20% glicerol

1 mMDTT

1 mM PMSF

100 mM Tris

500 mM KCI

10 mM DTT

Tris 54 ¢
Kwas borowy 2759
0,5m EDTA pH 8,0 20 ml
H.O do 250 ml
H.0 31 mi
Rotiphorese® Gel 30 (29:1) 6,67 ml
TBE 20x 1,0 ml
80% glicerol 1,5ml
10% nadsiarczan amonu 0,3ml
TEMED 17,7 l
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5.1.4 Startery do PCR

Sekwencje starterow do badania ekspresji genow ludzkich i mysich

Gen Sekwencje starterow f Dlugos¢
ragmentu (pz)

HPRT1 F: 5>-TGGAGTCCTATTGACATCGCCAGT-3’ 193
R: 5’>-AACAATCCGCCCAAAGGGAACTGA-3’

TLR9 F: 5>-CAACCTCCCCAAGAGCCT-3’ 106
R: 5’-TGCCATTGGTCAGGGCC-3’

TIRAP F: 5>-TTCACCAATGCCTGGTCTC-3’ 192
R: 5’-CTGAACCAGTCAGCCATCTT-3’

MYD88 F: 5>-TCCACAGTGATGCCTACTGATGCT-3’ 153
R: 5’>-ATGCAGATGAGAGGTGGACCCATT-3’

IENB1 F: 5°- GCCGCATTGACCATCTATGA-3’ 103
R: 5°- GCCAGGAGGTTCTCAACAATAG-3’

TNE F: 5>-CACCACTTCGAAACCTGGGA-3’ 51
R: 5’-CACTTCACTGTGCAGGCCAC-3’

Hprt1 F: 5°>-GCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG-3’ 93
R: 5’>-CCCTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT-3’

TIr9 F: 5>-CAACCTCCCCAAGAGCCT-3’ 139
R: 5>-TGCCATTGGTCAGGGCC-3’

Tirap F: 5>-AGCGGAGAACAATCGCTCTACCAA-3’ 241
R: 5’-AGATCGGCATCTTCTTGGGCTTCT-3’

Myds8 F: 5>-TTCAGCATTTGGGAGGTAGAGGCA-3’ 264
R: 5°>-GCGAAGCCAAACAGCTTCTCCTTT-3’

bl F: 5>-GGAGATGACGGAGAAGATGC-3’ 83
R: 5’-CCCAGTGCTGGAGAAATTGT-3’

Tnf F: 5'-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’ 174
R: 5'-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3'

Przeciwciata
Nazwa Opis Producent

p-p44/42 MAPK

Przeciwciata krélicze skierowane
przeciwko ufosforylowanej formie ERK1/2

Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

p44/42 MAPK

Przeciwciata krélicze skierowane
przeciwko ERK1/2

Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

Przeciwciata krolicze skierowane

Cell Signaling Technology,

p-p38 MAPK przeciwko ufosforylowanej formie p38 Danvers, USA
Przeciwciala krolicze skierowane Cell Signaling Technology,

p38 MAPK przeciwko p38 Danvers, USA
1B Przeciwciata krélicze skierowane Santa Cruz Biotechnology,

e przeciwko lkBa Dallas, USA

0105 Przeciwciata krolicze skierowane Cell Signaling Technology,

P-p przeciwko ufosforylowanej formie p105 Danvers, USA
. (1 . Cell Signaling Technology,

NF-<B1 p105 Przeciwciata krolicze skierowane Danvers, USA

przeciwko p50 i jego prekursorowi p105
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Nazwa Opis Producent
5100 Przeciwciata krolicze skierowane Cell Signaling Technology,
P-p przeciwko ufosforylowanej formie p100 Danvers, USA
NE-<B2 0100 Przeciwciata krolicze skierowane Cell Signaling Technology,
p przeciwko p52 i jego prekursorowi p100 Danvers, USA
65 Przeciwciala krolicze skierowane Cell Signaling Technology,
P przeciwko p65 Danvers, USA
RelB Przeciwciala krolicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko RelB Danvers, USA
-Rel Przeciwciata krolicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko c-Rel Danvers, USA
c23 Przeciwciata krolicze skierowane Santa Cruz Biotechnology,
przeciwko biatku C23 (nukleolinie) Dallas, USA
Przeciwciata mysie skierowane przeciwko ~ Covance, Princeton, USA
HA i
metce hemaglutyniny (HA)
Przeciwciala krolicze skierowane Sigma-Aldrich/Merck,
Flag przeciwko metce FLAG (polipeptyd Darmstadt, Niemcy

DYKDDDDK)

IRDye® 800CW
Goat anti-Rabbit

Drugorzedowe przeciwciata kozie
skierowane przeciwko IgG krolika,
skoniugowane z barwnikiem

Li-COR Biosciences,
Lincoln, USA

IgG (H+ L) . . -
fluorescencyjnym w zakresie podczerwieni
RD Drugorzedowe przeciwciata osle
IRDye® 68.0RD skierowane przeciwko 1gG myszy, Li-COR Biosciences,
Donkey anti-Mouse - e .
skoniugowane z barwnikiem Lincoln, USA
IgG (H+1L) . . -
fluorescencyjnym w zakresie podczerwieni
5.1.5 Plazmidy

5.1.5.1 Plazmidy systemu lentiwirusowego

System lentiwirusowy sluzgcy do wyciszenia genu TIRAP sktadat si¢ z trzech wektorow:

1. pLKO.1-puro — plazmid zawierajacy sekwencje shRNA skierowana przeciwko genowi TIRAP

oraz gen opornosci na puromycyng, izolowany z bakterii E.coli (MISSION® shRNA Bacterial

Glycerol Stock) transformowanych wektorami kodujacymi konkretne sekwencje, zakupionych

z Sigma-Aldrich/ Merck.

2. pPCMV-ARS8.91 — plazmid pakujacy zawierajacy geny wirusa HIV-1 kodujace Gag i polimeraze

pod kontrolg promotora CMV (Addgene).

3. pMD2.G — plazmid zawierajacy gen kodujacy biatko otoczkowe VSV-G (Addgene).
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Sekwencje shRNA podano ponizej.

Kontrolg stanowit pusty wektor (pLKO.1-puro, SCH001).

Nr identyfikacyjny  Sekwencja Region
MRNA
TIRAP

3’-CCGGGCCCAGCCTGAAATAATATTTCTCG
TRCNO0000005565 3’UTR
AGAAATATTATTTCAGGCTGGGCTTTTT-5’

3’-CCGGCGATTCATGTACTACGTCGATCTCG
TRCNO0000005566 CDS
AGATCGACGTAGTACATGAATCGTTTTT-5

3’CCGGGCCTAAGAAGCCTCTAGGCAACTCG
TRCNO0000005567 CDS
AGTTGCCTAGAGGCTTCTTAGGCTTTTT-S’

3’-CCGGCCAGCGATGCTTCACAGCCTACTCG
TRCNO000005568 CDS
AGTAGGCTGTGAAGCATCGCTGGTTTTT-5S’

3’-CCGGTCAAAGAAGCTGTCATGCGTTCTCG
TRCNO00000010947 CDS
AGAACGCATGACAGCTTCTTTGATTTTT-5’

5.1.5.2 Plazmidy systemu reporterowego

Wektory systemu reporterowego kodujace gen lucyferazy s$wietlika pod pelnym
promotorem genu IFNB1 lub jego poszczegdlnymi domenami regulatorowymi (pLuc-PRDI-III,
pLuc-PRDII, pLuc-PRDIV) otrzymano dzigki uprzejmosci Prof. Katherine A. Fitzgerald
z Uniwersytetu Medycznego Massachusetts, Worcester, USA (174). Wektor kontrolny (phRG-
B) kodujacy lucyferaze¢ Renilla (phRG-B) zostat zakupiony z firmy Promega.

5.1.5.3 Plazmidy do koimmunoprecypitacji

Plazmidy ekspresyjne wykorzystane do koimmunoprecypitacji otrzymano dzieki

uprzejmosci dr Sinéad Miggin z Narodowego Uniwersytetu Irlandii, Maynooth, Irlandia.
p3XFLAG-CMV10-Atgl6L1 — plazmid kodujacy gen biatka Atgl6L1 z metka Flag
pcDNA3.1-HA-Mal — plazmid kodujacy gen biatka Mal z metkg hemaglutyniny
5.1.6 Kozuszki leukocytarno-ptytkowe

Kozuszki leukocytarno-ptytkowe do izolacji jednojadrzastych komoérek krwi obwodowe;j
(PBMC), pochodzace od zdrowych dawcéw, otrzymywano z Wojskowego Centrum

Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa przy IV Wojskowym Szpitalu Klinicznym we Wroctawiu.
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5.1.7 Linie komorkowe

Spis linii komorkowych wraz z opisem ich pochodzenia oraz stosowanych mediow

hodowlanych podano w tabeli ponize;j:

Linia

komoérkowa Typ Pochodzenie Medium
BMDM WT Unie$miertelnione makrofagi DMEM
(NR-9456) |zo!owa.ne z m.yszy typu d2|k.|ego BE| Resources, 10% FBS,
BMDM MalKO Umesmlertelmone makrofagi USA 100 pg/ml Norchin,
izolowane z myszy z nokautem 1 ul/ml Gentamicin
(NR-9459) .
genu Tirap
: . L DMEM,
CHME-5 %quilﬁrzclfnleee_:g\l,b);lonalne komorki ::r:’zt%/éuat Pasteura, 10% FBS,
gle) ] 100 pg/ml Normocin
Ludzkie komérki embrionalne z ﬁg}gfﬁ;ﬁﬁgom DMEM,
HEK293T nerki posiadajace duzy antygen T « 10% FBS,
wirusa SV40 Komérkowych 100 pg/ml Normocin
(ATCC)
: s . DMEM,
Ludz_kle k_omorlq embrionalne z Invivogen, 10% FBS,
HEK293-TLR9 nerki stabilnie transfekowane . .
enem dla TLR9 Francja 100 pg/ml Normocin,
g 500 wg /ml G418
B16- Mysie komorki czerniaka, stabilnie DMEM,
transfekowane genem Invivogen, 10% FBS,
Blue™IFNa/p . . .
Cells reporterowym fosfatazy alkalicznej  Francja 100 pg/ml Normocin,

(SEAP)

5.1.8° Wirus opryszczki pospolitej typu 1 (Herpes simplex virus-1)

100 pg/ml Zeocin

Wirus HSV-1 szczep Macintyre (ATTC VR-539™) otrzymano z Laboratorium Wirusologii

Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu.

5.1.9 Aparatura i akcesoria

Aparat do elektroforezy agarozowej (Agagel Midi Wide)
Aparat do elektroforezy biatkowej Mini Protean®

Aparat do transferu Mini Trans-Blot

Czytnik ptytek LUMIstar OMEGA
wraz z oprogramowaniem

Czytnik mikroptytek MR 5000

System do testow ELISA, E-LizaMat X-2
wraz z oprogramowaniem

Inkubator do hodowli komérkowych C 150

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

Biometra, Niemcy

Bio Rad, USA
Bio-Rad, USA

BMG Labtech, Niemcy

Dynatech Laboratories, USA

DRG International, USA

Binder, Niemcy

Eppendorf, Niemcy, Sarstedt,

Niemcy, Nalgene

Nunc/ThermoScientific USA
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Komora laminarna klasy Il LabGard ES
Licznik komoérek TC20
Mikroskop fluorescencyjny Axio Vert.Al

Multiimager Typhoon 8600 wraz z oprogramowaniem

Nanofotometr
Pipety automatyczne

SepMate™ Probowki do izolacji PBMC

Skaner w zakresie podczerwieni Odyssey CLx Infrared
Imaging System wraz z oprogramowaniem

System do Real-Time PCR CFX-Connect wraz

Z oprogramowaniem

Termocykler Mastercycler Gradient
Wirowka 5804 R

Wirowka stotlowa bez chtodzenia (Mini spin)
MS Office

NuAire, USA
Bio-Rad, USA

Carl Zeiss, Niemcy

Amersham Pharmacia Biotech,
Szwajcaria

Implen, Niemcy

Eppendorf, Niemcy

Stemcell Technologies Inc.,
Kanada

LI-COR Biosciences, USA

Bio-Rad, USA

Eppendorf, Niemcy
Eppendorf, Niemcy
Eppendorf, Niemcy
Microsoft, USA

5.2 METODY
5.2.1 Otrzymywanie i hodowla komérek

5.2.1.1 Hodowle komorkowe

Komérki hodowano w mediach podanych w podrozdziale 5.1.9. Wszystkie hodowle
prowadzono w butelkach hodowlanych o powierzchni 25 lub 75 cm? w inkubatorze Binder,
w warunkach 37°C, 5% CO,. Pasaze komoérek wykonywano 2 razy w tygodniu z zastosowaniem
roztworu 0,05% trypsyny, 0,02% EDTA w DPBS. Do eksperymentéw wykorzystywano komorki
Zz hodowli pomigdzy 2 a 10 pasazem lub w przypadku komoérek transdukowanych shRNA
hodowle pasazowane maksymalnie 5 razy. Do krioprezerwacji komorek stosowano medium

ostonowe Bambanker™ (Lymphotec Inc.).
5.2.1.2 1Izolacja jednojadrzastych komorek krwi obwodowej

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) otrzymywano metoda wirowania
w gradiencie gesto$ci. Krew rozcienczano dwukrotnie PBS bez jonéw wapnia i magnezu,
po czym nawarstwiano na czynnik separujacy Lymphoprep™ (StemCell Technologies)
w probowkach do izolacji SepMate™ (StemCell Technologies) i wirowano przy 1200 x g przez
10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie zbierano faze gorng zawierajaca PBMC. Zebrane
komorki zawieszano w PBS z 2% FCS i 1ImM EDTA i wirowano (5 minut, 600 x g, 20°C).
Uzyskany supernatant odrzucano, a osad komorek przeptukiwano kilkakrotnie zimnym HBSS

(5 minut, 300 x g, 4°C), w celu usuni¢cia plytek krwi. Tak przygotowane PBMC zawieszano
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w medium hodowlanym RPMI 1640 + GlutaMAX z dodatkiem 10% surowicy bydlecej
i antybiotyku Normocin i liczono przy uzyciu licznika komérek TC20 (Bio-Rad). Zywotnos¢
komorek oceniano metoda barwienia biekitem trypanu. Eksperymenty prowadzono gdy

zywotno$¢ komorek wynosita min. 95%.
5.2.2 Przygotowywanie plazmidow
5.2.2.1 Transformacja bakterii chemikompetentnych

W celu uzyskania wektorow do transfekcji komoérek eukariotycznych bakterie E. coli
DHS5a (Subcloning Efficiency DH5alpha Chemically Competent E. coli, Thermo Scientific)
transformowano plazmidowym DNA zgodnie z zaleceniami producenta. Do 50 pl zawiesiny
komorek bakteryjnych uprzednio rozmrozonych na lodzie dodawano 10 ng DNA, delikatnie
mieszano i inkubowano na lodzie przez 30 minut. Po tym czasie stosowano szok termiczny
przenoszac probowke do tazni wodnej o temperaturze 37°C na 30 sekund, a nastepnie ochtadzajac
na lodzie przez 2 minuty. Po tym czasie do komoérek dodawano 950 pul ogrzanej pozywki LB
i inkubowano przez godzing w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 225 obrotow/minute.
Nastegpnie zawiesiny wysiewano w roznej objetosci na szalki hodowlane z LB z dodatkiem agaru
1 okreslonych antybiotykéw selekcyjnych. Po catonocnej hodowli w temperaturze 37°C, z ptytki
pobierano czysta koloni¢ i wstepnie namnazano bakterie w 5 ml medium LB (4 godziny, 37°C).
Nastgpnie pobierano 1 ml zawiesiny i przenoszono do kolb hodowlanych zawierajacych 150 ml

LB i inkubowano przez noc w 37°C. Po tym czasie z bakterii izolowano plazmidy.
5.2.2.2 Izolacja plazmidéw z bakterii E.coli DH5a,

Izolacj¢ plazmidow przeprowadzano z zastosowaniem zestawu EndoFree® Plasmid
Maxi Kit (Qiagen), postepujac $cisle wg zalecen producenta.

Hodowlg bakterii wirowano przy 6000 x g przez 15 minut, w temperaturze 4°C. Komorki
zawieszano w 10 ml buforu P1, nastepnie dodawano 10 ml buforu P2 i delikatnie mieszano.
Inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej. Dodawano 10 ml buforu P3, doktadnie mieszano
i przenoszono lizaty do dotaczonych do zestawow filtrow strzykawkowych. Do uzyskanych
filtratdow dodawano 2,5 ml buforu ER, mieszano i inkubowano na lodzie przez 30 minut.
Nastegpnie ptyn nanoszono na kolumienki ze zlozem i inkubowano w celu zwigzania DNA.
Kolumny ptukano dwukrotne buforem QC, a nastgpnie DNA eluowano 15 ml buforu QN.
Plazmidy precypitowano izopropanolem, a mieszaning nastepnie wirowano przy 15000 x g przez
30 minut, w temperaturze 4°C. DNA ptukano etanolem i ponownie wirowano w tych samych

warunkach przez 10 minut. Uzyskane osady zawieszano w wodzie wolnej od DNaz. Stezenie
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i czystos¢ wyizolowanych plazmidéw oznaczano spektrofotometrycznie przy dlugosci fali

A=260 nm i A=280 nm z uzyciem nanofotometru Implen.
5.2.3 Wyciszanie ekspresji genu TIRAP

Gen TIRAP w komoérkach CHME-5 wyciszano metoda shRNA z wykorzystaniem
systemu lentiwirusowego trzeciej generacji postepujac wg zmodyfikowanej metody opisanej
przez Moffata i wsp. (175).

5.2.3.1 Otrzymywanie wektorow lentiwirusowych

Zawiesing komorek HEK293-TN wysiewano na 6-dotkowe ptytki hodowlane w gestosci
5x10° komorek/ml (1 ml/dotek) w medium DMEM. Na 4 godziny przed transfekcja wymieniano
medium na DMEM bez antybiotyku z 7% FBS (1 ml/dotek). Nastgpnie w medium OPTI-MEM
(100 pl) przygotowywano mieszaninge skladajacg si¢ z 3 plazmidéw: shRNA-pLKO.1
(1 pg/dotek), pCMV-dR8.91 (1 pg/dotek) pMD2G (0,1 pg/dotek). Do mieszanin plazmidow
dodawano 100 pl roztworu kationowego odczynnika transfekcyjnego Lipofectamine 2000
przygotowanego roéwniez w medium OPTI-MEM, w stosunku DNA:Lipofectamine 2000
rownym 1:2 (w/v). Probowke krotko wstrzasano, mieszaniny inkubowano przez 20 minut
W temperaturze pokojowej, a nastgpnie transfekowano komorki dodajac po 200 pl mieszaniny na
dotek. Nastgpnego dnia wymieniano medium hodowlane na DMEM z dodatkiem 30% FCS.
Po 24 oraz 48 godzinach hodowli znad komorek zbierano medium bogate w lentiwirusy. Medium
wirowano przy 1250 rpm przez 5 minut w temperaturze pokojowej celem usuniecia pozostatosci

komorek. Supernatant porcjowano i przechowywano w temperaturze -80°C.
5.2.3.2 Transdukcja shRNA

Komorki CHME-5 wysiewano na ptytki 6-dotkowe, w gestosci 2x10° komorek/dotek.
Nastgpnego dnia wymieniano medium hodowlane na DMEM z dodatkiem 8 pug/ml bromku
heksadimetryny i 25% medium wzbogaconego w lentiwirusy otrzymanego jak opisano w punkcie
5.2.2.1. Po catonocnej hodowli w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO, medium wymieniano
na $wieze, bez dodatku lentiwirusow. Po nastgpnych 24 godzinach rozpoczynano hodowle

z wykorzystaniem antybiotyku selekcyjnego Puromycyny w stezeniu 5 pug/ml.
5.2.4 Analiza ekspresji genow
5.2.4.1 Stymulacja komérek

Komorki wysiewano na plytki 6-dotkowe po 5x10° lub 10° komérek/dotek w zalezno$ci

od typu komoérek, w odpowiednim medium hodowlanym i pozostawiano na 24 godziny

46



MATERIALY | METODY

w atmosferze 5% CO; i temperaturze 37°C. Nastepnie komodrki poddawano stymulacji ligandami
przez 4 godziny lub infekcji wirusem HSV-1 przez 8 godzin. W przypadku eksperymentow

Z uzyciem inhibitoréw, dodawane one byly na 30-60 minut przed wtasciwa stymulacja.
5.2.4.2 lzolacja RNA

RNA z komorek izolowano korzystajac z zestawu ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep
System (Promega) postepujac zgodnie z zaleceniami producenta.

Po stymulacji znad komorek usuwano medium i przeptukiwano DPBS. Komorki
poddawano lizie przy uzyciu buforu BL+TG, a otrzymane lizaty przenoszono do probowek typu
Eppendorf, nastgpnie dodawano izopropanol i wytrzasano przez 5 sekund. Lizaty przenoszono na
kolumienki ze ztozem i wirowano przez 30 sekund. Wszystkie wirowania prowadzono przy
13000 x g w temperaturze pokojowej. Nastepnie kolumny przeptukiwano 500 pl buforu RNA
Wash Solution i wirowano jak wyzej. W celu degradacji genomowego DNA na kolumny
nanoszono 30 pl buforu zawierajacego deoksyrybonukleaze | (DNase Incubation Mix) i chlorek
manganu. Inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie kolumny
przeptukiwano 200 pl buforu Column Wash Solution i dwukrotnie buforem RNA Wash Solution
(500 ul i 300 ul), ponownie wirowano. RNA eluowano nanoszgc na ztoze wode wolng od nukleaz
(w objetosci zaleznej od iloSci komorek pobranych do eksperymentu). Stezenie i czystosé
wyizolowanego RNA oznaczano spektrofotometrycznie, mierzac absorbancje przy dtugosci fali
A=260 nm, A=280 nm i A=320nm z uzyciem NanoPhotometer® P 360 (Implen). RNA
przechowywano w temperaturze -70°C lub bezposrednio wykorzystywano do reakcji odwrotne;j

transkrypciji.
5.2.4.3 Odwrotna transkrypcja na matrycy RNA

Reakcje odwrotnej transkrypcji RNA prowadzono przy uzyciu odwrotnej transkryptazy
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), postgpujac zgodnie z zaleceniami producenta.
W pierwszym etapie przeprowadzano hybrydyzacje starterow do RNA. W tym celu mieszaning
reakcyjng zawierajaca 1 ng RNA i 0,5 pg starterow inkubowano w temperaturze 70°C przez
5 minut. Nast¢pnie probowki przenoszono na 16d. Po schiodzeniu dodawano mieszaning
reakcyjng (7,3 ul), ktora przygotowywana byta w buforze dostarczonym przez producenta (5 pl)
i zawierata 1 mM deoksynukleotydéw (dNTP) oraz 200 U odwrotnej transkryptazy. Reakcje
prowadzono przez 40 minut w temperaturze 37°C, 40 minut w temperaturze 42°C, a nastgpnie
przerywano poprzez ogrzewanie mieszaniny przez 10 minut w 70°C. Po tym czasie probki
przenoszono na 16d i dodawano do nich 25 ul wody wolnej od nukleaz. Otrzymane preparaty

cDNA przechowywano w temperaturze -20°C lub bezposrednio wykorzystywano w reakcji PCR.
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5.2.4.4 Amplifikacja swoistych fragmentow DNA metoda PCR

Klasyczng reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler Gradient
(Eppendorf) z wykorzystaniem polimerazy DNA RedTaq (Sigma) zgodnie z zaleceniami
producenta.

Mieszanina reakcyjna o koncowej objetosci 25 pl zawierata 3,5 pul matrycy, ktora stanowito
cDNA, po 0,5 uM specyficznych starterow F i R, 2,5 ul 10x buforu do reakcji, po 200 uM dNTP
oraz wod¢ wolng od nukleaz.

Etapy reakcji PCR:

1. Wstepna denaturacja: 3 minuty, 95°C;

2. Denaturacja: 30 sekund, 95°C;

3. Laczenie starterow: 60 sekund, 60°C;

4. Synteza: 60 sekund, 72°C;

5. Konicowa elongacja: 5 minut, 72°C;
Etapy 2-4 powtarzano 40 razy.

Sekwencje zastosowanych starterow oraz dtugosci amplifikowanych fragmentéw podano
w rozdziale Materialy i metody punkt 5.1.3. Produkty reakcji rozdzielano w 1,5% zelu
agarozowym przygotowanym w buforze TAE, z dodatkiem barwnika Midori Green Advance
(Nippon Genetics Europe). Probki zawierajace 10 pl produktu PCR z dodatkiem 2 pl buforu
obcigzajacego Loading Dye (Thermo Scientific™) oraz standard dlugosci fragmentow (Gene
Ruler 100bp) poddawano elektroforezie w aparacie Agagel Mini-Wide (Biometra), przy napigciu
12V/cm, w buforze TAE. Obrazowanie w zakresie promieniowania UV przeprowadzono

wykorzystujac Typhoon Imager 8600.

5.2.45 Amplifikacja swoistych fragmentéw DNA metoda PCR w czasie rzeczywistym
(gPCR)

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym prowadzono z wykorzystaniem aparatu CFX
Connect™ Real-Time PCR Detection (Bio-Rad), natomiast mieszaning reakcyjng
przygotowywano stosujac gotowy zestaw GoTaq gPCR Master Mix (Promega). Mieszanina
reakcyjna (10 pl) zawierata 5 ul MasterMix, po 1,25 ul swoistych starterow (w koncowym
stezeniu 0,5 uM kazdy) oraz 2,5 pl matrycy cDNA (10-20 ng w zaleznosci od rodzaju komorek).
W celu wykluczenia zanieczyszczenia preparatu genomowym DNA, prowadzono kontrolna
reakcje amplifikacji, w ktorej jako matryce stosowano RNA, ktory nie byt poddany odwrotnej
transkrypcji (RT-).

Sekwencje zastosowanych starterow oraz dtugosci amplifikowanych fragmentéw podano

w rozdziale Materialy i metody punkt 5.1.3.
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Etapy reakcji PCR:

1. Aktywacja polimerazy: 10 minut, 95°C;
2. Denaturacja: 10 sekund, 95°C;

3. Laczenie starterow: 15 sekund, 60°C;

4. Synteza: 15 sekund, 72°C;

Etapy 2-4 powtarzano 40 razy.

Odczyty fluorescencji zbierane byty po etapie elongacji. Analiza ekspresji badanych genow
prowadzona byla z zastosowaniem metody 2-(AACT) wzgledem genu referencyjnego —
fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej (HPRT1). Specyficzno$¢ wigzania

starterow analizowano na podstawie krzywych topnienia produktow reakcji.
5.2.5 Western Blotting
5.25.1 Stymulacja komorek i przygotowanie lizatow

Komoérki wysiewano na plytki 6-dotkowe w gestosci 5x10°-1x10%/dotek w zaleznosci od
ich typu i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,. Po tym
czasie komorki stymulowano przez odpowiedni czas ligandami w obecno$ci lub przy braku
specyficznych inhibitorow. Po stymulacji usuwano medium znad komorek i trzykrotnie
przeptukiwano je DPBS ogrzanym do temperatury 37°C. Lize komorek przeprowadzano,
w zaleznosci od typu eksperymentu, w buforze HS lub HS-Laemmli. W przypadku badania biatek
ufosforylowanych do buforu lizujacego dodawana byta mieszanina inhibitorow fosfataz PhosStop
(10 pl/ml buforu). Na dotek ptytki dodawano 90 ul buforu HS lub 150 pl HS-Laemmli
i inkubowano 20 minut na lodzie. Do lizatow przygotowywanych w HS dodawano bufor do

nanoszenia prob (4:1; v/v). Probki denaturowano przez 5 minut w 100°C i schtadzano.
5.2.5.2 SDS-PAGE

Elektroforetyczny rozdziat biatek wraz ze standardami mas prowadzono w 12% zelu
poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych wedlug Laemmli’ego (176). Elektroforeze
prowadzono w aparacie Mini Protean (Bio-Rad) w buforze elektrodowym przy nat¢zeniu pradu

25 mA i napieciu 100 V dla zelu zageszczajacego oraz 200 V dla zelu rozdzielajacego.
5.2.5.3 Elektrotransfer bialek

Transfer biatek na membrang nitrocelulozows prowadzono w aparacie Mini Trans-Blot
(Bio-Rad) przez 2 godziny przy napieciu 200 V i nat¢zeniu 200 mA. Nastepnie, w celu
zablokowania oddziatywan nieswoistych, membrang nitrocelulozowa z immobilizowanymi
biatkami blokowano w 1% roztworze kazeiny w TBS-T przez 2 godziny i dwukrotnie ptukano

buforem TBS-T przez 10 minut oraz jednokrotnie buforem TBS.
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5.2.5.4 Detekcja bialek immobilizowanych na blonie nitrocelulozowej

Wyptukang membrane inkubowano przez noc w temperaturze 4°C w roztworze
przeciwcial pierwszorzedowych, skierowanych przeciwko badanym biatkom w 1% roztworze
kazeiny w TBS-T, w rozcienczeniach zalecanych przez producenta. Po uptywie tego czasu btong
nitrocelulozowa plukano TBS-T (1x10 minut) oraz TBS (2x10 minut), po czym inkubowano
W temperaturze pokojowej z roztworem przeciwcial drugorzedowych sprzezonych z barwnikiem
fluorescencyjnym. Po godzinnej inkubacji powtarzano procedure plukania membrany,
a nastepnie dokonywano pomiaru fluorescencji z wykorzystaniem skanera podczerwieni Odyssey
CLx Infrared Imaging System (LI-COR).

5.2.6 Analiza reporterowa (Dual-Luciferase Reporter Assay, DLR)

Badanie zmian aktywacji transkrypcji przeprowadzono z wykorzystaniem systemu
reporterowego DLR. Metoda ta polega na jednoczesnym pomiarze aktywnosci dwoch lucyferaz,
$wietlika i gabki morskiej (Renilla). Gen lucyferazy $wietlika znajduje si¢ ponizej regionu
promotorowego zawierajacego badany element odpowiedzi, natomiast gen lucyferazy Renilla jest
kontrolowany przez promotor konstytutywnie aktywny.

W celu zbadania aktywnosci regionu promotorowego interferonu  stosowano plazmidy
kodujace gen lucyferazy §wietlika pod kontrolag odpowiedniej domeny regulatorowej (PRD) lub
pelnego promotora genu IFNB1. Badanie aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-xB
przeprowadzano z wykorzystaniem wektora kodujacego pigciokrotnie powtdrzong sekwencje

wigzania tego czynnika.
5.2.6.1 Transfekcja

Komorki linii HEK-TLR9 wysiewano na ptytki 96-dotkowe w ilosci 5x10* komorek/dotek
w 180 ul medium hodowlanego i inkubowano przez 24 godziny, w temperaturze 37°C
i atmosferze 5% CO,. Nastepnego dnia przygotowywano mieszaning plazmidow, na ktorg
sktadaty sie: plazmid reporterowy (80 ng), plazmid kontrolny (40 ng), wektor ekspresyjny
kodujacy TIRAP (10 ng lub 20 ng) oraz pusty wektor (80 ng, 40 ng lub 20 ng) zawieszone
w medium OPTI-MEM (Gibco). Nastepnie do mieszaniny DNA dodawano odczynnik
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) w stosunku 1:1 (w/v), uprzednio rozcienczony w medium
OPTI-MEM. Komoérki poddawano transfekcji dodajac 20 pl mieszaniny transfekcyjnej/dotek

i inkubowano przez kolejne 16 godzin w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO..
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5.2.6.2 Pomiar aktywnos$ci lucyferazy

Komoérki infekowano HSV-1 (MOI 1) przez 8 godzin. Po tym czasie usuwano medium,
do kazdego dotka dodawano 55 pul buforu PLB i mrozono ptytk¢ w temperaturze -80°C.

Po rozmrozeniu odpipetowywano po 20 pl lizatow do dwoch ptytek testowych i dodawano
po 40 pl substratu dla lucyferazy $wietlika, D-Lucyferyny (Biosynth) lub lucyferazy gabki
morskiej, koelenterazyny (Biosynth). Pomiar luminescencji przeprowadzano przy pomocy
czytnika LUMIstar Omega (BMG Labtech).

Aktywnos¢ lucyferazy $wietlika (FLU) normalizowano do lucyferazy gabki morskiej

(RLU). Wynik przedstawiano jako krotnos¢ kontroli.
5.2.7 Test zmiany ruchliwosci elektroforetycznej (EMSA)

Do badania translokacji cytoplazmatyczno-jadrowej wykorzystano test EMSA, opierajacy
si¢ na opodznieniu ruchliwosci elektroforetycznej znakowanych sond oligonukleotydowych

na skutek wigzania si¢ do nich odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych.
5.2.7.1 Stymulacja komorek i przygotowanie frakcji komérkowych

Zawiesing komorek o gestosci 5x10° komoérek/ml wysiewano na plytki 6-dotkowe,
po 2 ml/dotek i inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO.. Nastgpnie
komorki stymulowano przez 60-120 minut odpowiednimi ligandami. Po tym czasie medium
usuwano, a komorki dwukrotnie przeplukiwano PBS bez jondw wapnia i magnezu. Nastepnie
komorki poddawano lizie w buforze A i inkubowano na lodzie przez 15 minut. Po tym czasie
lizaty przenoszono do probowek typu Eppendorf i wirowano przy 12000 X g przez 1 minute,
w temperaturze 4°C. Supernatanty (frakcja cytozolowa) usuwano, a osad (jadra komorkowe)
zawieszano w buforze B, w objetosci stanowigcej trzykrotng objetos¢ osadu. Probki wytrzgsano
przez 30 minut w temperaturze 4°C, po czym wirowano przy 12000 x g przez 10 minut
w temperaturze 4°C. Supernatanty, stanowigce ekstrakty jadrowe, zachowywano do dalszych
badan.

5.2.7.2 Oznaczanie stezenia bialtka

Stezenie biatka w badanych probach oznaczano metodg Bradforda (177). Do probek
0 objetosci 2 ul dodawano 200 ul odczynnika Bradforda (8,5% kwas ortofosforowy, 5% etanol,
0,01% biekit kumaryny G-250). Plytk¢ inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej,
a nastepnie odczytywano absorbancje przy dlugosci fali A=550 nm przy pomocy czytnika
Dynatech MR-5000. Stgzenie biatka wyznaczano na podstawie krzywej Kkalibracyjnej,

do przygotowania ktorej stosowano wzorcowe roztwory BSA zawierajace od 1 do 15 pg biatka.
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5.2.7.3 Przeprowadzenie testu

Do przeprowadzenia testu EMSA wykorzystano zestaw Odyssey EMSA Buffer Kit
(LI-COR Biosciences) postepujac zgodnie z zaleceniami producenta.

Frakcje jadrowe (10 pg biatka) inkubowano z dwuniciowa sonda oligonukleotydowa
(50 fmol; 1 ul) posiadajaca konsensusows sekwencje wigzaca czynnik transkrypcyjny NF-«xB,
5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’, znakowang  na  koncach  barwnikiem
fluorescencyjnym w zakresie podczerwieni (IRDye 700). Mieszaning reakcyjng przygotowywano
w buforze wigzacym z dodatkiem Poly(dIsdC) (1 pg/uL w 10 mM Tris, 1 mM EDTA; pH 7,5;
1pul) w celu wysycenia biatek nieswoiscie oddziatujacych z DNA, DTT (25 mM; 2 pul)
i uzupelniano woda do koncowej objetosci 20 pl. Inkubacje prowadzono przez 30 minut
W temperaturze pokojowej, bez dostepu $wiatta. Nastepnie do probek dodawano 1 pl buforu
obcigzajacego (10x Orange loading dye) i nanoszono na zel. Rozdziatu elektroforetycznego
dokonywano w 5% natywnym zelu poliakryloamidowym, w 0,5 x TBE, przy natezeniu pradu
25 mA i napi¢ciu 300 V w temperaturze pokojowej, bez dostepu Swiatla. Obecnos¢ kompleksow
NF-kB-DNA analizowano z wykorzystaniem skanera w zakresie podczerwieni Odyssey CLXx
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

5.2.8 Test biologiczny do oznaczenia Interferonéw typu I

Oznaczenie  biologicznie  aktywnych interferonow typu [ przeprowadzono
Z wykorzystaniem komercyjnie dostepnej linii komoérkowej B16-Blue™ IFNa/B (Invivogen).
Linia ta zostala uzyskana poprzez stabilng transfekcje komoérek B16 genem reporterowym
kodujacym wydzielnicza ptodowa fosfataze alkaliczng (SEAP) pod kontrolg indukowalnego

przez IFNo/p promotora ISG54 wzmocnionego sekwencjami ISRE.
5.2.8.1 Przeprowadzenie testu

Oznaczenie przeprowadzano zgodnie z protokotem producenta. Komoérki BMDM
wysiewano na plytki hodowlane w gestosci 5x10° komoérek/ml medium hodowlanego
i po catonocnej hodowli (37°C, 5% CO;) stymulowano okreslonymi ligandami. Komorki
B16-Blue™ IFNo/p wysiewano w gestosci 4,2x10° komorek/ml i dodawano 20 pl nadsgczu znad
stymulowanych komorek BMDM, a nastgpnie inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 37°C
i atmosferze 5% CO,. Jako kontrole pozytywna testu stosowano 20 ul poly(I:C). Kontrole
negatywng stanowito 20 pul medium DMEM. Pomiar absorbancji przy dhugosci fali A=630 nm
dokonywano na 96-dotkowej ptytce w mieszaninie 20 pl znad komoérek B16-Blue™ IFNa/p
i 180 pl medium QUANTI-Blue™ (Invivogen) wykorzystujac czytnik mikroptytek Dynatech
MR-500.
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5.2.9 Oznaczanie poziomu TNFa
5.2.9.1 Stymulacja komorek

Komoérki BMDM  wysiewano na plytki 6-dotkowe w gestosci 5x10° komorek/ml
i inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO.. Nastepnie komorki

stymulowano ligandami receptoréw TLR przez 16 godzin.
5.2.9.2 Przeprowadzenie testu ELISA

Pomiar stezenia TNFa wydzielonego do medium hodowlanego przeprowadzano metoda
immunoenzymatyczng przy uzyciu zestawu TNFa DuoSet ELISA (R&D Systems), stosujac robot
E-LizaMat X-2 (DRG International), zgodnie z zaleceniami producentéw. Na 96-dotkowa plytke
testowg nanoszono po 100 ul przeciwciata optaszczajacego (w stezeniu 800 ng/ml) i inkubowano
przez noc w temperaturze pokojowej. Nastepnie ptytke ptukano dwukrotnie 0,2% roztworem
kazeiny w PBS, jednokrotniec PBS i optaszczano roztworem blokujagcym celem uniknigcia
niespecyficznego wigzania biatek. Ptytke inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowe;j,
a po usunieciu roztworu ptukano jak poprzednio. Na tak przygotowane studzienki dodawano
w dwdch powtdrzeniach po 100 pl badanej proby lub standardu TNFa o okreslonym stezeniu
(31,5-2000 ng/ml) i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie ptyn
usuwano, a ptytke ptukano jak wczesniej. Do studzienek nanoszono po 100 pl biotynylowanych
przeciwciat do detekcji (w stgzeniu 75 ng/ml) i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Ptytke ponownie ptukano, nastepnie dodawano po 100 pl/dotek roztworu (1:40 v/v)
streptawidyny sprzezonej z peroksydazg chrzanowa (HRP) iinkubowano przez 20 minut
W temperaturze pokojowej, bez dostepu $wiatla. Po usunigciu koniugatu ptytke phlukano
i inicjowano reakcj¢ barwnag poprzez dodanie 100 pl/dotek roztworu substratu dla HRP
(1,35 mM tetrametylobenzydyny w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym, pH 5,0).
Plytke inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej, bez dostepu Swiatla. Reakcje
przerywano dodajac do studzienek po 50 pl 2N H>SO4, a nastgpnie mierzono absorbancje
roztwordw przy dlugosci fali A=450 nm. St¢zenie TNFo okre§lano na podstawie krzywej

kalibracyjne;j.
5.2.10 Badanie oddzialywania bialka Mal z bialkiem Atg16L

Badanie  oddziatywania bialek Mal i Atgl6L  przeprowadzono metoda
koimmunoprecypitacji, polegajaca na wyodrebnianiu kompleksow biatkowych za pomoca

specyficznych przeciwciat wigzanych do zloza agarozowego sprzezonego z biatkiem A Iub G.
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5.2.10.1 Transfekcja przejsciowa komorek i przygotowanie lizatow

Zawiesing komorek HEK-TLR9 o gestosci 5x10° komorek/ml wysiewano na ptytke
6-dotkowa w objetosci 2 ml/dotek. Komorki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C
i atmosferze 5% CO:..

Nastgpnego dnia przygotowywano mieszaning transfekcyjna w medium OPTI-MEM
(o objetosci 100 pl/dotek) sktadajaca si¢ z plazmidow kodujacych biatka: Mal z metkag HA
(1 pg/dotek) oraz AtgloLl z metkg Flag (1 pg/dotek). Dodatkowo dla obu wektoréw
ekspresyjnych sporzadzono mieszaniny kontrolne zawierajace 1 pg/dotek plazmidu kodujacego
badane biatko oraz pusty wektor (EV, 1 ug/dotek) w celu wyréwnania iloSci DNA uzytego do
transfekcji. Nastepnie do mieszaniny DNA dodawano odczynnik Lipofectamine® 2000
(Invitrogen) w stosunku 1:1 (w/v), uprzednio rozcienczony w medium OPTI-MEM. Komorki

poddawano transfekcji dodajac 1 ml mieszaniny transfekcyjnej/dotek.

Po transfekcji komorki inkubowano przez noc w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,,
po czym stymulowano HSV-1 przez 2 godziny. Nastepnie medium usuwano, a komorki
przeptukiwano PBS i poddawano lizie poprzez dodanie 120 ul wysokosolnego buforu HS. Ptytke
inkubowano na lodzie przez 20 minut. Po tym czasie lizaty komorkowe przenoszono do probowek
typu Eppendorf i wirowano przez 5 minut przy 12000 x g. Uzyskane supernatanty wykorzystano

w kolejnym etapie.
5.2.10.2 Koimmunoprecypitacja

90 ul supernatantu przenoszono do nowej probéwki i dodawano 1 pl przeciwciata anty-
Flag lub 2 ul przeciwciata 101r (anty-HA). Tak przygotowane probki umieszczono na rotatorze
i inkubowano przez noc w temperaturze 10°C. Kolejne 20 ul supernatantu zachowywano jako
kontrole ekspresji plazmidow.

Po inkubacji do mieszanin dodawano po 20 pl ztoza agarozowego sprzgzonego z biatkami
AJ/G iinkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, w celu wyodrebnienia
kompleksow biatkowych z przeciwciatami. Po tym czasie ztoze agarozowe ze zwigzanymi
biatkami przeptukiwano trzykrotnie buforem HS (1 ml) i wirowano przy 300 x g przez 3 minuty.
Po ostatnim wirowaniu doktadnie zbierano i odrzucano supernatant, a do osadu dodawano 25 ul
buforu do nanoszenia prob (HS-Laemmli). Nastgpnie proby denaturowano przez 5 minut
w temperaturze 100°C, krotko wirowano i nanoszono na zel poliakryloamidowy razem
Z pobranymi wczes$niej probami pelnych lizatow komérkowych. Detekceje biatek przeprowadzano
metodg Western Blotting z wykorzystaniem przeciwcial anty-HA w  przypadku

koimmunoprecypitatow, oraz anty-HA i anty-Flag w przypadku pelnych lizatéw komorkowych.
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5.2.11 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawione w pracy wyrazono jako srednie arytmetyczne + odchylenie
standardowe (SD), z co najmniej trzech niezaleznych powtorzen. Roéznice migdzy dwoma
badanymi grupami oceniano postugujac si¢ testem t-Studenta. Za statystycznie istotng przyjeto
warto$¢ p<0,05. Warto$¢ p<0,001 oznaczano (*), natomiast p<0,05(**).Obliczenia oraz graficzne

przedstawienie wynikow wykonano korzystajac z programu MS Excel.
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6 WYNIKI

6.1 BADANIE ROLI BIALKA ADAPTOROWEGO MAL W ZALEZNEJ OD TLR9

ODPOWIEDZI ANTYWIRUSOWEJ W MIKROGLEJU

Badania dotyczace udzialu biatka Mal w szlakach sygnalowych receptorow Toll-
podobnych od poczatku skupiaty si¢ na wyjasnieniu jego roli w Sciezkach receptorow zwigzanych
z btong komoérkowa, negujac tym samym jego posrednictwo w przekazywaniu sygnatu od TLR
endosomalnych. Ttumaczono to gtdéwnie roznicami w budowie owych bton i braku potencjalnej
przeszkody w wigzaniu si¢ adaptora MyD88 do domeny TIR receptorow endosomalnych.

W 2010 roku pokazano jednak, ze Mal uczestniczy w przekazywaniu sygnatu od TLR3,
ktéry wystepuje gtownie w btonie endosomalnej. Jednakze w odréznieniu od TLR kotwiczonych
w btonie komorkowej, sygnat ptynacy od TLR3 regulowany jest przez Mal negatywnie. Jest to
swoisty ewenement w przypadku receptorow TLR. Dlatego tez postanowiono ponownie
rozwazy¢ udziat biatka Mal w szlaku innego endosomalnego receptora, a mianowicie TLR9.

Receptor ten aktywowany jest miedzy innymi materialem genetycznym wirusa
opryszczki typul (HSV-1). HSV-1 jest wirusem neurotropowym i moze powodowac
opryszczkowe zapalenie mozgu, ktore jest najpowszechniej wystepujacym rodzajem infekcji
wirusowej osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Pierwsza linig obrony OUN przed
patogenami sg komorki mikrogleju, bedace makrofagami rezydentnymi moézgu. Komorki te maja
zdolno$¢ do fagocytozy, a ponadto wydzielaja cytokiny i chemokiny jeszcze przed naptywem
limfocytow.

Z tego wzgledu do badan nad udziatem biatka Mal w szlaku sygnatowym zaleznym od
receptora TLR9 wykorzystano komorki linii CHME-5 otrzymane z ludzkiego mikrogleju
embrionalnego. W pierwszym etapie wyciszono w tych komorkach ekspresje genu TIRAP
kodujacego biatko Mal stosujac lentiwirusowy system shRNA, zgodnie z opisem zamieszczonym
w rozdziale Materiaty i metody. Nastepnie, po hodowli komoérek z antybiotykiem selekcyjnym
(Puromycyng) weryfikowano poziom transkryptu dla TIRAP przy uzyciu metody qPCR.
Zaobserwowano, ze w komorkach transdukowanych shRNA komplementarnym do TIRAP
ekspresja genu kodujacego biatko Mal zostata obnizona wzgledem komorek traktowanych

kontrolnym shRNA (Ryc. 6.1.1.).
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1,2 Ryc. 6.1.1. Whyciszenie ekspresji Mal w komérkach
3 10 4 CHME-5. Komoérki linii CHME-5 transdukowano shRNA
= ’ I skierowanym przeciwko genowi TIRAP (Mal KD) lub
2 08 kontrolnym shRNA (Ctrl). Po hodowli z antybiotykiem
g_ g selekcyjnym Puromycyng z komorek izolowano catkowite
23 06 RNA i oznaczano wzgledny poziom ekspresji TIRAP. Jako
2} 04 - gen referencyjny zastosowano HPRT1.
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W kolejnym etapie, w celu okreslenia r6znicy w rozwijaniu odpowiedzi odpornosciowe;j
miedzy komorkami z wyciszonym genem dla biatka Mal (MalKD) i komoérkami kontrolnymi
(Ctrl), obie populacje komoérek infekowano wirusem HSV-1. Zaobserwowano, ze komorki
MalKD charakteryzuja si¢ uposledzeniem odpowiedzi odpornosciowej skierowanej przeciwko
wirusowi HSV-1, co manifestowato si¢ obnizeniem poziomu mRNA dla interferonu f oraz TNFa.
Uzyskany wynik sugeruje, ze biatko Mal jest wymagane do przekazywania sygnatu od TLR9
aktywowanego HSV-1 w komorkach CHME-5 (Ryc. 6.1.2.).1
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Ryc. 6.1.2. Ekspresja IFNB1 i TNF w komoérkach CHME-5 infekowanych wirusem HSV-1.
Komorki z wyciszong ekspresja TIRAP oraz komorki kontrolne infekowano wirusem HSV-1 (MOI 1) przez
8 godzin. Nastepnie izolowano catkowite RNA i oznaczano wzgledny poziom ekspresji IFNB1 (A) i TNF
(B). Ekspresje gendéw badano z wykorzystaniem techniki qPCR. Poziom transkryptu oznaczano
wg metody 2-®AC9_Jako gen referencyjny zastosowano HPRT1.* p<0,001

Z danych literaturowych wynika, ze wirus opryszczki pospolitej typu I ma zdolnos¢ do
aktywacji innych receptorow z rodziny Toll-podobnych m.in. TLR4, TLR2 lub cytozolowych
receptorow kwasow nukleinowych, takich jak DAI. Dla potwierdzenia, ze w komorkach

CHME-5 proces indukcji odpowiedzi odpornosciowej przez HSV-1 jest zalezny od receptora
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TLRY zastosowano specyficzny oligonukleotyd blokujacy ten receptor — cpg ODN. Komorki
wstepnie inkubowano z INH-1 ODN, a nastepnie infekowano HSV-1.

Zauwazono, ze w komorkach traktowanych HSV-1 w obecnosci INH-1 ODN nie
dochodzito do indukcji ekspresji genu IFNB1 oraz TNF, co potwierdza, ze ekspresja cytokin
wywotywana przez HSV-1 w komdrkach CHME-5 jest zalezna od TLR9 (Ryc. 6.1.3.).
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Ryc. 6.1.3. Kontrola swoistosci aktywacji receptora TLR9Y przez HSV-1. Komoérki CHME-5
infekowano HSV-1 (MOI 1) przez 8 godzin, przy braku lub w obecnosci INH-1 ODN (10 uM), dodanego
1 godzing przed infekcja. Nastgpnie izolowano RNA i oznaczano wzgledny poziom ekspresji IFNB1 (A)
i TNF (B). Ekspresje genow badano z wykorzystaniem techniki qPCR, a poziom transkryptu oznaczano
wg metody 2-®AC9_Jako gen referencyjny zastosowano HPRT1. * p<0,001

6.2 BADANIE ZALEZNEJ OD MAL REGULACJI ODPOWIEDZI ANTYWIRUSOWEJ]

W JEDNOJADRZASTYCH KOMORKACH KRWI OBWODOWEJ

Dla potwierdzenia wynikow otrzymanych z zastosowaniem linii koméorkowej CHME-5
analogiczne eksperymenty przeprowadzono na komorkach pierwotnych — ludzkich
jednojadrzastych komorkach z krwi obwodowej (PBMC). Jako agonist¢ TLR9, oprocz HSV-1,
zastosowano ligand syntetyczny — oligonukleotyd o strukturze C, bogaty w niemetylowane wyspy
CpG (CpG-C-ODN). Zastosowanie liganda syntetycznego miato na celu wykluczenie mozliwych
efektow niespecyficznych wywolanych przez inne receptory aktywowane HSV-1. Aby okresli¢
role biatka Mal w badanym szlaku wykorzystano peptyd inhibitorowy (MallP), ktory cechuje si¢
wysokim powinowactwem do domeny TIR receptorow TLR blokujac tym samym dostep dla
biatka adaptorowego Mal i uniemozliwiajac dalsze przekazanie sygnatlu ptynacego od receptora.
Peptyd ten zawiera dodatkowo sekwencj¢ aminokwasowa PTD (ang. Protein Transduction
Sequence) pochodzaca z biatka antennapedia muszki owocowej, determinujgca jego transport

przezbtonowy do wnetrza komorki. Jako kontrole zastosowano peptyd obejmujacy jedynie
sekwencj¢ PTD (CtrlP).
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PBMC stymulowano HSV-1 lub CpG-C z jednoczesnym zastosowaniem peptydu
blokujacego biatko Mal lub peptydu kontrolnego. Zaobserwowano, ze w komodrkach, ktore przed
stymulacja agonista TLRO traktowane byty MallP, ekspresja genu kodujacego interferon B ulegta

obnizeniu w poréwnaniu z komoérkami preinkubowanymi z CtrlP (Ryc. 6.2.1.).
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Ryc. 6.2.1. Ekspresja genu IFNB1 w ludzkich PBMC traktowanych CpG-C ODN lub HSV-1
W obecnosci peptydu blokujacego Mal. Komoérki PBMC traktowano peptydem blokujacym Mal (MallP)
lub peptydem kontrolnym (CtrlP) przez 24 godziny. Nastgpnie komorki stymulowano HSV-1 lub CpG-C
ODN przez odpowiednio 8 lub 4 godziny. Z komorek izolowano catkowite RNA i poddawano reakcji

odwrotnej transkrypcji. Poziom transkryptu dla IFNP oznaczano metoda qPCR. Jako gen referencyjny
stosowano HPRTL1. * p<0,001

W celu zbadania swoisto$ci aktywacji receptora TLR9 przez wirus HSV-1 w komoérkach
PBMC, podobnie jak w przypadku komérek CHME-5, zastosowano specyficzny oligonukleotyd
INH-1 ODN, blokujacy badany receptor. Zaobserwowano, ze indukcja ekspresji genu kodujacego
interferon § zostata ostabiona w komorkach uprzednio traktowanych INH-1 ODN w poréwnaniu
z komoérkami infekowanymi HSV-1 bez uzycia inhibitora, co wskazuje, ze wirus opryszczki typu

I aktywuje TLR9 w komoérkach PBMC (Ryc.6.2.2.).
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Uzyskane dane sugeruja, ze biatko adaptorowe Mal jest zaangazowane w indukowang
przez TLRY transdukcje sygnatu w ludzkim mikrogleju i PBMC, zarowno w przypadku

stymulacji komorek czasteczkami wirusowymi, jak i syntetycznym ligandem dla TLR9.

6.3 BADANIE WPLYWU MAL NA AKTYWACJE KASKAD SYGNALOWYCH TLR9
W KOMORKACH CHME-5 INFEKOWANYCH HSV-1

Celem zidentyfikowania biatek aktywowanych przez HSV-1 na drodze zaleznej od TLR9
i Mal wykonano, stosujgc technike Western Blotting, analize fosforylacji kinaz biatkowych
zrodziny MAP: ERK1/2 (p-ERK1/2) i p38 (p-p38). Aktywacje badanych biatek oceniano
w odniesieniu  do poziomu ich form natywnych (tot-ERK1/2, tot-p38) w ekstraktach
komoérkowych. Ponadto, zbadano poziom degradacji biatka inhibitorowego czynnika

transkrypcyjnego NF-xB — IkBa (Ryc. 6.3.1.).

CHME-5 Ctrl CHME-5 MalKD
HSV-1 (godz) 0051 2 46 0051 2 46

p-ERK1/2 o=

tot-ERK1/2 &

p-p38 . — oy g - —
tot-p38 bk oop I .

IkBa PO S Sty .

Ryc. 6.3.1. Fosforylacja ERK1/2, p38 i degradacja IkBe w komérkach CHME-5 infekowanych
wirusem HSV-1. Komoérki CHME-5 Ctrl i MalKD stymulowano HSV-1 (MOI 1) przez okreslony czas.
Lizaty komorkowe poddawano SDS-PAGE i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje poszezegdlnych
biatek przeprowadzano zuzyciem skierowanych przeciwko nim przeciwcial oraz odpowiednich
przeciwcial drugorzgdowych sprzgzonych z barwnikiem fluorescencyjnym w zakresie podczerwieni.
Wizualizacje¢ przeprowadzano z uzyciem aparatu Odyssey CLx Imaging System LI-COR.

W komorkach kontrolnych (CHME-5 Ctrl) obserwowano pdzng aktywacje kinaz
ERK1/2, majaca miejsce godzine po infekcji komorek, podczas gdy w komorkach z wyciszona
ekspresja genu dla Mal (MalKD) nie dochodzito do fosforylacji ERK1/2.

Nie zaobserwowano natomiast réznic w aktywacji kinazy p38. Kinaza ta byla
fosforylowana po okoto szesciu godzinach od infekcji komorek wirusem opryszczki, zarowno
w komorkach kontrolnych, jak i z wyciszong ekspresja genu kodujacego Mal.

Z danych literaturowych wynika, ze stymulacja TLR prowadzi do aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF-kxB. W komoérkach spoczynkowych NF-kB jest utrzymywany

w cytoplazmie w stanie nieaktywnym przez IkBa. Dlatego postanowiono zbada¢, czy IkBa ulega
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degradacji w komérkach CHME-5 infekowanych HSV-1. Nieoczekiwanie poziom ilosci lkBa
zaréwno w komorkach Ctrl i MalKD stymulowanych HSV-1 pozostawat bez istotniej zmiany.

Nastepnie, w celu okreslenia efektu jaki fosforylacja ERK1/2 wywiera na zalezna od
TLRY aktywacj¢ ekspresji cytokin, komorki CHME-5 traktowano HSV-1 w obecnosci
specyficznego inhibitora tych kinaz - FR180204.
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Ryc.6.3.2. Poziom ekspresji IFNB1 i TNF w komérkach CHME-5 infekowanych HSV-1. Komorki
stymulowano HSV-1 (MOI 1) przez 8 godzin, przy braku lub w obecnosci inhibitora ERK1/2 FR180204
(2,5 uM), dodanego 1 godzing przed infekcja. Nastepnie z komorek izolowano RNA i metoda qPCR
oznaczano poziom transkryptu dla IFNB (A) i TNFa (B). Jako gen referencyjny zastosowano HPRTL.

W komorkach preinkubowanych z FR180204 dochodzito do stabego zahamowania
produkcji interferonu w poréwnaniu z komorkami infekowanymi samym wirusem.
Nie zaobserwowano natomiast zahamowania ekspresji genu kodujagcego TNFa (Ryc. 6.3.2.).

Wyniki te sugeruja, ze w komorkach CHME-5 zalezna od TLR9 i Mal fosforylacja kinaz

ERK1/2 prowadzi do aktywacji ramienia szlaku sygnatowego indukujacego ekspresje interferonu

beta.

6.4 WPLYW NOKAUTU TIRAP NA TRANSDUKCJE SYGNALU ZALEZNEGO OD

TLR9 W MAKROFAGACH MYSICH

W kolejnych etapach pracy postanowiono szczegdtowo zbada¢ mechanizm regulowania
przez biatko Mal transdukcji sygnatu od TLRY. Do realizacji tego celu wykorzystano
unie$miertelnione makrofagi pochodzace ze szpiku kostnego myszy z nokautem genu kodujacego
Mal (BMDM MalKO) oraz komoérki izolowane z myszy typu dzikiego, ktore stanowity kontrole
(BMDM WT). Ponadto, do aktywacji receptora TLR9 wykorzystywano ligand syntetyczny, co

minimalizowato mozliwos¢ wystapienia efektow niespecyficznych.
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6.4.1 Potwierdzenie specyficznos$ci nokautu genu Tirap w komérkach BMDM

W pierwszym etapie, stosujac technike RT-PCR, zweryfikowano czy w komorkach

BMDM MalKO nie dochodzi do produkcji mRNA dla Tirap. Obecno$¢ transkryptu

zaobserwowano jedynie w komorkach typu dzikiego (Ryc. 6.4.1.1.).

BMDM WT BMDM MalKO

-

Tirap

Ryc. 6.4.1.1. Badanie ekspresji Tirap w komérkach
BMDM.

Z komoérek BMDM WT i MalKO izolowano RNA, ktore
poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji. Nastgpnie
otrzymane cDNA amplifikowano w reakcji PCR. Produkt
reakcji rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym.
Obrazowanie ~w  zakresie  promieniowania UV
przeprowadzono w aparacie Typhoon Imager 8600.

Dodatkowo w komérkach BMDM sprawdzono poziom ekspresji mRNA dla receptora TLRY oraz

biatka adaptorowego MyD88 i pokazano, ze nokaut Tirap nie zaburza produkcji transkryptu dla

tych genow (Tab. 6.4.1.1.).

Tab. 6.4.1.1. Poziom ekspresji Myd88 i TIr9.

AC(T) [C(T)cen-C(T)nrrr]

BMDM WT | BMDM MalKO

Myd88 | 4,94+0,03 |5,09+0,14

T | 495+1,19 |517+0,52

Z komorek BMDM WT i MalKO izolowano RNA, ktére poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji.
Otrzymane cDNA stanowito matryce do oznaczenia ekspresji genéw Myd88 oraz TIr9 w reakcji gPCR.

Jako gen referencyjny zastosowano Hprtl.

6.4.2 Aktywacja produkcji IFNB i TNFa w odpowiedzi na stymulacje komérek

BMDM CpG-C

Stosujgc metode PCR w czasie rzeczywistym pokazano, ze w komérkach BMDM MalKO

stymulowanych agonista TLR9 poziom transkryptu dla Ifnbl, a takze dla Tnf byt znacznie

obnizony w stosunku do komorek typu dzikiego (Ryc. 6.4.2.1.).
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Ryc. 6.4.2.1. Poziom ekspresji Ifnbl i Tnf w komérkach BMDM stymulowanych ligandem dla TLRY.
Komorki BMDM WT i MalKO stymulowano CpG-C (5 uM) przez 4 godziny. Nast¢pnie izolowano RNA,
poddawano odwrotnej transkrypcji i oznaczano wzgledny poziom ekspresji Ifnbl (A) i Tnf (B).
Ekspresje genéw badano z wykorzystaniem techniki PCR w czasie rzeczywistym, a wzgledny poziom
transkryptu oznaczano wg metody 240, Jako gen referencyjny zastosowano Hprtl. *p<0,001

W kolejnym etapie sprawdzono czy dane uzyskane na poziomie transkryptu koreluja
Z pomiarami ilosci lub aktywnosci odpowiadajacych im biatek. Do pomiaru biologicznie
aktywnych interferondw zastosowano Bioassay wykorzystujagcy komorki B16 Blue™
produkujace fosfataze alkaliczng w odpowiedzi na stymulacje interferonami typu I i II, natomiast
syntez¢ TNFa oceniano wykorzystujac test ELISA.

Zaobserwowano, ze zarowno synteza biologicznie aktywnych interferondw, jak
i produkcja TNFa przez komorki stymulowane agonista TLRY, sa znacznie zahamowane
w komoérkach MalKO. Kontrolg pozytywna eksperymentu stanowily komorki stymulowane LPS,
bedacym aktywatorem receptora TLR4 (Ryc. 6.4.2.2.).
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Ryc. 6.4.2.2. Pomiar poziomu interferonéw typu I i TNFo w komérkach BMDM stymulowanych
ligandem dla TLR9. Komérki BMDM WT i MalKO stymulowano CpG-C (5 uM) przez 24 godziny.
Nastgpnie w medium znad komoérek oznaczano poziom interferonow typu I (A) wykorzystujac test
biologiczny (Bioassay) oraz TNFa (B) korzystajac z metody ELISA. *p<0,001
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6.5 BADANIE WPLYWU MAL NA AKTYWACJE KASKAD SYGNALOWYCH
RECEPTORA TLR9 AKTYWOWANEGO CPG-C ODN W KOMORKACH
BMDM

Z uwagi na fakt, ze w eksperymentach, w ktérych modelem badawczym byly komorki
ludzkie rolg¢ agonisty receptora TLR9 petlil HSV-1, postanowiono sprawdzi¢ czy efekty
uzyskane na modelu mysim z wykorzystaniem syntetycznego, wysoce specyficznego liganda
CpG-C ODN beda takie same.

W tym celu komérki BMDM WT i MalKO traktowano CpG-C ODN przez wskazany
Czas, a nastgpnie, wykorzystujac technike Western Blotting, badano aktywacje kinaz ERK1/2
i p38, stosujac przeciwciala skierowane przeciwko fosforylowanym formom tych kinaz
(p-ERK1/2, p-p38), a takze oznaczano degradacje inhibitora IkBa czynnika transkrypcyjnego
NF-kB (Ryc. 6.5.1.).

Zaobserwowano, ze w komorkach BMDM typu dzikiego dochodzi do pdznej aktywacji
kinaz biatkowych ERK1/2 (po 60 minutach stymulacji), ktérej nie wykryto w komorkach BMDM
z nokautem genu kodujacego biatko Mal.

Fosforylacja kinazy p38 rowniez zachodzita 60 minut po stymulacji komorek, przy czym
nie zauwazono roznic w jej aktywacji pomigdzy komorkami WT i MalKO.

Ponadto, podobnie jak w przypadku komérek CHME-5 infekowanych HSV-1, nie
obserwowano degradacji lkBa, co moze sugerowaé, ze indukcja IFNB i TNFa przez TLR9 nie

wymaga kanonicznego mechanizmu aktywacji NF-xB.

BMDMWT BMDM MalKO
CpG-C (min) 0 5 1530 60 90 O 5 15 30 60 90
p-ERK 1/2 S <t
tot-ERK 1/2 \—:—::—:-::::“‘:’
p-p38 el S ————
tot-p38 - - P o S A S
IxBa P —— =

Ryc. 6.5.1. Analiza fosforylacji ERK1/2, p38 i degradacji IxBa w komérkach BMDM WT i MalKO
traktowanych ligandem dla TLR9. Komoérki BMDM WT i MalKO stymulowano CpG-C (5 uM) przez
okreslony czas. Lizaty komoérkowe poddawano SDS-PAGE i przenoszono na nitrocelulozg. Detekcje
poszczegolnych biatek przeprowadzano z uzyciem skierowanych przeciwko nim przeciwcial oraz
odpowiednich przeciwciatl drugorzedowych sprzgzonych z barwnikiem fluorescencyjnym w zakresie
podczerwieni. Wizualizacj¢ przeprowadzano z uzyciem aparatu Odyssey CLx Imaging System LI-COR.
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6.5.1 Kontrola swoistosci aktywacji ERK1/2 przez TLR9

W celu sprawdzenia czy aktywacja ERK1/2 po stymulacji CpG-C wynikata
ze specyficznego oddzialywania ligand-receptor i nie byta spowodowana sygnatem stresowym,
zastosowano oligonukleotyd inhibitorowy, INH-1-ODN, do zablokowania TLR9.

W komorkach BMDM wstepnie traktowanych INH-1 ODN zaobserwowano silne
zahamowanie fosforylacji ERK1/2 (p-ERK 1/2) w poréwnaniu do komorek stymulowanych
jedynie agonista TLRY, co wskazuje, ze CpG-C aktywuje ERK1/2 na drodze zaleznej od TLR9
bez wywolywania stresu komorkowego (Ryc. 6.5.1.1.). W celu kontroli eksperymentu
analizowano poziom natywnego biatka ERK1/2 (tot-ERK1/2).

BMDM WT

CpG-C (min) 0 60 120 0 60 120

p-ERK1/2 e enam

tot-ERK1/2 — — —
CpG-C INH-1 ODN

+CpG-C

Ryc. 6.5.1.1. Kontrola specyficznosci fosforylacji ERK1/2 w komérkach BMDM WT i MalKO
traktowanych ligandem dla TLR9. Komoérki BMDM WT i MalKO stymulowano CpG-C (5 uM) przez
okreslony czas przy braku lub w obecnosci inhibitora receptora TLR9 (INH-1 ODN, 10 uM), dodanego na
godzing przed stymulacja. Lizaty komorkowe poddawano SDS-PAGE i przenoszono na nitroceluloze.
Detekcje bialek przeprowadzano z uzyciem skierowanych przeciwko nim przeciwciat oraz odpowiednich
przeciwcial drugorzgdowych sprzezonych z barwnikiem fluorescencyjnym w zakresie podczerwieni.
Wizualizacje przeprowadzano z uzyciem aparatu Odyssey CLx Imaging System LI-COR.

6.5.2 Wplyw zaleznej od TLR9 i Mal fosforylacji ERK1/2 na ekspresje I1fnbl i Tnf
w komérkach BMDM

Z uwagi na brak fosforylacji kinaz ERK1/2 w BMDM MalKO postanowiono zbada¢
ekspresje¢ Ifnbl i Tnf w komorkach stymulowanych CpG-C w obecnosci lub przy braku
specyficznego inhibitora tych kinaz — FR180204.
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Ryc. 6.5.2.1. Poziom ekspresji Ifnb i biologicznie aktywnych IFN I w komérkach BMDM WT
i MalKO. Komorki stymulowano CpG-C (5 uM) przez 4 (A) lub 16 godzin (B), przy braku lub w obecnosci
inhibitora ERK1/2 FR180204 (2,5 uM), dodanego 1 godzing przed stymulacjg ligandem. Nastepnie
z komorek izolowano RNA i metoda qPCR oznaczano poziom transkryptu dla IFNP (A) lub oznaczano
poziom IFN I metoda biologiczng w medium znad komorek (B). * p<0,001

Jak pokazano na Ryc. 6.5.2.1. w komorkach typu dzikiego traktowanych FR180204
i CpG-C doszto do zniesienia syntezy mRNA dla Ifnbl, co ma swoje odzwierciedlenie
w produkcji biologicznie aktywnego interferonu. Zaobserwowano rowniez obnizenie poziomu
wytarzania mMRNA dla TNFa w komorkach pretraktowanych inhibitorem kinaz ERK1/2 (Ryc.
6.5.2.2.).

25 9 OWT — Ryc. 6.5.2.2. Poziom ekspresji Tnf w komoérkach
kS EMalko = BMDM WT i MalKO. Komorki stymulowano
"‘; 20 CpG-C (5 uM) przez 4 godziny, przy braku lub
- W obecnosci  inhibitora ERK1/2  FR180204
B-E: 15 A N (2,5 uM), dodanegol godzine p.rzed stymulacja
2 3 ligandem. Nastepnie z komorek izolowano RNA
g N 10 S i metoda qPCR oznaczano_poziom transkryptu dla
S TNFa. Jako gen referencyjny zastosowano Hprtl.
% 5 - *p<0,001, **p<0,05
as 1
= 0 . , ,

CpG-C - + +
FR180204 - - +

Podsumowujac, obserwacje te sugeruja, ze brak biatka adaptorowego Mal hamuje
aktywacje ERK1/2 zalezng od TLRY, co w konsekwencji prowadzi do uposledzenia ekspresji
Ifnbl i Tnf w komérkach BMDM.
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6.6 BADANIE UDZIALU KINAZY BTK W ZALEZNEJ OD MAL REGULACJI

AKTYWNOSCI KINAZ BIALKOWYCH ERK1/2

Z danych literaturowych wynika, ze po aktywacji receptorow z rodziny Toll-podobnych
(TLR2 i TLR4) biatko adaptorowe Mal podlega fosforylacji przez kinazg¢ BTK w domenie TIR,
co umozliwia przekazanie sygnatu na dalsze biatka kaskady (120). Postanowiono zatem zbadac
wptyw tej kinazy na aktywacje ERK1/2 indukowang przez receptor TLR9. W tym celu komorki
BMDM typu dzikiego i z nokautem genu dla Mal traktowano inhibitorem kinazy BTK LFM-A13,
a nastepnie stymulowano agonistg TLR9 — CpG-C ODN. Po uplywie okre§lonego czasu
stymulacji oceniano fosforylacj¢ kinaz ERK1/2 z wykorzystaniem techniki Western Blotting. Jak
przedstawiono na Ryc. 6.6.1. kinazy ERK 1/2 ulegaty fosforylacji zarowno w obecnosci, jak i przy
braku inhibitora LFM-A13. Uzyskany wynik wskazuje, ze w komérkach BMDM kinaza BTK nie

jest zaangazowana w aktywacj¢ kinaz ERK1/2 na drodze zaleznej od TLRO.

BMDM WT BMDM MalKO

- LFM-A13 - LFM-A13
CpG-C (min) 0 6090 0 60 90 0 6090 0 60 90
p-ERK1/2 s kil
tot-ERK1/2 ———— | —————— S —

Ryec. 6.6.1. Fosforylacja ERK1/2 w komérkach BMDM WT i MalKO traktowanych ligandem dla
TLR9. Komérki BMDM WT i MalKO traktowano LFM-A13 (10 uM), a nastepnie stymulowano CpG-C
(5 uM) przez okreslony czas. Lizaty komorkowe poddawano SDS-PAGE i przenoszono na nitrocelulozg.
Detekcje poszczegblnych biatek przeprowadzano z uzyciem skierowanych przeciwko nim przeciwciat oraz
odpowiednich przeciwcial drugorzgdowych sprzgzonych z barwnikiem fluorescencyjnym w zakresie
podczerwieni. Wizualizacje przeprowadzano z uzyciem aparatu Odyssey CLx Imaging System LI-COR.
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6.7 ANALIZA WPLYWU KINAZY TPL2 NA PRZEKAZYWANIE SYGNALU OD
TLR9

Jak wspomniano we Wstepie w komorkach niestymulowanych kinaza Tpl2 moze tworzyé
kompleks z prekursorem podjednostki p50 czynnika transkrypcyjnego NF-xB — p105, ktory
hamuje aktywacje tej kinazy. Po degradacji p105 Tpl2 moze fosforylowa¢ MEK1/2 dla, ktorych
ERK1/2 sa substratami. Dlatego tez, w kolejnym etapie pracy postanowiono sprawdzi¢ wptyw
kinazy Tpl2 na zalezna od TLR9 aktywacje kinaz ERK1/2 oraz indukcje ekspresji cytokin
W komdrkach BMDM.

Komoérki BMDM WT i MalKO traktowano inhibitorem kinazy Tpl2, a nastgpnie
stymulowano ligandem dla TLRY. Po okre$lonym czasie stymulacji oznaczano poziom

fosforylacji ERK1/2 w obu populacjach komoérek (Ryc. 6.7.1.).

BMDM WT BMDM MalKO
- Tpl2-inh - Tpl2-inh
CpG-C (min) 0 60 90 0 6090 0 60 90 0 60 90

p-ERK1/2 s 7

totERK1/2 e g —— S

Ryc. 6.7.1. Analiza zaleznej od TLR9 fosforylacji kinaz ERK1/2 w odpowiedzi na zahamowanie
aktywnosci kinazy Tpl2. Komoérki BMDM WT i MalKO traktowano Tpl2-inh (2,5 uM), a nastgpnie
stymulowano CpG-C (5 puM) przez okre$lony czas. Lizaty komoérkowe poddawano SDS-PAGE
i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje biatek przeprowadzano z uzyciem skierowanych przeciwko nim
przeciwcial oraz odpowiednich przeciwciat drugorzedowych sprzgzonych z barwnikiem fluorescencyjnym
w zakresie podczerwieni. Wizualizacj¢ przeprowadzano z uzyciem aparatu Odyssey CLx Imaging System
LI-COR.

Jak pokazano na Ryc. 6.7.1. zahamowanie kinazy Tpl2 nie wptyneto na poziom fosforylacji
kinaz ERK1/2, ktore w komoérkach typu dzikiego aktywowane byly po 60 minutach stymulacji
ligandem dla TLR9. Mimo braku oczekiwanych r6znic postanowiono zbada¢ wptyw inhibitora
kinazy Tpl2 na ekspresj¢ genow Ifnbl i Tnf oraz poziom biologicznie aktywnych interferonow

typu I w komérkach BMDM traktowanych CpG-C ODN (Ryc. 6.7.2.).
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Zauwazono, ze zastosowanie inhibitora kinazy Tpl2 silnie hamowato syntez¢ mRNA dla
Ifnb1, jak i produkcje biologicznie aktywnych interferonow typu I. Natomiast wptyw Tpl2-inh na
ekspresje Tnf nie byt juz tak znaczacy. W tym przypadku zaobserwowano zahamowanie syntezy

transkryptu o okoto 30%.

6.8 BADANIE ROLI BIALKA MAL W PROCESIE AUTOFAGII

6.8.1 Udzial PI3K w aktywowanej przez TLR9 ekspresji IFNB1 oraz TNF

Zgodnie z pismiennictwem receptory TLR zaangazowane s3 w proces autofagii,
pozwalajacy na usunigcie bakterii lub wirusow z wnetrza komorki (178). W celu zbadania
potencjalnej roli biatka Mal w modulowaniu tego procesu postanowiono sprawdzi€, czy
zastosowanie inhibitora kinazy PI3K, 3-MA (179), wplynie na aktywacj¢ ekspresji cytokin
indukowana CpG-C w komoérkach BMDM. Zaobserwowano, ze inhibitor znosi zalezng od TLR9
ekspresjc mRNA dla IFNf w komoérkach typu dzikiego, natomiast ekspresja Tnf zostaje
zredukowana o okoto 60%. (Ryc. 6.8.1.1.)
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Ryc. 6.8.1.1. Poziom ekspresji I1fnbl oraz Tnf w komérkach BMDM WT i MalKO. Komorki
stymulowano CpG-C (5 uM) przez 4 godziny, przy braku lub w obecnosci 3-MA (5 uM), dodanego 1
godzing przed stymulacja ligandem. Nast¢pnie z komorek izolowano RNA i metoda gPCR oznaczano
ekspresje I1fnbl (A) i Tnf (B). Jako gen referencyjny zastosowano Hprtl. *p<0,001, **p<0,05

Nastepnie podobne badania przeprowadzono z wykorzystaniem komoérek CHME-5

infekowanych wirusem HSV-1 w obecnosci lub przy braku inhibitora 3-MA.
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Ryc. 6.8.1.2. Poziom ekspresji IFNB1 i TNF w komérkach CHME-5 infekowanych HSV-1. Komorki
stymulowano HSV-1 (MOI 1) przez 8 godzin, przy braku lub w obecnosci inhibitora PI3K 3-MA (5 uM),
dodanego 1 godzing przed infekcja. Nastepnie z komorek izolowano RNA i metoda qPCR oznaczano
poziom transkryptu dla IFNB (A) i TNFa (B). Jako gen referencyjny zastosowano HPRT1. *p<0,001,

**p<0,05

Zaobserwowano, ze podobnie jak w przypadku komérek BMDM, ekspresja IFNB1 ulegata
istotnemu zahamowaniu w komorkach traktowanych inhibitorem 3-MA przed stymulacja
wirusem HSV-1, natomiast poziom transkryptu dla TNFa zostat zredukowany o ponad potowe
(Ryc. 6.8.1.2)).

Dane te sugeruja, ze kinaza PI3 uczestniczy w aktywacji ekspresji genow kodujacych
cytokiny na drodze zaleznej od TLR9. Biorgc pod uwage udziat PI3-K w indukcji autofagii mozna

przypuszczac, ze istnieje powigzanie migdzy tym procesem, a szlakiem sygnatowym receptora

Toll-podobnego 9.
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6.8.2 Oddzialywanie bialka adaptorowego Mal z bialkiem Atgl16L1

W kolejnym etapie badan, stosujac koimmunoprecypitacje, sprawdzono potencjalng
zdolno$¢ biatka Mal do oddziatywania z biatkiem Atgl6L1, ktore bierze udzial w tworzeniu
autofagosoméw. W tym celu komorki HEK-TLR9 kotransfekowano wektorami kodujacymi
badane biatka i stymulowano wirusem HSV-1. Nastepnie z lizatow komoérkowych wyodrgbniano
Mal lub Atgl6L1 stosujac przeciwciata specyficzne wzgledem prezentowanych przez badane
biatka metek (HA lub Flag).

Zaobserwowano, ze biatko Atgl6L1 jest immunoprecypitowane wspoélnie z biatkiem Mal,
a dodatkowo jego ilo$¢ wzrasta w lizatach uzyskanych z komorek stymulowanych HSV-1. Wynik
ten sugeruje, ze biatko adaptorowe Mal moze wigzaé si¢ bezposrednio do biatka Atgl6L1.
Interakcja biatek Mal 1 Atgl6L1 moze mie¢ znaczenie podczas tworzenia si¢ fagoforu lub fuzji

autofagosomu z endosomem (Ryc. 6.8.2.1.).

Mal-HA + - + + + +
Atgl6L-Flag - + + + + +
IP: Flag + - + - + -
IP: HA - + - + - +
HSV-1 - - - - + +
IMMUNOPRECYPITAT
WB: anty-Flag ‘ ity — ‘ €— Atg-16L-Flag

LIZATY KOMORKOWE |
WB: anty-HA ‘ S G e S d‘ €— Mal-HA

WB: anty-Flag _ S 8‘ €— Atg-16L-Flag

Ryec. 6.8.2.1. Koimmunoprecypitacja bialek Mal i Atgl6L.1. Komo6rki HEK-TLR9 kotransfekowano
konstruktami zawierajagcymi gen kodujacy biatko Mal z metka HA lub biatko Atgl6L1 z metka Flag. Po
24 godzinach hodowli komorki stymulowano HSV-1 (MOI 1; 2 godziny). Nastgpnie komodrki poddawano
lizie i przeprowadzono immunoprecypitacje biatek z uzyciem przeciwciat anty-HA lub anty-Flag. W celu
wykrycia badanych bialek zarowno immunoprecypitaty, jak i lizaty komorkowe analizowano technika
Western Blotting.

6.9 BADANIE UDZIALU BIALKA MAL W AKTYWACJI CZYNNIKOW

TRANSKRYPCYJNYCH INDUKOWANYCH PRZEZ TLR9

6.9.1 Analiza reporterowa aktywacji regionu promotorowego genu IFNB1

Otrzymane dane sugeruja, ze biatko adaptorowe Mal jest niezbedne do aktywacji ekspresji

interferonu f na drodze zaleznej od TLR9. W kolejnych etapach pracy postanowiono
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zidentyfikowa¢ czynniki transkrypcyjne warunkujgce inicjacj¢ ekspresji genu IFNB1 regulowane
przez Mal. W tym celu wykonano analize reporterowa z uzyciem komérek HEK293 ze stabilng
ekspresja TLR9 (HEK-TLRY), przejsciowo transfekowanych wektorami reporterowymi
zawierajacymi sekwencje pelnego promotora dla IFNB1 lub jego poszczegélnych domen
regulatorowych: PRD I-III, PRD II, PRD IV. Komérki dodatkowo transfekowano wektorem
ekspresyjnym kodujacym gen dla Mal i infekowano HSV-1.
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Ryc. 6.9.1.1. Analiza reporterowa aktywacji promotora genu dla IFNf w komérkach HEK-TLR9
infekowanych HSV-1. Komorki HEK-TLR9 kotransfekowano plazmidami reporterowymi zawierajacymi
gen lucyferazy $§wietlika pod kontrola promotora genu IFNB1 lub jego poszczegdlnych domen: PRD I-11l,
PRD 11, PRD IV (80 ng) oraz wektorem ekspresyjnym kodujacym TIRAP (10 ng lub 20 ng). Kontrole
stanowily komorki nietransfekowane wektorem z sekwencja dla Mal. Po 16 godzinach hodowli komorki
traktowano HSV-1 (MOI 1) przez 8 godzin i poddawano lizie. Do lizatéw dodawano substrat dla lucyferaz
i mierzono poziom luminescenciji.

Zaobserwowano, ze w komorkach traktowanych HSV-1 dochodzito do aktywacji
promotora IFNB1, ktérg wzmagata ekspresja genu dla Mal. Kazda z domen PRD réwniez ulegata

aktywacji zaleznej od TLRY i byta regulowana przez Mal, jednakze najbardziej aktywna okazata
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si¢ domena PRDII, ktoéra jest odpowiedzialna za wigzanie czynnika transkrypcyjnego NF-xB
(Ryc. 6.9.1.1).

Nastepnie przeprowadzono kolejng analize reporterowa, w ktorej komorki HEK-TLR9
transfekowano wektorem ekspresyjnym z wklonowana sekwencja kodujaca domene TIR biatka
Mal oraz, tak jak poprzednio, plazmidami reporterowymi z sekwencjg pelnego promotora genu

dla IFNB lub poszczegdlnych domen regulatorowych PRD.
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Ryc. 6.9.1.2. Analiza reporterowa aktywacji promotora genu dla IFNp przez domene TIR bialtka Mal
w komorkach HEK-TLR9. Komoérki HEK-TLR9 Kkotransfekowano plazmidami reporterowymi
zawierajacymi gen lucyferazy $wietlika pod kontrolg promotora genu IFNB1 lub jego poszczegélnych
domen: PRD I-I1I, PRD II, PRD IV (80 ng) oraz wektorem ekspresyjnym z sekwencja kodujaca domeng
TIR biatka Mal (10 ng lub 20 ng). Kontrole stanowity komorki nietransfekowane wektorem Mal-TIR.
Po 24 godzinach hodowli komérki poddawano lizie. Do lizatow dodawano substrat dla lucyferaz i mierzono
poziom luminescencji.

Jak pokazano na Rycinie 6.9.1.2. nadekspresja plazmidu kodujacego Mal-TIR
powodowata aktywacje zarowno promotora genu dla interferonu f, jak i jego domen

regulatorowych, sposrod ktorych najsilniej aktywowana byta PRDII wigzaca czynnik NF-«B.
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Tym samym dane uzyskane z wykorzystaniem analizy reporterowej sugeruja, ze domena
PRDII odgrywa kluczowa role w indukcji ekspresji IFNB1 w komorkach wykazujacych
jednoczesng nadekspresje TLR9 i TIRAP.

6.10 BADANIE UDZIALU BIALKA MAL W REGULACJI AKTYWNOSCI CZYNNIKOW

TRANSKRYPCYJINYCH W MAKROFAGACH MYSICH

6.10.1 Badanie translokacji jadrowej czynnika transkrypcyjnego NF-kB i jej
wplywu na indukcje¢ cytokin

Jak zaobserwowano wcze$niej, w komérkach BMDM MalKO stymulowanych
CpG-C ODN nie dochodzito do degradacji podjednostki inhibitora czynnika transkrypcyjnego
NF-«B — IkBa. Jednakze, zarowno dane literaturowe, jak i omowiona powyzej analiza
reporterowa wskazujg, ze podczas aktywacji receptora TLR9 czynnik ten translokowany jest do
jadra komoérkowego, co prowadzi do indukcji ekspresji zaleznych od niego cytokin. Z tego
wzgledu postanowiono sprawdzié, czy czynnik transkrypcyjny NF-kB jest aktywowany przez
receptor TLR9 w komoérkach BMDM.

Wykorzystujac test zmiany ruchliwosci elektroforetycznej (EMSA) pokazano,
ze w BMDM typu dzikiego dochodzi do translokacji czynnika transkrypcyjnego NF-«kB do jadra
komorkowego, czego nie obserwowano w komorkach z nokautem genu kodujacego Mal. Dla
kontroli komoérki stymulowano lipopolisacharydem bakteryjnym (LPS). Rowniez w tym
przypadku NF-kB aktywowany byt jedynie w komoérkach typu dzikiego, co jest zgodne z danymi
literaturowymi (Ryc. 6.10.1.1.).

BMDMWT BMDM MalKO Ryc. 6.10.1.1. Badanie translokacji
czynnika transkrypcyjnego NF-xB
w komdérkach BMDM traktowanych
ligandem dla TLR9. Komérki BMDM WT

: 88 £ &8
11 ’ \" - i MalKO stymulowano CpG-C (5 uM) przez
| ] : 120 minut. Po tym czasie z komoérek
NF-KB—)' ! u - 3 =8 y b izolowano frakcje jadrowe, a nastgpnie,
.5 f )4

wcelu  zwigzania  czynnika ~ NF-kB,

- > N przeprowadzano inkubacje¢ ze specyficznymi,

: : znakowanymi  fluorescencyjnie  sondami

" oligonukleotydowymi. Probki poddawano

rozdziatlowi elektroforetycznemu w  zelu

poliakrylamidowym. Wizualizacje

przeprowadzano z uzyciem aparatu Odyssey
CLx Imaging System LI-COR.
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W zwigzku z powyzszym w kolejnym etapie postanowiono sprawdzi¢, czy zahamowanie

translokacji NF-kB wptywa na ekspresje genéw dla cytokin aktywowang ligandem dla TLRO.

W tym celu zastosowano farmakologiczny inhibitor translokacji jadrowej czynnika NF-xB —

JSH-23.

Jak pokazano na Ryc. 6.10.1.2. preinkubacja komoérek z JSH-23 powodowala

zahamowanie produkcji cytokin (IFNB i TNFa) przez komorki BMDM w odpowiedzi na ligand
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Ryc. 6.10.1.2. Poziom ekspresji Ifnbl i Tnf oraz
biologicznie aktywnych interferonéw typu I
w komérkach BMDM WT i MalKO. Komorki
stymulowano CpG-C (5 uM) przez 4 (A, B) lub
16 godzin (C), przy braku lub w obecnosci
inhibitora translokacji jadrowej czynnika NF-xB
JSH-23 (10 uM), dodanego na godzine przed
stymulacjag ligandem. Nastepnie z komorek
izolowano RNA 1 metodg PCR w czasie
rzeczywistym oznaczano poziom transkryptu dla
IFNB i TNFa (A, B) lub w medium znad komorek
oznaczano poziom interferonéw typu I metoda
biologiczng (C). *p<0,001
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6.10.2 Analiza wplywu bialka Mal na aktywacje¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB

Powyzsze obserwacje spowodowaly, ze postanowiono glebiej przeanalizowaé aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Wiadomym jest, ze aktywny NF-kB wystepuje w jadrze
komoérkowym w postaci dimeru (homodimeru lub heterodimeru) zbudowanego z biatek
nalezacych do rodziny Rel/NF-kB: NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), c-Rel, RelA (p65) oraz RelB.
Dwa pierwsze z tych bialek obecne sg w cytoplazmie w formie nieaktywnych prekursorow,
odpowiednio p105 i p100.

Powstanie form aktywnych poprzedzone jest fosforylacja prekursora, a nastgpnie jego
proteolityczng obrobka przez podjednostke 26S proteasomu. Z tego wzgledu, aby wyjasnié
zalezng od Mal aktywacje NF-xB postanowiono zbada¢ fosforylacje biatek p105 i p100.

BMDM WT BMDM MalKO

CpG-C (min) 0 60 120 0 60 120

p-p105 p b
tot-p105
p-p100
tot-p100 b e g

Ryc. 6.10.2.1. Fosforylacja prekursorow podjednostek czynnika NF-kB w komérkach BMDM
stymulowanych CpG-C ODN. Komérki WT i MalKO stymulowano CpG-C ODN (5 uM) przez okres$lony
czas. Nastepnie lizaty komorkowe poddawano SDS-PAGE. Detekcje biatek przeprowadzono z uzyciem
specyficznych przeciwcial i skierowanych przeciwko nim przeciwciat drugorzgdowych sprzezonych
z barwnikiem fluorescencyjnym w zakresie podczerwieni. Wizualizacj¢ przeprowadzano z uzyciem
aparatu Odyssey CLx Imaging System LI-COR.

W komoérkach typu dzikiego stymulowanych CpG-C ODN, w przeciwienstwie do komorek
z nokautem genu kodujacego biatko Mal, zaobserwowano wystgpowanie ufosforylowanej formy
p105. Natomiast biatko p100 nie ulegato fosforylacji ani w BMDM WT, ani w BMDM MalKO.
Poziom biatek ufosforylowanych analizowano w odniesieniu do biatka catkowitego (tot-p100

i tot-p105) (Ryc. 6.10.2.1.).
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Powstanie aktywnej formy NF-kB prowadzi do jego translokacji do jadra komoérkowego.
W zwiazku z tym w kolejnym kroku postanowiono zbada¢ obecno$¢ konkretnych podjednostek
tego czynnika transkrypcyjnego we frakcjach jadrowych komorek stymulowanych CpG-C ODN.

Kontrole poziomu biatka stanowita nukleolina.

BMDM WT BMDM MalKO

CpG-C (min) 0 60 90 120 0O 60 90 120

p65/RelA S c— w— G S b
RelB . e y-d T
c-Rel —_—— ~ ! E
p50 T i G ——

p52 - —

Nukleolina N . - ~ —

Ryc. 6.10.2.2. Analiza translokacji podjednostek czynnika NF-kB do jadra komérkowego. Komorki
stymulowano CpG-C ODN (5 pM) przez wskazany czas, a nastgpnie izolowano z nich frakcje jadrowe,
ktére poddawano SDS-PAGE. Detekcje biatek przeprowadzono z uzyciem specyficznych przeciwciat
i skierowanych przeciwko nim przeciwciat drugorzgdowych sprzezonych z barwnikiem fluorescencyjnym
w zakresie podczerwieni. Wizualizacj¢ przeprowadzano z uzyciem aparatu Odyssey CLx Imaging System
LI-COR.

Co ciekawe w komorkach typu dzikiego zaobserwowano translokacje cytoplazmatyczno-
jadrowa podjednostki RelA i c-Rel, a takze korespondujacy z fosforylacja p105 przyrost poziomu
biatka p50. Natomiast we frakcjach jadrowych otrzymanych z komorek z nokautem genu
kodujacego biatko Mal zidentyfikowano jedynie podjednostke RelA (Ryc. 6.10.2.2.). Uzyskany
wynik wskazuje, ze powstawanie kompleksu c-Rel/p50 regulowane jest na drodze zaleznej od

biatka Mal.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze:
Bialko Mal jest niezbedne do zaleznej od receptora Toll-podobnego 9 aktywacji ekspresji
genow kodujacych IFNB i TNFo w makrofagach mysich i ludzkich oraz w ludzkich
komorkach PBMC.
Mal reguluje aktywowana przez TLR9 fosforylacje kinaz ERK1/2 w makrofagach po
stymulacji HSV-1 lub syntetycznym oligonukleotydem bogatym w niemetylowane CpG.
Aktywnos¢ kinaz ERK1/2 wymagana jest do zaleznej od TLR9 indukcji ekspresji IFNB1
i TNF.
Fosforylacja kinaz ERK1/2 w szlaku zaleznym od TRL9/Mal nie jest regulowana przez
kinazy BTK oraz Tpl-2, jednakze zahamowanie aktywnosci Tpl-2 blokuje ekspresje Ifnbl
i ostabia Tnf.
W proces indukcji ekspresji Ifnbl i Tnf zaleznej od TLRY zaangazowana jest kinaza
fosfatydyloinozytolu (P13K).
Biatko Mal wykazuje zdolnos$¢ do interakcji z Atgl6L1 — biatkiem wchodzacym w sktad
kompleksu bioracego udziat w tworzeniu autofagosomow.
NF-kB jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywujacym ekspresje genow na drodze zaleznej
od TLR9/Mal.
Biatko Mal warunkuje translokacje cytoplazmatyczno-jadrowa dimeru c-Rel/p50.
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Od momentu odkrycia biatko Mal byto uwazane za biatko adaptorowe receptoréw Toll-
podobnych zakotwiczonych w blonie komorkowej. Pionierskie badania dotyczace szlakow
sygnatlowych zaleznych od TLR pokazywaly, ze Mal nie jest angazowany przez receptory
endosomalne, m.in. przez TLR9. Potwierdzaty to eksperymenty, w ktorych wykorzystano
komorki z nokautem genu kodujacego Mal, bowiem nie obserwowano w nich zahamowania
produkcji cytokin w odpowiedzi na aktywacje TLRY (116). Kotwiczenie Mal wylacznie do
blonowych TLR uzasadniala rowniez jego budowa, a mianowicie obecnos¢ N-terminalnej
domeny preferencyjnie wigzacej fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan, ktory w przewadze
wystepuje w tratwach lipidowych btony komoérkowej (114-116). Doniesienia literaturowe na
temat biatka Mal dotyczyty gtownie kaskad sygnatowych receptorow TLR4 i TLR2. Rozwigzanie
struktury krystalicznej Mal pozwolito na doktadne, jak si¢ wydawato, okreslenie funkcji tego
adaptora. Postulowano, ze Mal w swej domenie TIR posiada rejony o negatywnym tadunku,
umozliwiajace oddzialywanie regionéw TIR receptora TLR4 i biatka adaptorowego MyD8S,
ktore w catosci natadowane sg dodatnio (122, 123).

Juz wczesniej pojawily si¢ pewne przestanki sugerujace, ze Mal moze dokowac¢ si¢ do
innych lipidow, m.in. obecnych w blonie endosomu reszt fosfatydyloinozytolo-3-fosforanu
(P1(3)P) oraz fosfatydyloseryny (PS), a tym samym uczestniczy¢ w organizowaniu struktur
Myddosome’u na domenach TIR wewnatrzkomorkowych receptoréw Toll-podobnych. Jednakze
obserwacje te byty marginalizowane ze wzgledu na zalozenie, ze adaptor MyD88 bezposrednio
oddziatuje z domenami TIR receptoréow zakotwiczonych w pgcherzykach endosomalnych (118).
Przypuszczenia te wysnuto na podstawie wspomnianych juz obserwacji uzyskanych
z wykorzystaniem komoérek z nokautem Mal, w ktérych przekazanie sygnalu od
wewnatrzkomorkowych TLR nie zostato zaburzone. Jednakze, najprawdopodobniej w badaniach
tych uzyskano efekty niespecyficzne spowodowane zastosowaniem zbyt wysokich st¢zen
ligandow (116, 180). Ponadto w pismiennictwie pojawiaty si¢ informacje, z ktorych wynikato,
ze w systemach dwuhybrydowych biatko MyD88 oddziatuje bezposrednio jedynie z nielicznymi
TLR i nie ma mozliwo$ci wigzania TLR9. Postulowano takze istnienie odrebnego biatka, ktore,
tak jak Mal dla TLR4, byloby pomostem migdzy MyD88 a domeng TIR TLR9 (181, 182).

W roku 2010 potwierdzono, ze biatko Mal jest angazowane w szlak sygnatowy receptora
TLR3. Bylo to pierwsze doniesienie o udziale biatka Mal w kaskadzie sygnatowej TLR z grupy
receptorow endosomalnych aktywowanych kwasami nukleinowym. Jak pokazano, w tym
konkretnym przypadku, Mal jest regulatorem negatywnym, gdyz wigzac si¢ z czynnikiem
transkrypcyjnym IRF7 moze blokowaé jego rekrutacje do domeny PRDI-1Il enhanceosomu
IFNB1, upos$ledzajac tym samym synteze IFNB (183). Jest to mechanizm nietypowy,
uniezalezniony od homotypowego oddzialywania domen TIR. Ponadto TLR3 jako jedyny
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receptor Toll-podobny wykorzystuje do przekazania sygnatu wytgcznie adaptor TRIF bez udziatu
MyD88 (41, 184), dlatego tez bezposrednie przetozenie takiego mechanizmu na pozostate
endosomalne TLR byto nieuprawnione.

Wreszcie w roku 2014 zespot kierowany przez Kagana zweryfikowal otrzymane
wczesniej dane dotyczace kotwiczenia si¢ Mal preferencyjnie do mikrodomen btony komorkowej
bogatych w P1(4,5)P,. Okazato si¢, ze biatko to ma mozliwo$¢ wigzania szerokiego spektrum
reszt lipidowych prezentowanych w btonach biologicznych, rowniez endosomalnych (185).

Badania omawiane w niniejszej rozprawie wskazuja, ze Mal bierze udzial w przekazaniu
sygnatu przez receptor TLRY, a uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie z danymi opublikowanymi
przez Bonhama i wsp., z ktoérych wynika, iz biatko Mal kotwiczone jest zardbwno do btonowych
tratw lipidowych, jak i do endosoméw. Fakt ten wspiera hipotezg, ze biatko to jest wspolnym
tacznikiem domen TIR receptorow Toll-podobnych i biatka MyD88. Zatem wszystkie receptory,
ktérych szlak sygnatowy angazuje MyD88 wigza adaptor Mal (185).

Pierwsze etapy badan omawianych w niniejszej pracy przeprowadzono stosujac naturalny
ligand receptora TLR9, jakim jest wirus opryszczki pospolitej typu | (HSV-1).

Wiele receptorow bedacych tzw. pierwsza linia obrony komorki przed inwazja
patogenéw jest angazowanych w rozpoznawanie tego wirusa, poczawszy od TLR
powierzchniowych aktywowanych glikoproteinami wirusowymi, poprzez TLR endosomalne, na
sensorach cytozolowych kwasoéw nukleinowych skonczywszy (186, 187). Wsrod receptorow
Toll-podobnych trzy: TLR2, TLR9 i TLR3 rozpoznaja komponenty wirusa HSV-1. TLR2 jest
receptorem dla glikoprotein ostonki, TLR9 wigze DNA wirusa, hatomiast TLR3 aktywowany jest
przez powstajacy podczas replikacji dsRNA (166, 172, 188). Po aktywacji wymienionych wyzej
receptorow uruchamiane sa szlaki sygnalowe prowadzace do indukcji przeciwwirusowych
interferonéw i cytokin prozapalnych. Genom wirusa opryszczki typu I zawiera kilka genow
kodujacych biatka warunkujgce blokowanie tych szlakow i tym samym umozliwiajacych
unikni¢cie indukcji odpowiedzi przeciwwirusowej. Co ciekawe, celem jednego z biatek
warunkujacych ucieczke HSV-1 przed mechanizmami obronnymi komorki jest biatko Mal.
Bowiem kodowane przez HSV-1 natychmiastowe-wczesne biatko ICPO (ang. Infected Cell
Protein 0), dzieki aktywnosci E3 ligazy ubikwityny, ma mozliwo$¢ skierowania adaptora Mal,
a takze MyD88, do degradacji proteasomalnej, tym samym uposledzajac przekazanie sygnatu
od receptora TLR2 (189).

Wiadomym jest, ze HSV-1 jest wirusem neurotropowym, majgcym zdolno$¢
do ustanawiania zakazen latentnych. Wykazano zwigzek miedzy zakazeniem HSV-1
a patogeneza zapalenia moézgu, w tym konkretnym przypadku zwanym opryszczkowym

zapaleniem mozgu (ang. Herpes Simplex Encephalitis, HSE) (161).

80



DYSKUSJA WYNIKOW

W stanach infekcji ochronng role dla osrodkowego uktadu nerwowego petnig komorki
mikrogleju rozpoznajace i usuwajace patogeny, ktore przekroczyly barier¢ krew-mozg (190).
Majac to na uwadze do badan wykorzystano lini¢ ludzkiego mikrogleju CHME-5. Komorki
infekowano szczepem wirusa, oryginalnie pochodzacym od pacjenta, u ktérego rozwingto sie
opryszczkowe zapalenie mozgu (191). Dane pokazane na rycinie 6.1.2. wskazuja, ze indukowana
przez HSV-1 odpowiedz odpornosciowa, objawiajgca si¢ ekspresja genow kodujacych IFNP
i TNFa, jest regulowana przez Mal, gdyz wyciszenie genu kodujacego Mal hamowato produkcje
badanych cytokin.

Do tej pory tylko Bonham i wsp. postulowali, ze aktywacja TLR9 przez HSV-1 badz
ligand syntetyczny indukuje ekspresje cytokin zalezng od obecnosci Mal, nie wyjasniajac jednak
mechanizmu regulacji szlaku sygnatowego (185). W opisanych przez t¢ grupe badawcza
eksperymentach zastosowano szczepy KOS A i KOS CE wirusa, ktére indukujg zalezng od TLR9
i niezalezng od TLR2 odpowiedz odpornosciows. Jednakze w badaniach tych pomini¢to udziat
innych potencjalnych sensorow DNA, ktore mogltyby w pewnych warunkach by¢ aktywowane
genomem HSV-1 (192, 193). Z uwagi na powstate niejasnos$ci w niniejszej pracy zastosowano
syntetyczny oligonukleotyd blokujacy TLR9 (INH-1 ODN), co umozliwito potwierdzenie
znaczenia receptora TLR9 w rozpoznawaniu genomu HSV-1 przez komorki CHME-5
(Ryc. 6.1.3.) (194).

Zuwagi na fakt, ze linia CHME-5 jest liniag embrionalna, poddang dodatkowo na potrzeby
eksperymentéw omawianych w niniejszej pracy transdukcji lentiwirusowe;j, efekty obserwowane
na tym modelu badawczym potwierdzono réwniez na ludzkich komérkach PBMC izolowanych
z krwi obwodowej zdrowych dawcow. Dodatkowo w badaniach z wykorzystaniem PBMC
zastosowano syntetyczny oligonukleotyd zawierajacy niemetylowane sekwencje CpG, ktory jest
specyficznym aktywatorem TLR9. Jak wspomniano w rozdziale Wstep, istniejg trzy podstawowe
struktury syntetycznych oligonukleotydéw z sekwencjami CpG: multimeryczne CpG-A,
monomeryczne CpG-B i CpG-C - taczace cechy form A i B (195). Roznice strukturalne miedzy
tymi oligonukleotydami determinuja rdézne czasy migracji przez pecherzyki endosomalne, co
skutkuje ekspresja réznych repertuarow cytokin. W badaniach uzyto CpG-C ODN, poniewaz
posiada on sekwencje palindromowa, odpowiedzialng za aktywacje TLR9 we wczesnych
i poznych endosomach. Co wigcej, w eksperymentach z wykorzystaniem PBMC zastosowano
odmienny mechanizm blokowania funkcji Mal, a mianowicie zahamowanie oddzialywania
domen TIR adaptora Mal z innymi biatkami specyficznym peptydem inhibitorowym MallP.
Zarowno w komorkach infekowanych HSV-1, jak i stymulowanych CpG-C ODN w obecnoS$ci
peptydu blokujagcego Mal, obserwowano spadek indukcji ekspresji mRNA IFNB1 (Ryc. 6.2.1.).
Zatem rézne mechanizmy ,,wylaczenia” Mal, tj. wyciszenie ekspresji genu lub fizyczne
zablokowanie interakcji biatka Mal z Myddosomem i TLR9 prowadzity do zbieznych obserwacji

eksperymentalnych.
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Rola adaptora MyD88 w szlaku sygnatlowym receptora TLRY jest dobrze
udokumentowana. Uruchomienie kaskady sygnatowej zaleznej od Myddosomu skutkuje
translokacja do jadra komorkowego czynnika NF-xB, bgdacego kluczowym czynnikiem
transkrypcyjnym regulujacym reakcje zapalng. NF-«xB w komodrkach spoczynkowych
utrzymywany jest w cytoplazmie przez IkBa, co zapobiega jego wiazaniu z odpowiednimi
sekwencjami DNA w jadrze. Degradacja [xkBa bedaca skutkiem aktywacji szlakéw sygnatowych
uwalnia NF-kB i umozliwia indukcje ekspresji genow (183, 196). Rownolegle, z danych
literaturowych wynika, ze pod wptywem aktywacji receptoréw Toll-podobnych angazujacych
adaptor Mal, dochodzi do fosforylacji kinaz z rodziny MAP m.in. ERK1/2 oraz p38.

Uzyskane w toku realizacji badan do niniejszej pracy wyniki potwierdzity,
ze W komorkach CHME-5 infekowanych HSV-1 dochodzi do zaleznej od Mal fosforylacji kinaz
ERK1/2. Natomiast, co zaskakujace nie obserwowano spodziewanej degradacji podjednostki
inhibitorowej czynnika transkrypcyjnego NF-xB (Ryc. 6.3.1.).

Planujagc kolejne eksperymenty wzigto pod uwage doniesienia literaturowe dotyczace
mechanizmu dziatania inhibitorowych oligonukleotydéw (INH-ODN), ktore sugerowaty
mozliwo$¢ =zaistnienia efektow niespecyficznych, wywotanych bezposrednia interakcja
oligonukleotydow z HSV-1 i zaburzenia replikacji wirusa (197). Efektywne wigzanie genomu
HSV-1 do TLRY nie jest uzaleznione od wczesniejszej replikacji wirusowego materialu
genetycznego. Pokazano, ze HSV-1 inaktywowany promieniowaniem UV byl nadal
rozpoznawany przez TLR9 i wzbudzal aktywacje odpowiedzi odpornosciowej. Dlatego tez
ewentualne oddziatywanie INH-ODN z HSV-1 nie powinno zaburza¢ rozpoznania materiatu
genetycznego wirusa przez ten receptor (60). Ponadto w badaniach opisanych w niniejszej pracy
wykorzystano odmienny inhibitor niz omawiany w przytoczonym doniesieniu, a efekty
niespecyficzne prezentowane przez INH-1 ODN nie s3 znane.

Jednakze kontrowersje dotyczace potencjalnego niespecyficznego odziatywania INH-1
ODN z wirusem HSV-1, jak i samo zastosowanie HSV-1 jako liganda dla TLR9 byly podstawg
do zaangazowania dodatkowego modelu badawczego, a mianowicie unie$miertelnionych mysich
makrofagdéw réznicowanych ze szpiku kostnego (BMDM). Unie$miertelnione linie komorkowe
pochodzity zmyszy typu dzikiego oraz znokautem genu kodujgcego biatko Mal,
co wyeliminowato koniecznos¢ wykonywania pewnych procedur eksperymentalnych,
jak przejsciowe wyciszanie genu TIRAP technikg shRNA czy tez blokowanie oddziatywan TIR-
TIR specyficznym peptydem, uniezalezniajagc tym samym powtarzalno$¢ wynikow
od uzyskanego poziomu zahamowania funkcji Mal. Ponadto, w badaniach dotyczacych
mechanizmu regulacji szlaku sygnatowego TLRY przez biatko Mal w komoérkach BMDM,
HSV-1 zastapiono ligandem syntetycznym, CpG-C ODN.

Ekspresja genow kodujacych badane cytokiny, IFNB i TNFa, aktywowana przez CpG-C

byta znacznie zmniejszona w komérkach BMDM z niedoborem Mal w poréwnaniu do komorek
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typu dzikiego, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez Bonhama i wspolpracownikoéw
(Ryc.6.4.2.1.16.4.2.2.) (185).

Dalsze badania pozwolilty na okresleniec mechanizmu regulacji odpowiedzi

odpornosciowej zaleznej od TLR9 przez biatko Mal. Poddano analizie aktywacj¢ wybranych
biatek kaskady sygnatowej zaleznej od TLR9 oraz jego interakcji z MyD88 i zaobserwowano
zahamowanie fosforylacji ERK1/2 w komorkach z nokautem genu dla Mal (Ryc. 6.5.1.).
Informacje dostgpne w piSmiennictwie nie wyjasniajg czy indukowana przez TLR9 ekspresja
gendéw dla cytokin zwigzana jest z aktywacja ERK1/2. Mimo, ze dotychczasowe badania
skupiajace si¢ na szlakach TLR2 i 4 pokazaly zalezng od adaptora Mal aktywacje ERK1/2 to rola
tych kinaz w szlaku TLR9/Mal/MyD88 nie zostata szczegétowo poznana.
Eksperymenty opisane w niniejszej pracy wyraznie wskazuja, ze fosforylacja ERK1/2
aktywowana CpG-C zachodzita jedynie w komorkach WT, a inhibitor farmakologiczny ERK1/2
(FR180204) powodowat zahamowanie wytwarzania cytokin (Ryc. 6.5.2.1.16.5.2.2.). Otrzymane
wyniki pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi uzyskanymi z uzyciem mysich makrofagow
linii J774. Pokazano, ze w komorkach tych CpG nie indukowato istotnej fosforylacji ERK1/2
w ciggu 60 minut (198). Natomiast w mysich BMDM fosforylacja ERK1/2 na drodze zaleznej od
TLRY charakteryzowata si¢ op6zniong kinetyka. Jak pokazano, efekt ten zwigzany byt z zalezna
od Tpl2 aktywacja oksydazy NADPH, anastepnie autokrynng aktywacja ERKI1/2 przez
reaktywne formy tlenu (199).

Z uwagi na fakt, ze mechanizm prowadzacy do fosforylacji ERK1/2 na drodze zalezne;j
od TLR9/Mal nie jest znany postanowiono zweryfikowa¢ potencjalny udzial w tym procesie
dwach kinaz biatkowych, a mianowicie kinazy Brutona i Tpl-2. Biatka te zostaty wytypowane do
analizy na podstawie dostgpnych danych literaturowych sugerujacych bezposrednie
oddzialywanie kinazy Brutona z biatkiem Mal oraz zaangazowanie Tpl-2 w aktywacje kinaz
MEK1/2.

Kinaza Brutona (BTK) jest cztonkiem rodziny kinaz treoninowych Tec i zostata poznana
jako biatko regulujace mechanizmy zwigzane z rozwojem i réznicowaniem limfocytow B, a takze
przekazywaniem sygnatu od receptora BCR. Mutacje genu kodujacego BTK sa przyczyna
agammaglobulinemii sprz¢zonej z chromosomem X (XLA) i objawiajag si¢ niedoborem
limfocytow B we krwi (200). Od kilkunastu lat badana jest takze rola BTK w szlakach
sygnatowych receptoréw Toll-podobnych. Wykazano mozliwo$¢ bezposredniego oddzialtywania
BTK z domenami TIR m.in. z Mal, TLR4, TLR6, TLR8, TLR9, jak i MyD88, a takze kinaza
IRAK1 (201).

Jak pokazano, podczas stymulacji komorek ligandami dla TLR2 i TLR4, odpowiednio
MALP-2 i LPS, dochodzito do zaleznej od BTK aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-«B,
co udowodniono stosujgc farmakologiczny inhibitor kinazy. Szczegdlowa analiza tego efektu

wykazata, ze po aktywacji wymienionych receptorow swoistymi ligandami, biatko adaptorowe
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Mal byto fosforylowane przez BTK na trzech resztach tyrozyny (Y86, Y106, Y187). Sposrdéd
nich dwie, Y86 i Y106, byly krytyczne dla aktywacji NF-xB, gdyz ich zamiana na alanine
skutkowata ostabieniem wigzania si¢ tego czynnika do wlasciwej mu sekwencji reporterowe;j
(119).

W komorkach z nokautem genu kodujacego BTK obserwowano dysregulacje produkcji
cytokin w odpowiedzi na LPS i CpG. Z jednej strony poziom przeciwzapalnej IL-10 byt obnizony
w stosunku do komorek wykazujacych prawidtowa ekspresj¢ genu dla BTK, z drugiej natomiast
produkcja prozapalnej IL-6 byta podwyzszona. Prawdopodobnie zawyzony poziom produkcji
IL-6 w komorkach z nokautem BTK wynikat wtasnie z niedoboru IL-10. Drugim mozliwym
wyjasnieniem takiego efektu byla zaburzona aktywacja kinaz z rodzin MAP. Bowiem
w komorkach z nokautem BTK dochodzilo do wzmocnionej i dtugotrwalej aktywacji kinaz
ERK1/2. Sugeruje to, ze BTK dziatajac na szlaki sygnatowe zalezne od TLR moze wptywac na
utrzymanie rownowagi pomig¢dzy syntezg cytokin przeciw i prozapalnych (197).

Biorac pod uwage doniesienia o wspoéldzialaniu receptorow TLR2 i TLR9
W rozpoznawaniu np. zakazen HSV-1 wydaje si¢ prawdopodobne, ze BTK moze posredniczy¢
W taczeniu 1 synergistycznym dziataniu szlakow zaleznych od TLR badz tez ich wzajemnej
negatywnej regulacji, co pozwala zapobiega¢ nickontrolowanemu rozwojowi procesu zapalnego.

Co ciekawe, inny zespdt badawczy pokazal, ze fosforylacja Mal przez BTK w szlaku
sygnatowym TLR2 i TLR4 jest przejsciowa i skutkuje szybka degradacja biatka adaptorowego.
Fosforylacja ta jest prawdopodobnie wymagana do rekrutacji ligazy E3 ubikwityny, SOCS-1,
a nastepnie poliubikwitynacji Mal na resztach K15 i K16, co z kolei kieruje Mal do proteasomu.
Sugerowano, ze szybka degradacja Mal stanowi mechanizm negatywnej regulacji szlakow
zaleznych od TLR2 i TLR4, zapobiegajacy powstawaniu przewleklego stanu zapalnego (198).
Zaskakujace jest jednak to, ze w komoérkach stymulowanych ligandem TLR9 nie obserwowano
degradacji Mal, begdacej nastepstwem fosforylacji zaleznej od BTK, co po raz kolejny miato
dowodzi¢, iz Mal nie jest angazowany w szlak sygnatowy zalezny od tego receptora (198).

W toku przeprowadzonych badan nie potwierdzono udzialu BTK w szlaku zaleznym od
TLR9/Mal. Zastosowanie inhibitora farmakologicznego BTK, LFM-A13, nie zaburzylo
fosforylacji ERK1/2 aktywowanej przez CpG-C ODN (Ryc. 6.6.1.), nie wyklucza to jednak
bezposredniego oddziatywania kinazy z biatkiem Mal.

Zgodnie z piSmiennictwem kinazg odpowiedzialng za aktywacje¢ ERK1/2 w szlakach
sygnatowych zaleznych od TLR jest Tpl2 (MAP3KS) — kinaza serynowo-treoninowa z rodziny
MAP (MAP3K) zidentyfikowana jako protoonkogen (199). Z badan wynika, Ze kinaza Tpl2 moze
tworzy¢ kompleks z prekursorem podjednostki pS0 NF-«kB, a mianowicie p105. Kompleks ten
stabilizuje kinaze, a takze zapobiega jej niepozadanej aktywacji. W nastgpstwie stymulacji

makrofagéw LPS, pl105 zostaje skierowane do degradacji proteasomalnej, a Tpl-2 ulega
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autofosforylacji. Uwolniona kinaza Tpl-2 moze aktywowa¢ MEKI1/2, ktérych substratem sa
kinazy ERK1/2 (148).

Rola Tpl2 w szlakach sygnatowych receptoréw Toll-podobnych pozostaje kwestig sporna
wérod badaczy. Istnieja doniesienia sugerujace, ze kinaza ta moze negatywnie regulowaé
ekspresje genu kodujacego IFNP w makrofagach i mDC stymulowanych ligandami dla TLR4
i TLR9. Co ciekawe i w tym wypadku efekt uzalezniony byt od modulacji aktywnosci kinaz
ERK1/2, ktore nie ulegaty fosforylacji w komorkach z nokautem genu dla Tpl-2 (202).

Uzyskane dane potwierdzity, ze pomimo braku korelacji migdzy zahamowaniem kinazy
Tpl-2 inhibitorem farmakologicznym, a fosforylacja ERK1/2 (Ryc. 6.7.1.), kinaza Tpl2 petni
istotng role w indukcji ekspresji IFNB1 (Ryc. 6.7.2.). Dokladne wyjasnienie tego procesu
wymaga jednak dalszych badan.

Tradycyjnymi procesami unieszkodliwiania patogenéw przez komorki zerne, takie jak
makrofagi, sa fagocytoza lub endocytoza, podczas ktérych uruchamiane sg rozmaite szlaki
sygnatowe prowadzace do wzbudzenia odpowiedzi odpornos$ciowej. Wirusy wyksztatcity jednak
strategie ucieczki badz omijania klasycznych $ciezek unikajac tym samym rozpoznania przez
mechanizmy wczesnego reagowania, jakimi sg receptory TLR. Dlatego pewne procesy
zachodzace w komorce, ktore niegdys nie byly wiazane z odpowiedzia odpornosciowa, okazaty
si¢ dodatkowym elementem zabezpieczajacym organizm przed rozwojem infekcji.

Jednym z takich mechanizmdéw jest autofagia, ktoérej gtownym przeznaczeniem jest
degradacja agregatow biatkowych oraz wadliwych organelli. W procesie autofagii nastepuje
wyodrebnienie obszarow cytoplazmy, ktore otaczane sg btong izolacyjna, formujac tzw. fagofor.
Nastegpnie blona ta ulega elongacji i zamknigciu tworzac autofagosom. Kolejnym etapem
dojrzewania autofagosoméw jest fuzja z lizosomami, dzigki ktérej dostarczane sa enzymy
lityczne warunkujace degradacje cargo.

Poczatkowe badania dotyczace procesow zwigzanych z autofagia skupione byly na jej
roli wusuwaniu endogennych biatek lub calych organelli. Jednakze okazato sie, Ze izolacja
fragmentow cytoplazmy jest tez najprawdopodobniej strategig komorki w usuwaniu bytujacych
W niej patogenow, w tym wirusow m.in. HSV-1 (203). Proces ten zostal nazwany ksenofagig
(ang. Xenophagy), dla odréznienia go od klasycznej autofagii, mimo ze oba angazujg t¢ samg
maszyneri¢ molekularng (204).

Ponadto dane sugeruja, ze kolejne etapy dojrzewania autofagosoméw warunkowane
dotaczaniem endosoméw, umozliwiajg zetkniecie si¢ tadunku pecherzyka z receptorami Toll-
podobnymi, a w konsekwencji rozpoznanie specyficznych ligandoéw, jakimi sg wirusowe kwasy
nukleinowe 1 aktywacje zaleznych od TLR kaskad sygnalowych. Ponadto, zgodnie
Z piSmiennictwem, podczas autofagii indukowanej glodzeniem komorek ekspresja genow

kodujacych receptory Toll-podobne jest znacznie podwyzszona. Sugeruje to zwigzek autofagii
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Z rozpoznawaniem patogenéow wewngtrzkomorkowych, w tym wirusow, na drodze zaleznej
od TLR.

Material genetyczny wirusa moze znalez¢ si¢ w autofagosomie w nastepstwie rozmaitych
mechanizméw. Po sekwestracji fragmentu cytoplazmy przez formujacy si¢ fagofor, kapsyd
bytujacego w niej wirusa zostaje zdegradowany dzigki proteazom dostarczonym wraz
Z lizosomem, a genom jest uwalniany do $wiatlta pecherzyka. Wirusowy material genetyczny
moze tez by¢ dostarczony do cytoplazmy bezposrednio na drodze fuzji otoczki i btony
komoérkowej, a nastepnie zosta¢ pochtoniety przez fagofor. Ponadto, dane sugerujg proteasomalng
degradacje¢ kapsydu, gdyz pokazano, ze HSV-1 podlega ubikwitynacji i zostaje skierowany do
proteasomu 26S, co skutkuje uwolnieniem genomu (205), ktéry nastgpniec moze zostaé
wyizolowany przez maszyneri¢ molekularng zwigzang z autofagia (206).

Jednym z pierwszych etapow tworzenia si¢ autofagosomoéw jest fosforylacja
fosfatydyloinozytolu obecnego w btonach biologicznych przez kinaze PI3 (207). Uwaza sie,
ze anionowe reszty fosfatydyloinozytolu stanowig kod rekrutacji biatek wigzacych lipidy
do poszczegdlnych bton biologicznych (208). Ufosforylowana forma fosfatydyloinozytolu
(PI(3)P) rozpoznawana jest przez biatko WIPI2b, ktore nastepnie rekrutuje do membrany
izolacyjnej kompleksy biatek Atg kontrolujace proces formowania i dojrzewania autofagosomow
(209).

Inhibitory PI3K sa powszechnie stosowane jako czynniki hamujace autofagi¢. Mimo
braku specyficznosci w kierunku PI3K klasy III, bowiem inhibitory te blokuja tez PI3K klasy I,
uwaza sie, ze hamuja autofagi¢ poprzez blokowanie fosforylacji fosfatydyloinozytolu
do fosfatydyloinozytolo-3-fosforanu (207).

Zaobserwowano, ze zahamowanie aktywnos$ci PI3K inhibitorem 3-metyloadening
prowadzilo do obnizenia ekspresji genéw kodujacych IFNP i TNFo w komorkach CHME-5
infekowanych HSV-1, ale takze BMDM WT traktowanych CpG-C (Ryc. 6.8.1.1. i 6.8.1.2.),
CO sugeruje, ze autofagia moze by¢ jednym z procesow angazowanych do eradykacji HSV-1
w makrofagach.

W sktad kompleksu PI3K zaangazowanego w inicjacj¢ autofagii wchodzi biatko Beklina-
1, ktéra inicjuje proces powstawania fagoforu. Interesujacym jest fakt, ze wirus HSV-1 ma
zdolno$¢ ingerencji w ten proces. W obrebie materialu genetycznego wirusa obecny jest gen
kodujacy biatko ICP34.5 niezbedne do replikacji HSV-1 w neuronach (210). Zaobserwowano, ze
biatko to ma takze zdolno$¢ do bezposredniego oddzialywania z Bekling-1 wptywajac tym
samym na upo$ledzenie autofagii. Usuniecie z ICP34.5 domeny bbd (ang. Beclin-1 binding
domain) odpowiedzialnej za t¢ interakcje, skutkowalo obnizeniem poziomu replikacji wirusa,
a W konsekwencji zmniejszeniem S$miertelnosci myszy w wyniku rozwinigcia wirusowego
zapalenia moézgu (211). Mechanizm ten sugeruje, ze autofagia jest jednym z elementow

przeciwwirusowej obrony komorki.
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Jak juz wspomniano, fosforylacja PI do PI(3)P jest wstepnym etapem warunkujacym
organizacj¢ maszynerii molekularnej autofagii. Wigzanie si¢ do powstajacej membrany
izolacyjnej kompleksow biatek Atg umozliwia jej elongacje i dojrzewanie autofagosomow.
W poczatkowym etapie formowania autofagoforu krytyczny jest kompleks zlozony
z Atg5-Atgl2/Atgl6L1, majacy aktywnos$¢ podobng do E3-ligazy. Biatko Atgl6L odpowiada
za prawidlowe dokowanie kompleksu do tworzacego si¢ autofagoforu, zalezne od interakcji
z biatkami wigzacymi PI(3)P. Zgodnie z danymi literaturowymi odpowiednie umiejscowienie
tego kompleksu jest niezbedne do prawidlowej lipidacji biatka LC3, czyli jego konwersji do
LC3-Il, a co za tym idzie dalszej elongacji autofagosomu (212). Badania pokazuja, ze aktywacja
niektéorych TLR, prowadzila do powstawania punktow LC3-II na blonie makrofagow,
€O bezposrednio jest dowodem na angazowanie maszynerii autofagosomalnej przez szlaki
sygnatowe TLR, jako ze powstawanie LC3-II jest markerem autofagosomow (178).

W niniejszej pracy metoda koimmunoprecypitacji potwierdzono bezposrednie
oddziatywanie biatka Mal z Atgl6L1, ktore dodatkowo wzmagane bylo infekcja komorek
HSV-1 (Ryc. 6.8.2.1.). Wydaje si¢, ze w przypadku infekcji wirusowych Mal moze by¢
elementem rusztowania umozliwiajacym tworzenie autofagosomow tuz przy endosomach,
W btonach ktorych zakotwiczone sg receptory TLR. Dzigki temu komoérka moze w dwojaki
sposob uchronic si¢ przed dalszym rozwojem infekcji: po pierwsze material genetyczny wiruséw,
ktore zostaty wychwycone przez autofagosomy zostaje dostarczony do wtasciwego im receptora,
po drugie umozliwia to usuniecie wirusow, ktérym udato si¢ wydosta¢ z endosomu.

Analogiczny przypadek dokowania kompleksu Atgl6L obserwowano po aktywacji
receptorow Nodl i Nod2 nalezacych do grupy NLR, wiazacych bakteryjne peptydoglikany.
Pokazano ich bezposrednie oddziatywanie z biatkiem Atgl6L1, co umozliwialo nukleacje
pecherzykow autofagosomalnych przy blonie komorkowej, w miejscu wnikania bakterii z rodzaju
Salmonella (213).

Mimo rosnacej liczby doniesien dotyczacych udzialu autofagii w usuwaniu patogenow
z wnetrza komorki, badacze spierajg si¢ co do specyficznosci samego procesu. Pokazano bowiem,
ze kompleks Atgl6L moze by¢ zaangazowany w procesy lipidacji LC3 niezwigzane z autofagia,
badz tez zbiorczo zwane autofagia niekanoniczng. Okazalo sig, ze lipidacja LC3 zachodzi nie
tylko podczas klasycznej autofagii, ale takze w niektorych przypadkach fagocytozy,
mikropinocytozy oraz podczas infekcji wirusowych. W tych przypadkach LC3 koniugowany byt
do reszt fosfatydyloetanoloaminy bton endosomoéw. Co ciekawe niekanoniczne procesy lipidacji
LC3 nie angazujg typowej maszynerii zwigzanej z autofagia, jak ULKI1, PI3KC3 czy Atg9,
wymagajg jednakze kompleksow biatkowych odpowiedzialnych za koniugacj¢ LC3 do reszt
lipidowych czyli Atg3, Atg7 i kompleksu Atg12-Atg5-Atgl6L1 (214).

Zgodnie z pisSmiennictwem, receptor Toll-podobny 9 moze indukowac procesy czgsciowo

angazujace biatka zwigzane z autofagia, przy czym sa one rowniez zaliczane do autofagii
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niekanonicznej. Bowiem w skutek aktywacji TLR9 kompleksami DNA z autoprzeciwciatami,
ktorych obecno$¢ powigzana jest z chorobami autoimmunizacyjnymi jak np. toczen
rumieniowaty uktadowy, obserwowano indukcje fagocytozy i towarzyszacg jej rekrutacje biatka
LC3 do powstajacych fagosomow, co z kolei warunkowato sekrecje IFNa. Mechanizm ten zostat
nazwany fagocytoza zwiagzang z LC3 (ang. LC3-associated phagocytosis, LAP) i jak sugeruja
dane posredniczy on w sprzgganiu szlakow zaleznych od fagocytozy i autofagii (2015). Ponadto
pokazano znaczenie LAP w aktywacji receptora TLR9 ligandem syntetycznym dostaczarczanym
do komorek poprzez transfekcje z uzyciem lipidow kationowych. Dowiedziono, ze angazowana
przez TLRY kinaza IKKa, byta rekrutowana do przestrzeni przybtonowej LAP-osomow przez
biatko LC3, co w nastgpstwie umozliwiato aktywacje czynnika transkrypcyjnego IRF7 i inicjacje
transkrypcji interferonow typu I (2016).

W $wietle tych niejasnosci, rola biatka adaptorowego Mal w autofagii pozostaje kwestig
sporng mimo obserwowanej interakcji z Atgl 6L i wymaga dalszych badan.

Czynnik transkrypcyjny B odgrywa kluczowa role w przebiegu odpowiedzi
odporno$ciowej poprzez regulacje ekspresji cytokin i chemokin (196, 217). Kanoniczna droga
sygnalizacji NF-kB obejmuje degradacje podjednostki inhibitorowej IkBa i translokacje
cytoplazmatyczno-jadrowa heterodimeru RelA/p50 (217).

Analiza aktywacji poszczego6lnych biatek szlaku sygnalowego TLR9 metoda Western
Blotting nie wykazata degradacji IxkBa w odpowiedzi na stymulacje komorek CpG-C ODN
(Ryc. 6.5.1.). Byta to nieoczekiwana obserwacja, gdyz NF-«kB jest aktywowany przez wszystkie
znane ligandy TLR. Co zaskakujace, analiza reporterowa aktywacji pelnego promotora genu
IFNB1, jak i jego poszczegélnych domen regulatorowych (PRDI-IV) wykazata, Zze najsilniej
regulowang przez Mal domeng jest PRDII rekrutujaca czynnik transkrypcyjny NF-xB
(Ryc. 6.9.1.1.). Potwierdzono rowniez upo$ledzong translokacj¢ NF-kB do jadra w komoérkach
z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko Mal (Ryc. 6.10.1.1.). Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentow wykazujacych roznice w translokacji podjednostek NF-xB
do jadra komorkowego w komodrkach WT i MalKO, mozna zatozyé, ze aktywacja
TLR9/Mal/MyD88 prowadzi do aktywacji niekanonicznego szlaku sygnatowego NF-«B:
c-Rel/p105 (Ryc. 6.10.2.1.1 6.10.2.2.).

Najnowsze doniesienia innej grupy badawczej, dotyczace peptyddéw blokujacych domeng
TIR receptora TLR9 potwierdzajg obserwacje uzyskane w niniejszej pracy, a takze mogg
thumaczy¢ pewne niejasnosci. Otéz zespot zaproponowal potencjalny model dokowania Mal do
TLRY, wktérym domeny TIR obu podjednostek receptora posiadaja po cztery miejsca
oddziatywania. Dwa z nich niezbedne s3 do dimeryzacji receptora, kolejne dwa miejsca
pochodzace od jednej podjednostki TLR9 wiagza biatko MyD88, natomiast dwa miejsca drugiej

podjednostki receptora wigzg Mal. Takie rozwigzanie kompleksu mogtoby thumaczy¢, dlaczego
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wyciszenie ekspresji TIRAP nie blokuje w catosci sygnatu ptynacego od TLRY, np. translokacji
podjednostki p65 NF-kB, a jedynie prowadzi do jego ostabienia (218).

Co ciekawe, badania na myszach z nokautem p50, RelA i c-Rel wskazuja, ze NF-kB

odgrywa niewielkg role w aktywacji ekspresji genu dla IFNB (219). W innych doniesieniach
zaobserwowano posrednie zaangazowanie NF-kB w regulacje produkcji IFN, szczegdlnie
W ekspresji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny YY1. Czynnik YY1 moze dziata¢ jako
aktywator lub represor transkrypcji w zalezno$ci od miejsca przytaczenia do promotora genu
kodujacego IFNB. W przypadku TLR3, ktéry jest jedynym TLR funkcjonujacym bez
zaangazowania MyD88, wykazano, ze podjednostki RelB i c-Rel sa aktywowane, co prowadzi
do indukcji i translokacji YY1 do jadra, gdzie dziata jak represor transkrypcji, zapobiegajac
wigzaniu czynnikow transkrypcyjnych IRF z promotorem genu dla IFNB (183). Badania
przeprowadzone w toku realizacji niniejszej pracy wykazaty, ze inhibitor translokacji jadrowej
NF-«xB, JSH-23 silnie hamowat ekspresj¢ cytokin indukowanych CpG-C, co sugeruje istotng rolg
dimeru c-Rel/p50 w tym szlaku.
Otrzymane dane pozostaja zgodne z wynikami pokazanymi przez Bonhama i wsp. (185), ktore
wskazuja, ze Mal moze by¢ kotwiczone nie tylko do tratw lipidowych btony komoérkowe;j, ale
takze do pecherzykow endosomalnych. Fakt ten potwierdza hipoteze, ze Mal taczy si¢ z domena
TIR wszystkich TLR, ktore angazuja adaptor MyD88 w swoim szlaku sygnatowym.

Podsumowujac, w oparciu o przytoczone wyniki wlasne oraz dostgpne dane literaturowe,
potwierdzono udziat biatka Mal w zaleznej od TLRY ekspresji genéow kodujacych IFNB i TNFa
poprzez aktywacje kinaz ERK1/2. Ponadto wykazano, ze do inicjacji odpowiedzi zapalnej
zaleznej przez TLRY 1 regulowanej przez Mal wymagany jest niekanoniczny szlak

aktywacji NF-xB.
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9 WNIOSKI

1. Bialko adaptorowe Mal jest zaangazowane w szlak sygnalowy receptora TLR9 i reguluje
aktywacje¢ genow kodujgcych interferon i TNFa

2. Mal bierze udziat w regulacji aktywacji kinaz ERK1/2 aktywowanych przez TLR9

3. Obecno$¢ biatka Mal wptywa na translokacje jadrowa czynnika NFkB w komoérkach
stymulowanych ligandem dla TLR9

4. Na poziomie czynnikdw transkrypcyjnych Mal reguluje formowanie dimeru cRel/p50

5. Bialko adaptorowe Mal moze by¢ zaangazowane w proces niekanonicznej autofagii

dzieki zdolnosci do interakcji z biatkiem Atgl6L1
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10 STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Toll-like receptors (TLRs) are an important group of proteins involved in activation of
innate immune response. By binding structures known as pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs), they activate plethora signaling pathways leading to the induction of expression, e.g.
proinflammatory cytokines or type | interferons. TLRs are receptors anchored to the cell
membrane or endosomes. Endosomal receptors are mainly responsible for the recognition of the
nucleic acids of pathogens internalized by phagocytosis or endocytosis. They include, among
others, TLR9 that binds fragments of bacterial and viral DNA rich in unmethylated cytosine-
guanine dinucleotides (CpG). Correct ligand recognition depends on the multilevel process of
receptor maturation and enables the recruitment of a protein complex called Myddosome. Until
recently, it was suggested that MyD88 is recruited to TLR9 due to the direct TIR-TIR, excluding
the involvement of adapter proteins in this process. Membrane TLRs incl. TLR2 and TLR4
anchors the Myddosome engaging the Mal adapter protein. Participation of Mal in endosomal
TLR-dependent cascades was excluded, due to the preferential binding of P1(4,5)P., present in
the cell membrane predominantly, by the adaptor protein.

The signal transmission from Myddosome in TLR9-dependent pathway allows the
activation of transcription factors, namely NF-xB, AP-1 and IRF family, which initiate the
expression of genes encoding a repertoire of pro-inflammatory cytokines such as TNFa or IL-6,
as well as type I interferons

The aim of this study was to investigate the effect of the Mal protein on the regulation of
the signaling pathway initiated by the endosomal TLR9 receptor.

The results of the research allowed to identify the mechanism of regulation of the
endosomal TLR9 receptor signaling pathway by the Mal protein, which until now has been
associated mainly with receptors anchored in the cell membrane. In the first step, it was found
that activation of TLR9 by both HSV-1 virus and synthetic CpG leads to IFNB1 and TNF
expression in an Mal-dependent pathway. Observations suggest that this protein is involved in the
regulation of phosphorylation of the MAP family kinases, namely ERK1/2. The presence of the
Mal protein regulates the non-canonical NF-kB signaling cascade by activating the cytoplasmic-
nuclear translocation of the c-Rel/p50 heterodimer, as manifested by decreased expression of the
genes encoding IFNP and TNFa in Mal-deficient cells. In addition, a novel interaction of the Mal
with the Atg16L1 protein involved in the autophagy process was identified.

Due to the participation of the TLR9 receptor in many disease processes, including in the
course of encephalitis associated with HSV-1 infection (HSE - Herpes Simplex-1 Encephalitis),
but also in autoimmune diseases, such as systemic lupus erythematosus and psoriasis, it seems
important to understand new mechanisms of innate immune response regulation, including TLR9-

dependent response, which will enable the development of new antiviral therapies.
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