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2. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AIDS
al-IFNa
ATF
BCA
BMDM
BSA
CAMP
CD274
CDKN
cDNA
c-Fos

c-Myc
CO2
CXCL9
CXCL10
CXCL11
CREB
cRel
CrkL

DC

DNA
dNTP
dsRNA
EAE
EDTA
ELISA
Elk1l
EMCV
ERK 1/2
Etsl1/2
FHA

Zespot nabytego niedoboru odpornosci

Interferon a, ktory wykazuje kwasolabilnos¢

Aktywujgcy czynnik transkrypcyjny

Kwas bis-cynchoninowy

Uniesmiertelnione mysie makrofagi pochodzenia szpikowego
Albumina wotowa

Cykliczny adenozyno-3',5-monofosforan

Ligand receptora programowanej Smierci 1

Inhibitor kinaz zaleznych od cyklin

DNA uzyskany poprzez odwrotng transkrypcje na matrycy mRNA
Komorkowy protoonkogen, nalezgcy do gendw wczesnej
odpowiedzi komorkowej

Gen regulatorowy, ktéry koduje czynniki transkrypcyjne
Dwutlenek wegla

Monokina indukowana przez interferon y

Biatko 10 indukowane interferonem y

Indukowalny interferonem chemoatraktant limfocytéw T
Biatko wigzgce element odpowiedzi na cAMP

Biatko nalezgce do rodziny biatek NFkB

Biatko adaptorowe w szlaku sygnatowym

Komoérki dendrytyczne

Kwas deoksyrybonukleinowy

Mieszanina deoksynukleotydow

Dwuniciowy kwas rybonukleinowy

Eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie mézgu
Kwas wersenowy

Test immunoenzymatyczny (immunoenzymo-sorpcyjny)
Czynnik transkrypcyjny Elk1

Wirus zapalenia mozgu i miesnia sercowego

Kinazy biatkowe regulowane sygnatami zewnatrzkomorkowymi
Czynniki transkrypcyjne Ets1/2

Domena odpowiedzialna za interakcje miedzy biatkami




Fyn
GAB2

GAS
GS3K
H20
hCR
HLA-A
HPRT
HRP
IFN
IFNAR
IFNGR
IFNLR1
IFNB
IKK

IL
ILIORB
IRAK
IRF
IRS-1
ISG
ISGF
ISRE
IkBa
JAK
JNK
JSH-23

Jun

Kb
kDa
KO
LPS

Biatko nalezgce do rodziny kinaz Src

Biatko zaangazowane we wzmacnianie i integracje transdukciji

sygnatu

Elementy miejsca aktywaciji interferonu gamma
Kinaza syntazy glikogenu 3

Woda

Ludzki receptor rozpoznajgcy chemokiny

Grupa ludzkich antygendw leukocytarnych
Fosforybozylotransferaza hipoksantynowo - guaninowa
Peroksydaza chrzanowa

Interferon

Interferon-alpha/beta receptor

Interferon-gamma receptor

Receptor dla interferonu lambda 1

Interferon 3

Kinaza fosforylujgca podjednostke inhibitorowg NFkB
Interleukina

Podjednostka receptora interleukiny 103

Kinaza zwigzana z receptorem dla IL1

Czynnik regulujgcy interferon

Substrat receptora insuliny 1

Geny stymulowane interferonem

Czynnik genu stymulowany interferonem

Element odpowiedzi stymulowany interferonem
Podjednostka inhibitorowa czynnika NFkB

Kinazy janusowe

N-koncowa kinaza czynnika transkrypcyjnego c-Jun
Inhibitor translokacji jgdrowej czynnikéw Rel

Gen kodujacy biatko c-Jun, ktére w potgczeniu z c-Fos tworzy
czynnik transkrypcyjny AP-1

Kilo zasad 1 kb = 1000 par zasad

Kilodalton, jednostka masy atomowej

Nokaut

Endotoksyna bakteryjna

10



MAF
MAL
MALP2
MAPK
MAPKAP
MAPKK
MEF2
MEK
MEKK
MG132

MHC
MKK

MRNA
MyD88
NFAT
NFkB
NIK
NK

NOS-2
NT
OUN
oxLDL
p38
p53

p65

Pam3CSK4

PBS
PCR
PDCD1

Czynnik transkrypcyjny znany réwniez jako protoonkogen

TIRAP adaptor IL-1
Lipopeptyd 2 aktywujgcy makrofagi
Kinazy aktywowane mitogenami

Kinaza biatkowa aktywowana kinazg MAP

Kinaza Biatkowa fosforylujgca kinaze MAP (inaczej MEK)

Czynnik wzmacniajgcy miocyty 2

Kinaza Biatkowa fosforylujgca kinaze MAP (inczej MAPKK)

Kinaza kinazy biatkowej aktywujgca MAPK

Inhibitor proteasomu - N-Benzyloksykarbonylo-L-leucylo-L-

leucylo-L-leucynal

Gtéwny uktad zgodnosci tkankowej

Podwojnie specyficzna, aktywowana mitogenem kinaza kinazy

biatkowe;j

Matrycowy kwas rybonukleinowy

Biatko adaptorowe receptorow TLR i IL-1R
Czynnik transkrypcyjny aktywowanych komérek T
Czynnik transkrypcyjny kB

Kinaza indukujgca NFkB

Populacja komérek ukfadu odpornosciowego
wiasnosci naturalnej cytotoksycznosci

Syntaza tlenku azotu 2

Komorki nietraktowane

Osrodkowy ukfad nerwowy

Utlenione lipoproteiny o niskiej gestosci

Kinaza biatkowa p38 aktywowana mitogenem

posiadajgca

Biatko p53 — czynnik transkrypcyjny o wiasnosciach supresora

nowotworowego

Biatko nalezgce do rodziny Rel

Trichlorowodorek Pam3Cys-Ser-(Lys)4 - selektywny agonista

heterodimeru TLR1/TLR2
Buforowana fosforanem sdl fizjologiczna
Reakcja tancuchowa polimerazy

Biatko programowanej Smierci komorkowej 1
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Peli3/PELI3
PI3K

PKB, Akt
PKC
poly(l:C)
PyK2
R837
RelB
RING
RIP1
RIPA

RLR

RNA
R0318220

rRNA
Rsk

RT PCR
Sap-1
SDS
SDS-PAGE
SH2
SMAD
SP1
SHP1
Src
STAT
TAE
TAK1
TANK
TBK1
TEMED
TGFB

Gen kodujagcy biatko Pellino3

Kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

Kinaza biatkowa B

Kinaza biatkowa C

Kwas poliinozynowo-policytydylowy

Biatkowa kinaza tyrozynowa
Imikwimod - agonista TLR7

Biatko nalezgce do rodziny biatek Rel

Domena katalityczna ligazy ubikwityny

Biatko oddziatujgce z receptorem 1

Bufor do oznaczania radioimmunoprecypitacji
Receptory RIG-I-podobne

Kwas rybonukleinowy
3-{3-[4-(1-Metylo-1H-indol-3-ilo)-2,5-diokso-2,5-dihydro-1H-pirol-
3-ilo]-1H-indol-1-il} karbami-midotioat propylu - inhibitor kinazy
biatkowej C

Rybosomalny kwas rybonukleinowy

Kinaza rybosomalna s6

Reakcja tahcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
Sekretana proteza asparynowska 1

Dodecylosiarczan sodu

Elektroforeza w warunkach denaturujgcych

Domena homologiczna dla Src2

Biatka aktywowane przez receptor

Biatko specyficznosci 1

Fosfataza 1 zawierajgca domene regionu 2 homologii Src
Protoonkogenna kinaza tyrozynowo-biatkowa

Czynnik transkrypcyjny, transduktor sygnatu i aktywator
Bufor octanowy z EDTA

Kinaza 1 zwigzana z TGFf3

Aktywator NFKB zwigzany z rodzing TRAF

Kinaza 1 wigzgca TANK
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

Transformujgcy czynnik wzrostu 3
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THP-1
TIR
TLR
TRAF
TRIF

TYK
Vav
VSV
WNV
WT

Linia ludzkich monocytow krwi obwodowe;j

Domena homologii receptora TLR/receptora dla IL-1
Receptor Toll-podobny

Czynnik zwigzany z receptorem TNF

Biatko adaptorowe posiadajgce domene TIR, indukujgce
interferon B

Kinaza tyrozynowa

Czynnik wymiany nukleotydéw guaninowych

Wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej
Wirus Zachodniego Nilu

Typ dziki
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3. STRESZCZENIE

Ochrona organizmu przed infekcjg wirusowg polega na indukowaniu i
regulowaniu wrodzonych i nabytych mechanizméw odpornosciowych. Jednym z takich
mechanizmdw jest pobudzenie komorek uktadu odpornosciowego do produkcji cytokin
przeciwwirusowych takich jak interferony (IFN), ktére zapewniajg organizmowi wysoKi
stopien ochrony przed rozwojem choréb wirusowych. W regulacje ekspresji genow dla
IFN | zaangazowane sg receptory rozpoznajgce wzorce (PRR), ktére wykrywajg kwasy
nukleinowe patogenow. Jednymi z takich receptorow sg receptory transbtonowe Toll-
podobne (TLR), ktérych indukcja prowadzi do aktywacji ligazy ubikwityny Pellino3,
ktéra jest regulatorem szlakéw sygnalizacyjnych indukowanych na skutek zwigzania
sie liganda z receptorami TLR3 i TLR4, prowadzgcych do wydzielania IFN typu I.
Biorgc pod uwage fakt, Zze Pellino3 posrednio wptywa na poziom produkowanego IFNf3
w szlakach TLR, w niniejszej pracy skupiono sie na poznaniu roli biatka Pellino3 w
kaskadach sygnalizacyjnych aktywowanych przez interakcje IFNB z receptorem
IFNAR.

Badania prowadzono na mysich makrofagach ze szpiku kostnego oraz na
ludzkich monocytach z wykorzystaniem mysiego i ludzkiego rekombinowanego
interferonu B. Uzyskane wyniki w pierwszym etapie badah pokazaty, ze ligaza
ubikwityny Pellino3 jest zaangazowana w regulacje procesu aktywaciji ekspresji genéw
stymulowanych interferonem (ISG) oraz wydzielania cytokin, do ktérych nalezg
chemokiny Cxcl10, CXCL10 oraz Cxcl11.

W kolejnym etapie badan wykazano, ze Pellino3 wptywa na fosforylacje
kluczowych biatek szlaku sygnatowego JAK-STAT, takich jak kinaza TYK2 oraz
czynnik transkrypcyjny STAT1. Ponadto ligaza Pellino3 bierze udziat w translokacji do
jadra komorkowego STAT1 oraz czynnika regulacyjnego IRF9.

W dalszych eksperymentach pokazano udziat Pellino3 w kaskadzie
sygnalizacyjnej transdukowanej IFN typu | aktywujgcej czynnik transkrypcyjny NFkB.
Wykazano, ze obecnosc biatka Pellino3 jest konieczna do fosforylacji i degradacji
podjednostki inhibitorowej NFkB - IkBa, a takze wymagana jest do translokacji do jadra
komdrkowego biatek z rodziny NFkB: p65, RelB i cRel.

Otrzymane wyniki z wykorzystaniem inhibitora NFkB i inhibitora proteasomu
26S oraz dane literaturowe pozwolity zaproponowaé¢ dwa modele, w ktérych Pellino3

jest zaangazowane w proces aktywacji NFkB, w ktérym kluczowg role odgrywajg
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biatka TRAF. Pierwszy model sugeruje, ze Pellino3 oddziatuje z TRAF6, prowadzac
do aktywacji i degradacji IkBa w proteasomie 26S, wptywajgc na translokacjg do jadra
komédrkowego biatek p65/p50. Drugi model sugeruje, ze Pellino3 oddziatuje z TRAF2,

w konsekwenciji ligaza ta wptywa na translokacje biatka RelB do jgdra komérkowego.
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4. ABSTRACT

The body protection against viral infection is inducing and regulating innate and
acquired immune mechanisms. One of such a mechanism is stimulating immune cells
to produce antiviral cytokines such as interferons (IFNs), which provide a high level of
protection against the development of viral diseases. In the IFN | gene expression,
regulation pattern recognition receptors (PRRs) are involved, that detect the nucleic
acids of pathogens. One of such a receptor is the Toll-like receptors (TLRs) and their
induction leads to the ubiquitin ligase Pellino3 activation, which regulates signaling
pathways induced by ligand binding to TLR3 and TLR4 receptors, resulted in the
secretion of type | IFN. Considering the fact, that Pellino3 indirectly influences the level
of produced IFNB in TLR pathways, this work focused on understanding the role of
Pellino3 in signaling cascades activated by IFN interactions with IFNAR.

The studies were carried out on murine bone marrow derived macrophage and
human monocytes using murine and human recombinant interferon B. The results
obtained in the first stage of this study showed that the ubiquitin ligase Pellino3 is
involved in the expression regulation of the interferon-stimulated genes (ISG),
activation and the secretion of cytokines like Cxcl10, CXCL10 and Cxcl11.

In the next stage of the research, it was shown that Pellino3 influences the key
proteins phosphorylation of the JAK-STAT signaling pathway, such as TYK2 kinase
and STAT1 transcription factor. In addition, Pellino3 ligase is involved in the
translocation into the nucleus of STAT1 and the regulatory factor IRF9.

In further experiments, the Pellino3 participation in the signaling cascade,
transduced with type | IFN, that activates the transcription factor - NFkB was shown. It
has been shown that the Pellino3 protein presence is required for the phosphorylation
and degradation of the NFkB inhibitor subunit, IkBa and is also required for
translocation into the nucleus of the NFkB family proteins: p65, RelB and cRel.

The obtained results with use of the NFkB and the 26S proteasome inhibitors
and literature data allowed to propose two models in which Pellino3 is involved in the
NFkB activation process, where TRAF proteins play a key role. The first model
suggests that Pellino3 interacts with TRAF6, leading to the activation and degradation
of [kBa in the 26S proteasome, resulting in p65 / p50 proteins translocation into the
nucleus. The second model suggests that Pellino3 interacts with TRAF2, consequently

this ligase affects the RelB protein translocation to nucleus.
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5. WSTEP

Kazdy organizm jest narazony na kontakt z rdéznorodnymi zakaznymi
czynnikami chorobotwdrczymi, takimi jak wirusy, bakterie, grzyby czy pierwotniaki,
dlatego w toku ewolucji zostaty wytworzone mechanizmy rozpoznawania i usuwania
patogenow. Poczgwszy od najprostszych organizmoéw jednokomorkowych, takich jak
bakterie, po organizmy wielokomérkowe, takie jak kregowce, ktére posiadajg
skomplikowany uktad odpornosciowy, organizmy te sg w stanie rozpoznawaé
i eliminowac¢ obce drobnoustroje chorobotworcze. Ukfad odpornosciowy cztowieka
zawiera roznorakie rodzaje wyspecjalizowanych biatek, komorek, tkanek i narzadow,
ktére wspolnie oddziatujg ze sobg tworzgc spojny i dynamiczny kompleks zwalczajgcy
patogeny. W eliminowaniu zakaznych czynnikow chorobotwérczych wykorzystywany
jest wrodzony uktad odpornosciowy zapewniajgcy natychmiastowg, lecz nieswoistg
odpowiedz organizmu na patogeny. Jednakze, jesli czynniki zakazne unikng
odpowiedzi wrodzonej, podbudzony zostanie adaptacyjny uktad odpornosciowy, ktéry
wytworzy odpowiedz odpornosciowg swoistg (nabytg). Uktad odpornosciowy
rozpoznaje i aktywuje mechanizmy zwalczania czynnikow zakaznych, prowadzac do
pobudzenia produkcji cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych. Kluczowymi
cytokinami pobudzanymi w wyniku infekcji drobnoustrojowych sg interferony [Kopitar-
Jerala, 2017]. W regulacje ekspresji gendéw dla IFN | zaangazowane sg receptory
rozpoznajgce wzorce (PRRs), ktére wykrywajg m.in. kwasy nukleinowe patogenéw. W
sklad PRRs wchodzg receptory transbtonowe: receptory Toll-podobne (TLRS),
receptory lektynowe typu C (CLRs) oraz receptory cytozolowe: receptory NOD-
podobne (NLRS) i receptory RIG-I podobne (RLRs) [Thompson i wsp. 2011]. Indukcja
odpowiedzi odpornosciowej i produkcja cytokin prozapalnych podczas kaskad
sygnatowych TLRs mozliwa jest dzieki aktywacji czynnikdw transkrypcyjnych z rodzin
NFkB, IRF oraz AP-1 i jest nastepstwem aktywacji kaskad fosforylacji oraz
ubikwitynacji szeregu biatek sygnatowych [Iwanaszko i Kimmel, 2015].

Ubikwitynacja jako proces potranslacyjnej modyfikacji biatek, ktéry kieruje je do
degradacji, endocytozy, naprawy czy modyfikacji, petni bardzo istotng funkcje w
regulacji wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych. Proces ten polega na
kowalencyjnym przytaczeniu reszty ubikwityny do biatka docelowego. Substratem
moze by¢ réwniez inna czgsteczka ubikwityny. Na skutek poliubikwitynacji reszt

lizynowych: K6, K11, K29, K33, K48 i K63 obecnych w strukturze ubikwityny powstaje
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okreslony wzor fancucha, ktory determinuje funkcje znakowanego biatka. tancuch
poliubikwitynowy z rozgatezieniem K48 kieruje je do degradacji proteasomalnej, a
tancuch zawierajgcy rozgatezienie K63 zwigzany jest z mechanizmami odpowiedzi
komorkowej. W tym aspekcie wazng funkcje petni ligaza ubikwityny E3, czynnik
zwigzany z biatkami TRAF, ktora jest aktywowana przez ligazy IRAK i katalizuje
poliubikwitynacje K63 prowadzgcg do regulacji ekspresji i wydzielania interferonéw
typu | [Huizen i Kikkert, 2020].

5.1. INTERFERONY

Interferon nalezy do rodziny helikalnych cytokin klasy 2 i jest glikoproteing, ktora
zawiera galaktoze [Dorner i wsp. 1973]. Zostat on odkryty w 1957 roku przez dwoch
naukowcow, lsaacsa i Lindenmanna, ktorzy zaobserwowali produkcje nieznanej
substancji przez kurze komaorki embrionalne, traktowane wirusem grypy. Ta nieznana
substancja zostata okreslona jako interferon, poniewaz zwigzek ten interferowat z
wirusem grypy oraz uniemozliwiat rozprzestrzenianie sie infekcji na inne komorki
[lIsaacs i Lindenmann 1957]. Poczatkowa klasyfikacja wyrdézniata trzy typy
interferonéw: IFNa, IFNB i IFNy [Stewart i wsp. 1980]. Wydzielanie IFNa
zaobserwowano w leukocytach, dlatego nazywano go IFN leukocytéw, wydzielanie
IFNB obserwowano w fibroblastach, w zwigzku z tym okreslono go jako IFN
fibroblastow [Havell i wsp. 1975], zas wydzielanie IFNy obserwowano gtéwnie w
limfocytach T, dlatego nazwano go IFN immunologicznym [Wheelock i wsp. 1965].
Przez wiele lat proba oczyszczenia wyizolowanego IFN z tkanek i komorek konczyta
sie niepowodzeniem, co ograniczato dostep do poznania jego wtasciwosci i funkciji.
Dopiero po 20 latach od odkrycia IFNa, zostat on wyizolowany i oczyszczony w postaci
homogennej, co umozliwito jego petng analize [Rubinstein i wsp. 1979].

Obecnie wiadomo, ze IFN sg produkowane przez wigkszos¢ typow komorek, a
ich klasyfikacja obejmuje trzy typy wyréznione na podstawie homologii sekwenciji
nukleotydowej, interakcji z typem receptora, pozycjg gendw w ludzkim chromosomie,
mapowaniem peptydéw, a takze ze wzgledu na funkcje, jakie petnig w uktadzie

odpornosciowym.
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5.1.1. INTERFERONY TYPU |

Do interferondéw typu | zaliczane sg IFNa i IFNB, ktore sg strukturalnie blisko
powigzane ze sobg [Taniguchi i wsp. 1980], a takze w, K, €, ¢, 1, O, v, ktdére majg
zblizong budowe strukturalng i petnig podobng funkcje. Biatka te sg wytwarzane przez
wszystkie gatunki kregowcow. Wszystkie ludzkie geny IFN typu | wywodzg sie z tego
samego genu ancestralnego i za ich kodowanie odpowiedzialne jest wiele gendw,
potozonych w krétkim ramieniu chromosomu 9, regionu 2, prgzka 1 (9p21) [Trent i wsp.
1982]. Mysi IFN typu | jest kodowany przez geny znajdujgce sie w 4 chromosomie.
Ssacze iptasie IFN | nie zawierajg intronéw [Lawn i wsp. 1981]. Cytokiny te sg
regulatorami wzrostu i réznicowania sie komoérek [Clemens i wsp. 1985], wptywajg na
komunikacje komdérkowg oraz na szlaki przekazywania sygnatu, a takze kontrolujg
odpowiedz odpornosciowg [Hertzog i wsp. 1994]. IFN typu | nie sg inaktywowane w
pH 2, w odroznieniu od IFNy, ktory jest nietrwaty w sSrodowisku kwasnym [De Maeyer
i De Maeyer-Guignard 1998].

Interferon a

W organizmie cztowieka IFNa moze by¢é kodowany przez 13 strukturalnie
réznych rodzajéw genow ifna, zawierajgcych geny niealleliczne, ktorych sekwencje
réznig sie od siebie do 8%. IFNa skfadajg sie z 12 ro6znych biatek o dtugosci 165-166
aminokwasow. Pozostate IFN typu | sg kodowane przez jeden gen. IFNa zbudowane
sg z hydrofobowego sygnatowego peptydu, ktéry zawiera 23 aminokwasy i z
wiasciwego tancucha aminokwasowego. Delecja w pozycji 44 spowodowata, ze IFNa2
zawiera 165 aminokwaséw we wiasciwym tancuchu aminokwasowym, zas pozostate
IFNa posiadajg 166 aminokwasow [Bekisz i wsp. 2004]. Podobienstwo pomiedzy
sekwencjami aminokwasow poszczegolnych rodzajow IFNa wynosi 78-99% [Harper i
wsp. 2015]. IFNa bierze udziat w obronie organizmu i jest wytwarzany w odpowiedzi
na infekcje wywotang réznymi mikroorganizmami.

W osoczu i surowicy 0sob z chorobami autoimmunologicznymi [DeStefano i
wsp. 1982] takimi jak reumatoidalne zapalenie stawdw czy zespét nabytego niedoboru
odpornosci (AIDS) [ Lau i wsp. 1991] obserwuje sie wysokie stezenie kwasolabilnego
IFNa (al-IFNa) czyli nietypowego interferonu, ktéry wykazuje kwasolabilnos¢ typowa

dla IFNy. Jak dotad nie wyjasniono mechanizmu powstawania al-IFNa. Istnieje
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hipoteza, Zze cytokina ta powstaje na skutek modyfikacji potranslacyjnych czgsteczki
IFNa-al-IFN-a lub moze by¢ produktem odrebnego genu IFN. Wydzielanie tego biatka
moze by¢ efektem interakcji klasycznego IFNa z nieznanymi czynnikami obecnymi w
osoczu i surowicy oséb chorujgcych na AIDS i inne choroby autoimmunologiczne
[Piasecki i wsp. 1999].

Interferon 8

Wiekszos¢ organizmow koduje tylko jeden rodzaj IFNB. U niektérych ludzi
obserwuje sie wiecej niz jedng kopie genu dla tej cytokiny [Ohlsson i wsp. 1985]. IFN[3
zawiera 166 aminokwasow i wykazuje 30% homologii aminokwasowej oraz 45%
nukleotydowej z IFNa [Bekisz i wsp. 2004]. Biatko to powstaje gtéwnie w odpowiedzi
na pojawienie sie w komoérce wirusowych kwaséw nukleinowych [Luthra i wsp. 2011],
podczas infekcji bakteryjnych [Boxx i wsp. 2016] oraz podczas réznicowania komorek
mieloidalnych [Bickel i wsp. 1990]. W odpowiedzi na patogeny IFNB ulega ekspres;ji
w wielu typach komorek, takich jak limfocyty B, limfocyty T, komérki NKT, makrofagi,
fibroblasty, osteoblasty czy komorki $Srodbtonka, wywotujgc  odpowiedz
przeciwwirusowg, przeciwzapalng, immunomodulacyjng oraz przeciwnowotworowg
[Abdolvahab i wsp. 2016]. IFNB znalazt zastosowanie jako substancja terapeutyczna i
jest stosowany w leczeniu stwardnienia rozsianego [Filipi i Jack 2020] oraz zakazenia
wirusem zapalenia watroby typu C [Sasaki i wsp. 2015].

IFNB kontroluje odpowiedz przeciwzapalng, poprzez hamowanie migracji
komdrek zapalnych oraz redukcje aktywnych metabolitow reakcji zapalnej, takich jak
TXA2, PGI2 i PGE2, [Kuo i wsp. 2016]. U pacjentow chorujgcych na stwardnienie
rozsiane, IFNB wptywa na reakcje zapalne, zmniejszajgc zdolnos¢ komorek
prezentujgcych antygen do stymulowania limfocytéw T. Dodatkowo IFNB zmniejsza
adhezje limfocytow T do bariery krew-mézg, wptywajac na przenikanie przez nig
limfocytow T. IFNB indukuje regulatorowe limfocyty T (komérki Treg) CD4*, CD8",
CD25*, FOXP3* i FoxAl* [Dhib-Jalbut i Marks, 2010] oraz zapobiega réznicowaniu sie

komérek Th17, zmniejszajgc tym samym uwalnianie IL-17 [Guo i wsp. 2008].
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Interferon w

W 1985 roku trzy niezalezne grupy badawcze odkryly nowy typ interferonu,
obecnie nazywany IFNw [Capon i wsp. 1985; Feinstein i wsp. 1985; Hauptmann i wsp.
1985]. Cytokina ta jest produkowana gtéwnie w leukocytach [Yang i wsp. 2007]. Ze
wzgledu na duzg homologie sekwencji aminokwasowej z IFNa oraz wigzanie sie do
tego samego receptora, do ktorego wigzg sie IFNa i IFNB, IFNw zostat
zaklasyfikowany do interferonéw typu I. Sekwencja aminokwasowa tej cytokiny koduje
biatko o dlugosci 172 aminokwasow i jest w 60% homologiczna z réznymi rodzajami
IFNa oraz w 30% z IFNB [Flores i wsp. 1991]. IFNw wykazuje dziatanie
przeciwwirusowe, immunomodulujgce, przeciwproliferacyjne i przeciwnowotworowe,
dzieki czemu znalazt zastosowanie w leczeniu niektérych choréb i infekcji wirusowych

ludzi i zwierzat [Li i wsp. 2017].

Interferon k

IFNK jest biatkiem zawierajgcym 207 aminokwasow i wykazuje okoto 30%
homologii z innymi cztonkami rodziny IFN typu I. Geny kodujgce te cytokine jako jedyne
sposrod wszystkich gendw kodujgcych IFN typu | posiadajg pojedynczy intron w
sekwencji 3’-UTR, bezposrednio za kodonem stop. Infekcja wirusowa, ekspozycja na
dwuniciowe RNA lub stymulacja IFNa i IFNB prowadzi do wzrostu ekspresji IFNk w
keratynocytach [LaFleur i wsp. 2001]. Ulega on rowniez ekspresji w monocytach i
komoérkach dendrytycznych. IFNk, podobnie jak IFNB, moze wigzaé¢ sie do heparyny
[Nardelli i wsp. 2002].

Interferon ¢

IFNe sktada sie ze 187 aminokwaséw. Analiza jego struktury biatkowej
pokazata, ze biatko to wykazuje homologie aminokwasowg z innymi IFN typu I.
Najwieksze podobienstwo cytokina ta wykazuje do IFNB, z ktérym ma 38%
identycznych reszt aminokwasowych. Obecnie u ludzi znaleziono tylko jednego
przedstawiciela IFNg, ktérego geny sg zgrupowane na chromosomie 9p21, blisko loci
innych biatek z rodziny IFN typu | [Fu-Wang i wsp. 2007]. IFN¢ ulega konstytutywnej

ekspresji w ptucach, mézgu, jelicie cienkim oraz tkankach rozrodczych, co wyréznia
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go na tle innych IFN typu |. Uwaza sig, ze petni on role ochronng w tkankach

rozrodczych [Xi i wsp. 2012].

Interferon ¢

IFNC sktada sie ze 182 reszt aminokwasowych i wykazuje w 32% homologie z
mysim IFNa i 26% podobienstwa do mysiego IFNB. Biatko to ulega ekspresji w
komdérkach pochodzgcych ze sledziony, grasicy, ptuc i gruczotu slinowego. Podobnie
jak IFNa i IFNB, IFNC wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe, immunomodulujgce i
przeciwwirusowe. W przeciwienstwie do pozostatych biatek z rodziny IFN typu I, a w
szczegolnosci IFNa, IFNC nie ma lub ma mniejsze wtasciwosci mielosupresyjne, ktére

sg gtownymi dziataniami niepozgdanymi terapii IFNa [Oritani i wsp. 2004].

Interferon Tt

IFNT jest biatkiem zawierajgcym 172 aminokwasy i wykazujgcym w 75%
homologie z IFNw, zas w 50% jest podobny do IFNa i w 25% do IFNB. W zwigzku z
wysokg homologig do innych IFN typu I, biatko to ma dos¢ podobng aktywnos$c
biologiczng. IFNT nie jest indukowany w wyniku infekcji, podlega regulacji na poziomie
ekspresji konstytutywnej i jest wydzielany przez ptody owiec i bydila w celu
zainicjowania tworzenia sie fozyska. Jego podstawowg funkcjg jest zapewnienie
ciggtosci cigzy [Roberts i wsp. 2007]. U przezuwaczy IFNT jest gtbwng cytoking
wytwarzang przez trofektoderme okotoimplantacyjng, ktéra jest kluczowym czynnikiem
W rozpoznawaniu cigzy przez matke [Bai i wsp. 2012].

Interferon &

IFNS jest najmniejszg cytoking sposréd wszystkich wchodzgcych w skfad
rodziny IFN I, zbudowang ze 149 aminokwaséw. Biatko to jest Scisle powigzane z
IFNa, IFNw oraz IFNT, za$ z IFNB wykazuje niskg homologie. Swinski IFNS jest
produkowany w trofektodermie w okresie okotoimplantacyjnym. Jego aktywnosc¢
obserwuje sie po 12 dniach w macicy ciezarnej $wini, w 15-16 dniu cigzy stezenie IFNd
osigga poziom maksymalny, a nastepnie zaczyna spadac. W przeciwienstwie do
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ludzkiego IFN®, w komdrkach swin petni on funkcje antywirusowg oraz wykazuje
aktywnosc¢ antyproliferacyjng, ktora dodatkowo ulega zwiekszeniu w obecnosci IFNy
[Lefévre i wsp. 1998].

Interferon v

IFNvV jest najpdzniej i najstabiej poznanym IFN typu I. Jedynie u kotow ekspresji
ulega funkcjonalne biatko, lecz jego rola w organizmie jak dotad nie zostata poznana.
U pozostatych ssakow IFNv wystepuje w postaci pseudogenu lub genu

inaktywowanego [Krausea i Pestka 2005].

5.1.1.1. IFNAR

Wszystkie cytokiny wchodzgce w sktad IFN typu | sg rozpoznawane i wigzane
przez ten sam receptor INFAR. W sktad INFAR wchodzg dwie podjednostki: IFNAR1
oraz IFNAR2, ktére nalezg do rodziny helikalnych receptoréw cytokin klasy Il (hCR).
Biatko IFNAR1 jest konstytutywnie zwigzane z kinazg TYK2, a podjednostka IFNAR2
jest zwigzana z kinazg JAK1. Zwigzanie IFN typu | do receptora IFNAR umozliwia
kinazom JAK1 i TYK2 utworzenie funkcjonalnej jednostki sygnalizacyjnej. Obie
podjednostki biatkowe IFNAR sg silnie glikozylowane, dlatego w konsekwenciji
posiadajg wysokg mase czgsteczkowg. Ludzki IFNAR1 jest biatkiem o masie
czgsteczkowej okoto 130 kDa zbudowanym z 557 aminokwasow, zas ludzki IFNAR2
ma mase 100-110 kDa i zawiera 515 aminokwasow [Zanin i wsp. 2021]. Geny
kodujgce ludzkie biatka IFNAR1 oraz IFNAR2 zlokalizowane sg na chromosomie 21.
IFNAR1 posiada tylko jedng izoforme, podczas gdy IFNAR2 wystepuje w trzech
izoformach: IFNAR2a, IFNAR2b, IFNAR2c. Funkcjonalny receptor tworzy jedynie
izoforma IFNAR2c, powstajgca w wyniku prawidtowej transkrypcji wszystkich siedmiu
eksonow. Zewngtrzkomoérkowa forma IFNAR2a powstaje w nastepstwie zaniku
transkrypcji szostego eksonu. Brak transkrypcji siocdmego eksonu manifestuje sie
powstaniem izoformy IFNAR2b [De Weerd i wsp. 2007].
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5.1.1.2. SZLAKI ATYWOWANE INTERFERONAMI TYPU |

IFN typu | mogg aktywowac rézne kaskady sygnatowe: szlak sygnatowy JAK-
STAT [Darnell i wsp. 1994], kaskade sygnalizacyjng prowadzacg do aktywacji kinaz
MAPK [Uddin i wsp. 1999] oraz szlak przekazywania sygnatu prowadzgcy do aktywacji
NFkB, w ktorym posredniczy kinaza PI3K. We wszystkich szlakach sygnatowych
aktywowanych IFN typu | kluczowym etapem wydaje sie aktywacja kinaz JAK1 i TYK2
oraz fosforylacja czynnikow transkrypcyjnych STAT1 i STATZ2. Fosforylacja napedza
aktywacje kanonicznej $ciezki sygnalizacyjnej, indukujgcej ekspresje geny
stymulowane interferonem (ISG). Pierwszym etapem po zwigzaniu liganda jest
aktywacja kinazy TYK2 przez podjednostke IFNAR1 [Gauzzi i wsp. 1996] oraz kinazy
JAK1 przez podjednostke IFNAR2.

SZLAK AKTYWUJACY JAK-STAT

Szlak aktywujgcy JAK-STAT jest kanoniczng i najlepiej poznang kaskadg
indukowang przez IFN typu I. W szlaku tym, po zwigzaniu cytokiny do receptora,
nastepuje aktywacja kinazy JAK1 zwigzanej z IFNAR2 oraz indukcja kinazy TYK2
zwigzanej z IFNAR1 [Gauzzi i wsp. 1996], a nastepnie fosforylacja czynnika
transkrypcyjnego STAT1 na tyrozynie 701 oraz fosforylacja czynnika transkrypcyjnego
STAT2 na tyrozynie 690 [Yan i wsp. 1996; Steen i Gamero 2013]. Modyfikacje te
prowadzg do formowania sie homo- lub heterodimerow STAT [Shuai i wsp. 1994],
ktére nastepnie wigzg sie z czynnikiem regulujgcym IRF9 tworzgc kompleks nazywany
czynnikiem transkrypcyjnym ISGF3. Powstaty kompleks jest transportowany do jgdra
komorkowego, w ktorym wigze sie z sekwencjami ISRE genomowego DNA inicjujgc
transkrypcje gendéw ISG. Wykazano, ze oprécz STAT1 i STATZ2, takze STAT3 [Yang i
wsp. 1996], STAT4 [Nguyen i wsp. 2002], STATS [Meinke i wsp. 1996] oraz STAT6
[Gupta i wsp. 1999] mogqg posredniczy¢ w procesie aktywacji docelowych gendw ISG.
Ponadto, IFN typu | indukuje tworzenie homodimerow STAT1-STAT1, ktére wigzg
elementy GAS obecne w promotorach niektorych ISG, inicjujgc w ten sposoéb

transkrypcje tych gendéw.
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Ryc. 5.1. SZLAK AKTYWUJACY JAK-STAT: Po zwigzaniu sie IFN typu | z receptorem, IFNAR1
fosforyluje TYK2, a IFNAR2 fosforyluje JAK1. Nastepnie fosforylowany jest STAT, co skutkuje
utworzeniem dimeru STAT-STAT. Utworzony kompleks jest translokowany do jadra komérkowego w

obecnosci lub przy braku IRF9, indukujgc ekspresje I1SG.

SZLAK AKTYWUJACY MAPK

IFN typu | moze aktywowac kinazy MAPK: kinaze p38, kinaze JNK i kinaze ERK.
Po zwigzaniu cytokiny z receptorem zachodzi aktywacja JAK1l, a nastepnie
fosforylacja biatka Vav [Platanias i wsp. 1994] przez kinaze Tyk2 [Uddin i wsp. 1997].
Fosforylacja Vav prowadzi do aktywaciji biatek G, takich jak biatko Ras i biatko Rac1,
ktore jest zwigzane z biatkiem Ras [Uddin i wsp. 2000]. Po aktywacji biatka Ras, kinaza
Raf (MAPKK) ulega fosforylacji, a w konsekwencji aktywacji ulegajg kinazy MEK1 i
MEK2. Fosforylacja kinaz MEK1 i MEK2 prowadzi do aktywacji kinaz ERK1 i ERK2. W
alternatywnym szlaku sygnatowym, po aktywac;ji biatka Racl, fosforylacji ulegajg TAK1
lub MEKK1 i MEKK3. Aktywacja TAK1 prowadzi do fosforylacji MKK3 lub MKK6, w
wyniku czego aktywowana jest kinaza p38. Po fosforylacji MEKK1 lub MEKK3
indukowane sg MKK4 i MKK7, a ich fosforylacja prowadzi do aktywacji kinazy JNK.
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Fosforylowane kinazy MAPK aktywujg rézne zestawy czynnikow transkrypcyjnych.
ERK1/2 reguluje aktywacje c-Fos [Murphy i wsp. 2002], Ets1/2 [Yang i wsp. 1996],
Elk1, Sap-1 [Gille i wsp. 1992], p53 [Milne i wsp. 1994], MEF2, STAT1/2, c-Myc, SP1
i SMAD. Kinaza p38 aktywuje Fos, ELK1, Sap-1, MEF2, MAPKAP i Rsk, natomiast
kinaza JNK indukuje aktywacje Jun, ELK1, NFAT i ATF2 [Hervas-Stubbs i wsp. 2011].
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Ryc. 5.2. SZLAK AKTYWUJACY MAPK: Po zwigzaniu sie IFN typu | z receptorem, zachodzi aktywacja
JAK1, ktéra prowadzi do fosforylacji biatka Vav przez kinaze Tyk2. Nastepnie aktywacji ulegajg biatko
Ras lub biatko Rac1. Aktywacja biatka Ras skutkuje fosforylacjg kinazy Raf, co z kolei aktywuje kinazy
MEKZ1 i MEK2 i w konsekwenciji prowadzi do aktywacji kinaz ERK1 i ERK2. Alternatywnie, zaktywowane
biatko Rac1 prowadzi do fosforylacji TAK1, nastepnie fosforylacji ulega MKK3 lub MKKG6 i aktywowane
jest biatko p38. Dodatkowo, biatko Rac1 moze aktywowa¢ kinazy MEKK1 lub MEKKS3, indukujgc i
fosforylujgc MKK4 lub MKK?7, a w konsekwencji aktywujgc kinaze JNK. Kinazy MAPK ulegajg fosforylaciji

i translokacji do jgdra komdérkowego, gdzie aktywujg rozne zestawy czynnikow transkrypcyjnych.
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SZLAK AKTYWUJACY NFkB

Stymulacja receptora dla IFN typu | moze prowadzi¢ do aktywacji NFKB na
drodze dwoch szlakow sygnatowych: poprzez inicjacje szlaku kinazy PI3K lub kaskady
kinazy NIK. Oddziatywania cytokiny z receptorem prowadzg do aktywacji IFNAR i
fosforylacji tyrozyny IFNAR1. Aktywowane sg kolejno JAK1 i TYK2, co skutkuje
fosforylacjg tyrozyny biatka adaptorowego IRS-1. Nastepnie IRS-1 wigze sie z biatkiem
z rodziny SH2, kinazg PI3K [Backer i wsp. 1992; Uddin i wsp. 1995]. W kaskadzie
przekazywania sygnatu aktywujgcej NFkB, czynnik transkrypcyjny STAT3 wigze sie z
podjednostkg receptora IFNAR1 i odgrywa role biatka kotwiczgcego kinaze PI3K do
podjednostki IFNAR1 [Pfeffer i wsp. 1997]. Kinaza PI3K fosforyluje kinaze biatkowg B
(PKB), znang rowniez Akt [Kaur i wsp. 2008]. Aktywowana kinaza Akt prowadzi do
fosforylacji kinazy IKK, co skutkuje aktywacjg czynnika transkrypcyjnego NFkB [Yang
iwsp. 2000]. Ponadto aktywacja kinazy Akt stymuluje inny szlak, w ktorym aktywowane
jest biatko mTOR [Lekmine i wsp. 2003], limitujgce ekspresje biatek zaangazowanych
w kontrole podziatu i proliferacji komorki, takich jak kinaza GSK-3 oraz inhibitory kinazy
zaleznej CDKN1A i CDKN1B. NFkB moze byc¢ réwniez aktywowany przez IFN typu |
na drodze zaleznej od kinazy NIK, za posrednictwem fosforylacji czynnikow

zwigzanych z receptorem TRAF [Yang i wsp. 2005].
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Ryc. 5.3. SZLAK AKTYWUJACY NFkB: Po zwigzaniu sie IFN typu | z receptorem, zachodzi aktywacja
IFNAR, a STAT3 wigze sie z podjednostkg IFNAR1 skutkujgc fosforylacje IRS-1. Nastepnie aktywowane
jest PI3K, ktére fosforyluje Akt. Zdarzenie to prowadzi do fosforylacji IKKB lub PKC, a w konsekwencji
aktywowany jest NFkB. Alternatywnie, STAT3 moze wigza¢ sie z IFNAR1, powodujgc fosforylacje
TRAF. Nastepnie dochodzi do indukcji NIK, co skutkuje fosforylacjg IKKa i prowadzi do aktywacji NFkB.

W konsekwencji, zaktywowany NFkB jest translokowany do jgdra komérkowego.

5.1.2. INTERFERON TYPU I

Jedynym cztonkiem nalezgcym do podtypu interferonu Il jest interferon vy, ktéry
na poczatku okreslany byt jako interferon immunologiczny. IFNy zostat odkryty w
1965 r. jako substancja antywirusowa wydzielana w odpowiedzi na stymulacje ludzkich
leukocytow fitohemaglutyning [Wheelock i wsp. 1965]. Ze wzgledu na swojg funkcje,
poczatkowo IFNy nazywano czynnikiem aktywacji makrofagéow (MAF) [Nathan i wsp.
1983]. IFNy nie jest strukturalnie powigzany z IFN typu I, poniewaz wigze sie z innym

receptorem (IFNGR) i jest kodowany przez oddzielne locus chromosomalne.
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Pierwotnie twierdzono, ze IFNy moze by¢ wydzielany przez limfocyty Thl, limfocyty
cytotoksyczne CD8+ oraz komoérki NK [Bach i wsp. 1997; Young i wsp. 1996], lecz
obecnie wiadomo, ze IFNy wytwarzany jest réwniez przez inne komorki, takie jak
limfocyty B, komodrki NKT, monocyty, makrofagi i komorki dendrytyczne (DC) [Schroder
i wsp. 2004]. IFNy wykazuje wiasciwosci przeciwwirusowe, immunoregulacyjne i
przeciwnowotworowe. W monocytach, makrofagach i komorkach dendrytycznych
petni on role w parakrynnej aktywacji sgsiednich komorek i jest wydzielany przez te
komoérki we wczesnej fazie infekcji, a w przypadku limfocytéw T wytwarzany jest w
fazie pdzniej, modulujgc swoistg odpowiedz odpornosciowg [Gessani i wsp. 1998;
Frucht i wsp. 2001]. Czynnikami regulujgcymi wydzielanie IFNy przez komorki uktadu
odpornosciowego sg IL-12 i IL-18 [Golab i wsp. 1998], zas inhibitorami wydzielania
IFNy sg transformujgcy czynnik wzrostu-B, glikokortykoidy, IL-4 i IL-10 [Fukao i wsp.
2000; Schindler i wsp. 2001]. Ludzki IFNy jest homodimerem o masie czgsteczkowej
17kDa, zbudowanym z dwédch polipeptydéw samo-asocjujgcych w  sposéb
antyréwnolegty, skutkujgcy utworzeniem czagsteczki o podwdjnej osi symetrii |

wptywajgcej na wigzanie sie IFNy do jego receptora [Bach i wsp. 1997].

5.1.2.1. IFNGR

Receptor rozpoznajgcy IFNy zbudowany jest z dwéch tancuchéow IFNGR1,
dwoch podjednostek IFNGR2 oraz biatek adaptorowych. Rolg tancuchow IFNGR1 jest
wigzanie liganda do receptora, a podjednostek IFNGR2 przekazywanie sygnatu do
wnetrza komorki. Podjednostki receptora IFNGR1 i IFNGR2 nalezg do rodziny
receptoréw cytokin klasy Il. Pojedynczy homodimer IFNy moze wigzac dwie czgsteczki
receptora IFNy, poniewaz czgsteczka IFNy posiada podwadjng os symetrii [Bach i wsp.
1997]. Ludzki IFNGR1 jest kodowany przez 30 kb gen, ktory jest zlokalizowany na
dtugim ramieniu chromosomu 6 [Pfizenmaier i wsp. 1988], zas u myszy IFNGR1 koduje
22 kb gen, obecny na chromosomie 10 [Mariano i wsp. 1987]. Podjednostka IFNGR1
wystepuje na powierzchni prawie wszystkich komorek eukariotycznych. Ekspresja
tancucha IFNGR?2 jest regulowana przez bodzce zewnetrzne, dlatego regulacja genu
IFNGR2 jest krytycznym czynnikiem odpowiedzi na IFNy. Zaréwno ludzki jak i mysi
gen IFNGR1 sktada sie z 7 eksonéw. Domena zewngtrzkomoérkowa jest kodowana
przez eksony od 1 do 5. CzesC blizszego regionu btonowego domeny

zewnatrzkomérkowej i domeny transbtonowej koduje egzon 6, zas domene
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wewngtrzkomorkowg egzon 7 [Bach i wsp. 1997]. Ludzki gen tancucha IFNGR2
znajduje sie na chromosomie 21g22.1 [Soh i wsp. 1994]. Mysi gen IFNGR2 jest
zlokalizowany na chromosome 16 [Hibino i wsp. 1991] i sktada sie 7 eksondw, a
w obrebie regionu flankujgcego 5' zawiera potencjalne miejsca wigzania dla czynnikow

transkrypcyjnych [Bach i wsp. 1997].

5.1.2.2. SZLAKI ATYWOWANE INTERFERONEM TYPU Il

IFNy aktywuje produkcje cytokin w kanonicznym i niekanonicznym szlaku
przekazywania sygnatu. IFNy tworzgcy dimer, wigzac sie do IFNGR, zwigzanego z
kinazg JAK1 i JAK2. Po aktywacji IFNGR przez IFNy, powstaty kompleks receptor-
ligand ulega internalizacji i dysocjacji, a nastepnie IFNy jest uwolniony z kompleksu i
transportowany do lizosomu, gdzie ulega degradacji [Bach i wsp. 1997].

KANONICZNY SZLAK AKTYWOWANY IFNy

W kanonicznej $ciezce sygnalizacyjnej, IFNy w postaci dimeru wigze sie z
dwiema podjednostkami IFNGR1, powodujgc zmiany konformacyjne receptora w
wyniku czego dochodzi do oddziatywan JAK1 z tancuchem IFNGR1 oraz JAK2 z
podjednostkg IFNGR2. W konsekwencji dochodzi do fosforylacji STAT przez kinazy
JAK1iJAK2 i powstania homodimeru STAT1 [Green i wsp. 2017] oraz jego translokacji
do jgdra komorkowego, gdzie wigze sie z sekwencjami GAS genomowego DNA,
gendw regulowanych przez IFNy, takich jak HLA-A, NOS-2, IRF1, PDCD1 i CD274
[Decker i wsp. 1997].
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Ryc. 5.4. KANONICZNY SZLAK AKTYWOWANY IFNy: IFNy w postaci dimeru, wigze sie z dwiema
podjednostkami IFNGR1. Nastepuje fosforylacja kinaz JAK1 i JAK2 oraz fosforylacja homodimeru

STAT1
STAT1

STAT1. Utworzony kompleks STAT1-STAT1 jest translokowany do jgdra komdrkowego, gdzie wigze
sie z GAS, a w konsekwencji dochodzi do transkrypcji ISG.

NIEKANONICZNY SZLAK AKTYWOWANY IFNy

Niekanoniczny szlak sygnalizacyjny moze by¢é aktywowany przez IFNy
niezaleznie od obecnosci czynnika transkrypcyjnego STAT1. W takim przypadku
zostaje aktywowany STAT3 w procesie zaleznym od kaskady JAK-STAT, a w
konsekwencji nastepuje aktywacja gendéw regulowanych przez GAS [Qing i Stark
2004]. W alternatywnym szlaku przekazywania sygnatu aktywowanym przez IFNy,
aktywacja IFNGR skutkuje rekrutacjg biatek adaptorowych MAL [Cheallaigh i wsp.
2016] i Fyn [Uddin i wsp. 1997], zwigzanych z podjednostkg IFNGR2. Aktywacja biatka
adaptorowego MAL indukuje szlak sygnatowy poprzez fosforylacje kinazy p38, a
nastepnie fosforylacje i aktywacje czynnika transkrypcyjnego CREB, ktory ulega
translokacji do jgdra komorkowego [Green i wsp. 2017]. W konsekwencji prowadzi to
do zwiekszenia ekspresji chemokiny CXCL10, biatek skierowanych przeciwko

Mycoplazmie i tworzenia autofagosoméw [Cheallaigh i wsp. 2016]. W szlaku
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aktywujgcym biatko adaptorowe Fyn dochodzi do utworzenia zwigzanego z
receptorem kompleksu Fyn-GAB2-pSTAT5, co powoduje aktywacje kinaz GS3K, a
nastepnie PI3K. Transdukcja PI3K prowadzi do aktywacji kinazy PKC, a w

konsekwencji do regulacji odpowiedzi zaleznej od AKT/mTOR [Uddin i wsp. 1997].
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Ryc. 5.5. NIEKANONICZNY SZLAK AKTYWOWANY IFNy: (A) Zaktywowany IFNGR prowadzi do
rekrutacji MAL, co w konsekwencji indukuje szlak sygnatowy prowadzgcy do fosforylacji p38, a
nastepnie aktywacji CREB, ktory jest translokowany do jadra komérkowgo. (B) Aktywacja IFNGR moze
réwniez prowadzi¢ do rekrutacji Fyn, w wyniku czego powstaje kompleks Fyn-GAB2-pSTATS5, co
skutkuje aktywacjg GS3K. W konsekwencji indukowana jest kinaza PI3K, kitdéra nastepnie aktywuje

kinaze PKC, co w rezultacie prowadzi do regulacji odpowiedzi zaleznej od AKT/mTOR.

5.1.3. INTERFERONY TYPU Il

Do rodziny interferonéw typu lll zaliczane sg trzy cytokiny, spokrewnione z
biatkami z rodziny IFN typu | oraz rodzing interleukin 10, ktére pierwotnie zostaty
nazwane jako interleukina 28A, interleukina 28B i interleukina 29 [Sheppard i wsp.
2003]. Wedtug obecnej nomenklatury, przedstawicielami IFN typu 11l sg IFNA1, IFNA2
i IFNA3. Ponadto u ludzi wystepuje takze pseudogen IFNA4. [Fox i wsp. 2009]. Geny
IFNA1, IFNA2 oraz IFNA3 zlokalizowane sg na chromosomie 19, w miejscu 19g13.
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Geny ifnA2 i ifnA3 moga zawiera¢ dodatkowy ekson 1a, wiec w wyniku ekspres;ji tych
gendw powstaje biatko dtuzsze o 4 aminokwasy, umiejscowione na N-koncu cytokin
IFNA2 i IFNA3 [Kotenko i wsp. 2003]. Pod wzgledem budowy IFNA wykazuje duze
podobienstwo do biatek z rodziny IL-10, lecz geny IFNA wykazujg nie wiecej niz 20%
homologii w sekwencji aminokwasowej do IL-10. Podobny stopiern homologii wykazujg
rowniez z IFN typu | co sugeruje, ze IFNA sg ewolucyjnie powigzane z rodzing IL-10
oraz IFN typu | [Sheppard i wsp. 2003]. IFNA wykazuje aktywnos¢ przeciwwirusowg
skutkujgcag zmniejszeniem sie cytopatogennosci komorek zakazonych wirusami takimi
jak VSV lub EMCV. Ponadto cytokiny te majg dziatanie immunomodulacyjne, co
potwierdza zdolnos¢ IFNA do indukowania antygenéw MHC klasy | [Kotenko i wsp.
2003].

5.1.3.1. IFN-AR1 - IL-10R2

Receptor rozpoznajgcy IFNA zbudowany jest z dwdch podjednostek:
podjednostki wigzgcej ligand, IFN-AR1 (nazywanej réwniez CRF2-12 lub IL-28Ra) oraz
z podjednostki pomocniczej, IL-10R2 (nazywanej réwniez CRF2-4 lub IL-10Rp)
[Kotenko i wsp. 2003]. Tylko taka konfiguracja podjednostek daje funkcjonalny
receptor rozpoznajgcy i wigzgcy IFNA oraz aktywujgcy wewnagtrzkomorkowe szlaki
sygnatowe. Gen kodujgcy podjednostke R1 receptora rozpoznajgcego IFNA, IFN-IRa
zlokalizowany jest na chromosomie 1 w miejscu 1p35. Gen kodujacy tancuch R2, IL-
10Rb znajduje sie na chromosomie 21. Podjednostka IL-10R2 ulega ekspresji we
wszystkich tkankach, zas biatko receptorowe IFN-AR1 jest obecne tylko w niektorych
typach komérek. W konsekwencji wystepowanie kompletnego kompleksu receptora
rozpoznajgcego IFNA jest zawezone do tych typow komoérek, ktére majg zdolnos¢
ekspresjonowania podjednostki IFN-AR1, np. komorek nabtonkowych [Sommereyns i
wsp. 2008].
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5.1.3.2. SZLAK ATYWOWANY INTERFERONAMI TYPU I

Dokfadny mechanizm dziatania IFN typu Il nie zostat jeszcze poznany.
Jednakze wiadomo, ze IFN typu Il aktywujg te same szlaki sygnalizacyjne co IFN typu
|. Podjednostka wigzgca ligand, IFN-AR1, zawiera diugg wewnatrzkomorkowa
domene, ktdra zwigzana jest z kinazg Jakl. Natomiast fancuch pomocniczy receptora,
IL-10R2, zwigzany jest z kinazg Jak2 oraz Tyk2 [Kotenko i wsp. 2003]. Po zwigzaniu
sie IFN typu Il do receptora powstaje kompleks, ktéry umozliwia aktywacje kinaz Jakl
i Tyk2. W konsekwencji dochodzi do fosforylacji czynnikow transkrypcyjnych STAT1 i
STAT2. Ufosforylowane biatka STAT1 i STAT2 tworzg dimer, do ktérego dotgczany
jest czynnik regulatorowy IRF9. Utworzony kompleks ISGF3 jest translokowany do
jadra komérkowego, co z kolei aktywuje ekspresje ISG. Fosforylacja Jak2 moze
réwniez aktywowac inne czynniki transkrypcyjne STAT (STAT3 i STAT5), co prowadzi
do powstania homodimeru STATL, ktory po translokacji do jadra komoérkowego wigze
sie do DNA w swoistych sekwencjach GAS. IFN typu Ill, podobnie jak IFN typu I,
indukujg rowniez szlaki sygnatowe aktywujgce kinazy MAPK [Vilcek 2003].
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Ryc. 5.6. SZLAK AKTYWOWANY IFNA: Zwigzanie sie IFN 1l do receptora powoduje aktywacje Jakl
i Tyk2. Nastepnie STAT1 i STAT2 ulegajg fosforylacji iw konsekwencji powstaje dimer STAT1-STAT2,
do ktérego dotgczany jest IRF9. W rezultacie powstaje kompleks STAT1-STAT2-IRF9, ktory jest
translokowany do jadra komdérkowego, co skutkuje ekspresjg ISG. Jesli fosforylacji ulega Jak2, moga
zosta¢ aktywowane inne STAT. W konsekwencji zostaje utworzony homodimer STAT1, ktéry migruje
do jadra komérkowego, gdzie wigze sie do GAS. Dodatkowo IFN Il aktywujg kaskady przekazywania
sygnatu, podczas ktérych dochodzi do transdukcji kinaz MAPK.
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5.2. PELLINO

Indukcja odpowiedzi odpornosciowej i aktywacja prozapalnych cytokin podczas
kaskady sygnalizacyjnej TLR odbywa sie poprzez aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny NFkB. Stymulacja receptoréw TLR skutkuje aktywacijg
kinaz IKK, a w konsekwencji prowadzi do translokacji NFKB do jgdra komoérkowego
[Conze i wsp. 2008]. W szlakach sygnatowych indukowanych przez aktywacje
receptorow TLR3 i TLR4 do wydzielania IFN | dochodzi w wyniku aktywacji kinaz IKKe
i TBK1, ktore fosforylujg czynniki regulatorowe IRF3 oraz IRF2 [Clark i wsp. 2011].
Czynniki determinujgce przekazywanie sygnatu od TLR stanowig biatka adaptorowe
tych receptorow, takie jak TRIF oraz MyD88. TRIF jest mediatorem szlaku
sygnatowego TLR3 i TLR4. IL1R oraz prawie wszystkie kaskady TLR (wyjatek TLR3)
zalezg od biatka MyD88, ktore prowadzi do aktywacji IRAK1, IRAK2, IRAK4, TRAF6
oraz ligazy ubikwityny [Hu i wsp. 2015]. Po zwigzaniu sie MyD88 do receptora IL1R
lub TLR, nastepuje rekrutacja biatek IRAK4 i IRAK1. W konsekwencji dochodzi do
fosforylacji IRAK1, co powoduje rekrutacie TRAF6. W rezultacie dochodzi do
autoubikwitynacji TRAF6 z tancuchami poliubikwityny potgczonymi z K63.
Ubikwitynowany TRAF6 aktywuje kinaze TAK1, powodujgc fosforylacje IkBa przez
kinazy IKK. Nastepnie biatko inhibitorowe IkBa ulega proteosomalnej degradacji przez
proteasom 26S. W konsekwencji dochodzi do uwolnienia dimeru NFkB, ktéry jest
translokowany do jadra komérkowego. Ubikwitynacja ma kluczowe znaczenie w
przekazywaniu sygnatow w kaskadach sygnatowych indukowanych przez receptory
TLR prowadzacych do aktywacji NFkB [Conze i wsp. 2008].

Pellino to rodzina ligaz ubikwityny E3 [Bulter i wsp. 2007], regulujgca szlaki
sygnatowe receptorow IL-1 i TLR [Moynagh 2014]. Odkryto jg u Drosophila
melanogaster podczas obserwacji interakcji tego biatka z domeng kinazowg Pelle,
homologiczng do kinazy zwigzanej z receptorem IRAK u ssakéw [GroRRhans i
wsp.1999]. Konce karboksylowe biatek Pellino zawierajg konserwatywne powtorzenia
reszt cysteiny i histydyny, podobne do domeny RING-podobnej [Rich i wsp. 2000]. N-
koniec biatek z rodziny Pellino posiada domene FHA pozwalajgcg na interakcje z
substratem fosforylowanym przez biatko IRAK1. Ponadto w biatkach z rodziny Pellino
w domenie FHA obserwuje sie nietypowe dwie dtugie sekwencje insercji
przypominajgce skrzydto, ktérych nie zaobserwowano w innych domenach FHA [Lin i

wsp. 2008]. Rodzina ssaczych ligaz Pellino obejmuje trzy biatka: Pellinol [Jiang i wsp.

36



2003], Pellino2 [Yu i wsp. 2002] oraz Pellino3 [Jensen i wsp. 2003]. Wszyscy
cztonkowie tej rodziny odgrywajg role w regulacji szlakow sygnatowych receptoréw
TLRireceptora IL-1R [Jiang i wsp. 2003; Yu i wsp. 2002; Jensen i wsp. 2003]. Funkcjg
tych ligaz jest kontrola aktywacji NFkB i kinaz MAPK [Jensen i wsp. 2003; Butler i wsp.
2005; Jiang i wsp.2003]. Biatka Pellino moga petni¢ zaréwno role biatek adaptorowych,
jak réwniez indukowac poliubikwitynacje IRAK1 [Schauvliege i wsp. 2006]. Po
fosforylacji IRAK1 lub IRAK4 zwieksza sie aktywnosc¢ Pellino jako ligazy E3, ktora
posredniczy w indukowanym przez IL-1 tworzeniu kompleksu tancuchow
poliubikwitynowych-IRAK1 potgczonych lizyng-63 (K63), powodujgc aktywacje IKK i
czynnika transkrypcyjnego NFkB [Ordureau i wsp. 2008].

5.2.1. PELLINO1

Pierwsze badania prowadzone z udziatem biatka Pellino1 wykazaty, ze ligaza
ta reguluje aktywacje NFkB zalezng od receptora IL-1R [Jiang i wsp. 2003] indukowang
przez cytokine TGF. Interakcje Pellino1 z biatkami SMAD6 i SMAD7 powodujg
destabilizacje kompleksu MyD88-IRAK1-IRAK4-TRAF6. W konsekwencji aktywacja
NFkB i ekspresja zaleznych od niego gendw prozapalnych sg zahamowane na skutek
zaburzonej interakcji Pellino1 z biatkami IRAK1, IRAK4 i TRAF6 [Choi i wsp. 2006; Lee
i wsp. 2010].

Dalsze badania wykazaty, ze Pellinol petni role w regulacji szlakéw
sygnatowych TLR takich jak TLR3 i TLR4 [Chang i wsp. 2009]. Ze wzgledu na
interakcje z RIP1, kinazg adaptacyjng indukujgcg biatko TRIF, ktére zawiera domene
TIR, biatko to ma kluczowe znaczenie w stymulowanej przez TLR3 i TLR4 aktywacji
IKK i NFkB. Stymulowany przez TRIF kompleks TBK1-IKKe fosforyluje i aktywuje
Pellinol, prowadzgc do ubikwitynacji RIP1 i zaleznej od TRIF aktywacji NFkB [Goh i
wsp. 2012; Smith i wsp. 2011]. Zaobserwowano réwniez, ze myszy z niedoborem
Pellino1 sg odporne na wstrzgs septyczny, ktory wystepuje u myszy typu dzikiego po
podaniu ligandow Poly(I:C) i LPS. Badajgc mechanizm tej opornosci wykazano, ze
Pellinol jest pozytywnym regulatorem cytokin prozapalnych, TNF i IL-6, w odpowiedzi
na stymulacje receptorow TLR3 i TLR4 odpowiednio ligandami Poly(l:C) i LPS [Chang
i wsp. 2009].

Pellinol ulega silniej ekspresji w komérkach mikrogleju, ktore petnig kluczowag

role w patogenezie stwardnienia rozsianego. Wykazano, ze ligaza ta promuje
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aktywacje komorek mikrogleju podczas indukcji eksperymentalnego
autoimmunologicznego zapalenia moézgu i rdzenia (EAE), posredniczy w aktywacji
cytokin prozapalnych i chemokin, a w konsekwencji powoduje migracje limfocytow T
do OUN. Myszy z niedoborem biatka Pellinol wykazywaty tagodniejszy przebiegu EAE
[Xiao i wsp. 2013].

Wykazano, ze niedobdr biatka Pellinol u myszy powoduje zmniejszone miano
wirusa WNV w tkankach, co skutkuje tagodniejszym przebiegiem infekcji oraz
zapobiega smierci komorek wywotanych infekcjg WNV. W zakazeniu WNV Pellino1
peni funkcje pozytywnego regulatora zapalenia OUN. Posredniczy w zwiekszeniu
produkcji chemokin i cytokin prozapalnych w komorkach mikrogleju oraz indukuje
migracje limfocytow T i makrofagdw do OUN. Ponadto, obecno$¢ tej ligazy jest
wymagana przy wnikaniu i replikacji wirusa w komorkach OUN.

W zakazeniu wywotanym przez wirus VSV Pellinol jest negatywnym
regulatorem wydzielania IFNB w szlakach sygnatowych TLR w komérkach mikrogleju.
Pellinol uczestniczy w hamowaniu kaskady sygnalizacyjnej posredniczgcej w
aktywacji TBK1 i IKKe. W komorkach mikrogleju z niedoborem Pellinol wykazano

zwiekszona ochrone przed zakazeniem wirusem VSV [Xiao i wsp. 2015].

5.2.2. PELLINO2

Pellino2 jest najstabiej poznanym biatkiem z rodziny ligaz Pellino. Bierze udziat
w kaskadach sygnatowych zaleznych od receptoréow TLR i IL-1R, prowadzgcych do
aktywacji NFkB. Pellino2 petni funkcje biatka rusztowania regulujgc sciezki sygnatowe
prowadzgce do aktywacji kinaz MAPK, ERK i JNK [Jensen i wsp. 2003], a wyciszenie
genu kodujgcego biatko Pellino2 powoduje zmniejszenie aktywacji kinaz MAPK
indukowanych IL-1 oraz LPS [Kim i wsp. 2012]. Dodatkowo ligaza Pellino2 moze
oddziatywac z biatkami IRAK1, TRAF6 oraz TAK1 [Strelow i wsp. 2003].

5.2.3. PELLINO3

Ostatnie biatko rodziny — Pellino3 wystepuje w dwoch formach: dtuzszej,
Pellino3L (Pellino3a) i krotszej, Pellino3S (Pellino3b). Obie formy Pellino3 odgrywajg
istotng role w aktywacji kinaz MAP poprzez aktywacje czynnikow c-Jun i EIk-1.

Podobnie jak inni cztonkowie rodziny Pellino, Pellino3 oddziatuje z IRAK1, a takze z
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partnerami kompleksu sygnatowego - TRAF6, TAKL i NIK [Jensen i wsp. 2003]. Innym
szlakiem, ktory aktywuje Pellino3 jest kaskada kinazy p38, w ktorej posredniczy
aktywacja IL-1R. W rezultacie Pellino3 indukuje czynnik transkrypcyjny CREB [Butler
i wsp. 2005]. Ponadto Pellino3S hamuje sygnalizacje IL-1 w wyniku regulacji
degradacji IRAK poprzez aktywnosc ligazy ubikwitynowej E3. Pellino3 obniza zalezne
od TAK1 etapy sygnalizacji aktywacji NFkB, takie jak fosforylacja TAK1/TAB1 i IKKa/
oraz degradacja IkBa [Xiao i wsp. 2008].

Dodatkowo Pellino3 jest negatywnym regulatorem ekspresji IFN | w kaskadzie
sygnalizacyjnej TLR3 zaleznej od TRIF. Aktywacja Pellino3 prowadzi do ubikwitynacji
TRAF6 na skutek interakcji TRAF6 z ligaza, powodujgc ttumienie oddziatywan TRAF6-
IRF7. W rezultacie dochodzi do zmniejszenia indukcji IRF7, a w konsekwencji do
zmniejszenia ekspresji IFN typu | [Siednienko i wsp. 2012]. Ponadto Pellino3
posredniczy w hamowaniu zaleznego od biatka TRIF szlaku sygnalizacyjnego TLR4,
powodujgc obnizenie ekspresji IFN typu | w makrofagach na drodze oxLDL zalezne,.
[Tzieply i wsp. 2012].

W procesie infekcji VSV zaleznej od receptora RLR, Pellino3 jest regulatorem
ekspresji IFN | i cytokin prozapalnych poprzez modulacje przekazywania sygnatu
ERK1/2. W zainfekowanych wirusem VSV komérkach BMDM z wyciszonym genem
dla biatka Pellino3 zachodzi wydajniejsza replikacja czgsteczek wirusa, w poréwnaniu
do komorek typu dzikiego. Skutkiem zwiekszonej replikacji VSV w Peli3” jest liza i
Smier¢ komoérek spowodowana obnizonym wydzielaniem cytokin prozapalnych i IFN

typu | [Reniewicz i wsp. 2021].
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6. ZALOZENIA | CEL PRACY

Biatko Pellino3 jest ligazg ubikwityny E3 petnigcg istotng role w modulaciji
wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej. Modulujgc aktywacje kinaz biatkowych ERK
i INK wptywa na fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB [Butler i wsp. 2005]
oraz ekspresje genu kodujgcego IL1 [Jensen i wsp. 2003], reguluje rowniez ekspresje
IFN | indukowang ligandami receptoréw z rodziny TLR [Siednienko i wsp. 2012; Tzieply
i wsp. 2012].

Ostatnie badania prowadzone w Laboratorium Immunobiologii Mikrobiomu
potwierdzity udziat ligazy Pellino3 w regulacji szlaku sygnatowego kinaz ERK1/2
indukowanych wirusem VSV. Wyniki badan wykazaty, ze na poziomie translaciji
Pellino3 jest pozytywnym regulatorem wydzielania IFN | [Reniewicz i wsp. 2021].

IFN typu | oddziatujgc z receptorem IFNAR aktywujg szlaki sygnatowe JAK-
STAT, MAPK oraz NFkB prowadzgc do produkcji cytokin: Cxcl1l0 oraz Cxcll1l. Jak
dotad funkcja ligazy ubikwityny Pellino3 w kaskadzie sygnatowej dla IFN typu | nie
zostata poznana. Biorgc pod uwage wyniki badan pokazujgce zdolnosc ligazy Pellino3
do regulacji aktywacji kinaz MAP i NFkB podjeto prébe okreslenia funkcji jakg petni
ona w regulacji szlakow sygnatowych aktywowanych przez IFN.

Celem pracy byto ustalenie funkcji jakg petni ligaza Pellino3 w IFNAR-zaleznej
aktywacji kaskady sygnalizacyjnej prowadzgcej do produkcji chemokin. Podjeto
réwniez probe identyfikacji kinaz i czynnikow transkrypcyjnych regulowanych przez
Pellino3 determinujgcych inicjacje transkrypciji cytokin aktywowanych przez IFN.

Majgc na uwadze powszechne wykorzystanie IFN typu | w terapiach
antywirusowych [Friedman 1 Contente, 2010; Utay i Douek, 2016],
przeciwnowotworowych [Goldstein i Laszlo, 1988], a takze w leczeniu stwardnienia
rozsianego [Filipi i Jack, 2020], waznym wydaje sie poznanie nowych mechanizmow
regulacji odpowiedzi zaleznej od receptora dla interferonu typu |. Poznanie nowych
szlakow aktywowanych w odpowiedzi na IFN | umozliwi lepsze zrozumienie ich

mechanizmu dziatania i pozwoli na optymalizacje stosowanych terapii.
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7. MATERIALY | METODY

7.1. MATERIALY

7.1.1. ODCZYNNIKI CHEMICZNE | REAGENTY

2-merkaptoetanol

4x Laemmli Sample Buffer
Agaroza

Bisakrylamid 37,5:1 roztwor 30%
Albumina surowicy wotowej

Bambanker

Btekit trypanu

Bufor do degradacji genomowego DNA

Bufor do polimerazy DNA RedTaq 10x

Chlorek potasu

Chlorek sodu

Chloroform
Deoksycholan sodu
Deoksyrybonukleotydy
Ditiotreitol (DTT)
Diwodorofosforan potasu

DNaza | wolna od RNaz

Dodecylosiarczan sodu (SDS)
Etanol

Glicyna

HEPES

Hydrolizat kazeiny

Interferon B ludzki

Interferon B mysi

Izopropanol

JSH23

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Nippon Genetics Europe GmbH,
Dueren, Niemcy

Bio-Rad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
POCh, Gliwice

POCHh, Gliwice

POCHh, Gliwice

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Promega, Fitchburg, USA
LOBA-Chemie, Mumbai, Indie
POCh, Gliwice

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Serva, Hedelberg, Niemcy
POCh, Gliwice

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
R&D Systems, USA

R&D Systems, USA

POCNh, Gliwice

Selleck Chemicals, USA
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Kazeina 10x

Koktajl inhibitorow proteaz

cOPMLETE Mini EDTA-free

Koktajl inhibitoréw fosfataz

PhosSTOP Mini EDTA-free

Kwas siarkowy (V1) , H2SO4

Kwas octowy

Kwas wersenowy (EDTA)

Marker Gene Ruler 100bp DNA Ladder

Medium DMEM/GlutaMAX

Medium RPMI

Metanol
MG132
Midori Green Advance

Molekularne standardy
czagsteczkowych mas biatkowych
Nadsiarczan amonu (APS)
Nitroceluloza
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
(TEMED)

Normocyna

Ptodowa surowica cieleca (FBS)
Polimeraza DNA RedTaq

R0318220

Sdl fizjologiczna buforowana fosforanem
bez jonéw wapnia i magnezu (PBS)
Tris-HCI

Trizol-RT

Trypsyna 10x

Tween-20

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Roche Diagnostics GmbH,
Manheim, Niemcy

Roche Diagnostics GmbH,
Manheim, Niemcy

POCNh, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
POCh, Gliwice

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Gibco/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Gibco/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

POCNh, Gliwice

Selleck Chemicals, USA
Nippon Genetics Europe GmbH,
Dueren, Niemcy

Bio-Rad, Hercules, USA

Fluka, Bachs, Szwajcaria
Bio-Rad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Invivogen, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Selleck Chemicals, USA
Gibco/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Biomedicals, Santa Ana, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Serva, Hedelberg, Niemcy
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Woda wolna od nukleaz
Woda Mili-Q
Wodorofosforan sodu

Wortmannina

7.1.2. BUFORY

4x gorny bufor Tris pH 6,8

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

Bufor elektrodowy do SDS-PAGE

- 25 mM Tris
- 192 mM glicyna
- 0,1% SDS

TBS-T

- 50 mM Tris-HCI
- 0,9% NacCl

- 0,05% Tween 20

Zel zageszczajacy 5% (10ml)
- Bisakrylamid (37,5:1) 3,3 ml
- 4x upper Tris 5 mL

-H20 11,6 mL

- 10% APS 60 pl

- TEMED 20 pl

Bufor RIPA

- 50mM Tris-HCI, pH 7,4
- 1% Triton-X

- 0,25% Na-deoksycholan
- 150 mM NacCl

-1 mM EDTA

TAE

Sigma, Steinheim, Niemcy
tukasiewicz-PORT, Polska
POCNh, Gliwice

Selleck Chemicals, USA

4x dolny bufor Tris pH 8,8
-1,5M Tris pH 8,8
- 0,4% SDS

Bufor do transferu
-25mM Tris pH 8,5
- 192 mM glicyna

- 20% methanol

TBS
- 50 mM Tris-HCI
- 0,9% NacCl

Zel rozdzielajacy 12% (20ml)
- Bisakrylamid (37,5:1) 10 ml

- 4x lower Tris 6,25 ml

- H20 8,75 ml

- 10% APS 130 pl

- TEMED 14 pl

- 40 mM Tris
- 20 mM kwas octowy
-2 mM EDTA
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PBS PBST

- 137 mM NacCl - 137 mM NacCl

- 2,7 mM KCI - 2,7 mM KCI

- 10 mM Naz2HPO4 - 10 mM Naz2HPO4
- 1,8 mM KH2PO4 - 1,8 mM KH2PO4

-0,1% Tween 20

Bufor A do izolacji Bufor B do izolacji
frakcji cytozolowej frakcji jadrowej

- 10mM HEPES, pH 7,9 - 20mM HEPES

- 10mM KCI - 10mM KCI
-0,2mM EDTA -1mM EDTA

-0,1 mM EGTA -1 mMEGTA

- 0,1mM Nas3VOs4 - 20mM NacCl

- 20% glicerol

7.1.3. ZESTAWY GOTOWE

Nazwa i przeznaczenie zestawu

Firma, kraj

Zestaw do odwrotnej transkrypciji:
iIScript Reverse Transcription Supermix for RT-
PCR

Bio-Rad, Hercules, USA

Zestaw do reakcji PCR w czasie rzeczywistym: iTaq

Uniwersal SYBR Green Supermix

Bio-Rad, Hercules, USA

Zestaw ELISA do oznaczania ludzkiego I-TAC:
Human CXCL11/I-TAC DuoSet ELISA

R&D Systems,
Minneapolis, USA

Zestaw ELISA do oznaczania mysiego
I-TAC: Mouse CXCL11/I-TAC DuoSet ELISA

R&D Systems,
Minneapolis, USA

Zestaw ELISA do oznaczania ludzkiego IP-10:
Human CXCL10/IP-10 DuoSet ELISA

R&D Systems,
Minneapolis, USA

Zestaw ELISA do oznaczania mysiego IP-10: Mouse
CXCL10/1P-10 DuoSet ELISA

R&D Systems,
Minneapolis, USA
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Zestaw ELISA do oznaczania ludzkiego MIG:
Human CXCL9/MIG DuoSet ELISA

R&D Systems,
Minneapolis, USA

Zestaw ELISA do oznaczania mysiego MIG: Mouse

CXCL9/MIG DuoSet ELISA

R&D Systems,
Minneapolis, USA

Zestaw do ilosciowego oznaczania biatka: Pierce™

BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, USA

7.1.4. PRZECIWCIALA

Nazwa przeciwciata

Rozcienczenie

Firma, kraj

Przeciwciato monoklonalne mysie

Sigma, Steinheim,

. 1:1 000 _
skierowane przeciwko B-aktynie Niemcy

Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
fosforylowanej formie JAK1(Tyr1034/1035) ' Technology, USA

Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
JAK1 ' Technology, USA

Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
fosforylowanej formie TYK2(Tyr1054/1055) ' Technology, USA

Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
TYK2 ' Technology, USA

Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
fosforylowanej formie STAT1 (Tyr701) ' Technology, USA

Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko 1:1 000 Cell Signaling
STAT1 ' Technology, USA

Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko 1:1 000 Cell Signaling
fosforylowanej formie STAT2 (Tyr690) ' Technology, USA

Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling

STAT2

Technology, USA
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Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
fosforylowanej formie IKK o/ 11000 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
IKK a/p 11000 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
fosforylowanej formie Akt (Ser473) 11000 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
Akt 11000 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko _ _
fosforylowanej formie PKC (pan) (Bl 1:1 000 Cell Signaling
Ser660) Technology, USA
Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
PKC (pan) 11000 Technology, USA
Przeciwciato mysie skierowane przeciwko .Santa Cruz
KB-a (H-4) 1:1000 Biotechnology,
USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
IRF9 cztowieka 11000 Technology, USA
Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
IRF9 myszy 11000 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
fosforylowanej formie p65 11000 Technology, USA
Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko _ Cell Signaling
P65 11000 Technology, USA
Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko 1:1 000 Cell Signaling
RelB Technology, USA
Przeciwciato krolicze skierowane przeciwko 1:1 000 Cell Signaling
c-Rel Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 1:1 000 Cell Signaling

fosforylowanej formie ERK1/2

Technology, USA
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Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
ERK1/2 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
fosforylowanej formie p38 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
p38 Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
fosforylowanej formie JNK Technology, USA
Przeciwciato krélicze skierowane przeciwko 11 000 Cell Signaling
JINK Technology, USA
Przeciwciato mysie skierowane przeciwko .Santa Cruz
nukleolinie C23 (H-250) 11000 Blotechnology,
USA
Przeciwciato osle skierowane przeciwko
tancuchowi ciezkiemu IgG myszy 1:10 000 LiCor, USA
skoniugowane z fluoroforem IRDye 680W
Przeciwciato osle skierowane przeciwko
tancuchowi ciezkiemu IgG krolika 1:10 000 LiCor, USA
skoniugowane z fluoroforem IRDye 800W
7.1.5. SEKWENCJE OLIGONUKLEOTYDOW
Gen Sekwencja 5’— 3’
F: GCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCTCGAAG
Hprt R: CCCTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT
F: GAGGAACCCTAGTGATAAGG
Cxel9 R: GTTTGATCTCCGTTCTTCAG
Cxcl10 F: GCCATGGTCCTGAGACAAA
R: AGCTTACAGTACAGAGCTAGGA
Cxclll F: CTCAAGGCTTCCTTATGTTC
R: CGTTACTCGGGTAAATTACAG
HPRT | F: AGCTTGCTGGTGAAAAGGAC
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R: TTATAGTCAAGGGCATATCC

F: ATTGCTACACTGAAGAATGG
CXCL9

R: CTCCCACTTTTTAATCAGTTCC

F: GGAGATGAGCTAGGATAGGATAGAGGG
CXCL10

R: TGCCCATTTTCCCAGGACCG

F: CTACAGTTGTTCAAGGCTTC
CXCL11

R: CACTTTCACTGCTTTTACCC

ifnarl F: TGTTTATGTCAACTGTCAGG
nar
R: TCCTTCTCCATGCTTATCTTAG
tnar? F: GTACACAGTCATGAGCAAAG
nar

R: TCCAACCACTTATCTGTCAC

F: CAGTTGAAAATGAACTACCTCC
IFNAR1

R: ACTTGAAAGGTCATGTTTGC

F: CATGTCTTTTGAACCACCAG
IFNAR2

R: CTTAACAATCCCTCTGACTG

7.1.6. LINIE KOMORKOWE

BMDM WT

BMDM Peli3-"

Uniesmiertelnione mysie
pochodzenia szpikowego typu dzikiego;

dzieki uprzejmosci prof. Paul’a Moynagh z

Uniwersytetu Maynooth;

Hodowla komérek w DMEM,

100ug/ml Normocyna

UnieSmiertelnione mysie

pochodzenia szpikowego z nokautem genu

Peli3;

dzieki uprzejmosci prof. Paul’a Moynagh z

Uniwersytetu Maynooth;

makrofagi

makrofagi



THP-1 WT

THP-1 Pellino3 KO

7.1.7. APARATURA | AKCESORIA

Hodowla komérek w DMEM, 10% FBS,
100ug/ml Normocyna

Linia komoérkowa ludzkich monocytéw typu
dzikiego; European Collection of
Authenticated Cell Cultures

Hodowla komérek w RPMI, 10% FBS,
100ug/ml Normocyna

Linia komodrkowa Iludzkich monocytow z
nokautem genu PELIS3;

Wyprowadzona z komérek THP-1 typu
dzikiego metodag CRISPR-Cas9 w
Laboratorium Immunobiologii  Mikrobiomu
(IITD PAN)

Hodowla komoérek w RPMI, 10% FBS,
100ug/ml Normocyna

Nazwa aparatury i akcesoriow Firma, kraj
Aparat do elektroforezy agarozowej Agagel Midi Wide Biometra, Niemcy
Aparat do elektroforezy biatkowej Mini-PROTEAN® Bio-Rad, USA

Czytnik ptytek Synergy H4

BioTek, Stany

Zjednoczone

Czytnik ptytek MR5000

Dynatech Laboratories,
USA

DRG E-LizaMat X-2

DGR MedTek, Polska

Gel Doc XR+System

Bio-Rad, USA

Inkubator do hodowli komorkowych C 150 Binder, Niemcy
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Jednorazowy sprzet plastikowy: koncowki do pipet,
ptytki hodowlane, probdwki, ptytki polistyrenowe, szalki

Petriego

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

Komora laminarna klasy Il Mars 1200

LaboGene, Dania

Licznik komorek TC20

Bio-Rad, USA

Mikroskop fluorescencyjny

Carl Zeiss, Niemcy

Nanofotometr

IMPLEN, Niemcy

Pipety automatyczne

Eppendorf, Niemcy

Skaner podczerwieni Odyssey CLx

Li-Cor Biosciences,
USA

Termocykler CFX-Connect

Bio-Rad, USA

Termocykler Mastercycler Gradient

Eppendorf, Niemcy

Wirdwka 5424 R

Sigma, Niemcy

Wirdéwka 5804 R

Eppendorf, Niemcy

Wiréwka stotowa bez chtodzenia Mini Spin

Eppendorf, Niemcy

GraphPad Prism 7
Image Studio ver 2.0
MS Office

7.1.8. PROGRAMY KOMPUTEROWE

GraphPad Softwere, USA
Li-Cor Biosciences, USA
Microsoft, USA
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7.2. METODY

7.2.1. HODOWLA KOMOREK

Mysie linie komérkowe BMDM WT i BMDM Peli3” hodowano w medium
DMEM/GlutaMAX wzbogaconym 10% ptodowg surowicg cielecg z dodatkiem
antybiotyku Normocyny (100 ug/ml) w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. W
celu przygotowania komorek do doswiadczen zbierano medium z hodowli wyjsciowej,
nastepnie komorki ptukano PBS (o temperaturze 37°C) i dodawano trypsyne (o
temperaturze 37°C), w celu odklejenia adherentnych komérek BMDM od dna butelki
hodowlanej. Komorki z trypsyng inkubowano przez 5 minut w 37°C, a nastepnie
hamowano aktywno$¢ trypsyny dodajgc medium DMEM/GlutaMAX w objetosci rownej
objetosci enzymu. Po zwirowaniu (5 minut, 300 x g, 22°C) supernatant odrzucano, a
komoérki zawieszano w medium hodowlanym DMEM/GlutaMAX i liczono przy uzyciu
licznika komérek TC20. Zywotno$é komérek oceniano metodg barwienia btekitem
trypanu.

Ludzkie linie komérkowe THP-1 WT i THP-1 Pellino3 KO hodowano w medium
RPMI 1640 wzbogaconym 10% ptodowg surowicg cielecg z dodatkiem antybiotyku
Normocyny (100 ug/ml), w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. W celu
przygotowania komoérek do doswiadczen zbierano zawiesing hodowli wyjsciowej,
wirowano (5 minut, 300 x g, 22°C), odrzucono supernatant i zawieszano w medium
hodowlanym. Komérki liczono przy uzyciu licznika komérek TC20. Zywotno$¢ komorek

oceniano metodg barwienia btekitem trypanu.

7.2.2. STYMULACJA KOMOREK

7.2.2.1. PRZYGOTOWANIE KOMOREK DO REAKCJI PCR ORAZ PCR W CZASIE
RZECZYWISTYM

Zawiesine BMDM WT i Peli3”- w medium DMEM wzbogaconym 10% ptodowg
surowicg cielecg z dodatkiem antybiotyku Normocyny (100 pg/ml) wysiewano na 6-
dotkowg plytke hodowlang (1,0x10® komoérek/dotek). Komérki hodowano przez 24
godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Zawiesing THP-1 WT i Pellino3

KO w medium RPMI wzbogaconym 10% ptodowg surowicg cielecg z dodatkiem
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antybiotyku Normocyny (100 pg/ml) wysiewano na 6-dotkowg ptytke hodowlang
(1,0x108 komérek/dotek). Komérki hodowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C i
atmosferze 5% COa.

Wysiane BMDM WT traktowano przez 4 godziny IFNf o stezeniach: 5 ng/ml, 10
ng/ml, 50 ng/ml i 100 ng/ml. Nastepnie BMDM WT traktowano IFNB (50 ng/ml) przez
1, 2, 3 oraz 4 godziny.

Wysiane BMDM WT i Peli3” traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4
godziny. Eksperymenty powtorzono na modelu ludzkich komorek wykorzystujgc linie
monocytarng THP-1 WT oraz Pellino3 KO.

W kolejnym etapie wysiane BMDM WT i Peli3” traktowano przez godzine
inhibitorem NFkB - JSH23 (5 uM) oraz inhibitorem proteasomu 26S - MG132 (5 uM).
Nastepnie komoérki traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4 godziny. Podobny
schemat powtdérzono wykorzystujgc linie THP-1 WT oraz Pellino3 KO.

Wysiane BMDM WT i Peli3” traktowano przez godzine inhibitorem kinazy PI3K,
Wortmanning (0,5 uM). Nastepnie komorki traktowano IFNB o stezeniu 50ng/ml przez
4 godziny. Kolejno wysiane BMDM WT i Peli3”- traktowano przez godzine inhibitorem
kinazy biatkowej C, Ro318220 (1 pM). Komorki traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml
przez 4 godziny.

We wszystkich doswiadczeniach prowadzonych na liniach komdérkowych
kontrole stanowity odpowiednio nietraktowane komérki WT oraz Peli3”- (Pellino3 KO).

Kazdy eksperyment powtdérzono trzykrotnie.

7.2.2.2. PRZYGOTOWANIE KOMOREK DO TESTU ELISA

Zawiesine BMDM WT i Peli3”- w medium DMEM wzbogaconym 10% ptodowg
surowicg cielecg z dodatkiem antybiotyku Normocyny (100 ug/ml)) wysiewano na 6-
dotkowg plytke hodowlang (1,0x108 komoérek/dotek). Komérki hodowano przez 24
godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Po tym czasie wymieniano
medium hodowlane. Zawiesing THP-1 WT i Pellino3 KO w medium RPMI 1640
wzbogaconym 10% ptodowg surowicg cieleca, z dodatkiem antybiotyku Normocyny
(100 pg/ml), wysiewano na 6-dotkowg ptytke hodowlang (1,0x108 komdrek/dotek).
Komérki hodowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% COo-.

Komorki stymulowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 16 godzin. W przypadku
eksperymentéw z wykorzystaniem inhibitorow (JSH23 5 uM, MG132 5 uM,
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Wortmannina 0,5 pM, R0318220 1 uM) dodawano je na 60 minut przed stymulacjg
IFNB. Nastepnie zbierano medium hodowlane znad komérek (w przypadku BMDM) lub
zawiesine komoérek (w przypadku THP-1) wirowano (5 minut, 300 x g, 22°C), a
uzyskane supernatany rozcienczano PBS (w objetosci 1:1) i umieszczono w
proboéwkach testowych. Kazdy eksperyment powtdérzono trzykrotnie. We wszystkich
doswiadczeniach kontrole stanowity odpowiednio nietraktowane komoérki WT oraz
Peli3”- (Pellino3 KO).

7.2.2.3. PRZYGOTOWANIE KOMOREK DO WESTERN BLOTTING

Zawiesine BMDM WT i Peli3”- w medium DMEM wzbogaconym 10% ptodowg

surowicg cielecg z dodatkiem antybiotyku Normocyny (100 pug/ml)) wysiewano na 6-
dotkowg plytke hodowlang (3,0x108 komadrek/dotek). Komérki hodowano przez 24
godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Po tym czasie wymieniano
medium hodowlane.
Zawiesine THP-1 WT i Pellino3 KO w medium RPMI 1640 wzbogaconym 10% ptodowg
surowicg cielecg z dodatkiem antybiotyku Normocyny (100 ug/ml) wysiewano na 6-
dotkowg plytke hodowlang (1,0x10% komorek/dotek). Komorki hodowano przez 24
godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO:..

BMDM WT i Peli3”- traktowano IFNB (50 ng/ml) przez okreslony czas: 5, 15,
30, 60 i 90 minut. Po zakohczonej stymulacji komorek medium hodowlane usunieto,
przeptukano zimnym buforem PBS i przeprowadzono lize komérek w buforze RIPA z
dodatkiem inhibitorow proteaz i fosfataz. Eksperymenty powtdrzono wykorzystujgc
linie THP-1 WT oraz Pellino3 KO. Z uwagi na fakt, ze komérki te rosng w zawiesinie,
po skonczonym traktowaniu zawiesine zebrano, wirowano (5 minut, 300 x g, 22°C),
supernatanty odrzucano, a hodowle przeptukano zimnym buforem PBS i
przeprowadzono lize komérek w buforze RIPA z dodatkiem inhibitoréw proteaz i
fosfataz. We wszystkich doswiadczeniach kontrole stanowity komarki nietraktowane.

W celu okreslenia translokacji czynnikdbw transkrypcyjnych do jadra
komoérkowego BMDM WT i Peli3” traktowano IFNB (50ng/ml) przez 60 i 90 minut. W
doswiadczeniach pozostawiono jeden dotek jako kontrole z nietraktowanymi
komorkami typu dzikiego oraz Peli3”. Po skonczonej stymulacji usunieto medium,
hodowle przeptukano zimnym buforem PBS i przeprowadzono izolacje frakcji jgdrowej,

ktérg szczegobtowo opisano w rozdziale 7.2.4.2 na stronie 57. W przypadku rosngcych

53



w zawiesinie komorek THP-1 WT oraz Pellino3 KO po skohnczonym traktowaniu
komoérki wirowano (5 minut, 300 x g, 22°C), supernatanty odrzucano, zawiesine
przeptukano zimnym buforem PBS i przeprowadzono izolacje frakcji jgdrowej, ktérg

szczegotowo opisano w rozdziale 7.2.4.2 na stronie 57.

7.2.3. BADANIE EKSPRESJI GENOW

7.2.3.1. IZOLACJA CALKOWITEGO RNA

Izolacje catkowitego RNA z komorek wykonano przy uzyciu odczynnika TRIzol®
RT. Po stymulacji zebrano i odrzucono medium znad BMDM WT i Peli3”, a nastepnie
bezposrednio na ptytce hodowlanej wykonano lize komoérek poprzez dodanie
odczynnika TRIzol® RT (0,5 ml odczynnika na kazde 1,0 x108 komoérek). W przypadku
THP-1 WT i Pellino3 KO, komérki po zakonczonej stymulacji zbierano i wirowano (5
minut, 300 x g, 22°C), supernatanty odrzucano, a uzyskany osad komérek zawieszano
w odczynniku TRIzol® RT (0,5 ml odczynnika do na kazde 1,0 x108 komoérek). Po 5
minutach inkubacji w temperaturze pokojowej lizaty przenoszono do sterylnych
probowek umieszczonych na lodzie, dodawano chloroform (0,1 ml chloroformu na
kazde 0,5 ml lizatu) i dokfadnie mieszano poprzez wstrzgsniecie probowek. Prébki
inkubowano 3 minuty, a nastepnie wirowano przez 15 minut przy 12000 x g w 4°C. Po
wirowaniu w probéwkach otrzymano 3 fazy. Do nowych, sterylnych probéwek
pobierano goérng (wodng) faze zawierajgcg catkowite RNA, a pozostate fazy
odrzucano. Aby strgci¢ RNA dodawano takg samg objetosc¢ izopropanolu, jak objetos¢
zebranej frakcji. Probéwki wstrzgsano i inkubowano w temperaturze 4°C przez 10
minut, a nastepnie wirowano przez 10 minut przy 12000 x g w 4°C. Supernatant
odrzucano, a powstaty osad ptukano dwukrotnie 0,5 ml 75% etanolu i ponownie
wirowano (5 minut, 7500 x g, 4°C). Uzyskany osad suszono, a nastepnie zawieszano

w 20 ul wody wolnej od RNaz i przechowywano w -80°C.
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7.2.3.2. OCENA CZYSTOSCI | POMIAR STEZENIA RNA

Pomiar stezenia RNA, a takze stosunkéw absorbancji A260/A280 i A260/A230,
wykonano z wykorzystaniem nanofotometru. Do dalszych eksperymentow
wykorzystywano probki dla ktorych wartosci stosunkow absorbancji roztworéw

wodnych RNA znajdowaty sie w przedziale 1,7-2,0.

7.2.3.3. DEGRADACJA GENOMOWEGO DNA

Aby oczyscic¢ catkowite RNA z zanieczyszczen pochodzgcych z genomowego
DNA pobierano 1 ug catkowitego RNA, dodawano bufor do degradacji genomowego
DNA (1ul) oraz deoksyrybonukleaze | (1pl). Uzupetniano wodg wolng od RNaz tak aby
koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10ul. Mieszanine reakcyjng
inkubowano przez 30 minut w 37°C. W celu zatrzymania reakcji dodawano 50 mM

EDTA (1ul) i inkubowano przez 10 minut w temperaturze 65°C.

7.2.3.4. ODWROTNA TRANSKRYPCJA NA MATRYCY RNA

Do reakcji odwrotnej transkrypcji na matrycy RNA uzyto zestaw iScript™ RT
Supermix. Do 1 ug catkowitego RNA (po degradacji genomowego DNA) dodawano 4
pl iScript RT Supermix i mieszanine reakcyjng dopetniano do 20 pl wodg wolng od

nukleaz. Nastepnie prébki inkubowano:

1) 5 minutw 25°C
2) 20 minutw 46°C
3) 1 minute w 95°C.

Po zakonhczeniu reakcji odwrotnej transkrypcji probki przenoszono na 16d, a otrzymane

cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.
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7.2.3.5. AMPLIFIKACJA SWOISTYCH FRAGMENTOW cDNA (REAKCJA PCR)

Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze gradientowym wykorzystujgc
Polimeraze DNA RedTaq i postepujac zgodnie z zaleceniami producenta. Do
proboéwek dodawano po 3ul cDNA (otrzymanego w reakcji odwrotnej transkrypcji), 2 ul
10x stezonego buforu do PCR, 200 uM deoksynukleotydy (dNTP), po 0,5 uM
starteréw, a nastepnie dodawano odpowiednig ilos¢ wody, aby otrzymac koncowag

objetos¢ 20 pl. Reakcja przebiegta wedtug nastepujgcego schematu:

1) wstepna denaturacja matrycy (95°C przez 3 minuty)
2) denaturacja (95°C przez 30 sekund)

3) taczenie starteréw (60°C przez 60 sekund)

4) synteza (72°C przez 60 sekund)

5) petla od 2 do 4 przez 40 cykli

6) wydtuzona synteza (72°C przez 5 minut)

7) schtodzenie do 4 °C.

7.2.3.6. ELEKTROFOREZA W ZELU AGAROZOWYM

Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym uzywajgc
buforu elektrodowego TAE. Na zel nanoszono po 20 ul produktu PCRoraz 3ul markera
GeneRuler 100 bp DNA Ladder. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy napieciu
90V przez 30-45 minut, w aparacie Agagel Midi-Wide. Prébki po rozdziale

elektroforetycznym wizualizowano uzywajgc aparatu Gel Doc XR+System.

7.2.3.7. AMPLIFIKACJA FRAGMENTOW DNA Z DETEKCJA W CZASIE
RZECZYWISTYM (REAL-TIME PCR)

Do reakcji PCR w czasie rzeczywistym uzyto zestaw iTaq Uniwersal SYBR Green
Supermix oraz aparat CFX Connect. Na 96-dotkowg ptytke nanoszono 10 ng cDNA (w
objetosci 2,5 pl), nastepnie dodawano startery o koncowym stezeniu 0,4 yM (po
1,25ul) oraz iTag Uniwersal SYBR Green Supermix (5 pl). Kazdg z mieszanin
reakcyjnych przygotowywano w 2 powtérzeniach. Reakcje PCR prowadzono wedtug

nastepujgcego schematu:
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1) aktywacja polimerazy (30 sekund, 95°C)
2) denaturacja matrycy (10 sekund, 95°C)

3) hybrydyzacja starterow (15 sekund, 60°C)
4) elongacja (15 sekund, 72°C)

5) odczyt fluorescencji

6) petla od 2 do 5 — 40 powtdrzen.

Otrzymane wyniki normalizowano wzgledem endogennej kontroli genu
fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej (HPRT), a do analizy wynikow

zastosowano metode 2-22CT [Livak i wsp. 2001].

7.2.4. WESTERN BLOTTING

7.2.4.1. LIZA KOMOREK W BUFORZE RIPA

Lize komorek wykonano przy uzyciu buforu RIPA (z dodatkiem inhibitoréw
fosfataz i proteaz). Po okreslonym czasie stymulacji komorek zbierano i odrzucano
supernatanty znad BMDM, a w przypadku THP-1 zbierano zawiesiny komorek i
wirowano (5 minut, 300 x g, 22°C). Nastepnie do komoérek dodawano bufor RIPA
(0,2ml buforu RIPA na dotek) i inkubowano w temperaturze 4°C przez 30 minut. Po
tym czasie lizaty zbierano do sterylnych probéwek, wirowano (5 minut, 1000 x g, 4°C),
a otrzymane supernatanty przenoszono do nowych probéwek. Lizaty przechowywano

w temperaturze -80°C.

7.2.4.2. LIZA KOMOREK W BUFORACH DO IZOLACJI FRAKCJI JADROWEJ

Lize komérek wykonano przy uzyciu buforéow A i B do izolacji frakcji cytozolowej
i jadrowej. Po stymulacji komorek zbierano i odrzucano supernatanty znad BMDM, a
w przypadku THP-1 zawiesiny komérek zbierano i wirowano (5 minut, 300 x g, 22°C),
supernatanty odrzucano, a komorki przeptukiwano zimnym PBS. Nastepnie do
komérek dodawano bufor A do izolacji frakcji cytozolowej (100 ul buforu na kazde dwa
dotki) i inkubowano w temperaturze 4°C przez 15 minut. Lizaty zbierano do sterylnych
probdéwek i wirowano (1 minuta, 12000 x g, 4°C). Otrzymane supernatanty (frakcja

cytozolowa) odrzucano, a osad (jgdra komdérkowe) ponownie ptukano buforem A i
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wirowano (1 minuta, 12000 x g, 4°C). Po odrzuceniu supernatantu do osadu dodawano
bufor B do izolacji frakcji jadrowej (80 ul buforu na kazde dwa dotki). Probowki
wytrzgsano przez 30 minut w temperaturze 4°C. Nastepnie lizaty wirowano (10 minut,
12000 x g, 4°C), a otrzymane supernatanty (frakcja jgdrowa) przenoszono do

sterylnych probowek. Frakcje jgdrowe przechowywano w temperaturze -80°C.

7.2.4.3. OZNACZENIE STEZENIA BIALKA METODA BCA

Oznaczenie stezenia biatka przeprowadzono z uzyciem zestawu Pierce™ BCA
Protein Assay Kit. Przygotowano roztwor BSA o stezeniu 2 mg/ml. Na 96-dotkowg
ptytke naniesiono: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 pl roztworu BSA oraz po 2 pl prébki, w dwoch
powtdrzeniach. Nastepnie dodano po 200 ul mieszaniny sktadajgcej sie z buforu A i B
do oznaczania stezenia biatka, przygotowanej zgodnie z zaleceniami producenta.
Ptytke wytrzgsano przez 30 sekund i inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C.
Nastepnie odczytano absorbancje przy A=562 nm za pomocg czytnika Synergy H4.
Stezenie biatka wyznaczano na podstawie krzywej kalibracyjnej, wykorzystujac

wzorcowe roztwory BSA.

7.2.4.4. ELEKTROFOREZA SDS-PAGE

Probki zawieszono w buforze Leammli oraz dodano B-merkaptoetanol o
koncowym stezeniu 5%, a nastepnie inkubowano przez 5 minut w temperaturze 99°C.
Na zel poliakrylamidowy (zel zageszczajacy 5%, zel rozdzielajgcy 12%) nanoszono 15
Mg badanej probki. Elektroforeze w warunkach denaturujgcych prowadzono w
aparacie do elektroforezy Mini-PROTEAN przy napieciu 80V dla zelu
zageszczajgcego, a nastepnie przy napieciu 125V dla zelu rozdzielajgcego, w buforze
do elektroforezy SDS-PAGE. Po zakonczonej elektroforezie zele doktadnie ptukano w

wodzie destylowanej, aby odptukaé pozostatosci SDS.
7.2.4.5. ELEKTROTRANSFER BIALEK
Mokry elektrotransfer biatek z Zelu poliakrylamidowego na membrane

nitrocelulozowg prowadzono przy statym napieciu 0,2 A przez 1 godzine i 45 minut, w

temperaturze pokojowej, w buforze do transferu [Towbin i wsp. 1979].
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7.2.4.6. DETEKCJA BIALEK IMMOBILIZOWANYCH NA BLONIE
NITROCELULOZOWEJ

Po przeprowadzonym elektrotransferze, w celu zablokowania oddziatywan
nieswoistych, membrane nitrocelulozowg blokowano przez dwie godziny roztworem
kazeiny w temperaturze pokojowej. Nastepnie membrane ptukano 3-krotnie buforem
TBS-T przez 10 minut. Po odptukaniu resztek roztworu kazeiny dodawano
przeciwciata pierwszorzedowe skierowane przeciwko badanym biatkom i inkubowano
przez 16 godzin w temperaturze 4°C. Po zakonczonej inkubacji membrane
nitrocelulozowg ptukano 3-krotnie buforem TBS-T przez 10 minut, a nastepnie
inkubowano z roztworem przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z fluorochromem
(IRD 700 i 800 LiCor) przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Wizualizacje
membrany nitrocelulozowej prowadzono przy uzyciu aparatu ODYSSEY CLx.

7.2.5. TEST ELISA

Test ELISA wykonywano wykorzystujgc zautomatyzowany system pipetujgcy
DRG E-LizaMat X-2 wedtug instrukcji producenta zestawow do testu ELISA,

zawierajgcych nastepujgce odczynniki:

) ) Stezenie Stezenie
Cytokina Odczynnik ]
poczatkowe koncowe

Kozie przeciwciato pierwszorzedowe
przeciwko myszy (Capture Antibody) 100 pg/mi 800 ng/ml

rozpuszczone w buforze PBS

Biotynylowane kozie przeciwciato
rzeciwko myszy (Detection Antibod
Cxcl9 P yszy ( Y) 12 ug/mi 200 ng/ml
rozpuszczone w 1% roztworze BSA (w

buforze PBS)

Rekombinowane mysie biatko MIG
15,6 - 1000

(Standard) rozpuszczone w 1% 80 ng/ml
pg/mi

roztworze BSA (w buforze PBS)
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Koniugat awidyna-HRP (Streptavidin-
HRP B) rozpuszczony w 1% roztworze
BSA (w buforze PBS)

40-krotne

rozcienczenie

Szczurze przeciwciato pierwszorzedowe

przeciwko myszy (Capture Antibody) 240 pg/mi 2 ug/mi
rozpuszczone w buforze PBS
Biotynylowane kozie przeciwciato
rzeciwko myszy (Detection Antibod
P yszy ( Y) 6 ug/ml 100 ng/ml
rozpuszczone w 1% roztworze BSA (w
Cxcl10 buforze PBS)
Rekombinowane mysie biatko IP-10
62,5-4000
(Standard) rozpuszczone w 1% 150 ng/ml .
m
roztworze BSA (w buforze PBS) Pd
Koniugat awidyna-HRP (Streptavidin-
40-krotne
HRP B) rozpuszczony w 1% roztworze - o )
rozcienczenie
BSA (w buforze PBS)
Kozie przeciwciato pierwszorzedowe
przeciwko myszy (Capture Antibody) 72 pg/ml 400 ng/ml
rozpuszczone w buforze PBS
Biotynylowane kozie przeciwciato
rzeciwko myszy (Detection Antibod
P yszy ( Y) 18 pg/mi 100 ng/ml
rozpuszczone w 1% roztworze BSA (w
Cxcll1 buforze PBS)
Rekombinowane mysie biatko I-TAC
62,5-4000
(Standard) rozpuszczone w 1% 12 ng/ml .
m
roztworze BSA (w buforze PBS) Pd
Koniugat awidyna-HRP (Streptavidin-
200-krotne
HRP B) rozpuszczony w 1% roztworze - o )
rozcienczenie
BSA (w buforze PBS)
Mysie przeciwciato pierwszorzedowe
CXCL9 przeciwko cztowiekowi (Capture 720 pg/ml 6 ng/ml

Antibody) rozpuszczone w buforze PBS
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Biotynylowane kozie przeciwciato

przeciwko cztowiekowi (Detection

_ 12 pg/mi 200 ng/ml
Antibody) rozpuszczone w 1% roztworze
BSA (w buforze PBS)
Rekombinowane ludzkie biatko MIG
62,5-4000
(Standard) rozpuszczone w 1% 850 ng/ml .
m
roztworze BSA (w buforze PBS) Pd
Koniugat awidyna-HRP (Streptavidin-
40-krotne
HRP B) rozpuszczony w 1% roztworze - o ]
rozcienczenie
BSA (w buforze PBS)
Mysie przeciwciato pierwszorzedowe
przeciwko cztowiekowi (Capture 240 pg/mi 2 ug/ml
Antibody) rozpuszczone w buforze PBS
Biotynylowane kozie przeciwciato
rzeciwko myszy (Detection Antibod
P yszy ( Y) 0,75 pg/mi 12,5 ng/ml
rozpuszczone w 1% roztworze BSA (w
CXCL10 buforze PBS)
Rekombinowane ludzkie biatko IP-10
31,2-2000
(Standard) rozpuszczone w 1% 110 ng/ml .
m
roztworze BSA (w buforze PBS) Pd
Koniugat awidyna-HRP (Streptavidin-
40-krotne
HRP B) rozpuszczony w 1% roztworze - o )
rozcienczenie
BSA (w buforze PBS)
Mysie przeciwciato pierwszorzedowe
przeciwko cztowiekowi (Capture 180 pg/mi 1 pug/mi
Antibody) rozpuszczone w buforze PBS
Biotynylowane kozie przeciwciato
przeciwko myszy (Detection Antibody)
CXCL11 11,2 pg/ml 62,5 ng/ml
rozpuszczone w 1% roztworze BSA (w
buforze PBS)
Rekombinowane ludzkie biatko I-TAC
7,81-500
(Standard) rozpuszczone w 1% 60 ng/ml
pg/mi

roztworze BSA (w buforze PBS)
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Koniugat awidyna-HRP (Streptavidin-
200-krotne
HRP B) rozpuszczony w 1% roztworze -

BSA (w buforze PBS)

rozcienczenie

Test ELISA rozpoczeto od przygotowania przeciwciata pierwszorzedowego, o
odpowiednim stezeniu (Tab. 7.1.). 96-dotkowg ptytke polistyrenowg MaxiSorp
optaszczano przeciwciatem pierwszorzedowym, poprzez dodanie 100 ul roztworu
przeciwciat na dotek i inkubowano przez 16 godzin w temperaturze pokojowej, w
ciemnosci. W kolejnym etapie testu zbierano roztwory przeciwciat pierwszorzedowych
z kazdego dotka ptytki i 3-krotnie przeptukano buforem PBS-T. Aby zablokowaé
miejsca nieswoiscie wigzgce immunoglobuliny do kazdego dotka ptytki dodawano po
300 ul buforu blokujgcego (1% roztwor BSA w PBS), a nastepnie inkubowano przez 1
godzine w 37°C. W tym czasie przygotowywano szereg rozcienczen standardu tj.
rekombinowanego biatka ludzkiego i mysiego Cxcl9 (CXCL9), Cxcll0 (CXCL10),
Cxcl11 (CXCL11). Rozcienczenia przygotowywano w 1% roztworze BSA w PBS. Po
uptywie 1 godziny od dodania buforu blokujgcego, bufor zbierano, a ptytke 3-krotnie
przeptukiwano buforem PBS-T. Nastepnie nanoszono po 100 ul przygotowanych
rozcienczen rekombinowanego biatka, a takze po 100 ul badanych probek. Plytke
inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 37°C. Po 3-krotnym ptukaniu ptytki
buforem PBS-T nanoszono po 100 pl biotynylowanych przeciwciat i inkubowano przez
1 godzine w temperaturze 37°C. Ptytke ponownie 3-krotnie ptukano buforem PBS-T, a
nastepnie dodawano po 100 pl koniugatu awidyna-HRP o stezeniu podanym w Tab.
7.1. Detekcje cytokin prowadzono z uzyciem substratu, mierzgc absorbancje przy

dtugosci fali A=450 nm. Stezenie cytokin odczytano z krzywej standardowe;j.

7.2.6. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analize statystyczng i wykresy wykonano wykorzystujgc program GraphPad
Prism 7. Otrzymane wyniki zostaty wyrazone jako $rednie arytmetyczne + odchylenie
standardowe, wykorzystujgc trzy niezalezne powtorzenia eksperymentéw. Roznice
miedzy dwoma badanymi grupami oceniano za pomocg testu t-Studenta przyjmujac
za istotne statystycznie wartosci p<0,05. Wartoéci p oznaczono jako: * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001.
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8. WYNIKI

Pellino3 petni funkcje regulatora odpowiedzi antywirusowej oraz antybakteryjnej
wptywajgc na ekspresje IFN typu | w szlakach przekazywania sygnatu zaleznych od
receptorow TLR3 i TLR4 [Siednienko i wsp. 2014; Tzieply i wsp. 2012]. Jednakze jak
do tej pory mechanizm dziatania tej ligazy w szlaku przekazywania sygnatu
aktywowanym przez IFN | nie zostat poznany. Biorgc pod uwage dane literaturowe,
ktore sugerujg, ze Pellino3 reguluje wydzielanie IFN typu | w kaskadach
sygnalizacyjnych indukowanych wirusami, badania rozpoczeto od okreslenia wptywu
IFNB na ekspresje genéw Cxcl9 (CXCL9), Cxcl10 (CXCL10) oraz Cxcl11l (CXCL11),
kodujgcych chemokiny odpowiedzialne za migracje komorek uktadu odpornosciowego
do miejsca toczacej sie infekcji. Mysi model badawczy stanowity BMDM, mysie
makrofagi roznicowane ze szpiku kostnego. Jako ludzki model badawczy
wykorzystano monocytarng linie komoérek THP-1, wywodzacg sie z ostrej biataczki
monocytowej. W celu aktywacji receptora dla IFN typu | wykorzystano odpowiednio

rekombinowany mysi oraz ludzki IFN.

8.1. WPLYW STEZENIA IFNB NA INDUKCJE EKSPRESJI WYBRANYCH GENOW

W pierwszej kolejnosci okreslono wptyw stezenia IFN na pobudzenie mysich
makrofagéw. W tym celu komorki BMDM WT traktowano przez 4 godziny roznymi
stezeniami IFNB: 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml oraz 100 ng/ml. Nastepnie zmiany w
ekspresji gendw kodujgcych geny Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11l okreslono metodg PCR w

czasie rzeczywistym.
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Rys. 8.1. Poziom ekspresji genéw kodujacych Cxcl10, Cxcl11lw BMDM WT w odpowiedzi na IFN.
Komorki traktowano przez 4h IFNB o okreslonym stezeniu. Kontrole stanowity komorki nietraktowane
(NT). Nastepnie z komérek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metodg PCR w czasie

rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw Cxcl10, Cxcl11. Jako genu referencyjnego
uzyto Hprtl. ***p<0,001.

Wykazano, ze w BMDM WT dochodzi do wzrostu ekspresji genéw kodujgcych Cxcl10
i Cxclll w petnym zakresie stezen wykorzystanego liganda. Stezenie 50 ng/ml okazato
sie granicznym, wyzsze nie daty istotnego wzrostu pobudzenia ekspresji. W zwigzku z
tym, stezenie 50 ng/ml zostato wytypowane do dalszych eksperymentow.

Z uwagi na niski, poza progiem czutosci RT-PCR, poziom ekspresji genu Cxcl9
w komoérkach nietraktowanych IFNB, niemozliwa okazata sie analiza ekspresji genu
Cxcl9 metodg 2-24CT,

Nastepnie zbadano kinetyke aktywacji BMDM traktowanych IFNB, okre$lajgc
poziom ekspresji genodw kodujgcych Cxcl10 oraz Cxcl11l w czasie. W tym celu, BMDM
WT traktowano IFN o stezeniu 50 ng/ml przez 1, 2, 3 i 4 godziny. Zmiany w ekspresji

gendw kodujgcych biatka Cxcll0 oraz Cxclll okreslono metodg PCR w czasie
rzeczywistym.

64



mm BMDM WT

* kK

8004 mm BMDM WT

s S
Y — xx® m é—~
= E5 8004
Q 6004 Q
£3 E s
iy S ™ 6004
g 8 400 Er
© > G 4004
P g 5 >
$C 200 S <
© 7 © N
g‘ k) £ g 200
L] [
x 0- = ol —
NT 1h 2h 3h 4h NT 1h 2h 3h 4h

Rys. 8.2. Kinetyka zmian ekspresji genéw kodujacych Cxcl10, Cxcl11 w BMDM WT w odpowiedzi
na FNB. Komorki traktowano IFNB w stezeniu 50 ng/ml przez 1, 2, 3 i 4h. Kontrole stanowity komorki
nietraktowane (NT). Nastepnie z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metoda
PCR w czasie rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw Cxcl10, Cxcl11. Jako genu
referencyjnego uzyto Hprtl. *** p<0,001.

Wykazano, ze w BMDM WT dochodzi do wzrostu ekspresji gendw kodujgcych
Cxcl10 i Cxcl1ll w odpowiedzi na traktowanie komorek IFNB o stezeniu 50 ng/ml, a
najwyzszy poziom mRNA dla badanych cytokin zaobserwowano po 4 godzinach

stymulacji (Rys. 8.2.). W zwigzku z tym taki punkt czasowy zostat wytypowany do
dalszych badan.

8.2. WPLYW LIGAZY UBIKWITYNY PELLINO3 NA EKSPRESJE WYBRANYCH
GENOW W ODPOWIEDZI NA IFNB

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw biatka Pellino3 na ekspresje genow,
Cxcl10 i Cxcl11 w odpowiedzi na traktowanie komérek BMDM i THP-1 IFNB. W tym
celu komérki BMDM WT oraz Peli3”- traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4

godziny. Zmiany w ekspresji genoéw dla badanych cytokin okreslono metodg PCR w

czasie rzeczywistym.

65



mm BMDM WT
- BMDM WT ek /- el
600 - BMDM Peli3
g BMDM Peli3” g =
o <= —
EG T £ 400-
£ <, 4001 g3
N o= 2 ™ 3004
28 I i3
E‘ & 2001 g &%
28 é = 100-
[
= 0 T T * 0 8 ¥
NT IFN B NT IFN p

Rys. 8.3. Poziom ekspresji genéw kodujacych Cxcl10, Cxcl1l w BMDM WT i BMDM Peli3” w
odpowiedzi na IFNB. Komoérki traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole stanowity
komorki nietraktowane (NT). Nastepnie z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i

metodg PCR w czasie rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw Cxcl10, Cxcl11.
Jako genu referencyjnego uzyto Hprtl. *** p<0,001.

Otrzymane wyniki pokazujg zmniejszong o 1/3 ekspresje genu Cxcl10 w BMDM
Peli3”- w stosunku do WT (Rys. 8.3. A) oraz 6-krotny spadek ekspresji genu Cxcl11 w
BMDM Peli3”- w poréwnaniu do WT (Rys. 8.3. B).

Wptyw biatka Pellino3 na ekspresje wybranych genéw w odpowiedzi na IFNf3
zbadano réwniez w komorkach ludzkich. W tym celu, komaorki THP-1 WT i Pellino3 KO
traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4 godziny. Zmiany w ekspresji genéw
CXCL9, CXCL10, CXCL11 okreslono metodg PCR w czasie rzeczywistym.
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Rys. 8.4. Poziom ekspresji genéw kodujacych CXCL10 w THP-1 WT i Pellino3 KO w odpowiedzi
na IFNB. Komorki traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole stanowity komorki
nietraktowane (NT). Nastepnie z komérek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metodg

PCR w czasie rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw CXCL10. Jako genu
referencyjnego uzyto HPRTL1. *** p<0,001.
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Otrzymane wyniki pokazujg zmniejszong o 1/3 ekspresje CXCL10 w THP-1
Pellino3 KO w poréwnaniu do komérek WT (Rys. 8.4.).
Ze wzgledu na niewykrywalny poziom ekspresji genu CXCL9 oraz CXCL11 w

komorkach nietraktowanych IFN3, niemozliwe byto wyznaczenie relatywnego poziomu
MRNA dla tych cytokin.

8.3. WPLYW BIALKA PELLINO3 NA WYDZIELANIE WYBRANYCH CYTOKIN, W
ODPOWIEDZI NA IFNB

Aby potwierdzi¢ udziat Pellino3 w wydzielaniu cytokin Cxcl10 i Cxcl1l w
odpowiedzi na IFN, komorki BMDM WT i Peli3- traktowano IFN o stezeniu 50 ng/ml
przez 16 godzin. Nastepnie przeprowadzono test immunoenzymatyczny (ELISA), aby

okresli¢ stezenie cytokin wydzielonych przez komorki do medium hodowlanego.
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Rys. 8.5. Poziom wydzielanych cytokin Cxcl9, Cxcl10i Cxcl11 w BMDM WT i Peli3”,w odpowiedzi
na IFNB. Komorki traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity komorki

nietraktowane (NT). Nastepnie pobrano medium i przeprowadzono test ELISA. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Otrzymane wyniki pokazujg zmniejszenie wydzielania cytokiny Cxcl10 o ponad
1/2 w BMDM Peli3” w stosunku do komoérek WT (Rys. 8.5. B) oraz catkowite
zahamowanie wydzielania cytokiny Cxclll w BMDM Peli3” (Rys. 8.5. C). Nie
zaobserwowano roznic w poziomie wydzielania cytokiny Cxcl9 (Rys. 8.5. A).

Analogiczne testy wykonano wykorzystujgc komérki THP-1 WT i Pellino3 KO.
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Rys. 8.6. Poziom wydzielanych cytokin CXCL9, CXCL10 oraz CXCL11 w THP-1 WT i Pellino3 KO
w odpowiedzi na IFNB. Komorki traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity

komorki nietraktowane (NT). Nastepnie pobrano medium i przeprowadzono test ELISA. ** p<0,01.

Otrzymane wyniki pokazujg spadek wydzielania cytokiny CXCL10 w THP-1
Pellino3 KO w poréwnaniu z THP-1 WT o okoto 1/3 (Rys. 8.6. B). Nie zaobserwowano
réznic w poziomie wydzielania CXCL9 oraz CXCL11 (Rys. 8.6. A, C).
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8.4. ANALIZA EKSPRESJI GENOW KODUJACYCH PODJEDNOSTKI
RECEPTORA IFNAR W KOMORKACH Z NOKAUTEM GENU DLA PELLINO3

W kolejnym etapie sprawdzono czy nokaut genu dla biatka Pellino3 wptywa na
poziom ekspresji gendw kodujgcych receptor dla IFN | w komoérkach BMDM oraz THP-
1. W tym celu przeprowadzono reakcje PCR na uzyskanej z badanych komoérek
matrycy cDNA, rozcienczonej 1, 10 i 100x. Nastepnie otrzymane produkty reakcji PCR
rozdzielano elektroforetycznie w zelu agarozowym z dodatkiem Midori Green

Advance.

BMDMWT __ BMDM Peli3”
fnarl e = © ..

1x 10x 100x 1x 10x 100x

THP-1 WT THP-1 Pellino3 KO

IFNAR1| " —

IFNARZ - P u.a-- Po—
Ix 10x 100x 1x 10x 100x

Rys. 8.7. Poziom ekspresji genéw Ifnarl i Ifnar2 (A) w BMDM WT i Peli3" oraz genéw IFNARL1 i
IFNAR2 (B) w THP-1 WT i Pellino3 KO Z komdrek izolowano catkowite RNA, ktére poddawano reakc;ji
odwrotnej transkrypcji. Amplifikacje poszczegdlnych fragmentéw prowadzono stosujgc jako matryce
cDNA rozciehczone 1, 10 i 100x. Produkty reakcji PCR rozdzielono w 2% zelu agarozowym, a nastepnie

wizualizowano w aparacie Gel Doc XR+System.

Otrzymane wyniki pokazujg, ze nokaut genu kodujgcego ligaze Pellino3 nie ma
wptywu na ekspresje gendéw kodujgcych podjednostki receptora dla IFN typu | w

obydwu typach komoérek (Rys. 8.7. Ai B).
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8.5. WPLYW BIALKA PELLINO3 NA AKTYWACJE KINAZ BIALKOWYCH |
CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH AKTYWOWANYCH PRZEZ IFNB

W nastepnym etapie badan postanowiono wyjasni¢ mechanizm dziatania biatka

Pellino3 prowadzacy do obnizenia produkcji cytokin.

8.5.1. WPLYW PELLINO3 NA AKTYWACJE KINAZ BIALKOWYCH | CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJNYCH SZLAKU SYGNALOWEGO JAK-STAT

Aby oceni¢ czy biatko Pellino3 reguluje transdukcje genéw Cxcl10, CXCL10 i
Cxcl11 na poziomie szlaku JAK-STAT, analizowano poziom fosforylacji JAK1 i TYK2
oraz STAT1 i STAT2 w komorkach BMDM i THP-1 wykorzystujgc technike Western
Blotting. Uzyskane wyniki skorelowano z catkowitg iloscig badanych kinaz biatkowych
i czynnikow transkrypcyjnych oraz catkowitg iloscig biatka w komaorce reprezentowang
przez ilos¢ B aktyny w lizatach komdrkowych. Wykorzystano przeciwciata skierowane
przeciwko ufosforylowanej formie mysiego i ludzkiego STAT1 (Tyr701) oraz
przeciwciata skierowane przeciwko ufosforylowanej formie ludzkiej TYK2
(Tyr1054/1055).

BMDM WT BMDM Peli3”-
IFNB [min]  NT 5 15 30 60 90 NT 5 15 30 60 90
pSTAT1 . i e St 55505 R
Baktyna —-—“‘-- — s — ——

Rys. 8.8. Analiza aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT1 w BMDM WT oraz Peli3” w
odpowiedzi na IFNB. BMDM WT i Peli3" traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml we wskazanych
punktach czasowych, wyrazonych w minutach. Kontrole stanowity komérki nietraktowane (NT). Komorki
lizowano na lodzie, a nastepnie zmierzono ilos¢ biatka w probach przy uzyciu testu BCA. Préby
(zawierajgce 15 pg biatka) oraz biatkowy standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujgcych, a nastepnie przenoszono na nitroceluloze wykorzystujgc elektrotransfer.
Detekcje biatek prowadzano z uzyciem swoistych przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych
przeciwko nim przeciwciat sprzezonych z fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie
wizualizowano w aparacie Odyssey CLx. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd

trzech powtorzen.
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Uzyskane wyniki wykazaty, ze podczas stymulacji komérek BMDM IFNB
dochodzi do aktywaciji i fosforylacji STAT1 zaréowno w komdrkach WT, jak i z delecjg
w genie kodujgcym biatko Pellino3 (Rys. 8.8.). W BMDM WT STAT1 jest fosforylowany
w 5 minucie stymulacji komérek IFNB, a w BMDM Peli3”- wyrazna fosforylacja STAT1
obserwowana jest dopiero po 15 minutach stymulacji. W BMDM Peli3”- fosforylacja
zanika po 60 minutach stymulacji komérek IFNB, a w komdrkach WT fosforylacja nie
zanika. Otrzymane wyniki wykazaty obnizony poziom fosforylacji STAT1 w komérkach
Peli3” w poréwnaniu do komorek WT. Na membranie nitrocelulozowej nie
zaobserwowano detekcji sygnatu pochodzgcego od kinazy JAK1 w BMDM
traktowanych IFN.

THP-1 WT THP-1 Pellino3 KO
IFNB [min]  NT 5 15 30 60 90 MNT 5 15 30 60 90
pTYK2
TYK2 . =&
pSTAT1 — — —
STAT1 _—— — — — e e o
B aktyna

Rys. 8.9. Analiza aktywacji kinaz biatkowych i czynnikéw transkrypcyjnych w THP-1 WT oraz
Pellino3 KO w odpowiedzi na IFNB. THP-1 WT i Pellino3 KO traktowano IFNB o stezeniu 50ng/ml we
wskazanych punktach czasowych, wyrazonych w minutach. Kontrole stanowity komérki nietraktowane
(NT). Komérki lizowano na lodzie, a nastepnie zmierzono ilos¢ biatka w prébach przy uzyciu testu BCA.
Préby (zawierajgce 15 ug biatka) oraz biatkowy standard masy rozdzielano w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych, a nastepnie przenoszono na nitroceluloze
wykorzystujgc elektrotransfer. Detekcje biatek prowadzano z uzyciem swoistych przeciwciat
pierwszorzedowych oraz skierowanych przeciwko nim przeciwciat sprzezonych z fluorochromem w
zakresie podczerwieni, a nastepnie wizualizowano w aparacie Odyssey CLx. Wynik przedstawia

reprezentatywny obraz wybrany sposrod trzech powtorzeh.

Wyniki badan przeprowadzonych na linii THP-1 wykazaty, ze do aktywaciji i
fosforylacji TYK2 oraz STAT1 dochodzi po 5 minutach stymulacji IFNB. W komdrkach
THP-1 WT obserwowana fosforylacja TYK2 zanika po 60 minutach stymulacji IFN,
podczas gdy w komodrkach Pellino3 KO fosforylacja kinazy TYK2 jest znikoma (Rys.
8.9.). W przypadku czynnika transkrypcyjnego STAT1 zaobserwowano, ze w
komérkach typu dzikiego STAT1 wcigz jest fosforylowany po 90 minutach
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stymulowania tych komorek IFNB, podczas gdy THP-1 Pellino3 KO czynnik ten
przestaje by¢ fosforylowany po 60minutach. Dodatkowo podobnie jak w komdrkach
BMDM, na membranie nitrocelulozowej nie zaobserwowano detekcji sygnatu
pochodzgcego od kinazy JAK1, a takze od czynnika transkrypcyjnego STAT2 w THP-
1 traktowanych IFNR.

8.5.2. WPLYW PELLINO3 NA AKTYWACJE KINAZ BIALKOWYCH | CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJNYCH SZLAKU SYGNALOWEGO PROWADZACEGO DO
AKTYWACJI NFkB

Kolejnym szlakiem przekazywania sygnatu aktywowanym przez IFNB jest
kaskada NFkB. Aby doszto do aktywacji kanonicznej sciezki NFkB koniecznym etapem
jest degradacja podjednostki inhibitorowej czynnika transkrypcyjnego NFkB — IkBa.
Aby okresli¢ role Pellino3 w szlaku NFkB zbadano wptyw IFNB na stopien degradacji
IkBa w komoérkach BMDM i THP-1. Ponadto zbadano poziom fosforylacji kinaz IKKa,
IKKB, Akt, wszystkich izoform kinaz PKC oraz poziom fosforylacji biatka p65, ktore
mogtyby by¢ regulowane przez biatko Pellino3 w szlaku sygnatowym prowadzgcym do
aktywacji NFKB. Zmiany poziomu badanych biatek analizowano przy uzyciu techniki
Western Blotting. Wykorzystano przeciwciata skierowane przeciwko mysiej i ludzkiej
podjednostce inhibitorowej IkBa, przeciwciata  skierowane przeciwko
ufosforylowanemu biatku p65 oraz przeciwciata skierowane przeciwko
ufosforylowanym formom kinaz IKKa/p, Akt i PKC. Wyniki skorelowano z catkowitg
iloscig badanych kinaz biatkowych i czynnikéw transkrypcyjnych oraz catkowitg iloscig

biatka w komorce reprezentowang przez ilos¢ B aktyny w lizatach komérkowych.
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Rys. 8.10. Analiza stopnia degradacji podjednostki inhibitorowej IkBa w BMDM WT i Peli3” w
odpowiedzi na IFNB. BMDM WT i Peli3" traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml we wskazanych
punktach czasowych, wyrazonych w minutach. Kontrole stanowity komérki nietraktowane (NT). Komérki
lizowano na lodzie, a nastepnie zmierzono ilos¢ biatka w probach przy uzyciu testu BCA. Proby
(zawierajgce 15 ug biatka) oraz biatkowy standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujgcych, a nastepnie przenoszono na nitroceluloze wykorzystujac elektrotransfer.
Detekcje biatek prowadzano z uzyciem swoistych przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych
przeciwko nim przeciwciat sprzezonych z fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie
wizualizowano w aparacie Odyssey CLx. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd

trzech powtorzen.

THP-1 WT THP-1 Pellino3 KO
IFNB [min]  NT 5 15 30 60 90 NT 5 15 30 60 90
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Rys. 8.11. Analiza stopnia degradaciji podjednostki inhibitorowej IkBa w THP-1 WT i Pellino3 KO
w odpowiedzi na IFNB. THP-1 WT i Pellino3 KO traktowano IFN o stezeniu 50 ng/ml we wskazanych
punktach czasowych wyrazonych w minutach. Kontrole stanowity komérki nietraktowane (NT). Komorki
lizowano na lodzie, a nastepnie zmierzono ilos¢ biatka w probach przy uzyciu testu BCA. Préby
(zawierajgce 15 g biatka) oraz biatkowy standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujgcych, a nastepnie przenoszono na nitroceluloze wykorzystujac elektrotransfer.
Detekcje biatek prowadzano z uzyciem swoistych przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych
przeciwko nim przeciwciat sprzezonych z fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie
wizualizowano w aparacie Odyssey CLx. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd

trzech powtdrzen.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze podczas stymulacji komérek BMDM oraz THP-1
IFNB dochodzi do degradacji IkBa tylko w komoérkach typu dzikiego. Podczas
traktowania BMDM Peli3”- oraz THP-1 Pellino3 KO IFNB poziom IkBa nie ulegat
zmianie (Rys. 8.10. i Rys. 8.11.). Dodatkowo na membranie nitrocelulozowej nie
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zaobserwowano detekcji sygnatu pochodzgcego od fosforylacji kinaz IKKa, IKK3, Akt,
izoform PKC oraz biatka p65, w BMDM oraz THP-1 traktowanych IFN.

8.5.3. WPLYW PELLINO3 NA AKTYWACJE KINAZ BIALKOWYCH MAPK

Aby oceni¢ udziat Pellino3 w aktywacji kinaz biatkowych MAPK aktywowanych
w szlaku pochodzgcym od IFN typu I, zbadano wptyw IFNB na aktywacje i fosforylacje
kinaz biatkowych MAPK: ERK1/2, JNK, p38 w BMDM i THP-1. Wykorzystano
przeciwciata skierowane przeciwko ufosforylowanym formom mysich i ludzkich kinaz
biatkowych: ERK1/2 (pERK), p38 (p-p38) oraz JNK (pJNK). W celu okreslenia zmiany
poziomu fosforylacji badanych biatek lizaty komorkowe poddano analizie przy uzyciu
techniki Western Blotting i skorelowano z catkowitg iloScig kinaz ERK1/2 (ERK), p38
oraz JNK.

BMDM WT BMDM Peli3”-

IFNB [min]  NT 5 15 30 60 90 NT 5 15 30 60 90
pERK T o — — — .

—— o
ERK
pJNK
JNK —— — : e :
p-p38
p38 S——

Rys. 8.12. Analiza aktywacji kinaz MAPK w BMDM WT i Peli3” w odpowiedzi na IFNB. BMDM WT
i Peli3” traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml we wskazanych punktach czasowych, wyrazonych w
minutach. Kontrole stanowity komorki nietraktowane (NT). Komoérki lizowano na lodzie, a nastepnie
zmierzono ilos¢ biatka w prébach przy uzyciu testu BCA. Proby (zawierajgce 15 ug biatka) oraz biatkowy
standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych, a nastepnie
przenoszono na nitroceluloze wykorzystujgc elektrotransfer. Detekcje biatek prowadzano z uzyciem
swoistych przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych przeciwko nim przeciwciat sprzezonych z
fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie wizualizowano w aparacie Odyssey CLx. Wynik

przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposrdd trzech powtorzen.
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Rys. 8.13. Analiza aktywacji kinaz MAPK w THP-1 WT i Pellino3 KO w odpowiedzi na IFNB. THP-
1 WT i Pellino3 KO traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml we wskazanych punktach czasowych,
wyrazonych w minutach. Kontrole stanowity komorki nietraktowane (NT). Komérki lizowano na lodzie, a
nastepnie zmierzono ilo$¢ biatka w prébach przy uzyciu testu BCA. Proby (zawierajgce 15 ug biatka)
oraz biatkowy standard masy rozdzielano w 12% Zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych,
a nastepnie przenoszono na nitroceluloze wykorzystujgc elektrotransfer. Detekcje biatek prowadzano z
uzyciem swoistych przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych przeciwko nim przeciwciat
sprzezonych z fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie wizualizowano w aparacie

Odyssey CLx. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd trzech powtérzen.

Otrzymane wyniki pokazaty, ze zaréwno w BMDM WT i Peli3” jak i w THP-1
WT i Pellino3 KO nie dochodzi do aktywacji i fosforylacji kinaz biatkowych MAPK:
ERK1/2, JNK, p38 (Rys. 8.12.; Rys. 8.13).

8.6. WPLYW BIALKA PELLINO3 NA TRANSLOKACJE DO JADRA
KOMORKOWEGO CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH, AKTYWOWANYCH W
SZLAKACH SYGNALOWYCH POCHODZACYCH OD INTERFERONU TYPU |

Analiza aktywacji i fosforylacji czynnikédw transkrypcyjnych szlaku
przekazywania sygnatu od receptora dla IFN typu | wykazata, ze Pellino3 ma wptyw
na czas i na stopien fosforylacji kinazy biatkowej TYKZ2 i czynnika transkrypcyjnego
STATL1 (Rys. 8.8., Rys. 8.9). Dodatkowo analiza stopnia degradacji IkBa pokazata, ze
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w komorkach z wyciszong ekspresjg genu Peli3 (PELI3), nie zachodzi degradacja
IkBa, wptywajgc tym samym na aktywacje NFkB (Rys.8.10., Rys.8.11.).

W kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢ wptyw Pellino3 na
translokacje do jgdra komorkowego czynnika transkrypcyjnego STAT1 i czynnika

regulatorowego IRF9, a takze biatek z rodziny NFkB: p65, c-Rel i RelB.

8.6.1. WPLYW PELLINO3 NA TRANSLOKACJE DO JADRA KOMORKOWEGO
CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH SZLAKU SYGNALOWEGO JAK-STAT

Stosujgc technike Western blotting sprawdzono poziom catkowitej ilosci STAT1
i IRF9 we frakcjach jadrowych izolowanych z komérek BMDM i THP-1. Uzyskane
wyniki skorelowano z catkowitg iloscig biatka w jgdrze komérkowym reprezentowang
przez ilos¢ nukleoliny w lizatach z frakcji jgdrowej. Wykorzystano przeciwciata
skierowane przeciwko catkowitej ilosci mysiego i ludzkiego STAT1 oraz przeciwciata

skierowane przeciwko catkowitej ilosci mysiego i ludzkiego IRF9.

BMDM WT BMDM Peli3
IFNB [min] NT 60 90 NT 60 90
STAT1 D — —_— == s s
IRF9 S — - g

nukleolina

Rys. 8.14. Analiza translokacji do jadra czynnika transkrypcyjnego STAT1 i czynnika
regulatorowego IRF9 w BMDM WT i Peli3”w odpowiedzi na IFNB. BMDM WT i Peli3” traktowano
IFNB o stezeniu 50 ng/ml we wskazanych punktach czasowych, wyrazonych w minutach. Kontrole
stanowity komorki nietraktowane (NT). Z komoérek izolowano frakcje jadrowe, a nastepnie proby
(zawierajgce 15 ug biatka) oraz biatkowy standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujgcych i przenoszono na nitroceluloze wykorzystujgc elektrotransfer. Detekcje
biatek prowadzano z uzyciem swoistych przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych przeciwko
nim przeciwciat sprzezonych z fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie wizualizowano w

aparacie Odyssey CLx. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd trzech powtérzen.
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Rys. 8.15. Analiza translokacji do jadra czynnika transkrypcyjnego STAT1 i czynnika
regulatorowego IRF9 w THP-1 WT i Pellino3 KO w odpowiedzi na IFNB. THP-1 WT i Pellino3 KO
traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml we wskazanych punktach czasowych, wyrazonych w minutach.
Kontrole stanowity komorki nietraktowane (NT). Z komérek izolowano frakcje jadrowe, a nastepnie préby
(zawierajgce 15 ug biatka) oraz biatkowy standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujgcych i przenoszono na nitroceluloze wykorzystujgc elektrotransfer. Detekcje
biatek prowadzano z uzyciem swoistych przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych przeciwko
nim przeciwciat sprzezonych z fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie wizualizowano w

aparacie Odyssey CLx. Wynik przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd trzech powtérzen.

Uzyskane wyniki badan pokazaty, ze zaréwno w komoérkach BMDM WT jak i w
komoérkach z nokautem Pellino3 po 60 minutach stymulacji IFNB dochodzi do
translokacji czynnika STAT1 do jgdra komorkowego (Rys. 8.14.). Po 60 minutach
traktowania komérek IFNB poziom catkowitej ilosci STAT1 jest znaczgco wyzszy w
poréwnaniu do komorek nietraktowanych. Jednakze poziom ten jest znacznie nizszy
w komorkach BMDM Peli3”- w poréwnaniu z BMDM WT.

Ponadto, zaobserwowano, ze podczas traktowania BMDM IFNB zaréwno w
komorkach dzikich jak i w komérkach z nokautem Pellino3 dochodzi do translokaciji
IRF9 do jgdra komorkowego (Rys. 8.14.). Wzrost poziomu catkowitej ilosci IRF9 po 60
minutach traktowania komérek WT IFNB jest znaczgco wyzszy w poréwnaniu do
BMDM nietraktowanych. W przypadku BMDM Peli3/- po 60 minutach traktowania
komoérek IFNB poziom catkowitej ilosci IRF9 rowniez jest wyzszy w poréwnaniu do
komorek nietraktowanych, jednakze poziom ten jest znacznie nizszy w porownaniu do

wynikow uzyskanych w komorkach WT.

77



Wyniki badanh przeprowadzonych na komorkach THP-1 wykazaty, ze podczas
traktowania komérek IFNB do translokacji STAT1 do jadra komoérkowego dochodzi
jedynie w komorkach dzikich. W THP-1 z delecjg w genie kodujgcym Pellino3 poziom
catkowitej ilosci STAT1 nie zmienia sie w czasie (Rys. 8.15.). Dodatkowo
zaobserwowano, ze podczas stymulacji THP-1 WT IFNB dochodzi do translokacji IRF9
do jgdra komoérkowego, podczas gdy w THP-1 Pellino3 KO translokacja ta nie jest

obserwowana.

8.6.2. WPLYW PELLINO3 NA TRANSLOKACJE DO JADRA KOMORKOWEGO
CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH SZLAKU SYGNALOWEGO NFkB

Stosujgc technike Western blotting sprawdzono poziom catkowitej iloci biatek
NFkB: p65, c-Rel oraz RelB we frakcjach jagdrowych izolowanych z komorek BMDM i
THP-1. Otrzymane wyniki skorelowano z catkowitg iloscig biatka w jadrze
komérkowym reprezentowang przez ilos¢ nukleoliny w lizatach z frakcji jgdrowe;.
Wykorzystano przeciwciata skierowane przeciwko catkowitej ilosci mysiego i ludzkiego
biatka p65, biatka c-Rel oraz biatka RelB.

BMDM WT BMDM Peli3"-
IFNB [min] NT 60 90 NT 60 90
p65 e — — =
c-Rel P S—- D S —— -
Rel-B —— — C— qu— C— S—
nukleolina

Rys. 8.16. Analiza translokacji do jadra komoérkowego biatek: p65, c-Rel oraz RelB w BMDM WT
i Peli3” w odpowiedzi na IFNB. BMDM WT i Peli3" traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml we
wskazanych punktach czasowych, wyrazonych w minutach. Kontrole stanowity komérki nietraktowane
(NT). Z komérek izolowano frakcje jadrowe, a nastepnie préby (zawierajgce 15 ug biatka) oraz biatkowy
standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych i przenoszono
na nitroceluloze wykorzystujgc elektrotransfer. Detekcje biatek prowadzano z uzyciem swoistych
przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych przeciwko nim przeciwciat sprzezonych z
fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie wizualizowano w aparacie Odyssey CLx. Wynik

przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd trzech powtoérzen.
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Rys. 8.17. Analiza translokacji do jadra komoérkowego biatek: p65, cRel oraz RelB w THP-1 WT i
Pellino3 KO w odpowiedzi na IFNB. THP-1 WT i Pellino3 KO traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml we
wskazanych punktach czasowych, wyrazonych w minutach. Kontrole stanowity komorki nietraktowane
(NT). Z komorek izolowano frakcje jgdrowe, a nastepnie proby (zawierajgce 15 g biatka) oraz biatkowy
standard masy rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych i przenoszono
na nitroceluloze wykorzystujgc elektrotransfer. Detekcje biatek prowadzano z uzyciem swoistych
przeciwciat pierwszorzedowych oraz skierowanych przeciwko nim przeciwciat sprzezonych z
fluorochromem w zakresie podczerwieni, a nastepnie wizualizowano w aparacie Odyssey CLx. Wynik

przedstawia reprezentatywny obraz wybrany sposréd trzech powtérzen.

Uzyskane wyniki badan pokazaty, ze po 60 minutach traktowania komoérek
BMDM WT IFNB dochodzi w nich do translokacji biatek z rodziny NFkB: p65, c-Rel i
RelB do jadra komoérkowego (Rys. 8.16.). Uzyskane wyniki pokazaty, ze w komdrkach
BMDM WT poziom catkowitej ilosci p65, c-Rel oraz RelB wzrasta wraz z czasem
traktowania komorek IFNB. W przypadku BMDM Peli3-- catkowita ilo$¢ p65, c-Rel oraz
RelB wraz z czasem traktowania komorek IFN jest na podobnym poziomie.

Wyniki badanh przeprowadzonych na komérkach THP-1 wykazaty, ze podczas
traktowania komorek IFNB przez 60 i 90 minut jedynie w komoérkach typu dzikiego
dochodzi do translokacji biatka p65 do jgdra komorkowego (Rys. 8.17.). W THP-1 WT
stymulowanych IFN nie stwierdzono natomiast zmiany w poziomie biatka cRel i RelB.
W przypadku komérek THP-1 z nokautem genu kodujgcego Pellino3 stymulacja IFN

nie wptywa na poziom catkowitej ilosci badanych biatek w jgdrze komérkowym.
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8.7. WPLYW BIALKA PELLINO3 NA EKSPRESJE WYBRANYCH GENOW W
ODPOWIEDZI NA INTERFERON B, W OBECNOSCI INHIBITORA NFkB — JSH23

Majgc na uwadze kluczowg role NFKB w regulacji ekspres;ji cytokin i chemokin
podczas infekcji, w dalszym etapie badan skupiono sie na zbadaniu roli tego czynnika
transkrypcyjnego w regulacji ekspresji cytokin indukowanych IFNB. W tym celu
komoérki BMDM WT i Peli3”- oraz THP-1 i Pellino3 KO traktowano mysim lub ludzkim
IFNB w obecnosci i przy braku inhibitora NFKB — JSH23. Nastepnie okreslono zmiany
poziomu ekspresji genow kodujgcych Cxcl10, CXCL10 oraz Cxclll, a takze zmiany
wydzielania cytokin Cxcl10, CXCL10 i Cxcl11.
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Rys. 8.18. Poziom ekspresji genéw kodujacych Cxcl10, Cxcl11 w BMDM WT i Peli3”w odpowiedzi
na traktowanie komérek IFNB, w obecnosci JSH23. Komorki traktowano JSH23 o stezeniu 5 pM
przez 1h, a nastepnie IFNf o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane
(NT). Nastepnie z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metodg PCR w czasie
rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw Cxcl10, Cxcll11. Jako genu referencyjnego
uzyto Hprtl. *** p<0,001.
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Rys. 8.19. Poziom ekspresji genu kodujgcego CXCL10 w THP-1 WT i Pellino3 KO w odpowiedzi

na traktowanie komoérek IFNB, w obecnosci JSH23. Komorki traktowano JSH23 o stezeniu 5 yM

przez 1h, a nastepnie IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane

(NT). Nastepnie z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metodg PCR w czasie

rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw CXCL10. Jako genu referencyjnego uzyto
HPRT1. *** p<0,001.
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Rys. 8.20. Poziom wydzielanych cytokin Cxcl10 i Cxcl11 w BMDM WT i Peli3”, w odpowiedzi na

IFNB, w obecnosci JSH23. Komoérki traktowano JSH23 o stezeniu 5 uM przez 1h, a nastepnie IFNf o

stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane (NT). Nastepnie pobrano

medium z traktowanych komérek i przeprowadzono test ELISA. ** p<0,01.
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Rys. 8.21. Poziom wydzielanej cytokiny CXCL10w THP-1 WT i Pellino3 KO w odpowiedzi na IFNB,
w obecnosci JSH23. Komorki traktowano JSH23 o stezeniu 5 pM przez 1h, a nastepnie IFNB o
stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity komérki nietraktowane (NT). Nastepnie pobrano

medium z traktowanych komorek i przeprowadzono test ELISA. *** p<0,001.

Analiza wynikow reakcji PCR w czasie rzeczywistym wykazata, ze w BMDM
typu dzikiego preinkubowanych 2z inhibitorem NFkB - JSH23, a nastepnie
stymulowanych IFN obserwowano efekt hamowania ekspresji mMRNA dla Cxcl10 w
poréwnaniu z komorkami traktowanymi samym IFNB, a ekspresja mRNA dla Cxcl11
zostata zahamowana (Rys.8.18.). Podobne wyniki otrzymano w tescie ELISA, gdzie w
BMDM WT traktowanych JSH23 oraz IFNB obserwowano zmniejszong produkcje
cytokin Cxcl10 i Cxcl11, w przeciwienstwie do komérek stymulowanych tylko IFNf
(Rys.8.20.). Zaréwno w BMDM jak i w THP-1 z nokautem Pellino3 zaobserwowano
efekt hamowania ekspresji genéw Cxcl1l0, Cxclll oraz CXCL10 w komodrkach
preinkubowanych z inhibitorem NFkB, w poréwnaniu z komoérkami traktowanymi
jedynie IFNB.

Wyniki reakcji PCR w czasie rzeczywistym pokazaty, ze w THP-1 WT nie
zaobserwowano zahamowania ekspresji genu kodujgcego CXCL10 (Rys.8.19.).
Jednakze w tescie ELISA obserwowano obnizenie produkcji cytokiny CXCL10 przez
komérki THP-1 WT pretraktowane inhibitorem JSH23 oraz IFNB, w poréwnaniu do
komoérek traktowanych samym IFNB (Rys.8.21.).
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8.8. WPLYW BIALKA PELLINO3 NA EKSPRESJE WYBRANYCH GENOW W
ODPOWIEDZI NA INTERFERON B, W OBECNOSCI INHIBITORA PROTEASOMU
26S - MG132

Ubikwitynacja podjednostki inhibitorowej czynnika transkrypcyjnego NFkB —
IkBa prowadzi do degradacji IkBa przez proteasom 26S i uwolnienia dimeréw NFkB.
Uzyskane do tej pory wyniki wykazaty, ze zahamowanie ekspresiji biatka Pellino3 w
komorkach BMDM i THP-1 skutkuje brakiem degradacji IkBa oraz zahamowaniem
translokacji NFkB do jadra komorkowego. W nastepnym etapie badan skupiono sie na
okresleniu roli proteasomu 26S w badanym szlaku sygnatowym aktywowanym IFNR.
W tym celu komérki BMDM WT i Peli3” oraz THP-1 i Pellino3 KO traktowano mysim
lub ludzkim IFNB w obecnosci i przy braku inhibitora proteasomu 26S — MG132.
Nastepnie okreslono zmiany poziomu ekspresji genéw kodujgcych Cxcl10, CXCL10

oraz Cxclll, a takze zmiany wydzielania cytokin Cxcl10, CXCL10 i Cxcl11.
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Rys. 8.22. Poziom ekspresji genéw kodujacych Cxcl10, Cxcl11w BMDM WT i Peli3” w odpowiedzi
na traktowanie komérek IFNB, w obecnosci MG132. Komdrki traktowano MG132 o stezeniu 5 pM
przez 1h, a nastepnie IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane
(NT). Nastepnie z komorek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metodg PCR w czasie
rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw Cxcl10, Cxcl11. Jako genu referencyjnego
uzyto Hprtl. *** p<0,001.
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Rys. 8.23. Poziom ekspresji genu kodujagcego CXCL10 w THP-1 WT i Pellino3 KO w odpowiedzi
na traktowanie komoérek IFNB, w obecnosci MG132. Komorki traktowano MG132 o stezeniu 5 uM
przez 1h, a nastepnie IFNf o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane
(NT). Nastepnie z komérek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metodg PCR w czasie
rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw CXCL10. Jako genu referencyjnego uzyto
HPRTL1. ** p<0,01; ** p<0,001.
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Rys. 8.24. Poziom wydzielanych cytokin Cxcl10i Cxcl11 w BMDM WT i Peli3”, w odpowiedzi na
IFNB, w obecnosci MG132. Komorki traktowano MG132 o stezeniu 5 uM przez 1h, a nastepnie IFNS
o stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane (NT). Nastepnie pobrano

medium z traktowanych komérek i przeprowadzono test ELISA. *** p<0,001.
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Rys. 8.25. Poziom wydzielanej cytokiny CXCL10w THP-1 WT i Pellino3 KO w odpowiedzi na IFNB,
w obecnosci MG132. Komorki traktowano MG132 o stezeniu 5 uM przez 1h, a nastepnie IFN o
stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane (NT). Nastepnie pobrano

medium z traktowanych komorek i przeprowadzono test ELISA. *** p<0,001.

W reakcji PCR w czasie rzeczywistym w komérkach BMDM typu dzikiego,
preinkubowanych z inhibitorem proteasomu 26S — MG132, zaobserwowano obnizenie
poziomu ekspresji mMRNA dla Cxcl10, a produkcja mRNA dla genu Cxclll zostata
zahamowana, w poréwnaniu z komoérkami stymulowanych jedynie IFNB (Rys.8.22.).
Podobne wyniki zaobserwowano w tescie ELISA, gdzie jak pokazano na Rys.8.24., w
komorkach WT traktowanych MG132 oraz IFNB doszto do zahamowania wydzielania
cytokin Cxcl10 i Cxcl11, w poréwnaniu z komorkami traktowanymi samym IFNR.

W THP-1 typu dzikiego preinkubowanych inhibitorem MG132 dochodzito do
zahamowania ekspresji genu kodujgcego CXCL10, w poréwnaniu z komorkami
traktowanymi samym IFNB (Rys.8.23.). Otrzymane wyniki reakcji PCR w czasie
rzeczywistym miaty swoje odzwierciedlenie w tescie ELISA, w ktorym obserwowano
zahamowanie wydzielania cytokiny CXCL10 w komoérkach pretraktowanych
inhibitorem MG132, a nastepnie stymulowanych IFNB, w poréwnaniu z komdrkami
traktowanymi jedynie IFN (Rys.8.25.). Dodatkowo zarowno w BMDM jak i w THP-1 z
nokautem Pellino3 preinkubowanych z inhibitorem NFkB, zaobserwowano efekt
hamowania ekspresji gendw Cxcl10, Cxclll i CXCL10 oraz hamowana zostata
produkcja cytokin kodowanych przez te geny, w porownaniu z komorkami
traktowanymi jedynie IFN.
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8.9. WPLYW BIALKA PELLINO3 NA EKSPRESJE WYBRANYCH GENOW W
ODPOWIEDZI NA INTERFERON B, W OBECNOSCI INHIBITORA PI3K -
WORTMANNINY ORAZ W OBECNOSCI INHIBITORA KINAZY BIALKOWEJ C -
R0318220

Aktywacja NFKB moze zachodzi¢ przy aktywacji kinazy biatkowej PI3K,
prowadzgcej do fosforylacji kinazy biatkowej Akt. Konsekwencjg fosforylacji kinazy
biatkowej Akt moze by¢ aktywacja i fosforylacja kinazy biatkowej C (PKC). W kolejnym
etapie badan skupiono sie na okresleniu roli kinazy PI3K oraz PKC w badanym szlaku
sygnatowym. W tym celu komérki BMDM WT i Peli37- traktowano IFNB w obecnosci i
przy braku inhibitora kinazy PI3K — Wortmanniny, a takze w obecnosci i przy braku
inhibitora PKC — R0318220. Nastepnie okresdlono zmiany poziomu ekspresji genow
kodujgcych Cxcl10 oraz Cxcll11, a takze zmiany wydzielania cytokin Cxcl10 i Cxcl11.
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Rys. 8.26. Poziom ekspresji genéw kodujgcych Cxcl10 oraz Cxclll w BMDM WT i Peli3” w
odpowiedzi na traktowanie komoérek IFNB, w obecnosci wortmanniny. Komorki traktowano
wortmanning o stezeniu 0,5 uM przez 1h, a nastepnie IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole
stanowity komérki nietraktowane (NT). Nastepnie z komaérek izolowano catkowite RNA, przepisywano
na cDNA i metodg PCR w czasie rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw Cxcl10,
Cxcl11. Jako genu referencyjnego uzyto Hprtl. *** p<0,001.
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Rys. 8.27. Poziom wydzielanych cytokin Cxcl10i Cxcl11 w BMDM WT i Peli3”, w odpowiedzi na
IFNB, w obecnosci wortmanniny. Komorki traktowano wortmanning o stezeniu 0,5 uM przez 1h, a
nastepnie IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity komoérki nietraktowane (NT).

Nastepnie pobrano medium z traktowanych komérek i przeprowadzono test ELISA. * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001.
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Rys. 8.28. Poziom ekspresji genéw kodujacych Cxcl10, Cxcl11 w BMDM WT i Peli3"w odpowiedzi
na traktowanie komoérek IFNB, w obecnosci Ro318220. Komorki traktowano R0318220 o stezeniu 1
MM przez 1h, a nastepnie IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 4h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane
(NT). Nastepnie z komérek izolowano catkowite RNA, przepisywano na cDNA i metodg PCR w czasie

rzeczywistym oznaczano relatywny poziom ekspresji genéw Cxcl10, Cxcll11. Jako genu referencyjnego
uzyto Hprtl. *** p<0,001.
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Rys. 8.29. Poziom wydzielanych cytokin Cxcl10 i Cxcl11 w BMDM WT i Peli3”, w odpowiedzi na
IFNB, w obecnosci Ro318220. Komorki traktowano R0318220 o stezeniu 1 uM przez 1h, a nastepnie
IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 16h. Kontrole stanowity komorki nietraktowane (NT). Nastepnie pobrano

medium z traktowanych komérek i przeprowadzono test ELISA. * p<0,01; *** p<0,001.

Analiza wynikow wykazata, ze dodatek wortmanniny, a takze obecnos¢
R0318220 nie wptywa na poziom ekspresji genéw Cxcl10 i Cxclll oraz na wydzielanie

cytokin Cxcl10 i Cxcl11l zaréwno w komoérkach BMDM WT i Peli3, jak i w komorkach
THP-1 WT i Pellino3 KO.
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9. PODSUMOWANIE WYNIKOW

1) Ligaza ubikwityny Pellino3 jest zaangazowana w szlak sygnalizacyjny od
receptora dla IFN typu | i reguluje produkcje zaleznych od receptora cytokin.

2) Nokaut genu Peli3 (PELI3) nie wptywa na poziom ekspresji podjednostek
receptora dla IFN |, a zaobserwowane zaburzenia w wydzielaniu cytokin wynikajg z
deregulacji szlakow sygnatowych.

3) W szlaku sygnatowym aktywowanym przez IFN, ligaza Pellino3 nie jest
zaangazowana w aktywacje i fosforylacje kinaz biatkowych MAPK: ERK1/2, JNK, p38
4) W szlaku przekazywania sygnatu aktywowanym przez IFN, kinazy PI3K oraz
PKC nie ulegajg aktywaciji.

5) W kaskadzie przekazywania sygnatu indukowanej przez IFN(, biatko Pellino3
bierze udziat w aktywacji i fosforylacji czynnika transkrypcyjnego STAT1, wptywa
réwniez na degradacje podjednostki inhibitorowej czynnika transkrypcyjnego NFkB —
IkBa

6) Pellino3 bierze udziat w regulacji kaskady sygnalizacyjnej IFNB/IFNAR/NFkB w
BMDM i THP-1.
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10. DYSKUSJA

Odkrycie IFN i che¢ zrozumienia molekularnych mechanizméw jakie petni on w
organizmach byto gtéwnym postepem w biologii i medycynie w ciggu ostatnich 60 lat
[Borden i wsp. 2007]. W tym czasie poznano strukture wielu IFN, scharakteryzowano
geny kodujgce te cytokiny [Rubinstein i wsp. 1979; Trent i wsp. 1982; Bach i wsp. 1997;
Kotenko i wsp. 2003], a takze opisano procesy zachodzgce w szlakach przekazywania
sygnatu [Darnell i wsp. 1994; Uddin i wsp. 1999; Bach i wsp. 1997; Kotenko i wsp.
2003]. IFN typu | aktywowane sg podczas infekcji bakteryjnej lub wirusowej, ktorej
towarzyszy wigzanie sie liganda pochodzgcego z patogenu do receptorow takich jak
receptory RIG-I-podobne (RLR) lub receptory Toll-podobnymi (TLR) [Thompson i wsp.
2011]. Nastepnie uruchamiana jest kaskada przekazywania sygnatu prowadzgca do
wytworzenia IFN typu | [Park i wsp. 2021]. Wydzielanie tego biatka na skutek infekc;ji
prowadzi do aktywacji receptora IFNAR, a w konsekwencji do uruchomienia kaskady
sygnalizacyjnej IFN | [Zanin i wsp. 2021]. Poszerzenie wiedzy na temat
immunomodulacyjnej funkcji IFN | oraz ich przeciwwirusowego dziatania pozwolito na
wykorzystanie tych cytokin jako lekow przeciwwirusowych [Friedman i Contente, 2010;
Utay i Douek, 2016], w terapiach nowotworowych [Goldstein i Laszlo, 1988] oraz w
terapiach schorzeh zwigzanych z zaburzeniami odpornosciowymi [Filipi i Jack, 2020].
Kliniczne zastosowanie IFN spowodowato, ze zyskuje on coraz wieksze
zainteresowanie badaczy. Kazdego roku publikowanych jest nawet kilka tysiecy
artykutow naukowych dotyczgcych IFN, co wizualizuje jak wazne jest dla naukowcdw
prowadzenie badan nad tymi biatkami.

Ligaza ubikwityny Pellino3 zaangazowana jest w regulacje szlakow
sygnatowych wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. W zaleznosci od receptora i
czynnika, ktéry wigze sie z nim, biatko Pellino3 moze wptywac na wydzielanie IFN typu
I. W Sciezce sygnatowej aktywowanej przez TLR3 Pellino3 oddziatuje z TRAFG, a w
konsekwencji ligaza ta hamuje indukcje czynnika IRF7, co prowadzi do zahamowania
ekspresji IFNB [Siednienko i wsp. 2012]. Dodatkowo, Pellino3 moze regulowaé szlaki
sygnatowe aktywowane przez receptor TLR4. Pobudzenie szlaku sygnalizacyjnego
przez utleniong forme lipoproteiny niskiej gestosci (oxLDL) powoduje zalezng od
IRAK1/4 aktywacje Pellino3, ktory monoubikwitynuje biatko TANK i uniemozliwia
stworzenie kompleksu TANK/TBK1 z TRAF3, w odpowiedzi na aktywacje receptora
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TLR4. W konsekwencji obserwuje sie ostabienie ekspresji IFNB w odpowiedzi na LPS
[Tzieply i wsp. 2012].

Zwazywszy, ze opisano udziat ligazy ubikwityny Pellino3 w regulacji produkcji
IFNB, zadalismy sobie pytanie czy Pellino3 moze réwniez wpltywaé¢ na szlaki
sygnatowe aktywowane w wyniku zwigzania sie INF3 z receptorem IFNAR.

Badania rozpoczeto od wybrania modelu badawczego, mysich makrofagow
pochodzenia szpikowego oraz ludzkich monocytow, ktore zostaty wykorzystane do
dalszych badan. Analiza danych literaturowych wykazata, ze IFNB promuje Sciezki
sygnatowe prowadzgce do wydzielania cytokin nalezgcych do rodziny chemokin CXC:
CXCL10[Qianiwsp., 2007]i CXCL11 [Raniiwsp., 1996]. Chemokina CXCL9, réwniez
nalezgca do rodziny CXC, nie jest indukowana przez IFNB, lecz przez IFNy [Farber i
wsp., 1997]. Bazujgc na danych literaturowych wstepnie wytypowano stezenia IFN
pozwalajgce na aktywacje cytokin w badanych komérkach. Wybrano nastepujgce
stezenia interferonu: 5, 10, 50, 100 ng/ml [Iglesias i wsp., 2018; Sheikh i wsp., 2014;
Satyanarayanan i wsp., 2019; Hirsch i wsp., 2009]. Analiza profilu ekspresji cytokin
wykazata, ze 50 ng/ml jest optymalnym stezeniem pobudzajgcym BMDM do ekspresiji
cytokin (Rys.8.1.). Poziom mRNA dla Cxcl10 i Cxcl11 w komorkach traktowanych IFN
o stezeniu 100 ng/ml byt nieznacznie wyzszy od poziomu ekspresji cytokin w
komorkach stymulowanych IFN o stezeniu 50 ng/ml. Dodatkowo wykazano, ze wzrost
poziomu mRNA dla gendéw Cxcl10 i Cxcl11 zalezy od czasu stymulacji IFNB. Komorki
BMDM traktowano IFNB o stezeniu 50 ng/ml przez 1, 2, 3, 4h (Rys.8.2.). Wyniki
wskazaty, ze sposréd wytypowanych punktéw czasowych, stymulacja komorek przez
4h skutkuje dwu-krotnie wyzszym poziomem mRNA dla badanych cytokin, w stosunku
do punktu czasowego 3h, dlatego do dalszych badan wytypowano punkt czasowy 4h.
Ponadto potwierdzono, ze IFNB nie indukuje ekspresji genu Cxcl9 w komodrkach
BMDM, co jest tozsame z danymi literaturowymi [Farber i wsp., 1997].

Pierwszym etapem pracy byto ustalenie udziatu biatka Pellino3 w Sciezce
sygnatowej zaleznej od pobudzenia receptora IFNAR. Badania te miaty na celu
ustalenie czy brak biatka Pellino3 w BMDM i THP-1 wptywa na poziom ekspresji genow
Cxcl10 i CXCL10 oraz Cxcl11l i CXCL11, kodujgcych odpowiednio biatka Cxcl10 i
CXCL10 oraz Cxcl11 i CXCL11, po stymulacji komorek IFNB. Analiza wynikow PCR w
czasie rzeczywistym wykazata, ze nokaut genow Peli3 i PELI3 skutkuje zmniejszeniem
produkcji mRNA dla Cxcll0 i CXCL10 oraz Cxclll, a takze brakiem zmian w
przypadku produkcji mRNA dla Cxcl9, CXCL9 i CXCL11 (Rys.8.3., Rys. 8.4). Wyniki
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te potwierdzajg pozytywne zaangazowanie biatka Pellino3 w proces aktywacji
ekspresji ISG, do ktérych nalezg geny kodujgce badane chemokiny. Réwnoczesnie
doniesienia literaturowe wskazywaty, ze ligaza ubikwityny Pellino3 moze petni¢
réwniez role negatywnego regulatora ekspresji genu Cxcl10 w Sciezce sygnatowe]
zaleznej od receptora TLR3 aktywowanej syntetycznym ligandem Poly(I:C) i wirusem
EMCV [Siednienko i wsp. 2012]. Obserwowane rozbieznosci sugerujg, ze biatko
Pellino3 petni funkcje immunomodulatora i w zaleznos$ci od receptora aktywujgcego
sygnat, moze pozytywnie lub negatywnie regulowac ekspresje genu Cxcl10 i CXCL10.

W nastepnym etapie badan, korzystajgc z techniki ELISA, okreslono ilos¢
produkowanych cytokin Cxcl10 i Cxcl11 w BMDM oraz CXCL10 i CXCL11 w THP-1.
Uzyskane wyniki byly tozsame z wczesniejszg analizg poziomu mRNA dla tych
chemokin. Wykazano, ze po stymulacji IFNB poziom Cxcl10 oraz CXCL10 w BMDM
Peli3”- oraz w THP-1 Pellino3 KO jest obnizony w stosunku do komérek WT (Rys.8.5.,
Rys.8.6.), zas§ w komodrkach z nokautem Peli3 zaobserwowano prawie catkowite
zahamowanie produkcji Cxcl11, w poréwnaniu do BMDM WT. Obserwowane wyniki
sugerujg, ze ligaza ubikwityny Pellino3 petni funkcje pozytywnego regulatora
wydzielania cytokin: Cxcl10/CXCL10 oraz Cxcll11l. Otrzymane wyniki korespondujg z
danymi literaturowymi opisujgcymi Pelino3 jako pozytywnego regulatora produkcji
biatka Cxcl10 w szlaku sygnalizacyjnym zaleznym od RIG-I, indukowanym wirusem
VSV [Reniewicz i wsp. 2021].

W kolejnym etapie pracy, ustalono czy nokaut Peli3 w BMDM i PELI3 i w THP-
1 wptywa na poziom ekspresji gendéw Ifnarl, Ifnar2, IFNAR1 i IFNAR2, kodujgcych
odpowiednio mysie i ludzkie podjednostki receptora dla IFN typu |. Wykazano, ze brak
biatka Pellino3 nie wptywa na poziom ekspresji podjednostek IFNAR (Rys. 8.7.).
Obserwacja ta sugeruje, ze rdéznice w ilosci mMRNA dla cytokin, pomiedzy komdrkami
typu dzikiego, a z nokautem biatka Pellino3 nie sg zwigzane z wptywem Pellino3 na
ekspresje receptora IFNAR.

Aktywacja receptora dla IFN | najczesciej prowadzi do indukcji kaskady
sygnatowej JAK-STAT, a w rezultacie do aktywacji i fosforylacji czynnikéw
transkrypcyjnych oraz ekspresji ISG. Jak do tej pory brak jest doniesien literaturowych
dotyczacych roli ligazy Pellino3 w regulacji biatek w szlaku sygnatowym JAK-STAT. W
zwigzku z tym, Ze ligaza ubikwityny Pellino3 jest pozytywnym regulatorem produkcji
biatek Cxcl10 i Cxcl11 oraz transkrypcji ich gendéw, postanowiono zbadaé poziom

fosforylacji wybranych kinaz i czynnikéw transkrypcyjnych aktywowanych w kaskadach
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sygnatowych zaleznych od IFN typu |, wykorzystujgc technike Western blotting.
Otrzymane wyniki pokazaty, ze juz po 5 minutach traktowania BMDM WT IFN badany
czynnik transkrypcyjny STAT1 ulega fosforylacji. Po 30 minutach fosforylacja STAT1
osigga maksymalng wartosc, a nastepnie zaczyna spadac i po 90 minutach od dodania
IFNB osigga wartos¢ podobng jak w 5 minucie stymulacji WT. W przypadku komérek
z delacjg genu Peli3 poziom fosforylacji czynnika transkrypcyjnego STAT1 jest niski w
5 minucie traktowania komoérek, a po 30 minutach zaczyna spada¢ do zera (Rys.8.8.).
Przedstawione wyniki sugerujg, ze fosforylacja czynnika transkrypcyjnego STAT1 w
komérkach BMDM jest zalezna od obecnosci ligazy ubikwityny i przy jej braku nie
obserwuje sie fosforylacji STAT1. Badania przeprowadzone na THP-1 wykazaty, ze w
komérkach WT czynnik transkrypcyjny STAT1 jest fosforylowany w badanych
punktach czasowych. Zas w THP-1 Pellino3 KO czynnik transkrypcyjny STAT1 ulega
fosforylacji w 5 minucie, a fosforylacja STAT1 zanika po 60 minutach stymulacji
komérek IFNB. W przypadku badanej kinazy TYK2 w THP-1 wykazano, ze w
komérkach WT po 5 minutach i 15 minutach od dodania IFNB kinaza TYK2 ulega
fosforylacji, w porownaniu do komoérek Pellino3 KO gdzie TYK2 praktycznie nie ulega
fosforylacji. (Rys.8.9).

Z uwagi na unikatowos$¢ tych obserwacji postanowiono zbadac¢ jaki wptyw ma
ligaza ubikwityny Pellino3 na translokacje do jadra komorkowego czynnikéw
transkrypcyjnych STAT1 i IRF9, w tym celu wykorzystano technike Western Blotting.
Otrzymane wyniki wykazaty, ze translokacja do jgdra komérkowego STAT1 i IRF9 w
BMDM zachodzi zaréwno w komérkach WT jak i w komérkach z delacjg genu Peli3.
Jednakze, w komdrkach Peli3”- proces ten zachodzi z mniejszg wydajnosciag
(Rys.8.14.). W komorkach THP-1 pokazano, Zze translokacja czynnika
transkrypcyjnego STAT1 zachodzi jedynie w komdrkach typu dzikiego, a w THP-1
Pellino3 KO translokacja do jgdra komoérkowego STAT1 nie zachodzi. Podobnie jak w
przypadku czynnika transkrypcyjnego STAT1, translokacja do jgdra komorkowego
czynnika IRF9 zachodzi tylko w komorkach WT, zas w komdrkach z nokautem genu
PELI3 czynnik ten nie jest translokowany do jgdra (Rys.8.15.).

Modyfikacje potranslacyjne takie jak fosforylacja i ubikwitynacja petnig kluczowag
role w regulacji przekazywania sygnatu indukowanego przez IFN typu I. Fosforylacja
kinaz JAK1, TYK2, STAT1 oraz STAT?Z jest pierwszym etapem szlaku, ktory napedza
aktywacje kanonicznej sygnalizacji IFN | i prowadzi do ekspresji ISG. Zwigzanie sie

IFN typu I do receptora skutkuje aktywacjg kinazy TYK2 przez podjednostke receptora
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IFNAR1 oraz kinazy JAK1 przez IFNAR2, czego nastepstwem jest fosforylacja
tyrozyny 701 w STAT1 przez JAKL1l. Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze w
komérkach THP-1 aktywacja czynnika transkrypcyjnego STAT1 oraz kinazy TYK2 sg
regulowane przez ligaze Pellino3. W komdérkach z nokautem genu dla tej ligazy proces
fosforylacji TYK2 praktycznie nie zachodzi, co objawia sie niskim poziomem
fosforylacji STAT1, a w konsekwencji zmniejszang translokacjg czynnika STAT1 oraz
IRF9 do jgdra komdérkowego w komorkach Pellino3 KO. Nizszy poziom czynnikéw
STAT1 oraz IRF9 w jgdrze komorkowym powoduje zmniejszang ekspresje genow
kodujgcych Cxcl10 i CXCL10 oraz zmniejszonym wydzielaniem cytokin Cxcl10 oraz
CXCL10.

Innym szlakiem sygnatowym, ktéry moze zosta¢ indukowany przez IFN, jest
kaskada sygnalizacyjna prowadzgca do aktywacji kinaz MAPK. Wczesniejsze
doniesienia literaturowe dotyczgce biatka Pellino3 wskazujg, ze ligaza ta jest
powigzana z regulacjg aktywacji kinaz z rodziny MAPK, p38 i JNK, zaleznych od
aktywacji receptora dla IL-1 [Jensen i wsp. 2003]. Ostanie doniesienia literaturowe
wykazaty, ze Pellino3 w szlaku sygnatowym zaleznym od cytozolowych receptoréw
RIG-I, moduluje aktywnos$¢ kinaz ERK1/2, ktére rowniez nalezg do rodziny kinaz
MAPK [Reniewicz i wsp. 2021]. Biorgc pod uwage doniesienia literaturowe
postanowiono zbadac role ligazy ubikwityny Pellino3 w aktywaciji i fosforylacji kinaz
MAPK: p38, JNK oraz ERK1/2.

Otrzymane wyniki pokazaty, ze kinazy p38, JNK i ERK1/2 nie biorg udziatu w badanym
szlaku, gdyz nie sg fosforylowane zaréwno w BMDM i THP-1 typu dzikiego, jak i w
komorkach nokautem genu dla biatka Pellino3 (Rys.8.12., Rys.8.13).

Kolejnym szlakiem sygnatowym aktywowanym poprzez interakcje receptora
IFNAR z IFNB jest kaskada aktywujgca czynnik transkrypcyjny NFkB. W cytoplazmie
komorki znajduje sie nieaktywna forma NFkB, ktora tworzy kompleks (trimer) z
biatkiem inhibitorowym 2z rodziny IkB, najczesciej IkBa. Oddziatywanie IFNB z
receptorem dla IFN typ | indukuje fosforylacje IkBa przez kinazy IKK, a nastepnie
biatko inhibitorowe ulega proteosomalnej degradacji przez proteasom 26S. Uwolniony
dimer NFkB z odstonietg sekwencjg sygnatowg NLS (sygnat lokalizacji jadrowej) jest
translokowany do jgadra komorkowego. Majgc na uwadze doniesienia literaturowe
potwierdzajgce, ze ligaza ubkiwityny Pellino3 jest zaangazowana w regulacje aktywacji
NFkB, zaleznej od IL-1 [Xiao i wsp. 2008], postanowiono zbada¢ wptyw biatka Pellino3

na aktywacje NFkB przez IFNB. Wykorzystujgc technike Western blotting zmierzono
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poziom degradaciji podjednostki inhibitorowej czynnika transkrypcyjnego NFkB — [kBa
po stymulacji komérek BMDM i THP-1 interferonem B. Otrzymane wyniki pokazaty, ze
zarowno w komoérkach BMDM WT jak i THP-1 WT podjednostka IkBa ulega degradaciji
(Rys.8.10., Rys.8.11.). Jednakze zaréwno w BMDM, jak i THP-1 z nokautem biatka
Pellino3 nie zachodzi degradacja podjednostki IkBa. Wyniki te wskazujg, ze
degradacja IkBa jest zalezna od obecnosci biatka Pellino3.

Biorgc pod uwage obserwacje, ze nokaut genu Peli3 w BMDM i genu PELI3 w
THP-1 skutkuje brakiem degradacji IkBa, postanowiono okreslic wptyw Pellino3 na
translokacje do jgdra komoérkowego wybranych podjednostek NFkB. Wykorzystujgc
technike Western blotting, zbadano translokacje do jadra komoérkowego p65 (RelA),
RelB oraz cRel. Otrzymane wyniki wykazaty, ze w BMDM translokacja do jadra
komérkowego wszystkich tych biatek zachodzi w komérkach WT, a w komérkach z
delacjg genu Peli3 translokacja do jgdra komérkowego p65, RelB oraz cRel nie
zachodzi (Rys.8.16.). W THP-1 WT jedynie biatko p65 ulega translokacji do jadra
komérkowego, natomiast w komorkach Pellino3 KO proces translokacji do jgdra
komorkowego biatek NFkB nie zachodzi (Rys.8.17.).

NFkB moze by¢ mobilizowany na skutek indukcji kinazy biatkowej PI3K,
prowadzgcej do fosforylacji kinazy biatkowej Akt. W rezultacie dochodzi do fosforylaciji
kinazy biatkowej C. Sprawdzono zatem, czy ligaza Pellino3 petni role w aktywacji NFkB
poprzez modulacje aktywacji PI3K oraz kinazy biatkowej C.

Podczas odczytu wynikow eksperymentow Western blotting, na membranie
nitrocelulozowej nie zaobserwowano detekcji sygnalu pochodzgcego od kinazy
biatkowej C i Akt w BMDM i THP-1 traktowanych IFNB. Aby wykluczy¢ udziat tych kinaz
w szklaku sygnatowym transdukowanym IFN typu |, BMDM WT i Peli3- traktowano
IFNB w obecnoséci i przy braku inhibitora kinazy PI3K — wortmanniny, a takze w
obecnosci i przy braku inhibitora kinazy biatkowej C — Ro318220. Nastepnie okreslono
zmiany poziomu ekspresji genow kodujgcych Cxcl10 oraz Cxcl11, a takze zmiany
wydzielania cytokin Cxcl10 i Cxcl11. Otrzymane wyniki wykazaty, ze PI3K oraz kinaza
biatkowa C nie biorg udzialu w kaskadzie sygnalizacyjnej aktywowanej IFN typu I,
poniewaz dodatek wortmanniny oraz Ro318220 nie wptywa na poziom ekspres;ji
genow Cxcl10 i Cxcl1ll Cxcl1l (Rys.8.26., Rys.8.28), a takze nie wptywa na poziom
wydzielania cytokin Cxcl10 i Cxcl11, zaréwno w BMDM WT i Peli3*, jak i w THP-1 WT
i Pellino3 KO (Rys.8.27., Rys.8.29).
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W kolejnym etapie sprawdzono czy obserwowany efekt hamowania ekspresji
gendw kodujgcych cytokiny Cxcl10, CXCL10 i Cxcl11 oraz obnizenie poziomu cytokin
kodowanych przez te geny w komorkach z nokautem ligazy ubikwityny jest powigzane
z aktywacjg czynnika transkrypcyjnego NFkB, na skutek stymulacji komoérek IFNB. W
tym celu uzyto inhibitor NFkB, JSH23, ktory dodawano do komdérek na godzine przed
traktowaniem. Zaobserwowano, ze zahamowanie aktywnosci NFkB inhibitorem
JSH23 prowadzito do obnizenia ekspresji genu kodujgcego Cxcl10 oraz zahamowania
ekspresji genu kodujgcego Cxclll w komoérkach BMDM WT traktowanych IFN(B
(Rys.8.18.). Dodatkowo zaobserwowano, ze w komorkach BMDM WT poziom
wydzielania cytokiny Cxcl10 jest obnizony w stosunku do komoérek traktowanych
jedynie IFNB, zas cytokina Cxclll nie jest produkowana w komoérkach BMDM WT
(Rys.8.20.). Otrzymane wyniki wydajg sie by¢ spdjne z eksperymentami
przeprowadzonymi przy uzyciu techniki Western blotting, gdzie pokazano, ze w
komorkach BMDM WT zachodzi translokacja do jgdra komorkowego biatek NFkB, p65,
RelB i cRel (Rys.8.16.).

Natomiast w THP-1 WT stymulowanych IFN[, aktywacja szklaku NFkB nie jest
kluczowym procesem, co potwierdzajg wyniki, w ktérych uzycie inhibitora JSH23 nie
wptywa na ekspresje genu kodujgcego CXCL10, sugerujgc, ze NFKB nie wigze sie do
promotora CXCL10 (Rys.8.19.). Jednakze produkcja cytokiny CXCL10 jest czesciowo
zalezna od aktywacji NFkB, gdyz uzycie inhibitora JSH23 w komérkach THP-1 WT
stymulowanych IFNB prowadzi do obnizenia poziomu wydzielania cytokiny CXCL10,
w poréwnaniu z poziomem wydzielania tej cytokiny przy braku JSH23 (Rys.8.21.). W
eksperymentach przeprowadzonych przy uzyciu techniki Western blotting pokazano,
ze w THP-1 WT zachodzi translokacja do jadra komdérkowego jedynie biatka p65
(Rys.8.17.), sugerujgc, ze w THP-1 aktywacja czynnika transkrypcyjnego NFkB na
skutek pobudzenia szlaku sygnatowego od IFN typu pierwszego zachodzi tylko
czesciowo, co jest spojne z wynikami otrzymanymi przy uzyciu inhibitora JSH23. Jak
pokazano na rysunkach 8.3., 8.4., 8.5., 8.6., ligaza ubikwityny Pellino3 wptywa na
ekspresje genow Cxcl10, Cxcl11l i CXCL10 oraz na produkcje cytokin kodowanych
przez te geny. Otrzymane wyniki eksperymentéw przeprowadzonych z uzyciem
inhibitora NFkB sugerujg, ze aktywacja i translokacja do jgdra komorkowego NFkB
moze by¢ jednym z procesow zaangazowanych w produkcje cytokin transdukowanych

IFNB, dlatego nasuwa sie wniosek, ze Pellino3 moze wptywa¢ na ekspresje i
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wydzielanie cytokin Cxcl10, Cxcl11 i CXCL10, poprzez regulacje kaskady sygnatowej
NFkB.

W nastepnym etapie sprawdzono czy obserwowany efekt hamowania ekspresiji
genow kodujgcych Cxcl10, CXCL10 i Cxclll oraz obnizenie poziomu cytokin
kodowanych przez te geny, w komorkach z nokautem ligazy ubikwityny na skutek
stymulacji komérek IFNB jest powigzane z degradacjg proteasomu 26S. W tym celu
uzyto inhibitor proteasomu 26S, MG132, ktéry dodawano do komérek na godzine
przed traktowaniem.

Zaobserwowano, Zze zahamowanie procesu degradacji proteasomalnej
inhibitorem MG132 prowadzito do obnizenia ekspresji genu kodujgcego Cxcl10 oraz
zahamowania ekspresji genu kodujgcego Cxclll w komérkach BMDM WT
traktowanych IFNB (Rys.8.22.). Ponadto zaobserwowano zahamowanie wydzielania
cytokin Cxcl10 oraz Cxclll w BMDM WT preinkubowanych inhibitorem Mg132 i
stymulowanych IFNB (Rys.8.24.). Zaobserwowane wyniki w BMDM typu dzikiego sg
spojne z obserwacjami w THP-1 WT stymulowanych IFNB w obecnoséci inhibitora
proteasomu 26S. Zahamowanie procesu degradacji proteasomalnej poprzez dodatek
inhibitora MG132 prowadzito do zahamowania ekspresji genu kodujgcego CXCL10
(Rys.8.23.), co odzwierciedlito sie w produkgcji cytokiny CXCL10, ktorej wydzielanie
rowniez zostalo zahamowane (Rys.8.25.). Proteolityczna degradacja biatka
inhibitorowego IkBa przez ukfad ubikwityna-proteasom 26S jest niezbedna do
aktywaciji i translokacji NFkB do jgdra komérkowego. Na rysunkach: 8.3., 8.4., 8.5,
8.6. pokazano, ze ligaza ubikwityny Pellino3 wptywa na ekspresje genéw Cxcl10,
Cxcl11 i CXCL10 oraz na produkcje cytokin kodowanych przez te geny. Dodatkowo
na rysunkach 8.10. i Rys.8.11. zaobserwowano zahamowanie procesu degradacji
podjednostki inhibitorowej IkBa w komérkach z nokautem biatka Pellino3. Otrzymane
wyniki sugerujg, ze ligaza ubikwityny Pellino3 petni role w procesie degradacji
podjednostki inhibitorowej IkBa w proteasome 26S.

Ubikwitynacja obok fosforylacji petni kluczowg role w regulacji przekazywania
sygnatu indukowanego przez IFN |. Najlepiej poznang rolg ubikwitynacji jest
kowalencyjna modyfikacja biatek, ktére nastepnie kierowane sg do degradacji w
proteasomie. W pierwszym etapie procesu ubikwitynacji, ubikwityna (Ub) ulega
aktywacji przez enzym E1 w reakcji zaleznej od ATP, co skutkuje utworzeniem
kompleksu tioestrowego Ub-E1. W drugim etapie ubikwitynacji, aktywowana Ub jest

kierowana do aktywnego centrum enzymu E2, w rezultacie tworzgc tioester Ub-E2. W
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trzecim etapie nastepuje koniugacja Ub z biatkowym substratem w obecnosci ligazy
ubikwityny. Ub zawiera 7 lizyn, do ktorych mogg zostac¢ dotgczone kolejne czgsteczki
Ub, tworzgc tancuch poliubikwityny. W rezultacie biatko naznaczone fancuchem
poliubikwityny moze by¢ kierowane do proteasomu 26S. Proteasom 26S jest to
kompleks proteazy zaleznej od ATP, zawierajgcy rdzen katalityczny (20S) i czes$¢
regulacyjng (19S). [Wu, 2007]. Kanoniczna S$ciezka aktywujgca NFkB polega na
proteolitycznej degradacji biatka inhibitorowego IkB przez uktad ubikwityna-proteasom
26S prowadzgc do aktywacji i translokacji NFkB do jagdra komérkowego. Z kanoniczng
Sciezkg aktywacji NFkB silnie sg zwigzane biatka TRAF, TRAF2 i TRAFG6, ktére moga
dziata¢ jako ligazy ubikwityny. Aktywowane biatka TRAF katalizujg auto-
poliubikwitynacje TRAF oraz poliubikwitynacje biatek RIP i NEMO zwigzang z
tancuchami poliubikwityny potaczonymi z K63. W rezultacie dochodzi do indukgcji biatka
TAK1, co z kolei prowadzi do aktywacji kompleksu kinaz IKK (IKKa, IKKB i NEMO), a
w konsekwencji dochodzi do fosforylacji kB przez kinaze IKKB, a nastepnie IkB jest
ubikwitynowane i kierowane do degradacji w proteasomie 26S [Wu, 2007].

W przypadku alternatywnej $ciezki aktywacji NFkB, w komérkach w stanie
spoczynku kinaza NIK zwigzana jest z kompleksem TRAF2/3 oraz clAPs, ktéry to
poprzez ubikwitynacje kinazy NIK kieruje jg do degradacji. Pobudzenie komorek
czynnikiem aktywujgcym niekanoniczng sciezke NFkB prowadzi do zwigzania TRAF2
do pobudzonego receptora. W konsekwencji clAPs ubikwitynuje TRAF3, kierujgc je do
degradacji. W konsekwenciji kinaza NIK zostaje uwolniona od TRAF2, zas NIK inicjuje
dalsze etapy kaskady sygnalizacyjnej NFkB. Rezultatem aktywaciji NIK jest fosforylacja
kinazy IKKa, ktora w konsekwenc;ji fosforyluje biatko p100, ktére w nastepnym etapie
jest kierowane do poliubikwitynacji i degradacji proteasomalnej C-koncowej domeny
biatka p100. Domena N-koncowa nie jest degradowana w proteasomie, generujac
biatko p52, ktére nastepnie tworzy heterodimer p52/RelB, ktory w rezultacie jest
translokowany do jadra komérkowego [Yang i wsp. 2005; Michel i wsp. 2014; Bonizzi
i Karin, 2004].

Zarowno w kanonicznej jak i niekanonicznej kaskadzie NFkB kluczowg role
odgrywajg biatka TRAF. IFN typu | sg zdolne do indukcji kanonicznej S$ciezki
prowadzgcej do aktywacji NFkB, w ktérej zachodzi auto-poliubikwitynacja TRAF6 oraz
poliubikwitynacja kinazy NEMO. W rezultacie, znajdujgcy sie w cytoplazmie komorki
nieaktywny kompleks p65-p50-IkBa zostaje aktywowany, nastepuje fosforylacja IkBa,

ktore nastepnie ulega degradacji w proteasomie 26S. W konsekwencji dimer p65/p50
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jest translokowany do jgdra komérkowego, w ktorym produkowane sg cytokiny Cxcl10
i Cxcl11. W niniejszej pracy pokazano, ze nokaut ligazy ubikwityny Pellino3 skutkuje
zahamowaniem powyzszych etapdw szlaku sygnatowego. Dane literaturowe sugeruja,
ze biatko TRAFG6 jest bezposrednio rekrutowane przez ligaze ubikwityny Pellino3 w
kaskadzie sygnalizacyjnej IL1R prowadzacej do aktywacji kinaz MAPK, JNK'i p38, a
w rezultacie indukcji czynnikow transkrypcyjnych cJUN, ELK1 i CREB [Butler i wsp.
2005]. Dodatkowo w szlaku przekazywania sygnatu TLR3 Pellino3 oddziatuje z
biatkiem TRAF6 prowadzgc do ubikwitynacji tego biatka, a w rezultacie dochodzi do
zmniejszenia indukcji IRF7, co skutkuje hamowaniem ekspresji IFN | [Siednienko i
wsp. 2012]. Otrzymane wyniki oraz dane literaturowe pozwalajg zaproponowa¢ model
szlaku sygnatowego, w ktorym ligaza ubikwityny Pellino3 moze oddziatywa¢ z TRAFG,
skutkujgc aktywacjg i degradacjg IkBa w proteasomie 26S oraz translokacjg do jadra
komérkowego biatek p65/p50. Jak do tej pory brak doniesien w literaturze o
oddziatywaniu ligazy ubikwityny z innymi biatkami TRAF. W niniejszej pracy pokazano,
ze nokaut ligazy ubikwityny Pellino3 skutkuje zahamowaniem translokacji do jgdra
komorkowego biatka RelB, a uzycie inhibitorow szlaku NFkB oraz proteasomu 26S
prowadzi do obnizenia poziomu produkcji chemokin. Obserwowane rezultaty moga
mie¢ miejsce na skutek oddziatywania biatka Pellino3 z TRAF2, ktére w aktywowane]
IFN typu | Sciezce sygnatowej, wigze sie z podjednostkg IFNAR1 receptora dla IFN |
[Yang i wsp. 2008].

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazujg na role ligazy ubikwityny
Pellino3 jako pozytywnego regulatora szlakow sygnatowych IFN typu I. Pellino3
reguluje ekspresje mRNA dla Cxcl10, CXCL10 i Cxclll oraz wydzielanie cytokin
Cxcl10, CXCL10 i Cxcl11. Brak Pellino3 objawia sie zmniejszeniem fosforylacji kinazy
TYK2, w kaskadzie sygnalizacyjnej JAK-STAT, co skutkuje stabszg fosforylacjg
czynnika transkrypcyjnego STAT1 i powoduje mniej wydajng translokacje do jgdra
komorkowego dimeru STAT1/IRF9. W szlaku przekazywania sygnatu aktywujgcym
NFkB, ligaza ubikwityny Pellino3 wptywa na degradacje podjednostki inhibitorowej IkB

oraz na translokacje do jadra komorkowego podjednostek Rel.
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Rys. 10.1.: Proponowany mechanizm pozytywnej regulacji transkrypcji ISG, Cxcl10 oraz Cxcl11

w szlakach sygnatowych aktywowanych IFN typu |, przez ligaze ubikwityny Pellino3.
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11. WNIOSKI

1)

2)

3)

4)

Pellino3 jest pozytywnym regulatorem genow stymulowanych interferonem:

Cxcl10, CXCL10 oraz Cxcl11 w szlakach sygnatowych, aktywowanych IFN |

Pellino3 promuje wydzielanie chemokin Cxcl10, CXCL10 oraz Cxcl11 w szlaku
sygnatowym indukowanym IFN typu |

W szlaku przekazywania sygnatu aktywowanym przez IFN typu [, Pellino3
wptywa na aktywacje kinazy TYK2, fosforylacje STAT1 oraz translokacjg
kompleksu STAT1-IRF9 do jadra komoérkowego

W kaskadzie sygnalizacyjnej aktywowanej przez IFN |, Pellino3 jest
zaangazowane w proces degradaciji IkBa i reguluje proces translokacji do jadra

komorkowego czynnika transkrypcyjnego NFkB
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