Mechanizmy regulacji szlakow
sygnalowych receptora cytozolowego

RIG-I przez ligaz¢ ubikwityny Pellino3

Streszczenie

Receptory z rodziny RLR (ang. RIG-I-like receptor) sa bardzo waznym elementem
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej odpowiedzialnym za rozpoznanie infekcji
wirusowej w komorce. W obrebie tej grupy jedynymi cztonkami rodziny zdolnymi do
inicjacji przeciwwirusowej kaskady sygnatowej sa: RIG-1 (ang. retinoic acid-inducible
gene 1) i MDAS5 (ang. melanoma differentiation-associated protein 5). Niniejsza praca
koncentruje si¢ na badaniach mechanizmu regulacji RIG-1 odpowiedzialnego za
rozpoznawanie dwuniciowego RNA obecnego w cytoplazmie podczas infekcji wirusowej.
W nastepstwie zwigzania przez RIG-I wirusowego RNA sygnat przekazywany jest na biatko
adaptorowe MAVS (ang. mitochondrial antiviral-signaling protein), co inicjuje kaskady
sygnatowe skutkujgce aktywacjg czynnikow transkrypcyjnych IRF3/7 (ang. interferon
regulatory factor) oraz NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells). Wynikiem tego jest rozpocze¢cie produkcji interferonu typu I oraz innych cytokin,
takich jak IP-10 (ang. C-X-C motif chemokine 10) lub TNFa (ang. tumor necrosis factor).

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

W pierwszym etapie pracy ustalono, ze wirusem, ktory najefektywniej pobudza zalezng
od RLR produkcje interferonu typu | w komérkach BMDM (ang. bone-marrow-derived
macrophage) jest VSIV (ang. vesicular stomatitis Indiana virus). W Kkolejnych
eksperymentach potwierdzono gtéwng role¢ RIG-I w badanym szlaku sygnatowym.

Nastepnie pokazano, ze biatko Pellino3 bierze udziat w regulacji kaskady sygnalowe;j
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aktywowanej przez VSIV/RIG-I. Wykazano, ze Pellino3 negatywnie reguluje S$ciezke
aktywacji czynnikow transkrypcyjnych IRF3/7 oraz nie wptywa na szlak NF-kB. Wykazano
rowniez, ze brak biatka Pellino3 w komdrkach nie wptywa na poziom ekspresji receptorow
RIG-I i MDAS oraz biatka adaptorowego MAVS.

Dalsze badania pokazaty, ze brak biatka Pellino3 skutkuje brakiem produkcji
biologicznie aktywnego interferonu typu | oraz cytokin prozapalnych. Dodatkowo
zaobserwowano, ze w komérkach BMDM Peli3” po infekcji VSIV nie dochodzi do
aktywacji kinaz ERK1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase 1 and 2), jak ma to miejsce
w komorkach typu dzikiego. Wplyw kinaz ERK1/2 na indukowang wirusem produkcje
cytokin potwierdzono rowniez przy wykorzystaniu farmakologicznego inhibitora tych kinaz
— FR180204. Poszukiwanie rozwigzan problemu rozbieznosci mi¢dzy zalezng od Pellino3
aktywacjg transkrypcji genéw Ifng, Cxcl10 oraz Tnfa, a brakiem wydzielania tych cytokin
doprowadzito do rozpoczecia badan nad czynnikami inicjacji translacji. Wykazano, ze
zaburzenie fosforylacji ERK1/2 skutkuje brakiem aktywacji kinazy p90RSK (ang. ribosomal
s6 kinase). Dodatkowo pokazano, ze zaburzenie $ciezki sygnalowej ERK1/2-p90RSK
skutkuje brakiem aktywacji czynnikow inicjacji translacji ¢IF4B oraz elF4E (elF4 ang.
eukaryotic initiation factor 4).

Przedstawione w pracy doktorskiej wyniki pozwolity na sformutowanie hipotezy,
W ktorej ligaza Pellino3 pelni role przetgcznika molekularnego miedzy transkrypcja,
a translacja w procesie odpowiedzi przeciwwirusowej inicjowanej przez VISV

w makrofagach.



