Streszczenie

Biatko MyD88 (ang. Myeloid differentiation primary response 88) uwazane jest za jedno z
kluczowych biatek adaptorowych wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, ktére taczy
zaktywowane  receptory  Toll-podobne (TLR) i receptor Interleukiny-1  (IL-1R)
z wewnatrzkomérkowymi szlakami sygnatowymi. Szybka i efektywna odpowiedz wrodzonego
uktadu odpornosciowego jest niezbedna, aby uchroni¢ gospodarza przed atakiem patogenu.
Roéwnoczesnie wymagana jest odpowiednia kontrola i regulacja, gdyz nadmierna odpowiedz moze
prowadzi¢ do chordéb autoimmunologicznych lub nowotwordéw. Jeden z mechanizméw, ktory
umozliwia precyzyjng regulacj¢ odpowiedzi polega na zaangazowaniu alternatywnych wariantow
splicingowych o antagonistycznym dzialaniu. W przypadku biatka MyD88 taka role pelni wariant
MyD88S (ang. MyD88 short).

Po rozpoznaniu patogenu i zwigzaniu ligandu nastepuje dimeryzacja receptoréw TLR i IL-
IR, ktére tworza platform¢ umozliwiajaca oddziatywanie z biatkiem MyD8S8. Prowadzi to do
lokalnego zaggszczenie biatek efektorowych oraz utworzenia wieloczasteczkowego kompleksu
zwanego myddosomem. Uwaza si¢, ze wieloczasteczkowe kompleksy bedace centrami
organizacyjnymi (ang. SMOCs — supramolecular organizing centres), do ktorych zalicza si¢
réwniez myddosom petnig role przekaznikéw drugiego rzgdu we wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej, a ich tworzenie prowadzi do amplifikacji sygnatu oraz jego propagacji. W
strukturze myddosomu oprdcz czasteczek biatka MyD88 znajduja si¢ rowniez czasteczki kinaz z
rodziny IRAK, ktore ulegaja fosforylacji i aktywujg kolejne biatka szlaku, co w konsekwencji
prowadzi m.in. do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB (ang. Nuclear Factor x-light

chain-enhancer of activated B cells) i produkcji np. cytokin prozapalnych.

Biatko MyD88 wyrdznia si¢ unikalng budowg domenowsa, z domeng DD (ang. death
domain) na koncu aminowym, ktora odpowiada za oddziatywanie z kinazami IRAK, natomiast na
koncu karboksylowym zlokalizowana jest domena TIR (ang. Toll/interleukin-1 receptor domain),
ktoéra oddziatuje z zaktywowanymi receptorami. Domena TIR wystepuje rowniez w budowie kilku
innych biatek adaptorowych zaangazowanych w $ciezke sygnatowa receptorow TLR, np.stanowi
C-koncowa cze$¢ biatka Mal. Domeny TIR i DD biatka MyD88 potaczone sg srodkowa domeng
tacznikowa ID. Domena ID jest nieobecna w alternatywnym wariancie splicingowym MyDS88S,

gdzie domeny DD i TIR sa ze soba bezposrednio potaczone. Do ekspresji wariantu MyD88S



dochodzi po diugotrwatej stymulacji receptorow Toll-podobnych. Ten alternatywny wariant
splicingowy wykazuje dominujagco negatywny efekt i prowadzi do zahamowania aktywacji
czynnika NF-kB. Szczegolowy mechanizm dziatania biatka MyD88S nie zostat do tej pory
poznany, postuluje si¢ jedynie, ze do zahamowania szlaku dochodzi juz na etapie oddziatywania

z kinazami IRAK.

Badania realizowane w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu okreslenie struktury
przestrzennej kompleksu domen TIR MyD88 1 Mal, znalezienie niskoczasteczkowych inhibitorow
tego oddzialywania, a takze szczegétowa charakterystyke domeny ID biatka MyD88 oraz
okreslenie jej roli w tworzeniu kompleksu myddosomu, a takze poznanie mechanizmu inhibicji

szlaku sygnatowego przez biatko MyD8S§S.

Prace rozpoczeto od uzyskania homogennych bialek TIRmypss | TIRma. Nastepnie
przeprowadzono proby uzyskania stabilnych komplekséw TIRmypss- TIRma W celu krystalizacji i
otrzymania struktury przestrzennej. Dane literaturowe sugeruja oddzialywanie tych domen. W
trakcie przeprowadzonych eksperymentdw nie obserwowano tworzenia si¢ stabilnych
kompleksow. Rownolegle przy pomocy FBDD-NMR (ang. fragment-based drug discovery —
projektowanie lekow z matych fragmentow) prowadzono poszukiwania niskoczasteczkowych
zwigzkow wigzacych sie¢ do domen TIR i modyfikujacych ich funkcje. Zidentyfikowano aktywne
zwigzki. Przeprowadzono proby okre$lenia oddzialywania tych zwiazkow z TIRmypss metoda

krystalografii rentgenowskiej.

Rownolegla czgs¢ prac stanowila charakterystyka domeny ID biatka MyD88. Wstepne
wyniki, ktore obejmowaly badanie funkcji poszczegdlnych domen biatka MyD88 pokazaty, ze
domena ID jest niezbedna do propagacji sygnatu, a alternatywny wariant splicingowy MyD88S nie
jest w stanie aktywowa¢ NF-kB. Porownanie sekwencji aminokwasowej domeny ID dla réznych
gatunkow ukazuje wysoka konserwacje sekwencji aminokwasowej 1D, co sugeruje zdefiniowang
funkcje i posrednio wystgpowanie zdefiniowanej struktury drugorzedowej. Obserwacja ta jednak
nie zostala potwierdzona w przeprowadzonych badaniach. Zastosowanie szeregu metod
biofizycznych pozwolito okresli¢, ze domen¢ ID charakteryzuje co najwyzej przejsciowa

I niestabilna struktura drugorzedowa, a wigkszos¢ ID wystepuje w postaci klebka statystycznego.

W trakcie dalszych prac wykazano metodg skanowania alaninowego, ze sekwencja jedynie

5 reszt aminokwasowych w obrebie ID jest kluczowa do propagacji sygnatu. Odpowiednia muteina



MyD88 wykazywata aktywnos$¢ poréwnywalng do MyD88S. Okreslono, iz kluczowsg resztg jest
tyrozyna 116, ktora w myddosomie tworzy sie¢ miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych z

resztami znajdujacymi si¢ w obrgbie DD sasiadujacych czasteczek MyDS88.

Przy pomocy mikroskopii konfokalnej analizowano tworzenie si¢ myddosomow
w komorkach 1 wptyw wczesniej zidentyfikowanych reszt funkcjonalnych na ten proces.
Potwierdzono zdolno$¢ do tworzenia myddosomu przez biatko MyDS88 pelnej dlugosci
(MyD88FL), co obserwowane bylo w postaci tworzacych si¢ wtretow cytoplazmatycznych.
Natomiast MyD88S oraz Ala2 wykazywaly rOwnomierne rozmieszczenie w komorkach. Badania
te potwierdzily wczesniejsze przypuszczania, iz MyD88S nie moze formowa¢ myddosomow.
MyD88S hamowat réwniez powstawanie wtretow cytoplazmatycznych

w przypadku koekspresji z MyD88FL.

Metoda immunoprecypitacji wykazano, ze MyDS88FL tworzy dimery z wszystkim
testowanymi wariantami (w tym MyD88S i Ala2). Jednoczesnie wykazano, iz kompleksy
MyD88FL/MyD88FL ale nie MyD88FL/MyDS88S sa w stanie przytacza¢ kolejne czasteczki
MyD88, a tym samym wyjasniono dominujacy negatywny efekt MyD88S na transdukcje sygnatu.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze domena ID biatka MyD88 mimo
wysokiej konserwacji sekwencji aminokwasowej jest w wiekszosci nieustrukturalniona i jedynie
sekwencja 5 kolejnych reszt pelni znaczaca role w funkcjonalnosci biatka, propagacji sygnatu i
aktywacji NF-kB. Wykazano roéwniez, ze alternatywny wariant splicingowy MyD88S po
przytaczeniu do MyDS88FL blokuje wigzanie kolejnych czasteczek bialka 1 tym samym
powstawanie myddosomu. Uzyskane wyniki pozwolity na zrozumienie mechanizmu dominujaco

negatywnego wptywu MyD88S na transdukcje sygnalu w szlaku sygnatowym MyD88.



