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Streszczenie: Mechanizmy wrodzonej odpowiedzi odporno$ciowej uruchamiane sa w wyniku
rozpoznania elementéw budulcowych mikroorganizméw o strukturze zachowanej w toku ewolucji,
nazywanych wzorcami molekularnymi. W ich wigzaniu uczestnicza wyspecjalizowane receptory in-
icjujace kaskady sygnatow, ktore prowadza do produkceji biatek o charakterze prozapalnym oraz do
aktywacji i regulacji mechanizméw nabytej odpowiedzi odpornosciowej. Do receptoréw tego typu
naleza receptory Toll-podobne (TLR), rozpoznajace elementy $cian komoérkowych, aparatu ruchu,
jedno- i dwuniciowe RNA oraz motywy DNA typowe dla mikroorganizméw. Wszystkie receptory
TLR zbudowane sa z domeny wiazacej ligandy, ktéra zawiera liczne motywy bogate w leucyng, po-
jedynczej domeny transbtonowej oraz domeny sygnatowej TIR. Pomimo znacznego strukturalnego
zroznicowania ligandow ich zwigzanie prowadzi do dimeryzacji receptorow TLR, co z kolei umozli-
wia interakcj¢ domeny TIR z biatkami adaptorowymi i zapoczatkowuje kaskady sygnatowe. Recepto-
ry TLR angazuja cztery wspolne biatka adaptorowe, okoto dziesigciu kinaz o charakterze sygnatowym
oraz aktywuja docelowo kilka czynnikow transkrypcyjnych, w tym NF«B, IRF i AP-1. Szczeg6lna
uwage poswigca si¢ receptorowi TLR4 aktywowanemu przez lipopolisacharyd (LPS), budulec btony
zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych, gdyz uruchomiona przez LPS reakcja zapalna moze prowadzi¢
do potencjalnie $miertelnego w skutkach szoku septycznego. Badania ostatnich lat znacznie rozsze-
rzyly nasza wiedz¢ na temat wspotdziatania szeregu biatek, w tym CD14, kompleksu TLR4/MD-2
oraz receptorow zmiataczy w modulacji odpowiedzi komorek na LPS. Ugruntowaty tez przekonanie
o dychotomii §ciezek sygnalowych receptora TLR4, ktdére zaleza od udzialu biatek adaptorowych
MyD88 i TRIF, oraz prowadza do ekspresji genéw kodujacych cytokiny prozapalne i interferony typu
I. Kluczowym wydarzeniem regulujacym generacje sygnatu na $ciezce zaleznej od TRIF jest internal-
izacja receptora TLR4.



40 M. CZERKIES, K. KWIATKOWSKA

Stowa kluczowe: receptory Toll-podobne, przekazywanie sygnatu, lipopolisacharyd, sepsa, wrodzona
odpowiedz odpornosciowa

Summary: Mechanisms of innate immunity are triggered as a result of recognition of evolutionary
conserved structures of microorganisms, named pathogen-associated molecular patterns. Their rec-
ognition is mediated by specialized receptors which initiate signaling cascades leading to expression
of proinflammatory mediators and regulation of innate immunity. Among several classes of such re-
ceptors, Toll-like receptors (TLR) are extensively studied as sensing an array of microbial cell wall
and membrane components as well as single- and double-stranded RNA and DNA motifs typical for
microorganisms. Each TLR consists of a ligand-binding domain containing leucine-rich repeats, a sin-
gle transmembrane domain and a signaling TIR domain. After ligand binding, TLR dimerize which
facilitates the interaction of TIR domains with adaptor proteins triggering signaling cascades. TLR
engage four common adaptor proteins, about ten signaling kinases and few transcription factors in-
cluding NF«B, IRF and AP-1. Special attention is paid to TLR4 activated by lipopolysaccharide (LPS),
a component of the outer membrane of Gram-negative bacteria, since an exaggerated response to LPS
may lead to potentially deadly septic shock. In recent years clear progress has been made in our under-
standing how cooperation of several proteins including CD14, TLR4/MD-2 complex and scavenger
receptors modulates the cell response to LPS. The studies revealed also a dichotomy of signaling path-
ways triggered by TLR4 which depend on participation of MyD88 and TRIF adaptor proteins and lead
the expression of genes encoding pro-inflammatory cytokines and type I interferons, respectively. The
key event in the TRIF-dependent pathway is internalization of activated TLR4.
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WSTEP

Kluczowa role w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego krggowcdw pet-
nig starsze ewolucyjnie mechanizmy odpowiedzi wrodzonej, nazywanej tez od-
powiedzig nieswoista. Umozliwiajg one szybka, cho¢ niespecyficzng odpowiedz,
skierowang przeciwko mikroorganizmom, ktérym udato si¢ pokonac¢ fizyczne ba-
riery chronigce organizm. Zalezy od nich takze uruchomienie i kontrola mechani-
zmow odpornosci nabytej (swoistej), ktora zapewnia tez dtugoterminowa pamigé
immunologiczna.

Jedna z najistotniejszych kwestii w indukcji odpowiedzi wrodzonej jest zdol-
nos¢ uktadu odpornosciowego do rozréznienia ,,obcych” czasteczek mikroorga-
nizmow od ,,wlasnych” czgsteczek organizmu gospodarza. Rozréznienie to jest
istotne ze wzgledu na konieczno$¢ wezesnego wykrycia patogenéw oraz unik-
nigcia groznej w skutkach autoimmunizacji. Kolejnym problemem, ktéry musi
przezwyciezy¢ uktad odpornosciowy, jest rozpoznawanie ogromnej liczby poten-
cjalnie niebezpiecznych organizméw, ktére naleza do tak zrdéznicowanych klas
jak bakterie, wirusy, grzyby i pierwotniaki. Zadanie to wypetniaja receptory roz-
poznajace wzorce (ang. Pattern Recognition Receptors, PRR) wystepujace w ko-
morkach takich jak monocyty i makrofagi, neutrofile, komorki dendrytyczne oraz
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nabtonkowe. Receptory te zdolne sa do rozpoznawania zachowanych w ewolucji
czasteczek, charakterystycznych dla calych grup mikroorganizmoéw, a niespoty-
kanych w organizmie gospodarza. Czasteczki takie okresla si¢ mianem moleku-
larnych wzorcow zwigzanych z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecu-
lar Patterns, PAMP) [39].

RECEPTORY ROZPOZNAJACE WZORCE (PRR)

Typowym przyktadem wzorcow molekularnych rozpoznawanych przez re-
ceptory PRR sa sktadniki budulcowe $ciany komoérkowej bakterii, a w przypad-
ku bakterii Gram-ujemnych, takze btony zewnetrznej. Struktury te zawieraja ty-
powe dla bakterii czgsteczki, takie jak peptydoglikany, lipopolisacharydy oraz
specyficzne lipoproteiny. Drugg istotna grupa czasteczek rozpoznawanych przez
receptory PRR sg kwasy nukleinowe. W tym przypadku ich rozréznienie od ana-
logicznych czasteczek gospodarza jest mozliwe dzigki tworzeniu przez nie cha-
rakterystycznych struktur, wystepowaniu specyficznych sekwencji oraz réznic
w modyfikacji (np. brak metylacji motywow CpG).

Postuluje si¢, ze poza rozpoznawaniem patogenow, dodatkowa funkcja pet-
niong przez receptory PRR jest ich wspotudzial w odpowiedzi na endogenne
sygnaty §wiadczace o uszkodzeniach tkanek. Do takich czasteczek nalezg m.in.
produkty proteolizy macierzy zewnatrzkomorkowej, ktore akumuluja si¢ podczas
uszkodzen tkanek oraz niektore wewnatrzkomorkowe biatka, jak HMGB-1 (ang.
High-Mobility Group Box-1), uwalniane podczas apoptozy komorek [84]. Takie
endogenne czasteczki zdolne do aktywacji uktadu odpornosciowego przy udziale
receptorow PRR okresla si¢ mianem DAMP (ang. Damage/Danger-Associated
Molecular Patterns) [3]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze niektore badania stawiaja
w watpliwos¢ zdolnosci czasteczek DAMP do bezposredniej aktywacji recepto-
row PRR, sugerujac, ze czynniki endogenne zwigkszaja jedynie wrazliwo$¢ ko-
morek na §ladowe ilosci PAMP [10].

Z uwagi na sposob funkcjonowania receptory PRR dzieli si¢ na trzy klasy:
wydzielane, inicjujace fagocytoze i sygnatowe (ryc. 1). Pierwsze z nich to cza-
steczki rozpuszczalne o charakterze opsonin, ktore wigzg si¢ z powierzchnig pato-
gennych organizmdw, utatwiajac ich fagocytoze oraz inicjuja klasyczna i lektyno-
wa droge aktywacji uktadu dopelniacza. Receptory PRR z grupy zaangazowane;j
w fagocytoze to biatka transblonowe posredniczgce w internalizacji patogenow,
co prowadzi do degradacji pobranych czastek i prezentacji uwolnionych z nich
antygenow. Do trzeciej klasy zalicza si¢ kilka rodzin receptorow posiadajacych
domeny sygnatowe i1 zdolnych do aktywacji transkrypcji gendéw kodujacych bial-
ka o charakterze prozapalnym. Naleza do nich:
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- receptory Toll-podobne (ang. Toll-Like Receptors, TLR) — najlepiej scharakte-
ryzowana rodzina receptoréw PRR, omowiona w dalszej czgsci pracy;

- receptory RIG-I-podobne (ang. RIG-I-Like Receptors, RLR) — rodzina trzech
cytoplazmatycznych helikaz wykrywajacych dwuniciowe wirusowe RNA. Dwie
z nich — RIG-1 1 MDA-5, posiadajace domeny CARD (ang. Caspase Activation and
Recruitment Domain), indukujg $ciezke sygnalowa prowadzaca do syntezy inter-
feronoéw typu I; trzeci cztonek tej rodziny — LPG, jest pozbawiony domeny CARD
i funkcjonuje jako pozytywny regulator aktywnosci RIG-1 i MDA-5 [66]. Potwier-
dzono rol¢ receptorow RLR w rozpoznawaniu m.in. wiruséw z rodzin Flaviridae
(np. wirus zapalenia watroby typu C), Picornaviridae (np. wirus Polio) i Paramyxo-
viridae (np. wirus choroby Newcastle);

- receptory NOD-podobne (ang. NOD-Like Receptors, NLR) — liczna rodzina
receptorow (zidentyfikowano dotychczas dwadziescia trzy receptory NLR u ludzi
oraz trzydzie$ci cztery u myszy) rozpoznajacych czasteczki PAMP mikroorgani-
zmoOw w cytoplazmie. Receptory te mogag posiadac kilka r6znych domen efektoro-
wych, z ktorych najbardziej typowe to: domena CARD, PYD (ang. Pyrin Domain)
oraz domena BIR (ang. Baculovirus Inhibitor Repeats). Do licznych ligandoéw roz-
poznawanych przez te receptory zalicza si¢ peptydoglikan, w tym jego sktadnik
— kwas y-D-glutamylo-mezodiaminopimelinowy, dipeptyd muramylowy ze $ciany
komoérkowej bakterii Gram-dodatnich, flageling, a takze zwiazki uwalniane w wy-
niku uszkodzenia komorek (np. kwas moczowy) iniektore toksyny bakteryjne.
Aktywacja tych receptoréw moze prowadzi¢ do utworzenia wieloczasteczkowego
kompleksu zwanego ,,inflamasomem” odpowiedzialnego za promowanie procesow
zapalnych, a takze mogacego inicjowa¢ specyficzng forme¢ apoptozy, zwana pyrop-
toza [39, 4];

- cytozolowe receptory DNA — grupa w znacznej mierze niezidentyfikowanych
bialek, odpowiedzialnych za inicjacj¢ produkcji interferonow typu I w obecnosci
plazmidowego, wirusowego badz bakteryjnego DNA w cytoplazmie komorek. Po-
stuluje si¢ udzial w tym procesie biatek DAI, STING oraz ATG9a [39].

Warto zauwazy¢, ze pomimo znacznego strukturalnego zréznicowania zarowno
ligandow jak i wigzacych je receptorow PRR, schemat aktywacji i przebiegu odpo-
wiedzi zapalnej pozostaje zasadniczo taki sam. Charakterystyczny dla receptorow
PRR jest efekt zawezania ilosci zaangazowanych w aktywacje komorek czasteczek,
od kilkuset rozpoznawanych PAMP, przez kilkadziesiat receptoréw i kilkanascie
powiazanych z nimi biatek adaptorowych, do zaledwie okoto dziesigciu glownych
kinaz zaangazowanych w transdukcje sygnatu oraz kilku czynnikéw transkrypcyj-
nych, majacych pod kontrolg cate grupy genoéw. Gtéwnymi kinazami o charakterze
sygnalowym sa enzymy nalezace do rodzin IRAK (ang. Interleukin-1 Receptor-As-
sociated Kinase), TRAF (ang. TNF Receptor-Associated Factor), MAPK (ang. Mi-
togen-Activated Protein Kinase) oraz IKK (ang. IxB Kinase).
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RYCINA 1. Klasyfikacja receptorow rozpoznajacych wzorce w oparciu o pelnione funkcje. Receptory
inicjujace fagocytoze obecne sa gtownie na powierzchni komérek zernych, takich jak makrofagi i ko-
morki dendrytyczne. TLR wystepuja rowniez w innych komoérkach uktadu odpornosciowego, a takze
w komorkach nabtonkowych, $rodbtonkowych oraz fibroblastach. Receptory RLR i niektére NLR
(np. NOD1) sg obecne w cytoplazmie wigkszosci typow komorek

FIGURE 1. Classification of pattern recognition receptors based on their functions. Receptors mediat-
ing phagocytosis are located in the plasma membrane of phagocytes, like macrophages and dendritic
cells. TLR are also expressed in other immune cells, in epithelial and endothelial cells, and in fibro-
blasts. RLR and some NLR (e.g., NOD1) receptors are present in the cytoplasm of most cells

Docelowo, szlaki sygnatowe uruchamiane przez receptory TLR, RLR i NLR
prowadza do aktywacji zaledwie kilku glownych czynnikoéw transkrypcyjnych:
NFkB (ang. Nuclear Factor k-light chain-enhancer of activated B cells), AP-1 (ang.
Activator Protein-1) oraz IRF 3,715 (ang. Interferon Regulatory Factor). Pierwsze
dwa z tych czynnikéw uruchamiaja ekspresje setek genow odpowiedzialnych za
produkcje cytokin, chemokin i enzymow prozapalnych. Do najwazniejszych zwigz-
kow tego typu nalezg: czynnik martwicy nowotworow (ang. Tumor Necrosis Factor
a, TNFa), interleukiny IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15 i IL-18, chemokiny MIP-1
oraz MCP1, 2 i 3. Natomiast czynniki transkrypcyjne IRF3 i IRF7 reguluja ekspres?
je genoéw kodujacych interferony typu I, IFN-a i IFN-B.

Gléwnym efektem ekspresji genéw znajdujacych si¢ pod kontrola tych czyn-
nikow transkrypcyjnych jest inicjacja iregulacja odpowiedzi zapalnej, a takze
aktywacja uktadu dopetniacza, pobudzenie aktywnosci fagocytow oraz apoptoza
zainfekowanych komorek. Poza tym, na przestrzeni ostatniej dekady wzrosto tez
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zrozumienie roli receptorow PRR w aktywacji i regulacji mechanizméw nabytej
odpowiedzi odpornosciowej [24, 67]. Wiadomo, ze aktywacja tych receptorow
wplywa pozytywnie na ekspresje genow zaréowno czasteczek gtownego uktadu
zgodnosci tkankowej, jak i czasteczek ko-stymulujacych, takich jak CD80 i CD86,
promujac aktywacje limfocytow T pomocniczych. Natomiast cytokiny uwalniane
przez komorki w odpowiedzi na aktywacje receptorow PRR, powoduja roznicowa-
nie limfocytéw T w kierunku jednej z subpopulacji (np. Th1 lub Th2), determinujac
dalszy ksztatt odpowiedzi odpornosciowej [46]. Przyktadowo, aktywacja receptora
TLR4 stymuluje wydzielanie do srodowiska interleukin, m.in. IL-1, IL-12 i [L-18,
promujac rozwoj odpowiedzi typu Thl [67]. Aktywacja receptorow TLR moze row-
niez modulowac¢ przebieg reakcji odpornosciowej poprzez wpltywanie na funkcje
komorek regulatorowych, takich jak limfocyty Treg CD4+ CD25+FoxP3+ [16].

RECEPTORY TOLL-PODOBNE (TLR)

CHARAKTERYSTYKA OGOLNA

Receptory TLR stanowia rodzing biatek transblonowych o zblizonej, trdj-
domenowej strukturze oraz wysokiej homologii do biatka Toll Drosophila me-
lanogaster. Stowo ,, Toll” w jezyku niemieckim oznacza ,wspaniaty”, ,.szalo-
ny” i zostato uzyte po raz pierwszy przez Cristing Niisslein-Volhardi i Kathryn
Anderson jako nazwa genu, ktorego mutacja w organizmie matki prowadzi do
zaburzen rozwoju zarodka muszki wzdtuz osi grzbietobrzusznej [1]. Po6zniejsze
badania prowadzone pod kierunkiem Julesa A. Hoffmanna wykazaty, ze biatko
Toll jest kluczowe takze dla odpornosci muszki owocowej na infekcje grzybowe
[41]. Biatko rodziny Toll po raz pierwszy powiazano z odpornoscia u kregowcodw
pod koniec lat dziewigédziesiatych ubiegltego wieku dzigki badaniom prowadzo-
nym miedzy innymi przez grup¢ Bruce’a Beutlera [48, 59]. Za swoje odkrycia
zwigzane z aktywacja odpowiedzi wrodzonej J. A. Hoffmann i B. Beutler zosta-
li w 2011 roku uhonorowani Nagrodg Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii.
P&zniejsze przeszukiwanie zsekwencjonowanych genomow kregowcoOw pozwoli-
o na wykrycie okoto stu gendéw receptorow TLR. Geny kodujace receptory TLR
odnaleziono réwniez w genomach bezkregowcow tak zréznicowanych jak nicien
Caenorhabditis elegans, ostrogon Tachypleus tridentatus i jezowiec Strongylo-
centrotus purpuratus. Poniewaz biatka strukturalnie i funkcjonalnie podobne do
TLR wykryto nawet w ro§linach wydaje si¢, ze receptory te sg jednym z najstar-
szych elementow mechanizméw obronnych [42, 14].
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Jak dotad zidentyfikowano i opisano trzynascie receptorow TLR wystepuja-
cych u ssakow. Dwanascie z nich wystepuje u myszy, natomiast dziesi¢¢ u ludzi.
Pogrupowano je w sze$¢ rodzin na podstawie homologii sekwencji aminokwaso-
wej (ryc. 2). Kazda podrodzina receptorow rozpoznaje generalnie jedng obszerna
klase PAMP, przy czym wigkszo$¢ krggowcoOw posiada co najmniej jeden receptor
z kazdej z nich. Receptory TLR obecne sg w komodrkach uktadu odpornosciowe-
go, a takze w komoérkach nabtonka jelit (TLR4 i 5) i pecherza moczowego, ptuc,
watroby oraz nerek (TLR11). Niedawno wykryto takze obecno$¢ receptorow gru-
py TLR11-13 w komorkach osrodkowego uktadu nerwowego ssakow [64, 50].
U ludzi cata podrodzina TLR11-13 jest obecna tylko w postaci pseudogenu, cze-
mu przypisuje si¢ wrazliwo$¢ ludzi na infekcje uropatogennymi szczepami Esche-
richia coli. U myszy natomiast nicaktywny jest gen kodujacy TLR10 [18, 86].

Receptory TLR mozna tez podzieli¢ na dwie grupy ze wzgledu na lokalizacje
w komorce (ryc. 2). Receptory z podrodziny TLR1 (do ktoérej nalezy TLRI, 2, 6
1 10), TLR4 i TLRS wystepuja przede wszystkim w btonie komorkowej. Dzieki
swojej lokalizacji na powierzchni komoérek rozpoznaja one elementy $cian ko-
morkowych, otoczek 1 aparatow ruchu patogennych mikroorganizméw. Z drugiej
strony, receptory z podrodzin TLR3, TLR7-9 i TLR11-13 zlokalizowane sg w or-
ganellach wewnatrzkomérkowych, takich jak endosomy i biorg gtéwnie udziat
w detekcji kwasow nukleinowych patogenéw. Do niedawna uwazano, ze TLR11
jest receptorem powierzchniowym, ostatnie badania potwierdzity jego wewnatrz-
komorkowa lokalizacje [58].

Poszczegolne podrodziny TLR r6znig si¢ rowniez pod wzgledem dobo-
ru bialek adaptorowych, ktore oddzialuja z receptorami i umozliwiaja urucho-
mienie szlakow sygnatowych (ryc. 2). Zidentyfikowano dotychczas pie¢ biatek
adaptorowych wykorzystywanych przez TLR: MyD88 (ang. Myeloid Differen-
tiation primary response gene 88), TIRAP/Mal (TIR domain-containing Adap-
tor Protein/MyD&88-adaptor-like), TRIF/TICAM-1 (ang. TIR domain-containing
adaptor inducing IFN-f3/TIR-Containing Adaptor Molecule 1), TRAM/TICAM?2
(ang. TRIF-Related Adaptor Molecule/TIR-Containing Adaptor Molecule 2) oraz
SARM (ang. Sterile a- and HEAT/armadillo motif-containing protein), z ktorych
pierwsze cztery uczestnicza w roznych kombinacjach w zapoczatkowaniu sygna-
tu, natomiast SARM jest negatywnym regulatorem biatka TRIF [77, 5]. Wigk-
szos¢ receptorow TLR, z wyjatkiem TLR3, uruchamia $ciezki sygnalowe z udzia-
lem MyD88, podczas gdy TRIF wlaczony jest w przekazywanie sygnatu tylko
przez TLR3 i TLR4 [77, 34]. Wiazanie odmiennych biatek adaptorowych przez
receptory TLR prowadzi do uruchomienia réznych $Sciezek sygnatowych, co sta-
nowi jeden z mechanizméw pozwalajacych na lepsze dostosowanie odpowiedzi
komorki do zaistniatego zagrozenia.
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wigzania wielu endogennych ligandow, ktorych obecnos¢ wskazuje na uszkodzenia tkanek. Postulowa-
ne ligandy tego typu to biatka szoku cieplnego, biatka jadrowe i elementy macierzy zewnatrzkomorko-
wej [3]. Inne badania postawily jednak w watpliwos¢ te doniesienia, sugerujac, ze czynniki endogenne
zwickszaja jedynie wrazliwos$¢ komorek na sladowe ilosci PAMP [10]. LTA — kwas lipotejchowy, LAM
— lipoarabinomannan, RSV — wirus syncytium nabtonka oddechowego, MMTV — wirus raka sutka
myszy, VSV — wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej, sSSRNA — jednoniciowy kwas rybonu-
kleinowy wirusow, dsRNA — dwuniciowy kwas rybonukleinowy wirusow. Opracowano wg [34, 39]
FIGURE 2. Classification and properties of mammalian TLR. *Ligands of TLR10 and TLR12 have
not yet been identified. **Some studies indicated that TLR4 and TLR2 are able to bind endogenous
molecules generated upon tissue and cell damage. A putative list of such molecules includes heat
shock proteins, nuclear proteins and components of the extracellular matrix [3]. Other studies argue
against this possibility and indicate that endogenous molecules can increase sensitivity of cells toward
minute amounts of PAMP [10]. LTA — lipoteichoic acid, LAM — lipoarabinomannan, RSV — respirato-
ry syncytial virus, MMTV — mouse mammary tumor virus, VSV — vesicular stomatitis virus, ssSRNA
— single-stranded viral RNA, dsRNA — double-stranded viral RNA. Based on [34, 39]

BUDOWA RECEPTOROW TLR

Receptory TLR sg glikoproteinami typu I, posiadajacymi pojedyncza transbto-
nowa helise, ktora taczy domene odpowiadajaca za wigzanie ligandu zlokalizowang
na koncu aminowym biatka, z domeng sygnatowa z konca karboksylowego recep-
tora (ryc. 3A). Analiza sekwencji i struktury krystalicznej kilku receptoréw TLR



RECEPTORY TOLL-PODOBNE (TLR) I ICH UDZIAL. WE WRODZONEJ ODPOWIEDZI... 47

wskazuje na podobny, zachowany w ewolucji model ich budowy [7, 27, 36, 45,
57]. Domeng zlokalizowana na koficu aminowym receptorow okresla si¢ zazwyczaj
mianem ,,zewnatrzkomoérkowej”, cho¢ nalezy pamigtac, ze w przypadku recepto-
row zlokalizowanych wewnatrz komorki jest ona skierowana do §wiatta organelli.
Domena ta u wszystkich receptorow TLR jest zbudowana z 16-28 powtorzen boga-
tych w leucyne (ang. Leucine-Rich Repeats, LRR) [47] (ryc. 3B). Jeden z najlepiej
scharakteryzowanych receptoréw tej rodziny, receptor TLR4 aktywowany przez li-
popolisacharyd (LPS) zawiera 22 takie motywy. Motyw LRR jest zbudowany z 20-
30 aminokwasow, ktore tworza zachowang ewolucyjnie sekwencje LxxLxLxxN
(gdzie L — leucyna, N — asparagina, X — dowolny aminokwas) oraz region zmienny.
Domeng zewnatrzkomorkows zawierajacg od kilku do kilkudziesieciu motywow
LRR wykryto w ponad 6000 bialek. Poznano dotad struktur¢ krystaliczng okoto
50 z tych biatek, w tym kilku receptorow TLR — wszystkie z nich przyjmuja cha-
rakterystyczny ksztatt przypominajacy podkowe (ryc. 3A). Sekwencje LxxLxLxxN
zlokalizowane sa po stronie ,,wklestej” podkowy wchodzac w sktad formujacych
ja P-nici; regiony zmienne tworzg natomiast zewngtrzng, eksponowang powierzch-
ni¢ podkowy i1 moga petnic istotne role w interakcjach z ligandami. Reszty leucy-
ny wraz z innymi hydrofobowymi aminokwasami motywow LRR tworzg ciagly
hydrofobowy rdzeh domeny zewnetrznej receptoréw TLR. Struktura domeny jest
dodatkowo stabilizowana przez liczne wiazania wodorowe reszt asparagin wcho-
dzacych w sktad motywow LRR [26, 38].

Domeny zewnatrzkomoérkowe wielu sposrod poznanych receptoréw TLR odpo-
wiadaja tej charakterystyce, wtasciwej dla tzw. rodziny ,,typowych” bialek zawiera-
jacych motywy LRR. Jednak w przypadku receptora TLR4, a takze calej podrodzi-
ny TLR1, sekwencja aminokwasowa motywow LRR w centralnej czgsci domeny
zewnatrzkomorkowej odbiega od zachowanego ewolucyjnie wzorca. W motywach
tych brak jest typowej sieci asparagin stabilizujacej ich strukture, sa tez one zroz-
nicowane pod wzgledem liczby budujacych je aminokwasow. Konsekwencja tych
ro6znic w strukturze motywow LRR jest podzial domeny zewnatrzkomorkowej re-
ceptordw na trzy czesci, a takze odstonigcie wewngtrznych kieszonek o charakterze
hydrofobowym [27, 32, 36]. Obecnie postuluje si¢ role tych strukturalnych odchylen
w dostosowaniu receptorow do wiazania ligandow o okreslonym charakterze che-
micznym. Receptory o typowej strukturze, takie jak TLR3 i TLR7-9, wiaza ligan-
dy hydrofilowe, takie jak kwasy nukleinowe, przy uzyciu zewngtrznej powierzchni
domeny zewnatrzkomoérkowej. Z drugiej strony, receptory o wydzielonych trzech
subdomenach wykazuja zdolnos¢ do wigzania ligandéw hydrofobowych za pomo-
cg odstonigtych wewngtrznych kieszonek o takim charakterze chemicznym. W taki
wlasnie sposob receptory TLR1, 2 oraz 6 rozpoznaja dwu- i trojacylowane lipopep-
tydy i lipoproteiny bakteryjne [32].

Receptor TLR4 stanowi szczegolny przypadek. Jako jedyny poznany receptor
zrodziny TLR nie wigze on bezposrednio swojego ligandu, jakim jest LPS, lecz



48 M. CZERKIES, K. KWIATKOWSKA

16-28 MODULOW
DOMENA
ZEWNATRZ- (LRR\| RR|LRR LRR |LRR}/ LRR
KOMORKOWA NT oo CT
I . LxxLxLxxN... ‘ 20-30 aminokwaséw
NI
REGION hydrofobowy rdzen sie¢ asparagin
TRANS-
CYTOPLAZMATYCZNA

BLONOWY
DOMENA TIR

RYCINA 3. Budowa receptoréw z rodziny Toll. A— Model monomeru receptora TLR w btonie ko-
morkowej na przyktadzie TLR3 (wg [45], zmodyfikowany). B — Schemat budowy domeny zewnatrz-
komorkowej receptora TLR, zawierajacej powtorzenia bogate w leucyng LRR (wg [31], zmodyfi-
kowany). Sekwencje LxxLxLxxN wchodza w sktad rownolegtych B-nici stanowiagcych wewnetrzng
(,,wklesta”) czes¢ domeny. Pozostata czg$¢ kazdego motywu LRR (region zmienny, niezaznaczony na
schemacie) tworzy helisy i petle sktadajace si¢ na zewnetrzng cze$é domeny.

FIGURE 3. Structure of Toll-like receptors. A — A model of a monomer of TLR in the plasma mem-
brane exemplified by TLR3 (acc. [45], changed). B — Composition of the extracellular domain of TLR
containing leucine-rich repeats LRR (acc. [31], changed). The LxxLxLxxN sequences form parallel
[B-strands which constitute the concave part of the domain. The convex part of the domain consists of
variable residues of the LRR motifs (not shown) which form helices and loops

wymaga udziatu ko-receptora, biatka MD-2 [35, 52, 55]. Uwaza sie, ze kieszonki
hydrofobowe obecne w domenie zewnatrzkomoérkowej TLR4 pozwalaja na dimery-
zacj¢ receptora poprzez wigzanie jednego z szesciu lipidowych tancuchow lipopoli-
sacharydu przez jeden z receptordéw, podczas gdy pozostate tancuchy lipidowe LPS
sa pograzone w kieszeni hydrofobowej biatka MD-2 zasocjowanego z sasiadujaca
czasteczkg TLR4 [61].

Nalezy tez dodaé, ze receptory TLR, podobnie jak inne biatka zawierajace
moduty LRR, posiadajg na koncu aminowym oraz karboksylowym tzw. domeny
LRRNT i LRRCT (ryc. 3B). W ich obrgbie brak jest motywow LRR, zawieraja
natomiast skupiska reszt cysteinowych tworzacych mostki dwusiarczkowe, ktore
dodatkowo stabilizuja strukture domeny zewnatrzkomorkowej, chronige jej hydro-
fobowy rdzen przed ekspozycja do Srodowiska. Kolejng wtasciwosciag TLR jest
obecnos¢ zachowanych ewolucyjnie sekwencji aminokwasowych w domenie ze-
wnatrzkomoérkowej (gtéwnie na jej powierzchni), w obrebie ktorych zachodzi N-
glikozylacja. Modyfikacja ta petni najprawdopodobniej istotne funkcje w procesie
rozpoznawania ligandow, a takze w lokalizacji 1 transporcie receptoréw [70, 78].
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Domeng cytoplazmatyczng receptorow TLR, odpowiedzialng za inicjacje pro-
cesu przekazywania sygnalu jest domena TIR (ang. 7oll/IL-11receptor homology
domain), wystepujaca rowniez w receptorach dla interleukin oraz biatkach adapto-
rowych TLR; ze wzgledu na jej obecnos¢ te trzy rodziny biatek przyporzadkowu-
je sie do jednej nadrodziny. Domena ta zbudowana jest z okoto 200 reszt amino-
kwasowych. Tworzg one centralnie umiejscowiong B-kartke ztozona z pigciu nici,
oznaczonych BA-BE, otoczong pigcioma helisami, aA-aE. Petle taczace te elementy
wystaja ponad powierzchni¢ domeny i najprawdopodobniej odgrywaja role w jej
multimeryzacji, ktora jest warunkiem utworzenia kompleksu sygnatowego [54, 81].

Poznanie struktur krystalicznych kilku receptorow TLR z r6znych podrodzin
w kompleksach z ich ligandami [27, 32, 45, 57] badz antagonistami [36, 55] po-
zwolito nie tylko na dostrzezenie wspdlnych dla wszystkich TLR wiasciwosci, ale
takze na zaproponowanie ogdlnego modelu aktywacji receptoréw tej rodziny [26,
31]. Zwigzanie ligandu powoduje jedynie lokalne, niewielkie odksztatcenia konfor-
macji receptora, pozwala jednak na jego dimeryzacjg, ktora, za wyjatkiem komplek-
sow TLR1-TLR2 i TLR2-TLR6, ma charakter homodimeryzacji. Pomimo r6znic
w miejscu wigzania ligandow pomiedzy réznymi TLR, powstajacy kompleks ma
zasadniczo ten sam ksztalt przypominajacy litere M, co spowodowane jest zblize-
niem do siebie domen zewnatrzkomoérkowych w rejonie przybtonowym. Prowadzi
to z kolei do zblizenia cytoplazmatycznych domen TIR dwu receptorow i ustawie-
niem ich w orientacji promujacej ich dimeryzacje. Towarzysza temu zmiany kon-
formacyjne domeny TIR receptorow umozliwiajace przylaczenie domen TIR biatek
adaptorowych i utworzenie kompleksu sygnatowego z kinazami pierwszego rzgdu,
takimi jak kinazy IRAK [53].

Niedawne badania sugeruja, ze receptor TLR4 rézni si¢ pod tym wzgledem od
innych receptorow TLR. Domeny cytoplazmatyczne i transbtonowe TLR4 wyka-
zuja immanentng zdolnos$¢ do silnej, konstytutywnej dimeryzacji, w przeciwien-
stwie do innych receptorow tej rodziny [56]. Rola domeny zewnatrzkomorkowe;
w powyzszym uktadzie jest hamowanie tych interakcji, dopoki nie zostanie zwig-
zany specyficzny ligand — lipopolisacharyd. Wydaje sie, ze taki uktad prowadzi do
znacznie silniejszej aktywacji komodrek niz w przypadku pozostatych receptorow
TLR. Badania nad konstytutywnie aktywnymi receptorami TLR, ktérych domeng
zewnatrzkomorkowa zastgpiono domeng biatka CD4, pozwolity ustali¢, ze TLR4
kilkusetkrotnie silniej aktywuje promotory genéw prozapalnych niz pozostate re-
ceptory tej rodziny [17]. Z uwagi na fakt, ze szok septyczny, ktéry moze by¢ skut-
kiem zakazenia bakteriami Gram-ujemnymi stanowi duze zagrozenie dla pacjentow
oddziatow intensywnej opieki medycznej, zarowno receptor TLR4 jak i mechani-
zmy jego aktywacji przez LPS sa szczegolnie intensywnie badane przez grupy zaj-
mujace si¢ wrodzonymi mechanizmami odpowiedzi odpornosciowe;.
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RECEPTOR TLR4 URUCHAMIA REAKCJE ZAPALNA
W ODPOWIEDZI NA LPS

ROZPOZNAWANIE LPS PRZEZ RECEPTOR TLR4

Lipopolisacharydy to zbiorcze okreslenie dla grupy zwiazkéw o zblizonej struk-
turze, ktore stanowia gtowny skladnik btony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych
[69]. Ze wzgledu na istotng role, jaka petlnia w utrzymywaniu struktury komorki
bakteryjnej, ich budowa zostata w znacznym stopniu zachowana w toku ewolucji,
stanowigc modelowy przyktad PAMP. LPS silnie aktywuje komorki uktadu odpor-
nosciowego, wywotujac odpowiedz zapalng. Nadmierna reakcja na LPS i obecno$¢
jego duzych stezen moze prowadzi¢ do ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej zwane;j
sepsa [65]. Cigzka sepsa wiaze si¢ z wystapieniem zagrazajacych zyciu zaburzen
czynnosci podstawowych narzadow, a nastepujaca niewydolnos¢ uktadu sercowo
-naczyniowego jest podstawa zdiagnozowania szoku septycznego, ktéry w ponad
30% przypadkoéw konczy sig $miercia.

Struktura LPS izolowanego z kilku rodzajéw bakterii oraz jej modyfikacje zo-
staty do$¢ szczegotowo poznane i wnikliwie opisane w kilku wcze$niejszych pra-
cach przegladowych [11, 60, 62]. LPS sktada si¢ z trzech cze$ci: tancucha poli-
sacharydowego zwanego antygenem O, rdzenia oraz lipidu A, zakotwiczajacego
czasteczke LPS w blonie zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych. Najwigkszemu
zroznicowaniu ulega sktad i liczba reszt cukrowych, ktore buduja antygen O. Zi-
dentyfikowano ponad 60 reszt cukrowych oraz 30 modyfikujacych je elementoéw nie
cukrowych spotykanych w tancuchach O-swoistych. Najczesciej spotykane cukry
to heksozy, takie jak glukoza, fruktoza, galaktoza, mannoza i ramnoza. U niekto-
rych gatunkéw bakterii, badz tez w specyficznych warunkach ich wzrostu, fancuch
O-swoisty moze nie wystepowac, badz wystepowaé w skroconej formie. Skutkuje
to tzw. ,,szorstkim” (ang. rough) fenotypem kolonii bakterii, w odréznieniu od typo-
wego fenotypu kolonii ,,gtadkich” (ang. smooth). Najczesciej uznaje sie, ze dlugosé
i sktad cukrowy antygenu O nie ma wptywu na biologiczng aktywnos$¢ LPS, a jego
duza zmienno$¢ powoduje, ze nie jest on dobrym celem dla receptoréw z grupy
PRR. Niemniej jednak, catkowity brak tancucha O-swoistego moduluje proces
rozpoznawania LPS przez komorki uktadu odpornosciowego, co zaobserwowano
w przypadku LPS z bakterii z rodzaju Brucella i Salmonella, a takze Escherichia
coli [8, 25, 63]. LPS tego typu, w przeciwienstwie do LPS z pelnym tancuchem
O-swoistym, aktywuje niektore reakcje komorek bez udziatu biatka CD14 [25, 21].

Rdzen czasteczki LPS ma charakter oligosacharydu izawiera reszt¢ kwasu
3-deoksy- D-manno-oktulozonowego (KDO), ktora przylaczona jest do proksymal-
nej reszty glukozoaminy lipidu A. Reszty kwasu KDO sg zwykle podstawione przez
kolejne reszty kwasu KDO oraz reszty L-glicero-D-mannoheptozy (Hep). Uktad
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1-3 KDO i 2-3 Hep tworzy tzw. ,,wewnetrzny rdzen”, do ktérego dotaczone sg za-
zwyczaj trzy heksozy (,,zewnetrzny rdzen”). Struktura tej czgsci jest znacznie mniej
zmienna niz w przypadku antygenu O, moze jednak zawiera¢ r6zne modyfikacje.
Uwaza sig, ze oligosacharyd rdzeniowy nie jest istotny dla pelnej biologicznej ak-
tywnosci LPS, moze jednak mie¢ efekt modulujacy [11].

Lipid A jest najlepiej zachowang ewolucyjnie czgscig czasteczki lipopolisacha-
rydu. Jest to rowniez cz¢$¢ rozpoznawana przez receptory uktadu odpornosciowego,
odpowiada ona zatem za prozapalna aktywnos$¢ LPS [62]. Podstawa budowy lipi-
du A sg dwie czasteczki glukozoaminy polaczone wigzaniem glikozydowym 8-1,6.
Do tego cukrowego szkieletu dotaczonych jest, w zaleznosci od gatunku bakterii,
4-7 reszt kwasow thuszczowych o zréznicowanej dtugosci. 1lo$¢ i dlugosé podsta-
wionych reszt kwasow tluszczowych jest gtdwnym zrédtem heterogennosci lipidu
A wérdd bakterii 1 jednocze$nie najistotniejszym czynnikiem wptywajacym na ak-
tywnos¢ biologiczng LPS. Obecnos¢ szesciu tancuchow weglowych zawierajacych
12-14 atomow wegla stanowi optymalna strukture z punktu widzenia aktywacji
komorek, a dodanie lub usunigcie tylko jednego tancucha obniza aktywnos¢ proza-
palng LPS ponad stukrotnie [11, 62]. Drugim waznym czynnikiem warunkujacym
peing zdolnos¢ LPS do aktywacji uktadu odpornosciowego jest fosforylacja gluko-
zoamin lipidu A [62]. Obie te strukturalne wlasciwosci maja decydujacy wptyw na
site wigzania LPS z biatkami MD-2 i TLR4.

Rozpoznanie lipopolisacharydu jest wieloetapowym procesem i wymaga wspot-
dziatania szeregu biatek — LBP (ang. LPS-Binding Protein), CD14 (ang. Cluster of
Differentiation 14) oraz kompleksu biatek TLR4/MD-2. LBP uczestniczy w odryk
waniu monomeréow LPS z micelli, lub bezposrednio z btony zewngtrznej bakte-
rii. Jest to glikoproteina o masie czasteczkowej 60 0000, ktora wigze pojedyncze
czasteczki LPS iumozliwia ich transport do biatka CD14. Blisko spokrewnione
i podobne strukturalnie biatko BPI (ang. Bactericidal/Permeability Increasing Pro-
tein) znacznie silniej wigze LPS, nie przekazuje go jednak na CD14. Postuluje si¢
natomiast jego role w procesie detoksykacji lipopolisacharydu [79]. LBP i CD14
pozwalaja na koncentracj¢ czasteczek LPS przed przekazaniem ich na kompleks
TLR4/MD-2, co pozwala na silng i szybka odpowiedz komoérki nawet przy niewiel-
kich stezeniach lipopolisacharydu w srodowisku (1 ng/ml i mniejszych).

CD14 to biatko o masie czasteczkowej 56 000, w czesci zewnatrzkomorkowe;j
zawierajgce powtorzenia LRR, w czym przypomina receptory TLR. CD14 tworzy
homodimery i w tej postaci wigze LPS za pomoca hydrofobowe;j kieszonki zlokali-
zowanej na zewnetrznej powierzchni dimeru [49, 37]. CD14 jest pozbawione dome-
ny transblonowej i jest zakotwiczone w zewnetrznej warstwie blony komoérkowe;j
poprzez tacznik glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), zlokalizowany na koncu kar-
boksylowym biatka. Zewnatrzkomodrkowa fosfolipaza C moze katalizowac¢ hydroli-
z¢ wigzania estrowego, ktore wigze grupe acylowa, zakotwiczajacag CD14 w blonie
komorkowej, z pozostalym fragmentem lacznika GPI. Prowadzi to do uwolnienia
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CD14 w formie rozpuszczalnej (sCD14), ktéra umozliwia rozpoznanie LPS przez
komorki pozbawione CD14 w postaci biatka btonowego (mCD14). Obecnos¢ ko-
twicy GPI w blonowej formie CD14 wskazuje na powigzanie tego receptora z tzw.
tratwami lipidowymi. Sg to mikrodomeny btony komoérkowej wzbogacone w sfin-
golipidy i cholesterol, ktore wyodrgbniajg si¢ z otoczenia bardziej ptynnych obsza-
row btony, zawierajacych glownie glicerofosfolipidy. Aktualne spojrzenie na struk-
ture tratw zaklada, ze sa to dynamiczne, nanoskalowej wielko$ci skupiska lipidow
i nielicznych biatek, ktore w czasie aktywacji immunoreceptordw, takich jak recep-
tor limfocytow T, tworza stabilniejsze platformy utatwiajace organizacje konglo-
meratow bialek biorgcych udziat w transdukcji sygnatu [44]. Zakotwiczenie CD14
w tratwach lipidowych sugeruje istnienie podobnego mechanizmu w procesie for-
mowania kompleksu sygnalowego CD14/MD-2/TLR4 [71]. Szczego6lnie intere-
sujace dane doswiadczalne, ktére potwierdzaja to zalozenie pochodza z ostatnich
badan opierajacych si¢ na manipulacjach poziomem lipidow budujacych tratwy
lipidowe w blonie komoérkowej. Wykazano, ze wzbogacenie btony komorkowe;j
w cholesterol na skutek mutacji biatka transporterowego ABCAT1 lub inkorporacja
nasyconych kwaséw thuszczowych do btony indukowaty asocjacje receptora TLR4
z frakcja tratw, wywotywaty jego dimeryzacj¢ oraz ekspresj¢ docelowych genow
kodujacych cytokiny prozapalne [80, 87].

Najczesciej przyjmuje sie, ze CD14 razem z LBP petnia rolg ,,anteny” efektyw-
nie wychwytujacej lipopolisacharyd i przekazujacej go na kompleks biatek TLR4/
MD-2. CD14 moze jednak petni¢ rowniez inne funkcje w procesie stymulacji ko-
morek przez lipopolisacharyd. Stwierdzono, ze w makrofagach i komodrkach den-
drytycznych izolowanych z myszy pozbawionych biatka CD14 w odpowiedzi na
stymulacje LPS uposledzona jest jedna z dwoch Sciezek sygnalowych uruchamia-
nych przez receptor TLR4 (patrz nizej). Jest to sciezka zalezna od udziatu biatka
adaptorowego TRIF, ktora zwigzana jest z endocytoza aktywowanego receptora
TLR4 i prowadzi do produkcji interferonow typu I [85]. CD14 bierze tez udziat
w internalizacji LPS przez komorki na drodze nieprowadzacej do ich aktywacji,
lecz pozwalajacej na zmniejszenie jego stezenia w srodowisku i wewnatrzkomor-
kowga detoksykacje LPS [9].

W szlaku aktywujacym odpowiedz prozapalng komorek przekazanie LPS
z CD14 na kompleks TLR4/MD-2 stanowi ostatni etap rozpoznania tej czasteczki
i rozpoczyna proces transdukcji sygnatu. MD-2 posiada rzadko spotykang strukture
B-kubka zbudowang z dwoch réwnoleglych B-kartek, ktore tworza obszerng kie-
szonke wigzaca lipidowa cze$¢ czasteczki lipopolisacharydu [55]. Biatko MD-2 jest
powigzane z zewnetrzng powierzchnig receptorow TLR4 za pomoca wigzan wodo-
rowych i jonowych. Po zwigzaniu LPS do kieszonki MD-2 dochodzi do utworzenia
kompleksu ztozonego z dwoch heterodimeréw TLR4/MD-2 (ryc. 4). Czasteczka li-
popolisacharydu pelni w tym procesie rol¢ mostka: w przypadku optymalnej struk-
tury LPS, zawierajacej szes¢ reszt kwasow tluszczowych, pie¢ z nich wypetnia kie-
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szonke MD-2, podczas gdy szosty jest czeSciowo odstonigty 1 wechodzi w interakcje
z hydrofobowg kieszonkga sasiedniej czasteczki TLR4. Wigzanie to jest dodatkowo
stabilizowane przez dwie grupy fosforanowe lipidu A, ktére tworza jonowe i wo-
dorowe wigzania z resztami lizyny 1 argininy na powierzchni sgsiadujacych czaste-
czek TLR4 i MD-2 [57]. Bezposrednie oddziatywania miedzy dwoma czgsteczkami
TLR4, pomimo ich zblizenia, pozostaja stabe. Model ten pozwala zrozumie¢ zna-
czenie roli modyfikacji strukturalnych lipidu A dla aktywnosci biologicznej LPS,

LPS LPS*

domena TIR domena TIR*

RYCINA 4. Struktura kompleksu TLR4/MD-2 po zwigzaniu LPS. Pigé sposrod szesciu reszt kwasow
thuszczowych czasteczki LPS jest pograzonych w hydrofobowej kieszeni biatka MD-2, szdsty jest
eksponowany do $rodowiska i oddziatuje z hydrofobowym fragmentem sasiedniego receptora TLR4,
co indukuje dimeryzacj¢ receptora i prowadzi do zblizenia cytoplazmatycznych domen TIR obu czg-
steczek receptorow, uruchamiajac kaskadg ich interakcji z biatkami adaptorowymi. Kompleks przyj-
muje charakterystyczng struktur¢ przypominajaca liter¢ M. Na schemacie przedstawiono tzw. Re-LPS,
pozbawiony czesci oligosacharydowej. Opracowano wg [55-57]

FIGURE 4. Structure of TLR4/MD-2 complex after LPS binding. Five of six fatty acid residues of
LPS molecule are buried in a hydrophobic pocket of MD-2 protein while the sixth residue interacts
with a hydrophobic fragment of the adjacent TLR4 molecule. This interactions induce dimerization
of TLR4 which brings into proximity cytoplasmic signaling TIR domains of the two TLR4 molecules
facilitating their interactions with adaptor proteins. The complex of two TLR4/MD-2 heterodimers
with LPS bound is similar to the letter M. In the Figure, Re-LPS is shown devoid of the O-antigen

carbohydrate chain. Based on [55-57]
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jako ze brak grup fosforanowych lub odstepstwa od optymalnej liczby podstawio-
nych reszt kwasow thuszczowych nie pozwalajg na uformowanie stabilnego kom-
pleksu sygnalowego.

Fakt, Zze receptor TLR4 odpowiada za inicjacj¢ kaskad sygnatowych w odpowie-
dzi na LPS wykryto dopiero w 1998 roku [59]. Wczesniejsze prace wskazywaly na
udziat w tym procesie innych receptoréw, takich jak integryny CD11/CD18b, biatko
regulatorowe ukladu dopetniacza CD55 ireceptory zmiatacze (ang. Scavenger Re-
ceptors, SR) [12]. Prowadzone w ostatnim dziesiecioleciu badania opierajace si¢ na
technice rezonansowego przekazywania energii pomiedzy wyznakowanymi fluore-
scencyjnie biatkami oraz na analizie biochemicznej frakcji komorkowych wykazaty,
ze aktywacja komorek przez LPS prowadzi do formowania w btonie komérkowe;j
kompleksow szeregu biatek towarzyszacych CD14 i TLR4; nalezg do nich biatka
szoku cieplnego, CD55 oraz receptor chemokinowy CXCR4 [72]. Formowanie wie-
losktadnikowego kompleksu bialek w odpowiedzi na LPS moze by¢ utatwione po-
przez ich akumulacje w obrgbie wspomnianych wczesniej tratw lipidowych. Dobor
biatek wchodzacych w skfad takiego kompleksu podyktowany jest migdzy innymi
wlasciwosciami strukturalnymi LPS i moze modulowa¢ $ciezki sygnatowe induko-
wane przez LPS [73]. Badania nad mechanizmami stymulacji komorek przez LPS
zdominowane sg aktualnie przez prace nad rolg receptora TLR4 w tym procesie. Na-
dal jednak utrzymuje si¢ zainteresowanie rolg receptorow z rodziny zmiataczy w od-
powiedzi zapalnej, a z prowadzonych w tym kierunku badan wytania si¢ skompliko-
wany obraz ich udzialu w reakcjach komorek na LPS [28]. Istnieja dane wskazujace,
ze receptory zmiatacze klasy B, takie jak CD36 i SR-B1/Cla-1, indukuja produkcje
cytokin prozapalnych w wyniku aktywacji przez LPS, niezaleznie od udzialu TLR4
[2, 40]. Z kolei receptor zmiatacz klasy A, SR-A1, zdaje si¢ petni¢ role protekcyjna
wobec nadmiernej stymulacji komorek przez LPS. Wynika ona ze zdolnosci tego re-
ceptora do internalizacji wysokich dawek LPS na Sciezce, ktora nie indukuje syntezy
cytokin prozapalnych, prowadzi natomiast do detoksykacji LPS [19, 51].

SCIEZKI SYGNALOWE RECEPTORA TLR4

Receptor TLR4, jako jedyny sposrod cztonkéw rodziny receptoréw Toll, od-
dziatuje z wszystkimi czterema poznanymi biatkami adaptorowymi posiadajacymi
domeny TIR, uruchamiajac dwa szlaki sygnalowe nazywane $ciezkami zaleznymi
od MyDS88 lub TRIF (ryc. 5). W interakcji biatka MyD88 z receptorem TLR4 po-
sredniczy dodatkowe bialko adaptorowe TIRAP/Mal [20]. Oprécz domeny TIR,
pozwalajacej na oddzialywanie MyDS88 zreceptorem TLR4 i biatkiem TIRAP,
MyD88 posiada tzw. domeng¢ $mierci DD (ang. Death Domain) zlokalizowana
w czesci karboksylowej, poprzez ktorg MyD88 oddziatuje z kinazami IRAK4 oraz
IRAK1 (ktora moze by¢ zastgpiona przez IRAK?2). Badania krystalograficzne ujaw-
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nity, ze sze$¢-osiem czasteczek biatka MyD88 oraz cztery czasteczki kinazy IRAK4
i cztery kinazy IRAK2 (badz IRAKI1) asocjuja w sposob hierarchiczny, tworzac
kompleks sygnatowy nazywany myddosomem [15, 43]. Formowanie myddosomu
zapewnia bliskie sgsiedztwo kinaz IRAK, umozliwiajac fosforylacje kinazy IRAK1
(lub IRAK?2) przez IRAKA4. Po fosforylacji, kinaza IRAK1 oddysocjowuje od kom-
pleksu receptorowego i wchodzi w interakcje z ligaza E3 ubikwityny TRAF6 (ang.
Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor 6), ata indukuje poliubikwi-
tynacje kolejnego przekaznika sygnatu, kinazy TAK1 (ang. Transforming growth
factor p-Associated Kinase-1) [83]. Aktywowana w ten sposob kinaza TAK1 jest
zdolna do fosforylacji substratow z dwoch grup kinaz: IKK (kinaza inhibitora czyn-
nika NFxB) oraz MAPK (kinaza aktywowana mitogenami). Prowadzi to ostatecz-
nie do aktywacji transkrypcji genow cytokin prozapalnych, przy uzyciu dwoch
czynnikow transkrypeyjnych — NFkB oraz AP-1, przemieszczajacych sie do jadra
komorki. Gtowna cytoking prozapalng produkowanag na tej Sciezce jest TNFa [34].

Sciezka sygnatowa zalezna od bialka adaptorowego MyD88 jest charaktery-
styczna dla niemal wszystkich receptorow TLR, za wyjatkiem TLR3 (ryc. 2). Dla
odmiany, drugi szlak sygnatowy zalezny od biatka adaptorowego TRIF jest inicjo-
wany tylko przez receptory TLR4 i TLR3. Receptor TLR4 wymaga do jej urucho-
mienia dodatkowego biatka adaptorowego TRAM, ktore posredniczy w interakcji
migdzy receptorem i biatkiem TRIF [82]. Biatko TRIF, wraz z grupa biatek asystuja-
cych, oddziatluje z kompleksem kinaz TBK1 (ang. TANK Binding Kinase-1) i IKKe/
IKKi, ktore fosforylujg czynniki transkrypcyjny IRF3 i, w mniejszym stopniu, IRF7
[13]. Biatka te sg obecne w nieaktywnej formie w cytoplazmie, natomiast po ufos-
forylowaniu w regionach C-koncowych ulegajg homodimeryzacji i przemieszczaja
si¢ do jadra, gdzie aktywuja transkrypcje gendw kodujacych interferony typu I. Na
sciezce zaleznej od TRIF, oprocz fosforylacji IRF3 i IRF7, dochodzi réwniez do
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB. Sugeruje si¢, ze Sciezka TRIF-zalezna
odpowiada za p6zng aktywacj¢ NFkB, zwigzang z autokrynng aktywacja komorek
przez TNFa, podczas gdy $ciezka MyD88-zalezna prowadzi do wczesnej, szybkiej
aktywacji NFkB bezposrednio po zwigzaniu lipopolisacharydu. Niemniej jednak,
transdukcja sygnatu na obu $ciezkach jest wymagana do petnej aktywacji produkcji
cytokin prozapalnych w odpowiedzi na LPS [34].

Interesujaca modyfikacje tego szlaku wykryto w odniesieniu do receptorow
TLR7 i TLRY komorek dendrytycznych, ktore wykorzystuja MyD88 do indukcji
syntezy interferonow typu I w odpowiedzi na infekcje wirusowa. W tym przypadku
wieloczasteczkowy kompleks enzymoéw formowany wokoét biatka MyD88 umoz-
liwia fosforylacj¢ czynnika transkrypcyjnego IRF7 przez kinazy IRAKI1 iIKKa,
co indukuje jego translokacje¢ do jadra oraz indukcje ekspresji genow kodujacych
interferony typu I [33].

Przez wiele lat przyjmowano, ze receptor TLR4 uruchamia obie §ciezki sygna-
lowe jako biatko btony komorkowej. Uwazano to za wyjatkowa wlasciwosé recep-
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RYCINA 5. Schemat sekwencyjnej aktywacji $ciezek sygnalowych TLR4 regulowanej przez internaliza-
cje receptora. A — zwigzanie LPS prowadzi do utworzenia kompleksu receptorowego przez biatka CD14,
TLR4 i MD-2. Wysokie lokalne stezenie P1(4,5)P, pozwala na interakcje domeny plekstrynowej biatka
adaptorowego TIRAP i jego zwigzanie z btong komorkowa, z kolei domena TIR tego biatka umozliwia
jego interakcj¢ z domena TIR receptora i biatka MyD88. Do powstajacego kompleksu za pomoca domen
DD, obecnych tez w MyD88, wiaza si¢ cztery czasteczki kinazy IRAK4 i cztery kinazy IRAK?2 tworzac
tzw. myddosom. Stwierdzona obecnos¢ od szesciu do osmiu czasteczek biatka MyD88 w myddosomie
wskazuje na mozliwos¢ oddziatywania tego biatka z innymi dimerami TLR4, sugerujac tworzenie przez
nie skupisk wyzszego rzedu [15, 43]. Formujacy si¢ myddosom uruchamia zalezng od MyDS88 $ciezke
sygnatowa. B — Po internalizacji receptora st¢zenie PI(4,5)P, w blonie endosomu spada, co powoduje
oddysocjowanie kompleksu TIRAP-MyD88. Do uwolnionych domen TIR receptora wiaza si¢ biatka
adaptorowe TRAM i TRIF, rozpoczynajac przekazywanie sygnatu na $ciezce niezaleznej od udziatu biat-
ka MyD88. Opracowano wg [29, 34]

FIGURE 5. A scheme of a sequential activation of TLR4 signaling pathways dependent on internaliza-
tion of the receptor. A — Binding of LPS leads to an assembly of a complex containing CD14, TLR4 and
MD-2. A high local concentration of PI(4,5)P, allows binding of the pleckstrin homology domain of
TIRAP adaptor protein. On the other hand, the TIR domains of TIRAP molecules interact with TIR do-
mains of TLR4 and MyDS88 protein. To the complex, four IRAK4 kinases and four IRAK2 kinases bind
via DD domains present also in MyD88. A myddosome is assembled triggering MyD88-dependent sig-
naling pathway. The presence of six-eight molecules of MyD88 was found in a myddosome suggesting
a possibility of an assembly of high-order clusters of activated TLR4 [15, 43]. B — After internalization
of TLR4, the concentration of P1(4,5)P, in the endosome membrane decreases leading to a dissociation of
TIRAP-MyD88 complexes. Adaptor proteins TRAM and TRIF bind to TIR domains of TLR4 triggering
generation of the signaling pathway independent on participation of MyDS88. Based on [29, 34]
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tora TLR4, jako ze wszystkie inne poznane receptory PRR (w tym pozostate TLR,
patrz ryc. 2) zdolne do aktywacji produkcji interferondw, inicjuja transdukcje sygnatu
z blony organelli wewnatrzkomérkowych badz z cytoplazmy. Alternatywny model
uruchamiania $ciezek sygnalowych przez TLR4 zostal zaprezentowany przez Kaga-
na 1 wspolpracownikow [29, 30]. Model ten zaktada, ze aktywacja Sciezek sygnato-
wych zaleznych od bialek MyD88 i TRIF jest rozdzielona w czasie i przestrzeni (ryc.
5). Kluczowym wydarzeniem regulujacym generacje sygnatu na Sciezce zaleznej od
TRIF jest internalizacja receptora TLR4. Wedtug proponowanego modelu, blonowy
kompleks receptorowy ztozony z CD14, TLR4 i MD-2 formuje si¢ w rejonach btony
komorkowej bogatych w fosfatydyloinozytolo-(4,5)-bisfosforan [(PI(4,5)P,]. Obec-
nos¢ domeny (tzw. domeny plekstrynowej) wigzacej P1(4,5)P, w obrebie biatka ada-
ptorowego TIRAP umozliwia jego asocjacje z blong komorkowa, co z kolei utatwia
interakcje domen TIR tego biatka, MyD88 i receptora TLR4. Po aktywacji §ciezki za-
leznej od MyD88 dochodzi do internalizacji receptora TLR4. W btonie powstajacego
endosomu znaczgco spada stezenie PI(4,5)P , na skutek czego kompleks MyD88-TI-
RAP oddysocjowuje od receptorow TLR4. Umozliwia to z kolei przylaczenie dru-
giego zestawu biatek adaptorowych, TRAM i TRIF oraz aktywacje sciezki zaleznej
od TRIF [29]. Warto zauwazy¢, ze biatko TRAM pozbawione jest domeny wigzacej
PI(4,5)P,, dlatego nie oddziatuje ono z btong komorkows 1 nie konkuruje z MyD88
w wigzaniu domen TIR receptoréw TLR4 [30]. Bialka TIRAP i TRAM odgrywaja
zatem rolg ,,sortujacych” adaptorow, zapewniajacych uruchomienie kaskad sygnato-
wych z konkretnych przedziatéw komorki.

Powyzszy model pozostawia otwartg kwesti¢ regulacji internalizacji receptora
TLR4 oraz $ciezki endocytozy, na ktorej moze ona zachodzi¢. Istniejg dane wskazu-
jace na udziat w tym procesie dynaminy i klatryny, co sugeruje endocytoze TLR4 na
klasycznej $ciezce w obrebie pecherzykow optaszczonych przez klatryne, podobnie
jak ma to miejsce w przypadku receptora transferyny. Pierwotnie dane te opieraly si¢
na mikroskopowej analizie wspotwystepowania receptora TLR4 i LPS z transferyng
i hamujacego wplywu wywieranego na internalizacje TLR4 przez zmutowane formy
dynaminy lub cigzkiego tancucha klatryny [22]. Ostatnio w badaniach nad tym za-
gadnieniem znalazly zastosowanie inhibitory aktywno$ci enzymatycznej dynaminy
1 zwiazki blokujace asocjacje klatryny z asystujacymi jej biatkami. Pod ich wplywem
hamowana jest internalizacja aktywowanego TLR4 i w znaczacym stopniu redukcji
ulega fosforylacja czynnika IRF3 oraz synteza interferonu  [30, 76]. Doniesienie
z roku 2011 wskazuje natomiast, ze internalizacja aktywowanego TLR4 zachodzi na
drodze makropinozytozy kontrolowanej przez aktywno$¢ kinazy tyrozynowej Syk,
fosfolipazy Cy2 oraz naptyw jonéw Ca* do komorki [85]. Zgodnie z tym doniesie-
niem wykryto, ze zalezny od aktywnosci fosfolipazy Cy2 wzrost stezenia jonow Ca**
w cytoplazmie kontroluje aktywacje IRF3 i ekspresje jego genow docelowych [6].
Czynnikiem nadrzednym sterujacym internalizacja TLR4 wydaje si¢ by¢ jego ko-re-
ceptor — biatko CD14. W makrofagach izolowanych z myszy pozbawionych biatka
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CD14 internalizacja TLR4 i produkcja interferonu B byta znikoma [85], aczkolwiek
mechanizmy takiej zalezno$ci pozostaja nieznane.

TLR4 pojawia si¢ tez w blonie fagosomow, w obrebie ktorych internalizowane
sg bakterie Escherichia coli. Proces ten prowadzi do uruchomienia $ciezki sygnato-
wej zaleznej od TRIF i syntezy interferonow typu I [23]. Autorzy tego doniesienia
dowodza, ze TLR4 jest transportowany do btony fagosomow z frakcji wezesnych
endosomoéw, a ten etap wewnatrzkomorkowego transportu TLR4 jest kontrolowany
przez GTPaze z rodziny Rab (ang. Ras-related protein) — biatko Rab11. Watek ten
wspieraja inne doniesienia, wedtug ktorych kompleks TLR4/MD-2 jest konstytutyw-
nie obecny w blonie endosomdw i aparacie Golgiego makrofagow, skad moze by¢
wbudowywany w btong komoérkowa, ale tez jest w stanie rozpoznawac LPS i inicjo-
wac zarowno TRIF- jak i MyD88-zalezne $ciezki sygnatowe [68, 75].

Szlak endocytarny wspoluczestniczy tez w wygaszaniu aktywacji receptora
TLR4. Po zwiazaniu LPS receptor TLR4 przemieszcza si¢ do poznych endosomow
i lizosomoéw i podlega degradacji w ich obrebie. W procesie tym bierze udziat inna
GTPaza zrodziny Rab — biatko Rab7b, asocjujace z blong lizosomow. Aktywnosé
tego biatka odgrywa istotng role w promowaniu degradacji TLR4 i negatywnej regu-
lacji transdukcji sygnatu tego receptora [ 74]. W nurt negatywnej regulacji odpowiedzi
prozapalnej indukowanej przez LPS wpisuje si¢ tez omowiona powyzej internalizacja
duzych dawek LPS, zalezna od receptoréw zmiataczy [51].

PODSUMOWANIE

Badania nad mechanizmami przekazywania sygnatu przez receptory TLR pro-
wadzone w ciggu ostatnich pietnastu lat za pomoca réznorodnych metod genetycz-
nych, krystalograficznych i immunologicznych w zasadniczym stopniu poszerzyty
nasze pojmowanie funkcjonowania ukladu odpornosciowego. Szczegélne zaintere-
sowanie skupia si¢ na mechanizmach aktywacji receptora TLR4 z uwagi na wysoka
$miertelno$¢ przypadkow szoku septycznego. Istotny przetom na tym polu przynio-
sty prace wskazujace na rol¢ endocytozy w aktywacji jednej ze Sciezek sygnato-
wych receptora TLR4. Odkryciom tym towarzysza jednak niepowodzenia na polu
praktycznego zastosowania zdobytej wiedzy, tj. powstrzymania sepsy i niepewny
los opracowywanych na jej podstawie lekow, takich jak eritoran, antagonista TLR4
(patrz: http://www.eisai.com/news/enews201108pdf.pdf). Wydaje si¢, ze konieczne
jest bardziej syntetyczne spojrzenie na funkcjonowanie receptoréw TLR w kontek-
scie innych receptorow i bialek zaangazowanych w reakcje odpornosciowe, takich
jak receptory zmiatacze, oraz zwrdcenie uwagi na ich wzajemne interakcje. Tego typu
badania maja szanse przynie$¢ nowe dane na temat mechanizmow negatywnej regula-
cji aktywacji receptorow TLR, szczegolnie cenne z punktu widzenia przeciwdziatania
potencjalnie §miertelnej reakcji zapalnej organizmu.
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