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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Receptory TLR (Toll like receptors) wystgpuja u wielu gatunkéw kregowcéw i bezkrggowcow.
Odgrywaja one istotng rol¢ w aktywacji komérek odpowiedzi immunologicznej nieswoistej, a tak-
ze posrednio swoistej. Rozpoznaja réznorodne ligandy egzogenne oraz endogenne. Znaczenie
biologiczne receptoréw TLR zalezy od mozliwosci wigzania bardzo duzej liczby réznych ago-
nistow i antagonistow, wsrdd ktérych znajduja si¢ antygeny bakterii, wiruséw oraz autoantyge-
ny kregowcow i bezkrggowcow. Zdolnos¢é receptoréw TLR do odpowiedzi na endogenne ligandy
moze si¢ przyczynia¢ do rozwoju choréb autoimmunologicznych. Dlatego tez w ostatnich latach
coraz bardziej dazy si¢ do lepszego poznania mechanizméw efektorowych i szlakéw sygnato-
wych zwigzanych z pobudzeniem receptoréw TLR. Prowadzi to do wykrywania nowych biatek
zwiazanych z przekazem sygnatu zaleznego od receptoréw TLR. Podejmowane sa takze préby
modyfikowania aktywnosci tych receptoréw za pomoca syntetycznych ligandéw. Do takich sub-
stancji naleza krétkie fragmenty DNA nazwane oligo-DNA. Wymienione fragmenty DNA sa ba-
dane klinicznie jako potencjalne leki w terapii uktadowego tocznia rumieniowatego.

receptory TLR * uktadowy toczei rumieniowaty ¢ oligo-DNA
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Summary

TLRs (Toll-like receptors) are found in many different vertebrate and invertebrate species. TLRs
have important functions in cell activation of the nonspecific immune response as well as in the
indirect specific immune response. These receptors recognize a broad range of exogenous and
endogenous ligands. The biological importance of TLRs depends on their potential to recognize
a great number of different agonists and antagonists, among them antigens of bacterial and viral
origin as well as vertebrate and invertebrate autoantigens. The responsiveness of TLRs to endo-
genous ligands may contribute to the development of autoimmune diseases. Increasing interest
is therefore directed towards understanding the effector mechanisms and signaling pathways as-
sociated with TLR activation. This leads to the discovery of new proteins associated with TLR
signaling pathways. Furthermore, efforts are underway to modify the activity of TLRs by syn-
thetic ligands. Among the factors used to modify TLR activity are short DNA fragments known
as oligo-DNA. Oligo-DNA fragments are being evaluated in clinical trials as potential drugs to
treat systemic lupus erythematosus.

TLR receptors ¢ systemic lupus erythematosus ¢ oligo-DNA

* Praca finansowana z funduszu prac wilasnych nr 502-11-727 oraz prac statutowych nr 503-101-91.

331



Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 331-339

Full-text PDF:

Word count:
Tables:
Figures:
References:

Adres autorki:

Wykaz skrotow:

http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=891387

3399
3

58

prof. dr hab. med. Ewa Robak, Katedra i Klinika Dermatologii i Wenerologii UM w todzi, ul. Krzemieniecka 5,
94-017 t6dz; e-mail: ewarobak@onet.eu

AP1 - czynnik transkrypcyjny AP1 (activator protein 1); BAFF - czynnik aktywujacy limfocyty B (B
cell activating factor); HSP22 - biatko szoku cieplnego 22 (heat shock protein 22);

ICAM - miedzykomodrkowa czasteczka adhezyjna 1 (intercellular adhesion molecule 1); IKK - kinaza
| kappa B (I kappa B kinase); IRAK1 - kinaza 1 zwigzana z receptorem interleukiny 1 (interleukin-1
receptor-associated kinase 1; IRAK4 - kinaza 4 zwigzana z receptorem interleukiny 1 (interleukin-1
receptor-associated kinase 4); IRF - czynnik regulatorowy interferonu (interferon regulatory factor);
IRS - sekwencje DNA regulujace aktywno$¢ immunologiczng (immunoregulatory DNA sequences);
JNK - jun n-koricowa kinaza (jun n-terminal kinase); LRR - powtdrzenie bogate w leucyne (leucine
rich repeat); MAP - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny (mitogen-activated protein
kinases); MMP - metaloproteinazy macierzy (matrix metalloproteinases); MyD88 - biatko MyD88
(myeloid differentiation primary response); NF-kB - czynnik jadrowy kappa B (nuclear factor kappa
B); PDC - plazmocytoidalna komérka dendrytyczna (plasmocytoid dendritic cell);

RT-PCR - reakcja taficuchowa polimerazy z uzyciem odwrotnej transkryptazy (reverse transcriptase-
polymerase chain reaction); SLE - toczen uktadowy rumieniowaty (systemic lupus erythematosus);
TAB1 - biatko wigzace TAK-1 (TAK-1 binding protein); TAB2 - biatko 2 wigzace TAK-1 (TAK-1
binding protein 2); TAK1 - kinaza 1 aktywowana przez TGF (TGF-activated kinase 1); TIRAP - biatko
adaptorowe zawierajgce domene TIR (Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor
protein); TLR - receptor toll- podobny (toll like receptor); TNF-o - czynnik nekrozy nowotworéw alfa
(tumor necrosis factor alfa); TRAF6 - czynnik 6 zwigzany z receptorem TNF (TNF receptor-associated

factor 6); TRAM - czasteczka adaptorowa zblizona do TRIF (TRIF-related adapter molecule);
TRIF - biatko zawierajgce domene TIR indukujgce interferon beta (TIR-domain containig adapter

inducing interferon-beta).

Wstep

1. DOMENY STRUKTURALNE RECEPTOROW TLR

Receptory TLR (Toll like receptor) opisane u wielu gatun-
kéw kregowcedw, reprezentuja grupe biatek zblizonych do
receptora Toll wykrytego u muszki owocowej Drosophila
melanogaster [46,52].

Gen kodujacy biatko receptora Toll opisano w latach
80. ub.w. jako czynnik odpowiedzialny za polaryzacje
grzbietowo-brzuszna w czasie rozwoju zarodkowego [20].
Dalsze badania nad dorostymi osobnikami Drosophila
melanogaster ujawnity, ze geny Toll sa odpowiedzialne
za utrzymanie i rozwdj odpornosci przed réznymi infek-
cjami [52].

Przyjmuje sig, ze funkcja receptora TLR krggowcow jest
zwiazana z odpowiedzia immunologiczng i procesami au-
toimmunizacyjnymi [2,10,42-45].

W ostatnich latach istotne znaczenie przypisuje si¢ pro-
bom modyfikacji aktywnosci TLR za pomoca syntetycz-
nych agonistéw i antagonistow. Substancje te w przysztosci
moga zosta¢ wykorzystane jako potencjalne leki w lecze-
niu choréb autoimmunizacyjnych.

Receptory TLR sg zbudowane z nastgpujacych czgsci struk-
turalnych: zewnatrzkomoérkowej, przezbtonowej i cytopla-
zmatycznej. W czesci zewnatrzkomoérkowej LRR (leucine
rich repeat) wyodrebnia si¢ domeng zawierajaca powtorze-
nia bogate w leucyng, natomiast w czgsci cytoplazmatycz-
nej — domeng wykazujaca wysoka homologi¢ z receptorem
typu 1 interleukiny 1 (IL-1R), stad jej nazwa TIR (Toll IL
—receptor) [3,33,46].

Obecnie znanych jest 11 rodzajéw ludzkich TLR umiej-
scowionych w blonie komérkowej makrofagéw, komoérek
dendrytycznych, komérek tucznych, eozynofiléw, neutro-
filéw, limfocytéw B (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6,
TLR10, TLR11) oraz w obrebie pecherzyka endosomal-
nego (TLR3, TLR7, TLRS8, TLRY). Takie umiejscowienie
TLR sprawia, iz domena LRR jest zwrécona na zewnatrz
komorki lub do §wiatla endosomu. Domena TIR zawsze
skierowana jest w kierunku cytoplazmy komérki [29].

Domena LRR odpowiedzialna jest za wiazanie liganda
swoistego dla danego TLR.

W wyniku tej interakcji dochodzi do transdukcji sygna-
tu do jadra komérkowego poprzez domeng przezbtonowa
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Tabela 1. Ligandy wigzane przez TLR

Receptor Ligand

TLR1 lipopeptydy mikobakterii, rozpuszczalne substancje z Neisseria meningitidis
lipoproteidy, peptydoglikan, kwasy tejchojowe, lipoarabinomannany, modulina (S. epidermidis), glikolipidy bakterii,

TR2 glikoinozytofosfolipidy (Trypanosoma cruzi),
poryny, nietypowy LPS (Leptospira), zymosan, hemaglutynina wirusa odry, biatka wiruséw cytomegalii, herpeswiruséw
HSV-11i HSV-2 oraz biatko Hsp70 (gospodarz)

TLR3 dwuniciowy RNA (wirusy)
biatka wiruséw: biatka uczestniczace w fuzji lub obecne w otoczce, Hsp60

TLR 4 Chlamydia pneumoniae, taksol (taxol — substancja o dziataniu przeciwnowotworowym izolowana z kory cisu)
Hsp70, fragment domeny A fibronektyny, oligosacharydy kwasu hialuronowego
fibrynogen, siarczan heparyny

TLR5 flagellina

TLR6 lipopeptydy diacylowe Mycoplasma, kwasy lipotejchojowe, zymosan

TLR7 jednoniciowy RNA, syntetyczne zwigzki przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe: analogi nukleozydéw
jednoniciowy RNA

TLR8 . -
syntetyczne zwigzki przeciwwirusowe

TLR9 dwuniciowy DNA zawierajacy niemetylowane sekwencje CpG (bakteryjny i wirusowy)

TLR10 nie okre$lono

TIRM biatka zblizone do profiliny

i cytoplazmatyczng TIR przy zaangazowaniu wielu biatek.
[1,46,52]. Pobudzenie TLR zlokalizowanych w endosomach,
stymulowane jest przez swoiste dla tego receptora ligan-
dy pochodzace ze sfagocytowanych drobnoustrojéw [56].

Wykazano, iz zdolnos¢ receptoréw TLR do tworzenia
postaci homodimerycznych (para identycznych TLR) lub
heterodimerycznych (dwie r6zne TLR) rozszerza rodza-
je rozpoznawanych przez nie ligandéw, np. TLR2 tworzy
pary z TLR6 i w tej postaci dodatkowo rozpoznaje zymo-
san [14,54,56].

2. LicAnDY wiazANE PRzEZ RECEPTORY TLR

Receptory TLR rozpoznaja bardzo réznorodng grupe li-
gandéw. Naleza do nich antygeny bakterii, wiruséw i au-
toantygeny kregowcéw [3]

Rodzaj ligandéw wiazanych przez poszczegélne TLR przed-
stawiono w tabeli nr 1.

3. PRZEKAZ SYGNALU ZA POSREDNICTWEM RECEPTOROW TLR

Transdukcja sygnatu przez receptory TLR odbywa sie
z udziatem wielu biatek, wsrdéd ktérych najwazniejsze zna-
czenie odgrywa biatko MyD88 (myeloid differentiation pri-
mary response). Jego obecnos¢ determinuje drogg sygna-
lizacji: zalezna lub niezalezna od MyDS88.

3.1. Przekaz zalezny od MyD88

Biatko MyD88 zawiera w swej strukturze domeng TIR,
ktéra posredniczy w wigzaniu si¢ tego biatka z domena

TIR receptoréw TLR. Ten element strukturalny umozli-
wia takze przylaczanie si¢ kolejnych biatek zaangazowa-
nych w procesie przekazywania sygnatu [53].

Wigkszos¢é poznanych receptorow TLR (z wyjatkiem
TLR3) w przekazie sygnalu wykorzystuje biatko MyD88.
Szczegblna pozycje zajmuje TLR4, ktéry moze przeka-
zywac sygnal w sposéb zalezny, ale takze niezalezny od
MyD88 [5,19,41,48].

W transdukcji pobudzenia komoérki w szlaku zaleznym od
MyD88, biora réwniez udziat biatka z grupy Pellino, ktére
wchodza w interakcje z nastgpujacymi biatkami: IRAK1
(interleukin-1 receptor-associated kinase 1), IRAK4 (in-
terleukin-1 receptor-associated kinase 4), TRAF6 (TNF
receptor-associated factor 6) i TAK1 (TGF — activated ki-
nase 1) [13,18].

Zwiazanie liganda przez receptory TLR powoduje taczenie
si¢ biatka MyD88 z domena TIR receptora TLR. Nastepuje
to w spos6b bezposredni (TLRS, TLR7, TLR9) lub za po-
Srednictwem biatka TIRAP (Toll-interleukin 1 receptor
(TIR) domain containing adaptor protein) w przypadku
TLR2 i TLR4 [48].

W kolejnym etapie do MyD88 przytacza sig biatko IRAK1,
ktére ulega fosforylacji pod wptywem innej kinazy z tej
rodziny, tj. IRAK4 oraz za posrednictwem automodyfika-
cji. Zaktywowana kinaza IRAK1 odlacza si¢ od kompleksu
biatek zwiazanych z receptorem TLR, a nastgpnie mody-
fikuje biatko TRAF6 w procesie fosforylacji. Jest to jed-
noczes$nie wstepny, niezbedny etap jego aktywacji. Biatko
IRAKT1 i zaktywowany TRAF6 wigza si¢ z powstatym wcze-
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Tabela 2. Sktadowe szlaku sygnatowego zaleznego od MyD88

Tabela 3. Sktadowe szlaku sygnatowego niezaleznego od MyD88

L.p. Przebieg szlaku sygnatowego L.p. Przebieg szlaku sygnatowego
1 ReceptoryTLR1,2,4,5,6,7,8,9,11 1 Receptor TLR 3, TLR 4
2 MyD88 2 TRIF, TRAM
3 Biatka z rodziny Pellino 3 TRAF6/ IKKi/TBK1
4 IRAK4 4 RIP1, RIP3
5 IRAK1 5 NF-kB, IRF3
6 TAK1, TAB1, TAB2
7 TRAF6 Wykazano, ze w procesie prowadzacym do aktywacji
NF-xB uczestniczg takze kinazy RIP1 i RIP3 (receptor
8 IKK, MKK3, MKK6 interacting protein 1 i 3) [9,37].
9 kB, JNK, P38 4. Rova RECepToROW TLR W PROCESACH
10 NF-kB. AP1 AUTOIMMUNOLOGICZNYCH

$niej kompleksem TAK1-TAB1 (TAK-1 binding protein)
-TAB2 (TAK-1 binding protein 2), w ktérym TAB112 sa
biatkami adaptorowymi TAK1. TRAF6 aktywuje kinaze
TAKI, ktéra nastgpnie fosforyluje IKK (I kappa B kina-
se) i prowadzi do jej aktywacji [13].

Aktywna kinaza IKK odpowiada za fosforylacj¢ i degra-
dacje biatka IxkBa, ktdre jest inhibitorem czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB (nuclear factor kappa B). Powstaty
aktywny czynnik transkrypcyjny NF-xB wnika do jadra
komoérkowego i indukuje ekspresjg odpowiednich genéw
dla cytokin, molekut adhezyjnych i regulatoréw wzrostu,
niezbgdnych do proliferacji i réznicowania wielu komérek
uktadu immunologicznego [12,19,27,39,48].

Kinaza TAK1 uczestniczy takze w procesie fosforylacji
biatek z rodziny kinaz MAP (mitogen — activated protein
kinases), tj. MKK3 i MKK®6, ktére aktywuja JNK (Jun N
— termianl kinase) i p38 (kinaza o m.cz. 38 kDa z rodzi-
ny MAP). W wyniku tej reakcji powstaja zmodyfikowane
biatka JNK i p38, ktére stymuluja czynnik transkrypceyj-
ny AP1 (activator protein 1). Uczestniczy on w regulacji
ekspresji wielu genéw.

3.2. Przekaz sygnalu niezalezny od MyD88

Transdukcja sygnatu jedynie w szlaku niezaleznym od
MyD88 odbywa si¢ poprzez TLR3. TLR4 indukuje na-
tomiast dwie drogi sygnalizacji: zalezna i niezalezna od
MyDS88. Indukcja szlaku niezaleznego od MyD88 w ob-
rebie receptoréw TLR3 i 4 prowadzi do aktywacji kilku
drég sygnatowych. W proces ten zaangazowane sa rézne
biatka adaptorowe. TLR4 wykorzystuje w tym szlaku biat-
ko TRIF (TIR — domain containig adapter inducing inter-
feron-B) oraz TRAM (TRIF - related adapter molecule).
Natomiast TLR 3 tylko TRIF [19,48].

Po zwiazaniu swoistych ligandéw w szlaku niezaleznym od
MyD88 z udziatem TRIF dochodzi do aktywacji NF-kB,
ale takze czynnika transkrypcyjnego z rodziny IRF (inter-
feron regulatory factor), okreslanego jako IRF3. Kontroluje
on ekspresje genu interferonu beta (IRF-B) [19,50,57].

Udziat receptoréw TLR w rozwoju proceséw autoimmu-
nologicznych jest wigzany z jednej strony z molekularnym
podobiernistwem antygenéw wilasnych komérek do antyge-
néw obcych, z drugiej natomiast z nadmierna aktywacja
uktadu immunologicznego i brakiem kontroli nad proce-
sami autoimmunizacyjnymi [2,48].

Nie jest pewne w jaki sposéb odpowiedZ na antygeny obce
przeksztatca si¢ w proces autoimmunizacyjny. Uwaza sig,
ze przejscie od prawidlowej odpowiedzi immunologiczne;j,
przebiegajacej z niewielkimi uszkodzeniami lub bez uszko-
dzeni tkanek gospodarza do reakcji patologicznej, ktéra po-
woduje znaczace uszkodzenia tkanek, moze by¢ zwiazana
z nieprawidtowa ekspresja, defektem struktury czy funk-
cji receptoréw TLR w btonie komdérkowej lub btonie en-
dosomu [32,38].

Zaburzenia funkcji receptoréw TLR moga by¢ réwniez
spowodowane mutacjami genéw TLR, ktére prowadza do
ich aktywacji przez ligandy o niskim powinowactwie lub
tez przez autoantygeny gospodarza [45,48].

Scheibner i wsp. w swej pracy opublikowanej w roku 2006
podkreslaja rolg receptoréw TLR w odpowiedzi na antyge-
ny obce i na sktadniki komérek gospodarza. W swych ba-
daniach autorzy stwierdzili, ze receptory TLR2 i 4 uczest-
nicza w zapoczatkowaniu reakcji zapalnej w odpowiedzi
na sktadniki degradacji macierzy pozakomoérkowej przez
kwas hialuronowy (Ha) gospodarza. Do odpowiedzi tej
niezbgdna jest obecnos¢ biatek MyD88. U myszy transge-
nicznej pozbawionej genu dla MyD88, nie rozwija si¢ od-
powiedzZ zapalna na Ha za posrednictwem TLR2 i 4 [51].

W patogenezie choréb o podlozu autoimmunizacyj-
nym, w tym takze w uktadowym toczniu rumieniowatym
(SLE - systemic lupus erythematosus) zwraca si¢ uwage
na duza, endogenng podaz ligandéw TLR. Moze by¢ ona
spowodowana zaburzeniami procesu apoptozy lub tez de-
fektem eliminacji komoérek apoptotycznych [41].

Wazna role w tym procesie odgrywa promieniowanie ul-
trafioletowe. Przyczynia si¢ ono nie tylko do wywotania
objawéw SLE, ale takze prowokuje kolejne zaostrzenia
choroby. Wykazano, ze swiatto UV stymuluje wydziela-
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nie prozapalnych cytokin i nasila apoptoze¢ keratynocytéw
[30]. Do czynnikéw bioracych udzial w ujawnieniu si¢ lub
tez zaostrzeniu SLE naleza takze inhibitory metylacji DNA.
‘Wyodrebnia si¢ wsréd nich niektére leki, takie jak hydra-
lazyna i prokainamid. W warunkach in vitro stwierdzono,
ze inhibitory metylacji DNA zmieniaja ekspresj¢ genow
i powoduja rozwdj autoreaktywnosci limfocytéw CD4+.
Przyjmuje sig, ze odcinki DNA o sztucznie obnizonej za-
wartosci grup metylowych wiaza si¢ z receptorem TLR9
w sposob bardziej swoisty i powoduja silniejsza aktywacje
zaleznego od TLR9Y szlaku sygnalowego [55,58]. Ponadto
obnizona metylacja DNA zwigksza ekspozycje¢ receptoréw
TLR na antygeny endogenne [11]. Badania doswiadczal-
ne wskazuja, ze antygeny pochodzenia endogennego maja
zdolnos¢ stymulacji odpowiedzi autoimmunologicznej tyl-
ko wtedy, gdy ulegna swoistym modyfikacjom. Moze to
by¢ spowodowane nie tylko zaburzeniami metylacji DNA
ale takze zmiang poziomu fosforylacji histonéw czy tez
oksydacyjnym uszkodzeniem DNA. Stad tez wymienione
czynniki moga si¢ przyczynia¢ do aktywacji TLR i stymu-
lowa¢ odpowiedZ autoimmunizacyjna [15].

SLE wystepuje dziewigl razy czesciej u kobiet niz
u mezczyzn i ujawnia si¢ zwykle w okresie rozrodczym.
Obserwacje te wskazuja na istotna rolg estrogenéw w pa-
togenezie choroby. To réwniez ttumaczy to, ze stosowanie
estrogenowych Srodkéw antykoncepcyjnych indukuje za-
ostrzenie choroby i zwigksza ryzyko cigzszego jej przebie-
gu. Ujawnienie si¢ SLE po 60 roku zycia, w okresie meno-
pauzy natomiast rokuje tagodniejszy przebieg [22,34,49].

‘Wyniki badan eksperymentalnych prowadzonych na komoér-
kach uzyskanych od chorego w dos§wiadczeniach in vitro wska-
zuja na zwigkszone wytwarzanie interferonu alfa (IFN-o)
u kobiet w wyniku aktywacji TLR7. Jednoczesna stymulacja
TLR719 za pomoca takich ligandéw jak resiquimod (R848),
imiquimod (R837) i CpG DNA (dinukleotyd cytydylowo-gu-
anylowy — kwas deoksyrybonukleinowy) wykazata znacza-
co wyzsze stezenie IFN-o0 w hodowlach komérkowych in
vitro uzyskanych od kobiet niz od mgzczyzn. W analogicz-
nych warunkach do§wiadczalnych nie zaobserwowano takie-
go efektu po stymulacji wylacznie za pomoca wymienionych
wyzej ligandéw TLR9. Omdéwione obserwacje wskazuja, ze
wzrost stgzenia IFN-o u chorych na SLE kobiet jest spowo-
dowany aktywacja TLR7. Stad tez wzrost stymulacji TLR7
moze odgrywac istotng rol¢ w patogenezie tej choroby [4].

Znaczenie TLR podkreslane jest rowniez w rozwoju reu-
matoidalnego zapalenia stawow (RZS). Wykazano, ze sty-
mulacja komoérek zawierajacych receptory TLR2 i 4 wy-
izolowanych z btony maziowej stawoéw zajetych procesem
chorobowym w warunkach in vitro wptywa na wzrost eks-
presji prozapalnych cytokin: TNF-a., IL-6 i IL-8. Ponadto
stwierdzono zwigkszone strgzenie metaloproteinaz — MMP
1, 2, 31 13 (matrix metalloproteinases). Te enzymy pro-
teolityczne uczestnicza w degradacji macierzy zewnatrz-
komoérkowej i wptywaja na wzrost aktywacji receptoréw
TLR2 i 4 [48]. Réwniez polimery kwasu hialuronowego,
powstate w procesie degradacji macierzy zewnatrzkomor-
kowej, stanowia ligandy receptora TLR4 (tab. 2).

W badaniach na hodowlach komérkowych w warunkach in
vitro wykazano stymulujacy wplyw ptynu tkankowego po-
chodzacego z zajetych procesem chorobowym stawéw cho-

rych na RZS na ekspresje TLR2 i TLR4. Podobne dziatanie
obserwuje si¢ w wyniku stymulacji tych receptoréw ligan-
dami syntetycznymi lub endogennymi. Nalezy do nich biat-
ko szoku cieplnego B8, oznaczane tez jako HSP22 (heat
shock protein 22), wystgpujace w osoczu i ptynie mazio-
wym chorych na RZS. Aktywuje ono komérki dendrytyczne
w sposéb zalezny od TLR4. Powyzsze obserwacje potwier-
dzaja udziat receptoréw TLR2 i 4 w rozwoju RZS [47,48].

W procesie pobudzenia receptoréw TLR zaangazowane sa
biatka MyD88 oraz TIRAP. Wyniki badan eksperymen-
talnych wskazuja, ze zmutowane, nieaktywne postaci tych
biatek dziataja hamujaco na szlak sygnatowy zalezny od
TLR2 i TLR4. Blokuja takze ekspresj¢ cytokin prozapal-
nych oraz MMP. Podobne mechanizmy aktywacji recepto-
réow TLR obserwowane sa réwniez w przebiegu SLE [48].

Badania doswiadczalne na modelu zwierzgcym dla SLE
potwierdzaja istotna rolg receptora TLR9 w rozwoju tej
choroby. Wykorzystujac linie myszy podatnych na rozwdj
tocznia (MRL™) oraz szczep myszy niepodatnych (MRL),
zwierzgtom podawano parenteralnie substancje zawieraja-
ce ligandy receptoréw TLR3, 719 [44]. Byly to odpowied-
nio pI: C RNA - ligand TLR3, imiquimod — ligand TLR7
i CpG DNA —ligand TLR9. Wykazano, ze tylko w przypad-
ku zastosowania liganda TLR9 u myszy MRLP"* rozwing-
1o si¢ zapalenie nerek, ktérego nie obserwowano u MRL.
W moczu myszy MRLP""" obecne byto biatko, a w obrazie
histopatologicznym stwierdzono rozlane, proliferacyjne za-
palenie ktgbuszkéw nerkowych z odktadaniem ztogéw IgG
i skfadnika C3 dopetniacza. Powyzsze objawy ustgpowa-
ly po podaniu preparatéw zawierajacych sekwencje DNA,
swoiscie blokujace receptor TLR9. W grupie myszy z zapa-
leniem nerek stwierdzono ponadto zwigkszone wytwarza-
nie IL-12, IFN-a przez PDC (plasmocytoid dendritic cell),
wzmozong proliferacj¢ limfocytéw B i wzrost miana prze-
ciwcial przeciw dwuniciowemu DNA (dsDNA). Wprawdzie
pl: RNA oraz imiquimod zwigkszaly odpowiednio stgze-
nia IL-12 1 IL-6, jednak w przeciwienistwie do CpG DNA
nie powodowaty wzrostu st¢zenia IFN-o i nie indukowaty
powstawania ztogéw IgG, i IgG2, w kigbuszkach nerko-
wych. Uzyskane wyniki potwierdzaja rolg¢ TLR9 w rozwo-
ju SLE, zwlaszcza z zajeciem nerek (lupus nephritis) [44].

Znaczenie receptora TLR9 w patogenezie SLE potwier-
dzaja réwniez badania na mysim modelu MRL/Mp, z ge-
netycznie uwarunkowana mutacja Fas™P predysponujaca
do rozwoju tej choroby. Z linii tych myszy wyprowadzono
szczep, ktéry charakteryzowat sig brakiem receptora TLR9
Iub TLR3 [7]. U zwierzat Fas®", pozbawionych TLR9 za-
obserwowano zahamowanie wytwarzania przeciwciat skie-
rowanych przeciw chromatynie i dsDNA, nie stwierdzono
natomiast tego w przypadku tworzenia autoprzeciwcial prze-
ciw rybonukleoproteinie (antygen Sm). Jest to zgodne ze
swoistoscig ligandéw wiazanych przez TLR9. Jednak mimo
braku tego receptora u myszy dochodzito do poglebiania
si¢ objawéw choroby, co zwigzane byto z obecnoscia mu-
tacji genu Fas i predyspozycja zwierzat do rozwoju SLE.

Wydaje sig, ze receptor TLR3 odgrywa mniej istotng role
W rozwoju tocznia rumieniowatego uktadowego w tym ukta-
dzie doswiadczalnym. U zwierzat, u ktérych nie stwierdzo-
no obecnosci genu TLR3, nie obserwowano hamowania
wytwarzania autoprzeciwciat skierowanych wobec ztozo-
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nych komplekséw DNA i biatek (chromatyna) oraz RNA
i biatek (antygen Sm). Jednak obecnos¢ mutacji Fas po-
wodowala, ze u myszy tych rozwijaty si¢ stopniowo kli-
niczne objawy SLE [7].

Receptor TLR3 moze odgrywac role w indukcji stanéw au-
toimmunizacyjnych w odpowiedzi na infekcj¢ wirusowa.
‘Wykazano, ze ulega ekspresji w komérkach mezangium kie-
buszkéw nerkowych oraz w komérkach dendrytycznych [42].

Podawanie syntetycznych fragmentéw RNA np. pI: C RNA
zwierzgtom predysponowanym do rozwoju SLE, nasila ob-
jawy ktebuszkowego zapalenia nerek, jednak nie wptywa
na wielko$¢ miana przeciwcial anty-dsDNA. Powyzsza
obserwacja wskazuje na réznice mechanizméw stymulu-
jacych odpowiedZ autoimmunizacyjna z udzialem RNA.
W przeciwienistwie do predyspozycji rozwoju SLE w wy-
niku aktywacji receptoréw TLR9, w ktdrej uczestniczy
DNA, w szlaku zaleznym od RNA, nie dochodzi do akty-
wacji komoérek B gospodarza. Za rozwéj zmian typu lupus
nephritis w obrgbie komérek mezangium bezposrednio od-
powiadaja cytokiny i chemokiny uwalniane w miejscu to-
czacego sig procesu chorobowego [42].

Wyniki badari do§wiadczalnych wskazuja, ze w patogene-
zie SLE istotne znaczenie odgrywa rodzaj ligandéw roz-
poznawanych przez TLR9. Typowymi aktywatorami sa
odcinki dwuniciowego DNA, zawierajace nukleotydy cy-
tydylowy i guanylowy “CpG” w postaci niemetylowane;j.
Stwierdzono, ze u gryzoni najsilniej stymulujacy wptyw
wywiera sekwencja GACCTT (oligonukleotyd: guanylowo-
adenylowo-cytydylowo-cytydylowo-tymidylowo-tymidylowy)
natomiast u matp naczelnych GTCGTT (oligonukleotyd:
guanylowo-tymidylowo-cytydylowo-guanylowo-tymidylowo-
tymidylowy). Dalsze badania potwierdzily silne dziatanie po-
budzajace bakteryjnych sekwencji CpG-DNA, ktére mozna
odtworzy¢ w warunkach in vitro i in vivo za posrednictwem
syntetycznych fragmentéw DNA [2,4,10,25,55]. Istnieje kil-
ka typow takich sekwencji do ktérych zaliczamy:

Typ A(D) zawiera czgsci skrajne wzbogacone w G (nukle-
otyd guanylowy) i centralna czeg$¢ zawierajaca palindromo-
wa sekwencje CpG (dinukleotyd cytydylowo-guanylowy).
Tworza one tatwo struktury dwurzedowe lub wigksze agre-
gaty wskutek oddzialywania fragmentéw palindromowych.
Typ B(K) zawiera liniowa, niepalindromowa sekwencje
CpG, zbudowany jest na 0gét z nukleazoopornego szkie-
letu fosfotioestrowego.

Powyzsze oba typy sa bardzo dobrymi stymulatorami ludz-
kich i mysich komérek B.

Typ C zawiera w koficu 5’ sekwencj¢ TCG (trinukleotyd
tymidylowo-cytydylowo-guanylowy) i palindrom CpG,
ktory formuje struktury wyzszego rzedu.

Niezmodyfikowany DNA ssakéw jest stabym stymulatorem
receptoréw TLR. Wynika to z niewielkiej liczby motywéw
CpG DNA oraz z tego, ze wigkszo$¢ z nich u ssakéw jest
metylowana. Sprawia to, ze nie sa one specyficznie wia-
zane z TLR. Ponadto wlasciwa stymulacj¢ receptora TLR
za posrednictwem niezmodyfikowanego DNA gospoda-
rza utrudnia obecno$¢ w DNA genomu, sekwencji hamu-
jacych interakcje z receptorem TLR, jak np. telomerowy
DNA wzbogacony w pary AT (TTAGGGn) (powtérzenia
oligonukleotydu: tymidylowo-tymidylowo-adenylowo-
guanylowo-guanylowo-guuanylowego). Istnieje jednak pro-

blem wydajnego wychwytu wysokoczasteczkowych kom-
plekséw chromatyny i IgG gospodarza przez odpowiednie
receptory. Kompleksy te moga by¢ wychwytywane przez
receptory Fc gamma komoérek dendrytycznych i limfocy-
téw B. Jednak dla petnej aktywacji obu typéw komorek jest
konieczny udziat TLR9. Wykazano, ze stymulacja TLR9
przez kompleksy chromatyna-IgG, powoduje zmiany skiadu
cytokin uwalnianych przez DC (dendritic cell) w stosunku
do odpowiedzi na standardowe, opisane wczesniej ligandy
TLRO9. W wyniku aktywacji kompleksami chromatyna-IgG
nie obserwowano wzrostu wydzielania IL-12, stwierdzano
natomiast obecnos¢ czynnika BAFF (B cell activating fac-
tor), ktéry wydtuza przezywanie komoérek B [6,23].

Wystgpowanie u chorych na SLE kwasu DNA zawieraja-
cego nukleotydy C i G oraz fragmentéw CpG byt podsta-
wa do zaprojektowania i zsyntetyzowania kilku sekwencji
DNA. [36]. Badania prowadzono na hodowanych in vitro
komérkach srédblonka pepowiny. W eksperymencie wy-
brano taki wilasnie substrat, poniewaz zapalenie naczyn
obserwowane jest we wczesnej fazie rozwoju SLE. W ba-
daniach zastosowano nast¢pujace syntetyczne sekwencje
DNA, zawierajace wiazania fosfotioestrowe: CpG-ODN;
5’-TTTTCAATTCGAAGATGAAT-3’ oraz kontrolna se-
kwencje GpC DNA; 5’-TTTTCAATTGCAAGATGAAT-3".
Po transfekcji sekwencji CpG DNA do komérek srédbtonka
naczyf, metoda cytometrii przeptywowej wykazano zwigk-
szona ekspresje biatka adhezyjnego ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1). Ponadto obserwowano wzrost eks-
presji mRNA wielu cytokin o dziataniu prozapalnym: IL-1,
IL-6, IL-8, TNF-o (tumor necrosis factor alfa), IFN-o oraz
ICAM-1 ocenianego metoda RT-PCR (reverse transcrip-
tase — polymerase chain reaction). Sekwencja kontrolna
GpC DNA nie wplywata tak na srédbtonek naczyn [36].

Na istotne znaczenie receptoréw TLR w rozwoju choréb
autoimmunizacyjnych w tym takze SLE, wskazuja wyniki
badar dotyczace udziatu interferonéw typu I w rozwoju od-
powiedzi autoimmunologicznej [8,24,31,50]. Stwierdzono
w nich, ze ekspresja niektérych genéw interferonu klasy
I aktywuje receptory TLR. Ponadto w badaniach ekspe-
rymentalnych na zwierzgcym modelu dla SLE wykazano,
ze interferony typu I powoduja zmiang izotypu przeciwciat
(IgG,,, IgG,, i IgG, u myszy) odpowiadajacych za aktywacje
dopelniacza. Obserwacja ta wskazuje na udziat tych izoty-
pSw w procesie aktywacji uktadu dopetniacza w zwierze-
cych modelach rozwoju SLE. U chorych na SLE zwtaszcza
w aktywnej fazie choroby stwierdza si¢ obnizony poziom
sktadowych komplementu, gdyz sa one wykorzystywane
do tworzenia komplekséw immunologicznych [2,8,24].

Wyniki badari eksperymentalnych wskazuja, ze w wyniku
stymulacji receptoréw TLR7 i 9 obecnych na DC, docho-
dzi do wzrostu wytwarzania IFN-o przez te komérki oraz do
zwigkszenia st¢zenia tej cytokiny w surowicy krwi [25,26,35].

5. MobYFiKACIA AKTYWNOSCI RECEPTOROW TLR

Receptory TLR moga by¢ hamowane nie tylko przez okre-
Slone sekwencje DNA, ale takze przez specyficzne leki
[10,12,16,28,57].

W doswiadczeniach prowadzonych na mysich liniach ko-
moérkowych stwierdzono, ze leki stosowane w leczeniu ma-
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larii, takie jak quinakryna i chloroquina hamuja indukcje
odpowiedzi immunologicznej przez fragmenty CpG DNA.
Zawieraja one taricuch cukrowo-fosforanowy DNA, potaczo-
ny niewystgpujacymi naturalnie wigzaniami tioestrowymi,
ktére go stabilizuja in vivo [28]. Mechanizm dziatania tych
zwiazkéw jednak nie jest znany. Wykluczono ich wptyw
na zakwaszenie endosom6w oraz na bezposrednie dziata-
nie typu interkalacji (wbudowanie do czasteczki DNA).

Leki antymalaryczne sa od wielu lat wykorzystywane w te-
rapii RZS i SLE jako preparaty indukujace i podtrzymuja-
ce remisje kliniczne [28].

Inna metoda, zwiazana z modyfikowaniem aktywnosci re-
ceptoréw TLR, ktéra moze by¢ wykorzystana w leczeniu
SLE, jest stosowanie odpowiednich sekwencji DNA, ktére
wiazac si¢ z TLR hamuja ich aktywnos¢. Takie syntetycz-
ne oligonukleotydy, jak np. 5>’ TCCTGGAGGGGAAGT3’;
5’TCCTGGCGGGGAAGT3’; S’ TCCTGGATGGGAA
GT3’; 5>CCTGGATGGGAAGT3’ sa rozpatrywane jako
potencjalne leki u chorych na SLE [17,25,26].

Badania eksperymentalne na zwierz¢cym modelu rozwoju
SLE, myszach nowozelandzkich biatych i czarnych (NZW-
NZB), wykazaty korzystny, hamujacy wptyw syntetycznych
sekwencji TTAGGG na rozwdj ktebuszkowego zapale-
nia nerek. Preparaty te przyczyniaty si¢ istotnie do prze-
dhuzenia zycia zwierzat. Poprawa stanu klinicznego byta
zZwijzana ze zmniejszeniem wytwarzania przeciwciatl typu
dsDNA oraz zmniejszonym wytwarzaniem [FN-o 1 IL-12.
Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ terapeutyczne-
go wykorzystania inhibitoréw TLR w leczeniu SLE [12].

W poréwnawczych badaniach molekularnych nad struktura se-

kwencji DNA o wlasciwosciach hamujacych receptory TLR,

zidentyfikowano nastgpujace charakterystyczne jej cechy:

1. Dtugos¢ okoto 10-15 nukleotydéw,

2. Sekwencja CCT od korica 5’°, nastgpnie facznik nieza-
wierajacy nukleotydy cytydylowe oraz czg$¢ 3’ konco-
wa GGG(G) [25,26,43].

Uzyskane wyniki badan na modelu zwierzgcym wykazaty,
ze powyzsze sekwencje zawieraja szkielet fosfotioestrowy,
ktéry w przeciwienstwie do szkieletu naturalnie wystgpu-
jacego w DNA (wiazanie fosfoestrowe) nie jest wrazliwy
na dziatanie nukleaz [43].

Badane sekwencje to: 5’-TCCTGGAGGGGAAGT-3’,
5’-TCCTGGCGGGGAAGT-3’, 5>-TCCTGGATGGGAA
GT-3°, 5’-CCTGGATGGGAAGT-3’ [43].

Opisano réwniez kolejne trzy klasy sekwencji DNA o dzia-

taniu immunomodulujacym (immunoregulatory DNA se-

quences — IRS), takie jak:

1. IRS 661 (5-TGCTTGCAAGCTTGCAAGCA-3’) — spe-
cyficznie hamujaca TLR7.

PiSmiENNICTWO

2. IRS 869 (5’-TCCTGGAGGGGTTGT-3’) — specyficz-
nie hamujaca TLRO.

3. IRS 954 (5’-TGCTCCTGGAGGGGTTGT-3’) — hamu-
jaca TLR7 i TLRO.

Wykazano, ze wymienione sekwencje, ktére wczesniej
stymulowano swoistymi, syntetycznymi ligandami w ko-
morkach myszy i cztowieka hamuja aktywacje receptoréw
TLR719. Nie stwierdzono natomiast takiego dziatania na
receptory TLR2, 3, 4, 5 [2].

Aktywno$¢ hamujaca powyzszych klas IRS byta badana
w warunkach in vivo w komérkach sledziony (splenocyty)
myszy BALB/c poprzez pomiar st¢zenia IL-6 wydzielane;j
do ptynu pozywki za pomoca techniki ELISA.

Stwierdzono, ze w splenocytach myszy sekwencja
5’-CTCCTGGAGGGGTTGT-3’, bgdaca podstawowym
sktadnikiem preparatu IRS 987 w stezeniu 1,4 uM hamuje
w 99% wytwarzanie IL-6 po stymulacji TLR9. Sekwencja
IRS 954 o tym samym stezeniu hamuje aktywno$¢ tego
receptora w 96%. Do zahamowania TLR7 w 77% steze-
nie IRS 954 musi by¢ réwne 5,6 uM.

Stwierdzono réwniez, ze dootrzewnowe podanie myszom
preparatu IRS 954, a nastgpnie po 2 h ta sama droga ago-
nisty TLR7, hamuje jego aktywnos¢. Miarg tego dziatania
byta ocena st¢zenia IL-12 w osoczu myszy [2].

Podobne dziatania wykazywaty wymienione sekwencje
IRS na komérki B czlowieka w warunkach in vitro, co
okreslano przez pomiar st¢zenia IL-6 w ptynie pozywki
za pomacy techniki ELISA.

Wykazano, ze syntetyczne sekwencje DNA hamuja akty-
wacje receptoréw TLR7 i 9 oraz zwigkszone wytwarza-
nie [FN-o przez komérki PDC cztowieka w odpowiedzi na
stymulacje wirusami DNA, takimi jak np. wirus opryszcz-
ki inaktywowany promieniowaniem UV.

6. PobsumowaNIE

Wyniki zaprezentowanych prac wskazuja na istotng role
receptorow TLR w rozwoju choréb autoimmunologicz-
nych. Postgp w dziedzinie biologii molekularnej i inzynie-
rii genetycznej umozliwia doktadniejsze poznanie funkcji
tych receptoréw zaréwno w warunkach fizjologicznych,
jak i w warunkach patologicznych.

Poznanie funkcji receptoréw TLR oraz metod modyfika-
cji ich aktywnosci jest podstawa podejmowania préb syn-
tezy wielu zwiazkoéw, regulujacych aktywnos¢ receptoréw
TLR. Moga by¢ one wykorzystane do projektowania no-
wych lekéw, ktére w przysztosci bedaq wykorzystane w le-
czeniu réznych choréb w tym takze SLE.
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