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Streszczenie

Receptory Toll-podobne (TLR) naleza do jednych z najwazniejszych elementéw wrodzonej od-
powiedzi odpornosciowej. Rozpoznajac czynniki chorobotwérceze przekazuja sygnat do wnetrza
komorki, ktéry uruchamia procesy majace na celu usuniecie patogenu z organizmu. W zwiazku
z naturg odpowiedzi na czynnik chorobotworczy istnieje potrzeba jej cistej regulacji, poniewaz
zaburzenia w przebiegu procesu zapalnego prowadza do choréb autoimmunologicznych i kar-
cynogenezy. Kaskada sygnatowa inicjowana przez aktywowany TLR jest wieloetapowa i bardzo
zlozona. Angazuje wiele bialek adaptorowych, kinaz biatkowych i efektorowych czynnikéw
transkrypcyjnych. Stwarza to mozliwos¢ regulacji tego procesu na wielu etapach. Modulacja
przekazania sygnalu moze si¢ odbywaé poprzez zmiane ekspresji TLR, ingerencje skréconych
biatek adaptorowych zaangazowanych w kaskade, czy tez enzyméw modyfikujacych te biatka.
W pracy skupiono si¢ na endogennych czynnikach wptywajacych na odpowiedz zalezng od TLR
oraz oméwiono elementy farmakologicznej regulacji procesu zapalnego zwigzanego z pierwotng
odpowiedzig odpornosciows.
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Summary

Toll-like receptors (TLRs) are a pivotal part of our innate immune response. They recognize
a wide variety of pathogens and instigate an immune response, thus facilitating the removal of
the disease-causing agent. Due to the intense nature of this response its strict control is of key
importance, as a prolonged inflammatory signal leads to carcinogenesis and autoimmune disor-
ders. The signaling cascade initiated by the activated TLR is complex and consists of multiple
stages. It involves a variety of adaptor proteins, protein kinases and effector transcription factors.
'The number of stages in this process enables many possible checkpoints and ways of regulation.
Signal modulation involves differentiated expression of TLRs, splicing variants of their adaptor
proteins, enzymes modifying proteins engaged in the cascade and many more. This review focuses
on endogenous factors responsible for controlling the TLR-dependent inflammatory response
as well as on pharmacological therapies designed for regulating the innate immune response.
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Wykaz skrotow:

domena DD - trzeciorzedowy motyw strukturalny wystepujacy w biatkach zaangazowanych

w apoptoze i zapalenie, IFN - interferon, IRAK - kinaza biatkowa z rodziny kinaz zwigzanych z recep-
torem interleukiny 1, LPS - lipopolisacharyd, Mal - biatko adaptorowe zwigzane z MyD88, produkt
genu TIRAP, MyD88 - biatko adaptorowe, PAMP - wzorce molekularne zwigzane z patogenami,
TLR - receptor Toll-podobny, TRAF6 - biatko z rodziny czynnikéw zwigzanych z receptorem TNF,
TRAM - biatko adaptorowe zwigzane z TRIF, TRIF - biatko adaptorowe posiadajace domene TIR
indukujace interferon B, SHP - receptor sierocy z rodziny receptoréw jadrowych, SLE — uktadowy

toczen rumieniowaty.

Wsrep

Receptory Toll-podobne (Toll-like receptors — TLR) na-
leza do rodziny bialek blonowych pelniacych gtéwna role
w odpowiedzi odpornosciowej i stanowia jeden z wielu
elementéw pierwszej linii obrony przeciwko patogenom.
Swoja nazwe zawdzigczajg podobieristwu do produktu
genu foll pierwszy raz opisanego przez Andersona i wsp.
u Drosophila melanogaster, jako najwazniejszego do prawi-
dlowego wyksztalcenia osi grzbietowo-brzusznej u roz-
wijajacych si¢ osobnikéw [5], a nastepnie powigzanego
z uktadem odporno$ciowym — zaangazowanego w odpo-
wiedz przeciwgrzybicza u muszki owocéwki [64]. U ludzi
odpowiednik genu #0// zidentyfikowano w 1994 roku [83],
natomiast jego produkt biatkowy w 1997 r. [74]. Dotad
opisano 13 réznych receptoréw Toll-podobnych u myszy
i11 u ludzi [128].

TLR nalezg do rodziny receptoréw rozpoznajacych wzor-
ce molekularne zwigzane z patogenami (pathogen-asso-
ciated molecular patterns — PAMP). PAMP to wysoce
konserwowane, charakterystyczne dla danej klasy drob-
noustrojéw makroczasteczki, takie jak peptydoglikany,
lipopolisacharydy czy kwasy nukleinowe. W zaleznosci
od rozpoznawanego liganda i rodzaju indukowanej od-
powiedzi receptory te charakteryzujg si¢ réznym umiej-
scowieniem w komérce oraz angazowang w przekazanie
sygnalu pulg bialek adaptorowych i efektorowych. Na
skutek aktywacji TLR sa wytwarzane m.in. interleukiny
prozapalne (IL-2,-12,-15,-18), interferon a i B, ktérych
sekrecja ma na celu rekrutacj¢ innych komérek ukta-
du odpornosciowego, np. komérek NK (natural killers)
i usuniecie patogenu z organizmu [106]. Zapewnienie
réwnowagi miedzy aktywacja i inaktywacjg TLR jest
wielce istotnym aspektem odpowiedzi odpornosciowej,
bo pozwala na unikniecie nadmiernej odpowiedzi za-

palnej. Powszechnie wiadomo, ze zaburzenia kontroli
aktywacji receptoréw Toll-podobnych prowadzg do chro-
nicznego stanu zapalnego oraz zaburzeri natury metabo-
licznej. Skutkiem tego jest rozwéj choréb przewlektych,
takich jak miazdzyca, reumatoidalne zapalenie stawéw,
astma czy nowotwory [33,51,60,90]. Ze wzgledu na na-
stepstwa indukowanej odpowiedzi pochodzacej od re-
ceptoréw Toll-podobnych istnieje koniecznosé jej $cistej
kontroli. Odbywa si¢ ona na kilku poziomach, poczynajac
od ekspresji i lokalizacji receptoréw do regulacji ekspresji
ich genéw efektorowych.

ZNANE RECEPTORY TLR — KROTKA CHARAKTERYSTYKA

Najlepiej scharakteryzowanym receptorem Toll-podobnym
pozostaje od dtuzszego czasu TLR4 [74], ktéry w kom-
pleksie z takimi biatkami jak CD14 i MD2 (myeloid
differentiation protein-2) rozpoznaje lipopolisacharydy
(lipopolisaccharyde — LPS) znajdujace si¢ na blonie ze-
wnetrznej bakterii Gram-ujemnych [37, 94]. Proces ten
jest precyzyjnie kontrolowany i przebiega w kilku etapach.
W pierwszym LPS wigzany jest z biatkiem wigzacym (li-
popolisaccharyde binding protein — LBP) i zakotwiczonym
w blonie biatkiem CD14, a nastepnie kierowany jest do
TLR4 i znajdujacego si¢ przy nim MD?2, inicjujac dime-
ryzacjg calego kompleksu [52]. Do innych ligandéw TLR4
naleza mannany z gatunku Candida albicans czy glikoino-
zytolofosfolipidy z rodzaju Trypanosoma [27]. Receptor ten
jest réwniez aktywowany przez czasteczki pochodzenia en-
dogennego, takie jak HSP60 [86], HSP70 [6], HSP gp96
[120], fibrynogen [105], oligosacharydy kwasu hialurono-
wego [116], zewnatrzkomérkows domene A fibronektyny
[88], siarczan heparanu [47], biatka pochodzenia szpiko-
wego Mrp8iMrp14 [121], utleniony LDL [75], nasycone
kwasy tluszczowe [59] czy B amyloid [109].
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Pierwszym odkrytym receptorem Toll-podobnym jest
TLR2, ktéry rozpoznaje wiele ligandéw, m.in. sktadni-
ki komérek bakteryjnych, grzybéw, wiruséw, drozdzy czy
pasozytéw [2]. Dodatkowo TRL2 dimeryzuje z TLR1 lub
TLR6. Ligandem kompleksu TLR1/TLR?2 jest triacylo-
wany lipopeptyd pochodzacy z bakterii Gram-ujemnych,
natomiast kompleks TLR2/TLR6 rozpoznaje diacylowa-
ny lipopeptyd mikoplazm [112, 113]. Dodatkowo TLR2
rozpoznaje czasteczki pochodzenia niebakteryjnego, takie
jak HSP70 [6], HSP g96 [121], hialuronian [100], nasy-
cone kwasy ttuszczowe [61] 1 karboksyalkilopyrole beda-
ce koricowym produktem oksydacji lipidéw [129]. Oba
receptory, TLR2 i TLR4, powiazane zostaly z rozwojem
choréb autoimmunologicznych oraz chronicznych stanéw
zapalnych, poniewaz rozpoznaja czgsteczki pochodzace
z tkanek gospodarza.

W przypadku TLRS ligandem jest flagellina, biatko moto-
ryczne pochodzenia bakteryjnego [32]. W zwigzku z tym
receptor ten wystepuje gléwnie na powierzchni komérek
nablonkowych blon sluzowych i przewodu oddechowego
[28,31].

TLR11 rozpoznaje czasteczki znajdujace si¢ na powierzch-
ni pasozyta Toxoplasma gondii (profiliny) [130]. Receptor
ten wystepuje na powierzchni komérek nablonkowych pe-
cherza u myszy. Osobniki niemajace TLR11 odznaczaja
si¢ zwigkszona podatnoscig na infekcje przewodu moczo-
wego [136].

Mysi TLR13 jest odpowiedzialny za rozpoznanie frag-
mentu w 23S rybosomalnym RNA bakterii Gram-dodat-
nich. Fragment ten wiaze antybiotyki, takie jak makro-
lidy, linkozamidy i streptograminy, ktérych mechanizm
dzialania opiera si¢ na blokadzie translacji bakteryjnych
transkryptéw; metylacja tego regionu rRNA warunkuje
oporno$¢ na wymienione antybiotyki (tzw. fenotyp MLS).
Okazuje si¢, ze TLR13 zdolny jest do rozpoznania tylko
niemodyfikowanych fragmentéw 23S rRNA, poniewaz
syntetycznie metylowane lub izolowane z opornego na
erytromycyng szczepu Staphylococcus aureus 23S rRNA nie
indukuje odpowiedzi zaleznej od TLR13 [89]. Ponadto
komorki niemajace TLR13 s bardzo podatne na infekeje
wirusem pecherzykowego zapalenia jamy ustnej VSV (ve-
sicular stomatitis virus), co sugeruje udzial tego receptora
w rozpoznaniu komponentéw VSV [104].

Do receptoréw Toll-podobnych rozpoznajacych kwasy nu-
kleinowe naleza TLR3, 7, 8 i 9; aktywacja tych recepto-
6w wywoluje syntez¢ interferonéw typu I. TLR3 wiaze
dwuniciowe RNA [3], TLR7 i 8 jednoniciowe RNA, np.
wirusa grypy [69]. Ostatni z omawianych receptoréw Toll-
-podobnych, TLR9, zwigzany jest z rozpoznawaniem przez
komérki gospodarza DNA mysiego wirusa cytomegalii
[110], wirusa opryszczki pospolitej 1/2 [54] oraz nieme-
tylowanych motywéw CpG [34].

Ludzki TLR10 zidentyfikowali w 2001 roku Chuanga
iwsp. [18],jednak do tej pory nie znaleziono jego liganda,
co czyni go receptorem sierocym. Wiadomo, ze filogene-

tycznie jest najblizej spokrewniony z TLR1 i TLR6. Naj-
wyzszg ekspresje tego receptora obserwuje si¢ w tkankach
limfoidalnych, takich jak sledziona, wezly chionne, grasi-
ca czy migdatki [18]. TLR12, podobnie jak TLR10, jest
receptorem sierocym. Ulega ekspresji gléwnie w mysich
neuronach oraz na komérkach uktadu odpornosciowego
infiltrujacych tkanki nerwowe w mysim modelu wagrzycy
neuronalnej [76].

BIALKA ADAPTOROWE — GLOWNY ELEMENT ODPOWIEDZI KOMORKOWE)

Wszystkie znane receptory Toll-podobne sg biatkami
transmembranowymi zakotwiczonymi w blonie komér-
kowej badZz w endosomalnej. Z kolei efekt biologiczny wy-
wolany aktywacja TLR zwiazany jest z indukcja ekspresji
odpowiednich genéw. W zwigzku z tym istnieje potrzeba
przekazania sygnatu zapalnego od aktywowanego recepto-
ra do odpowiednich czynnikéw transkrypceyjnych w jadrze
komoérkowym. W tym celu do czegdci cytosolowej TLR
rekrutowane sg swoiste biatka adaptorowe, ktérych zada-
niem jest przekazanie sygnaltu z aktywowanego receptora
na wiele kinaz bialkowych i innych biatek sygnalowych.
Wewnatrzkomérkowa kaskada sygnalowa indukowana
zwigzaniem liganda przez TLR jest procesem kilkueta-
powym, angazujacym rézne czynniki, gdzie kazdy z po-
szczegllnych etapéw jest potencjalnym celem dziatania
czynnikéw regulatorowych.

Pierwszym bialkiem w kaskadzie przekazania sygnatu
od aktywowanego receptora do wnetrza komoérki jest
MyD88 (myeloid differentiation primary response gene
88). Biatko to oddzialtuje prawie z wszystkimi recepto-
rami Toll-podobnymi tym samym warunkujac dalsze
przekazanie sygnalu w odpowiedzi na wigkszo$¢ drob-
noustrojéw. Wyjatek stanowi aktywacja receptora TLR3,
w ktérej angazowany jest odpowiednik MyD88 — bialko
TRIF. Poprzez domeng TIR MyD88 wiaze si¢ z homo-
logiczng domena w wewnatrzkomdérkowej czesci recep-
tora, przy czym oddzialywanie to moze mie¢ charakter
posredni lub bezposredni. Na N-koricowym fragmencie
biatko MyD88 ma domen¢ DD (death domain), ktérej
obecno$¢ umozliwia rekrutacje innych biatek majacych
domeng DD [65]. Powszechne zaangazowanie MyD88
w szlaki TLR-zalezne sugeruje istnienie mechanizméw
regulacji przekazania sygnalu informujacego o aktywacji
TLR na poziomie biatka MyD88. Dotychczas poznano
kilka z nich.

MyD88s jest krétszg postacia MyD88 pozbawiong do-
meny DD. MyD88s tworzy heterodimery z MyD88.
Do komplekséw tych rekrutowana jest kinaza biatkowa
IRAK1 (interleukin-1 receptor-associated kinase 1), jed-
nak nie jest ona fosforylowana. Dzieje si¢ tak, poniewaz
oddziatywanie kompleksu z kinaza bialkowa odpowie-
dzialng za fosforylacje kinaz biatkowych IRAK1 1 IRAK4
(interleukin-1 receptor-associated kinase 4) determino-
wane jest wigzaniem homologicznych domen DD w ki-
nazie oraz w biatku adaptorowym. Brak domeny DD
w MyD88s uniemozliwia interakcje z IRAK4, co hamu-
je fosforylacje IRAK1 skutkujac zniesieniem sygnatu od
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receptora Toll-podobnego [13, 41]. Ekspresj¢ MyD88s
wykryto w komérkach sledziony i w mniejszym stopniu
w komérkach mézgu. Stezenie MyD88s wzrasta réwniez
w komérkach THP-1 (ludzkiej linii monocytarno-ma-
krofagowej) stymulowanych LPS [1].

Wang i wsp. zidentyfikowali 16 bialek oddziatujacych
z MyD88, a tym samym potencjalnie modulujacych od-
powiedz TLR-zalezna. Jednym z tych bialek jest Fliih (fli-
ghtless I homologue). Wyciszenie jego ekspresji zwicksza
aktywnos$¢ NF-kB po stymulacji komérek LPS. Fliih na
N-koticowym fragmencie ma 16 powtérzen LRR (leucine
rich repeats), co umozliwia oddziatywanie z MyD88 [124].

Z kolei Brint i wsp. zaobserwowali pewien ciekawy rodzaj
regulacji polegajacy na sekwestracji bialek adaptorowych
[10]. Receptor sierocy ST2L jest biatkiem transmembrano-
wym zawierajgcym trzy zewnatrzkomérkowe domeny im-
munoglobulinopodobne oraz jedng wewnatrzkomérkows
domeng TIR. Receptor ten przez oddzialywanie miedzy
homologicznymi domenami TIR wiaze biatka adaptoro-
we MyD88 i Mal, negatywnie wplywajac na przekazanie
sygnatu od TLR4 1 IL-1R.

Podczas gdy MyD88s wplywa na sciezke MyD88-zalezna,
biatko TAG zaangazowane jest w $ciezke MyD88-nieza-
lezna, w ktéra zaangazowane jest biatko adaptorowe TRIF
[92] (rycina 1). Biatko TAG, bedace wariantem splicingo-
wym TRAM (biatko adaptorowe oddziatujace z TRIF),
w komérkach spoczynkowych jest umiejscowione w retiku-
lum endoplazmatycznym i wezesnych endosomach. Po sty-
mulacji LPS przemieszcza si¢ do endosoméw, gdzie moze
oddziatywaé z kompleksem TLR4-TRAM. Na skutek tego
oddzialywania dochodzi do dysocjacji kompleksu TLR4/
TRAM, co powoduje wyciszenie sygnatu i zahamowanie
wytwarzania interferonéw typu L.

Biatko SHP (small heterodimer partner) jest natomiast
receptorem sierocym nalezagcym do rodziny receptoréw
jadrowych, a jego gléwna funkeja jest hamowanie trans-
krypcji zaleznej od innych czlonkéw tej rodziny [63,
101]. Niedawno poznano takze jego role w odpowiedzi
TLR-zaleznej, przy czym rola ta wydaje si¢ mie¢ charak-
ter dwufazowy. Wykazano, ze w komérkach spoczynko-
wych SHP zwiazane jest z podjednostka p65 czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, gdzie funkcjonuje jako represor

transkrypcji. Podczas stymulacji komérek czynnikami
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Ryc. 1. Endogenna i egzogenna regulacja aktywagji TLR. Czynniki farmakologiczne zaznaczono kolorem rézowym. Czasteczki MyD88s, STL2 oraz Fliih oddziatujac z Mal blokuja
dalsze przestanie sygnatu od aktywowanego receptora. Biatko TAG, forma skrécona TRAM, oddziatujac z heterodimerem TRAM/TRIF powoduje rozpad kompleksu.
Receptor sierocy SHP w komdrkach aktywowanych oddysocjowuje od podjednostki p65 i wiazac sie z domeng RING TRAF6 uniemozliwia jego poliubikwitynacje.
Podobny mechanizm dziatania wykazuje B-arestyna. CYLD i A20 sa enzymami deubikwitynujacymi odcinajacymi reszty poliubikwityny z TRAF6 hamujac dalsze
przekazywanie sygnatu w komdrce SOCS1i SOCS3 blokuja indukowana LPS ubikwitynacje TRAF6, dodatkowo SOCS1 zwiazany jest z procesem degradacji biatka
adaptorowego Mal. W komérkach spoczynkowych Tollip oddziatuje z IRAK hamujac jego autofosforylacje (wg [43] zmodyfikowano).
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prozapalnymi SHP oddysocjowuje od p65 i wiagze si¢
z domena RING biatka TRAF6 uniemozliwiajac jego
poliubikwitynacje, niezbedna do dalszego przekazania
sygnatu. Poniewaz SHP oddzialuje z TRAF6, regulacja
odpowiedzi TLR-zaleznej odbywa si¢ w tym przypadku
zaréwno na drodze MyD88-,jak i TRIF-zaleznej [135].

W 2006 roku Wang i wsp. wykazali, ze z TRAF6 oddzia-
luje réwniez B-arestyna [125], biatko cytosolowe dobrze
znane ze swojej roli w wygaszaniu szlakéw sygnatowych
zaleznych od receptoréw polaczonych z biatkami G. Biatko
to po stymulacji komérki wehodzi w bezposrednia inte-
rakcje z TRAF6 i, podobnie jak SHP, uniemozliwia jego
autoubikwitynacje.

Zaréwno SHP jak i B-arestyna oddzialujac z TRAF6 s
zawadg steryczng dla enzyméw ubikwitynujacych. Innym
sposobem regulacji na poziomie TRAF6 jest odtgczenie
reszt poliubikwityny z TRAF6, co daje podobny sku-
tek jak w przypadku bialek SHP i B-arestyny [30]. Do
enzyméw takich nalezg deubikwitynazy A20 i CYLD.
A20 zostalo poczatkowo zidentyfikowane jako biatko
wplywajace na procesy $mierci komérkowej [91]. Jego
role jako ubikwitynazy poznano w 2000 roku, kiedy Lee
i wsp. powigzali aktywnos¢ tego biatka z odpowiedzig
odpornosciows [57]. Po stymulacji komérek LPS biatko
A20 powoduje dysocjacj¢ biatka TRAF6 od komplek-
su ubikwitynujacego E2, w sklad ktérego wchodzg bial-
ka Ubc13 i UbcH5c¢. Nastepnie biatko A20 katalizuje
przeniesienie aricucha poliubikwitynowego z TRAF6
na biatko Ubc13 kierujgc tym samym ostatnie do degra-
dacji proteasomowej [103, 127]. CYLD (cylindromato-
sis) jest biatkiem nalezacym do rodziny deubikwitynaz
USP. Wykazano, ze oddziatujac z biatkowymi wtérnymi
przekaznikami sygnatu hamuje aktywacje NF-xB [119]
usuwajac laicuchy poliubikwitynowe z takich biafek jak
TRAF2, TRAF6 czy NEMO [11, 53].

Kolejnymi biatkami wptywajacymi na ubikwitynacje bialek
sygnatowych zaangazowanych w odpowiedz zalezng od re-
ceptoréw Toll-podobnych sa biatka z rodziny SOCS (sup-
pressor of cytokine signaling proteins). Pierwotnie rodzina
ta wigzana byla z odpowiedzig zapalng w komérkach den-
drytycznych [29], jednak w 2007 roku Rothlin i wsp. ziden-
tyfikowali dwa biatka z tej rodziny: SOCS1 1 SOCS3, jako
biatka blokujace indukowang LPS ubikwitynacj¢ TRAF6
i TRAF3, co hamuje sygnal zaréwno na drodze MyD88 —,
jak i TRIF-zaleznej [96]. Ponadto wykazano, ze hamujace
dziatanie SOCS1 i SOCS3 zalezy od aktywaciji recepto-
rowych kinaz tyrozynowych z rodziny TAM (Tyro-3, Axl
i Mer). Ligandami tych receptoréw sg cytokiny i chemo-
kiny wyrzucane przez komdérke na skutek aktywacii re-
ceptoréw Toll-podobnych, takie jak IL-6 czy interferon.
Sygnat pochodzacy od aktywowanych receptoréw TAM
indukuje ekspresje genéw kodujacych biatka SOCS, co
w wyniku sprzezenia zwrotnego hamuje ekspresje genéw
zalezng od receptoréw Toll-podobnych. Dodatkowo wy-
kazano, ze SOCS1 zaangazowany jest w degradacje Mal
[71], natomiast razem z SOCS3 niekorzystnie wptywa na
aktywacje $ciezki JAK/STAT.

Jak juz wezesniej wspomniano, aktywacja receptoréw Toll-
-podobnych skutkuje sekrecja cytokin i chemokin, takich
jak IL-6, RANTES, TNF-a czy interferonu typu I. Wy-
kazano, ze poziom wydzielanych na skutek stymulacji ko-
morek LPSem cytokin zalezy od biatka Tollip (Toll inte-
racting protein). Poziom cytokin u myszy pozbawionych
genu kodujacego biatko Tollip byt znaczaco nizszy w od-
powiedzi na czynniki prozapalne niz u myszy typu dzi-
kiego [23]. Dodatkowo nadekspresja Tollip hamuje TLR2
i TLR4-zalezng aktywacje NF-kB [12]. Ponadto wykaza-
no, ze biatko to w komérkach spoczynkowych oddziatu-
je z kinazg biatkowa IRAK blokujac jej autofosforylacje
(ryc.1). Po aktywacji komérek Tollip podlega fosforylacji
przez IRAK, co najprawdopodobniej skutkuje dysocjacja
kompleksu Tollip-IRAK [137] i umozliwia przekazanie
sygnatu na TRAF6.

W zwigzku ze zlozonoscig kaskad sygnatowych aktywo-
wanych przez receptory Toll-podobne istnieje mozliwos¢
kompleksowej regulacji tych szlakéw na wielu poziomach.
Wigkszos¢ biatek adaptorowych i kinaz biatkowych za-
angazowanych w przekazanie sygnatu od aktywowanego
receptora do jadra komérkowego moze by¢ potencjalnym
celem dla przeciwzapalnych terapii celowanych. Dlatego
tez tak istotna jest identyfikacja biologicznych czynnikéw
regulujacych odpowiedz zalezng od TLR.

REGULACIA EKSPRES)I ORAZ UMIEJSCOWIENIE RECEPTOROW
W KOMORCE

Umiejscowienie w komorce receptoréw rozpoznajacych
wzorce jest jednym z najwazniejszych sposobéw regulacji
szlakéw sygnatowych. Zmiana umiejscowienia receptora
w trakcie dzialania stymulatora zapobiega nadmiernej
aktywacji uktadu odpornosciowego. Regulacja umiejsco-
wienia receptora moze si¢ odbywac na kilku poziomach,
od wedréwki biatka z retikulum endoplazmatycznego do
btony docelowej (komérkowej lub endosomalnej) az po
usuniecie receptora z miejsca ekspozycji na ligand i jego
degradacje.

W komoérkach spoczynkowych receptor TLR4 umiej-
scowiony jest w aparacie Golgiego. Wyjatek stanowig
monocyty, w ktérych receptor ten znajduje si¢ w blonie
komoérkowej. Wedréwka TLR4 z przedziatu wewnatrz-
komérkowego do blony komérkowej, gdzie jest ekspo-
nowany do §rodowiska zewnatrzkomérkowego, mozli-
wa jest dzigki glikoproteinie MD2 [77]. Biatko to jest
réwniez niezb¢dne do oddzialywania receptora TLR4
z LPS. Kompleks sktadajacy si¢ z TLR4, MD2 i CD14
przemieszcza si¢ miedzy aparatem Golgiego a btong ko-
morkowa [56,117] do czasu zwigzania liganda. W chwili
interakcji TLR4-LPS nastepuje przekazanie sygnatu do
wewnatrz komérki w procesie zaleznym od klatryny i dy-
naminy, po czym caly tréjbiatkowy kompleks kierowany
jest do endosomu [38,115], gdzie sam receptor jest ubi-
kwitynowany, a nastepnie ulega degradacji w proteaso-
mie. Translokacja TLR4 do endosomu jest niezb¢dna do
prawidlowego przekazania sygnalu od aktywowanego
receptora. Hamowanie internalizacji TLR4 co prawda nie
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wplywa na aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-«B,
prowadzi jednak do catkowitego zniesienia fosforylacji
czynnika transkrypcyjnego IRF3, a tym samym do za-
hamowania wytwarzania interferonéw typu 1 [49]. Jest
to zwigzane z istnieniem alternatywnej, interferonowej
$ciezki przekazywania sygnalu od aktywowanego recep-
tora TLR4, w ktéra zaangazowane sg biatka adaptorowe
TRIF i TRAM. Biatko TRIF w komérkach spoczynko-
wych znajduje si¢ w cytosolu [35]. Z kolei TRAM jest
umiejscowione w btonie komérkowej [97], natomiast po
stymulacji LPS przemieszcza si¢ do endosoméw i two-
rzy kompleks z TLR4 [92]. Sugeruje to, ze translokacja
TLR4 do endosomu jest niezb¢dna do aktywacji szlaku
sygnalowego receptora prowadzacego do wytwarzania
interferonéw typu I [49].

Za umiejscowienie powierzchniowych TLR odpowiadaja
m.in. swoiste bialka opiekuricze. Do takich naleza gp96
oraz PRAT4A [73], przy czym gp96 zwiazane jest z réz-
nymi receptorami, natomiast PRAT4A odpowiedzialne
jest za wysylanie receptoréw Toll-podobnych do ich blon
docelowych.

Wystepujace wewnatrzkomérkowo receptory TLR, ta-
kie jak TLR3, 71 9 w swojej sekwencji zawieraja sygnaly
retencji, ktére po translacji biatek odpowiedzialne s za
utrzymanie tych receptoréw w retikulum endoplazma-
tycznym. Uwaza sie, ze takie umiejscowienie recepto-
réw zapobiega niepozadanej aktywacji TLR przez kwa-
sy nukleinowe komérek gospodarza. Ponadto wykazano,
ze istnieje TLR-niezalezny system detekcji wlasnego
DNA pochodzacego z komérek apoptotycznych zwigza-
ny z DN-aza I1 [87]. Po stymulacji wewnatrzkomérkowe
receptory Toll-podobne przemieszczajg si¢ z retikulum
do endosoméw [46], jednak w przeciwieristwie do TLR4
translokacja ta nie jest zalezna od oddziatywania receptora
ze swoistym ligandem. Proces ten jest zalezny od bialka
opiekuriczego Unc93B [50]. Oddziatywanie tego biatka
z domenami transmembranowymi receptoréw TLR3, 7
19 jest niezbedne do prawidlowego funkcjonowania tych
receptoréw [9]. Jednak zaleznos¢ aktywnosci receptoréow
od oddziatywania z Unc93B jest skomplikowana. Zr6z-
nicowane wiazanie si¢ tego biatka do receptoréw TLR7
1 TLRY zwigksza aktywnos¢ TLR9 kosztem TLR7,a tym
samym przesuwa rownowage odpowiedzi przeciwwiruso-
wej z indukowanej przez RNA w kierunku odpowiedzi
indukowanej przez DNA [26]. Dodatkowo wykazano,
ze nadekspresja TLR9 w komérkach HEK293 hamuje
odpowiez zalezng od TLR7 [123].

Skutecznym sposobem regulacji odpowiedzi TLR-za-
leznej jest degradacja receptoréw uniemozliwiajaca od-
dzialywanie z ligandem. Jednym z bialek odpowiedzial-
nych za ten rodzaj regulacji jest Triad3 A, ktore wigzac si¢
do domeny cytoplazmatycznej TLR4 i TLR9 powoduje
ubikwitynacje, a nast¢pnie degradacje tych receptoréw
zalezng od proteasomu. Nadekspresja Triad3A skutku-
je zmniejszeniem aktywacji czynnika transkrypcyjnego
NF-«B po stymulacji LPS i DNA zawierajacym miejsca
CpG [19].

MikroRNA

Jednym ze sposobéw regulacji odpowiedzi odpornosciowej
zaleznej od receptoréw Toll-podobnych jest $cista kontro-
la ekspresji zaréwno genéw kodujacych same receptory,
jak i genéw kodujacych biatka sygnatowe zaangazowane
w przekazanie sygnatu od aktywowanego receptora. Oprécz
typowej regulacji ekspresji zwigzanej z czynnikami trans-
krypcyjnymi i zmiang topologii chromatyny istotnym czyn-
nikiem wplywajacym na transdukeje sygnalu w komérkach
sg czasteczki mikroRNA. Sg to krétkie, dtugosci okolo 22
par zasad, dwuniciowe czasteczki kwasu rybonukleinowe-
go, ktére wigzac si¢ do regionu 5 UTR mRNA obnizaja
poziom jego translacji, a tym samym negatywnie wplywa-
ja na ekspresje danego genu. Po raz pierwszy mikroRNA
opisano w 1993 r. u Caenorbabditis elegans [62], jednak
mechanizm wyciszania genéw w pelni opisano dopiero
w 1998 r. [25]. Rola mikroRNA jako regulatora odpowie-
dzi odporno$ciowej zostala potwierdzona, kiedy ziden-
tyfikowano czasteczki swoiste tylko dla komdérek uktadu
odporno$ciowego: miRNA-142a,-181a1-223 [16]. Dotad
zidentyfikowano ponad 700 réznych mikroRNA, ktérych
sekwencje mozna znalez¢ w bazie internetowej Sanger
Rfam. Wiele z nich pelni istotng rol¢ w ukladzie odpor-
nosciowym [66]. miRNA-16, ulegajace ekspresji w wick-
szoéci komoérek uktadu odpornosciowego [55], oddzialuje
z mRNA majacymi na koricu 3’ UTR elementy bogate
w AU [44], a do takich nalezg mRNA kodujace cytokiny
prozapalne TNF-a, IL-8 czy IL-6. miRNA-29¢ w hepa-
tocytach interferuje z mRNA enzymu deubikwitujacego
A20 [122]. miRNA-223 z kolei uczestniczy w regulacji
proliferacii i aktywacji neutrofiléw [45]. Ekspresja genéw
mikroRNA zaangazowanych w regulacje odpowiedzi za-
leznej od receptoréw Toll-podobnych zalezy od samej ak-
tywacji tych receptoréw: przekazanie sygnalu od receptora
do biatek efektorowych moze skutkowac zaréwno indukcja
ekspresji genéw kodujacych mikroRNA (miRNA-146a,
miRNA-132, miRNA-147, miRNA-346) [4, 67, 111],
badz obnizeniem tego poziomu (miRNA-125b [118] czy
let-71, ktéry jest komplementarny do mRNA receptora
TLR4 [17]). Z aktywnoscia receptoréw Toll-podobnych
powigzane sg gtéwnie trzy mikroRNA [95] (ryc. 2).

Czasteczka miRNA-146 wystepuje w dwéch postaciach:
aib.Indukcja ekspresji miRINA-146 znajduje si¢ pod kon-
trola promotoréw aktywowanych przez NF-«xB. Dodat-
kowo struktura pierwszorzgdowa miRNA-146a pozwala
na oddziatywanie z koricem 3’ UTR mRNA kodujace-
go TRAF6 i IRAK1, co wskazuje na udzial tego mikro-
RNA w petli zwrotnej negatywnie regulujacej odpowiedz
odpornosciows [111]. Zaburzenia tej modulacji zwigza-
ne s3 z onkogenezg [8] oraz chorobami zapalnymi, np.
reumatoidalne zapalenie stawéw, w ktérym obserwuje si¢
polimorfizm w regionie 3’ UTR mRNA interferujacego
zmiRNA-146a [78]. Analiza profilu ekspresji mikroRNA
u pacjentéw z uktadowym toczniem rumieniowatym (sys-
temic lupus erythematosus-SLE) ujawnita calkowity brak
miRNA-146a w chorych tkankach [22]. Dwa lata péznie;j
Tang i wsp. wykazali, ze miRNA-146a interferuje z trans-
kryptem genu kodujacego czynnik transkrypeyjny IRFS5,
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Ryc. 2. Udziat mikroRNA w regulagji aktywadji TLR. Aktywacja NF-kB indukuje ekspresje muRNA-146a, ktdre na zasadzie sprzezenia zwrotnego hamuje aktywnos¢ IRAK1, TRAF6 i
IRF5. Z aktywacja promotoréw zaleznych od NF-kB wiaze sie podwyzszony poziom miRNA-155, ktdrego biatkami docelowymi sa TAB2 i IKKe. Antyzapalna funkcja miRNA-21
zwiazana jest z interferencja z transkryptem genu kodujacego biatko PDCD4, ktdre negatywnie wptywa na poziom antyzapalnej IL-10 (wg [96] zmodyfikowana).

ktérego aktywacja jest zwigzana z wytwarzaniem interfero-
néw typu I zaleznie od receptora TLR7. Skutkiem obnizo-
nego poziomu miRNA-146a w komérkach jest nadmierne
wytwarzanie interferonéw typu I [114]. Sporng pozosta-
je kwestia, czy podwyzszony poziom interferonéw typu
I (zwlaszcza IFN-a) jest czynnikiem wywolujacym SLE,
czy tez jest nastgpstwem choroby [79]. Badania wykazaly,
ze leczenie chorych z chronicznymi infekcjami wirusowy-
mi z uzyciem IFN-o skutkuje rozwojem SLE de novo [82].
Ponadto u bliskich krewnych pacjentéw chorych na SLE
obserwuje sie podwyzszony poziom IFN-a, co uwazane
jest za dziedziczny czynnik ryzyka sprzyjajacy rozwojowi
choroby [80, 81]. Obnizony poziom miRNA-146a oraz
miRNA-145 obserwuje si¢ réwniez w przypadku zespo-
tu mielodysplastycznego zwiazanego z delecja chromo-
somowg w Jocus 5q [108]. Delecja ta ma charakter §réd-
migzszowy i skutkowaé moze rozwojem ostrej biataczki
szpikowej. Syndrom ten prowadzi najprawdopodobniej
do efektu ilo$ciowego, gdzie na skutek obnizonego pozio-
mu transkryptéw miRNA-146a i miRNA-145 docho-
dzi do nadmiernej ekspresji genéw regulowanych przez
mikroRNA: TTRAP (biatkowy produkt Mal) i TRAF6 (ryc.
2), aw efekcie do zaburzonej aktywacji wrodzonej odpo-
wiedzi odpornosciowe;.

Natomiast miRNA-155 zwigzany jest z réznicowaniem
i proliferacja komérek B [21]. Ponadto po stymulacji
LPS obserwuje si¢ podwyzszenie poziomu miRNA-155

w makrofagach, co sugeruje zaleznos¢ ekspresji tego mi-
kroRNA od promotoréw aktywowanych przez NF-«B
[85]. Dodatkowo miRNA-155 przypuszczalnie oddzia-
tuje z mRNA kodujgcymi biatka sygnatowe zaangazo-
wane w odpowiedz zalezna od TLR4, takie jak FADD
czy IKKe. Ci sami autorzy wykazali, ze miRNA-155
zwigksza poziom translacji mRNA kodujacego TNF-a
[119]. Kolejnym biatkiem docelowym dla miRNA-155
jest fosfataza SHIP1 (SH2-containing inositol 5’-pho-
sphatase). Silnie przeciwzapalna cytokina IL-10 ob-
niza poziom indukowanego LPSem miRNA-155 za-
leznie od STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3), co skutkuje uwolnieniem transkryptu
kodujacego SHIP1 z kompleksu zawierajacego mikro-
RNA i zwigkszeniem poziomu biatka SHIP1 w komér-
ce [72]. Po stymulacji LPS w komérce obniza si¢ po-
ziom innego mikroRNA, miRNA-125b, ktére oddziatuje
z koricem 3’'mRNA TNF-a. Ten aspekt odpowiedzi na
LPS, w polaczeniu z podwyzszeniem poziomu ekspersji
miRNA-155, niezbedny jest do prawidlowego wytwa-
rzania TNF-a w komérce [119]. miRNA-155 interferuje
réwniez z transkryptem genu kodujacego biatko TAB2.
Oddzialywanie to hamuje aktywacj¢ kinazy biatkowe;
TAK1, a dalej czynnika transkrypcyjnego NF-«B, tym
samym czynigc to konkretne mikroRNA czynnikiem
przeciwzapalnym [14]. Okazuje sig, ze myszy mi-
RNA-155" s bardziej odporne na autoimmunologiczne
zapalenie mézgu niz ich odpowiedniki typu dzikiego,
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co zwigzane jest z rozwojem zapalenia zaleznego od ko-
moérek T, bo miRNA-155 odgrywa réwniez wazna role
w polaryzacji komérek T, 17 [84]. Podwyzszony poziom
miRNA-155 obserwuje si¢ w reumatoidalnym zapaleniu
stawow [107] i mukowiscydozie [7].

Warunkiem niezb¢dnym do transformacji nowotworowej
jest akumulacja mutacji w materiale genetycznym komor-
ki. Poza tym istnieje wiele innych czynnikéw wewnetrz-
nych, takich jak produkty onkogenéw czy genéw supre-
sorowych i zewnetrznych (srodowisko tkankowe), ktore
moga zwickszaé prawdopodobieristwo karcynogenezy.
Jednym z czynnikéw sprzyjajacych nowotworzeniu jest
stan zapalny. Wykazano, ze cytokiny prozapalne, np.IL-6
moga indukowa¢ proliferacje komérek nowotworowych
w raku piersi i prostaty [99, 126]. Ponadto na skutek ak-
tywacji receptoréw Toll-podobnych translokacji do jadra
komoérkowego podlega czynnik transkrypcyjny NF-«B,
ktérego indukcja skutkuje transkrypcja genéw cytokin
prozapalnych. Wlasnie ten czynnik transkrypcyjny
uwazany jest za gléwny w polaczeniu stanu zapalne-
go z onkogeneza, a jego konstytutywna aktywnosé ob-
serwuje si¢ w wielu rodzajach nowotworéw [24, 98].
miRNA-21 poczatkowo uwazane bylo za mikroRNA
zwigzane wylacznie z onkogeneza — ze wzgledu na
jego zaburzony poziom w komérkach nowotworowych
[15,20],jednak niedawno powiazano t¢ czasteczke ze sta-
nem zapalnym. Iliopoulos i wsp. wykazali, ze przejsciowy
sygnal prozapalny aktywujacy biatkowe kinazy tyrozyno-
we z rodziny Src prowadzi do aktywacji czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB, co z kolei skutkuje zmniejszeniem
poziomu let-7 miRNA (grupa mikroRNA m.in. obniza-
jaca ekspresje onkogenéw Ras [48]) w komdree i podwyz-
szong ekspresja cytokiny IL-6. Prowadzi to do zaleznej od
IL-6 aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT3, ktéra
z kolei owocuje sprzyjajacg procesowi transformacji no-
wotworowej zwigkszong i dlugotrwaly aktywacja NF-«xB
[39]. Koricowym elementem tego szlaku nie jest jednak
STATS3, ale miRNA-21, ktérego ekspresja jest induko-
wana w nastepstwie aktywacji STAT3. miRNA-21 oraz
miRNA-181b-1 interferujac odpowiednio z transkryp-
tami genéw kodujacych biatka PTEN (phosphatase and
tensin homolouge) i CYLD (cylindromatosis) zmniejszaja
poziom ich ekspresji w koméree [40]. Wykazano, ze spa-
dek ekspresji tych genéw prowadzi do aktywacji czyn-
nika transkrypcyjnego NF-«B zaleznie od kinaz PI3K/
Akt [43]. Indukowana w ten sposéb zapetlona aktywacja
czynnika NF-«kB sprzyja procesowi nowotworzenia [40].
Whylaniajacy si¢ obraz miRNA-21 jako aktywatora NF-
kB zostal zaburzony przez prace Sheedy’ego i wsp. Wy-
kazano, ze miRNA-21 interferuje z 3 UTR transkryptu
prozapalnego genu PDCD4 (programmed cell death 4)
[68], ktérego biatkowy produkt indukuje aktywacje NF-
kB jednoczesnie obnizajac poziom antyzapalnej IL-10
w komoree (ryc. 2). Ekspresja tego biatka jest niezbgdna
do zaleznej od LPSu i TLR4 odpowiedzi prozapalnej.
Ludzkie monocyty z krwi obwodowej traktowane LPSem
wykazuja obnizony poziom ekspresjii PDCDA4, co jest
uzaleznione od MyD88 i NF-«B indukcji miRNA-21.

Czasteczka ta pelni funkcje molekularnego przetacznika

miedzy prozapalng aktywacja NF-kB a przeciwzapalng
odpowiedzig zalezng od IL-10 [102].

FARMAKOLOGICZNA REGULACJA AKTYWNOSCI TLR

Badajac mechanizm dzialania lekéw przeciwzapalnych od-
kryto, ze wynik dziatania tych zwigzkéw jest Scisle zwigza-
ny z ich ingerencja w szlaki sygnalowe aktywowane przez
TLR. Substancje czynne o dzialaniu przeciwzapalnym bar-
dzo czesto interferuja z kinazg biatkowa TBK1 odpowie-
dzialng za fosforylacj¢ IRF3 (ryc. 1). Dotychczas poznano
kilka flawonoidéw hamujacych aktywnos¢ TBK1. Do nich
nalezg resweratrol [133], luteolina i jej analogi strukturalne
(kwercetyna, chryzyna, eriodiktiol) [58] czy gallusan epi-
gallokatechiny (EGCG) [134]. Charakter antyzapalnego
dziatania EGCG jest dwojaki: oprécz opisanego weze-
$niej hamowania aktywnosci TBK1 niedawno wykazano, ze
stymulacja komérek EGCG podwyzsza poziom ekspresji
Tollip [36], ktéry hamuje aktywacj¢ czynnika transkryp-
cyjnego NF-«B.

Flawopiridol jest inhibitorem rodziny kinaz zaleznej od
cyklin. Oprécz dzialania przeciwnowotworowego wyka-
zano jego dzialanie przeciwzapalne — w komérkach RAW
264.7 poddanych dziataniu flawopiridolu obserwowano
znaczacy spadek aktywacji NF-xB oraz MAPK zaleznie
od MyD88 [111].

Stosunkowo niedawno opisano mechanizm dzialania
przeciwzapalnego zwiazku pochodzacego z muszkato-
towca. Malabarikon C (Mal C) okazat si¢ inhibitorem
kanonicznej sciezki aktywacji NF-kB. Przeciwzapalnie
Mal C wplywa przez atenuacje fosforylacji kinaz bial-
kowych p38 1 JNK [70]

Jednym z najwazniejszych etapéw w indukeji sygnalu jest
homo- lub heterodimeryzacja receptoréw TLR. Stanowi
ona podstawe do rekrutacji wewnatrzkomérkowych cza-
steczek adaptorowych. Jako ze jest to jeden z pierwszych
etapéw aktywacji receptoréw TLR, warunkuje on dalsze
przekazanie sygnatu do wngtrza komérki. Hamowanie di-
meryzacji receptoréw TLR jest jednym z istotniejszych ce-
16w terapeutycznych w chorobach autoimmunologicznych.
Oddzialywanie miedzy receptorami uwarunkowane jest
wystepowaniem grup tiolowych w domenach zewnatrz-
komérkowych tych receptoréw, stad zwiazki wykazujace
aktywnos$¢ modyfikujaca te grupy stanowi¢ moga poten-
cjalne leki przeciwzapalne. Zidentyfikowano kilka pochod-
nych tiolowych modyfikujacych oligomeryzacje receptoréw,
m.in. sulforafan [131], aldehyd cynamonowy, kurkuming
[132] czy izolikwiritigening [93].

Wrodzona odpowiedz odporno$ciowa stanowi pierw-
sz3 lini¢ obrony organizméw wielokomérkowych przed
patogenami, a jej komponenty, takie jak receptory Toll-
-podobne, sa gléwnymi elementami warunkujacymi
odpornos¢ naszego organizmu. To od nich zalezy in-
dukeja nabytej odpowiedzi odpornosciowej i skuteczne
usuniecie czynnika chorobotwérczego z organizmu. Ze
wzgledu na swoja funkcje odpowiedz indukowana przez
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TLR jest ztozona i bardzo silna, dlatego podlega $cistej
kontroli w organizmie. Stopien komplikacji odpowiedzi
zaleznej od TLR pozwala na jej wielopoziomows regu-
lacje w wielu punktach kontrolnych. Poznanie sposobéw
modulacji odpowiedzi przeciwzapalnej jest kluczem do
lepszego zrozumienia funkcjonowania ukladu odpor-
nosciowego jako catosci. Doktadny opis mechanizméw
dzialania czynnikéw regulujacych odpowiedz induko-

PismiennicTwo

wang TLR pozwoli na rozwinigcie nowych, skutecznych
terapii choréb autoimmunologicznych, nowotworowych
czy posocznicy.
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