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Streszczenie

Receptory Toll-podobne sg jednymi z wazniejszych elementéw nieswoistej odpowiedzi odporno-
$ciowej. Wiazac struktury stanowigce wzorce molekularne zwiazane z patogenami, aktywuja szlaki
sygnatowe prowadzace do indukcji ekspresji, m.in. cytokin prozapalnych czy interferonédw. Wsréd
TLR wyrdzni¢ mozna dwie grupy receptoréw: umiejscowione w btonie komérkowej lub w endo-
somach. Receptory TLR wystepujace w endosomach sg odpowiedzialne za rozpoznawanie kwa-
séw nukleinowych. Nalezy do nich m.in. TLR9 wiazacy fragmenty DNA bogate w niemetylowane
dinukleotydy cytozyno-guaninowe (CpG). Prawidlowe rozpoznanie liganda przez TLR9 zalezy od
zakotwiczenia receptora w odpowiednich strukturach subkomérkowych i powstania jego dojrzatej
postaci. Transport TLR9 do endosomu jest determinowany przez transmembranowe biatko opiekuri-
cze UNC93B1 oraz biatka adaptorowe klatryny: AP-2 i AP-3. Receptor obecny w endosomie podlega
obrébce proteolitycznej, w ktdrg zaangazowane sa endopeptydaza AEP i katepsyny. Tylko dojrzata
postac TLR9, umiejscowiona w endosomie, jest zdolna do przekazania sygnatu od CpG. Zwigzanie
liganda umozliwia rekrutacje biatka adaptorowego MyD88 i transdukcje sygnatu na jednej zdwéch
Sciezek: prowadzacej do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych IRF7 lub NF-«B. Syntetyczne li-
gandy receptora TLR9 wystepuja w dwdch podstawowych formach, uwarunkowanych sekwencja
nukleotydowa, w formie multimetrycznej - CpG-A oraz monomerycznej - CpG-B. Zwigzanie CpG-A
przez receptor prowadzi do fosforylacji IRF7 i indukcji ekspresji interferonéw typu 1. CpG-B nato-
miast uruchamia zalezne od NF-kB wytwarzanie cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a czy IL-6.

Receptory Toll-podobne - TLR9  UNC93B1 « AEP, AP-2 « AP-3 « (pG - katepsyny - dojrzewanie TLR
« transport TLR - endosomalne TLR - Interferon

Summary

Toll-like receptors (TLRs) are essential elements of the innate immune response. TLRs induce
expression of inflammatory cytokines or interferons after recognition of microbial or viral struc-
tures called pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Two different groups of TLRs can
be distinguished: TLRs residing in the plasma membrane or in the endosomal compartment. TLRs
localized in endosomes act as sensors for nucleic acids. TLR9, which recognizes unmethylated CpG,
belongs to endosomal TLRs. The proper ligand detection by TLR9 depends on its specific subcellular
localization and maturation. TLR9 delivery to the endosomes is mediated by two distinct proteins,
UNC93B1 and AP-2, and post-early endosome distribution is determined by AP-3. TLR9 localized in
the endosome is cleaved by at least two classes of proteases, AEP and cathepsins, which generate
the mature form of receptor. Functional C-terminal form of TLR9 is capable of recognition of CpG
and activation of signal pathways. Ligand binding to TLR9 causes conformational changes in the
structure of this receptor which facilitates recruitment of MyD88 adaptor protein and activation
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in particular TNFa and IL-6.

of two distinct cytokine-inducing pathways: IRF-7- and NF-kB-dependent. The specific structure
of the synthetic ligand (CpG-A or CpG-B) determines activation of certain transcription factors.
Recognition of multimeric CpG-A results in IRF-7-dependent induction of type I interferon pro-
duction. Monomeric CpG-B activates NF-kB-dependent induction of proinflammatory cytokines,
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Wykaz skrétow:

AEP - endopeptydaza cysteinowa swoista wzgledem wiazan asparaginowych, AP-2/AP-3 - biat-

ka adaptorowe klatryny, COPI - kompleks peptydowy optaszczajacy pecherzyki zaangazowane
w transport do wnetrza komérki (droga endocytozy), COPII - kompleks peptydowy optaszczajacy
pecherzyki zaangazowane w transport na zewnatrz komorki (droga sekrecyjna), CpG - dinukleotyd
cytozyno-guaninowy, dsRNA — dwuniciowe RNA, ER - retikulum endoplazmatyczne, HSV - wirus
opryszczki, IRAK1 - kinaza biatkowa z rodziny kinaz zwigzanych z receptorem interleukiny 1, IRF-
7 — czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje interferonu, MyD88 — biatko adaptorowe dla TLR,
NF-kB - czynnik transkrypcyjny kB, PAMP — wzorce molekularne zwigzane z patogenami, PRR
— receptor rozpoznajacy wzorce, sSRNA — jednoniciowe RNA, TGN - siec trans aparatu Golgiego,
TLR - receptor Toll-podobny, UNC93B1 - biatko transportujace receptory TLR.

Wsrep

Rozpoznanie zagrozenia jakie niesie ze soba infekcja wiru-
sowa lub zakazenie bakteryjne jest pierwszym i niezwykle
waznym elementem inicjujacym pierwotng odpowiedz
odporno$ciows, czesto warunkujacym przezycie nie tylko
komdrki, ale catego organizmu. Podstawowa rolg pierwot-
nej odpowiedzi odporno$ciowej, poza jak najszybsza iden-
tyfikacja patogenu, jest mozliwie skuteczne powstrzyma-
nie jego dalszego rozprzestrzeniania sie oraz indukcja
wtérnej odpowiedzi odpornosciowej, ktéra precyzyjnie
zwalczy zagrozenie, a dzieki pamieci immunologicznej
bedzie zapobiegad jego powtdrnej inwazji.

Znaczacymi strukturami obecnymi w komdrkach od-
porno$ciowych i umozliwiajgcymi walke z patogenem
sg receptory rozpoznajace wzorce (pattern recognition
receptors - PRR). Dzieki konserwatywnej budowie moga
one odbieral sygnaly zagrozenia zwiazane z réznorod-
nymi patogenami. Struktury bedace ligandami recep-
toréw PRR zwane PAMP (wzorce molekularne zwigzane
z patogenami, pathogen associated molecular patterns)
sa przewaznie charakterystycznymi elementami budo-
wy wiruséw i mikroorganizméw (bakterii, drozdzy czy
grzybdw plesniowych) [30]. Niemal kazda taka struktura
rozpoznawana jest przez okreslony receptor nalezacy do

PRR. Do rodziny PRR zalicza sie receptory zwigzane ze
strukturami komdrki, np. receptory Toll-podobne oraz
receptory obecne w cytoplazmie, RLR (retinoic acid-in-
ducible gene-I-like receptors) i NLR (nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptors).

Wsrdd PRR niezwykle istotne sg receptory Toll-podobne
- TLR (toll-like receptors) zidentyfikowane w 1997 roku
[48]. Rodzina tych receptoréw sktada sie z 13 cztonkdéw:
TLR1-13, przy czym u czlowieka wystepuje ich 10 [32,65].

Receptory TLR wystepuja w réznych typach komérek, np.
w komérkach dendrytycznych, makrofagach, limfocytach
T i B, a ich stymulacja moze zainicjowaé bezposrednie
wytwarzanie cytokin prozapalnych lub tez wywotaé efek-
ty po$rednie np. zwigzane z réznicowaniem limfocytéw
pomocniczych typu Thi, aktywacja komérek NK i mo-
nocytéw. Stymulacja receptoréw Toll-podobnych swo-
istymi ligandami prowadzi do wzrostu ekspresji genéw
kodujacych cytokiny (m.in. TNF-a, IL-1 i IL-6), a takze
czgsteczki kostymulujgce CD40 i CD86. W odpowiedzi na
infekcje wirusowe wytwarzane sg interferony, ktére poza
zdolnoscia do hamowania replikacji wiruséw wptywaja na
migracje komérek dendrytycznych do weztéw chtonnych,

1035



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; tom 67: 1034-1046

co jest potrzebne do zainicjowania nabytej odpowiedzi
odporno$ciowej [2,54]. Ponadto wytwarzanie chemokin,
takich jak MIP-1 (monocytes inflammatory protein 1) i
IP-10 (IFNy-inducible 10-kDa protein) wzmacnia migracje
komérek T i NK [49]. Dodatkowo receptory TLR w sposdb
dwojaki przyczyniaja sie do wydzielania przez limfocyty
B przeciwcial swoistych przeciwko peptydowym antyge-
nom T-zaleznym pochodzacym od patogenéw. Recepto-
ry TLR indukujg dojrzewanie komdrek dendrytycznych
oraz aktywacje limfocytédw Th, niezbednych do dalszej
aktywacji limfocytéw B, gtéwnie dzieki oddziatywaniom
czgsteczek kostymulujacych CD40-CD40L i sekrecji cyto-
kin [31,54]. Receptory TLR wystepujgce w komérkach B,
biora bezposredni udziat w aktywacji tych limfocytéw
i sekrecji przez nie przeciwcial, bedacych precyzyjnym
narzedziem do walki z patogenem.

Receptory Toll-podobne sa zatem niezwykle waznymi
strukturami, ktére tacza odpowiedz pierwotna z odpo-
wiedzig nabyta.

Wazne dla prawidtowej funkcji receptoréw TLR jest od-
powiednie umiejscowienie wewnatrzkomérkowe, zwia-
zane z procesem rozpoznawania liganda. Ze wzgledu
na swoiste zakotwiczenie w kompartmentach komér-
kowych, receptory Toll-podobne mozna podzieli¢ na
dwie grupy: wystepujace w btonie komérkowej oraz w
endosomach.

Mozna sobie wyobrazié, ze receptory rozpoznajgce sygna-
ty ptynace ze $rodowiska zewnatrzkomérkowego, ktére
zwigzane sg z elementami eksponowanymi na powierzch-
ni mikroorganizmu, bedg obecne na powierzchni btony
komérkowej. Natomiast receptory wiazace wewnatrzko-
mdérkowe struktury mikroorganizméw, ktérych dostep-
nos¢jest zalezna od degradacji patogenu bedg zwigzane z
kompartmentem endosomalnym. I rzeczywiscie tak jest:
ot6z TLR umiejscowione w blonie komérkowej odpowia-
daja na komponenty obecne na powierzchni mikroorga-
nizméw, podczas gdy endosomalne TLR rozpoznajg kwasy
nukleinowe pochodzace od patogenéw: dwuniciowe RNA
(dsRNA - double stranded RNA) rozpoznawane jest przez
TLR3, jednoniciowe RNA (ssRNA - single stranded RNA)
przez TLR7 i TLR8, natomiast ligandem dla TLR jest dwu-
niciowe DNA (dsDNA - double stranded DNA), a konkret-
nie motywy CpG [1,29,44]. Odpowiednie umiejscowienie
umozliwia zetkniecie sie receptora ze swoistym ligandem,
dlatego tez transport TLR do okreslonych kompartmen-
téw decyduje o ich prawidtowym funkcjonowaniu i jest
warunkiem rozpoznania zagrozenia, jakie dla komdrki
stanowig patogeny [5].

Receptor Toll-podobny 9 jest szczegdlnie wazny, gdyz
zaangazowany jest w rozpoznawanie DNA bogatego
w niemetylowane struktury CpG, obecne z rézna cze-
sto$ciag w materiale genetycznym zaréwno organi-
zméw wyzszych, jak i mikroorganizméw czy wiruséw
[7,29,62]. Struktury te sa powszechne u bakterii i wi-
ruséw, natomiast u kregowcédw wystepuja we fragmen-
tach regulatorowych regionéw promotorowych genéw

i stanowig miejsca rekrutacji biatek niezbednych do
zaj$cia transkrypcji [19]. Istotnym jest, ze CpG obecne
w genomie mikroorganizméw réznig sie stopniem me-
tylacji w poréwnaniu z CpG wystepujacymi u organi-
zméw wyzszych, co pozwala na ustalenie czy komérka
ma do czynienia z DNA patogenu, czy tez z wlasnym
materiatem genetycznym [34,47].

Mimo ze TLRY zostat odkryty jako receptor aktywowany
bakteryjnym materiatem genetycznym, jego znaczaca
role obserwuje sie w rozpoznawaniu wiruséw nalezacych
przede wszystkim do rodziny Herpesviridae, takich jak wi-
rusy opryszczki (HSV-11iHSV-2), wirus cytomegalii (CMV)
lub wirus Epsteina-Barr (EBV) [20,24,43]. Udzial recep-
tora TLR9 zaobserwowano takze w patogenezie chlonia-
ka Burkitta. Jest to nowotwdr wystepujacy najczesciej
wérdd ludnosci zamieszkujacej Afryke i rozwijajacy sie
w wyniku wspétdziatania dwéch patogendw, a mianowi-
cie: zarodZca sierpowatego (Plasmodium falciparum) oraz
wirusa EBV [68].

Rozpoznanie patogenu przez TLR9 jest procesem ztozo-
nym. Poza fagocytoza, umozliwiajaca uwolnienie mate-
riatu genetycznego patogenu, konieczne jest odpowiednie
umiejscowienie receptora, powstanie jego dojrzatej po-
staci oraz uczestnictwo biatek transportujacych recep-
tor do konkretnych przedziatéw komdrkowych. W pracy
skupiono sie na roli, jaka w zwigzaniu liganda przez TLR9
petni jego transport do endosomu oraz zalezne od pro-
teaz dojrzewanie.

CHARAKTERYSTYKA RECEPTORA TOLL-PODOBNEGO 9

Warianty TLR9 wynikajace z alternatywnego
sktadania mRNA

Gen ludzkiego TLR9 (hTLRY) sktada sie z dwéch eksondw
i znajduje sie na chromosomie 3 w pozycji 3p21.3. Ist-
nieje pie¢ form alternatywnego sktadania mRNA tego
receptora: TLROA-TLROE. Izoformy A i B ludzkiego TLR9
zidentyfikowano w 2000 r. podczas klonowania genu TLR9
zkomdrek ludzkiej linii monocytarnej THP-1 [21]. Niemal
jednoczesnie inny zespdt badawczy wyrdznit formy TLRY,
TLR9.0, TLR9.1 oraz TLR9.2 obecne w tozysku, a ich nazwy
zostaly nastepnie zmienione na odpowiednio TLR9-A,
TLR9-C, TLR9D i TLR9-E [16].

Produkt translacji wariantu A jest biatkiem konwencjo-
nalnym, kodowanym przez oba eksony i zbudowanym z
1032 reszt aminokwasowych. Krétsza o 57 aminokwaséw,
niefunkcjonalna forma B pozbawiona jest odcinka N-kon-
cowego, w obrebie ktérego potencjalnie miesci sie peptyd
sygnatowy. Niefunkcjonalny wariant E jest réwniez forma
skrécong i ma 15 aminokwaséw mniej niz forma podsta-
wowa, natomiast warianty C i D sg wydtuzone o odpowied-
nio 23 i 24 reszty aminokwasowe. Region zbudowany z 975
aminokwaséw jest wspdlny dla wszystkich 5 wariantéw
[46,56]. Na ryc.1 przedstawiono poréwnanie sekwencji
aminokwasowych odcinkéw N-koricowych pieciu izoform
receptora TLR9 oraz ich numer w bazie UniProt.
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Sekwengja

————— MGFCRSALHPLSLLVQAIMLAMTLALGTLPAFLP 34
MPMKWSGWRWSWG---PATHTALPPPQGFCRSALHPLSLLVQAIMLAMTLALGTLPAFLP 57
--MLYSSCKSRLLDSVEQDFHLEIAKKGFCRSALHPLSLLVQAIMLAMTLALGTLPAFLP 58

———————————————————— MAIMLAMTLALGTLPAFLP 19

CELQPHGLVNCNWLFLKSVPHFSMAAPRGNVTSL 68
--MAAPRGNVTSL 11
CELQPHGLVNCNWLFLKSVPHFSMAAPRGNVTSL 91

CELQPHGLVNCNWLFLKSVPHFSMAAPRGNVTSL 92

Izoforma Nr UniProt
TLR9-A| QINRO6-1  —mmmmmmmmmmmm e
TLR9-B| QINRO6-2 ~ mmmmmmmmm e
TRLO9-C| QI9NR96-3
TLRO9-D| Q9NR96-4
TLRI-E| QINR9I6-5 ~ mmmmmmmm e
TLRO9-A| Q9NR96-1
TLR9-B| QONRO6-2  mmmmmm e
TLRO-C| Q9NR96-3
TLRO9-D| Q9NR96-4
TLRO-E| QI9NR96-5

CELQPHGLVNCNWLFLKSVPHFSMAAPRGNVTSL 53

R S

Ryc. 1. Pordwnanie sekwencji aminokwasowej izoform TLR9 (wg [56])

W ludzkim uktadzie odpornosciowym ekspresje TLR9 wyka-
zuja: $ledziona, wezly chlonne, szpik kostny, a takze komérki
krwi [16]. Zaobserwowano, ze poziom ekspresji poszczegdl-
nych izoform rézni sie miedzy komérkami uktadu odporno-
$ciowego. Mimo ze wszystkie funkcjonalne izoformy (TLR9-
-A, TLR9-C i TLR9-D) sg obecne w prawidtowych limfocytach
B i T oraz w monocytach, forma A ulega najsilniejszej eks-
presji w komdrkach B, gdzie jej poziom jest 100-krotnie wyz-
szy niz w monocytach lub limfocytach T, u ktérych z kolei
przewaza forma C. Na preferencje w ekspresji konkretnych
izoform ma réwniez wplyw etap dojrzewania i réznicowa-
nia, na ktérym znajduje sie komérka. Wykazano, ze naiwne
limfocyty B charakteryzuj si¢ niskim poziomem TLR9-A/
wysokim TLR9-C, ktéry w czasie dojrzewania komérki zmie-
nia sie na wysoki TLR9-A/niski TLR9-C [46].

Alternatywne sktadanie mRNA warunkuje réznice w budo-
wie domeny N-koricowej miedzy poszczegdlnymi izofor-
mami receptora TLR9 i moze wplywaé na zmiane lub utrate
funkcji receptora. Na podstawie modelowania komputero-
wego ustalono, ze forma D moze by¢ zakotwiczona w reti-
kulum endoplazmatycznym w odwrotnej orientacji w po-
réwnaniu do wariantu A, natomiast forma B, pozbawiona
peptydu sygnatowego jest umiejscowiona w mitochondrium
i prawdopodobnie moze wiaza¢ mitochondrialne DNA. Nie-
prawidtowe kotwiczenie wariantéw receptora w strukturach

komérkowych w poréwnaniu do formy podstawowej TLR9-
-A, skutkuje zaburzeniem zdolno$ci wigzania liganda [46].

Domenowa budowa TLR9

TLR9 jest biatkiem btonowym I typu, ktére podobnie jak
inne receptory Toll-podobne, ma trzy gléwne domeny:
zewnatrzkomdrkows, skierowang do wnetrza endosomu
domene ECD (extracellular domain), jednokrotnie prze-
bijajaca btone endosomu domene TMD (transmembrane
domain) oraz cytoplazmatyczng domene ICD (intracel-
lular domain) [62].

N-koticowa domena ECD sktada sie z 25 powtdrzen boga-
tych w leucyne (leucine-rich repeats - LRR) i jest silnie
glikozylowana [11]. Kazde LRR tworzy petle, w ktdrej kon-
serwatywne, hydrofobowe reszty aminokwasowe skiero-
wane sg do jej wnetrza, nastepnie kilka takich petli ukta-
da sie w ksztatt podkowy. Regiony LRR otoczone s na N- 1
C- koricu strukturami ostaniajgcymi bogatymi w cysteine.
Dziesie¢ pierwszych reszt aminokwasowych kazdego LRR
przyjmuje konformacje B-kartki i tworzy wewnetrzna po-
wierzchnie ,,podkowy”. Pozostate czesci LRR sg zmienne
i budujg wypuklg strone domeny [8]. Cechg charaktery-
styczna receptoréw Toll-podobnych, zwlaszcza TLR7, TLR8
i TLRY jest obecno$¢ nietypowych LRR, zawierajgcych do-
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datkowe reszty aminokwasowe, wystajace ponad wypukta
powierzchnie ,,podkowy” ECD. W przypadku TLR9 insercje
w obrebie LRR 2, 5 i 8 sg istotne dla jego funkcjonowania,
gdyz ich usuniecie hamowato wigzanie liganda CpG [55].
Rola insercji nie zostata do kotica wyjasniona, jednak sg one
najprawdopodobniej wymagane do prawidtowego przebie-
gu dojrzewania receptora w endosomie.

Receptor zakotwiczony jest w bonie endosomu dzieki krét-
kiej domenie transmembranowej TMD, ktéra ma postaé
pojedynczej a-helisy [61,62]. Wyniki badafi dotyczacych
roli domeny TMD w procesie transportu receptora TLR9
sg do$¢ kontrowersyjne. O ile Leifer i wsp. uwazaja, iz TMD
nie bierze udziatlu w kierowaniu TLR9 do odpowiednich
kompartmetndw, o tyle inni wykazali, iz zmiany sekwencji
aminokwasowej w obrebie tej domeny moga wptywaé na
umiejscowienie receptora w btonie komdrkowej [40,50].
Ponadto nieprawidtowa budowa domeny TMD skutkuje
zaburzeniem procesu dojrzewania TLR9, co wraz z usytu-
owaniem receptora na powierzchni komérki umozliwia
jego bledng aktywacje przez wlasne DNA organizmu [6,50].

C-koticowg cze$¢ cytoplazmatycznej domeny ICD stanowi
region TIR (Toll/IL-1R homologous region) [61]. W jego
obrebie znajduje sie 32-aminokwasowy fragment two-
rzacy strukture zbudowana z pieciu a-helis. Odcinek ten
jest niezbedny do przekazania sygnatu od receptora TLRY,
gdyz komérki transfekowane konstruktem z delecjg tego
fragmentu nie byly wrazliwe na stymulacje ligandem [62].
Wykazano, ze po aktywacji receptora nastepuja zmiany
konformacyjne w budowie domeny TIR umozliwiajgce ak-
tywacje kaskady sygnatowej [28,38]. TLR9 w odrdznieniu
od innych receptoréw Toll-podobnych funkcjonuje od po-
czatku jako dimer. Po zwigzaniu liganda podjednostki tego
receptora zacie$niaja sie tworzac miejsce oddziatywania z
biatkiem adaptorowym MyD88 [38]. Tak zbudowany recep-
tor Toll-podobny 9 jest niedojrzaty, niezdolny do przekaza-
nia sygnatu. Wymaga wielu modyfikacji potranslacyjnych,
ktére rozpoczynaja sie juz w aparacie Golgiego, gdzie re-
ceptor podlega glikozylacji [15]. Jednak ostateczng, dojrzata
postaé TLR9 przybiera dopiero w endosomie, do ktérego
transportowany jest przez biatko UNC93B1 [33].

Ligand receptora Toll-podobnego 9

Komorki ssakéw charakteryzuja sie niewielka, w poréwna-
niu do bakterii, czestoscig wystepowania niemetylowanych
sekwencji DNA. Z tego wzgledu takie sekwencje pochodzenia
bakteryjnego czy tez wirusowego moga wywotywaé odpo-
wiedz odporno$ciowa objawiajgca sie wytwarzaniem cyto-
kin i réznicowaniem komérek uktadu odpornosciowego.
Immunostymulujgca aktywno$¢ bakteryjnego DNA zostata
zaobserwowana po raz pierwszy w 1984 ., kiedy okazato sie,
ze frakcja DNA ze szczepionki przeciw gruZlicy - BCG (Bacil-
le Calmette-Guérin), otrzymanej z Mycobacterium, indukuje
wytwarzanie interferonu typu I[64]. Po kilku latach Kreig i
wsp. wykazali, ze efekt ten wywotata obecno$é niemetylo-
wanych dinukleotydéw cytozyno-gunaninowych (CpG). Co
wazne, wlasciwos¢ ta byta charakterystyczna dla genomo-
wego DNA bakterii, ale nie ssakdw [34].

Niemetylowane reszty cytozyny wystepujace w geno-
mach ssakéw ulegaja spontanicznej deaminacji tworzac
reszty tyminy. Deaminacja metylowanych cytozyn jest
tatwa do wykrycia przez mechanizmy naprawcze DNA,
gdyz skutkuje powstaniem uracylu, natomiast prze-
ksztalcenie sie niemetylowanej cytozyny w tymine jest
nieodwracalne i moze zwieksza¢ liczbe mutacji. Dlatego
tez czestos¢ wystepowania niemetylowanych motywéw
CpG w komérkach ssakéw jest znacznie nizsza niz sza-
cowana [36].

Genom ludzki zawiera skupiska niemetylowanych dinu-
kleotydéw CpG, zwane wyspami CpG, obecne w regionie
5’ regulatorowym okoto 70% promotoréw gendw i sta-
nowiace odcinki DNA o dtugosci okoto 1 kb. Sekwencje
te, ze wzgledu na swoja strukture, pelnia wazng role w
regulacji transkrypcji genéw [19,36]. Odpowiadajg one
m.in. za destabilizacje nukleosoméw i wigzanie biatek
odpowiedzialnych za powstawanie dostepnej transkryp-
cyjnie postaci chromatyny [19].

Mimo ze motywy CpG obecne sg we wszystkich geno-
mach, w pewnych warunkach mogg inicjowaé odpowiedz
odporno$ciowg. Aby do tego doszto wymagana jest okre-
$lona sekwencja motywdéw CpG oraz swoisty ,,wzorzec”
ich metylacji. Aktywacja limfocytéw B wymaga konsen-
susowego motywu jednoniciowego DNA, w ktérym nie-
metylowana sekwencja CpG jest otoczona przez dwie pu-
ryny na koricu 5’ oraz dwie pirymidyny na koricu 3’ [34].

Odréznienie obcych sekwencji CpG od wlasnego mate-
riatu genetycznego komérki jest mozliwe dzieki: réznym
poziomom metylacji DNA komérek prokariotycznych i
organizméw wyzszych, wystepowaniu w DNA kregow-
céw immunosupresorowych sekwencji oskrzydlajacych
CpG oraz odpowiedniemu umiejscowieniu receptora TLR9
rozpoznajgcego CpG [18].

TLR9 zostat zidentyfikowany jako receptor dla nieme-
tylowanych sekwencji CpG w 2000 roku [29]. Wczesniej
wykazano, ze bakteryjne DNA indukuje odpowiedZ odpor-
nosciowy, jednak mechanizm aktywacji komérek uktadu
odpornosciowego przez DNA bogate w niemetylowane
motywy CpG pozostawal niewyjasniony [34]. Wykazanie
roli TLR9 w tym procesie stato sie mozliwe dzieki wyko-
rzystaniu myszy z delecja tego receptora. W wyniku sty-
mulacji DNA z sekwencjami CpG, komérki pochodzace od
myszy TLR9”" nie wykazywaty cech odpowiedzi zapalnej,
co objawiato sie brakiem réznicowania komérek dendry-
tycznych, proliferacji komdrek $ledziony oraz zahamo-
waniem wytwarzania cytokin przez makrofagi. Ponadto
myszy te byty oporne na letalne dawki CpG [29].

Aby doszto do aktywacji TLR9, DNA bogate w sekwencje
CpG musi zostaé przetransportowane do wnetrza endo-
somu, gdzie umiejscowiony jest receptor. Prawdopodob-
nie oddzielenie TLR9 od miejsc wystepowania wlasnego
materiatu genetycznego i usytuowanie go w endosomie
jest wytworzonym ewolucyjnie mechanizmem zapobie-
gajacym aktywacji TLR9 przez wlasne DNA.
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Rota Biatek UNC93B1 1 AP-2 w transporcie TLR9
DO ENDOSOMU

Do niedawna sadzono, ze nieaktywny TLR9 utrzymywany
jest w ER az do stymulacji komdrek ligandem - CpG. Wnio-
ski te zostaly wyciggniete gtdwnie na podstawie badari na
komérkach transdukowanych TLR9 w systemie retro- lub
lentiwirusowym. W warunkach nadekspresji TLR9, w ko-
mdrkach spoczynkowych, receptor odnajdowany byt je-
dynie w kompartmentach zwigzanych z ER, natomiast nie
wystepowal w obrebie btony komdrkowej [37,41].

Najnowsze doniesienia wskazujg, ze zaréwno w makrofa-
gach, jak i limfocytach B uzyskanych z transgenicznych
myszy wykazujacych stabilng ekspresje TLR9-GFP wiek-
szo$¢ komérek spoczynkowych, stanowiaca okoto 70% po-
pulacji wykazywata obecno$é TLR9-GFP w endosomach. Po
szczegbtowych badaniach dotyczacych dystrybucji TLRO w
obrebie poszczegblnych przedziatéw komérkowych okaza-
fo sie, ze 10% jest obecne w endosomach, a 90% w ER, na-
tomiast po stymulacji komérek DNA z sekwencjami CpG,
odsetek TLR9-GFP znajdujgcego sie w endosomach wzrdst
nieznacznie, bo jedynie do 15%. Zespét kierowany przez
Ploegha i Brinkmann jako pierwszy poddat w watpliwosé,
ze do translokacji TLR9 z retikulum endoplazmatycznego
do endosomu niezbedna jest obecrno$é DNA bogatego w di-
nukleotydy CpG, dlatego tezw celu wyjasnienia roli liganda
w tym procesie niezbedne sg dalsze badania [3].

Niedojrzaty TLR9 wiaze sie w retikulum endoplazmatycz-
nym z biatkiem opiekuriczym UNC93B1, homologiem B1
biatka Unc-93 wystepujacego u Caenorhabditis elegans [12].
Jest to 598-aminokwasowe biatko obecne w ER, 12-krotnie
przebijajace blone i oddziatujace ze wszystkimi endosomal-
nymi receptorami TLR rozpoznajacymi kwasy nukleinowe
(TLR3, TLR7, TLRY, TLR 11 TLR13)[12,39,60]. UNC93B1 jest
istotne dla funkcjonowania tychze receptoréw, gdyz odpo-
wiada za ich transport do kompartmentu endosomalnego
[33]. Wykazano, ze mutacje w obrebie genu kodujacego to
biatko powodujg zaburzenie przekazania sygnatu od TLR9,
a w skrajnych przypadkach moga prowadzi¢ do rozwoju
choréb wynikajacych z autoagresji.

Myszy ,,3d” (triple D) nazwane tak ze wzgledu na upoéle-
dzenie odpowiedzi od trzech receptoréw TLR: TLR3, TLR7 i
TLR9 charakteryzowaly sie mutacjg zmiany sensu (missense
mutation) w genie kodujgcym biatko UNC93B1. Mutagja ta
prowadzi do substytucji histydyny argining w pozycji 412
(H412R) taticucha aminokwasowego, w dziewiatej domenie
transmembranowej UNC93B1. Nastepstwem mutacji jest
zwiekszona podatno$é na infekcje wirusowe i zakazenia
bakteryjne [60]. U ludzi mutacja w genie kodujacym biatko
UNC93B1, prowadzaca do powstania skréconej jego formy,
wplywa na zaburzenie odpowiedzi odpornosciowej induko-
wanej przez receptor TLR9, sugerujgc tym samym, ze biatko
UNC93B1 jest niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
receptoréw Toll-podobnych wystepujacych w endosomie
[14]. Wykazano, ze biatko UNC93B1, umozliwia transport
receptora TLRY, jak i innych wewnatrzkomérkowych re-
ceptoréw Toll-podobnych, do pecherzykéw endosomal-

nych poprzez fizyczne oddziatywanie z tymi receptorami.
Za wiagzanie biatka UNC93B1 odpowiedzialna jest domena
transmembranowa receptoréw TLR. Chimeryczne endoso-
malne receptory TLR majace domeny TMD receptora TLR4,
ktérego prawidlowa postaé umiejscowiona jest w blonie
komérkowej, nie byly zdolne do wigzania UNC93B1. Nato-
miast receptor TLR4 zawierajgcy domene TMD pochodzg-
ca od TLR3 lub TLR9 mégt z powodzeniem oddzialywaé z
biatkiem UNC93B1 [12]. Indukowana swoistymi ligandami
translokacja receptoréw TLR3, TLR7 i TLR9 wraz z biatkiem
UNC93B1 do endosomdw byta zahamowana w komérkach
BMDM pochodzacych od myszy ,,3d” [33].

Mimo ze biatko UNC93B1 jest czynnikiem determinujagcym
transport wszystkich receptoréw Toll-podobnych rozpo-
znajacych kwasy nukleinowe, zauwazono, ze receptor
TLR9 jest preferencyjnie, w poréwnaniu do TLR7, wiaza-
ny przez to biatko [26]. Mutacja warunkujaca substytucje
kwasu asparaginowego alaning w pozycji 34 (D34A) taficu-
cha aminokwasowego biatka UNC93B1 zaburza te przewage
powodujac wzmozony transport TLR7 do endosomu, co z
kolei umozliwia niepozadana aktywacje receptora. Myszy
ze zmienionym biatkiem UNC93B1 umieraly przedwczesnie
z powodu rozwiniecia niekontrolowanego stanu zapalnego.
Prawdopodobnie substytucja D34A jest zwigzana z rozwo-
jem chordb o podtozu autoimmunologicznym, takich jak
uktadowy toczeri rumieniowaty, reumatoidalne zapalenie
stawdw lub tuszczyca [25,26].

Ponadto wykazano, ze nie tylko wystepowanie prawidto-
wego UNC93B1, ale réwniez okre$lona ilo$¢ tego biatka, jest
niezbedna do powstania funkcjonalnego receptora TLR9.
Zauwazono bowiem, iz w niektérych komérkach poziom
ekspresji UNC93B1 byt niewystarczajacy do powstania ak-
tywnej C-koficowej postaci receptora w endosomie [1].

Mechanizm translokacji TLR9 z ER do endosomu do niedaw-
na byl przyczyna sporéw. O ile pewne grupy badaczy postu-
lowaly, ze TLR9 omija aparat Golgiego i jest transportowany
bezposrednio do endosoméw [33,38], o tyle inne zespoty
badawcze udowadniaty powstawanie glikozylowanych po-
staci receptora [15]. Najnowsze badania Lee i wsp. wydaja
sie w sposdb pelny, aczkolwiek zaskakujgcy, opisywacé pro-
ces dostarczania TLR9 do endosomu. Wykazano, ze biatko
UNC93B1 po zwigzaniu si¢ w retikulum endoplazmatycz-
nym z receptorem TLR9 pokonuje z nim wszystkie etapy
drogi do endosomu, gdyz kazda posta¢ TLR9: niedojrzata
TLR9-ER o masie 150 kDa, wieksza od niej glikozylowana po-
staé prekursorowa, jak i dojrzata (80 kDa) fizycznie oddzia-
tywaty z biatkiem UNC93B1 [39]. Transport TLR9 do miejsca
jego aktywacji, rozpoczyna sie od dostarczenia TLR9 do pe-
cherzykéw optaszczonych kompleksem COPII (coat protein
10). Pecherzyki te posrednicza w przenoszeniu biatek miedzy
ER a aparatem Golgiego [67]. Nastepnie w aparacie Golgie-
go zaréwno TLRY, jak i biatko UNC93B1 ulegaja glikozylacji.
Transport przez TGN (sie¢ trans, trans-Golgi network) jest
uwarunkowany oddziatywaniem UNC93B1 z innymi biat-
kami. Wykazano, ze C-koficowa domena biatka UNC93B1
skierowana jest do cytoplazmy i rekrutuje biatko AP-2 [39].
Biatko AP-2 nalezy do rodziny biatek adaptorowych klatryny
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(adaptor protein - AP), ktére odpowiadajg za prawidlowy
przebieg endocytozy i segregacje tadunku pobieranego z
powierzchni komérki [51]. Co ciekawe, transport TLR9 zER
do endosomu nie zachodzi w sposéb bezposredni. Receptor
Toll-podobny 9 najpierw przenoszony jest do blony komér-
kowej, a nastepnie z udzialem biatka AP-2 pobierany jest do
endosomu w wyniku endocytozy [39] (ryc. 2).

W endosomie zachodza kolejne, zalezne od proteaz etapy
dojrzewania receptora TLR9, kt6re prowadza do powstania

formy receptora zdolnej do wigzania liganda.

ZALEINE 0D PROTEAZ DOJRZEWANIE TLR9

Umiejscowienie w endosomie jest gtéwnym czynnikiem
umozliwiajacym receptorowi TLR9 odréznienie wasnego
materiatu genetycznego od obcego DNA [6]. Jednak endo-
som jest nie tylko miejscem zetkniecia receptora z ligan-
dem, ale stanowi réwniez bardzo istotne miejsce w procesie
dojrzewania receptora TLRO.

Poczatkowo sadzono, ze za powstanie aktywnego recepto-
raTLR9 odpowiada niskie pH panujace we wnetrzu peche-
rzykéw endosomalnych [57]. Okazato sie jednak, ze o ile
odczyn srodowiska nie pozostaje bez wptywu na zdolno$¢é
wigzania DNA bogatego w sekwencje CpG przez receptor
TLRY, o tyle czynnikiem warunkujacym powstanie doj-
rzatej postaci receptora jest aktywno$¢ proteaz obecnych
w endosomach. Istnieje kilka opinii na temat enzyméw
proteolitycznych niezbednych do powstania dojrzatego
receptora TLR9. Pierwszymi wskazanymi przez badaczy
enzymami zaangazowanymi w ten proces byty katepsy-
ny [45,52]. Wkrétce potem okazalo sie, ze réwniez inna
proteaza, a mianowicie AEP (asparagine endopeptidase)
jest zaangazowana w dojrzewanie TLR9 w plazmocyto-
idalnych komérkach dendrytycznych (plasmacytoid den-
dritic cells - pDC) [59]. AEP (ludzki homolog legumina -
LGMN) jest endopeptydaza cysteinowa swoistg wzgledem
wigzan asparaginowych.

Rozbieznoci co do roli poszczegblnych klas proteaz w pro-
cesie dojrzewania TLR zostaly ostatecznie wyjasnione dzie-
ki badaniom Ewalda i wsp., ktérzy twierdza, ze proteoliza
jest procesem dwustopniowym, w ktérym biora udziat za-
réwno endopeptydaza AEP, jak i katepsyny [22]. Wykazano,
ze w pierwszym etapie endopeptydaza AEP usuwa wieksza
cze$¢ ektodomeny receptora TLR9. Drugi etap polega na
dodatkowym ,,docieciu” powstatej C-koricowej formy TLR9 i
przeprowadzany jest przez katepsyny. Brak endopeptydazy
AEP nie hamuje obrébki proteolitycznej, gdyz jej role przej-
muja wtedy katepsyny, ktére mogg z powodzeniem przepro-
wadzi¢ caly proces dojrzewania receptora TLR9. W sytuacji
gdy zahamowana zostaje aktywno$¢ katepsyn, proteolitycz-
ne ciecie zapoczatkowane przez endopeptydaze AEP nie jest
kontynuowane, co skutkuje powstaniem dtuzszej formy
receptora i upo$ledzeniem sygnatu [22,23]. Nie do korica
wiadomo, ktére konkretnie katepsyny sa zaangazowane w
proteolize TLR9. Poczatkowe dane wskazywaly na role ka-
tepsyn KiB w tym procesie, jednak dalsze badania wykazaty,
ze obrébka receptora moze by¢ przeprowadzona takze przez

inne enzymy z tej grupy [23,45,52]. Nie zostato wyjasnione,
dlaczego proces ten charakteryzuje sie takg redundancja.
Jedna z hipotez zaklada, ze region, w obrebie ktérego do-
chodzi do ciecia proteolitycznego jest tatwo dostepny dla
proteaz. Receptor TLR9 ma niekonserwatywna petle w ob-
rebie domeny N-koricowej, miedzy LRR14 a LRR15, ktéra
jest podatna na dziatanie katepsyn i ma potencjalne miejsca
ciecia dla endopeptydazy AEP [52,59]. Mozliwe jest zatem,
ze miejsce inicjacji ciecia proteolitycznego nie jest istotne
dla funkcjonalno$ci receptora, a jedynie umozliwia dalsze
etapy ,,docinania” biatka, prowadzace do powstania formy
o odpowiedniej dtugosci [22] (ryc. 2).

Nie jest réwniez wyjasnione w jaki sposéb proteoliza umoz-
liwia aktywacje receptora TLR9. Zaobserwowano bowiem,
ze zaréwno forma skrécona, jak i ta o petnej dtugo$ci, jest
zdolna do zwigzania DNA z sekwencjami CpG, jednakze sy-
gnal moze zostal przekazany jedynie przez forme w petni
dojrzatg [23]. Prawdopodobnie proteoliza umozliwia zbliza-
nie sie do siebie podjednostek domeny TIR, co jak wiadomo
jest warunkiem oddziatywania receptora TLR9 z biatkiem
adaptorowym MyD88 i aktywacji szlaku sygnatowego za-
leznego od receptora [22,37].

Axtywaca ReceTorA TLR9 w KOMPARTMENCIE ENDOSOMALNYM

Skomplikowany transport receptora TLR9 do endosomu i
dalsza obrébka proteolityczna skutkuja powstaniem jego
C-koicowego odcinka, w petni gotowego do zwigzania
liganda.

Oddziatywanie drobnoustroju z powierzchniowymi recep-
torami komérki warunkuje zajécie fagocytozy, czy tez w
przypadku wiruséw endocytozy. Procesy te umozliwia-
ja degradacje patogenu wewnatrz fagosomu/endosomu,
uwolnienie jego materiatu genetycznego i w nastepstwie
aktywacje TLRO.

Syntetyczne oligonukleotydy CpG (CpG-ODN) cze$ciowo
transportowane sa przez granuline. Jest to glikozylowa-
ne biatko bogate w cysteine, wydzielane przez komérki
w postaci prekursora progranuliny i obecne w surowicy
[53]. Granulina wigze CpG-ODN w sposéb niezalezny od
sekwencji, gdyz wykazano, ze moze oddziatywaé réwniez
z ,,inhibitorowymi” CpG-ODN, ktére mimo wigzania sie
do receptora TLR9 nie wywotuja odpowiedzi zapalne;j.
Wykazano, ze myszy z delecja genu kodujacego granuline
miaty uposledzong odpowiedZ odporno$ciowa objawiajg-
ca sie zahamowaniem wytwarzania TNF-a indukowanego
przez syntetyczny CpG-ODN. Dodatkowo obserwowano
cze$ciowe zahamowanie wigzania CpG-ODN do aktyw-
nego receptora TLR9, co wskazuje na udzial granuliny w
transporcie CpG-ODN do endosomu [53]. Rola granuliny
jako kofaktora receptora TLR9 jest znana od stosunkowo
niedawna, dlatego mechanizm w jakim biatko to posred-
niczy w aktywacji receptora nie jest w pelni poznany.

Typ sekwencji CpG prezentowany przez konkretne pato-
geny determinuje rodzaj i site odpowiedzi odporno$ciowe;j
wywolanej u réznych organizmdw. Ponadto obserwuje sie
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Ryc. 2. Transport TLR9 do endosomu i zalezne od proteaz powstawanie aktywnej postaci receptora. Nowo syntetyzowane biatko TLR9 zlokalizowane jest w ER, gdzie wigze

biatka chaperonowe GRP94 i PRAT4A [13, 42] i biatko transporterowe UNC93B1[12, 39]. Z ER receptor trafia do aparatu Golgiego, gdzie dochodzi do glikozylacji domeny

N-koricowej. Nastepnie receptor TLR9 przenoszony jest w pecherzykach COPII do btony komérkowej, ponownie internalizowany w wyniku transportu zaleznego od
klatryny i umiejscowiony we wczesnym endosomie z udziatem biatka AP-2. W endosomach TLR9 podlega obréhce proteolitycznej zaleznej od endopeptydazy AEP i
katepsyn (Cts). W dystrybucje dojrzatej postaci receptora TLR9 z endosomu do lizosomu zaangazowane jest biatko AP-3 (wg [12, 13, 39, 42], zmodyfikowano)

swoisto$¢ gatunkowg wzgledem réznych motywdéw CpG.
Sekwencje CpG dziatajace stymulujaco na komdérki mysie,
wykazuja niewielka aktywno$¢ w stosunku do komdrek
ludzkich i odwrotnie. Komdrki mysie sg wrazliwe na CpG,
ktérego rdzeti stanowi sekwencja GACGTT, natomiast pre-
ferowana sekwencja wywotujaca odpowiedZ odpornosciowa
w komdérkach ludzkich powinna zawiera wiecej niz jedna
pare CG oraz rdzedi GTCGTT [7]. Réznice w sekwencji CpG
wywotujacej odpowiedz odpornosciowg u gryzoni i naczel-
nych moga sugerowaé wystepowanie dywergencji w ewo-
lucji receptora TLRY [61].

Syntetyczne CpG-ODN réznia sie znacznie od DNA mikro-
organizméw, ze wzgledu na obecno$¢ wigzan tiofosforano-
wych, warunkujacych oporno$¢ na dziatanie nukleaz [17].
Ponadto niektdre oligonukleotydy majg powtdrzenia gu-
aniny na 5™-i/lub 3’-koficu, umozliwiajace bardziej wydajne

whikanie CpG-ODN do wnetrza komérki oraz warunkujace
powstawanie form multimerycznych [66].

Syntetyczne CpG-ODN moga wystepowad pod dwiema gtéw-
nymi postaciami: jako multimeryczne CpG-A oraz monome-
ryczne CpG-B. Taka wlaciwo$¢ sprawia, ze oligonukleotydy
te wykazuja odmienne czasy wedrdwki przez pecherzyki
endosomalne i tym samym indukujg ekspresje réznego re-
pertuaru cytokin.

Oligonukleotydy CpG-A, majgce ogony poliG, tworza agre-
gaty i ze wzgledu na bardziej skomplikowana budowe przez
dluzszy czas przebywajg we wczesnym endosomie. Akty-
wacja receptora TLR9 przez CpG-A prowadzi do rekrutacji
biatka adaptorowego MyD88 i zaleznego od czynnika trans-
krypcyjnego IRF-7 wytwarzania interferonéw typu 1. Mo-
nomeryczna budowa CpG-B sprawia, Ze szybciej trafia ono
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do péznego endosomu, gdzie po zwigzaniu sie z receptorem
TLR9 aktywuje $ciezke sygnatowg MyD88/TRAF6/IRAK4/
NF-kB, ktéra wzmaga wytwarzanie cytokin, takich jak IL-6
i TNF-a [4,27] (ryc. 3).

Rozdziat sygnatu ze wzgledu na postaé CpG ma dodatkowo
zwigzek z obecnoscia biatka AP-3, ktdre jest odpowiedzial-
ne za transport receptora TLR9 w obrebie kompartmentu
endosomalnego [58].

Biatko AP-3, podobnie jak wspomniane wczesniej biatko
AP-2, nalezy do grupy biatek adaptorowych odpowie-
dzialnych za sortowanie biatek opuszczajacych aparat
Golgiego. Biatko AP-3 kieruje tadunek do endosomu i
dalej do pecherzykdéw lizosomalnych. Zaobserwowa-

no, ze komérki BMDM z delecja podjednostki f3A biat-
ka AP-3 (Ap3b17") wykazujg uposledzone wytwarzanie
IFN-a w odpowiedzi na ligand CpG-A. Podobnie komér-
ki pDC izolowane z myszy z mutacja Ap3b17- charakte-
ryzuja si¢ zaburzonym wytwarzaniem cytokin (m.in.
IFN-B, TNF-a i IL-12) w odpowiedzi na ligand CpG-A,
mysi wirus cytomegalii czy wirus grypy [10]. Wyka-
zano, ze AP-3 warunkuje transport receptora TLR9 z
wczesnego endosomu do lizosomu (LAMP2*), gdyz po
stymulacji ligandem CpG-A komdrek niemajacych tego
biatka, receptor TLR9 nie byt odnajdowany w lizoso-
mach. Uposledzenie sygnatu wynika réwniez z zaha-
mowania zaleznej od biatka AP-3 rekrutacji czynnika
transkrypcyjnego IRF-7 do lizosoméw zawierajacych
CpG-A [58].

Wczesny endosom

EEA

TR

Lizosom

LAMP2

P

IFN typu |

TNFa %
IL-6

Chemokiny

f Jadro komérkowe

UNC93B1

IRAK4

Ryc. 3. Zalezna od struktury liganda aktywacja receptora TLR9. TLR9, w odpowiedzi na syntetyczne ligandy - (pG-A i CpG-B, aktywuje rozne szlaki sygnatowe. Ligandy lokalizuja
sie we wezesnych endosomach majacych markery EEA oraz TfR lub w lizosomach charakteryzujacych sie wystepowaniem biatka LAMP2. (pG-A, wiaZe si z receptorem
we wezesnym endosomie i indukuje ekspresje interferonéw typu | zaleznie od aktywacji czynnika transkrypcyjnego IRF-7. CpG-B, jest transportowany do lizosoméw,
gdzie w nastepstwie aktywadji czynnika transkrypcyjnego NF-kB, indukuje wytwarzanie prozapalnych cytokin np. IL-6 (wg [27], zmodyfikowano); EEA — marker
wezesnych endosoméw, TR — receptor transferyny, LAMP2 — biatko btonowe 2 zwigzane z lizosomami, BTK - kinaza tyrozynowa Brutona, IRAK1 - kinaza biatkowa z
rodziny kinaz zwiazanych z receptorem IL-1, 0PN — osteopontyna, TAKT — kinaza aktywowana TGF-B, TRAF — czynnik zwiazany z receptorem TNF
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PobsumowaNiE

Niedtuga, bo niespetna 20-letnia historia receptoréw
TLR obfituje w wiele przetomowych odkry¢. Poczatko-
we badania nad receptorami Toll-podobnymi, zwigzane
z identyfikacja receptora TLR4 i jego liganda LPS za-
owocowaly Nagroda Nobla, ktérag w 2011 roku otrzymali
Bruce A. Beutler i Jules A. Hoffmann. Dzieki wzrastaja-
cemu zainteresowaniu wielu grup badawczych recep-
torami nalezacymi do rodziny receptoréw rozpozna-
jacych wzorce lepiej poznano mechanizmy wrodzonej
odpowiedzi odporno$ciowej. Obecnie nie jest juz ona
rozpatrywana jako nieskomplikowany etap walki z pa-
togenem, umozliwiajacy jedynie zainicjowanie odpo-
wiedzi nabytej. Wrodzona odpowiedz odporno$ciowa
okazata sie niezwykle ztozonym procesem, angazuja-
cym wiele szlakéw sygnatowych, ktérego zadaniem jest
zatrzymanie rozprzestrzeniania sie patogenu, mobili-
zacja komdrek odporno$ciowych (m.in. makrofagéw
i komérek dendrytycznych) do usuwania patogenéw
i wreszcie aktywacja komérek odpowiedzialnych za
rozwdj nabytej odpowiedzi odporno$ciowej, takich jak
limfocyty T i B.

Ligandami receptordw rozpoznajacych wzorce sa swo-
iste struktury mikroorganizméw, w wiekszosci nie-
spotykane u organizméw wyzszych. Ligandy te nosza
wspblna nazwe molekularnych wzorcéw zwigzanych z
patogenami. Nazwa PAMP nie jest $cista, gdyz struktury
te sg obecne zaréwno u mikroorganizméw patogennych,
jak réwniez komensalnych. Dlatego tez rozpoznawanie
patogendw zwigzane jest nie tylko z wystepowaniem w
ich budowie struktur stanowiacych ligandy receptoréw
PRR, ale réwniez z ich pojawianiem sie w miejscach or-
ganizmu gospodarza, w ktérych moga by¢ zagrozeniem.

Zapoczatkowanie przez patogen reakcji odpornosciowe;
wiaze sie z aktywacja okre$lonego receptora i urucho-
mieniem kaskady sygnatowej prowadzacej do indukcji
ekspresji cytokin prozapalnych, chemokin, czy tez cza-
steczek kostymulujacych na powierzchni limfocytéw B
i T. Cytokiny i chemokiny aktywuja komdérki odporno-
$ciowe, co objawia sie ich réznicowaniem i wzmozong
migracja komdrek prezentujacych antygen do weztéw
chtonnych, gdzie biora udzial w aktywacji limfocytéw
T-pomocniczych. Aktywowane limfocyty T-pomocnicze
rozpoznaja nastepnie antygen peptydowy, prezentowa-
ny na powierzchni limfocytéw B i z udziatem czasteczek
kostymulujacych oraz wydzielanych cytokin indukuja
proliferacje i w dalszej kolejnosci réznicowanie sie lim-
focytéw B do komérek plazmatycznych, wydzielajacych
przeciwciata swoiste wzgledem antygenéw peptydo-
wych. Taka kolejnos¢ zdarzen sprawia, ze receptory
PRR mozna uznaé za element warunkujacy rozwdj pet-
nej odpowiedzi odpornosciowej, ktérej sktadowymi sa
odpowiedz wrodzona i nabyta.

Najlepiej poznanymi receptorami rozpoznajacymi
wzorce sg receptory Toll-podobne. Biorg one udziat w
inicjowaniu reakcji odpornosciowej skierowanej prze-

ciwko réznorodnym patogenom obejmujgcym wirusy,
bakterie, grzyby, a takze pierwotniaki.

Rozréznia sie dwie grupy receptoréw TLR: ekspono-
wane na powierzchni komérki lub wystepujace w en-
dosomach i wigzace kwasy nukleinowe uwolnione po
degradacji patogenu.

Wsréd endosomalnych receptorédw Toll-podobnych na
szczegblna uwage zastuguje receptor TLRY, rozpozna-
jacy DNA bogate w niemetylowane sekwencje CpG [6,7].
Aktywacja TLR9 wymaga wielu etapéw dojrzewania tego
receptora oraz jego umiejscowienia w endosomie. Aby
do tego doszto niezbedne jest zwigzanie TLRY przez
biatko transportujgce UNC931, ktére przebywa wraz z
receptorem droge z ER do endosomu. W kolejnych eta-
pach dystrybucji TLR9 biora udziat biatka AP-2 i AP-3.

Obecno$¢ TLR9 w endosomie nie tylko umozliwia ze-
tkniecie sie receptora zjego ligandem, ale takze pozwala
na przeprowadzenie modyfikacji potranslacyjnych, kté-
re zalezne sg od enzymdw proteolitycznych obecnych w
tym przedziale komérkowym, takich jak endopeptydaza
AEP i katepsyny [39]. Ponadto ograniczenie miejsca roz-
poznania liganda do endosomu minimalizuje zagrozenie
aktywacji receptora wtasnym DNA komdrki. Dzieki moz-
liwo$ci przekazywania sygnatu z endosomdéw na réznym
etapie ich dojrzewania, TLR9 indukuje ekspresje genéw
kodujacych interferony typu I i cytokiny prozapalne.

Limfocyty B i komérki dendrytyczne, stymulowane li-
gandem receptora TLR9, wykazujg wzmozona prezenta-
cje czasteczek kostymulujacych, zwiekszong ekspresje
genu kodujacego receptor CCR7 chemokin, sekrecje che-
mokin MIP1 i IP-10 oraz ekspresje innych genéw akty-
wowanych przez interferon. Poniewaz niemetylowane
CpG jest antygenem grasiczoniezaleznym, jednoczesna
aktywacja naiwnych limfocytéw B przez TLR9 oraz BCR
(B-cell receptor) jest wystarczajaca do ich réznicowa-
nia w kierunku komérek plazmatycznych i nie wyma-
ga udziatu limfocytu T. W przypadku komdérek pamieci
samo pobudzenie receptora TLRY jest wystarczajace,
aby doszto do ich przeksztalcenia w komérki plazma-
tyczne. Wtadciwo$¢ pobudzania limfocytéw B przez
aktywowane receptory TLRY jest wykorzystywana do
opracowania adiuwantéw szczepionkowych opartych
o syntetyczne oligonukleotydy zawierajace sekwencje
CpG [9,31].

Mimo oddzielenia miejsca wystepowania TLR9 od prze-
strzeni miedzykomdrkowych, czy tez obszaréw komér-
ki, w ktérych receptor ten mégltby zetkna(l sie z en-
dogennym DNA, istnieje mechanizm umozliwiajacy
przedostawanie sie materiatu genetycznego komérki
do endosomu i btedng aktywacje TLR9, co moze pro-
wadzi¢ do rozwoju choréb wynikajacych z autoagresji.
Mechanizm ten obejmuje tworzenie komplekséw DNA
z antybakteryjnym peptydem LL37 wydzielanym przez
neutrofile lub uszkodzone komérki nabtonka naczyn.
Peptyd LL37 wigze wtasne DNA organizmu, tworzac
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agregaty, ktére rozpoznawane sg przez biatko HMGB-1
(high-mobility group box 1) [35,63]. Kompleksy takie
aktywujg receptor TLR9, co w tym wypadku prowadzi do
ciaglej aktywacji genéw kodujacych interferony typu I.

Receptor TLR9 petni funkcje nie tylko w procesie wro-
dzonej odpowiedzi odpornosciowej sensu stricto, ale tak-
ze bierze udzial w rozwoju choréb autoimmunologicz-
nych, czy tez nowotworzeniu.
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