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initiate intracellular signaling
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W rozpoznaniu patogenéw przez komoérki odpornosci wrodzonej posrednicza tzw. receptory
rozpoznajace wzrorce molekularne (PRR), do ktérych zaliczane sa receptory zmiatacze (SR).
Receptory zmiatacze klasy A, SR-A/CD204 i MARCO, cechuje obecnos¢ domeny kolagenowej
i charakterystycznej dla SR domeny bogatej w cysteing (SRCR) w ich zewnatrzkomoérkowej cze-
Sci. Gtéwnym miejscem ich ekspresji sa makrofagi i komérki dendrytyczne. Dzigki zdolnosci do
wigzania bardzo wielu polianionowych ligandéw SR klasy A uczestnicza w licznych funkcjach
tych komorek, takich jak rézne postaci endocytozy, adhezja do macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
i do innych komérek. Do ligandéw SR-A naleza utlenione lipoproteiny i biatka amyloidu-$, co
wiaze SR-A z patogeneza arteriosklerozy i choroby Alzheimera. Mimo wykazania waznej roli
SR klasy A w tak wielu procesach, brak selektywnych ligandéw uniemozliwial jednoznaczne
stwierdzenie czy receptory te zdolne sa do transdukcji sygnatu. W naszych badaniach, stosujac
selektywna ligacje receptoréw z uzyciem przeciwcial wykazaliSmy, ze SR-A i MARCO aktywu-
ja wewnatrzkomorkowy przekaz sygnatu, modulujacy aktywnos¢ prozapalna i bakteriobdjcza
makrofagéw. Co zaskakujace, mimo podobieristw struktury i repertuaru wiazanych ligandéw,
SR-A i MARCO wywieraja przeciwstawny, negatywny versus pozytywny wplyw na wytwa-
rzanie w makrofagach interleukiny 12 (IL-12). Ligacja SR-A stymuluje ponadto wytwarzanie
H,0, i IL-10, ale nie wptywa na uwalnianie innych cytokin. Ograniczone skutki swoistej ligacji
SR-A kontrastuja z uogélnionym nasileniem reakcji odpornosciowych obserwowanym u myszy
pozbawionych SR-A. Niedawne badania ujawnity, Ze ten fenotyp komorek i zwierzat pozbawio-
nych SR-A moze by¢ spowodowany w wigkszym stopniu przez kompensacyjne zmiany ekspresji
innych receptoréw i/lub przez usunigcie hamujacego wplywu wywieranego przez wewnatrzko-
morkowy SR-A na transdukcj¢ sygnatu z receptoréw nalezacych do rodziny Toll/receptor IL-1,
niz przez utrat¢ funkcji receptorowej SR-A.

SR-A « MARCO ° rozpoznanie immunologiczne ° receptory rozpoznajace wzorce °©
oligodeoksynukleotydy CpG * Candida albicans

* Praca finansowana przez Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum grant nr K/ZDS/002326.
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Summary

Recognition of pathogens by innate immune cells is mediated by pattern recognition receptors
(PRR), which include scavenger receptors (SR). The class A SR, SR-A/CD204 and MARCO,
are characterized by the presence of collagenous and SR cysteine-rich domains in their extracel-
lular portions. Both receptors are expressed mainly on macrophages and dendritic cells. Thanks
to their ability to bind to a wide range of polyanionic ligands, the class A SR may participate in
numerous functions of these cells, such as endocytosis, and adhesion to extracellular matrix and
to other cells. Among SR-A ligands are oxidized lipoproteins and 3-amyloid fibrils, which link
SR-A to the pathogenesis of arteriosclerosis and Alzheimer’s disease. Despite the demonstra-
tion of class A SR involvement in so many processes, the lack of selective ligands precluded re-
aching definite conclusions concerning their signaling abilities. Using specific receptor ligation
with antibodies, we showed that SR-A and MARCO trigger intracellular signaling, modulating
pro-inflammatory and microbicidal activities of macrophages. Surprisingly, despite similarities
in structure and ligand binding repertoires, SR-A and MARCO exert opposite effects on interleu-
kin-12 (IL-12) production in macrophages. SR-A ligation also stimulated H,O, and IL-10 produc-
tion, but had no effect on the release of several other cytokines. These limited effects of specific
SR-A ligation contrast with generalized enhancement of immune responses observed in SR-A-
deficient mice. Recent studies have revealed that many of these effects of SR-A deficiency may
be caused by compensatory changes in the expression of other receptors and/or disinhibition of
signal transduction from receptors belonging to the Toll/IL-1R family, rather than by the loss of
the receptor function of SR-A.
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Wykaz skrotow: AcLDL - acetylowany LDL; AGE - koficowe produkty zaawansowanej glikacji (advanced glycation

end products); AM - makrofagi pecherzykow ptucnych (alveolar macrophages); APC - komorki
prezentujgce antygeny (antigen presenting cells); CF - czynnik wigzkowy (cord factor);

CpG-ODN - oligodeoksynukleotydy zawierajace sekwencje CpG; CR3 - receptor dopetniacza 3
(complement receptor 3); CpG-A/B - CpG-ODN klasy A/B; DC - komorki dendrytyczne (dendritic
cells); ERK - kinazy biatkowe regulowane przez bodZce zewnatrzkomérkowe (extracellular signal-
regulated kinases); FIt3L - ligand podobnej do fms kinazy tyrozynowej 3 (fms-like tyrosine
kinase 3 ligand); GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow
(granulocyte/macrophage colony stimulating factor); IFN - interferon; IL - interleukina;

iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu (inducible nitric oxide synthase); IP-10 - indukowane
przez IFN-7y biatko 10 (IFN-y-inducible protein 10); IRAK - kinaza zwigzana z receptorem IL-1

(IL-1 receptor-associated kinase); IRF3 - czynnik regulujgcy gen dla interferonu 3 (interferon
regulatory factor 3); INK - kinaza N-korica c-Jun (c-Jun N-terminal kinase); LDL - lipoproteiny

o0 matej gestosci (low density lipoproteins); LPS - lipopolisacharyd (lipopolysaccharide);

LTA - kwas lipotejchowy (lipoteichoic acid); MARCO - receptor makrofagow z domeng
kolagenowg (macrophage receptor with collagenous domain); M-CSF - czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii makrofagéw (macrophage colony stimulating factor); Mincle - indukowana

w makrofagach lektyna typu C (macrophage inducible C-type lectin); MIP - biatko hamujace
makrofagi (macrophage inhibitory protein); oxLDL - utleniony LDL (oxidized LDL); PAMP - wzorce
molekularne zwigzanie z patogenami (pathogen-associated molecular patterns); PEM - makrofagi
wysieku otrzewnowego (peritoneal exudate macrophages); poli-C/G/1/U - homopolimery
nukleotydéw C/G/1/U; peli-1, C - dwuniciowy RNA ztozony z nici poli-li poli-C; PS-ODN - ODN
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z ugrupowaniami fosforanowymi podstawionymi atomami siarki (phosphorothioate ODN);

SR - receptory zmiatacze (scavenger receptors); TLR - receptor Toll-podobny (Toll-like receptor);
TNF-o - czynnik martwicy nowotwordw-o. (tumor necrosis factor-o.); TRAF6 - zwigzany z receptorem
TNF czynnik 6 (TNF receptor-associated factor 6); SP-A - biatko surfaktantu A (surfactant protein A);
SRCR - charakterystyczna dla SR domena bogata w cysteine (scavenger receptor cysteine-rich

domain); WT - szczep dziki (wild type).

1. PobziAt | BUDOWA RECEPTOROW ZMIATACZY

Receptory zmiatacze (SR) opisali w 1979 roku Goldstein
i wsp. jako receptory posredniczace w wychwycie przez
makrofagi zmodyfikowanych kowalencyjnie (np. acetylo-
wanych) lipoprotein o matej gestosci (LDL) [29]. W wy-
niku kowalencyjnej modyfikacji tadunki dodatnie grup
e-aminowych lizyn zostaja zneutralizowane, co nadaje
LDL wypadkowy tadunek ujemny. Wazna rol¢ wypadko-
wego tadunku ujemnego w wiazaniu ligandéw do SR po-
twierdza to, ze SR wiaza takze wiele innych polianionéw
(ale nie wszystkie), w tym niebiatkowych. Niedtugo potem
odkryto, ze SR posrednicza réwniez w wychwycie utlenio-
nego LDL (oxLDL), co powiazato SR z patomechanizmem

arteriosklerozy [87]. Po zwiazaniu do SR na makrofa-
gach, oxLDL jest internalizowany i hydrolizowany w li-
zosomach, a uwolniony cholesterol podlega ponownej
estryfikacji w cytoplazmie. Masywne odktadanie si¢ po-
chodzacych z oxLDL estréw cholesterolu w makrofagach
prowadzi do przeksztatcenia si¢ tych komoérek w tzw. ko-
morki piankowe (foam cells), bedace gtéownym sktadni-
kiem wczesnych blaszek miazdzycowych w $cianach na-
czyn krwiono$nych [87].

1.1. SR-A

W 1990 roku sklonowano pierwszy SR, nazwany recepto-
rem klasy A (SR-A) [55,79]. Gtéwnym miejscem ekspresji
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Tabela 1. Ligandy SR-A i podobne do nich substancje niewigzane przez SR-A

Wiazane

Niewigzane

Natywne biatka

apolipoproteiny A-1i E4, biatko prekursora

kolagen typu lilll, albumina

amyloidu-B, biatka szoku cieplnego,
kalretikulina, biatko C-reaktywne, biatko NS3
wirusa zapalenia watroby typu C, kolagen

typu IV, owalbumina

Zdenaturowane biatka

Kowalencyjnie zmodyfikowane biatka

widkna B-amyloidu, kolagen typu lilll
utleniony LDL, acetylowany LDL,

kolagen typu IV

LDL, acetylowana albumina

malonodialdehyd-LDL, AGE-biatka
maleilowany LDL/albumina

Kwasy nukleinowe poli-1, poli-G,

dwuniciowy RNA, PS-ODN

Fosfolipidy fosfatydyloseryna
Siarczany polisacharydéw
Proteoglikany

Glikolipidy

(zastki pytu Tio,, Fe,0

273
azbest

siarczan dekstranu, fukoidan, karraginan

poli-A, poli-C,
poli-U

fosfatydylocholina

heparyna, siarczan chondroityny

biglikan, dekoryna, agrekan
LPS, LTA, sulfatydy, czynnik wiazkowy
$i0,, polistyren, krokidolitowy

SR-A sa makrofagi, komérki dendrytyczne (DC) i komérki
srodbtonkowe zatok zylnych watroby, odgrywajace wazna
rolg w filtrowaniu krwi [6,42]. Ostatnie badania ujawnity
jednak, ze SR-A jest bardziej rozpowszechniony niz po-
czatkowo sadzono i np. wystgpuje takze na niektérych ko-
morkach nabtonkowych i fibroblastach [16,62]. Co cieka-
we, SR-A obecny jest na powierzchni DC wyhodowanych
z komorek szpiku kostnego myszy pod wptywem czynni-
ka stymulujacego tworzenie kolonii granulocytéw i makro-
fagéw (GM-CSF), ale nie pod wptywem liganda podobne;j
do fms kinazy tyrozynowej 3 (FIt3L). SR-A wystepuje in
vivo na okoto 25% sledzionowych DC, gtéwnie o fenoty-
pie CD11b* CD4- CD8a" [6].

W natywnej postaci SR-A jest trimerem identycznych, czg-
Sciowo oplecionych wokét siebie spiralnie polipeptydéw
(ryc. 1). Jego zewnatrzkomorkowa czgs¢ tworza 4 domeny:
krétki tacznik, domena ,,a-helikalnie zwinigty pukiel”, do-
mena kolagenowa i najbardziej dystalna, C-koricowa cha-
rakterystyczna dla SR domena bogata w cysteing (SRCR).
SRCR zawiera szesc reszt cysteinowych tworzacych most-
ki siarkowe stabilizujace t¢ globularng domeng.

W wyniku alternatywnej obrébki mRNA powstaja dwie
postaci receptora: receptory typu I i II, przy czym w re-
ceptorze typu II brak domeny SRCR (ryc. 1). W wigzaniu
ligandéw do SR-A prawdopodobnie posredniczy dome-
na kolagenowa, zawierajaca w C-koricowej czgsci sku-
pienie dodatnio natadowanych reszt lizynowych, tworza-
cych wigzania jonowe z ujemnie natadowanymi ligandami
[17]. Jednak to, ze nie wszystkie polianiony sa ligandami
SR-A wskazuje, ze w wiazaniu si¢ ligandéw do SR-A waz-
na role odgrywaé moze takze rozmieszczenie przestrzen-
ne tadunkoéw elektrycznych (tab. 1).

SR-A wiaze bardzo réznorodne ligandy, obejmujace przed-
stawicieli wszystkich gtéwnych typéw makromolekut, ktére

moga by¢ zaréwno endo- jak i egzogenne (tab. 1). Ta mno-
gos$¢ ligandéw umozliwia SR-A udziat w licznych funk-
cjach makrofagéw. Oprécz endocytozy oxLDL, SR-A po-
Sredniczy takze w endocytozie lub adhezji makrofagéw
do innych natywnych, zdenaturowanych lub kowalencyj-
nie zmodyfikowanych biatek. Ligandami SR-A sa biatka
zmodyfikowane przez konicowe produkty zaawansowa-
nej glikacji (AGE) [20,40], ktére akumuluja si¢ w tkan-
kach wraz z wiekiem i u chorych na cukrzyce oraz biat-
ka amyloidu B [19], ktérego ztogi tworza sie w mézgach
chorych na chorobg Alzheimera. SR-A jest takze jednym
z wielu receptoréw posredniczacych w wychwycie komé-
rek apoptotycznych [74] i uczestniczy w adhezji makrofa-
géw do sktadnikéw macierzy migdzykomoérkowej, takich
jak proteoglikany [81] i kolagen [30] oraz do innych komé-
rek, np. limfocytéw B [50,95]. Dzigki zdolnosci do wigza-
nia sktadnikéw macierzy zewnatrzkomérkowej SR-A wy-
daje si¢ uczestniczy¢ w migracji makrofagéw do ognisk
zapalnych [81,93]. Co ciekawe, SR-A odpowiada réwniez
za swoista dla makrofagéw zdolnos¢ do przylegania do na-
czyf hodowlanych w obecnosci surowicy, a przy braku ka-
tionéw dwuwartosciowych [26].

1.2. MARCO

W 1995 r. sklonowano drugiego przedstawiciela rodziny
SR klasy A — MARCO [21]. W zewnatrzkomérkowej czg-
§ci MARCO r6zni si¢ od SR-A brakiem domeny o-heli-
kalnie zwinigtego pukla, natomiast jego domena kolage-
nowa jest prawie czterokrotnie dtuzsza od tej wystepujace;j
w SR-A (ryc. 1). Mimo to wykazano, ze wigzanie ligan-
doéw zachodzi do domeny SRCR w MARCO raczej niz do
jego domeny kolagenowej [9,22]. MARCO rézni si¢ od
SR-A takze ekspresja. Podczas gdy SR-A wystepuje po-
spolicie na réznych populacjach makrofagéw, ekspresja
MARCO u myszy hodowanych w warunkach wolnych od
patogendw jest ograniczona do makrofagéw strefy brzeznej
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Sledziony, makrofagéw otrzewnowych i makrofagéw w stre-
fie rdzennej weztéw chtonnych [21]. Zaobserwowano ponad-
to réznice ekspresji MARCO u réznych szczepéw myszy,
np. MARCO podlega konstytutywnej ekspresji w makrofa-
gach pecherzykéw plucnych (AM) myszy szczepu C57BL/6,
ale nie Balb/c [31]. U cztowieka MARCO podlega ekspre-
sji w AM, makrofagach zatok weztéw chtonnych i komor-
kach Kupffera w watrobie [4,23,72]. MARCO wykazuje
podobny do SR-A repertuar wigzanych ligandéw. Tak jak
SR-A, MARCO ma zdolnos¢ wiazania czastek pytu (TiO,,
Si0,, Fe,O,, kulek polistyrenowych) i niebiatkowych po-
lianionowych makromolekut (siarczanu dekstranu, fuko-
idanu, karraginanu, homopolimeréw nukleotydéw ino-
zynowych i guanylowych). Najlepiej scharakteryzowana
funkcja MARCO jest jego udziat w fagocytozie. MARCO
wraz z SR-A sa gtéwnymi receptorami posredniczacymi
W niewymagajacej opsonin fagocytozie bakterii i innych
czastek przez makrofagi i DC [2,3,72,91].

1.3. Inne receptory nalezace do rodziny SR klasy A

Oprécz SR-A (SCARA1L) i MARCO (SCARA?2) do rodziny
SR klasy A nalezg 2 inne biatka: SCARA3 (synonim: cel-
lular stress response 1 — CSR1) i SCARAS (synonim: testis
expressed scavenger — Tesr). Struktura SCARAS3 jest po-
dobna do struktury zewnatrzkomérkowej czgsci SR-A typu
II (ryc. 1). Jest on homotrimerem zorganizowanym w 3 do-
meny: podobna do zamka leucynowego (by¢ moze trans-
btonowa), a-helikalnie zwinigtego pukla i kolagenowa
[33]. Ekspresje SCARA3 w wielu typach komoérek indu-
kuje stres oksydacyjny i receptor ten dziata jako wymia-
tacz rodnikéw tlenowych [33] i antyonkogen (poprzez in-
terferencje z dojrzewaniem mRNA) [98]. Z kolei SCARAS
zbudowany jest z tych samych typéw domen, co MARCO:
wewnatrzkomoérkowej, transbtonowej, zewnatrzkomoérko-
wego tacznika, kolagenowej i SRCR (ryc. 1). Komérki
transfekowane SCARAS wiazatly bakterie Staphylococcus
aureus 1 Escherichia coli, ale nie oxLDL ani acetylowany
LDL (AcLDL), a wiazanie bakterii hamowaty niebiatko-
we polianionowe ligandy SR. U dorostych myszy ekspre-
sja SCARAS wydaje sig ograniczona do niektérych popu-
lacji komérek nablonkowych bton §luzowych, z najwigksza
ekspresja wystepujaca w komoérkach Sertoliego jader [43].
Inne funkcje SCARAS obejmuja jego rolg jako receptora
L-ferrytyny, uczestniczacego w dostarczaniu komérkom
zelaza [61]. Podobnie jak SCARA3, SCARAS jest takze
antyonkogenem [38]. Poniewaz nie stwierdzono ekspresji
SCARAS na mieloidalnych komérkach prezentujacych an-
tygeny (APC): makrofagach i DC, nie bgdzie on doktadnie;j
omawiany. Do rodziny SR klasy A zaliczany jest ponadto
przez niektérych autoréw SR z domena lektynowa typu C
(scavenger receptor with C-type lectin domain — SR-CL;
collectin placenta 1 — CL-P1; SCARA4). Receptor ten na-
lezaloby jednak zalicza¢ do rodziny kolektyn, a nie do SR
klasy A poniewaz ma on budowe typowa dla tej pierwsze;j
grupy biatek, tzn. wystgpuja w nim domeny kolagenowa
i lektynowa typu C, ale brak w nim domeny SRCR (ryc.
1). SR-CL podlega ekspresji w komérkach tozyska, komor-
kach srédbtonka naczyn krwionosnych, ludzkich AM i na
komérkach mysiej makrofagowej linii J774 [67,83]. SR-
CL wiaze za posrednictwem domeny kolagenowej i fago-
cytuje nie tylko bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne,
ale takze drozdze (zymosan). SRCL wiaze takze oxLDL
i wiele polianionowych ligandéw SR, ale nie AcLDL [69].

Opréez SR klasy A, sztuczna rodzina SR (grupujaca nie-
spokrewnione receptory) obejmuje wiele innych, nieraz
bardzo rézniacych si¢ strukturalnie receptoréw, ktore ta-
czy zdolnos$¢ do wigzania oxLDL. Jednak nastgpstwa ge-
netycznej delecji receptoréw wskazuja, ze za wychwyt
oxLDL przez makrofagi odpowiadaja prawie w catosci
SR-A i SR klasy B — CD36 [59] i ze SR-A jest gléwnym
receptorem AcLDL [88].

2. MECHANIZM WIAZANIA | INTERNALIZACJI LIGANDOW PRZEZ SR
KLASY A

2.1. Wiazanie ligandow

Jak juz wspomniano w poprzednim rozdziale, w wigzaniu
ligandéw do SR-A posredniczy jego domena kolagenowa
[17] i dotad nie udato si¢ przypisac funkcji domenie SRCR,
obecnej w SR-A typu I, ale nie typu II. Obserwacja, ze
oxLDL tylko czgsciowo blokuje wiazanie AcLDL do SR-
A, chociaz AcLDL catkowicie blokuje wiazanie oxLLDL su-
geruje, ze wiazanie tych ligandéw moze zachodzi¢ do nie-
identycznych, oddziatywajacych ze soba miejsc wiazacych
w domenie kolagenowej SR-A [27]. Mimo Ze homologiczna
domena kolagenowa w MARCO jest kilkakrotnie dluzsza
od tej wystepujacej w SR-A, to wykazano, ze to domena
SRCR odpowiada za wiazanie ligandéw do tego receptora.
Wydaje sig, ze w domenie SRCR MARCO wystepuja réz-
ne miejsca wiazace dla ré6znych ligandéw [12,90]. Istnienie
r6znych miejsc wiazacych mogtoby tlumaczy¢ obserwacje,
ze niektére ligandy MARCO, np. krystaliczna krzemion-
ka, maja aktywnos$¢ agonistyczna, podczas gdy inne, np.
czastki TiO,, nie wywotuja aktywacji makrofagéw (podle-
gaja tzw. flogistycznej fagocytozie). W wiazaniu bakterii
do ludzkiego MARCO gtéwna rolg odgrywaja 22 poczat-
kowe reszty aminokwasowe domeny SRCR, zawierajace
motyw RGR [9,22]. Chociaz MARCO z mutacja delecyj-
na, zawierajacy tylko pierwsze 17-22 reszt aminokwaso-
wych domeny SRCR wraz z motywem RGR, wigzal bak-
terie, to tak zmodyfikowany receptor nie wiazal czastek
TiO, ani krzemionki [12,90]. Oprécz skupienia reszt ar-
gininy (motyw RXR), wazna rol¢ w wigzaniu niektérych
ligandéw przez domen¢ SRCR MARCO wydaje si¢ pet-
ni¢ wystepujaca w niej petla zawierajaca reszty kwasnych
aminokwaséw i prawdopodobnie wiazaca jony metali [70].
W przeciwienstwie do SR-A, kationy dwuwartosciowe sa
konieczne do wiazania niektérych ligandéw przez MARCO,
a mianowicie zdenaturowanego kolagenu typu I (Zzelatyny),
kwasu poliinozynowego i czastek TiO,, ale nie krysztatkéw
krzemionki [70]. Poniewaz powierzchnia TiO, jest o wiele
bardziej naladowana ujemnie niz powierzchnia krzemion-
ki [90], rola kationéw w wiazaniu ligandéw do MARCO
mogtaby polegac¢ na zmniejszeniu odpychania elektrosta-
tycznego pomigdzy negatywnie natadowanymi ligandami
i skupieniem reszt kwasnych aminokwaséw wystepujacym
w petli domeny SRCR.

Dostgpne aktualnie przeciwciato anty-MARCO klonu ED31
rozpoznaje epitop w domenie SRCR i hamuje wiazanie li-
gandéw do tej domeny. Ku naszemu zaskoczeniu, okazato
sig, ze przeciwciato to nie hamowato wiazania do MARCO
zidentyfikowanych przez nas nowych ligandéw tego recep-
tora: oligodeoksynukleotydéw (ODN) i zywych drozdza-
kéw Candida albicans [47,48]. WysuneliSmy w zwiazku
z tym hipotezg, ze przeciwcialo ED31 jest niezdolne do
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hamowania wigzania ODN i C. albicans poniewaz miejsce
wigzania tych ligandéw znajduje si¢ poza domena SRCR,
by¢ moze w domenie kolagenowej MARCO. Taka ewen-
tualnos¢ uprawdopodobnialo to, ze MARCO zawiera sku-
pienie reszt aminokwaséw zasadowych w koricowej czgsci
domeny kolagenowej, ktére wystegpuje takze w SR-A i po-
Sredniczy w wiazaniu ligandéw przez ten receptor [17,22].
Powyzsza hipotezg testowaliSmy z uzyciem komérek jajni-
kowych chomika chifiskiego (CHO) transfekowanych de-
lecyjnymi mutantami MARCO, w ktérych brakowato r6z-
nej dtugosci sekwencji domeny SRCR. StwierdziliSmy, ze
transfekcja komérek niezmutowanym MARCO nasilita
wigzanie kulek polistyrenowych, S. aureus i C. albicans.
W komorkach transfekowanych wariantem MARCO, kt6-
rego domena SRCR zawierata tylko pierwsze 22 reszty
aminokwasowe, wigzanie bakterii bylo zachowane cho-
ciaz obnizone, natomiast zdolnos¢ do wigzania kulek po-
listyrenowych byla utracona catkowicie. Komérki CHO
transfekowane mutantem receptora, z ktérego usunigto
calg domeng¢ SRCR nie wiazaty ani S. aureus ani kulek
polistyrenowych. Natomiast wiazanie C. albicans do obu
form MARCO z obcigta domena SRCR bylo nie tylko za-
chowane, ale nawet nasilone, co potwierdzalo nasza hipo-
teze [48]. Na obecnym etapie badan wydaje si¢ prawdo-
podobne, ze C. albicans moze dzieli¢ miejsce wiazania
w domenie kolagenowej MARCO z ODN. Te mozliwos¢
wspiera obserwacja, ze w komérkach J774 ze zwigkszo-
na ekspresja MARCO ODN hamowaty w ponad 50% wy-
chwyt C. albicans, ale nie mialy wptywu na wychwyt ku-
lek polistyrenowych [48]. Mozna spekulowaé, ze wspdlnym
swoistym ligandem MARCO w ODN i C. albicans sa resz-
ty fosforanowe, ktére odpowiadaja za wypadkowy ujem-
ny tadunek elektryczny zaréwno ODN, jak i powierzchni
C. albicans [35]. By¢ moze takze w wiazaniu bakterii do
MARCO, oprécz motywu RGR w domenie SRCR, odgry-
wa pewna rolg sasiadujaca domena kolagenowa, poniewaz
wyizolowana rekombinowana domena SRCR MARCO wig-
zata sie bardzo stabo do bakterii [80].

2.2. Internalizacja rozpuszczalnych ligandow przez
SR-A

Endocytoza zwiazanych przez SR-A zmodyfikowanych
lipoprotein zachodzi gtéwnie poprzez dotki optaszczone
klatryna i by¢ moze w mniejszym stopniu takze poprzez
kaweole/tratwy lipidowe i za posrednictwem makropino-
cytozy [97]. Po zwiazaniu ligandéw SR-A przemieszczaja
si¢ do dotkéw optaszczonych klatryna a nastgpnie podle-
gaja raptownej internalizacji do endosoméw. W endoso-
mach ligandy oddysocjowuja od receptoréw i sa trans-
portowane w obrebie endosoméw do lizosoméw, podczas
gdy wolny SR-A powraca na powierzchnig komérki. Role
sensora pH, odpowiedzialnego za oddysocjowanie ligan-
déw w kwasnym srodowisku endosomoéw wydaje si¢ pet-
ni¢ reszta histydyny w pozycji 260 domeny o-helikalnie
zwinigtego pukla SR-A. Jej zamiana na resztg leucyny za-
pobiega wywotanemu przez kwasne pH oddysocjowaniu
ligandéw od receptora i powrotowi receptora na powierzch-
nie komoérki [18].

W endocytozie zwiazanych przez SR-A ligandéw zaanga-
zowana jest jego domena wewnatrzkomorkowa, liczaca ~50
reszt aminokwasowych [57]. Natura motywu sygnatowe-
go do internalizacji w cytoplazmatycznej czesci SR-A nie

zostata jeszcze catkowicie wyjasniona. Gtéwna rolg w in-
ternalizacji przypisywano pierwszym 27 N-koricowym
resztom aminokwasowym, zwtaszcza fragmenowi 18-27,
zawierajacemu motyw VXFD [65]. Delecja pierwszych 27
reszt aminowkasowych SR-A obnizyta endocytoze AcLDL
0 ~60-72% [13,65]. Jednakze punktowe mutacje w obre-
bie sekwencji VXFD zahamowaty internalizacje komplek-
su SR-A z AcLDL najwyzej w dwudziestukilku procen-
tach [65]. Mniejsza w poréwnaniu z fragmentem 1827
role w internalizacji ligand6éw przez SR-A wydaje sig pet-
ni¢ takze motyw dwu sasiadujacych leucyn w pozycjach
311 32. Jego mutacja obnizyta wychwyt AcLDL o ~38%
[13]. Wazna role w regulacji tempa internalizacji ligandéw
przez SR-A prawdopodobnie odgrywa réwniez fosforyla-
cja reszt serynowych w pozycjach 21 i 49 (48 w przypad-
ku ludzkiego receptora) jego domeny cytoplazmatycznej,
ktora by¢ moze wptywa na stopieri ekspozycji motywéw
sygnatowych do internalizacji. Uniemozliwienie fosforyla-
cji seryny w pozycji 49 przez zastapienie jej reszta alaniny
obnizylo 0 ~30% wychwyt AcLDL. Natomiast fosforylacja
seryny w pozycji 21 SR-A wydaje si¢ hamowac endocyto-
z¢ [25]. W p6zniejszych badaniach Ricci i wsp. [78] wy-
kazali, ze do internalizacji zwiazanych przez SR-A zmo-
dyfikowanych LDL konieczna jest fosforylacja seryn lub
seryny w czg¢sci cytoplazmatycznej receptora przez kinaze¢
biatkowa N-konica c-Jun 2 (JNK2) [78]. Wyniki ostatnich
badan sugeruja, ze aktywacje kinaz biatkowych p38 i INK
wywotluje endocytoza AcLDL za posrednictwem kaweoli.
A endocytoza poprzez oplaszczone klatryna dotki zwiaza-
na jest z aktywacja kinaz regulowanych przez bodZce ze-
whnatrzkomoérkowe (ERK) [97].

3. ZpoLNo$é SR KLASY A DO TRANSDUKCIJI SYGNALU

3.1. Wplyw nieselektywnych ligandéw SR na
aktywnos$¢ komorek

Wykazanie waznej roli SR-A w odpornosci wrodzonej,
a takze w patogenezie arteriosklerozy, choroby Alzheimera
i w patologiach towarzyszacych cukrzycy byto motywem
intensywnych badan nad zdolnoscia SR-A do transdukcji
sygnatu. Jednakze, mimo ze obserwowano wptyw ligan-
déw SR na réznorakie funkcje makrofagéw [36,37,75],
nieselektywnos¢ uzytych ligandow uniemozliwiata bez-
sporng identyfikacje posredniczacych receptoréw. Na przy-
ktad uzyte w tych do§wiadczeniach niebiatkowe polianio-
ny, takie jak siarczan dekstranu czy fukoidan, wiaza sie
do wigkszosci SR (by¢ moze z wyjatkiem SR klasy B),
a nawet do receptoréw niezaliczanych do SR, np. selek-
tyn [63]. Z kolei (z definicji) utleniony LDL wiaze si¢ do
wszystkich typéw SR, a ponadto utlenienie LDL generuje
aktywne biologicznie przekazniki z jego czgsci lipidowej,
ktore dziataja przez jeszcze inny zestaw receptoréw [11].
Problemy zwiazane z nieselektywnoscia ligandéw starano
si¢ obejs$¢ badajac wptyw tych ligandéw w liniach komor-
kowych transfekowanych SR-A, w nadziei, ze poréwnanie
ich odpowiedzi z odpowiedziami nietransfekowanych ko-
morek pozwoli na wydedukowanie komponentu swoistego
dla SR-A. Jednak i to podejscie nie przyniosto pozadanych
wynikéw. Jednym z powodéw mégto by¢ to, ze transfeko-
wane komorki sa niezdolne do generowania niektérych od-
powiedzi swoistych dla makrofagéw. Oprocz tego niese-
lektywne ligandy moga aktywowac¢ endogenne receptory
w transfekowanych komdrkach. Na takie problemy natkneli
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RANTES/IFN-B

Ryc. 2. Gtéwne szlaki wewnatrzkomédrkowego
przekazu sygnatu aktywowane przez TLR4
iich regulacja przez SR-A. Makrofagi wykrywaja
niskie stezenia LPS za posrednictwem
kompleksu receptorowego ztozonego
z zakotwiczonego w btonie za pomoc
kotwicy glukozofosfatydyloinozytolowej
receptora (D14 i heterodimeru TLR4
z MD-2 (myeloid differentiation-2). (D14
wiaze monomery LPS prezentowane przez
rozpuszczalne biatko wiazace LPS (nie
pokazano) i przekazuje je do MD-2, co indukuje
dimeryzacje kompleksow TLR4/MD-2/LPS (nie
pokazano). Dwa oddzielne szlaki transdukgji
sygnatu inicjowane s3 przez TLR4/MD-2 po
aktywacji przez LPS. Szlak MyD88-zalezny
indukowany jest przez TLR4 umiejscowiony
w btonie komérkowej, natomiast szlak
MyD88-niezalezny/TRIF-zalezny inicjuje TLR4
umiejscowiony we wczesnych endosomach.
Wytwarzanie cytokin prozapalnych, takich

si¢ w swoich badaniach Hsu i wsp. [37]. Badacze ci zaob-
serwowali fosforylacje blizej niezidentyfikowanych biatek
pod wptywem AcLDL i fukoidanu w linii ludzkiej melano-
my transfekowanej SR-A typu I. Jednakze ligandy te sty-
mulowaty stabsza fosforylacje tych samych biatek takze
w nietransfekowanych komérkach. Ponadto wzoér fosfory-
lacji w transfekowanych komérkach byt rézny w przypad-
ku fukoidanu i AcLDL, a oba ligandy stymulowaty fosfo-
rylacje jeszcze innych biatek w ludzkich makrofagowych
komérkach THP-1 [37].

Dodatkowy problem zwiazany z uzyciem nieselektyw-
nych ligandéw SR stanowi ich zanieczyszczenie produk-
tami bakteryjnymi o bardzo duzej aktywnosci biologicz-
nej, takimi jak lipopolisacharyd/endotoksyna (LPS) lub
lipopeptydy bakteryjne. W rozpoznaniu tych produktéw
bakteryjnych posredniczy zwiazany z blona za posrednic-
twem kotwicy glukozofosfatydyloinozytolowej receptor
CD14, kooperujacy z receptorem Toll-podobnym 4 (TLR4)
lub TLR2 (ryc. 2). Kim i wsp. [52] ustalili, ze w stymulo-
wanej przez ligandy SR-A, fukoidan i kwas lipotejchowy
(LTA), aktywacji 3-kinazy fosfatydyloinozytoli i wytwarza-
niu prozapalnej cytokiny — czynnika martwicy nowotwo-
row-o. (TNF-o) posredniczy CD14, a nie SR-A. Fukoidan
i LTA nie stymulowaty tych odpowiedzi w makrofagach
niemajacych CD14, natomiast odpowiedZ makrofagéw bez
SR-A (SR-A"") byta podobna do odpowiedzi makrofagéw
pozyskanych od myszy szczepu dzikiego majacych ten re-
ceptor (WT) [52].

Sposréd ligandow SR, AcLDL wydaje si¢ jednym z naj-
bardziej selektywnych wzgledem SR-A [44,47]. Oprécz
SR-A, zdolnos¢ do wiazania AcLDL wykazano jedynie
w przypadku SR SREC-I i FEEL-1/stabiliny 1. Wyniki
poczatkowych badan wskazywaty, ze AcLDL nie stymu-
luje w makrofagach tworzenia wtérnych przekaznikéw ani
ekspresji genéw [32,64]. Migdzy innymi AcLDL uzyty
w stgzeniu wysycajacym SR-A nie indukowat w makrofa-
gach wytwarzania TNF-o, uwalniania kwasu arachidono-
wego ani nie modulowal wytwarzania TNF-a stymulowa-
nego przez LPS [32].

jak IL-12, i przeciwzapalnej IL-10 kontroluja
oba szlaki, podczas gdy tylko szlak MyD88-
niezalezny odpowiada za indukcje wytwarzania
IFN-B i chemokiny RANTES. Aktywacja
powierzchniowego SR-A wywotuje selektywne
zahamowanie stymulowanego przez LPS
wytwarzania IL-12 i nasilenie wytwarzania
IL-10. Te efekty ligacji SR-A hamuje
toksyna krztusca — selektywny inhibitor
heterotrimerycznych biatek Gi/o, co wskazuje,
ze transdukcja sygnatu z SR-A wymaga
kooperacji z niezidentyfikowanym jeszcze
receptorem metabotropowym (siedmiokrotnie
przebijajacym btone komérkowa). Oprécz tego,
wewnatrzkomdrkowy SR-A moze tonicznie
hamowac transdukcje sygnatu zTLR4 poprzez
wiazanie TRAF6 i sekwestracje kompleksu
SR-A 2 TRAF6 w pdznych endosomach

Jeszcze inne podejscie metodologiczne polegato na po-
rownaniu odpowiedzi makrofagéw pochodzacych od my-
szy SR-A”" 1 makrofagéw myszy WT. Wyniki poczatko-
wych badan tego typu sugerowaty, ze ligacja SR-A nie jest
zwigzana z prozapalna lub bakteriobdjcza aktywacja ma-
krofagéw [39,73]. Na przyktad, chociaz w makrofagach
SR-A~ drastycznie obnizona byta fagocytoza bakterii
Neisseria meningitidis, bakterie te stymulowaty podobne
wytwarzanie TNF-o., interleukiny 6 (IL-6), IL-10 1 IL-12
w makrofagach SR-A7~i w makrofagach WT [73]. Jednak,
jak to oméwiono w rozdziale 5, badania opierajace si¢ wy-
tacznie na poréwnaniu odpowiedzi komérek WT i komo-
rek z unieczynnionym genem kodujacym dany receptor
moga prowadzi¢ do btednych konkluzji dotyczacych funk-
cji tego receptora.

3.2. Skutki selektywnej ligacji SR-A przez
przeciwcialo

Aby unikna¢ komplikacji zwiazanych z uzyciem niese-
lektywnych ligandéw, w naszych badaniach postanowili-
Smy zastosowac selektywna ligacje SR-A z uzyciem swo-
istego przeciwciata. Poniewaz jednak takze przeciwciata
moga generowac nieswoiste efekty, wynikajace z wigzania
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si¢ z receptorami fragmentéw Fc lub krzyzowego reagowa-
nia z innymi receptorami, nasze do§wiadczenia obejmowa-
ty liczne kontrole. Udzial receptoréw Fcy testowany byt po-
przez poréwnanie efektow swoistego przeciwciata z efektami
kontrolnego przeciwciata o tym samym izotypie i w bada-
niach z uzyciem makrofagéw pochodzacych od myszy z de-
lecja taricucha v receptoréw Fc, ktére nie maja receptoréw
FcyR1 1 FeyRIIL To, ze obserwowane efekty przeciwciat wy-
nikaly ze swoistego pobudzenia SR-A potwierdzit ich brak
w makrofagach pobranych od zwierzat niemajacych SR-A.
Nieobecnos¢ efektéw przeciwciala anty-SR-A w makrofa-
gach SR-A7" i, odwrotnie, ich obecnos¢ w makrofagach my-
szy szczepu C3H/Hel, ktdre nie sa aktywowane przez LPS,
wykluczaja takze mozliwos¢, ze za obserwowane efekty od-
powiadaja zanieczyszczenia mikrobiologiczne. W wyniku
tych doswiadczen ustaliliSmy, ze ligacja SR-A z uzyciem
przeciwciat wywotuje w makrofagach wybuch tlenowy, mie-
rzony wytwarzaniem nadtlenku wodoru [45]. Wytwarzanie
w trakcie wybuchu tlenowego reaktywnych form tlenu sta-
nowi jeden z gtéwnych mechanizméw mikrobéjczych ma-
krofagéw. Ligacja SR-A przez swoiste przeciwcialo hamo-
wala tez selektywnie stymulowane przez LPS i interferon-y
(IFN-y) wydzielanie IL-12, ale nie wplywata na wydzielanie
IL-6, TNF-a ani tlenku azotu [45]. Co ciekawe, przeciw-
ciato anty-SR-A hamowato syntezg¢ NO stymulowana przez
inny, stabszy aktywator — agregaty zdenaturowanych bia-
ek [46]. Nasze ostatnie badania ujawnity ponadto, ze prze-
ciwciato anty-SR-A mocno nasila stymulowane przez LPS
wytwarzanie przeciwzapalnej cytokiny IL-10 w makrofa-
gach indukowanego tioglikolanem wysigku otrzewnowego
(PEM) (w przygotowaniu). Spdjnie z dziataniem przeciw-
ciat, LPS lub LPS plus IFN-y stymulowal znacznie wigk-
sze wytwarzanie IL-12, ale nie NO w makrofagach z unie-
czynnionym genem kodujacym SR-A [44]. Nasze wyniki
sq zgodne z wynikami péZniejszych badan in vivo Fultona
i wsp. [28]. Badacze ci stwierdzili, ze w poréwnaniu z my-
szami WT, u myszy SR-A™ LPS stymulowal mniejsze wy-
twarzanie IL-10, ale takie samo TNF-o i IL-6 [28]. Role
SR-A w regulacji wytwarzania IL-10 sugeruja takze wyni-
ki Kurzaia i wsp. [60]. W badaniach tych, zaréwno fagocy-
towane, jak i niefagocytowane szczepy N. meningitidis sty-
mulowaty podobne wytwarzanie IL-1[3, IL-6, IL-8, TNF-a,
IFN-yi GM-CSF w DC. Jednakze stymulacja wytwarzania
IL-10 zalezata od fagocytozy; otoczone kapsydem, niefago-
cytowane szczepy N. meningitidis stymulowaty wielokrot-
nie mniej IL-10 niz te pozbawione kapsydu i fagocytowa-
ne za posrednictwem SR-A [60].

Podsumowujac, efekty selektywnego pobudzenia
SR-A z uzyciem przeciwcial wskazuja, ze chociaz sam
SR-A jest niezdolny do indukcji wytwarzania cytokin, to
reguluje on selektynie wytwarzanie IL-10 i IL-12, ale nie
innych cytokin, stymulowane przez dziatajacy za posred-
nictwem TLR4 LPS (ryc. 2). Jako jedyny sposrdéd recep-
toréw TLR, TLR4 aktywuje dwa gtéwne szlaki transduk-
cji sygnatu:
e zalezny od biatek adapterowych MyD88 i TIRAP/Mal
(MyD88-zalezny) oraz
e zalezny od biatek adapterowych TRAM i TRIF
(MyD88-niezalezny).

Szlak MyD88-zalezny inicjowany jest po zwiazaniu LPS
przez TLR4 umiejscowiony w btonie komérkowej, ktére-
go cytoplazmatyczna domena TIR oddziatuje z biatkami

TIRAP i MyDS88. Z kolei MyD88-niezalezny szlak trans-
dukcji sygnatu aktywowany jest przez TLR4 umiejscowiony
w endosomach [49]. Aktywacje czynnika transkrypcyjne-
go NF-kB i wytwarzanie cytokin prozapalnych wydaja si¢
kontrolowaé oba szlaki, podczas gdy sam szlak MyD88-
niezalezny odpowiada za aktywacje czynnika regulujacego
gen dla interferonu 3 (IRF3) i pobudzenie ekspresji wigk-
szos$ci indukowanych przez LPS genéw, w tym IFN-3, ge-
néw indukowanych przez IFN-f3 i chemokiny RANTES (ryc.
2). Wyniki Seimona i wsp. [82] sugeruja, ze SR-A moze
hamowac selektywnie MyD88-niezalezny szlak transduk-
cji sygnatu z TLR4. Poniewaz MyD88-zalezny i MyD88-
niezalezny szlak transdukcji sygnalu z TLR4 wpltywaja
przeciwstawnie na zywotnos¢ makrofagéw — odpowied-
nio, proapoptotycznie i antyapoptotycznie, taczna aktywa-
cja TLR4 i SR-A promuje apoptoze w nastgpstwie zaha-
mowania antyapoptotycznego MyD88-niezaleznego szlaku
transdukcji sygnatu z TLR4. Proapoptotyczne dziatanie
SR-A wydawalo si¢ wynika¢ z jego hamujacego wptywu
na wytwarzanie IFN-f [82]. W niedawno opublikowanej
pracy Zhu i wsp. [97] donosza, ze proapoptotyczne dziata-
nie liganda SR-A — fukoidanu wymaga jego endocytozy za
posrednictwem kaweoli i aktywacji kinaz biatkowych p38
i JNK [97]. Jednakze postulowanej przez Seimona i wsp.
selektywnej regulacji MyD88-niezaleznego szlaku trans-
dukcji sygnatu z TLR4 przez SR-A nie potwierdzaja efekty
bezposredniej ligacji SR-A. W naszych do§wiadczeniach
przeciwciato anty-SR-A nie modulowato stymulowanego
przez LPS wytwarzania chemokiny RANTES, ktorej eks-
presja zalezy wylacznie od szlaku MyD88-niezaleznego
(w przygotowaniu). Ponadto, w opublikowanej niedawno
pracy Yu i wsp. wykazali, ze SR-A jest silnym negatyw-
nym regulatorem aktywowanego przez TLR4, MyD&8-
zaleznego szlaku transdukcji sygnatu [96].

3.3. Zdolnos¢ MARCO do transdukcji sygnatu

Mimo ze SR-A i MARCO wykazuja duze podobienistwa
struktury i repertuaru wiazanych ligandéw, w naszych ba-
daniach wykazalismy, ze MARCO wywiera przeciwstawny
do SR-A, aktywujacy wptyw na makrofagi [44]. Do swo-
istej ligacji MARCO na powierzchni makrofagéw uzy-
liSmy przeciwcial zaadsorbowanych na ptytkach optasz-
czonych biatkiem G paciorkowcéw, wigzacym swoiscie
fragmenty Fc przeciwcial, poniewaz w postaci rozpusz-
czalnej przeciwciato anty-MARCO wywierato silny nie-
swoisty wptyw, w ktérych prawdopodobnie posredniczyty
receptory Fcy makrofagéw. W obecnosci IFN-y, zaadsor-
bowane przeciwciato anty-MARCO stymulowato w PEM
wytwarzanie niewielkiej iloSci IL-12. Ten efekt wydawat
si¢ wynikac z ligacji MARCO, poniewaz nie wystgpowat
w komorkach pochodzacych od myszy MARCO™-, nato-
miast byt obecny w komérkach pozbawionych receptoréw
FcyRI i III. Spéjnie z rola MARCO w kostymulacji wy-
twarzania IL-12, sam LPS stymulowal wydzielanie IL-12
w PEM pozyskanych od myszy WT, ale nie MARCO™".
Natomiast wydzielanie stymulowane przez kombinacje LPS
i IFN-y byto znacznie obnizone w MARCO™ PEM wzgle-
dem PEM majacych receptor MARCO. Przeciwcialo anty-
-MARCO nasilalo tez stymulowana przez IFN-y synteze¢
NO w WT, ale nie MARCO~- PEM. Co ciekawe, w PEM,
w ktérych ekspresja MARCO byta zwigkszona w nastgp-
stwie preinkubacji z CpG-ODN, samo przeciwciato an-
ty-MARCO stymulowato syntezg NO, bez koniecznosci
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kostymulacji dostarczanej przez IFN-y. Jednakze, w prze-
ciwieristwie do IL-12, ekspresja MARCO nie byta koniecz-
na do wytwarzania NO pod wptywem LPS, poniewaz LPS
oraz LPS plus IFN-y indukowalo takie samo wytwarzanie
NO w MARCO™ PEM co w komérkach od myszy WT
[44]. Wydaje si¢ natomiast, ze MARCO odgrywa role
w indukcji syntazy NO (iNOS) pod wptywem ligandéw
receptora TLRY (zob. rozdziat 4.2). Ponadto, stymulowa-
na przez S. aureus wytwarzanie NO w PEM byto skore-
lowane z poziomem ekspresji MARCO, co sugeruje ze
MARCO moze by¢ zaangazowany takze w kostymulacji
wytwarzania NO wywotanego przez t¢ Gram-dodatnig bak-
teri¢ [44]. W odréznieniu, w badaniach Mukhopadhyaya
i wsp. brak MARCO lub SR-A nie miat wptywu na wy-
twarzanie TNF-o i NO stymulowane przez Gram-ujemna
bakteri¢ N. meningitidis [66]. Wyniki te sa spdjne z ob-
serwowanym w naszych badaniach brakiem wptywu gene-
tycznej delecji SR klasy A na wytwarzanie NO stymulowa-
ne przez LPS — najbardziej aktywny biologicznie sktadnik
bakterii Gram-ujemnych [44].

3.4. Mechanizm transdukcji sygnalu

Niewiele wiadomo o mechanizmach transdukcji sygnatu
z SR klasy A. Wytwarzany pod wplywem ligacji SR-A H,0,
odgrywa rolg wtérnego przekaznika w innych uktadach,
dzigki jego zdolnosci do przenikania poprzez blony biolo-
giczne i odwracalnego, selektywnego utleniania tylko nie-
ktorych reszt cysteinowych w biatkach zaangazowanych
w transdukcje sygnatu. Jednakze wyniki naszych badan
byly niespdjne z posredniczaca rola H,O, w zahamowa-
niu wytwarzania IL-12 przez SR-A, poniewaz wymiatacze
H,O, (glutation i katalaza) nie odwracaty tego zahamowa-
nia. Ponadto H,O, generowany przez oksydazg glukozowa
nie nasladowal hamujacego wplywu przeciwciata anty-
-SR-A na wydzielanie IL-12. Natomiast wytwarzanie H,0,
stymulowane przez przeciwciato anty-SR-A, ale nie przez
przeciwciato anty-FcyRII/III, bylo hamowane selektywnie
przez inaktywujaca heterotrimeryczne biatka Go/i toksy-
n¢ krztusca [45]. Toksyna krztusca zniosta takze wptyw li-
gacji SR-A przez przeciwciata na stymulowane przez LPS
wytwarzanie IL-10 i IL-12 w PEM (w przygotowaniu).

Brak w krétkiej cytoplazmatycznej domenie SR-A znanych
motywéw zaangazowanych w transdukcje sygnatu sugeru-
je mozliwosé, ze w transdukcji sygnatu z SR-A posredni-
czy inny typ receptora. Zgodnie z ta mozliwoscia, podob-
nie jak stymulowane przez SR-A wytwarzanie H,0,, takze
adhezjg¢, w ktdrej posredniczy SR-A hamuje toksyna ksztu-
Sca [76], ale nie delecja prawie calej domeny cytoplazma-
tycznej SR-A [57]. Poniewaz jedynym typem receptoréw,
w ktérych dziataniu posrednicza inaktywowane przez toksy-
ne krztusca heterotrimeryczne biatka G sa receptory meta-
botropowe (siedmiokrotnie przebijajace blong komérkowa),
wyniki te wskazuja, ze transdukcja sygnatu z SR-A wyma-
ga interakcji zewnatrzkomoérkowej czgsci SR-A z recepto-
rem nalezacym do rodziny receptoréw metabotropowych
(ryc. 2). Wyniki péZniejszych badan wskazuja, ze w nie-
ktérych efektach ligacji SR-A moze takze posredniczyc
transbtonowa receptorowa kinaza tyrozynowa Mer (Mertk).
W makrofagach J774 fagocytoza apoptotycznych komérek
stymulowata asocjacj¢ SR-A z Mertk. Ponadto w makrofa-
gach SR-A~ wystepowato obnizenie i opéZnienie stymulo-
wanej przez komorki apoptotyczne fosforylacji Mertk [92].

Opublikowane niedawno wyniki sugeruja, ze endocytoza
za posrednictwem SR-A zwigzana jest z aktywacja aktywo-
wanych przez mitogeny kinaz biatkowych: p38, ERK i JNK
[97]. Jednakze w naszych ostatnich doSwiadczeniach se-
lektywne inhibitory farmakologiczne tych kinaz nie prze-
ciwdziataty modulujacemu wptywowi ligacji SR-A na sty-
mulowane przez LPS wytwarzanie IL-10 i IL-12 w PEM
(w przygotowaniu). Wyniki te sugeruja, ze endocytoza i re-
gulacja wytwarzania cytokin moga by¢ odrgbnymi funk-
cjami SR-A, na co wskazuja takze wyniki innych badan
omoéwionych w rozdziale 5.

Takze MARCO moze zawdzigcza¢ zdolnos¢ do transdukcji
sygnatu kooperacji z innym typem receptora. Mikrokulki
optaszczone CF aktywowaly ekspresje kontrolowanego
przez NF-xB genu reporterowego w podobnym stopniu
w komorkach linii ludzkich embrionalnych komoérek ner-
kowych (HEK293) transfekowanych tacznie petna wersja
MARCO, TLR2 i CD14, co w komérkach HEK293 kotrans-
fekowanych CD14, TLR2 i delecyjnym mutantem MARCO
pozbawionym domeny wewnatrzkomérkowej [7]. Ostatnie
badania sugeruja, ze jednym z receptoréw kooperujacych
z MARCO moze by¢ — sprzgzony z hamujacymi cyklaze
adenylowa biatkami Gi — receptor bakteryjnych formylowa-
nych peptydéw — FPRL1. W lizacie szczurzych komérkach
glejowych MARCO koprecypitowatl z FPRL1. Obnizenie
ekspresji zaréowno FPRL1, jak i MARCO w szczurzych
astrocytach z uzyciem siRNA zahamowato aktywacje ki-
naz ERK stymulowang przez fukoidan, bedacy ligandem
MARCO, ale nie FPRLI1. Ponadto w komoérkach HEK
transfekowanych tacznie MARCO i FPRLI, ale nie sa-
mym MARCO, fukoidan stymulowat fosforylacje ERK1/2
i obnizal wywotana przez forskoling akumulacj¢ cyklicz-
nego AMP [8]. Inne badania tego samego zespotu suge-
ruja, ze MARCO kooperujacy z FPRL1 moze tez posred-
niczy¢ w stymulowanym przez nadsacze z hodowli bakterii
N. meningitides lub Streptococcus pneumoniae wytwarza-
niu bakteriobdjczego peptydu katelicydyny i IL-13 w ko-
morkach glejowych [10].

4. RoLA SR KLASY A W AKTYWAC)I MAKROFAGOW PRZEZ
SKLADNIKI PATOGENOW

4.1. Rola SR klasy A w aktywacji makrofagow przez
skladniki pratkéw gruzlicy

W péZniejszych doniesieniach proponowano udziat SR kla-
sy A w odpowiedzi makrofagéw na bioaktywne sktadniki
pratkow gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis). Czynnik
wiazkowy (CF), bedacy pod wzgledem chemicznym dwu-
cukrem trehaloza zestryfikowana dwoma resztami kwasu
mikolowego, jest najobficiej wystgpujacym i najbardziej
immunogennym sktadnikiem obecnym na powierzchni
M. tuberculosis. Ozeki i wsp. [71] wykazali, ze CF jest
ligandem SR-A i ze komérki Kupffera i AM pochodzace
od myszy WT wytwarzaty znacznie mniej TNF-ao i biat-
ka hamujacego makrofagi 1o (MIP-1a) pod wptywem CF
niz makrofagi pozbawione SR-A. Wyniki te wskazuja, ze
wiazanie CF do SR-A wywotuje zahamowanie wytwarza-
nia cytokin [71]. Z kolei wyniki Bowdisha i wsp. [7] su-
geruja, ze w rozpoznaniu i aktywacji makrofagéw przez
CF posredniczy czg¢sciowo MARCO kooperujacy z CD14
i TLR2. Transfekcja MARCO zwigkszala silnie wigza-
nie mikrokulek optaszczonych CF przez komérki CHO,
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podczas gdy komorki transfekowane SR-A wykazywaty tyl-
ko niewielki wzrost wigzania, pomimo znacznie wigkszej
ekspresji tego receptora. Mikrokulki optaszczone CF ak-
tywowaty ekspresje kontrolowanego przez NF-kB genu re-
porterowego w komérkach HEK293 transfekowanych tacz-
nie MARCO, TLR2 i CD14, podczas gdy aktywacja nie
wystgpowata w komérkach transfekowanych tylko TLR2
i CD14. Mimo ze zaréwno makrofagi SR-A, jak i ma-
krofagi MARCO™~ wytwarzaly istotnie mniej TNF-o pod
wptywem CF, to tylko makrofagowe komérki RAW264.7
transfekowane MARCO, ale nie nietransfekowane komor-
ki, wykazujace wysoki poziom ekspresji SR-A, wytwa-
rzaty TNF-o pod wptywem CF [7]. Powyzsze wyniki su-
geruja, ze w odpowiedzi makrofagéw na CF posredniczy
MARCO, podczas gdy rola SR-A jako receptora CF jest
watpliwa. Takze pod wptywem stymulacji catymi bakte-
riami M. tuberculosis makrofagi MARCO™ wytwarzaty
mniej IL-1 i IL-6, ale nie TNF-o niz makrofagi WT [7,15].
Dodatkowe obnizenie stymulowanego przez pratki wytwa-
rzania cytokin nie wystgpowato w makrofagach pozbawio-
nych zar6wno SR-A, jak i MARCO (SR-A"MARCO™) [7],
co wskazuje, ze SR-A moze nie posredniczy¢ w tych od-
powiedziach. Sugerowana przez powyzsze badania wazna
rola SR klasy A w stymulowanym przez CF wytwarzaniu
cytokin wymaga pogodzenia z wykazang przez Ishikawa
i wsp. [41] giéwna rola lektyny typu C — Mincle w akty-
wacje¢ uktadu immunologicznego przez CF. Makrofagi po-
zbawione Mincle (Mincle™”") byty niezdolne do wytwarza-
nia TNF-o, MIP-2 i tlenku azotu pod wptywem CF. CF in
vivo stymulowal wydzielanie cytokin i tworzenie ziarninia-
kéw u myszy WT, ale nie u myszy Mincle™ [41]. Wazna
role SR klasy A jako receptoréw CF podwaza tez obser-
wacja, ze makrofagi MARCO™-, SR-A~~ oraz te pozbawio-
ne obydwu receptoréw (SR-A"MARCO™) nie przejawia-
ty defektu fagocytozy kulek optaszczonych CF [7]. Wyniki
wszechstronnych badan innego zespotu wskazuja, ze SR
klasy A petnig co najwyzej redundantna rolg w kontroli in-
fekcji myszy wywotanych przez pratki. Ani brak SR-A ani
brak MARCO nie uposledzit bowiem odpornosci myszy
na ostra infekcj¢ M. tuberculosis, mierzonej jako przezy-
walnos¢, kontrola replikacji bakterii i nasilenie odczynu
zapalnego w ptucach (tworzenie ziarniniakdw oraz cyto-
kin i chemokin) [15]. Jednakze u myszy pozbawionych
MARCO lekko uposledzona byta dtugotrwata kontro-
la infekcji, co przejawiato si¢ zwigkszona liczba pratkéw
w plucach w 6 1 9 miesiacu zakazenia. Szczep H37Rv M.
tuberculosis 1 M. bovis BCG stymulowat takie samo wy-
twarzanie TNF-a i NO w makrofagach otrzewnowych po-
zyskanych od myszy SR-A~ lub MARCO™ co w makro-
fagach WT. Ani w makrofagach SR-A~" ani w komérkach
pozbawionych MARCO nie stwierdzono tez uposledzo-
nia fagocytozy Mycobacterium bovis BCG [15]. Wyniki
ostatnich badan Sever-Chroneos i wsp. wskazuja, ze nasi-
lenie reakcji odpornosciowych typu komérkowego, wyste-
pujace u myszy pozbawionych SR-A, sprzyja dlugotrwa-
tej kontroli zakazenia przez pratki gruzlicy. W rezultacie,
zainfekowane M. tuberculosis myszy SR-A™ przezywa-
ly Srednio prawie dwukrotnie dluzej niz myszy WT [86].

4.2. Rola SR klasy A w aktywacji komérek przez
RNA i DNA mikroorganizméw

DNA mikroorganizméw odréznia od DNA kregowcow czest-
sze wystgpowanie niemetylowanych sekwencji zawierajacych

dwunukleotyd CpG. Sekwencje CpG w DNA mikrobéw
spetniaja wigc gléwne kryterium wzorcéw molekularnych
zwigzanych z patogenami (PAMP) i rzeczywiscie sa roz-
poznawane za posrednictwem rozpoznajacego wzorce mo-
lekularne receptora TLR9. Z kolei wirusowe dwuniciowe
(dsRNA) i jednoniciowe RNA (ssRNA) jest rozpoznawane
odpowiednio przez TLR3 i TLR7/8. To, ze kwasy nukleino-
we nie sg eksponowane w nienaruszonych wirusach i mikro-
organizmach, a uwalniane dopiero po ich strawieniu w en-
dosomach uzasadnia wewnatrzkomoérkowe umiejscowienie
TLR3, TLR7, TLRS8 i TLRY. Jednakze aktywacj¢ endoso-
malnych TLR wywotuje takze egzogenne podanie oczysz-
czonych kwaséw nukleinowych, co implikuje wspétudziat
receptorow endocytarnych w aktywacji TLR przez kwasy
nukleinowe. Zaobserwowano, ze endocytoza kwaséw nukle-
inowych hamowana jest przez polianionowe ligandy SR [89].

Oligodeoksynukleotydy zawierajace sekwencje CpG
(CpG-ODN) wywotuja duza aktywacje APC, obejmujaca
wytwarzanie IL.-12 i promuja odpowiedzi immunologicz-
ne typu Thl. Poniewaz jednoczesnie CpG-ODN wykazuja
relatywnie niewielka toksycznosé, trwaja intensywne pra-
ce nad ich terapeutycznym zastosowaniem jako adiuwan-
tow w szczepionkach oraz w immunoterapii choréb nowo-
tworowych i alergicznych. Aby zwigkszy¢ odpornosé na
trawienie przez DNazy stosuje si¢ CpG-ODN, w ktérych
jeden z niewiazacych atoméw tlenu w ugrupowaniach fos-
foranowych taczacych nukleotydy zastapiony jest atomem
siarki (PS-CpG-ODN). PS-CpG-ODN cechuje zwigkszona
aktywnos$¢ biologiczna, ktéra prawdopodobnie nie wynika
wylacznie ze zwigkszonej trwatosci [58]. WykazalisSmy, ze
zaréwno SR-A, jak i MARCO nalezg do redundantnego sys-
temu receptoréw posredniczacych w endocytozie PS-ODN
[47]. PS-CpG-ODN wiazane byly przez SR-A i MARCO
podlegajace ekspresji w transfekowanych komérkach CHO.
Chociaz ani brak SR-A ani MARCO nie obnizyl wychwy-
tu PS-CpG-ODN przez PEM, to w PEM niemajacych obu
tych receptoréw wystgpowato znaczne obnizenie wychwy-
tu. Podobnie jak w WT PEM, takze w komdrkach bez obu
SR klasy A wychwyt PS-CpG-ODN blokowany byt przez
siarczan dekstranu, ale nie przez kontrolny polianion siar-
czan chondroityny, co sugeruje, ze inne SR odpowiadaja
za pozostata czg$S¢ wychwytu PS-CpG-ODN [47]. W opu-
blikowanej w ubiegltym roku pracy Ezzat i wsp. wykaza-
li, ze w wychwycie PS-ODN moga posredniczy¢ recepto-
ry SCARA3 i SCARAS, ktére takze blokowane sa przez
siarczan dekstranu [24].

TLRO jest dominujacym receptorem CpG-ODN. Jednakze
obserwacja, ze rozne typy CpG-ODN stymuluja jakoScio-
wo rézne odpowiedzi w réznych typach komoérek wska-
zuje, ze inne receptory moga kooperowac z TLR9 w ge-
nerowaniu odpowiedzi na CpG-ODN. CpG-ODN klasy
A (CpG-A) i klasy B (CpG-B) znajduja si¢ na przeciw-
nych krancach zakresu biologicznej aktywnosci réznych
typéw CpG-ODN. CpG-A sktadaja si¢ z potaczonej wia-
zaniami fosfodiestrowymi centralnej palindromowej se-
kwencji zawierajacej CpG, flankowanej przez potaczone
wiazaniami PS taiicuchy nukleotydéw guanylowych (po-
li-G). Z kolei, w CpG-B wszystkie nukleotydy potaczo-
ne sa wigzaniami PS i zawieraja zwykle kilka sekwencji
CpG, ale brak w nich motywéw poli-G. CpG-A sa wyjat-
kowo silnymi induktorami wytwarzania IFN-o w ludzkich
plazmocytoidalnych prekursorach DC (pDC), ale stabymi
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aktywatorami limfocytéw B. Odwrotnie, CpG-B sa silny-
mi aktywatorami limfocytéw B, ale indukuja co najwyzej
niewielkie wytwarzanie IFN-oo w pDC [51,58]. W naszych
badaniach zaobserwowalismy, ze stymulacja przez CpG-B
wytwarzania IL-12 i tlenku azotu w PEM wymaga ekspre-
sji MARCO. Wytwarzanie tych mediatoréw stymulowane
byto przez CpG-B w PEM pozyskanych od myszy WT, ale
nie od zwierzat pozbawionych MARCO. Chociaz kombina-
cja CpG-B i IFN-o stymulowata wytwarzanie IL-12 i NO
takze w PEM pozbawionych MARCO, to byto ono jednak
znacznie mniejsze. Obnizona wrazliwos¢ MARCO™- PEM
na CpG-B raczej nie wynikata z mniejszej dostgpnosci
CpG-B dla TLR9 w endosomach, poniewaz MARCO™-
PEM endocytowaty wigcej CpG-B niz WT PEM [47]. To,
ze swoista ligacja MARCO przez zaadsorbowane przeciw-
ciato anty-MARCO stymulowata wytwarzanie IL-12 i NO
w obecnosci IFN-y [44] i NO w obecnosci CpG-B [47], su-
geruje, ze ligacja MARCO przez CpG-B dostarcza sygna-
tu kostymulujacego do wytwarzania IL-12 i NO w PEM.

W przeciwienistwie do MARCO, SR-A wydaje si¢ ne-
gatywnym regulatorem aktywacji makrofagéw przez
CpG-ODN. Nasze wyniki sugeruja, ze zwigkszone po-
winowactwo CpG-A do SR-A, spowodowane prawdo-
podobnie przez obecnos¢ w nich sekwencji poli-G [53],
odpowiada za obnizong aktywnos¢ CpG-A w stymula-
cji wytwarzania IL-12 w PEM w poréwnaniu z CpG-B.
Istotnie, CpG-A wiazal si¢ do SR-A w transfekowanych ko-
morkach z wigkszym powinowactwem niz CpG-B, podczas
gdy oba typy CpG-ODN wiazaty si¢ do MARCO z podob-
nym powinowactwem. Zgodnie z wigkszym powinowac-
twem do SR-A, CpG-A znacznie silniej niz CpG-B hamo-
waty w PEM wychwyt relatywnie selektywnego liganda
SR-A — AcLDL. Podczas gdy w WT PEM CpG-B stymu-
lowatly znacznie wigksze wytwarzanie IL-12 niz CpG-A,
CpG-A i CpG-B stymulowaly takie samo wytwarzanie
IL-12 w SR-A™ PEM, co potwierdza, ze SR-A jest recep-
torem rozrézniajacym oba typy ODN [47]. Na podstawie
naszych wynikéw sugerowaliSmy, ze za r6znice aktywno-
Sci r6znych CpG-ODN moze odpowiadac ich zréznicowa-
ne powinowactwo do koaktywujacych i hamujacych recep-
toréw, takich jak MARCO i SR-A [47].

Jednakze skutkiem aktywacji SR-A przez CpG-ODN nie-
koniecznie jest uogdélniona immunosupresja. SR-A mégt-
by uczestniczy¢ w stymulowanej przez CpG-A odpowie-
dzi przeciwwirusowej, ktora charakteryzuje wytwarzanie
niewielkiej ilosci IL-12 i duzej ilosci IFN typu I [51,53].
Wazna role SR-A w wykrywaniu wirusowych kwaséw nu-
kleinowych potwierdzily p6Zniejsze badania [16,62]. W ko-
morkach niebedacych tak jak makrofagi profesjonalnymi
fagocytami i APC, i w zwiazku z tym gorzej wyposazo-
nych w receptory endocytarne, SR-A okazat si¢ petnic nie-
redundanta rol¢ w wychwycie kwaséw nukleinowych i ak-
tywacji TLR umiejscowionych w endosomach. W ludzkich
oskrzelowych komérkach nabtonkowych przeciwciato an-
ty-SR-A silnie hamowato wychwyt kwasu poliinozynowe-
go: policytydylowego (poli-I: C, mimetyk dwuniciowego
wirusowego RNA) i stymulowane przez poli-1: C wytwa-
rzanie cytokin [62]. Po podaniu do ptuc, poli-I: C stymu-
lowal mniejszy naciek neutrofiléw i obnizona ekspresje
cytokin prozapalnych, IFN typu I i genéw stymulowanych
przez IFN w plucach myszy pozbawionych SR-A w poréw-
naniu z myszami WT [16,62]. W komérkach ludzkiej linii

fibroblastowej HEL przeciwciato anty-SR-A prawie za-
blokowato wigzanie dsSRNA i w ~76% zahamowatlo sty-
mulowang przez dsRNA transkrypcj¢ genu indukowane-
go przez IFN-y biatka 10 (IP-10) [16]. Z kolei w mysich
embrionalnych fibroblastach taczne wyciszenie ekspresji
SR klasy A (SR-A, SCARA3, SCARA4 i SCARAS), ale
nie samego SR-A, z uzyciem swoistych siRNA, byto ko-
nieczne do zahamowania wychwytu dsRNA i stymulowa-
nej przez dsSRNA odpowiedzi przeciwwirusowej, w ktorej
posredniczyty wewnatrzkomoérkowe receptory dsRNA [16].

Whprawdzie uznaje si¢ powszechnie gtéwna rolg¢ TLR9 jako
receptora CpG-ODN, to ostatnie wyniki Ramaprakasha
i Hogaboama [77] sugeruja ciekawa, wymagajaca jesz-
cze weryfikacji mozliwos¢, ze w stymulacji wytwarzania
IL-12, IFN-at i chemokiny CXCL16 przez CpG-ODN moga,
przynajmniej w niektoérych typach komoérek, posredniczyé
SR klasy A, a nie TLR9. Po podaniu do ptuc CpG-ODN
zwigkszatly catkowite stgzenie IL-12 w ptucach w podob-
nym stopniu u myszy TLR9**, co u zwierzat pozbawionych
tego receptora. Co jeszcze bardziej zaskakujace, CpG-ODN
stymulowaty transkrypcje chemokiny CXCL16 (po poda-
niu do ptuc) i IFN-a (po podaniu dootrzewnowym) tyl-
ko w ptucach myszy TLR9, ale nie TLR9**. Natomiast
myszy TLR9”~ byty niezdolne do wytwarzania IL-10 pod
wplywem CpG-ODN. Podane do ptuc CpG-ODN ha-
mowaty wzrost grzybow Aspergillus fumigatus zar6wno
w plucach myszy TLR9, jak i TLR9**. W zainfekowa-
nych ptucach myszy TLR9~~ wystgpowatl okoto 20-krotnie
wigkszy poziom ekspresji MARCO i kilkakrotnie wigk-
szy poziom ekspresji SR-A niz w ptucach myszy TLR9**
[77]. Mozliwe wiec, ze u myszy TLR9~~ SR klasy A zaste-
puje TLR9 w indukcji IL-12 i odpowiadaja za zwigkszo-
na ekspresj¢ CXCL16 i IFN-o pod wptywem CpG-ODN.

5. ANALIZA WPLYWU DELECJI GENOW MOZE PROWADZIC DO
BLEDNYCH WNIOSKOW DOTYCZACYCH FUNKCJI RECEPTOROW

Wyniki poczatkowych i czgsci péZniejszych badan wskazy-
waty, ze SR-A nie reguluje stymulowanego przez bakterie
lub ich produkty wytwarzania cytokin prozapalnych: IL-6
i TNF-o [32,59,64,73]. Takze wyniki naszych doswiad-
czen [44,45] i Fultona i wsp. [28] sugeruja, ze SR-A ha-
muje stymulowane przez LPS wytwarzanie IL-12 i zwigk-
sza wytwarzanie IL-10, ale nie wptywa na sekrecje IL-6
ani TNF-o.. Wyniki te kontrastuja z obserwowanym w in-
nych badaniach uogélnionym nasileniem odczynu zapal-
nego u myszy SR-A7~. W modelu wywotanego przez tio-
glikolan lub kulki optaszczone AGE-albuming sterylnego
zapalenia otrzewnej, u myszy pozbawionych SR-A wystepo-
wal zwigkszony naciek neutrofiléw, prawdopodobnie spo-
wodowany zwigkszonym wytwarzaniem chemokin MIP-2
i KC [14]. W nastepstwie infekcji ptuc przez S. pneumo-
niae, w poréwnaniu z myszami WT, u myszy SR-A™~ wy-
stgpowal znacznie nasilony odczyn zapalny, objawiajacy sig¢
jako zwigkszony naciek neutrofiléw i zwigkszony poziom
chemoatraktantéw dla tych komérek — MIP-2 i TNF-o [5].
Takze podanie LPS in vivo stymulowato wigksze stezenie
w surowicy TNF-a, IL-6 i IFN-B u myszy SR-A~~ w po-
réwnaniu z myszami WT, co prawdopodobnie odpowiada-
to za zwigkszona Smiertelno$¢ myszy SR-A [34,68,96].

Obserwowano znacznie zwigkszone wytwarzanie czyn-
nikéw prozapalnych takze w wyizolowanych komdrkach
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SR-A"" in vitro. W pierwszym z badan tej serii zaobser-
wowano ponad dwukrotnie wigksze wytwarzanie che-
mokin MIP-2 i KC pod wptywem tioglikolanu lub kulek
optaszczonych AGE-albuming, ale nie stymulowanej przez
LPS, w rezydentnych makrofagach otrzewnowych pozy-
skanych od myszy SR-A”~ w poréwnaniu z makrofagami
WT [14]. Z kolei w DC wyhodowanych z komérek szpi-
ku myszy SR-A7~ LPS stymulowat wigksze wytwarzanie
TNF-o i IL-6 niz w WT DC [6,96]. W SR-A”~ DC LPS
indukowat takze znacznie wigksza ekspresj¢ kostymulu-
jacego receptora CD40 niz w komérkach WT [6]. Brak
SR-A w makrofagach wyhodowanych z komérek szpiku
kostnego pod wptywem GM-CSF prowadzit do zwigk-
szonej ekspresji iNOS i nasilonego wytwarzania NO oraz
IFN- pod wptywem LPS [56]. Takze w makrofagach wy-
hodowanych z komérek szpiku pod wptywem czynnika sty-
mulujacego tworzenie kolonii makrofagéw (M-CSF) brak
SR-A zwiazany byt z nasileniem stymulowanego przez LPS
wytwarzania TNF-o, IL-6 i IFN-f [68].

Zwigkszone wytwarzanie cytokin i chemokin prozapalnych
w trakcie infekcji bakteryjnych u myszy pozbawionych
SR-A ttumaczono zwigkszong bakteriemia, spowodowana
uposledzeniem fagocytozy i zabijania bakterii. Jednakze
ostatnie wyniki Amiel i wsp. [1] wskazuja, ze wywotane
brakiem SR-A nasilenie wytwarzania cytokin prozapal-
nych pod wplywem bakterii Gram-ujemnych nie jest sko-
relowane z uposledzeniem eliminacji tych bakterii w wy-
niku fagocytozy. W SR-A” DC zwigkszone wytwarzanie
cytokin prozapalnych stymulowaty takze szczepy bakterii
Gram-ujemnych (E. coli i Pseudomonas aeruginosa), kt6-
rych fagocytoza nie byta obnizona na skutek braku SR-A.
Takze in vivo, myszy SR-A™" przejawialy zwigkszone wy-
twarzanie TNF-o 1 nasilenie wywotanej wstrzasem septycz-
nym S$miertelnosci w trakcie otrzewnowej infekcji szcze-
pami bakterii Gram-ujemnymi, ktérych fagocytozy nie
obnizatl brak SR-A. Co istotne, chociaz fagocytoza szczepu
DHS5a E. coli byta obnizona w DC SR-A-, ale nie w ko-
morkach heterozygotycznych SR-A*-, to DC SR-A*~ wy-
kazywaty takie samo nasilenie wytwarzania TNF-o i IL-6
jak homozygoty SR-A~". Te ostatnie wyniki potwierdzaja,
ze fagocytoza i regulacja wytwarzania cytokin stanowia
odrebne funkcje SR-A [1]. W oparciu o te wyniki autorzy
postulowali, ze za zwigkszone wytwarzanie cytokin pro-
zapalnych u myszy pozbawionych SR-A moze odpowia-
da¢ wyzsze st¢zenie uwalnianego przez bakterie LPS, wy-
nikte z uposledzenia jego usuwania i detoksyfikacji przy
braku SR-A [1]. Rzeczywiscie, myszy SR-A~" sg bardziej
podatne na wywotane przez LPS wstrzas septyczny i wy-
twarzaja wigcej TNF-o i IL-6 niz myszy WT [34,68,96].
Wychwycony przez SR-A LPS podlega w lizosomach de-
fosforylacji do znacznie mniej biologicznie aktywnej jedno-
fosforylowanej pochodnej [32]. Zastosowanie przeciwciata
neutralizujacego TNF-o potwierdzito, ze zwigkszone wy-
twarzanie tej cytokiny odpowiada czg$ciowo za wywotlana
przez LPS zwiekszong Smiertelno$é¢ myszy SR-A~~ [34].
Jednak rola SR-A w usuwaniu LPS z organizmu jest kon-
trowersyjna i wymaga doktadniejszego zbadania. Myszy
pozbawione SR-A wykazywaty uposledzenie oczyszczania
krwi z LPS po jego podaniu dootrzewnowym [54], ale nie
po podaniu dozylnym [94]. Nawet po podaniu dootrzewno-
wym niewielkie r6znice poziomu LPS w surowicy pomig-
dzy myszami SR-A”" i WT nie przektadaly si¢ na r6zni-
ce w prozapalnej aktywacji komérek: LPS indukowat taki

sam poziom TNF-a w surowicy myszy SR-A7~i WT [54].
Mimo wigc ze SR-A moze odgrywaé pewna rol¢ w usuwa-
niu LPS z krwi przez makrofagi i komérki sSrédbtonka za-
tok watrobowych, ta funkcja SR-A wydaje si¢ redundantna.
Podsumowujac, zwigkszonego wytwarzania cytokin u my-
szy SR-A™" nie wyjasnia w pelni ani zwiekszona bakterie-
mia ani uposledzenie oczyszczania krwi z LPS.

Réznice pomigdzy ograniczonymi efektami bezposrednie;j
stymulacji SR-A a rozlegtymi efektami genetycznej delecji
SR-A w postaci uogélnionego nasilenia odczynu zapalne-
go moga wynikac ze spowodowanych brakiem SR-A zmian
ekspresji innych receptoréw. Na przyktad w naszych bada-
niach zaobserwowaliSmy znacznie wigkszy poziom ekspre-
sji MARCO na powierzchni SR-A7~ PEM w poréwnaniu
z PEM pozyskanymi od myszy WT [44]. Takze ekspresja
receptora dopetniacza 4 (CR4, B,-integryny CD11c/CD18)
wystepowata na duzo wiekszym odsetku SR-A7~ AM w po-
rownaniu z WT AM [84]. Ostatnie wyniki Sever-Chroneos
i wsp. [84] wskazuja, ze za uposledzenie fagocytozy i na-
silony odczyn zapalny w ptucach myszy SR-A”~ w trak-
cie infekcji bakteryjnych moga odpowiadaé spowodowane
brakiem SR-A zmiany ekspresji receptoréow biatka sur-
faktantu A (SP-A) na powierzchni AM [84]. Kolektyna
SP-A spelnia wazna rolg w ochronie ptuc przed infekcja
S. aureus. SP-A jest zdolne do opsonizacji bakterii S. au-
reus, ktére nastepnie sa fagocytowane za posrednictwem
receptora SP-A — SP-R210 na powierzchni AM i zabijane
wewnatrzkomoérkowo. Okazato sie, ze w AM WT i SR-A~-
podlegaja ekspresji rézne izoformy receptora SP-A. Na AM
WT dominuje dtuga izoforma, SP-R210L, podczas gdy na
AM SR-A~" krétka izoforma, SP-R210S. Tylko izoforma
SP-R210L, ale nie SP-R210S, wydaje si¢ zdolna do inter-
nalizacji zwigzanych ligandéw. Zgodnie z mozliwoscia, ze
obnizenie fagocytozy w makrofagach SR-A~" jest raczej
wtérne do zmian w ekspresji SP-R210, niz spowodowane
brakiem SR-A, u myszy SR-A~~ wystgpowato uposledzone
oczyszczanie z ptuc tylko szczepu S. aureus zdolnego do
wigzania SP-A, ale nie izogenicznego szczepu nieopsoni-
zowanego przez SP-A. W ptucach myszy SR-A~" infekcja
S. aureus indukowata znacznie wigkszy naciek neutrofi-
16w, jednak réznica w tym parametrze zapalnym pomig-
dzy myszami WT i SR-A~~ byta znacznie mniejsza w przy-
padku izogenicznego szczepu S. aureus niezdolnego do
wigzania SP-A (2-krotna) niz w przypadku szczepu opso-
nizowanego przez SP-A (30-krotna) [84]. Sugeruje to, ze
takze za nasilenie odczynu zapalnego u myszy pozbawio-
nych SR-A odpowiadaja w duzym stopniu zmiany ekspresji
SP-R210. By¢ moze zmiany ekspresji SP-R210 przyczynia-
ja sig takze do nasilenia odczynu zapalnego wystepujacego
w plucach myszy MARCO™ [3] poniewaz zaobserwowa-
no dwukrotnie wigkszy poziom konstytutywnej ekspresji
tego receptora na AM wyizolowanych z myszy MARCO™-
w poréwnaniu z AM myszy WT [85].

Alternatywnego, ale niewykluczajacego si¢ z powyzszym
wyjasnienia nasilonej, uogélnionej aktywnosci prozapalnej
myszy SR-A~- dostarczaja ostatnie wyniki Yu i wsp. [96].
Dane te sugeruja, ze wewnatrzkomérkowy SR-A moze ha-
mowac transdukcje sygnatu z receptoréw nalezacych do ro-
dziny Toll/receptor IL-1, niezaleznie od jego funkcji recep-
torowych. Transdukcja sygnatu z receptoréw nalezacych do
tej rodziny obejmuje sekwencyjna rekrutacj¢ wielu biatek
adapterowych do cytoplazmatycznej domeny TIR receptora,
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prowadzacego, za posrednictwem kinaz IRAK, do aktywa-
cji TRAF6. TRAF6 ma aktywno$¢ enzymatyczna ligazy
ubikwityny i poSredniczy w aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB i kaskad kinaz biatkowych aktywowanych
przez mitogeny, wspolnie indukujacych transkrypcje¢ cyto-
kin prozapalnych (ryc. 2). Yu i wsp. wykazali, ze obecny
wewnatrzkomoérkowo SR-A hamuje wywotana przez LPS
aktywacje¢ NF-kB i kinaz ERK1/2 oraz regulowang przez
NF-kB ekspresje IL-6 i TNF-ot w nastgpstwie wiazania sig¢
SR-A do TRAF6 i sekwestracji kompleksu SR-A z TRAF6
w péZnych endosomach/lizosomach (ryc. 2). Sekwestracja ta
zapobiega prowadzacej do aktywacji dimeryzacji i ubikwi-
tynacji TRAF6. Co istotne, zdolnos¢ do wigzania TRAF6
i ostabienia stymulowanej przez TLR4 aktywacji NF-xB
wykazywatla sama N-koricowa domena cytoplazmatyczna
SR-A, pozbawiona zewnatrzkomérkowych domen zaanga-
zowanych w wigzanie ligandéw, co potwierdza, ze ta re-
gulatorowa rola SR-A nie wymaga aktywacji SR-A przez
zwiazanie ligandoéw [96].

6. PopsumowaNIE

Badania ostatnich lat wykazaty, ze SR klasy A pelnig wazna
rol¢ w tak réznorakich procesach jak patomechanizm arte-
riosklerozy, choroby Alzheimera i cukrzycy, oczyszczanie
pluc z pytu, utrzymanie prawidtowej struktury narzadéw
limfatycznych, odpornos¢ przeciwbakteryjna, przeciwwiru-
sowa i przeciwnowotworowa. Mimo to, brak selektywnych
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ligandéw uniemozliwial bezsporne stwierdzenie, czy oprocz
posredniczenia w endocytozie receptory te sa takze zdol-
ne do aktywacji wewnatrzkomoérkowego przekazu sygna-
tu, modulujacego aktywnos¢ prozapalna i bakteriobdjcza
immunocytéw. W naszych badaniach, stosujac selektywna
ligacje receptoréw z uzyciem przeciwciat, wykazaliSmy,
ze SR-A stymuluje w makrofagach synteze¢ reaktywnych
form tlenu (tzw. wybuch tlenowy) oraz selektywnie ha-
muje stymulowane przez LPS wytwarzanie IL-12 i nasila
wytwarzanie IL-10, ale nie wptywa na wydzielanie wielu
innych cytokin prozapalnych. Pomimo podobieristwa bu-
dowy i repertuaru wiazanych ligandéw, MARCO wydaje
si¢ wywiera¢ przeciwstawny do SR-A, pozytywny wptyw
na wytwarzanie IL-12 stymulowane przez ligandy wspdl-
ne dla MARCO i TLR4 lub TLR9. Ograniczone skutki
swoistej ligacji SR-A kontrastuja z uogdélnionym nasile-
niem reakcji odpornosciowych, wystepujacym u myszy
pozbawionych SR-A. Badania ostatnich dwu lat ujawnity,
ze wiele sposréd efektéw genetycznej delecji SR-A moze
wynikaé¢ z kompensacyjnych zmian ekspresji innych re-
ceptoréw i/lub nasilonej transdukcji sygnatu z receptoréw
nalezacych do rodziny Toll/receptor IL-1 (TLR, receptor
IL-1, receptor IL-18) raczej niz utraty funkcji receptoro-
wej SR-A. Przypadek SR-A pokazuje, ze badania ograni-
czajace si¢ do poréwnania odpowiedzi komorek pozyska-
nych od zwierzat kontrolych (WT) i tych z unieczynnionym
genem (knockout) moga prowadzi¢ do btednych wnioskéw
dotyczacych funkcji receptoréw.
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