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TLR11 — RECEPTOR DLA PROFILINY I FLAGELINY

RECEPTORY TOLL-PODOBNE

Receptory Toll-podobne (ang. Toll-like
receptors, TLR) sa blonowymi glikoprotein-
ami o masie czasteczkowej 90-115 kDa,
ktore rozpoznaja wzorce molekularne pa-
togenow (ang. pathogen associated mole-
cular patterns, PAMPs). Receptory te, wraz
z innymi czasteczkami z grupy PRR (ang.
pattern recognition receptors), jako pierw-
sze reaguja na wnikajace do ustroju mikro-
organizmy (CHANG 2010, BOTOS i wspotaut.
2011). NajczeSciej czasteczki te spotykane
sa na komoérkach uktadu immunologicz-
nego takich jak: neutrofile, monocyty/ma-
krofagi, komorki dendrytyczne, komorki
NK, indukujac ich okreSlona odpowiedz
po zwiazaniu swoistego ligandu. Niektore
z receptoroOw TLR ulegaja silnej ekspresji
na limfocytach B i T oraz na komorkach
nablonka i Srédblonka, keratynocytach, fi-
broblastach, a takze komoérkach nowotwo-
rowych (CHANG 2010, BorTos i wspotlaut.
201D).

,Toll” w jezyku niemieckim oznacza ,nie-
samowity”. Nazwa ta zostala zaproponowa-
na dla receptora w 1985 r. przez Christiane
Nisslein-Volhard po odkryciu niespotykane-
go wczesniej wygladu stadium rozwoju em-
brionalnego Drosophila melanogaster, musz-
ki owocowej, ktorej czeS¢ brzuszna ciala byta
znacznie opodzZniona w rozwoju w stosunku
do reszty ciala. Po uptywie dekady od tego
odkrycia, zauwazono, ze receptory TLR sa
rowniez niezbedne do powstania prawidlo-

wej odpowiedzi przeciwgrzybiczej u D. me-
lanogaster (MAJEWSKA i wspoétaut. 1996).

Dotychczas odkryto i opisano 13 recepto-
row TLR, z ktorych dziesie¢ (TLR 1-10) wy-
stepuje u ludzi, a dwanaScie u myszy (TLR
19, TLR 11-13) (Tabela 1). W strukturze kaz-
dego receptora TLR wyrdznia si€ trzy czeSci:

— Ckoficowa domene¢ cytoplazmatyczna
TIR (Toll-IL-1-receptor) o duzej homologii do
receptora dla IL-1, odpowiedzialna za trans-
dukcje sygnalu do wnetrza komorki;

— pojedyncza przezblonowa a-helise
zbudowana glownie z aminokwasow zasa-
dowych. W przypadku receptorow Toll-like
wiazacych kwasy nukleinowe helisa ta jest
rozpoznawana przez biatko UNC93B, co skut-
kuje transportem tych TLR do endosomow;

— N-koficowa domene rozpoznajaca ligan-
dy, zbudowana z 19-25 powtoOrzefnh bogatych
w leucyne (ang. leucine rich repeats, LRR), o
dhugosci okoto 22-29 aminokwaséw. Motyw
ten spotykany jest w wielu biatkach zwierze-
cych, roslinnych oraz wystepujacych u drob-
noustrojow. LRR formuja strukture przypo-
minajaca ksztaltem podkowe, ktorej wklesta
cze$¢ odpowiada za wiazanie PAMPs (BOTOS
i wspotaut. 2011) (Ryc. 1).

Na podstawie podobienstwa molekular-
nego poszczegolnych receptoréow TLR wy-
odrebnia si¢ szeS¢ gtownych rodzin tych
czasteczek (TLR1, TLR3, TLR4, TLRS5, TLR7,
TLR11). Receptory tworzace jedna rodzine
cechuja sie zblizona dlugoscia jednostek w
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Tabela 1. Lokalizacja receptorow Toll-podobnych u czlowieka i myszy (ROACH i wspotaut. 2005,

KUMAR i wspoétaut. 2009).

Receptor Czlowiek Mysz Zewnatrzkomorkowy Wewnatrzkomorkowy
TLR1 v v v

TLR2 v v v

TLR3 v v v
TLR4 v v v

TLR5 v v v

TLROG v v v

TLR7 v v v
TLRS v v v
TLR9 v v v
TLR10 v v

TLR11 v v
TLR12 v v

TLR13 v Brak danych

obrebie LRR, a takze rodzajem rozpozna-
wanych ligandow. Dla przyktadu, domena
zewnatrzkomorkowa receptoroOw rodziny
TLR1 zbudowana jest z mniej niz 600 ami-
nokwasOw, a rodziny TLR7 z ponad 800.
Nazwa kazdej rodziny zostala utworzona
od nazwy TLR o najnizszym numerze, kto-
ry do niej przynalezy (ROACH i wspotaut.
2005). Kazda z wyroznionych rodzin TLR
rozpoznaje zwiazki konserwatywne ewolu-
cyjnie, takie jak np.: peptydoglikan (PGN),
lipopolisacharyd (LPS), czy CpG DNA (Ro-
ACH i wspotaut. 2005) (Tabela 2). Rodzina
TLR1, do ktérej naleza TLR1, TLR2, TLRO,
TLR10, rozpoznaje ligandy lipopeptydowe.
Wszystkie receptory w obre¢bie tej rodziny
funkcjonuja jako heterodimery potaczone
z TLR2. Receptor TLR1 wiaze m.in. PGN i
LPS, TLR2 - lipoproteiny i glikolipidy bak-

Ryc. 1. Budowa strukturalna receptorow TLR.

teryjne, PGN, kwasy lipotejchojowe (LTA)
bakterii Gram-dodatnich, poryny Neisseria,
zymosan grzybow i hemaglutyning wirusa
odry. TLROG rozpoznaje szeroka game czastek
charakterystycznych dla bakterii i grzybow,
w tym PGN, LTA i lipopeptydy. Nie ziden-
tyfikowano dotychczas ligandow wiazanych
przez receptor TLR10, ktory tworzy hete-
rodimery z TLR1 i TLR2 i prawdopodobnie
jest koreceptorem dla TLR2 (CHANG 2010).
Trzy rodziny TLR zawieraja tylko po jednym
receptorze: TLR3, TLR4 i TLR5. TLR3 stymu-
luje uktad odpornosciowy po zwiazaniu wi-
rusowego dwuniciowego DNA oraz LPS bak-
terii Gram-ujemnych. TLR4, wspotpracujacy
z glikoproteina adaptorowa MD-2 i recep-
torem makrofagow CD14, jest glownym re-
ceptorem bioracym udzial w rozpoznawaniu
LPS i inicjowaniu stanu zapalnego. Po utwo-
rzeniu kompleksu z czasteczka CD14 recep-
tor TLR4 moze rozpoznawac rowniez PGN,
antygeny fimbriowe, kwasy uronowe bakte-
rii Gram-dodatnich, biatka szoku cieplnego
oraz biatka wirusa RSV. Dotychczas odkry-
to tylko jeden ligand dla TLR5, ktorym jest
flagelina bakterii Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich. W sktad rodziny TLR7 wchodza
receptory TLR7, TLR8, TLRY rozpoznajace
kwasy nukleinowe i czasteczki bazujace na
strukturze hemu (ROACH i wspoétaut. 2005).
Receptory TLR7 i TLRS8 rozpoznaja jednoni-
ciowe RNA wirusow, podczas gdy TLRY roz-
poznaje DNA wirusoOw i bakterii. Wszystkie
receptory z rodziny TLR7, wraz z TLR3 znaj-
duja sie¢ w blonie endosomow. Do rodziny
TLR11 nalezg TLR11, TLR12 i TLR13. TLR11
aktywuje uklad odpornosciowy po zwia-
zaniu flageliny patogennych Salmonella i
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Tabela 2. Receptory TLR oraz ich ligandy (DEPTULA i i wspoOtaut. 2006, MAJEWSKA i SZCZEPANIK

20006).
Rodzina Receptor PAMP Pochodzenie
Peptydoglikan (PGN), lipoarabinoman-
nan, lipopeptydy, lipoproteiny, moduli- Mycobacterium i inne
TLRI na, LPS
Lipoproteiny Neissseria meningitidis
Lipoproteiny Bakterie
Glikolipidy Bakterie
PGN, LTA Bakterie Gram-dodatnie
TLR2 Zymosan Grzyby
Hemaglutynina Wirus odry
TLR1 Poryny Neisseria sp.
HSP70 Komorki gospodarza
MALP-2, biatka tuberkulinowe Mycobacterium
TLR2/TLR6 Zymosan Drozdze
heterodimer PGN Bakterie Gram-dodatnie
Modulina Staphylococcus sp.
PGN, LTA, modulina, lipoproteiny Bakterie Gram-dodatnie
TLRG Sktadniki Sciany komorkowej Mycobacterium tuberculosis
Lipopeptydy Mykoplazmy
TLR10 Brak znanych ligandow
dsRNA Wirusy
TLR3 TLR3 LPS Bakterie Gram-ujemne
poly(I:C) Syntetyczne
LPS Bakterie Gram-ujemne
HSP Bakterie
TLRA4 TLR4 Fi.brynogen. Cz.lowiek
Biatka fuzyjne RSV Wirus RSV
LTA, biatka fimbrii Bakterie Gram-dodatnie
TLRS TLRS Flagelina Bakterif.: Gram-ujemne i Gram-
-dodatnie
TLR7 TLR7, TLR8 SsRNA Wirusy
TLR9 Niemetylowane CpG DNA Bakterie i wirusy
Profilina Toxoplasma gondii
TLR11 .
TLR11 Flagelina UPEC, Salmonella
TLR12 Profilina Toxoplasma gondii
TLR13 23s RNA Bakterie
profiliny Toxoplasma gondii. TLR12 tworzy Przekazywanie = wewnatrzkomorkowych

heterodimer z TLR11 i uczestniczy w roz-
poznawaniu profiliny (ANDRADE i wspotaut.
2013). TLR13 rozpoznaje 23sRNA bakterii
(OLDENBURG i wspoétaut. 2012).

Receptory TLR wystepuja w postaci di-
meréw, w tym w wiekszoSci jako homodi-
mery. Przykladem heterodimeru jest receptor
TLR1, ktory wiaze ligandy i przekazuje sygnat
aktywacji do wnetrza komorki we wspotpra-
cy z czasteczka TLR2. Receptor TLR2 tworzy
rowniez heterodimery z TLRG oraz innymi
czastkami nie nalezacymi do grupy TLR, taki-
mi jak CD14 i CD36 (CHANG 2010).

sygnalow z TLR moze odbywac si¢ dwiema
drogami. W jednej z nich, powszechnie nazy-
wanej droga MyD88-zalezna, uczestnicza dwa
biatka adaptorowe zawierajace domene¢ TIR:
MyD88 (ang. myleoid differentiation factor
88) i TIRAP/Mal (ang. MyD88 adaptor-like
protein). Biatko MyD88 jest niezbedne do in-
dukgcji reakcji zapalnej rozwijanej na skutek
aktywacji receptorow z rodzin: TLR1, TLR3,
TLRS5, TLR7 oraz TLR11. Wzajemne interak-
cje domen TIR receptorow Toll-like i bial-
ka MyD88 oraz zlokalizowanej na N-koficu
biatka MyD88 domeny Smierci (ang. death
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Ryc. 2. Proces wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnalow po aktywacji receptorow TLR.

domain) i kinazy IRAK4 indukuja autofos-
forylacje tego enzymu. IRAK4 jest jednym z
czterech bialek nalezacych do rodziny kinaz
serynowo-treoninowych, ktére po aktywa-
¢ji fosforyluje kolejna kinaze zwana IRAKI.
Rownoczesnie z aktywacja kinaz IRAK naste-
puje rekrutacja receptorowego kompleksu
biatka TRAF6. Ufosforylowana kinaza IRAK1
wraz ze zwiazanym z nia TRAF6 oddzie-
la si¢ od receptora, a nastepnie wiaze si¢ z
kompleksem sktadajacym si¢ z kinazy TAK1
oraz dwoch bialek TAB1 i TAB2. Nieaktyw-
ny kompleks zostaje zwiazany z blona ko-
morkowa. Po przylaczeniu si¢ biatek IRAK1
i TRAF6 do kompleksu nastepuje jego uwol-
nienie z btony, z wyjatkiem kinazy IRAKI,
ktora ulega degradacji. W cytoplazmie naste-
puje przylaczenie ubikwityn do TRAFO, ktore
powoduja aktywacje kinazy TAK1. Aktywna
kinaza TAK1 fosforyluje i aktywuje kompleks
trzech podjednostek IkK: dwoch podjedno-

stek katalitycznych IkKa, IkKp i jednej pod-
jednostki regulacyjnej NEMO/IxKy oraz kina-
z¢ MKKG. Kompleks IkK fosforyluje biatko
rodziny inhibitorow NFkB — Ixf}, co powodu-
je jego rozpad i uwolnienie czynnika trans-
krypcyjnego NF-«B, ktory przedostaje si¢ do
jadra komorkowego. Ponadto, kinaza MKKOG
aktywuje enzymy nalezace do rodziny MAP,
wlaczajacych nastepnie czynnik transkrypcyj-
ny AP-1.

W alternatywnej drodze aktywacji recep-
torow TLR, zwanej droga MyD88-niezalezna,
uczestnicza zawierajace domene¢ TIR biatka:
TRIF (ang. TIR-domain containing adaptor
inducing interferon-p, TICAM1) oraz TRAM
(TRIF-related adapter molecule; TICAM-2)
(Ryc. 2). Przyktadem receptora przekazujace-
go sygnal na drodze alternatywnej jest TLR3,
ktory wykorzystuje biatko TRIF zamiast
MyD88. Kaskada sygnatow indukowana przez
TRIF prowadzi do opdznionej w stosunku do
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drogi MyD88-zaleznej produkcji cytokin pro-
zapalnych oraz interferonu . Warto zauwa-
zy¢, ze niektore receptory, np. TLR4, moga
aktywowac¢ zarOwno droge MyD88-zalezna,
jak i MyD88-niezalezna (KUMAR i wspoOlaut.
2009, CHANG 2010).

Efektem koficowym aktywacji recepto-
row TLR wystepujacych na powierzchni ma-
krofagow jest zwickszenie syntezy cytokin
prozapalnych, takich jak IL-1, IL-6, IL-8, IL-12
i TNF-a, zwickszenie zdolnoSci fagocytarnych
oraz nasilone powstawanie reaktywnych
form tlenu i azotu. Zapoczatkowana przez re-
ceptory TLR aktywacja komorek, np. komo-
rek dendrytycznych i makrofagéw, powoduje
tez zwiekszona ekspresje czasteczek giowne-
go ukladu zgodnosci tkankowej (ang. major
histocompatibility complex, MHC) klasy I i
II, a takze czastek kostymulujacych CD8O i
CD806, czego konsekwencja jest ulatwiona
prezentacja antygenow limfocytom T (CHANG
2010).

Rodzina TLR11, do ktorej naleza recep-
tory TLR11, 12 i 13 nie wystepuje u ludzi.
Nie ustalono wspolnych struktur PAMP roz-
poznawanych przez receptory nalezace do
tej rodziny, jednak duzo wskazuje na wspotl-
dzielenie agonistow pomiedzy receptorem
11 i 12 oraz na ich obligatoryjna heterodime-
ryzacje w rozpoznawaniu profiliny Toxopla-
sma gondii (ZHANG i wspotaut. 2004, ANDRA-
DE i wspotaut. 2013). Obecnos¢ receptorow
TLR11 stwierdzono w blonie endosomow
mysich komorek dendrytycznych, makrofa-
gadow, komorek nabtonka jelita cienkiego,
pecherza moczowego i nerek (YAROVINSKY i
wspotaut. 2005, PIFER i wspotaut. 2011, Ma-
THUR i wspotaut. 2012). W genomie ludzkim
w obrebie genu kodujacego ten receptor
wystepuja kodony stop, co skutkuje brakiem
ekspresji tego receptora u ludzi (ROACH i
wspotaut. 2005).

TLR11 JAKO RECEPTOR DLA FLAGELINY SALMONELLA ENTERICA SEROVAR TYPHIMURIUM

Flagelina jest elementem sktadowym bak-
teryjnych wici rozpoznawanym przez recep-
tor TLR11. Wici sa jednym z czynnikOw wi-
rulencji bakterii, w ktorych budowie mozna
wyrozni¢ trzy elementy: (1) cialko podsta-
wowe, ktore posiada zdolno$S¢ wzbudzania
ruchu wici, (2) hak oraz (3) pusty w Srodku
helikalny filament zbudowany z polimeru fla-
geliny. Monomery flageliny ulegaja polime-
ryzacji na koncu wici, gdzie docieraja przez
kanat znajdujacy si¢ w jej Srodku. Czapeczka
na koficu wici petni rol¢ w polimeryzacji i
zapobiega uwolnieniu podjednostek do Sro-
dowiska. W budowie flageliny mozna wy-
rozni¢ cztery domeny: DO i D1, tworzace
o-helise zlokalizowana wewnatrz wici, oraz
hiper-zmienne domeny D2 i D3, tworzace
B-harmonijke¢ znajdujaca si¢ na powierzchni
wici. Domena D1 jest rozpoznawana przez
receptor TLR5, natomiast domeny hiperz-
mienne nie biora udzialu w tej interakcji
(EAVES-PYLES i wspotaut. 2001). Istotne jest,
ze tylko monomery flageliny sa rozpoznawa-
ne przez receptor TLR5 (SMITH i wspotlaut.
2003). Nie zostalo jeszcze zbadane, ktore
z domen flageliny sa rozpoznawane przez
TLR11.

Wryniki licznych badan wskazuja na rozpo-
znawanie przez receptor TLR11 flageliny pa-
teczek z rodzaju Salmonella, wzglednie bez-
tlenowych, Gram-ujemnych bakterii z rodziny

Enterobacteriaceae. Wedlug WHO, infekcje
wywolywane przez Salmonella u ludzi moz-
na podzieli¢ na trzy grupy: (1) dur brzusz-
ny wywolywany przez S. enterica serovar
Typhi, (2) dur rzekomy wywolywany przez
S. enterica serovar Paratyphi, (3) biegunki
wywolywane przez NTS (ang. non-typhoidal
S. serovars, w tym S. enterica serovar Typhi-
murium). W organizmie ludzkim S. enterica
serovar Typhimurium wywoluje niezyt Zzo-
fadka i jelit, podczas gdy u myszy infekcja ta
bakteria skutkuje systemowa choroba o prze-
biegu zblizonym do duru brzusznego u ludzi
(DOUGAN i wspotaut. 2011). Po przedostaniu
sic do jelita, bakterie szybko penetruja Slu-
zOwke poprzez transcytoze komorek M, po
czym sa one fagocytowane przez leukocyty
wielojadrzaste, w ktorych blokuja fuzje lizo-
somow z fagosomem, co umozliwia prolifera-
cje bakterii w ich wnetrzu. Komorki M wy-
stepuja miedzy enterocytami btony Sluzowej
jelita cienkiego, pobieraja antygeny ze Swia-
tla jelita i przekazuja je polozonym glebiej
komorkom dendrytycznym i makrofagom. Po
uwolnieniu z leukocytow pateczki Salmonel-
la rozprzestrzeniaja si¢ w organizmie osiedla-
jac si¢ w obrebie Sledziony i watroby, gdzie
ulegaja ponownemu podziatlowi i wysiewowi
do krwi (DOUGAN i wspotaut. 2011) (Ryc. 3).
Badania ZHANG i wspotaut. (2004) wykazaty,
ze flagelina S. enterica serovar Typhimurium
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Ryc. 3. Inwazja komoOrek nablonkowych przewodu pokar-
mowego w zakazeniu Salmonella enterica serowar Typhi-

murium u myszy.

jest gtbwnym agonista receptora TLR11. Wy-
korzystujac wykazujaca ekspresje TLR11 li-
nie¢ komoérek RAW stwierdzono, ze kaskada
sygnatowa wzbudzana przez receptor TLR11
ulegala zahamowaniu. gdy zastosowany do
stymulacji komorek lizat Salmonella Typhi-
murium poddano inkubacji z proteinaza K.
Efektu takiego nie obserwowano traktujac
uzyskany lizat bakteryjny rybonukleaza, deok-
syrybonukleaza lub konkanawalina A (ConA)
(ZHANG i wspotaut. 2004). W celu identyfika-
¢ji czynnika odpowiedzialnego za blokowa-
nie aktywacji receptora TLR11, lizat S. ente-
rica serovar Typhimurium rozdzielono na
frakcje, z ktorych dwie, frakcja 8 i 14, oka-
zaly sie by¢ zdolne do wzbudzania biolumi-
nescencji bialka reporterowego lucyferazy w
systemie, w ktorym jego produkcja zalezala
od obecnoSci czynnika NF-«xB. Aby wyklu-
czy¢ indukcje sygnatu przez lipopolisacharyd
(LPS), antygen ten usunicto zaréwno z frak-
¢ji 8, jak i 14 lizatu bakteryjnego. W rezul-
tacie, po stymulacji makrofagéw otrzewno-
wych myszy frakcja 14 lizatu pozbawionego
LPS, nie obserwowano wzbudzania sygnatu i
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB,
natomiast aktywacje taka obserwowano w
przypadku stymulacji frakcja 8 lizatu pozba-
wionego LPS. Wykorzystujac stymulowane
ta frakcja makrofagi otrzewnowe izolowa-
ne od myszy pozbawionych (tlr117) lub nie
pozbawionych (tlr11**) receptoréw TLR11
obserwowano aktywacj¢ czynnika NF-xB wy-
tacznie w komorkach, ktore posiadaly ten re-
ceptor. Analiza przeprowadzona metoda SDS-
-PAGE wykazata obecnosS¢ we frakcji 8 kilku
biatek, w tym biatka o masie czasteczkowe;j

okoto 50 kDa, ktore po zbadaniu
metoda spektrometrii mas okazato
si¢ flagelina Salmonella Typhimu-
rium (ZHANG i wspotaut, 2004).
Jak wykazaly kolejne badania (MA-
THUR i wspotaut, 2012), obecnos¢
receptora TLR11 czyni myszy bar-
dziej odpornymi na zakazenie wy-
wolane przez pateczki Salmonella.
Poddane zakazeniu per os myszy
typu knockout (tlr 117) byly bar-
dziej wrazliwe na rozwoj choroby
i umieraty szybciej niz myszy bez
takiego defektu genetycznego. Ba-
dania histologiczne ujawnily nasi-
lone zniszczenie nabtonka jelit u
myszy typu knockout, w poréwna-
niu ze szczepem myszy typu dzi-
kiego. Zwigkszona liczba zywych
bakterii Salmonella Typhimurium
izolowanych z tkanek watroby,
Sledziony i nerek myszy tlr11” dodatkowo
potwierdzila znacznie silniejszy rozwoj in-
fekcji. W surowicach takich myszy wykazano
podwyzszona zawarto$¢ IL-12, IL-6 i TNF-q,
w porOwnaniu do poziomu tych cytokin ob-
serwowanego u myszy tlrl17*, co sugeruje
rozwoOj bardzo silnej reakcji zapalnej (MAa-
THUR i wspotaut. 2012).

Jak wspomniano, inicjowana przez re-
ceptory Toll-podobne droga sygnalowa pro-
wadzi do aktywacji jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-«xB (Ryc. 2). W celu
sprawdzenia, czy kaskada sygnalow zacho-
dzaca po aktywacji TLR11 prowadzi do
powstania takich samych czasteczek kon-
cowych (NF«B i AP-1), jak w przypadku
innych receptoréow Toll-podobnych, ZHANG
i wspotaut. (2004) skonstruowali linie ko-
morkowa HEK293 z nadprodukcja komplek-
su receptorowego CD4-TLR11. Poprzednie
badania wykazaly, ze kompleksy CD4 z do-
menami TIR innych receptorow TLR moga
wywolywac¢ spontaniczna aktywacje NF-«B.
Do badanej linii komorek HEK 293 wpro-
wadzono gen kodujacy lucyferaze, sygnali-
zujacy aktywacje czynnikOw NF-«B lub AP-1.
Kontrola w prowadzonych eksperymentach
byla linia komoérkowa cechujaca sie¢ nadpro-
dukcja kompleksu CD4-TLR4. Przeprowa-
dzone badania wykazaly podobny poziom
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB
w komorkach z nadprodukcja CD4-TLR11
oraz CD4-TLR4, co potwierdzito, ze recep-
tor TLR11 zdolny jest inicjowac klasyczna
MyD88-zalezna droge sygnatlowa. (ZHANG i
wspotaut, 2004).
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Flagelina

T. gondii

TLR5m f/} ‘5. Typhi \ ’

Endosomylub endolizosom

Profilina

\ TLR11-TLR12 heterodimer
.. TLR 12-12 homodimer

Transport TLR endosomalnych

Siateczk

srodplazmatyczna

Ryc. 4. Aktywacja receptoréw TLR odpowiedzialnych za wiazanie flageliny lub profiliny.

Ze wzgledu na fakt, ze flagelina jest roz-
poznawana zaré6wno przez receptor TLRS5,
jak i TLR11, MATHUR i wspotaut. (2012) po-
traktowali liniec komorkowa HEK293 z obec-
nym TLR11 lub TLR5 albo TLR11 i TLR5
lizatami rekombinowanych komorek S. ente-
rica serovar Typhimurium, w ktorych flage-
lina miala dotaczona etykietke histydynowa.
Uzyskane wyniki wskazywaly, ze oba recep-
tory partycypuja w rozpoznawaniu flageliny
i zdolne sa do tworzenia zaréwno homodi-
meréw (TLR11/TLR11), jak i heterodimerow
(TLR11/TLR5). W badaniach ustalono ponad-
to, ze myszy pozbawione ekspresji receptora
TLR5 sa bardziej odporne na infekcje Sal-
monella Typhimurium niz myszy z ekspresja
tego receptora (UEMATSU i wspoétaut. 20006),
sugerujac znaczny udzial receptora TLR11
w transporcie sygnalu do wnetrza komor-
ki. Prawdopodobnie wynika to ze zwigkszo-
nej ekspresji receptora TLR11 u myszy typu
knockout tlr57 (BROZ i wspotaut. 2013). Ze
wzgledu na brak funkcjonalnej formy recep-
tora TLR11 na komorkach nabtonka u ludzi
wydaje si¢ prawdopodobne, ze funkcje prze-
kaznika sygnatlu do wnetrza komorki w mo-
mencie rozpoznania flageliny pelni receptor
TLR5 (MATHUR i wspotaut. 2012).

Obecnos¢ receptorow TLR11 i TLR5
stwierdzono na mysich komorkach dendry-
tycznych warstwy podstawnej blony Sluzo-
wej nablonka jelita (LP-DC), podczas gdy ma-

krofagi blony Sluzowej (LP-MQ) wykazywatly
tylko obecnos¢ TLR11 (UEMATSU i wspoOlaut.
2006). W celu oceny ekspresji receptorow
TLR11 na komoérkach LP-MQ myszy transge-
nicznych (tlr57) i myszy szczepu dzikiego,
makrofagi poddano stymulacji zawiesina Sal-
monella Typhimurium. Zaobserwowano zna-
mienne nasilenie ekspresji receptora TLR11
na komorkach makrofagowych myszy typu
knockout. Makrofagi takich myszy cechowa-
la ponadto zwickszona liczba znacznikOw
aktywacji CD86 oraz MHC klasy II, a takze
produkowaly one blisko dwukrotnie wiecej
IL-6 w odpowiedzi na stymulacje Salmonella
Typhimurium niz makrofagi myszy typu dzi-
kiego. Sugeruje si¢, ze wzmozona produkcja
IL-6 moze skutkowac rozwojem silniejszej re-
akcji zapalnej zwiazanej ze zwiekszona rekru-
tacja limfocytow T CD4" do nabtonka jelita i
skuteczniejsze zwalczenie bakterii. Ponadto,
zwiekszona ekspresja czastek CD86 i MHC
klasy II pozwala na lepsza prezentacje anty-
genéw na powierzchni komorek. Sugestia
taka zostala potwierdzona in vivo po poda-
niu per os roéznym SzCzepom myszy zZawiesi-
ny Salmonella Typhimurium. Wszystkie my-
szy z delecja typu tlr57/tlr117 oraz tlr11”7 nie
przezyly wiecej niz 10 dni, natomiast w gru-
pie myszy bez defektu genetycznego ponad
potowa osobnikoéw zyla jeszcze po uplywie
15 dni. Wyniki takie sugeruja, ze u myszy po-
zbawionych TLR5, ale posiadajacych TLR11,
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odpornos¢ na
jest wieksza, natomiast szczepy pozbawio-
ne TLR11 (bez wzgledu na obecnos$¢ TLR5)

Salmonella Typhimurium wykazuja drastycznie zmniejszona odpornos¢

(MATHUR i wspotaut. 2012) (Ryc. 4).

TLR11 A FLAGELINA SALMONELLA ENTERICA SEROVAR TYPHI

Salmonella enterica serovar Typhi jest
pateczka chorobotworcza wytacznie dla lu-
dzi. Ligandem Salmonella Typhi rozpozna-
wanym przez receptor TLR11 jest rowniez
flagelina, podobnie jak w przypadku Salmo-
nella Typhimurium. Ciekawi zatem fakt, dla-
czego myszy sa odporne na infekcje wywola-
ne przez Salmonella Typhi, zas bardzo wraz-
liwe na zakazenie Salmonella Typhimurium.
OdpowiedZ na pytanie, dlaczego Salmonella
Typhi ma duzo wezsze grono gospodarzy
niz Salmonella Typhimurium mozna praw-
dopodobnie znalez¢ w genomie Salmonel-
la Typhi, ktéry w porOwnaniu z Salmonelia
Typhimurium cechuje si¢ znacznie mniejsza
dlugosScia i zawiera mniejsza liczbe genow
kodujacych czynniki wirulencji (MATHUR i
wspotaut. 2012). Najprawdopodobniej ze
wzgledu na znaczna redukcje genomu fla-
gelina wici wykazujaca powinowactwo do
receptorow TLR11 jest waznym czynnikiem
wirulencji Salmonella Typhi. W badaniach
wykorzystujacych urzesione i nieurzesione
szczepy Salmonella Typhi, ktoérymi infeko-
wano myszy tlrl11"" oraz tlr117 stwierdzono,
ze szczepy bakterii pozbawione flageliny nie
byly zdolne do wywotlania zakazenia u zadnej
z grup myszy. W odréznieniu od Salmonella
Typhi, pozbawione flageliny szczepy Salmo-
nella Typhimurium byly zdolne do wywo-

fania infekcji zarowno u myszy tlr11%*, jak
i tir11”, co wskazuje na znaczenie innych
niz jedynie flagelina czynnikéw wirulencji
(MATHUR i wspotaut. 2012). W licznych ba-
daniach potwierdzono, ze Salmonella Typhi
ma zdolno$¢ do zmiany sktadu wlasnej flage-
liny po przenikni¢ciu przez nablonek jelita
myszy. Prawdopodobne jest wiec, ze ekspre-
sja receptora TLR11 w endosomach komo-
rek nabtonka moze petic¢ kluczowa role w
obronie przed chorobotworczymi bakteria-
mi. Hipoteza ta zostala udowodniona ekspe-
rymentalnie poprzez podanie per os Salmo-
nella Typhi myszom z lub bez defektu gene-
tycznego receptorow TLR11. Konsekwencja
zakazenia byl brak objawow chorobowych u
myszy tlr11**, natomiast rozwoj infekcji i w
konsekwencji Smier¢ wszystkich myszy z de-
fektem genetycznym. Infekcji Salmonella Ty-
phi u myszy tlr11” towarzyszyt nasilony po-
ziom prozapalnych cytokin IL-12 i TNF-q, sil-
ne uszkodzenie nabtonka jelit oraz obecnos¢
zywych bakterii w tkankach watroby, nerek,
Sledziony, ptuc i Srodpiersiowych wezlach
chlonnych. Jak wskazuja niektérzy badacze,
brak receptorow TLR11 u ludzi moze byc¢
jednym z waznych elementéw determinuja-
cych podatnos$¢ na zakazenie paleczkami Sal-
monella Typhi (MATHUR i wspotaut. 2012).

TLR11 JAKO RECEPTOR DLA PROFILINY

Profiliny sa malymi monomerycznymi
biatkami odgrywajacymi istotna role w re-
gulacji polimeryzacji aktyny w komorkach
eukariotycznych, poprzez przylaczanie ATP
na miejsce ADP w monomerze aktyny i do-
starczanie ATP-aktyny na miejsce wzrostu
filamentu aktynowego. Bialka o charakte-
rze profilin wystepuja rowniez u pierwot-
niaka Toxoplasma gondii, obligatoryjnego
wewnatrzkomorkowego pasozyta z szero-
kim gronem zywicieli poSrednich, do kto-
rych nalezy rowniez czlowiek (MONTOYA i
LIESENFELD 2004). Pasozyt ten jest czynni-
kiem etiologicznym toksoplazmozy, jednej
z najczestszych chorob pasozytniczych na
Swiecie. Szacuje si¢, ze okoto 1/3 populacji

ludzkiej jest nosicielami tego pierwotniaka
(PAapPPAS i wspotaut. 2009). Najciezsze, cze-
sto Smiertelne postaci toksoplazmozy rozwi-
jaja si¢ u osob z zaburzeniami systemu od-
pornosciowego oraz noworodkow, ktorych
matka ulegta infekcji w czasie ciazy. Osoby
zdrowe zazwyczaj przechodza chorobe bez-
objawowo, a jeSli pojawia si¢ symptomy, to
przypominaja one gryp¢ (powiekszone wezly
chlonne, bole miesni itp.) i ustepuja po kilku
tygodniach od infekcji. Waznym czynnikiem
indukujacym silna odpowiedZz odpornoscio-
wa u zarazonych T. gondii osob jest profili-
na (TgPRF), biatko wiazace aktyne (YAROVIN-
SKY i wspotaut. 2005). Jak wykazano, TgPRF
jest waznym czynnikiem chorobotworczosci
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T. gondii, gdyz pierwotniaki pozbawione
profiliny sa awirulentne (KUCERA i wspotaut.
2010). TgPRF wykazuje 18-24% homologii w
stosunku do profilin wystepujacych u innych
gatunkow pasozytow nalezacych do podtypu
Apicomplexa. Analiza strukturalna profiliny
T. gondii wykazala, ze na powierzchni tego
biatka wystepuja dwie unikatowe struktu-
ry: petla kwasowa (ang. acidic loop) i tzw.
zakret beta (ang. beta hairpin). TgPRF jest
profilina o nietypowej funkcji, ktéora polega
na wiazaniu monomeréw G-aktyny, uniemoz-
liwiajac utworzenie filamentow aktynowych
(SKILLMAN i wspotaut. 2012).

Receptorem z grupy czasteczek Toll-po-
dobnych zaangazowanym w rozpoznawanie
i wiazanie profiliny I gondii jest czasteczka
TLR11. W licznych badaniach oceniono in-
terakcje receptora TLR11 z profilinami tego
pasozyta zmodyfikowanymi metodami inzy-
nierii genetycznej. Modyfikacje te polegaly
miedzy innymi na: (1) wprowadzeniu dwoéch
reszt glicyny w miejsce petli kwasowej profi-
liny T. gondii pozwalajacej uzyska¢ sekwen-
cje homologiczna do obecnej w profilinie
Saccharomyces cerevisiae lub profilinie my-
siej, (2) usunieciu ze struktury profiliny tzw.
zakretu beta, (3) usunieciu ze struktury tego
biatka zarowno petli kwasowej, jak i zakretu
beta, (4) zmianie sekwencji struktury beta
zakretu tak, by byla homologiczna do analo-
gicznej struktury u Plasmodium falciparum.
Wszystkie zmodyfikowane profiliny badano
pod wzgledem ich zdolnoSci do indukcji
produkgcji IL-12 przez makrofagi otrzewnowe
izolowane od myszy cechujacych si¢ ekspre-
sja receptoroOw TLR11 (tlr11**) oraz od my-
szy typu knockout (tlr117). W odroznieniu
od makrofagéw myszy szczepu dzikiego ma-
krofagi myszy typu knockout, stymulowane
niemodyfikowanym TgPRF, nie wykazywaly
produkgcji IL-12. Komorki myszy bez defek-
tu genetycznego byly zdolne do sekrecji tej
cytokiny w odpowiedzi na niektore profiliny
zmodyfikowane genetycznie, tzn. z wprowa-
dzonymi w miejsce petli kwasowej resztami
glicyny lub usunieta struktura zakretu beta.
Usuniecie z profiliny obydwu charaktery-
stycznych dla tego biatka struktur skutkowa-
to brakiem odpowiedzi makrofagow zarow-
no szczepu myszy tlrl17, jak i tlr11**. Przed-
stawione wyniki pozwalaja sugerowac, ze de-
cydujaca role w rozpoznawaniu TgPRF przez
TLR11 odgrywaja unikalne struktury, pe¢tla
kwasowa i zakret beta. W celu potwierdze-
nia, ze to te struktury sa agonistami recep-
tora TLR11, dokonano ich fuzji z profilina

drozdzy Saccharomiyces cerevisiae, ktora nie
jest rozpoznawana przez czasteczke TLR11.
Makrofagi stymulowane zmodyfikowana pro-
filina S. cerevisiae produkowaty IL-12 na po-
ziomie poroéwnywalnym do wzbudzanego
przez TgPRF, co bezposrednio udowodnito,
ze uniktowe struktury profiliny 7. gondii sa
molekularnymi wzorcami rozpoznawanymi
przez receptor TLR11 (KUCERA i wspolaut.
2010).

Interakcja receptora TLR11 z profiling
T. gondii indukuje szereg zdarzen prowa-
dzacych do aktywacji bialka adaptorowego
MyD88 i inicjacji kaskady kinaz serynowo-
-treoninowych, czego konsekwencja jest
przekazanie sygnatu do jadra komorkowego i
ekspresja gendw kodujacych cytokiny, w tym
IL-12 (Ryc. 4). IL-12 jest silnym stymulatorem
odpowiedzi typu komoérkowego, ktora odry-
wa kluczowa role w odpornosci gospodarza
na zakazenie T. gondii. Dzialanie tej cytokiny
polega na stymulowaniu proliferacji i akty-
wagji limfocytow T i komorek NK, wzmaga-
niu aktywnosci populacji limfocytéow Thl, a
takze nasilaniu produkcji interferonu gamma
(IFN-y) przez komorki T i NK. Jak wskazaly
badania prowadzone przez YAROVINSKY'EGO
i wspotaut. (2005), rozpoznanie profiliny 7.
gondii przez receptor TLR11 jest niezbedne
dla indukcji wyrazania IL-12 przez mysie ko-
morki dendrytyczne. Myszy typu knockout
(tlr117) cechowaly si¢ upoSledzona zdolno-
Scia produkcji IL-12 w trakcie infekcji tym
pasozytem. Komorki dendrytyczne takich
myszy wykazywaly rowniez ograniczona
zdolnos¢ migracji do weztow chlonnych, co
przyczynialo sie znamiennie do hamowania
rozwoju adaptacyjnej odpowiedzi przeciw-
pierwotniakowej. Jednak mimo znacznego
defektu w produkcji IL-12, myszy tlr117 byly
zdolne do przezywania infekcji T. gondii
dzieki intensywnej sekrecji IFN-y przez ko-
morki NK (YAROVINSKY i wspotaut. 2005).

W regulacji aktywacji komorek dendry-
tycznych rozpoznajacych profiline I. gon-
dii z udzialem czasteczki TLR11 uczestnicza
zlokalizowane w siateczce Srodplazmatycz-
nej bialka transportowe UNC93B1 (Ryc. 4).
Czasteczki te odpowiedzialne sa za transport
innych, oprocz TLR11, receptorow Toll-like
zlokalizowanych w przedzialach wewnatrzko-
morkowych, czyli TLR 3, TLR7, TLR9, TLR12
i TLR13. Badania PIFER i wspoétaut. (2011)
wykazaly, ze niedobor funkcjonalnego bial-
ka UNC93B1 prowadzil do uposledzenia wy-
dzielania IL-12 przez komorki dendrytyczne,
oslabienia komorkowej odpowiedzi immu-
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nologicznej typu Thl przeciwko T. gondii i
znacznie zwickszonej podatnoSci myszy na
pasozyta. Dla potwierdzenia wewnatrzkomor-
kowej lokalizacji receptora TLR11 postuzono
si¢ linia komorek HEK293, w ktorej receptor
TLR11 posiadat etykietke biatka GFP. Obser-
wacja mikroskopowa jednoznacznie wyka-
zala wystepowanie tych struktur w obrebie
siateczki Srodplazmatycznej (PIFER i wspol-
aut. 2011). Jak wskazuja wyniki ostatnich

badan, UNC93B1l-zalezna odpowiedZ komor-
kowa wymaga Scistego wspoltdziatania recep-
tora TLR11 z czasteczka TLR12 (ANDRADE i
wspolaut. 2013). Oba receptory zlokalizowa-
ne sa w obrebie siateczki Srodplazmatyczne;j
i sa transportowane do blony endosomalne;j
przez biatko UNC93B1 tworzac heterodime-
ry rozpoznajace wspoOlnie profiline I gondii
i wzbudzajace intensywna produkcje IL-12
(Ryc. 4).

PODSUMOWANIE

Obecnos¢ receptora TLR11 w znacznym
stopniu chroni organizm myszy przed infek-
cjami wywolywanymi przez Salmonella en-
terica serovar Typhi i Toxoplasma gondii.
Konieczna jest kontynuacja badan majacych
na celu ustalenie powinowactwa receptora

TLR11 do innych ligandéw, co moze pomoc
w lepszym zrozumieniu roli tej czasteczki w
odpornosci przeciwzakaznej. Warta zaintere-
sowania jest rOwniez przyczyna braku recep-
torow TLR11 u ludzi, a takze jej ewentualne
konsekwencje.

TLR11 — RECEPTOR DLA PROFILINY I FLAGELINY

Streszczenie

Rodzina receptorow Toll-podobnych jest grupa
transbtonowych biatek rozpoznajacych konserwatyw-
ne wzorce molekularne patogenéw (ang. pathogen
associated molecular patterns, PAMPs). Ich cecha
charakterystyczna jest wystepowanie wielu powto-
rzefi bogatych w leucyne¢ w domenie zewnatrzko-
morkowej i obecnos¢ domeny TIR w ich czeSci cy-
toplazmatycznej. Kluczowa rola receptoréw Toll-po-
dobnych, bedacych swoistymi tacznikami odpornoSci
wrodzonej i nabytej, polega na inicjacji i regulacji
odpowiedzi odpornosciowej indukowanej przez wni-
kajace do organizmu patogeny. Dotychczas odkryto
13 receptoréw Toll-podobnych, z ktorych dziesi¢c
wykryto u ludzi (TLR1-10), a dwanasScie u myszy
(TLR1-9 i TLR11-13). Kazdy z receptorOw rozpoznaje
zachowane w ewolucji zwiazki, a wiazac je prowadzi

do aktywacji szeregu bialek i wzbudzenia ekspresji
wielu roznych genéw. Czasteczka TLR11 nalezy wraz
z TLR12 i TLR13 do rodziny receptoréw TLR11 wy-
stepujacych w blonie endosoméw mysich komorek
dendrytycznych, makrofagéw oraz komorek nabton-
kowych. Glownymi ligandami rozpoznawanymi przez
ten receptor sa flagelina wici bakteryjnych oraz pro-
filina T gondii. Mimo obecnosSci homologicznego
genu w komorkach ludzkich, ze wzgledu na liczne
kodony stop, nie ulega on transkrypcji. Wyniki wielu
badan sugeruja, ze brak ekspresji czasteczek TLR11
u ludzi moze by¢ jednym z waznych elementow de-
terminujacych podatnosS¢ na zakazenia wywolywane
przez niektére patogeny, ktorych struktury PAMP
rozpoznawane sa przez ten receptor.

TLR11 AS A RECEPTOR FOR PROFILIN AND FLAGELLIN

Summary

Family of Toll-like receptors (TLR) is a group of
transmembrane proteins, which recognize pathogen
associated molecular patterns (PAMPs). Unique fea-
ture of these molecules is the presence of multiple
leucine-rich repeats in the extracellular domain and
a TIR domain located in the cytoplasmic part of the
receptor. The key role of TLR receptors stems from
their ability to connect innate and acquired immuni-
ty by regulating the immune responses against invad-
ing pathogens. Until now, thirteen TLRs have been
discovered, out of which ten have been found in hu-
mans (TLR1-TLR10), and twelve (TLR1-9 and TLR11-
13) in mice. Each TLR receptor recognizes and binds
evolutionarily conserved molecules; in consequence

a cascade of proteins is activated which leads to the
expression of many different genes. TLR11 molecule
belongs, along with TLR12 and TLR13, to Toll-like
11 receptor family found in the endosomal mem-
brane of murine dendritic cells, macrophages and
epithelial cells. Flagellin which builds bacterial fla-
gella and T. gondi profilin are main ligands for that
receptor. Although humans have an orthologue of
TLR11 gene, it is nonfunctional due to the presence
of many stop codons. Plentiful publications suggest
that the lack of expression of TLR11 in humans can
be one of the causes for increased susceptibility to
some of the pathogens whose PAMPs are recognized
by that receptor..
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