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1. Wykaz stosowanych skrotow

1. Wykaz stosowanych skrotow

ASMaza — kwasna sfingomielinaza

BPI — biatko zwigkszajace przepuszczalnos¢ blony bakterii Gram-ujemnych
(ang. bactericidal/permeability-increasing protein)

BSA — albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

c¢DNA - kwas deoksyrybonukleinowy komplementarny do mRNA (ang. complementary
deoxyribonucleic acid)

CTX-FITC — podjednostka B toksyny cholery skoniugowana z FITC

DAPI — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

Dekstran-FITC — dekstran 40000 skoniugowany z FITC

DMEM - pozywka hodowlana (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium)

DMF - dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGFR - receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor
receptor)

EGTA - kwas etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetyl)-N,N,N’,N’-tetraoctowy

FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny

GPI — glikozylofosfatydyloinozytol

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

IFN — interferon

IL — interleukina

kDa — kilodalton

KDO — kwas 3-deoksy-D-manno-oktulozonowy

LBP — biatko wiazace lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide-binding protein)

LPS - lipopolisacharyd

LPS-AF488 — lipopolisacharyd skoniugowany z Alexa Fluor 488

NSMaza — neutralna sfingomielinaza

PAMP — molekularny wzorzec zwiazany z patogenami (ang. patogen associated

molecular pattern)

PBS — buforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered saline)
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PD - bufor zawierajacy 125 mM NaCl, 4 mM KCI, 10 mM NaHCOs, I mM KH;,POy,
10 mM glukozy, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl, 1 20 mM Hepes, pH 7.4

PDGFR — receptor plytkowego czynnika wzrostu (ang. platelet-derived growth factor
receptor)

PHEM - bufor zawierajacy 60 mM Pipes, 25 mM Hepes, 10 mM EGTA 14 mM MgCl,,
pH 6.9

PMSF — fluorek fenylometylosulfonowy

PRR - receptor rozpoznajacy wzorce (ang. pattern recognition receptor)

RANTES - chemokina B syntetyzowana przez limfocyty T (ang. Regulated upon
Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted), nazywana rowniez CCL5
(ang. Chemokine (C-C motif) ligand 5)

RPMI - pozywka hodowlana (ang. Roswell Park Memorial Institute, pozywka
opracowana w tym instytucie)

SDS - siarczan dodecylu sodu

SR - receptor zmiatacz (ang. scavenger receptor)

TBS — roztwor soli fizjologicznej buforowany Tris (ang. Tris buffered saline)

Tfr-AF647 — transferyna skoniugowana z Alexa Fluor 647

TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)

TLR — receptor Toll-podobny (ang. Toll-like receptor)

TMB - 3,3",5,5 -tetrametylobenzydyna

TNFa — czynnik martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor alpha)

Tris — tris-(hydroksymetylo)-aminometan
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2. Streszczenie

Lipopolisacharyd jest skladnikiem blony zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych. W
czasie infekcji LPS aktywuje leukocyty, wywolujac ogdlnoustrojowy stan zapalny
nazywany sepsa. Za rozpoznanie lipopolisacharydu przez leukocyty odpowiada ztozony
uktad biatek: biatko surowicy, LBP, wiaze czasteczki LPS i przenosi je na biatko CD14
zakotwiczone w btonie komorkowej leukocytow, skad LPS trafia do kompleksu receptora
TLR4 i biatka MD-2. Aktywowany receptor TLR4 inicjuje dwie Sciezki sygnatowe,
zalezna 1 niezalezna od udzialu biatka adaptorowego MyDS88, ktore tacznie prowadza do
syntezy roznorodnych mediatorow reakcji zapalnej. Z uwagi na grozne skutki nadmiernej
stymulacji komodrek przez LPS istnieja liczne mechanizmy wyciszajace ich odpowiedz
prozapalna. Obejmuja one hamowanie $ciezek sygnatowych uruchamianych przez LPS w
wyniku dziatania okreslonych biatek i lipidow, obnizenie poziomu receptora TLR4 lub/i
CD14 na powierzchni stymulowanych komorek oraz detoksykacje LPS. Dwa ostatnie
mechanizmy wiaza si¢ z internalizacja TLR4 i/lub CD14 oraz LPS. Internalizacja duzych
dawek LPS i jego detoksykacja zalezy od udziatu receptorow zmiataczy. Niewiele jednak
wiadomo o wspoéldziataniu, lub ewentualnym antagonizmie, tych receptoréw z receptorami
CD14 i TLR4, ktore odpowiadaja za aktywacjg¢ komorek przez LPS.

Celem pracy byto zbadanie mechanizmoéw negatywnej regulacji odpowiedzi komorek
makrofagopodobnych linii J774 na LPS, ze szczegélnym uwzglednieniem udziatu
receptora TLR4 i1 biatka CD14 w internalizacji tej endotoksyny.

Ustalilismy, ze komorki linii J774 w odpowiedzi na stymulacje lipopolisacharydem
wytwarzaly cytokiny prozapalne na $ciezce zaleznej i1 niezaleznej od MyD88 z odmienna
dynamika. Produkcja cytokiny TNFa, powstajacej na $ciezce zaleznej od MyD88 byta
szybsza 1 ulegata zahamowaniu przy st¢zeniach LPS powyzej 10-50 ng/ml, co wskazuje na
wlaczajace si¢ w tych warunkach mechanizmy regulujace negatywnie ten szlak sygnatowy
receptora TLR4. Natomiast produkowana na $ciezce niezaleznej od MyD88 chemokina
RANTES wydzielana byta z op6znieniem w poréwnaniu z TNFa, ale jej poziom podnosit
si¢ wraz z czasem stymulacji. WykryliSmy, ze jednym z czynnikOw negatywnie
regulujacych produkcj¢ TNFa jest ceramid, powstajacy w wyniku hydrolizy sfingomieliny
przez kwasna i neutralna sfingomielinazg. Wyciszenie ekspresji genéow kodujacych te
enzymy, a takze dzialanie ich inhibitoréw - imipraminy i GW4869 - w sposéb istotny

zwigkszato ilos¢ TNFa uwalnianego przez stymulowane komorki. Dane literaturowe
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sugeruja, ze ceramid hamuje potranslacyjne modyfikacje tego biatka. Przeciwnie, silne
obnizenie aktywnosci kwasnej sfingomielinazy w wyniku dziatania imipraminy
prowadzito do obnizenia produkcji chemokiny RANTES. Moze to sugerowac, ze ceramid
generowany przez ten enzym ulatwia endocytoze receptora TLT4, ktéra warunkuje
uruchomienie §ciezki niezaleznej od MyD88 z btony endosomow.

StwierdziliSmy, ze w czasie aktywacji komorek J774 przez LPS zaréwno
rozmieszczenie receptora TLR4 1 biatka CD14, jak i ich poziom na powierzchni btony
komorkowej ulegaly zmianom. Receptor TLR4 i biatko CD14 przemieszczaly si¢ w rejon
krawedzi wiodacej aktywowanych komorek, gdzie przejSciowo wspotwystepowaty.
Zgodnie z wynikami obserwacji mikroskopowych, analiza cytometryczna 1 radioizotopowa
poziomu CD14 i TLR4 na powierzchni komoérek wykazaty, ze stymulacja komorek
wysokim st¢zeniem lipopolisacharydu, 1000 ng/ml, powodowata znaczny spadek poziomu
powierzchniowego TLR4 (o 45%) i nieco mniejszy ubytek CD14 zauwazalny juz po 1-2
godzinach stymulacji. Efekt ten byt skorelowany z obnizeniem catkowitej ilosci TLR4 (o
30%) w komorkach. Redukcja powierzchniowego (i calkowitego) poziomu TLR4 i CD14
moze by¢ zatem jednym z elementéw wyciszajacych odpowiedZz prozapalna komorek
J774.

W komorkach poddanych dziataniu duzego stgzenia LPS (1000 ng/ml) zauwazalna
byta intensywna internalizacja tej endoksyny. Pobieranie duzego st¢zenia LPS wymagato
udziatlu biatka CD14 i receptorow zmiataczy. Proces ten przebiegal jednak niezaleznie od
zaangazowania receptora TLR4, co wskazuje, ze nie indukowal on odpowiedzi prozapalne;j
1 stuzyt neutralizacji LPS przez jego wewnatrzkomérkowa detoksykacje. Zablokowanie
wigzania LPS do receptorow zmiataczy przez kompetycyjny ligand (siarczan dekstranu)
hamowato o 70% internalizacj¢ duzych stgzen LPS, ale jednocze$nie prowadzito do niemal
dwukrotnego wzrostu produkcji cytokin prozapalnych, TNFa i RANTES. Wykrylismy, ze
pod wptywem siarczanu dekstranu ilos¢ CD14 i receptora TLR4 na powierzchni komoérek
zwigkszata sig¢, co moze przyczynia¢ si¢ do intensyfikowania odpowiedzi prozapalnej w
tych warunkach.

Przeciwwage szlakow aktywujacych odpowiedz prozapalna komorek i procesu
internalizacji duzych stezen LPS wykryliSmy takze stosujac inhibitory endocytozy zaleznej
od klatryny 1 dynaminy. Inhibitory te hamowaty produkcj¢ TNFa i RANTES, wskazujac
na klatryno- i dynamino-zalezna endocytoze jako istotna dla generacji sygnalow przez
aktywowany receptor TLR4. Jednocze$nie, zahamowanie tego szlaku endocytozy

prowadzito do wzmozonego pobierania duzych stezen LPS przez komorki.
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Nasze dane wskazuja, ze biatko CD14 uczestniczy zarowno w odpowiedzi prozapalnej
komorek indukowanej przez LPS jak i1 neutralizacji duzych stgzen LPS. CD14 przekazuje
bowiem LPS na TLR4, co uruchamia obie $ciezki odpowiedzi prozapalnej. Uruchomienie
sciezki sygnalowej TLR4 niezaleznej od MyD88 wymaga klatryno- i dynamino-zalezne;j
endocytozy tego receptora wraz z ,,sygnatowa” (niewielka) pula LPS. Nadmiar LPS
przekazywany jest natomiast z CDI14 na receptory zmiatacze, ktdre umozliwiaja
internalizacjg 1 detoksykacj¢ endotoksyny. Udzial biatka CD14 w odpowiedzi prozapalne;j i

neutralizacji LPS moze decydowac o przeciwwadze tych procesow.
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3.Wstep

3.1. Receptory PRR

Kluczowa rolg w uktadzie odporno$ciowym kreggowcdw petni jego starsza ewolucyjnie
czg$¢, uktad wrodzony. Odpowiada on za szybka, cho¢ niespecyficzna odpowiedz,
skierowana przeciwko mikroorganizmom, ktorym udato si¢ pokona¢ fizyczne bariery
chroniace organizm. Uklad wrodzony aktywuje tez i1 kontroluje adaptacyjny uktad
odpornosciowy, ktory zapewnia swoista odpowiedz oraz dlugoterminowa odpornosc.

Funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego opiera si¢ na zdolno$ci rozrdznienia
,»obcych” czasteczek mikroorganizméw od ,,wlasnych” czasteczek organizmu gospodarza.
Rozroznienie to jest istotne ze wzgledu na konieczno$¢ wczesnego wykrycia patogendw
oraz uniknigcia groznej w skutkach autoimmunizacji. Kolejnym problemem, ktory
przezwycigzy¢ musi wrodzony uktad odporno$ciowy, jest rozpoznawanie ogromnej liczby
potencjalnie niebezpiecznych organizmdw, ktore naleza do tak zrdéznicowanych klas jak
bakterie, wirusy, grzyby i pierwotniaki. Ligandy o takich wlasciwosciach wykrywane sa
przez receptory rozpoznajace wzorce (ang. PRR — pattern recognition receptors). Jest to
grupa receptoréw wystepujacych w komodrkach takich jak monocyty 1 makrofagi,
neutrofile, komoérki dendrytyczne i nablonkowe. Receptory te zdolne sa do rozpoznawania
zachowanych w ewolucji  czasteczek, charakterystycznych dla calych  grup
mikroorganizmoéw, a niespotykanych w organizmie gospodarza. Czasteczki takie okresla
si¢. mianem molekularnych wzorcéw zwigzanych z patogenami (ang. PAMP —
pathogen-associated molecular patterns) [1]. Typowym przyktadem PAMP sa sktadniki
budulcowe $ciany komoérkowej bakterii, a w przypadku bakterii Gram-ujemnych, takze
btony zewnetrznej. Struktury te zawieraja eksponowane, unikalne dla bakterii czasteczki,
takie jak peptydoglikany, lipopolisacharydy oraz specyficzne lipoproteiny. Druga istotna
grupa czasteczek rozpoznawanych przez PRR sa kwasy nukleinowe. W tym przypadku
rozroznienie ich od analogicznych czasteczek gospodarza jest mozliwe dzigki tworzeniu
przez nie charakterystycznych struktur, wystgpowaniu specyficznych sekwencji 1
roéznicach w modyfikacji (np. metylacji).

Poza rozpoznawaniem patogendéw, dodatkowa funkcja petniona przez receptory PRR
wrodzonego uktadu odpornosciowego jest wspotudziat w odpowiedzi na endogenne
sygnaly swiadczace o uszkodzeniach tkanek. Do takich czasteczek naleza m.in. produkty

proteolizy macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktore akumuluja si¢ podczas uszkodzen tkanek
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oraz niektore wewnatrzkomorkowe biatka, jak HMGB-1 (ang. high-mobility group box-1),
uwalniane podczas apoptozy komorek. Takie endogenne czasteczki zdolne do aktywacji
uktadu odporno$ciowego przy udziale receptorow PRR okresla si¢ mianem DAMP (ang.
damage/danger associated molecular patterns) [2, 3].

Na rycinie 3.1 przedstawiono podzial receptorow PRR na trzy klasy: wydzielane,

inicjujace fagocytoze i sygnatowe.

RECEPTORY PRR

WYDZIELANE ENDOCYTARNE SYGNALOWE

WIAZA SIE DO INICJUJA AKTYWUJA

PROMUJAC ICH PATOGENGW ODPORNOSCIOWEGO

DEGRADACJE I INICJUJA ODPOWIEDZ

ZAPALNA

-kolektyny, np. biatko -receptor mannozowy TRANSBtONOWE
wiazace mannoze, biatka -receptory zmiatacze (SR-  _receptory Toll-podobne (TLR)
surfaktantu plucnego A i D scavenger receptors), np. CYTOZOLOWE
fikoliny CD36, CD68 -receptory RIG-l-podobne (RLR)
-pentraksyny, np. biatko -receptory NOD-podobne (NLR)
C-aktywne, 0soczowy -cytozolowe receptory dla DNA

amyloid C

Ryc. 3.1. Podziat receptoréw rozpoznajacych wzorce w oparciu o pelione funkcje. Receptory
inicjujace fagocytoze obecne sa gltéwnie na powierzchni komoérek zernych, takich jak makrofagi i
komérki dendrytyczne. TLR wystepuja rowniez w innych komorkach uktadu odpornosciowego, a
takze w komorkach nablonkowych, §rodblonkowych oraz fibroblastach. Receptory RLR i niektore
NLR (np. NOD1) sa obecne w cytoplazmie wigkszosci typéw komorek.

Pierwsze z nich to czasteczki rozpuszczalne o charakterze opsonin, ktore wiaza si¢ z
powierzchnia patogennych organizmow, utatwiajac ich fagocytoze oraz inicjujac klasyczna
1 lektynowa droge aktywacji uktadu dopetniacza. Receptory PRR z grupy zaangazowane;j
w fagocytoze to bialka transblonowe posredniczace w internalizacji patogendow, co
prowadzi do degradacji pobranych czastek i prezentacji uwolnionych z nich antygenéw.

Do trzeciej klasy zalicza si¢ kilka rodzin receptorow posiadajacych domeny sygnatowe i
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zdolnych do aktywacji transkrypcji genow kodujacych biatka o charakterze prozapalnym.
Naleza do nich:

- receptory Toll-podobne (TLR, ang. Toll-like receptors) — najlepiej
scharakteryzowana rodzina receptorow PRR, omowiona w dalszej czg$ci rozprawy.

- receptory RIG-I-podobne (RLR, ang. RIG-I-like receptors) — rodzina trzech
cytoplazmatycznych helikaz wykrywajacych dwuniciowe wirusowe RNA. Dwie z nich,
RIG-1, MDA-5, posiadajace domeny CARD (ang. caspase activation and recruitment),
inicjuja $ciezke sygnatowa prowadzaca do syntezy interferondéw typu I; trzeci cztonek tej
rodziny, LPG, jest pozbawiony domeny CARD i funkcjonuje jako pozytywny regulator
aktywnos$ci RIG-1 1 MDA-5 [4]. Potwierdzono role RLR w rozpoznawaniu m.in. wiruséw
z rodzin Flaviridae (np. wirus zapalenia watroby typu C), Picornaviridae (np. wirus Polio) 1
Paramyxoviridae (np. wirus choroby Newcastle) [4].

- receptory NOD-podobne (NLR, ang. NOD-like receptors) — liczna rodzina
receptorow (zidentyfikowano dotychczas dwadziescia trzy receptory NLR u ludzi oraz
trzydzieSci cztery u myszy) rozpoznajacych czasteczki PAMP mikroorganizmow w
cytoplazmie. Receptory te moga posiada¢ kilka r6znych domen w czg$ci N-terminalnej, na
ktorej to podstawie klasyfikuje si¢ je do podrodzin. Do typowo wystepujacych domen
efektorowych naleza: domena CARD, PYD (ang. pyrin domain) oraz domena BIR (ang.
baculovirus inhibitor repeats). Do rozlicznych ligandéw rozpoznawanych przez te
receptory zalicza si¢ peptydoglikan, w tym jego skladnik - kwas y-D-glutamylo-mezo-
diaminopimelinowy, dipeptyd muramylowy ze S$ciany komorkowej bakterii Gram-
dodatnich, flageling, a takze krysztalty uwalniane z uszkodzonych tkanek (np. kwasu
moczowego) i1 niektore toksyny bakteryjne. Aktywacja tych receptoréw moze prowadzic¢
do  utworzenia  wieloczasteczkowego  kompleksu  zwanego  ,,inflamasomem”
odpowiedzialnego za promowanie procesow zapalnych, a takze mogacego inicjowac
specyficzna forme apoptozy, zwana pyroptoza [5, 6].

- cytozolowe receptory DNA - grupa w znacznej mierze niezidentyfikowanych biatek,
odpowiedzialnych za inicjacj¢ produkcji interferonéw typu I w obecno$ci plazmidowego,
wirusowego badz bakteryjnego DNA w cytoplazmie komorek. Postuluje si¢ udzial w tym
procesie biatek DAI, STING oraz ATGYa [5].

Warto zauwazy¢, ze pomimo znacznego strukturalnego zrdznicowania zarO6wno
ligandow jak i wiazacych je receptorow PRR, schemat aktywacji i przebiegu odpowiedzi
zapalnej pozostaje zasadniczo taki sam. Charakterystyczny dla receptoréw PRR wydaje si¢

by¢ efekt zawezania ilo$ci zaangazowanych w aktywacj¢ komorek czasteczek, od kilkuset
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rozpoznawanych PAMP, przez kilkadziesiat receptorow i kilkanascie powiazanych z nimi
biatek adaptorowych, do zaledwie okoto dziesigciu gtownych kinaz zaangazowanych w
transdukcj¢ sygnatu oraz kilku czynnikéw transkrypcyjnych, majacych pod kontrola cale
grupy genéw. Gltownymi kinazami o charakterze sygnalowym sa kinazy nalezace do
rodzin IRAK (ang. interleukin-1 receptor-associated kinase), TRAF (ang. TNF receptor-
associated factor), MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) oraz IKK (ang. I.B
kinase).

Docelowo, szlaki sygnatowe uruchamiane przez receptory TLR, RLR i NLR prowadza
do aktywacji kilku glownych czynnikéw transkrypcyjnych: NFB (ang. nuclear factor -
light-chain-enhancer of activated B cells), AP-1 (ang. activator protein-1) oraz IRF 3, 7 i
5 (ang. interferon regulatory factor). Pierwsze dwa z tych czynnikéw uruchamiaja
ekspresj¢ setek genéw odpowiedzialnych za produkcje cytokin, chemokin i enzymow
zapalnych. Do najwazniejszych zwiazkdw tego typu naleza: czynnik martwicy
nowotworow (TNFa, ang. tumor necrosis factor a), interleukiny IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-15 1 IL-18, MIP-1 oraz MCP1, 2 1 3. Natomiast czynniki transkrypcyjne IRF3 i IRF7
reguluja ekspresje gendw kodujacych interferony typu I, IFN-a i [FN-B [7].

Gtownym efektem ekspresji genéw znajdujacych si¢ pod kontrola tych czynnikéw
transkrypcyjnych jest inicjacja 1 regulacja ostrej odpowiedzi zapalnej, a takze aktywacja
uktadu dopetniacza, pobudzenie aktywnosci fagocytow oraz apoptoza zainfekowanych
komorek. Poza tym, w ostatnich latach przyznaje si¢ coraz wigksza rolg receptorow PRR w

regulacji nabytej odpowiedzi odpornosciowe;j [8, 9].

3.2. Receptory Toll-podobne

3.2.1. Charakterystyka ogdlna

Receptory Toll-podobne (TLR) stanowia rodzing transbtonowych glikoprotein o
zblizonej, tréjdomenowej strukturze oraz wysokiej homologii do biatka Toll Drosophila
melanogaster. Biatko Toll zwiazane jest z rozwojem zarodka muszki wzdluz osi
grzbietobrzusznej oraz odporno$cia muszki owocowej na infekcje grzybowe [10]. Biatko
rodziny Toll po raz pierwszy powiazano z odpornoscia u kregowcow pod koniec lat
dziewigédziesiatych ubieglego wieku [11-13]. Przeszukiwanie zsekwencjonowanych
genomow kregowcow pozwolito na wykrycie okoto stu genéw receptoréw TLR [14]. Geny

kodujace receptory TLR odnaleziono roéwniez w genomach bezkrggowcow tak
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zroznicowanych jak nicieh Caenorhabditis elegans, ostrogon Tachypleus tridentatus i
jezowiec Strongylocentrotus purpuratus [14-17]. Jako ze biatka strukturalnie 1
funkcjonalnie podobne do TLR wykryto nawet w roslinach wydaje sig, ze receptory te sa
jednym z najstarszych elementoéw mechanizméw obronnych wsrdd organizméw zywych
[18].

Jak dotad zidentyfikowano i opisano trzynascie receptorow TLR wystgpujacych u
ssakow. Dwanascie z nich wystgpuje u myszy, natomiast dziesig¢ u ludzi. Pogrupowano je
w sze$¢ rodzin na podstawie homologii sekwencji aminokwasowej (Rye. 3.2). Biatka
nalezace do tych podrodzin cechuje podobne, powolne tempo ewolucji, odzwierciedlajace
niewielka ewolucyjna zmienno$¢ rozpoznawanych przez nie czasteczek PAMP. Kazda
podrodzina receptoroOw rozpoznaje generalnie jedna obszerna klase¢ PAMP, przy czym
wigkszo$¢ kreggowcdw posiada co najmniej jeden receptor z kazdej z nich. Receptory TLR
obecne sa w komodrkach uktadu odpornosciowego, a takze w komorkach nabtonka jelit
(TLR4 1 5) 1 pgcherza moczowego, pluc, watroby oraz nerek (TLR11) [19-22]. Niedawne
odkrycia wykazaty takze obecno$¢ receptorow grupy TLR11-13 w komdrkach
osrodkowego uktadu nerwowego ssakow [23, 24]. U ludzi cata podrodzina TLR11-13 jest
obecna tylko w postaci pseudogenu (czemu przypisuje si¢ wrazliwos$¢ ludzi na infekcje
uropatogennymi szczepami Escherichia coli). U myszy natomiast nieaktywny jest gen
kodujacy TLR10 [14, 25, 26].

Poznane receptory TLR mozna tez podzieli¢ na dwie grupy ze wzgledu na lokalizacj¢
w komorce (Rye. 3.2). Receptory z podrodziny TLR1 (do ktdrej nalezy TLR1, 2, 6 1 10),
TLR4 1 TLRS wystepuja przede wszystkim w btonie komodrkowej. Dzigki swojej
lokalizacji na powierzchni komoérek rozpoznaja one elementy §cian komorkowych, otoczek
1 aparatow ruchu patogendéw. Z drugiej strony, receptory z podrodzin TLR3, TLR7-9 i
TLR11-13 zlokalizowane sa w organellach wewnatrzkomoérkowych, takich jak endosomy i
biora gléwnie udziat w detekcji kwasoOw nukleinowych mikroorganizmow. Do niedawna
uwazano, ze TLR11 jest receptorem powierzchniowym, ostatnie badania potwierdzity jego
wewnatrzkomorkowg lokalizacje [27].

Poszczegdlne podrodziny TLR rdznig si¢ rowniez pod wzgledem doboru biatek
adaptorowych (Rye. 3.2). Zidentyfikowano dotychczas pie¢ biatek adaptorowych
wykorzystywanych przez TLR: MyD88 (ang. myeloid differentiation primary response
gene 88), TIRAP/Mal (TIR domain-containing adapter protein/ MyD88-adapter-like),
TRIF/TICAM-1 (ang. TIR domain-containing adapter inducing IFN-f3/ TIR-containing
adapter molecule 1), TRAM/TICAM2 (ang. TRIF-related adapter molecule/ TIR-
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containing adapter molecule 2) oraz SARM (ang. Sterile o and HEAT-Armadillo motifs-
containg protein), z ktorych pierwsze cztery sa uzywane w roznych kombinacjach w
zapoczatkowaniu sygnatu, natomiast SARM jest negatywnym regulatorem biatka TRIF
[28, 29]. Wigkszo$¢ receptorow TLR, z wyjatkiem TLR3, uruchamia $ciezki sygnatowe z
udziatem MyDS88, podczas gdy TRIF wlaczony jest w przekazywanie sygnatu tylko przez
TLR3 i TLR4 [30, 31]. Wiazanie odmiennych biatek adaptorowych przez receptory TLR
prowadzi do wuruchomienia réznych $ciezek sygnatowych, co stanowi jeden z

mechanizmoéw pozwalajacych na lepsze dostosowanie odpowiedzi komorki do zaistniatego

zagrozenia.
BLONA ORGANELLE MIEJSCE
KOMORKOWA WEWNATRZ- ROZPOZNANIA
KOMORKOWE LIGANDU
-dwu- i tréj- -lipopolisacharydy  -flagelina -ssRNA -profilina Toxoplasma -dsRNA LIGANDY
acylowane -jony niklu -imidazochinoliny gondii
lipopeptydy -biatka wiruséw -niemetylowane -elementy uropato-
-glikolipidy RSV i MMTV CpG DNA gennych szczepéw
-LTA -rézne ligandy Escherichia coli
-LAM endogenne* * -biatko wirusa
-zymosan VSV
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Ryec. 3.2. Klasyfikacja i wtasciwos$ci receptorow TLR ssakow, opracowano wg [30, 31]

* Dla receptorow TLR10 i TLR12 nie zidentyfikowano jak dotad ligandow.

** Wryniki badan sugerowaly zdolno$¢ receptorow TLR4 i TLR2 do wigzania wielu endogennych
ligandow, ktorych obecnos¢ wskazuje na uszkodzenia tkanek. Postulowane ligandy tego typu to biatka
szoku cieplnego i elementy macierzy zewnatrzkomoérkowej (np. kwas hialuronowy) [32, 33]. Inne badania
postawily jednak w watpliwo$¢ te doniesienia, sugerujac, ze czynniki endogenne zwigkszaja jedynie
wrazliwo$¢ komorek na sladowe ilosci PAMP [34].

LTA - kwas lipotejchowy, LAM — lipoarabinomannan, RSV — ang. respiratory syncytial virus, MMTV —
ang. mous mammary tumor virus, VSV — ang. vesicular stomatitis virus, sSSDNA — jednoniciowy kwas
deoksyrybonukleinowy, dsSRNA — dwuniciowy kwas rybonukleinowy
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3.2.2. Struktura receptora TLR4 i innych TLR

Receptory TLR sa glikoproteinami typu I, posiadajacymi pojedyncza transblonowa
helisg, ktora taczy N-koncowa domeng odpowiadajaca za wiazanie ligandu z C-koncowa
domena sygnatowa (Rye. 3.3 A). Analiza sekwencji 1 poznanej struktury krystalicznej
kilku receptoréw TLR wskazuja na podobny, zachowany w ewolucji model ich budowy
[35-37].

Domeng N-koncowa okresla si¢ zazwyczaj mianem ,,zewnatrzkomoérkowej”, choé
nalezy pamigtac, ze w przypadku receptorow zlokalizowanych wewnatrz komorki jest ona
skierowana do $wiatta organelli. Domena ta u wszystkich TLR zbudowana jest z 16-28
powtérzen bogatych w leucyne (ang. LRR - leucin rich repeats) [38] (Rye. 3.3 B).
Receptor TLR4 zawiera 22 takie motywy. Jest to spotykany takze w innych receptorach
typ domeny zewnatrzkomorkowej, ztozony z kilku do kilkudziesigciu motywow LRR, z
ktorych kazdy posiada okoto 20-30 aminokwasdéw, w tym zachowana ewolucyjnie
sekwencj¢ LxxLxLxxN (gdzie L - leucyna, N - asparagina, x - dowolny aminokwas) oraz
region zmienny. Obecnos$¢ tej sekwencji powoduje przyjecie charakterystycznej dla TLR4
struktury, zwanej o/B podkowa, stabilizowanej przez skierowane do srodka czasteczki
fancuchy boczne leucyny oraz sie¢ asparagin tworzacych wiazania wodorowe. Regiony
zmienne tworza natomiast zewngtrzng, eksponowana powierzchni¢ podkowy i moga petnic
istotne role w interakcjach z ligandami [39].

Domeny zewnatrzkomorkowe wielu sposrdd poznanych receptoréw TLR odpowiadaja
tej charakterystyce, wlasciwej dla tzw. rodziny ,,typowych” biatek zawierajacych motywy
LRR. Jednak w przypadku receptora TLR4, a takze catej podrodziny TLRI1, sekwencja
aminokwasowa motywow LRR w centralnej czgsci domeny zewnatrzkomorkowej odbiega
od zachowanego ewolucyjnie wzorca. W motywach tych brak typowej sieci asparagin
stabilizujacej strukture, czego konsekwencja jest podziat domeny zewnatrzkomorkowej na
trzy czgsci, a takze odstonigcie wewngtrznych kieszonek o charakterze hydrofobowym
[40-42]. Postuluje si¢ obecnie role tych strukturalnych odchylen w dostosowaniu
receptorow do wigzania ligandow o odmiennym charakterze chemicznym. Receptory o
typowej strukturze, takie jak TLR3 i TLR7-9, wiaza ligandy hydrofilowe, takie jak kwasy
nukleinowe, przy uzyciu zewngtrznej powierzchni domeny zewnatrzkomorkowej. Z
drugiej strony, receptory o wydzielonych trzech subdomenach wykazuja zdolno$¢ do
wiazania ligandéw hydrofobowych za pomoca odstonigtych wewnetrznych kieszonek o
takim charakterze chemicznym. W taki wlasnie sposob receptory TLR1, 2 i 6 rozpoznaja

dwu- i trojacylowane lipopeptydy i lipoproteiny bakteryjne [41]. Receptor TLR4 stanowi
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szczegOlny przypadek. Jako jedyny poznany receptor z rodziny TLR nie wiaze on
bezposrednio swojego gldwnego ligandu, jakim jest lipopolisacharyd, lecz wymaga
udzialu koreceptora, biatkka MD-2 [43-45]. Uwaza sig, ze odstonigte kieszonki
hydrofobowe w strukturze TLR4 pozwalaja na dimeryzacjg¢ receptora poprzez wiazanie
jednego z lipidowych tancuchéw lipopolisacharydu (patrz 3.2.3.) [36, 46].

Nalezy tez dodaé, ze receptory TLR, podobnie jak inne biatka zawierajace moduty
LRR, posiadaja bogate w cysteing motywy LRRNT i1 LRRCT (na, odpowiednio, konicu N 1
C domeny zewngtrznej), ktére dodatkowo stabilizuja cala struktur¢ domeny
zewnatrzkomorkowej chroniac jej hydrofobowy rdzen. Kolejna wtasciwoscia TLR jest
obecnos¢ zachowanych ewolucyjnie sekwencji aminokwasowych w domenie
zewnatrzkomorkowej (gldwnie na jej powierzchni), w obrgbie ktéorych zachodzi N-
glikozylacja. Modyfikacja ta pelni najprawdopodobniej istotne funkcje w procesie

rozpoznawania ligandow, a takze w lokalizacji i transporcie receptora [47].

A B
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Ryc. 3.3. A - Model monomeru receptora TLR w btonie komodrkowej na przyktadzie TLR3 (wg [48],
zmodyfikowany). B - Schemat budowy domeny zewnatrzkomoérkowej receptora TLR, zawierajacej
powtdrzenia bogate w leucynge LRR (wg [36], zmodyfikowany). Sekwencja LXXLXLxxN tworzy
rownolegle B-nici stanowiace wewngtrzna, hydrofobowa cz¢$¢ domeny, zakonczong sekwencjami LRRNT
i LRRCT. Pozostata czg¢$¢ kazdego motywu (region zmienny, niezaznaczony na schemacie) tworzy helisy
i petle sktadajace si¢ na zewnetrzng czg¢$¢ domeny.

Domena cytoplazmatyczng receptorow TLR, odpowiedzialna za inicjacj¢ procesu
przekazywania sygnatu jest domena TIR (ang. Toll/ll-1receptor homology domain),
wystepujaca rowniez w receptorach dla interleukin oraz biatkach adaptorowych TLR (ze

wzgledu na jej obecno$¢ te trzy rodziny biatek przyporzadkowuje si¢ do jednej
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nadrodziny). Domena ta zbudowana jest z okoto 200 reszt aminokwasowych [28, 49].
Tworza one centralnie umiejscowiong B-kartke ztozona z pigciu nici, oznaczonych BA- BE,
otoczong pigcioma helisami, aA-oE. P¢tle taczace te elementy, zwlaszcza petla BB i DD,
wystaja ponad powierzchni¢ domeny i najprawdopodobniej odgrywaja istotna rolg w jej
multimeryzacji, ktora jest warunkiem utworzenia kompleksu sygnatowego [50, 51].
Poznanie struktur krystalicznych kilku receptorow TLR z rdéznych podrodzin w
kompleksach z ich ligandami [40, 41, 48, 52] badz antagonistami [42, 53] pozwolito nie
tylko na dostrzezenie wspolnych dla wszystkich TLR wiasciwosci, ale takze na
zaproponowanie ogdélnego modelu aktywacji receptorow tej rodziny [36, 37]. Sekwencja
zdarzen pozostaje w znaczniej mierze niezalezna od charakteru chemicznego ligandu.
Zwiazanie ligandu powoduje jedynie lokalne, niewielkie odksztalcenia konformacji
receptora, pozwala jednak na jego dimeryzacje, ktora, za wyjatkiem komplekséw TLR1-
TLR2 i TLR2-TLR6, ma charakter homodimeryzacji. Pomimo r6éznic w miejscu wigzania
ligandow pomigedzy roznymi TLR, powstajacy kompleks ma zasadniczo ten sam ksztalt,
przypominajacy liter¢ M, co spowodowane jest zblizeniem do siebie domen
zewnatrzkomorkowych ~w  rejonie  przybtonowym. Prowadzi to do zblizenia
cytoplazmatycznych domen TIR obu podjednostek dimeru i ustawieniem ich w orientacji
promujacej ich dimeryzacje. Towarzysza temu zmiany konformacyjne domeny TIR
receptora umozliwiajace przylaczenie domen TIR biatek adaptorowych i1 utworzenie
kompleksu sygnalowego z kinazami pierwszego rzg¢du, takimi jak IRAK [37, 54].
Niedawne badania sugeruja, ze receptor TLR4 rézni si¢ pod tym wzgledem od innych
TLR. Domeny cytoplazmatyczne i transbtonowe TLR4 wykazuja immanentna zdolno$¢ do
silnej, konstytutywnej dimeryzacji, w przeciwienstwie do innych receptorow tej rodziny
[55, 56]. Rola domeny zewngtrznej w tym uktadzie jest hamowanie tych interakcji, dopoki
nie zostanie zwiazany specyficzny ligand — lipopolisacharyd. Wydaje sig, ze taki uktad
prowadzi do znacznie silniejszej aktywacji komoérek niz w przypadku pozostatych
receptorow TLR. Badania nad konstytutywnie aktywnymi receptorami TLR, ktérych
domeng zewnatrzkomdrkowa zastapiono domena biatka CD4, pozwolity ustali¢, ze TLR4
kilkusetkrotnie silniej aktywuje promotory genéw prozapalnych niz pozostate receptory tej

rodziny [57].
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3.2.3. Rozpoznawanie lipopolisacharydow przez receptor TLR4

3.2.3.1 Struktura lipopolisacharydu

ANTYGENO ™ \ |

Y

Gl — Gal

l
Hep

]

Hep

A

RDZEN

LIPID A »

7\,

Ryc. 3.4. Ogoélny model struktury
czasteczki lipopolisacharydu. Gléwnym
zrodlem zmiennos$ci jest obecno$¢ i
struktura antygenu O, modyfikacje w
obrgbie  oligosacharydu  rdzeniowego,
fosforylacja glukozoamin oraz ilo$¢ i
dlugos¢ podstawionych reszt kwasow
tluszczowych w lipidzie A. Te dwa
ostatnie czynniki odgrywaja rolg¢ w
interakcji LPS z kompleksem TLR4-MD-
2.

(zrédto:
http://digitalunion.osu.edu/r2/summer08/
mconroy/, zmienione)

KDO - kwas 3-deoksy-D-manno-2-
oktoluzonowy, Hep - L-glicero-D-
mannoheptoza, Glu - glukoza, Gal -
galaktoza, Man - mannoza, Rha -
ramnoza, GluNAc - kwas  N-
acetyloglutaminowy, Abe - abekwoza
(3,6-dideoksy-D-ksylo-heksoza)

Lipopolisacharydy to zbiorcze okreslenie dla grupy zwiazkdéw o zblizonej strukturze
(Ryc. 3.4.), ktore stanowia glowny sktadnik zewngtrznego listka blony zewngtrznej
bakterii Gram-ujemnych [58]. Ze wzgledu na istotna role, jaka petnia w utrzymywaniu
struktury komorki bakteryjnej, ich budowa zostata w znacznym stopniu zachowywana w
toku ewolucji, stanowiac modelowy przyktad PAMP. LPS silnie aktywuje komorki
wrodzonego uktadu odpornosciowego, wywolujac odpowiedz zapalna. Nadmierna reakcja
na LPS 1 obecno$¢ jego duzych stgzen moze prowadzi¢ do ogdlnoustrojowej reakcji
zapalnej zwanej sepsq [59]. Ciezka sepsa wiaze si¢ z wystapieniem zagrazajacych zyciu
zaburzen czynnosci podstawowych narzadéw, a nastgpujaca niewydolno$¢ uktadu
sercowo-naczyniowego jest podstawa zdiagnozowania szoku septycznego.

Rozpoznanie lipopolisacharydu jest wieloetapowym procesem 1 wymaga
wspotdziatania szeregu biatek — LBP (ang. LPS-binding protein), CD14 (ang. cluster of
differentiation 14) oraz kompleksu bialek TLR4/MD-2. Dopiero w 1998 roku wykryto, ze

receptor TLR4 odpowiada za inicjacje kaskad sygnalowych w odpowiedzi na LPS [12].
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Weczesniejsze prace wskazywaly na udziat w tym procesie innych receptorow, takich jak
integryny CDI11/CDI18 1 biatko regulatorowe uktadu dopetniacza CDS55 [60, 61].
Postulowano rowniez rolg receptoroéw z rodziny zmiataczy, takich jak mysi receptor Cla-1
i ludzki receptor CD36 [62-64].

LPS sktada si¢ z trzech czesci: tancucha polisacharydowego zwanego antygenem O,
rdzenia oraz lipidu A, zakotwiczajacego czasteczke LPS w blonie zewngtrznej bakterii [65]
(Ryc. 3.4).

Antygen O sktada si¢ z reszt cukrowych, ktorych sktad i liczba podlegaja znacznemu
zrdéznicowaniu. Zidentyfikowano ponad 60 reszt cukrowych oraz 30 modyfikujacych je
elementéw niecukrowych spotykanych w tancuchach O-swoistych. Najczesciej spotykane
cukry tworzace tancuch to heksozy, takie jak glukoza, fruktoza, galaktoza, mannoza i
ramnoza. U niektérych gatunkow, badz tez w specyficznych warunkach wzrostu, tancuch
O-swoisty moze nie wystgpowac, badz wystepowac w skroconej formie. Skutkuje to tzw.
»szorstkim” (ang. rough) fenotypem kolonii bakterii, w odréznieniu od typowego fenotypu
kolonii ,,gtadkich” (ang. smooth) [66]. Najczg$ciej uznaje sig, ze dtugos¢ 1 sktad cukrowy
antygenu O nie ma wplywu na biologiczna aktywnos$¢ LPS, a jego duza zmienno$¢
powoduje, ze nie jest on dobrym celem dla receptoréw z grupy PRR. Niemniej jednak,
catkowity brak tancucha O-swoistego moduluje proces rozpoznawania LPS przez komorki
wrodzonego uktadu odpornosciowego, co zaobserwowano w przypadku LPS z bakterii z
rodzaju Brucella 1 Salmonella, a takze Escherichia coli [67-69]. LPS tego typu, w
przeciwienstwie do LPS z pelnym tancuchem O-swoistym, aktywuje niektore reakcje
komorki bez udziatu biatka CD14 [68, 70].

Rdzen czasteczki LPS ma charakter oligosacharydu. Zawiera reszt¢ kwasu 3-deoksy-
D-manno-oktulozonowego (KDO), ktéra przylaczona jest do proksymalnej reszty
glukozoaminy lipidu A. Reszty kwasu KDO sa zwykle podstawione przez kolejne reszty
kwasu KDO oraz reszty L-glicero-D-mannoheptozy (Hep). Uktad 1-3 KDO 1 2-3 Hep
tworzy tzw. ,,wewngtrzny rdzen”, do ktorego dolaczone sa zazwyczaj trzy heksozy
(,,zewngtrzny rdzen”). Struktura tej czg$ci jest znacznie mniej zmienna niz w przypadku
antygenu O, moze jednak zawiera¢ rézne modyfikacje. Uwaza si¢, ze oligosacharyd
rdzeniowy nie jest istotny dla peinej biologicznej aktywnosci LPS, moze jednak miec
modulujacy efekt [71].

Lipid A jest najlepiej zachowana ewolucyjnie czg$cia czasteczki lipopolisacharydu.
Jest to rowniez czg$¢ rozpoznawana przez receptory uktadu odpornosciowego, odpowiada

ona zatem za prozapalna aktywnos$¢ LPS [72, 73]. Podstawa budowy lipidu A sa dwie
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czasteczki glukozoaminy potaczone wigzaniem glikozydowym B-1-6. Do tego cukrowego
szkieletu dotaczonych jest, w =zaleznosci od gatunku bakterii, 4-7 reszt kwasow
thuszczowych o zréznicowanej diugosci. Ilos¢ i dlugo$¢ podstawionych reszt kwasow
thuszczowych jest gtéwnym zrédtem heterogennosci lipidu A wsrdd bakterii 1 jednocze$nie
najistotniejszym czynnikiem wptywajacym na aktywno$¢ biologiczng LPS. Obecnos¢
sze$ciu tancuchéw weglowych zawierajacych 12-14 atomow wegla stanowi optymalna
struktur¢ z punktu widzenia aktywacji komorek, a dodanie lub usunigcie tylko jednego
fancucha obniza aktywno$¢ prozapalna LPS ponad stukrotnie [71, 74]. Drugim waznym
czynnikiem warunkujacym pelna zdolno$¢ LPS do aktywacji uktadu odpornosciowego jest
fosforylacja glukozoamin przy 1 i 4 atomie wegla [75]. Obie te wiasciwosci strukturalne

maja decydujacy wptyw na sil¢ wiazania LPS z biatkami MD-2 1 TLR4.

3.2.3.2 Bialka wiazace LPS

LPS ma charakter amfipatyczny i w §rodowisku wodnym tworzy micelle, blokujace
dostep lipidu A do receptorow. Spontaniczne dyfuzja LPS z micelli do receptorow
zachodzi bardzo powoli [76]. W procesie oderwania monomeréw LPS z micelli, lub
bezposrednio z blony zewngtrznej bakterii uczestnicza biatka ostrej fazy: LBP i BPI,
wystepujace w osoczu. LBP jest glikoproteing o masie czasteczkowej 60 0000, ktora wiaze
pojedyncze czasteczki LPS i katalizuje ich transport do biatka CD14 [76-79]. Blisko
spokrewnione 1 podobne strukturalnie biatko BPI (ang. bactericidal/permeability-
increasing protein) znacznie silniej wiaze LPS, nie przekazuje go jednak na CDI14.
Postuluje si¢ natomiast jego rol¢ w procesie detoksykacji lipopolisacharydu [80]. Biatka
ostrej fazy oraz CD14 pozwalaja na koncentracje¢ czasteczek LPS przed przekazaniem ich
na kompleks TLR4/MD-2, co pozwala na silng i szybka odpowiedz komorki nawet przy
niewielkich stgzeniach lipopolisacharydu w srodowisku (1 ng/ml i mniejszych).

CD14 to biatko o masie czasteczkowej 56 000, w czesci zewnatrzkomodrkowej
zawierajace powtorzenia LRR, w czym przypominana receptory TLR. CDI14 tworzy
homodimery i w tej postaci wiaze LPS za pomoca hydrofobowej kieszonki zlokalizowane;j
na zewngtrznej powierzchni dimeru [81]. CD14 jest pozbawione domeny transblonowe;j 1
cytoplazmatycznej. Jest ono zakotwiczone w zewngtrznej warstwie blony komodrkowej
poprzez tacznik glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), zlokalizowany na koncu C biatka
[81, 82]. Zewnatrzkomoérkowa fosfolipaza C moze katalizowaé hydrolize wiazania

estrowego, ktore wiaze grupg acylowa, zakotwiczajaca CD14 w blonie komorkowej, z
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pozostatym fragmentem tacznika GPI. Prowadzi to do uwolnienia CD14 do formy
rozpuszczalnej (sCD14), ktéra umozliwia rozpoznanie LPS przez komorki pozbawione
CD14 w formie biatka btonowego (mCD14). sCD14 moze takze powstawa¢ na drodze
niezaleznej od fosfolipazy, poprzez pominigcie potranslacyjnej modyfikacji dodajacej
kotwice GPI 1 bezposrednie wydzielenie do srodowiska [83].

Obecnos¢ kotwicy GPI w btonowej formie CD14 wskazuje na powiazanie tego
receptora z tzw. tratwami lipidowymi. Sa to mikrodomeny btony komorkowej wzbogacone
w sfingolipidy i1 cholesterol, ktéore wyodrgbniaja si¢ z otoczenia bardziej plynnych
obszaro6w btony zawierajacych gtownie glicerofosfolipidy [84, 85]. Tratwy lipidowe sa
mikrorejonami btony komoérkowej, w ktorych gromadza si¢ wybrane receptory oraz kinazy
biorace udzial w transdukcji sygnatu [86, 87]. Kluczowe znaczenie tego zjawiska dla
generacji $ciezek sygnatowych zostato potwierdzone w przypadku takich receptorow
uktadu odpornosciowego jak BCR (ang. B cell receptor), TCR (T cell receptor) oraz
receptorow Fc [88-90]. Zakotwiczenie CD14 w tratwach lipidowych sugeruje istnienie
podobnego mechanizmu w procesie formowania kompleksu sygnatowego CD14/MD-
2/TLR4 [91].

Najczesciej przyjmuje si¢, ze CD14 razem z LBP pehnia role ,,anteny”, efektywnie
wychwytujacej lipopolisacharyd i przekazujacej go na TLR4 [92-94]. Ze wzgledu na
udziat CD14 w wiazaniu LPS biatko to jest czgsto nazywane receptorem LPS, pomimo
braku sekwencji sygnalowej i w takim rozumieniu okre$lenie to jest stosowane w tej
rozprawie. Wiele badan wskazuje, ze CD14 moze petni¢ réwniez inne funkcje w procesie
stymulacji komorek przez lipopolisacharyd. CD14 kontroluje internalizacj¢ aktywowanego
receptora TLR4 prowadzaca do uruchomienia jednej z jego Sciezek sygnatowych (patrz
3.2.4.3) [95]. CD14 moze tez bra¢ udzial w pobieraniu LPS przez komoérki na drodze
nieprowadzacej do ich aktywacji, lecz pozwalajacej na detoksykacj¢ endotoksyny i
zmniejszenie jej stezenia w srodowisku [96, 97].

Przekazanie LPS z CD14 na kompleks TLR4/MD-2 stanowi ostatni etap rozpoznania
tej czasteczki i rozpoczyna proces transdukcji sygnatu [43, 98]. MD-2 posiada rzadko
spotykana struktur¢ B-kubka (ang. B-cup), zbudowana z dwodch rownoleglych B-kartek,
ktore tworza obszerna kieszonkg wiazaca lipidowa cze$¢ czasteczki lipopolisacharydu
[53]. Samo MD-2 jest powiazane z zewngtrzna powierzchnig receptorow TLR4 za pomoca
wigzan wodorowych i jonowych. Po zwiazaniu LPS do kieszonki MD-2 dochodzi do
utworzenia kompleksu ztozonego z dwoch heterodimerow TLR4/MD-2 (Ryc. 3.5).

Czasteczka lipopolisacharydu petni w tym procesie rolg mostka: w przypadku optymalne;]
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struktury LPS, zawierajacej sze$¢ reszt kwasoéw tluszczowych, pig¢ z nich wypehnia
kieszonke¢ MD-2, podczas gdy szosty jest czgsciowo odstonigty 1 wchodzi w interakcje z
hydrofobowa kieszonka drugiej czasteczki TLR4. Wiazanie to jest dodatkowo
stabilizowane przez dwie grupy fosforanowe lipidu A, ktére tworza jonowe i wodorowe

wiazania z resztami lizyny 1 argininy na powierzchni sasiadujacych TLR4 1 MD-2 [36, 37].

Ryc. 3.5. Struktura kompleksu
TLR4/MD-2 po zwiazaniu LPS.
Przedstawione sa tylko
zewnatrzkomérkowe  domeny
receptoréw TLR4. Lipid A
zostat oznaczony czerwona linia.
Pie¢ z szeSciu reszt kwsow
thuszczowych pograzonych jest
w kieszonce MD-2, szosty
wchodzi w interakcje z resztami
fenyloalanin na sasiadujacej
czasteczce TLR4. Kompleks
przyjmuje charakterystyczna, M-
ksztaltna  strukture.  (zrodto:
[36])

Bezposrednie oddzialywania migdzy czasteczkami TLR4 pozostaja natomiast stabe,
pomimo ich zblizenia. Model ten pozwala zrozumie¢ znaczenie roli modyfikacji
strukturalnych lipidu A dla aktywno$ci biologicznej LPS, jako ze brak grup fosforanowych
lub odstepstwa od optymalnej liczby podstawionych reszt kwasoéw tluszczowych nie
pozwalaja na uformowanie stabilnego kompleksu sygnatowego.

Po dimeryzacji TLR4 caly kompleks przyjmuje charakterystyczny dla receptoréw Toll-
podobnych uktad, przypominajacy liter¢ M. Tak jak opisano w 1.2.2, prowadzi to do zmian
w orientacji domen zewnatrzkomorkowych w rejonie przyblonowym co umozliwia
homodimeryzacj¢ cytoplazmatycznych domen TIR 1 utworzenie kompleksu sygnatowego,
zawierajacego biatko adaptorowe MyD88. W interakcji MyD88 z receptorem TLR4
posredniczy dodatkowe biatko adaptorowe Mal/TIRAP [99, 100]. Biatko MyD88 posiada
domeng TIR analogiczna do obecnej w TLR, ktora pozwala na oddzialywanie z
receptorem oraz zlokalizowana na koncu C domeng¢ $mierci DD (ang. death domain),
poprzez ktora wchodzi w interakcje z kinazami IRAK2 i IRAK4. Cytoplazmatyczne
domeny receptorow TLR4, bialka adaptorowe oraz kinazy IRAK2 i IRAK4 tworza

kompleks sygnatowy nazywany myddosomem [101].
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Uformowanie tego kompleksu pozwala na fosforylacje kinaz IRAK i uruchomienie
sygnatu wewnatrzkomérkowego na pierwszej z dwoch aktywowanych przez LPS $ciezek:
Sciezce zaleznej od MyD88 (Rye. 3.6). Uruchomienie drugiej ze $ciezek sygnatowych,
zachodzacej bez udzialu MyD8S, ale zaleznej od biatka adaptorowego TRIF, wymaga
internalizacji receptora TLR4 [102].

Ryc. 3.6. Zwiazanie ligandu powoduje

=5, Ligand dimeryzacj¢  zewngtrznej domeny
R S receptora TLR4, a konsekwencji
‘ -,\\: g ‘\" multimeryzacj¢ domen TIR receptorow
N . i biatek  adaptorowych. Do
’ ‘ powstajacego kompleksu wiaza si¢ za
N “ pomoca domen DD cztery czasteczki
kinazy IRAK2 i cztery czasteczki
w |y IRAK4. Stwierdzona obecno$é szesciu
~ /) czasteczek MyD88 w myddosomie
moze wskazywac na ich oddziatywanie
z kompleksami tworzonymi przez inne
dimery receptorow, sugerujac
tworzenie przez nie skupisk wyzszego
rzedu [36, 101]. (zrodto: [36])

3.2.4. Sciezki sygnalowe aktywowane przez lipopolisacharydy

3.2.4.1. Sciezka zalezna od MyD88

Sciezka sygnatowa zalezna od biatka adaptorowego MyD88 jest charakterystyczna dla
nieomal wszystkich receptoréw TLR, za wyjatkiem TLR3 [103]. Na $ciezce tej dochodzi
do aktywacji transkrypcji genéw cytokin prozapalnych, przy uzyciu dwoch czynnikow
transkrypcyjnych, NFkB oraz AP-1. NFkB to homo- lub heterodimeryczny kompleks
biatkowy ztozony z dwoch bialek nalezacych do rodziny Rel. Najczesciej spotykany w
komorkach 1 aktywowany na szlakach sygnatowych receptorow TLR jest heterodimer
ztozony z podjednostek pS0/NFkB1 oraz p65/RelA, ktory jest silnym aktywatorem
transkrypcji wielu genow. Kompleks ten wystepuje w cytoplazmie, a jego translokacja do
jadra komorkowego jest hamowana przez interakcje z biatkami rodziny IxkB (ang. inhibitor
of NFxB) (Rye. 3.7). AP-1 (ang. activator protein) jest natomiast dimerycznym biatkiem,
ktérego podjednostki naleza do jednej z czterech rodzin biatlkowych: Jun, Fos, Maf i ATF
(ang. activating transcription factor) [104]. Aktywowany AP-1, typowo wskutek
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fosforylacji przez kinazy MAPK, uruchamia transkrypcje wielu gendw zwigzanych m.in. z
proliferacja, roznicowaniem komorek, odpornoscia 1 apoptoza [105]. Stwierdzono, Zze na
Sciezce zaleznej od MyD88 dochodzi takze do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych
IRF1 i IRFS5, chociaz odpowiedzialne za ten proces molekularne mechanizmy nie zostaty
jak dotad doktadnie opisane [106, 107].

Proces transdukcji sygnatu receptora TLR4 rozpoczyna si¢ od uformowania kompleksu
sygnatowego za pomoca domen TIR i DD homodimeru receptoréw, bialek adaptorowych
TIRAP i MyD88 oraz kinaz IRAK. Pierwszym zdarzeniem sygnatowym na tej $ciezce jest
fosforylacja kinazy IRAKI1 przez IRAK4, prawdopodobnie takze przy udziale IRAK2
[108]. Aktywowane biatko IRAK1 oddysocjowuje od kompleksu receptorowego i wchodzi
w interakcje z kinaza TRAF6 (ang. tumor necrosis factor receptor associated factor 6)
(Rye. 3.7). Bialtko to posiada na koncu N domeng RING (ang. really interesting new gene),
ktora nadaje mu aktywnos¢ ligazy ubikwityny E3. TRAF6, aktywowany przez IRAKI,
tworzy kompleks z biatkami Ubv13 i UevlA, czego konsekwencja jest poliubikwytynacja
obu kinaz (IRAK1 i TRAF6) oraz aktywacja kolejnego przekaznika sygnatu, kinazy TAK1
(ang. transforming growth factor [-associated kinase-1), wystepujacej w kompleksie z
biatkami TAB1/2/3 (ang. TAKI-binding protein) [5, 109]. Aktywowany przez
ubikwitynacj¢ i1 fosforylacje TAK1 jest zdolny do dalszej fosforylacji substratow z dwoch
gléwnych grup kinaz: IKK (kinaza inhibitora czynnika NFxB, ang. inhibitor of NFxB
kinase) oraz MAPK (kinaza aktywowana miogenami, ang. mitogen-activated protein
kinase) [110, 111]. IKK to kompleks ztozony z trzech bialek (IKKoa, IKKf3 oraz elementu
regulatorowego, IKKy/NEMO), ktory fosforyluje biatka IkB na resztach seryny. Prowadzi
to do ich poliubikwitynacji 1 degradacji przez proteasom 26S, co pozwala uwolnionemu
czynnikowi NFkB na translokacje¢ do jadra i uruchomienie ekspresji docelowych genow
[112]. Natomiast rodzina kinaz serynowo-treoninowych MAPK odpowiada gltéwnie za
aktywacje czynnika AP-1 (Rye. 3.7). Charakterystyczny dla tej rodziny jest sposob
transdukcji sygnatu na drodze tzw. kaskady kinaz MAP, stanowiacej uktad trzech kinaz
(MAP3K-MAP2K-MAPK) aktywowanych  sekwencyjnie. W  odpowiedzi na
lipopolisacharyd aktywacji ulegaja kinazy z trzech gtéwnych grup MAPK spotykanych u
ssakow: biatka ERK1/2 (ang. extracellular signal regulated kinase), p38 oraz JNK (ang. c-
Jun N-terminal kinase), jednak nie wszystkie elementy kaskad MAP bioracych udziat w
przekazywaniu sygnalu na $ciezce MyD88-zaleznej zostaty zidentyfikowane [113, 114].
Do tej pory potwierdzono udziat bialek MKK3 i MKK6 jako kinaz bezposrednio
aktywowanych przez TAK1 [115, 116].
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Ryc. 3.7. Sciezki sygnalowe receptora TLR4 aktywowane przez LPS. Zwiazanie MyD88 i TIRAP do
domen TIR receptora TLR4 prowadzi do wczesnej aktywacji NFkB i AP-1 na szlaku przekaznikéw
IRAK4-IRAK1-TRAF6-TAK1-IKK/MAPK i produkeji cytokin prozapalnych. Zwiazanie TRIF i TRAM
uruchamia $ciezk¢ MyD88-niezalezna, prowadzaca do aktywacji IRF3 i produkeji interferonow typu I na
szlaku TRAF3-TANK-TBK1-IKKi. Jednoczes$nie, interakcja TRIF z TRAF6 przy udziale biatka RIP-1
pozwala na opdzniong aktywacje NFkB i taczy obie $ciezki. NFkB przedstawiony jest jako dimer biatek
p50 i RelA. Schemat nie uwzglednia roli internalizacji receptora w inicjacji $ciezki MyD88-niezalezne;.
Zrédto: [112], zmienione.

3.2.4.2. Sciezka niezalezna od MyD88 (zalezna od TRIF)

Druga $ciezka przekazywania sygnalu receptora TLR4 jest $ciezka niezalezna od
MyD88, zwana réwniez $ciezka zalezna od biatka adaptorowego TRIF (Rye. 3.7). Sciezka
ta jest inicjowana tylko przez receptory TLR3 i TLR4, przy czym TLR4 wymaga do jej
uruchomienia dodatkowego biatka adaptorowego TRAM, ktore posredniczy w interakcji
migdzy receptorem TLR4 i biatkiem adaptorowym TRIF [117, 118]. Sciezka ta odgrywa
gléwna role w aktywacji ekspresji gendéw interferonow typu I (IFNa i IFNB), poprzez
fosforylacje czynnikow transkrypcyjnych IRF (ang. interferon regulatory factor): IRF3 i,
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w mniejszym stopniu, IRF7. Biatka te sa obecne w nieaktywnej formie w cytoplazmie,
natomiast po ufosforylowaniu w regionach C-koncowych ulegaja homodimeryzacji 1
przemieszczaja si¢ do jadra, gdzie wraz z NFkB 1 AP-1 tworza kompleks wiazacy si¢ do
regionu promotorowego i wzmacniajacego docelowych genoéw [112, 119] (Ryec. 3.7).

Zwiazanie biatek adaptorowych TRIF i TRAM z domenami cytoplazmatycznymi
TLR4 rozpoczyna tworzenie kompleksu sygnatowego z biatkami odpowiedzialnymi za
fosforylacje czynnika IRF3. Wykazano, Ze niezbgdne w tym procesie jest biatko TRAF3,
pehiace rolg pomostu miedzy TRIF i kolejnymi kinazami [112, 120]. Do TRAF3 wiaze si¢
biatko TANK (ang. TRAF family member-associated NFxB activator), ktore wchodzi w
interakcje z kinaza TBK1 (ang. TANK binding kinase-1). TBK1 z kolei tworzy kompleks z
kinaza IKKe/IKKi 1 w tej postaci biatka te fosforyluja czynniki transkrypcyjne IRF [121].
W procesie aktywacji IRF3 biora prawdopodobnie udzial takze inne biatka, jak na
przyktad Akt, ktory rowniez wiazeg si¢ z TBK1 [122].

Na $ciezce zaleznej od TRIF, oprocz fosforylacji IRF3 1 IRF7 dochodzi réwniez do
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB. Jest to mozliwe dzigki obecnosci w N-
koncowym regionie czasteczki TRIF motywow wiazacych TRAF6 [123]. Pozwala to na
aktywacj¢ kinazy TAKI i kolejnych przekaznikow wg schematu opisanego powyzej dla
sciezki MyD88-zaleznej (Rye. 3.7). Dodatkowo, TRIF zdolny jest réwniez do wiazania
biatka RIP1 (ang. receptor-interacting protein 1). Uwaza si¢ obecnie, ze TRIF, TRAF6 1
RIP1 tworza kompleks, ktory jest odpowiedzialny za zalezna od ubikwitynacji aktywacjg
TAKI1 [30]. Sugeruje sig, ze Sciezka TRIF-zalezna odpowiada za p6zna aktywacje NFkB,
zwiazana z autokrynna aktywacja komorek przez TNFa, podczas gdy Sciezka MyDS88-
zalezna prowadzi do wczesnej, szybkiej aktywacji NFkB bezposrednio po zwigzaniu
lipopolisacharydu [112, 124]. Niemniej jednak, transdukcja sygnatu na obu $ciezkach jest
wymagana do pelnej aktywacji produkcji cytokin prozapalnych w odpowiedzi na LPS

(Ryc. 3.7).

3.2.4.3. Rola internalizacji receptora TLR4 w sekwencyjnej aktywacji Sciezek

sygnalowych

Obecnos¢ receptora TLR4 w organellach wewnatrzkomoérkowych, takich jak aparat
Golgiego, oraz jego internalizacja byly obserwowane juz we wczesnej fazie badan nad tym
receptorem [125, 126]. Mimo to, przez wiele lat uwazano, ze receptor ten aktywuje obie

sciezki sygnatowe jako biatko blony komoérkowej. Uwazano to za wyjatkowa wlasciwosé
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receptora TLR4, jako ze wszystkie inne poznane PRR (w tym pozostate TLR, patrz Ryc.
3.2) zdolne do aktywacji produkcji interferondéw, inicjuja transdukcj¢ sygnatu z btony
organelli wewnatrzkomorkowych badz z cytoplazmy.

Alternatywny model uruchamiania S$ciezek sygnatowych przez TLR4 zostat
zaprezentowany w 2008 roku przez Kagana i wspotpracownikéw [102]. Model ten
zaklada, ze aktywacja $ciezek MyD88-zaleznej 1 —niezaleznej jest rozdzielona w czasie i
przestrzeni (Rye. 3.8). Kluczowym wydarzeniem regulujacym generacje¢ sygnatu na
$ciezce niezaleznej od MyDS88 jest internalizacja receptora TLR4. Wedtug proponowanego
modelu, blonowy kompleks receptorowy zlozony z CD14, TLR4 i MD-2 formuje si¢ w
rejonach btony komoérkowej bogatych w fosfatydyloinozytolo-(4,5)-bisfosforan (PI(4,5)P,
(ang.- phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate). Obecnos¢ domeny wiazacej P1(4,5)P, w
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Ryec. 3.8. Schemat sekwencyjnej aktywacji $ciezek sygnatowych TLR4 regulowanej przez internalizacje
receptora.

A — Zwiazanie lipopolisacharydu prowadzi do utworzenia kompleksu receptorowego przez CD14, TLR4 i
MD-2. Wysokie lokalne stgzenie PI(4,5)P, pozwala na zwiazanie biatka adaptorowego TIRAP, ktory z
kolei wigze MyD88, a nastepnie kinazy IRAK. Formuje si¢ myddosom rozpoczynajac transdukcj¢ sygnatu
na $ciezce MyD88-zalezne;j.

B — Po internalizacji receptora stezenie PI1(4,5)P, w blonie endosomu spada, co powoduje oddysocjowanie
kompleksu TIRAP-MyD88. Do uwolnionych domen TIR receptora wiaza si¢ biatka adaptorowe TRAM
oraz TRIF, rozpoczynajac przekazywanie sygnatu na $ciezce niezaleznej od MyD88.
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obrebie biatka adaptorowego TIRAP umozliwia jego asocjacj¢ z blona komoérkowa, co z
kolei utatwia interakcje domen TIR tego biatka, MyDS88 i receptora TLR4. Po aktywacji
sciezki zaleznej od MyD88 dochodzi do internalizacji receptora TLR4. W blonie
powstajacego endosomu znaczaco spada stezenie PI(4,5)P,, na skutek czego kompleks
MyD88-TIRAP oddysocjowuje od receptorow TLR4. Umozliwia to z kolei przylaczenie
drugiego zestawu biatek adaptorowych, TRAM i1 TRIF i aktywacjg $ciezki TRIF-zalezne;.
Warto zauwazy¢, ze biatko TRAM pozbawione jest domeny wiazacej P1(4,5)P,, dlatego
nie oddziatuje ono z btong komoérkowa i nie konkuruje z MyD88 w wiazaniu domen TIR
receptorow TLR4.

Biatka TIRAP 1 TRAM odgrywaja zatem role ,sortujacych” adaptoréw,
zapewniajacych uruchomienie kaskad sygnatowych z konkretnych przedzialdéw komorki.
Zblizony model przestrzennej regulacji aktywacji opisano rowniez w przypadkéw innych
receptoréw, takich jak EGFR (receptor naskorkowego czynnika wzrostu — ang. epidermal
growth factor receptor) i TNFR (receptor czynnika martwicy nowotworoOw — ang. tumor
necrosis factor receptor) [127, 128].

Powyzszy model pozostawia otwarta kwesti¢ inicjacji 1 regulacji internalizacji
receptora TLR4 oraz $ciezki endocytozy, na ktorej moze ona zachodzi¢. Nieliczne dane
wskazuja na udziat w tym procesie dynaminy (patrz 3.3), co sugeruje endocytoze TLR4 na
Sciezce zaleznej od tego biatka, podobnie jak ma to miejsce w przypadku EGFR i receptora
transferyny [102, 129, 130]. Doniesienie z roku 2011 wskazuje natomiast, Ze internalizacja
TLR4 jest zalezna od biatka CD14 i zachodzi na zwiazanej z makropinozytoza $ciezce
endocytozy, kontrolowanej przez aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej Syk, fosfolipaze PLCy2
oraz naptyw jonéw Ca®" do komoérki [131]. Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze w tych
badaniach stymulowano komoérki wysokim stezeniem LPS (1000 ng/ml), ktére indukuje
mechanizmy prowadzace raczej do wytaczenia niz stymulacji odpowiedzi prozapalnej
indukowanej przez LPS (patrz 3.2.5). W internalizacji TLR4 postuluje si¢ udziat innych
biatek, takich jak receptory DAP12 (ang. DNAX-activating protein of molecular mass 12
kilodaltons) oraz FceRly [132, 133].

TLR4 pojawia si¢ tez w blonie fagosomdéw, w obrgbie ktorych internalizowane sa
bakterie Escherichia coli. Proces ten prowadzi do uruchomienia TRIF-zaleznej $ciezki
sygnatowej 1 syntezy interferonéw typu I [134]. Autorzy tego doniesienia przytoczyli tez
dowody sugerujace rozwiazanie problemu transportu TLR4 do btony fagosomow -
receptor moze pochodzi z frakcji wezesnych endosomoéw, a zjawisko transportu TLR4 z

bton wczesnych endosoméw do blony fagosoméw kontrolowane jest, ich zdaniem, przez
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GTPazg¢ Rabll. Watek ten wspieraja inne doniesienia, wedlug ktéorych kompleks
TLR4/MD-2, konstytutywnie obecny wewnatrz komoérek makrofagéw, jest w stanie
rozpoznawa¢ LPS i inicjowa¢ TRIF- i MyD88-zalezne $ciezki sygnatowe z blony organelli
wewnatrzkomorkowych [135, 136].

Szlak endocytarny wspotuczestniczy tez w wygaszaniu aktywacji receptora TLR4.
Receptor TLR4 przemieszcza si¢ do pdznych endosomoéw i lizosoméw 1 podlega
degradacji w ich obrgbie. W procesie tym bierze udzial inna GTPaza z rodziny Rab (ang.
Ras-related protein) - biatko Rab7b, asocjujace z btona lizosomow. Aktywnos$¢ tego biatka
odgrywa istotng rol¢ w promowaniu degradacji TLR4 i negatywnej regulacji transdukcji
sygnatu tego receptora [137].

Z powyzszego przegladu danych literaturowych wytania si¢ fragmentaryczny i
niespojny obraz mozliwych mechanizméw internalizacji TLR4 oraz roli tego procesu w

aktywacji komorek przez LPS.

3.2.5. Negatywna regulacja przekazywania sygnalu przez receptor TLR4

Aktywacja receptora TLR4 przez lipopolisacharyd prowadzi do bardzo silnej ekspresji
gendéw prozapalnych [57]. Sepsa, bgdaca bezposrednia konsekwencja niezdolno$ci
organizmu do kontrolowania nadmiernej odpowiedzi zapalnej, wciaz pozostaje jedna z
najczestszych przyczyn $mierci na oddziatach intensywnej opieki medycznej [138, 139].
Dzieje sig tak, pomimo ze przekazywanie sygnatu indukowanego przez LPS i1 uruchamiane
sciezki sygnatowe poddane sa zlozonej regulacji. W procesach tych bierze udziat liczna
grupa biatek, ktére moga dziala¢ na poziomie zewnatrzkomorkowym, btonowym, lub
wewnatrzkomorkowym [140] (Rye. 3.9), a takze niektore lipidy btony komorkowej, takie
jak ceramid.

Zewnatrzkomorkowe biatka, LBP 1 sCD14, reguluja aktywacje TLR4 wplywajac na
ilo$¢ dostgpnego lipopolisacharydu, ktory moze zosta¢ zwiazany przez kompleks TLR4-
MD-2. Zasadnicza rola tych biatek polega na koncentracji czasteczek LPS i przekazywaniu
ich na TLR4. Jednak, przy wysokich stgzeniach LPS (100-1000 ng/ml) oba biatka biora
udziat réwniez w procesach zmierzajacych do neutralizacji LPS i uniknigcia nadmierne;j
aktywacji komorek. LBP moze przekazywaé¢ zwiazany LPS na czasteczki HDL
(lipoproteina o wysokiej gestosci, ang. high density lipoprotein), co pozwala na usuwanie
go ze Srodowiska przez receptory zmiatacze [96, 141]. Inne biatko ostrej fazy, BPI,

charakteryzuje si¢ wyzszym powinowactwem do LPS niz LBP i moze transportowac
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zwiazany lipopolisacharyd do komoérek bez udziatu CD14. Na dalszych etapach infekcji
bakteryjnej obecnos$¢ tego biatka znacznie ogranicza aktywacje komorek, przyspieszajac
jednoczesnie procesy detoksykacyjne [80, 142]. Wykazano rowniez istnienie kilku
rozpuszczalnych form receptora TLR4 (sTLR4), bedacyvh produktem alternatywnego
sktadania eksondéw. Te formy receptora zachowuja zdolno$¢ do wiazania LPS przy
pomocy MD-2, nie posiadaja jednak domeny transbtonowej i cytoplazmatycznej,
niezbgdnej do generacji sygnatu. Poziom mRNA sTLR4 ro$nie w komoérkach w
odpowiedzi na LPS, a jego obecno$¢ wplywa na obnizenie produkcji cytokin prozapalnych
[143, 144]. Oprocz tego, w inhibicji TLR4 postuluje si¢ rowniez udziat elementow
macierzy zewnatrzkomoérkowej, a takze licznych substancji egzogennych, takich jak
kurkumina 1 sulforafan [7, 145].

Bialka blonowe regulujace aktywacje komorek przez LPS to z reguly receptory, ktore
wchodza w interakcje z TLR4 ograniczajac mozliwo$¢ uformowania funkcjonalnego
kompleksu sygnatowego. Interesujacym przyktadem jest tu biatko RPI105 (ang.
radioprotective protein 105 kDa, znane takze jako CDI180). Struktura domen
zewnatrzkomorkowych tego biatka i TLR4 jest podobna, biatko RP105 nie posiada jednak
cytoplazmatycznej domeny sygnatowej. Co wigcej, ekspresja RP105 na powierzchni
komorki oraz zdolno$¢ do wiazania ligandu przez RP105 zalezy od obecnosci koreceptora
MD-1, begdacego homologiem MD-2 [146]. RP105 i MD-1 moga wiaza¢ si¢ z TLR4,
zapobiegajac jego homodimeryzacji 1 uniemozliwiajac asocjacje receptora z czasteczkami
lipopolisacharydu [147]. Dzialanie biatek takich jak ST-2L (ILRL1 — ang. interleukin-1
receptor-like protein 1) i SIGIRR (ang. single Ig IL-1-related receptor) polega na ich
zdolno$ci do wiazania biatek MyD88 1 TRIF oraz ich sekwestracji, co opdznia tworzenie
myddosomu oraz kompleksu sygnatowego w btonie endosomu [148, 149]. Z kolei biatko
TRAIL-R (ang. tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand receptor), w
odroznieniu od poprzednio wymienionych bialek nie oddzialuje bezposrednio z TLR4
[150]. Mechanizm jego dziatania polega najprawdopodobniej na stabilizacji IkB i1 tym
samym zapobieganiu aktywacji NFkB [147].
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Ryec. 3.9. Uproszczony schemat mechanizméw negatywnej regulacji aktywacji komorek przez
lipopolisacharyd. Sciezki sygnatowe receptora TLR4 podlegaja inhibicji przez czynniki
zewnatrzkomorkowe (zielone), zwiazane z btona komodrkowa (niebieskie) i wewnatrzkomorkowe
(z6tte). Negatywna regulacja ma miejsce gtdéwnie na poczatkowych etapach transdukcji sygnatu.
Zwraca uwagg, ze Sciezka zalezna od MyD88, prowadzaca do produkcji cytokin prozapalnych jest
znacznie silniej regulowana przez czynniki wewnatrzkomorkowe niz $ciezka zalezna od TRIF.
Schemat nie uwzglgdnia mechanizmow regulacji zwiazanych z degradacja i transportem receptora
TLRA4.

- CD14 i LBP w obecnosci niskich stezen LPS wspomagaja jego rozpoznanie przez TLR4 i
znaczaco zwigkszaja odpowiedz komoérek. Zrodto: [112], zmienione.

Wewnatrzkomoérkowe bialka stanowia najwigksza grupe negatywnych regulatoréw
aktywacji komorek przez lipopolisacharyd zidentyfikowana u ssakow. Negatywna
regulacja spotykana jest na praktycznie kazdym etapie przekazywania sygnatu, znamienne
jest jednak, ze wigkszo$¢ poznanych regulatorow dziala na $ciezce zmierzajacej do

aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB (Rye. 3.9). Ekspresja wielu z tych bialek jest
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stymulowana przez LPS i dziala na zasadzie sprz¢zonych zwrotnie petli regulacyjnych.
Sposrod  licznych  poznanych inhibitorow  wewnatrzkomérkowych do najlepiej
scharakteryzowanych naleza MyD88s, A20, SOCS-1, Tollip, IRAK-M, Triad3A oraz
niedawno opisany regulacyjny system ztozony z biatek Fliih, LRRFIP2 i Flap-1.

MyD88s jest skrocong wersja gtownego biatka adaptorowego receptora TLR4, bedaca
produktem alternatywnego sktadania eksondéw. Tworzy on heterodimery z MyD88, ktére
nie sg zdolne do wiazania kinaz IRAK i zapobiegaja ich fosforylacji [151]. Biatko IRAK-
M interferuje z procesem przekazywania sygnatu przez uniemozliwienie oddysocjowania
kompleksu IRAK1/IRAK4 od MyD88 [152]. Kolejnym regulatorem dziatajacym na tym
etapie jest biatko Tollip (ang. Toll interacting protein), ktore zapobiega autofosforylacji
IRAK-1 [153]. Natomiast biatko SOCS-1 (ang. suppresor of cytokin signalling 1) jest
ligaza E3 ubikwityny, ktéra moze poliubikwitynowa¢ adaptor TIRAP i prowadzi¢ do jego
degradacji [154]. Na uwage zastuguje takze SARM, jedne z pigciu biatek adaptorowych
zwiazanych z receptorami Toll-podobnymi, ktére wiaze 1 sekwestruje biatko TRIF 1 jest
jednym z nielicznych poznanych regulatoréw Sciezki sygnatowej niezaleznej od MyD88
[28].

Stosunkowo niedawne odkrycia pozwolity na dopisanie do listy regulatorow $ciezek
sygnatowych TLR4 uktadu trzech biatek: Fliith (ang. flightless I homolog), LRRFIP2 (ang.
LRR-Fli-1-interacting protein 2) oraz Flap-1 (ang. Fli-1 LRR-associated protein ).
Kompetycyjne wiazanie tych biatek do MyD88 i ich interakcje w toku dlugotrwalej
inkubacji z LPS moga mie¢ pierwszorzg¢dne znaczenie w wygaszaniu nadmiernej aktywacji
komorek [155] (Rye. 3.9).

Biatko TRAF6 jest jednym z centralnych przekaznikéw sygnatu na $ciezce zaleznej od
MyDS88. Jest ono celem migdzy innymi dla biatka A20, ktore deubikwitynuje TRAFG,
uniemozliwiajac mu tym samym aktywacje TAKI1. A20 negatywnie reguluje rowniez
biatko RIP-1, zaangazowane w po6zna aktywacj¢ NFkB na $ciezce MyD88-niezaleznej
[156]. Aktywno$¢ TRAF6 negatywnie reguluja takze nalezace do tej samej rodziny
TRAF1 1 TRAF4 oraz B-arestyny [157]. Inne regulatory dziatajace na pdznych etapach
sciezek sygnatowych to miedzy innymi Abin-3 oraz Dokl/Dok2, ktéry specyficznie
hamuje fosforylacj¢ kinaz Erk [147] (Rye. 3.9).

Komorki moga réwniez kontrolowac¢ nasilenie odpowiedzi na lipopolisacharyd poprzez
regulacje syntezy, rozmieszczenia i degradacji receptora TLR4 i/lub CD14, chociaz
dane na ten temat sa sprzeczne. Wykazano, ze ekspresja receptorow TLR4 i CD14 w

komorkach Kupffera (makrofagi watrobowe) ulega zwigkszeniu pod wplywem inkubacji z
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LPS [158]. Wiadomo roéwniez, ze w aktywowanych komodrkach TLR4 1 CD14 moze
przemieszczac si¢ migdzy btong komodrkowa a organellami wewnatrzkomérkowymi takimi
jak aparat Golgiego, endosomy oraz retikulum endoplazmatyczne [126, 159]. W regulacji
transportu TLR4 do btony komorkowej uczestnicza biatka gp96 oraz PRAT4A i ich
poziom ma wptyw na wrazliwo$¢ komorek na LPS [160, 161]. W translokacji TLR4 z bton
aparatu Golgiego do blony komorkowej uczestniczy tez bialtko Rabl0, regulujac
»uzupelnianie” btonowej subpopulacji TLR4 [162]. Z drugiej strony, istnieja dane
wykazujace ubytek TLR4 z powierzchni komoérek poddanych dziataniu lipopolisacharydu
[129] oraz wskazujace na degradacje receptora w tych warunkach. Ligaza ubikwityny E3,
Triad3A, bierze udzial w poliubikwitynacji 1 proteasomalnej degradacji kilku receptoréw
Toll-podobnych, w tym TLR4 [163]. Nadprodukcja Triad3A prowadzi do degradacji
TLR4, a takze innych biatek bioracych udzial w transdukcji sygnatu — TIRAP, TRIF i1
RIP1 [163, 164]. Pod wptywem lipopolisacharydu TLR4 ulega tez degradacji w
lizosomach, a nadprodukcja lizosomalnej GTPazy Rab7b intensyfikuje ten proces [129].
Nie jest jednak wiadomo, czy proteasomalna i lizosomalna $ciezka degradacji TLR4 sa ze
soba powiazane. Wypadkowy poziom receptora TLR4 wydaje si¢ zatem zaleze¢ od kilku
r6znych mechanizmoéw, podlegajacych ztozonej regulacji.

Nasza wiedza na temat udziatlu lipidow w aktywacji komorek przez LPS jest ubozsza,
aczkolwiek problematyka ta zyskata na znaczeniu wraz z odkryciem, ze opisane juz
wczesniej tratwy lipidowe btony komdrkowej, wzbogacone w sfingolipidy 1 cholesterol, sa
miejscami aktywacji szeregu receptorow komorek uktadu odpornosciowego [88-90].
Zgodnie z ta linia danych wykazano, ze aktywowany przez LPS receptor TLR4 komorek
THP-1 asocjuje z tratwami lipidowymi skupiajacymi biatko CD14, co prowadzi do
produkcji cytokin prozapalnych, a procesy te wymagaja udziatu ceramidu powstajacego w
wyniku hydrolizy sfingomieliny przez kwasna sfingomielinaze¢ [165, 166]. Takie dziatanie
ceramidu wynikatoby z jego wiasciwosci fuzogennych pociagajacych za soba zmiany
struktury btony komorkowej podyktowane pojawieniem si¢ w niej ceramidu [167]. Wprost
przeciwnie, wykazywano tez, ze egzogenny ceramid C-8 i C-6 hamowat produkcj¢ TNFa,
interleukiny 6 i 8 przez niektoére komorki, w tym makrofagi mysie [168, 169]. Co wigcej,
myszy pozbawione ekspresji kwasnej sfingomielinazy wykazywaty dziesigciokrotny
wzrost poziomu interleukiny 1B 1 zwigkszona $miertelno$¢ w odpowiedzi na infekcje
Gram-ujemna bakteria Pseudomonas aeruginosa [170]. Zgodnie z tym stwierdzono
ostatnio, ze ceramid hamuje aktywnos$¢ enzymu decydujacego o powstaniu i sekrecji

ostatecznej formy TNFa przez makrofagi [171]. Lacznie te dane sugeruja, ze ceramid
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generowany w odpowiedzi na stymulacje komoérek przez LPS moze speia¢ rolg

negatywnego regulatora syntezy przynajmniej niektorych cytokin prozapalnych.

3.2.6. Usuwanie i detoksykacja lipopolisacharydu

Skutkiem infekcji bakteryjnej jest pojawienie si¢ w krwiobiegu znacznych ilosci
lipopolisacharydu, uwolnionego z rozpadajacych si¢ komoérek bakterii. Neutralizacja LPS
jest kolejnym sposobem wygaszenia aktywacji komorek przez t¢ endotoksyng
Detoksykacja LPS zachodzi na drodze jego enzymatycznej modyfikacji do postaci
nieaktywnej biologicznie, katalizowanej zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowo. Najwigkszy
udzial w oczyszczaniu organizmu z lipopolisacharydu maja komodrki watroby, w
szczegdlnosci lokalna populacja makrofagéw, zwanych komoérkami Kupffera. Znaczne
ilosci LPS ulegaja takze internalizacji w komorkach nabtonka ptuc i $ledziony [172].
Enzymatyczna detoksykacja lipopolisacharydu osiagana jest przez jego przez jego
deacylacje (usunigcie podstawionych reszt kwasow tluszczowych) oraz defosforylacje
glukozoamin lipidu A przy 1 i 4 atomie weggla. Deacylacja katalizowana jest przez enzym
hydrolazg acyloksyacylowa gromadzona w lizosomach neutrofili i makrofagow [174, 175].
Za defosforylacje LPS odpowiada alkaliczna fosfataza [176]. Zmodyfikowane czasteczki
lipopolisacharydu ulegaja prawdopodobnie dalszej degradacji, jako Zze metabolity LPS sa
obecne w z6lci 1 kale. Wydaje sig jednak, ze w niektorych warunkach zmodyfikowany LPS
moze zosta¢ uwolniony z komorki 1 wykazywac antagonistyczne dziatanie w stosunku do
receptorow [177, 178].

Z uwagi na fizjologiczne znaczenie detoksykacji kluczowe jest pytanie o mechanizmy
internalizacji duzych stgzen LPS. Gtowna klasa receptordw zaangazowanych w tym
procesie sa receptory zmiatacze. Natomiast wydaje sig, ze receptor TLR4 nie uczestniczy
w takiej ,,niesygnalowej” endocytozie LPS [179]. Te same badania wskazaly tez, ze w
procesie internalizacji LPS uczestniczy CDI14, chociaz jego relacja z aktywnoscia
receptorOw zmiataczy nie jest znana [179]. Receptory zmiatacze to grupa receptorow,
ktorych wspdlna cecha jest zdolno$¢ do wiazania zmodyfikowanego LDL i HDL
(lipoproteiny niskiej 1 duzej gestosci, ang. low or high density lipoprotein). Oprocz tego
rozpoznaja wiele innych makroczasteczek obdarzonych ujemnym tadunkiem i odgrywaja
istotna rola w oczyszczaniu organizmu z substancji obcych, a takze z resztek komorek
uleglych apoptozie i zmodyfikowanych czasteczek wlasnych. Na podstawie struktury
domeny transbtonowej 1 zewnatrzkomorkowej grupg ta dzieli si¢ obecnie na kilka klas,

oznaczanych A-H, z ktérych najlepiej scharakteryzowane sa receptory klasy A i B [180,
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181]. Receptory zmiatacze sa obecne na powierzchni makrofagow, ale w przeciwienstwie
do CDI14/TLR4, wystepuja takze w wielu innych typach komodrek. Moga zatem
uczestniczy¢ w internalizacji LPS przez makrofagi, ale réwniez przez komorki
nablonkowe 1 komoérki miazszu watroby [179, 182]. Przez dtugi czas proces endocytozy
LPS wiazano z receptorami zmiataczami klasy A (SR-Al i SR-A2) [183]. Pozniejsze
badania wykazaly jednak, Ze istotna rol¢ w tym procesie w ludzkich komorkach odgrywa

rowniez Cla-1 (SR-B1) nalezacy do klasy B [62].

HDL

ENDOCYTOZA
ZALEZNA OD
RECEPTOROW
ZMIATACZY

IPLTP| | BSA |
ImCD147?| [sCD14]

Rye. 3.10. Udzial receptoréw zmiataczy w internalizacji lipopolisacharydu przez komodrki. W obecnosci
biatek osocza znaczna czg¢§¢ LPS wystgpuje w postaci asocjowanych z nimi monomerdéw i ulega
internalizacji przy udziale receptorow zmiataczy. LPS wystepujacy w postaci micelli oraz agregatow
powstatych po rozpadzie bakterii moze by¢ takze internalizowany przez komoérki nabtonkowe za pomoca
wybranych receptoré6w zmiataczy klasy A. W oparciu o: [62, 135, 183].

Waznym aspektem procesu internalizacji lipopolisacharydu jest jej zalezno$¢ od
interakcji LPS z biatkami osocza. Jak wspomniano, ze wzgledu na amfipatyczny charakter
czasteczki, LPS wyst¢puje w srodowisku wodnym w postaci micelli badz jako sktadowa
agregatow - fragmentoOw martwych bakterii, ktére moga osiaga¢ znaczne rozmiary (do
1000 kDa). Pojedyncze czasteczki LPS (nazywane takZze monomerycznym LPS) wyst¢puja

w kompleksach z biatkami osocza: sCD14, LBP, BPI, albuming oraz r6znymi klasami
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lipoprotein. Wykazano, ze po inkubacji z ludzkim osoczem, 90% czasteczek LPS
wystgpuje w postaci zwiazane] z lipoproteinami réznych klas: HDL, LDL 1
chylomikronami [184, 185]. W tej postaci LPS ulega internalizacji i detoksykacji na
Sciezce zaleznej od receptorow zmiataczy. Wykazano, ze receptor Cla-1 umozliwia
internalizacje LPS zwiazanego z czasteczkami HDL, ale tez samodzielna internalizacjg
monomeréw LPS (wolnych od lipoprotein) powstajacych w obecnosci albuminy [62]. LPS
pobierany przez Cla-1 w sposob niezalezny od HDL ulegal akumulacji w aparacie
Golgiego, podczas gdy pobierany tacznie z HDL trafiat do endosoméw zawierajacych
material powracajacy do btony komérkowej [62]. LPS moze by¢ przenoszony na
czasteczki lipoprotein przez biatka LBP i PLTP (biatko transportujace fosfolipidy, ang.
phospholipid transfer protein) [186]. Zwiazanie LPS przez BPI oraz sCDI14 takze
prowadzi do jego internalizacji, nie wiadomo jednak, czy biora w niej udziat receptory
zmiatacze [80]. Micelle tworzone przez niezwiazane przez biatka czasteczki
lipopolisacharydu oraz agregaty LPS ulegaja internalizacji przez komorki nablonkowe
watroby, $ledziony 1 phluc, posiadajace duze ilosci receptorow zmiataczy klasy A [173,
183] (Ryc. 3.10).

Podsumowujac, internalizacja duzych stezen LPS jest zatem do$¢ ztozonym procesem,
angazujacym rozne typy komorek, receptorow i1 drog endocytozy. Ztozonos$¢ tego
zagadnienia sprawia, iz pomimo jego istotno$ci dla detoksykacji LPS dane na temat
mechanizmoéw tego procesu sa fragmentaryczne. W S$wietle najnowszych danych
wskazujacych, ze internalizacja jest tez elementem aktywacji komorek przez LPS (Sciezka
uruchamiana przez TLR4 w sposob zalezny od TRIF), badanie wzajemnej zaleznos$ci
pomigdzy aktywnoscia receptorow zmiataczy, CD14 1 TLR4 daje szanse na sprecyzowanie
mechanizmow regulujacych negatywnie aktywno$¢ prozapalna LPS i promujacych jego

detoksykacje.

3.3. Szlaki internalizacyjne

Endocytoza polega na internalizacji czgsci btony komérkowej razem ze zwiazanymi z
nig czasteczkami i ptynem zewnatrzkomorkowym. W kontekscie funkcjonowania uktadu
odporno$ciowego szczegolnie wazna jest fagocytoza patogenéw 1 pinocytoza
rozpuszczalnych antygendw, ktére podlegaja nastgpnie proteolizie wewnatrz komorek
zernych, a powstale ta droga peptydy-antygeny prezentowane sa limfocytom. Procesy te
znajduja si¢ jednak poza obszarem zainteresowania tej rozprawy. Endocytoza jest tez

jednym z mechanizmoéw kontrolujacych komodrkowa lokalizacjg, a przez to i



3. Wstep 37

funkcjonowanie, receptorow komorek uktadu odpornosciowego, w tym prawdopodobnie
takze receptora TLR4 (patrz 3.2.4.3.). Niektore szlaki endocytozy wykorzystywane sa
rowniez przez patogeny w celu wniknigcia do komorek gospodarza.

Do poczatku lat dziewigcédziesiatych ubieglego stulecia funkcjonowat klarowny podziat
drég internalizacji czastek do komoérek. Obejmowat on fagocytoze duzych czastek (o
$rednicy powyzej 0.5 pm), makro- i mikropinocytoze fazy plynnej oraz endocytoze
receptorowa zalezna od klatryny [187-189]. PdzZniejsze badania z zastosowaniem
farmakologicznych inhibitoréw tej ostatniej $ciezki pozwolity na wykrycie innych szlakow
internalizacji zbiorczo nazywanych endocytoza niezalezna od klatryny. Najwazniejsze z
drég internalizacji sa przedstawione w Tabeli 3.1. Ro6znia si¢ one pobieranym
»~tadunkiem”, udziatlem kluczowych biatek (takich jak dynamina i monomeryczne GTP-

azy), lipidow 1 cytoszkieletu aktynowego [190].

3.3.1. Endocytoza zalezna od klatryny

Jeden z najlepiej poznanych mechanizméw internalizacji, wystgpujacy powszechnie w
komoérkach, polega na tworzeniu niewielkich (ok. 100 nm S$rednicy) pecherzykow
optaszczonych biatkiem - klatryna [191]. Do czasteczek transportowanych ta droga do
komorki nalezy transferyna i LDL wiazane przez swoiste receptory, aktywowane receptory
réznych czynnikéw wzrostu (np. EGFR, PDGFR) oraz receptory zwiazane z biatkami G
(przy pomocy odmiennych adaptoréw z rodziny B-arestyn) [192].

Klatryna samorzutnie tworzy struktury nazywane triskelionami, ztozone z trzech
cigzkich 1 trzech lekkich tancuchow oddzialujacych ze soba na C-koncach. Polaczenie
wielu takich struktur umozliwia utworzenie koszyka otaczajacego wpuklajacy si¢ fragment
btony komorkowej [193]. Oprécz klatryny, kluczowe znaczenie dla tego typu internalizacji
maja biatka adaptorowe oraz dynamina. Biatka adaptorowe rozpoznaja sekwencje
sygnatowa internalizowanych receptorow, koordynuja gromadzenie czasteczek klatryny w
miejscach internalizacji 1 wspomagaja polimeryzacj¢ triskelionow [194, 195]. Biatka
adaptorowe pelnia tez istotna funkcje wspomagajaca wpuklanie si¢ btony, wiazac si¢
bezposrednio z blona komorkowa za pomoca domen BAR (ang. Bin-Amphiphysin-Rsv) 1
stabilizujac jej odksztalcenia [196, 197]. Do najistotniejszych adaptoréw zaangazowanych
w te procesy nalezy kompleks AP-2 (ang. adaptor protein 2), Ap180, SNX9, (sorting
nexin-9), amfifizyna oraz biatka z rodziny epsyn [194, 198, 199]. W zaleznosci od rodzaju
fadunku, w procesie endocytozy klatryno-zaleznej moga bra¢ udzial odmienne zestawy

biatek adaptorowych, prowadzac do zréznicowania dynamiki tego procesu [194, 200].
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Za odcigcie uformowanego pecherzyka endocytarnego od btony komoérkowej
odpowiada dynamina, biatko o aktywnosci GTP-azy [201]. Przy pomocy biatek
adaptorowych dynamina tworzy helikalny polimer wokoét szyjki pecherzyka, ktory, po
zajsciu hydrolizy GTP, ulega wydtuzeniu 1 $ci$nigciu. Pozwala to na przerwanie btony i
odcigcie optaszczonego przez klatryne pegcherzyka endocytarnego [202]. U ssakéw
wystepuja trzy geny kodujace dynaming rdzniace si¢ ekspresja w rdoznych typach komorek
oraz liczne warianty wynikajace z alternatywnego skladania eksonow [203]. Produkt
ekspresji genu Dyn2 (dynamina 2) jest obecny we wszystkich typach komorek, podczas
gdy ekspresja Dynl ograniczona jest do komorek nerwowych, a Dyn3 do kilku wybranych
tkanek [204]. Aktywno$¢ dynaminy wymagana jest dla uruchomienia $ciezki sygnatowe;j
receptora TLR4 niezaleznej od MyD88 (patrz 3.2.4.3.).

Uformowany pecherzyk zostaje wkrétce pozbawiony klatrynowego plaszcza przy
udziale biatek hsc70 oraz auksyliny i ulega fuzji z wezesnymi endosomami [205]. Pobrane
ligandy, takie jak LDL, trafiaja ostatecznie do lizosomow 1 sa utylizowane przez komorke.
Uwaza si¢ rowniez, ze $ciezka ta odgrywa wazna rol¢ w regulacji powierzchniowe;j
ekspresji receptorow, gdyz po internalizacji moga one powraca¢ na powierzchni¢ komorki
(jak receptor transferyny i receptor LDL) lub by¢ kierowane na $ciezke degradacji (jak
receptor EGF) [127, 206].

3.3.2. Endocytoza niezalezna od klatryny

Istniejace dane wskazuja, ze §ciezki niezalezne od klatryny odpowiadaja za 70%
poboru ptynéw 1 ponad 60% obrotu blony komérkowej w réznych typach komoérek [207,
208]. Mechanizmy tych szlakéw internalizacyjnych sa stabo poznane, a ich klasyfikacja 1
doktadna ocena znaczenia napotyka wiele trudnosci. Poza zdolno$cia tadunkéw do
wnikania roznymi $ciezkami (jak w przypadku podjednostki B toksyny Vibrio cholerae) i
ich wzajemna kompensacja w przypadku zablokowania $ciezki preferowanej, istotny
problem stanowi fakt, ze jedno biatko (np. Cdc 42) jest czgsto zaangazowane w regulacje
kilku szlakow. Dodatkowo, zarowno stosowane metody inhibicji farmakologicznej, jak i
manipulacje ekspresja gendw kodujacych biatka zaangazowane w mechanizmy
endocytozy, sa czgsto niespecyficzne 1 wptywaja na rézne $ciezki, badz tez sa zrodtem
powaznych drugorzedowych efektow i artefaktoéw [209]. Do najwazniejszych Sciezek
niezaleznych od klatryny zalicza sig:

-endocytoza zalezna od kaweoli — kaweole to niewielkie (ok. 50-80 nm S$rednicy)

zaglebienia w blonie komodrkowej wystepujace w niektdrych typach komorek, takich jak
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pneumocyty, adipocyty, fibroblasty i komoérki migsni gtadkich [210]. Dotki te optaszczone
sa oligomerami biatka kaweoliny 1 [211]. Sktad lipidowy kaweoli odpowiada tzw.
Htratwom lipidowym” (patrz 3.2.3., strona 12) i charakteryzuje si¢ duza zawarto$cia
cholesterolu i glikosfingolipidow [212]. Kaweole byty pierwszymi strukturami, ktore
powiazano z endocytoza niezalezng od klatryny i1 na przestrzeni lat przypisywano im udziat
w internalizacji bialek z kotwica GPI, toksyny cholery, konformacyjnie zmodyfikowanych
albumin i 81 integryn, a takze jako drogg wejscia do komorki dla niektorych wiruséw, jak
np. SV40. Wskazywano, ze ta droga internalizacji wymaga udziatu dynaminy [190, 213,
214]. Jednak coraz cze$ciej kaweole postrzega si¢ jako struktury dos$¢ trwale z btona
komorkowa 1 stabilizujace niektore jej komponenty [215, 216]. W $wietle tych roznych
doniesien, rola kaweoli w endocytozie jest obecnie przedmiotem kontrowersji [209].

-endocytoza zalezna od flotillin — flotillina 1 i 2 to biatka zwigzane z cholesterolowo-
sfingolipidowymi tratwami lipidowymi [217]. Uwaza sig, ze te domeny btony komorkowe;j
uczestnicza w internalizacji bialek z kotwica GPI (np. CD59), toksyny cholery i
proteoglikanow [187]. Tempo tworzenia pgcherzykow optaszczonych przez flotililiny oraz
ich internalizacji pozostaje jednak niewielkie w stosunku do pgcherzykoéw optaszczonych
klatryna [218].

-endocytoza zalezna od Cdc42 — Cdc42 (ang. cell division control protein 42) jest
mala GTP-aza z rodziny bialek Rho. Kontroluje ona $ciezkg¢ endocytozy odpowiedzialng
za znaczng czg$¢ pobierania plynow do komorki oraz internalizacj¢ biatek z kotwica GPI 1
toksyny cholery B, prawdopodobnie w sposob niezalezny od dynaminy [190, 207].
Blonowe wypuklenia charakterystyczne dla tej §ciezki, zwane przeno$nikami niezaleznymi
od klatryny (ang. clathrin independent carriers — CLIC) sa wydtuzone i rozgalgzione
[187]. Internalizowany tadunek jest natomiast gromadzony w populacji specyficznych
wczesnych endosoméw, zwanych GEEC (ang. GPIl-enriched early endosomal carriers),
dlatego tez szlak ten nazywany jest rowniez Sciezka CLIC/GEEC [219]. Biatko GRAF1
(ang. GTPase regulator associated with focal adhesion kinase-1) jest jedynym dotychczas
zidentyfikowanym biatkiem specyficznym dla tego szlaku [209, 220].

-endocytoza zalezna od RhoA — obserwowany w leukocytach szlak endocytozy
zalezny od biatek RhoA oraz Racl zostal zidentyfikowany jako $ciezka internalizacji
receptora interleukiny 2 [221]. Sciezka ta jest zalezna od dynaminy oraz od kinaz PAK1 i

PAK?2 [222]. Waga tej $ciezki i powszechno$¢ wystgpowania poza leukocytami pozostaja
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niejasne, ale $ciezka dziatajaca przy uzyciu podobnych mechanizméw zostata opisana w

komorkach pecherza moczowego [223]

SCIEZKA
INTERNALIZACJI

MORFOLOGIA

INTERNALIZOWANE

CZASTECZKI

aktywowane receptory o

UDZIAL
DYNAMINY

INNE
BIALKA
I LIPIDY

. aktywnoS$ci kinaz epsyny, AP2,
ZALEZNA Dolki oplaszczone
. tyrozynowych, receptory TAK amfifizyna, SNX9,
OD KLATRYNY klatryna, © 100 nm
zwigzane z bialkami G, Ap180
LDL, transferyna
bialka z kotwica GPI,
X aktyna, kinaza Src,
ZALEZNA Dolki oplaszczone CTxB, modyfikowane
, TAK kinaza bialkowa Ca,,
OD KAWEOLI kaweoling, © 50-80 nm | albuminy, wirusy SV40 i
PTRF, glikolipidy
EV1
ZALEZNA Dolki oplaszczone CD59, proteoglikany, ROZNE K
aktyna
OD FLOTILLINY flotiling 11i 2 CTxB DONIESIENA .
Wydluzone, tabularne
i s»przenosniki faza plynna, bialkaz aktyna, GRAF1,
ZALEZNA
niezalezne od kotwica GPI, CTxB, NIE ARHGAPI10, Arfl,
OD Cdc42
klatryny” (CLIC) oraz | toksyna VacA, aeroliyzna sfingomielina
endosomy GEEC
. receptor interleukiny 20,
ZALEZNA Racl, PAK 1/2,
Nieoplaszczone dolki FceRI (receptor IgE) TAK
OD RhoA sfingomielina
toksyna C2, wirus HIV-1
MHC 1, CD59,
ZALEZNA karboksypeptydaza E, E ROZNE
Nieoplaszczone dolki nieznane
OD Arf6 kadheryny, integryna 81, DONIESIENA
wirus A9
aktyna, PAK 1,
CtBP1/BARS,
Faldy blony, Faza plynna, receptory o ..
ROZNE fosfolipaza D, PI3-
MAKROPINOCYTOZA makropinosomy 0.5-5 aktywnosci kinaz
DONIESIENIA kinaza, Ras, kinaza
nm tyrozynowych
Src, rodzina bialek
SNX-PX-BAR
Faldy blony otaczajace atogeny, pozostalosci aktyna, amfifizyna
Yy y 1k patogeny, p PRAWDO- yna, yna,
FAGOCYTOZA internalizowany komérek uleglych RhoA, Arf6, Cdc42,
PODOBNY
czastke, fagosomy apoptozie Racl, IQGAP1

Tabela 3.1. Zestawienie gtdwnych szlakoéw internalizacyjnych
PTRF (ang. polymerase I and transcript release factor), IQGAP1 (ang. IQ motif containing GTPase
activating protein 1), CTxB- podjednostka B toksyny cholery. Opracowano wg [190, 194, 209]
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-endocytoza zalezna od Arf6 — Sciezka endocytozy zalezna od monomerycznej
GTPazy Arf6 (ang. ADP ribosilation factor-6) odpowiada za internalizacj¢ kilku bialek,
takich jak MHC klasy I, integryny B1, karboksypeptydazy E, E-kadheryny, a takze
niektorych biatek z kotwica GPI [190]. Najprawdopodobniej jednak gtéwna rola tej Sciezki
zwiazana jest z obiegiem 1 recyklingiem btony komodrkowej, a takze z regulacja dynamiki

endosomow [209, 224].

3.3.3. Makropinocytoza

Jest to droga pobierania znacznych ilosci plynéw i rozpuszczonych substancji. Jest ona
zwiazana z silnym faldowaniem blony komoérkowej spowodowanym polimeryzacja aktyny
[225]. Efektem fuzji faldow blony jest powstanie duzych (500 nm - 5 pm) pgcherzykow
zwanych makropinosomami. Proces ten zalezy od szeregu biatek wymienionych w Tabeli
1, nie zidentyfikowano jednak dotad regulatoréw specyficznych tylko dla tej sciezki [226,
227]. Udzial dynaminy w makropincytozie jest kontrowersyjny, gdyz wiele doniesien jej
przeczy [228-230]. Wyjatkiem jest tu makropinozytoza stymulowana przez PDGF 1 inne
czynniki wzrostu i zwigzana z tworzeniem tzw. ,ruffles”- fatd na grzbietowej powierzchni
komorki (ang. circular dorsal ruffles) [231]. W 2007 roku grupa McNivena, odkrywcy
dynaminy, potwierdzita te dane i wykazata jednoczesnie, ze udziatu niektorych izoform
dynaminy 2 wymaga natomiast inna forma pobierania fazy ptynnej - konstytutywna

mikropinocytoza [230, 233, 234].

3.3.4. Fagocytoza

Fagocytoza jest inicjowana jest przez interakcje okreslonych receptorow komorek zernych
badz bezposrednio z powierzchnia czastki badz z pokrywajacymi je opsoninami.
Najwazniejszymi opsoninami sa przeciwciata IgG oraz skladnik dopeliacza C3b. Ich
zwigzanie przez, odpowiednio, receptory Fcy lub receptory dopetniacza CR1 i CR3
prowadzi do polimeryzacji aktyny, ktéra umozliwia wysuwanie filopodiéw otaczajacych
czastke, co skutkuje uformowaniem pecherzyka - fagosomu. Fagocytoza wymaga udziatu
monomerycznych GTPaz z rodziny Rho, ktorych dobodr zalezy od receptordéw inicjujacych

fagocytozg [235].
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4. Zalozenia i cel pracy

Lipopolisacharyd jest skladnikiem blony zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych. W
czasie infekcji LPS aktywuje leukocyty, wywolujac ogdlnoustrojowy stan zapalny
nazywany sepsa. Za rozpoznanie lipopolisacharydu przez leukocyty odpowiada ztozony
uktad biatek: pojedyncze czasteczki LPS wiazane sa przez biatko surowicy, LBP, ktére
przenosi endotoksyng na biatko CD14 zakotwiczone w blonie komérkowej leukocytow,
skad LPS trafia do kompleksu receptor TLR4/MD-2. Aktywowany receptor TLR4 inicjuje
dwie $ciezki sygnalowe, zalezna i1 niezalezna od udziatu biatka adaptorowego MyDSS,
prowadzace tacznie do syntezy roznorodnych mediatoréw reakcji zapalne;.

Z uwagi na grozne skutki nadmiernej stymulacji komorek przez LPS istnieja
mechanizmy wyciszajace ich odpowiedz prozapalna [236], ktore obejmuja:

- hamowanie $ciezek sygnalowych uruchamianych przez LPS przez r6znorodne biatka 1
lipidy;

- obnizenie poziomu receptora TLR4 lub/i CD14 na powierzchni komoérek stymulowanych
przez LPS;

- detoksykacjg LPS.

Pierwszy z wymienionych mechanizméw polega na zwrotnym hamowaniu kaskad
sygnatowych TLR4 przez aktywowane na ich szlaku biatka badz pojawiajace si¢ lipidy,
takie jak ceramid - lipid o plejotropowym dziataniu wywieranym na skladniki blony
komoérkowej 1 biatka wewnatrzkomoérkowe.

Dwa pozostate mechanizmy negatywnej regulacji odpowiedzi komorek na LPS wiaza
si¢ z internalizacja CD14 i/lub TLR4 oraz LPS. Internalizacja wysokich stezen LPS i jego
detoksykacja zalezy od udzialu receptorow zmiataczy. Niewiele wiadomo o
wspotdziataniu, lub ewentualnym antagonizmie, tych receptorow z receptorami CD14 i1
TLR4, ktore odpowiadajq za aktywacje komorek przez LPS.

Problem ten dodatkowo komplikuje fakt, ze internalizacji receptora TLR4 przypisuje
si¢ tez rolg przeciwstawna do ,,wyciszania” odpowiedzi komoérek na LPS. W 2008 roku
Kagan i wspotpracownicy wykazali, ze dynamino-zalezna endocytoza receptora TLR4 jest
istotnym elementem generacji jego $ciezki sygnatowej niezaleznej od MyD88. Wedtug tej
koncepcji internalizacja aktywowanego TLR4 (CD14?) umozliwia uruchomienie tej

kaskady z btony endosomow.



4. ZaloZenia i cel pracy 43

Celem pracy bylo zbadanie wybranych mechanizmow negatywnej regulacji
odpowiedzi komoérek makrofagopodobnych linii J774 na LPS, ze szczeg6élnym
uwzglednieniem udzialu receptora TLR4 i bialka CD14 w internalizacji tej

endotoksyny.

W zwiazku z tym podjgto badania majace na celu:

e zbadanie dynamiki odpowiedzi prozapalnej komodrek stymulowanych przez
rézne st¢zenia LPS, prowadzacej do produkcji cytokin na §ciezce zaleznej i
niezaleznej od MyD8S;

e okreSlenie udzialu ceramidu w aktywacji komorek przez LPS, a takze w
internalizacji tej endotoksyny;

e ocen¢ zmian poziomu receptora TLR4 i CD14 na powierzchni komorek
stymulowanych przez LPS;

e charakterystyk¢ mechanizmu internalizacji wysokich stgzen LPS i oceng
udziatu w tym procesie receptora TLR4, CD14 oraz receptorow zmiataczy;

e zbadanie zalezno$ci pomigdzy procesem internalizacji wysokich stezen LPS

(detoksykacja LPS) i odpowiedzia prozapalna komorek.
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5. Materialy i metody

5.1. Stosowane przeciwciala

5.1.1. Przeciwciala pierwszorz¢dowe

rozpoznajace ceramid mysie IgM, klon MID 15B4 (Alexis)

rozpoznajace mysi receptor TLR4 poliklonalne krolicze IgG, klon H-80 (Santa
Cruz Biotechnology)

rozpoznajace mysi receptor TLR4 monoklonalne IgG skoniugowane z biotyna,
klon UT41 (eBioscience)

rozpoznajace kompleks TLR4/MD-2 monoklonalne szczurze IgG blokujace
wiagzanie LPS, klon MTS510, izotyp IgG2a (BD Pharmingen)

rozpoznajace mysi receptor CD14 poliklonalne krélicze IgG, klon M-305 (Santa
Cruz Biotechnology)

rozpoznajace mysi receptor CD14 monoklonalne szczurze IgG, klon rmC5-3 (BD
Pharmingen) oraz Sal4-2 (Santa Cruz Biotechnology)

rozpoznajace mysi receptor CD14 monoklonalne szczurze 1gG blokujace wiazanie
LPS, klon 4C1, izotyp IgG2b (BD Pharmingen)

rozpoznajace biatko IB ufosforylowane na reszcie seryny 32 (Ser32)
monoklonalne kroélicze IgG, klon 14D4 (Cell Signaling)

rozpoznajace aktyng monoklonalne mysie IgG, klon C4 (MP Biomedicals)
rozpoznajace metke HA monoklonalne szczurze IgG, klon 3F10 (Roche)
rozpoznajace metkg¢ HA monoklonalne kozie IgG (Vector Labs)

5.1.2. Przeciwciala drugorzedowe

rozpoznajace mysie IgM kozie IgG sprzgzone z FITC (Sigma)

rozpoznajace krolicze 1gG kozie IgG sprzezone z FITC (fragment F(ab),) (Jackson
ImmunoResearch)

rozpoznajace szczurze IgG osle IgG sprzgzone z Texas Red (Jackson
ImmunoResearch)

rozpoznajace szczurze IgG osle IgG sprzgzone z FITC (Jackson ImmunoResearch)
rozpoznajace krolicze IgG owcze IgG sprzgzone z biotyna (Rockland)

rozpoznajace mysie 1gG kozie 1gG sprzgzone z HRP (Jackson ImmunoResearch)
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e rozpoznajace krolicze I1gG kozie IgG sprzgzone z HRP (Rockland)

e rozpoznajace szczurze IgG kozie IgG sprz¢zone z HRP (Rockland)

e rozpoznajace krolicze IgG kozie IgG wyznakowane '*°I (PerkinElmer)

Dodatkowo, w badaniach byly réwniez wykorzystywane przeciwciata kontrolne:

e krolicze IgG ChromPure (Jackson ImmunoResearch)

e mysie IgM, klon MPC 104E (Sigma)

e szczurze 1gG2a, klon R35-95 (kontrola izotypowa dla przeciwciata anty-TLR4
MTS510, BD Pharmingen)

e szczurze IgG2b, klon A95-1 (kontrola izotypowa dla przeciwciata anty-CD14 4C1,
BD Pharmingen)

5.2. Hodowla komorek

Doswiadczenia byly prowadzone na komorkach linii J774A.1 zakupionych w
Amerykanskiej Kolekcji  Kultur  Komoérkowych (ATCC). Sa to komorki
makrofagopodobne, pierwotnie uzyskane z guza nowotworowego samicy myszy szczepu
BALB/c, czgsto uzywane w badaniach dotyczacych fizjologii monocytéw 1 makrofagéw
[237].

Komorki J774 byty przechowywane w cieklym azocie w obecnosci 10% DMSO. Po
rozmrozeniu komorki hodowano w pozywce DMEM (Sigma-Aldrich) zawierajacej D-
glukoze w stezeniu 1000 mg/l, 10% inaktywowanej termicznie (30 min, 56°C) ptodowe;j
surowicy bydlgcej (FBS, Life Technologies) oraz antybiotyki (penicylina i streptomycyna,
100 pg/ml, Polfa). Komorki byly utrzymywane w atmosferze nasyconej para wodna, przy
5% stgzeniu CO,, w 37°C w szalkach do hodowli komoérkowych (10 cm $rednicy;
Corning); w tych warunkach komorki rosty przylegajac do podtoza. Po pokryciu okoto
80% powierzchni szalki, komodrki byly delikatnie mechanicznie odrywane od podtoza,
zawieszane w $wiezej pozywee i przenoszone do nowej szalki w ilosci 2x10° komérek na
10 ml pozywki. Do$§wiadczenia prowadzono na hodowlach pasazowanych nie wigcej niz
40-50 razy. Do doswiadczen komorki osadzano przez wirowanie (400xg, 3 min., temp.
pokojowa), zawieszano w §wiezej pozywce 1 nanoszono w odpowiedniej gegsto$ci na
szkietka, szalki lub ptytki do hodowli komodrkowych 1 hodowano przez noc.
Dos$wiadczenia, ktére wymagaty przeniesienia komérek w stan zawiesiny prowadzono na
hodowlach oderwanych od podtoza i utrzymywanych przez 18 godzin w szalkach bez

pokrycia hodowlanego (Medlab) w pozywce RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) z dodatkiem
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10% FBS, 2000 mg/l D-glukozy, 2 mM L-glutaminy i 25 mM HEPES 1 antybiotykami jak
wyzej, a nastgpnie stymulowanych LPS w $wiezej porcji tej pozywki.

W serii do$wiadczen zwigzanych z wyciszaniem ekspresji sfingomielinaz uzywano
komorek linii J774A.1 hodowanych w zawiesinie. W takich przypadkach komorki byty
utrzymywane na szalkach bez pokrycia hodowlanego (Medlab) w pozywce RPMI 1640 z
dodatkiem 10% FBS jak wyzej. Hodowla byla pasazowana co dwa dni, po osiagnigciu
gestosci okolo 1x10° komoérek/ml pozywki i na 18 godzin przed do$wiadczeniem
wysiewana na ptytki do hodowli komorek adherentnych w RPM1/10% FBS.

Do doswiadczen obejmujacych transfekcje komorek plazmidami uzywano komorek
linii RAW 264.7, ktore charakteryzowaty si¢ znacznie lepsza niz J774 wydajnoscia
transfekcji 1 przezywalnoscia w jej toku. Jest to linia komodrek makrofagopodobnych
uzyskanych pierwotnie z guzéw nowotworowych myszy zarazonych wirusem biataczki
Abelsona (ATCC). Komorki tej linii wykazuja wiele cech wspolnych z J774 1 sa rownie
czesto wykorzystywane w badaniach nad fizjologia makrofagow. Hodowlg adherentnych
komorek liniit RAW 264.7 prowadzono w pozywce RPMI (Sigma-Aldrich) zawierajacej
10% FBS, 4500 mg/l D-glukozy, 2 mM L-glutaminy 1 antybiotyki.

5.3. Przygotowanie lipopolisacharydu, stymulacja komoérek

Lipopolisacharyd z Escherichia coli O111:B4 (tzw. ultraczysty, pozbawiony domieszki
biatek 1 kwasow nukleinowych; List Biological Laboratories) zostat przygotowany zgodnie
z instrukcjami producenta, poprzez rozpuszczenie w sterylnej wodzie w stezeniu 1 mg/ml
przy jednoczesnym podgrzewaniu w temperaturze 37°C i worteksowaniu. Roztwor LPS
byt przechowywany w 4°C. Przed pobraniem LPS byl ponownie poddany worteksowaniu
(5 min., temp. pokojowa) w celu homogenizacji micelli, a nastgpnie dodawany do pozywki
(w wigkszosci do$wiadczen uzupelnionej 10% FBS) do ostatecznego st¢zenia 1-1000
ng/ml i ponownie worteksowany. LPS przygotowywano w ten sposob na okoto 30 minut
przed dodaniem do komédrek, w celu umozliwienia jego efektywnej monomeryzacji przez
biatka surowicy. W serii do$wiadczen, wyjsciowy roztwor LPS w H,O worteksowano,
nastgpnie poddawano sonikacji w sonikatorze iglowym UPS200S (Bielscher) przez 5
minut (4°C) i rozcieficzano w DMEM/FBS jak wyzej. Biotynylowany LPS z E. coli
serotyp O111:B4 (Invivogen) przygotowywano w ten sam sposob, nie byt jednak aktywny
biologicznie.

Do badan nad internalizacja lipopolisacharydu uzywano LPS z E. coli serotyp O55:5
koniugowanego z Alexa Fluor 488 (LPS-AF488; Invitrogen). Po rozpuszczeniu LPS-
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AF488 w H,O, jego porcje byly przechowywane w temperaturze -80°C, a roztwory do
doswiadczen przygotowywane jak opisano powyze;j.

Stymulacje¢ komorek lipopolisacharydem prowadzono w temperaturze 37°C przez 1-18
godzin w zaleznosci od typu do§wiadczenia.

Wstepna inkubacje z czynnikiem wywolujacym degradacje kwasnej sfingomielinazy,
imipraming (w st¢zeniu 70 uM, Sigma-Aldrich) [238], a takze z 14 uM GW4869 (Sigma-
Aldrich), inhibitorem aktywnos$ci neutralnej sfingomielinazy [239], prowadzono przez 80
minut w 37°C w pozywce z 10% FBS. Inhibitory byly obecne podczas nastepujacej
stymulacji komoérek LPS, ich stezenie jednak byto redukowane o polowe w celu uniknigcia
ich potencjalnych efektow cytotoksycznych. Cytochalazyna D (czynnik depolimeryzujacy
aktyng; Sigma) byta stosowana w st¢zeniu 3 uM w obecnosci 1% FBS przez 30 minut
(37°C) przed podaniem LPS oraz podczas nastgpujacej stymulacji komérek LPS. Inkubacja
komorek z 0,5 U/ml sfingomielinazy z Bacillus cereus (Sigma-Aldrich) byta prowadzona
w 4°C przez 5-60 minut przed podaniem LPS

Inkubacja komorek z inhibitorami endocytozy byta prowadzona przez 30 minut w 37°C
przed stymulacja LPS: siarczan dekstranu (Fluka), kompetycyjny inhibitor wiazania
ligandéw do receptoréw zmiataczy oraz jego analog strukturalny, siarczan chondroityny
(Sigma-Aldrich), byly uzywane w st¢zeniu 10 1 25 pg/ml w DMEM/10% FBS. Zwiazki te
byty takze obecne w tym st¢zeniu podczas stymulacji komorek LPS. Wstgpna inkubacja
komorek z 40 lub 80 pM dynasorem, inhibitorem aktywnosci enzymatycznej dynaminy
(Sigma-Aldrich), oraz z 10 lub 30 puM pitstop-2, inhibitorem klatryny (Abcam
Biochemicals), byta prowadzona w pozywce bez FBS zgodnie z zaleceniami producentow.
Stgzenie obu inhibitorow bylo zredukowane o potowg w czasie nastgpujacej stymulacji
komorek przez lipopolisacharyd, prowadzonej w DMEM/10% FBS.

Inkubacja komorek z przeciwciatami hamujacymi wiazanie lipopolisacharydu do TLR4
1 CD14 (szczurze IgG, klony, odpowiednio, MTS510 1 4C1) oraz kontrolami izotopowymi
stosowanymi w stgzeniu 1-20 ug/ml byla prowadzona przez 30 minut w 37°C.
Przeciwcialta w zredukowanym o polowg stgzeniu byly roéwniez obecne w czasie

nastgpujacej inkubacji komorek z LPS-AF488 (60 min., 37°C).
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5.4. Wyciszanie ekspresji genow kodujacych kwasna i neutralng

sfingomielinaze

5.4.1. Transfekcja komoérek siRNA

Hodowane w zawiesinie komorki J774 byly zbierane przez wirowane (400xg, 10 min.,
temp. pokojowa) i zawieszane w ilosci 2x10° w 100 pl roztworu do nukleofekcji V
(Lonza). Do komorek dodawane byto 5 ul wodnego roztworu matego interferujacego RNA
(siRNA; Ambion) swoistego wobec produktu genow mysiej kwasnej sfingomielinazy
(ASMazy) lub neutralnej sfingomielinazy (NSMazy) oraz siRNA kontrolny, w ilosci 75
pmoli na 10° komorek. Komorki poddawane byly transfekcji przy uzyciu aparatu
Nucleofector II (Lonza) 1 programu T-020 zgodnie z instrukcjami producenta.
Bezposrednio po transfekcji do komoérek dodawano 900 ul podgrzanej do 37°C pozywki
RPMI zawierajacej 10% FBS, a nastgpnie zawiesing komorki przenoszono na szalkg z
pokryciem hodowlanym. Po 24 godzinach (37°C) komorki zbierano i przenoszono na
phytki hodowlane: 1x10° w 1 ml pozywki RPMI/10% FBS na dofek ptytki 12-dotkowej do
pomiaréw aktywnosci sfingomielinaz lub 1x10° w 250 pl tej pozywki na dotek phytki 96-
dotkowej do pomiard6w poziomu cytokin technika ELISA. Nastgpnie komoérki hodowano
kolejne 24 godziny w 37°C i uzywano do doswiadczen (catkowity czas - 48 godzin od

transfekcji).

5.4.2. Pomiary aktywnos$ci kwasnej sfingomielinazy

Komorki J774 byly nanoszone w ilosci 1x10° w 1 ml pozywki RPMI/10% FBS na
ptytke 12-dotkowa i hodowane 24 godziny (37°C). Po przeniesieniu ptytki na 16d komorki
przemywano buforem PD (125 mM NaCl, 4 mM KCI, 10 mM NaHCOs, 1 mM KH,POy,
10 mM glukozy, | mM MgCl,, 1 mM CacCl, i 20 mM Hepes, pH 7.4) i lizowano 30 minut
(4°C) w 260 pl buforu zawierajacego 0,2% Triton X-100, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA i 20
mM Tris-HCI (pH 7.4). Lizat (100 pl) mieszano nastgpnie ze 150 pl buforu zawierajacego
135 mM octanu sodu, pH 5.0, 1,3 mM EDTA oraz wczes$niej przygotowane liposomy o
sktadzie: 10 pM NBD-C6-sfingomielina i 30 uM 1,2-dioleilo-sn-glicerolo-3-fosfocholina
(Avanti) [240]. Mieszaning inkubowano przez 1,5 godziny w 37°C, po czym reakcj¢
hydrolizy sfingomieliny zatrzymywano przez dodanie 0,45 ml 2-propanolu, 1,5 ml heptanu
1 0,2 ml PBS. Po rozdzieleniu faz i zebraniu fazy gérnej mierzono w niej fluorescencje

NBD-ceramidu, powstatego w wyniku hydrolizy NBD-sfingomieliny, wykorzystujac
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spektrofluorymetr Spex (Yobin-Yvon, Edison, NJ), wzbudzenie A=460 nm, emisja A=534
nm. Otrzymane wyniki byty normalizowane w stosunku do zawartosci biatka mierzonej w

lizatach komorkowych metoda BCA.

5.4.3. Pomiary aktywnosci neutralnej sfingomielinazy

Komorki J774 (1x10° w 1 ml RPMI/10% FBS) nanoszono na ptytke 12-dotkowa i
hodowano 24 godziny (37°C). Po odmyciu komoérek w buforze PD hodowlg inkubowano w
RPMI10% FBS zawierajacym 100 uM imipraminy w celu wywotania proteolizy ASMazy
(60 minut, 37°C) po czym komoérki poddawano 30-minutowej lizie (4°C) w 130 pl buforu
zawierajacego 0,2% Triton X-100, 5 mM MgCl,, 50 mM Hepes oraz mieszaning
inhibitorow proteaz (2 mM PMSF oraz po 10 pg/ml aprotininy, leupeptyny i pepstatyny),
pH 7.4. W dalszej czgsci testu mierzono ilo$¢ fluorescencyjnego produktu utleniania
kwasu 4-hydrosyfenylooctowego przez H,O, powstajacy w wyniku rozkladu choliny przez
oksydaz¢ choliny. Cholina jest z kolei produktem reakcji defosforylacji fosfocholiny
powstajacej w wyniku dziatania sfingomielinazy [241]. Lizat (100 pl) mieszano ze 100 ul
roztworu zawierajacego 0,4% Triton X-100, 1 mM sfingomieling C16, 4 mM kwas 4-
hydoksyfenylooctowy, 10 U/ml alkalicznej fosfatazy (Pierce), 0,5 U/ml oksydazy choliny,
20 U/ml peroksydazy chrzanowej i 100 mM Hepes, pH 7.4. Po 1 godzinie inkubacji w
temperaturze 37°C reakcja byla zatrzymywana przez dodanie 0.5 ml roztworu 10 mM
EDTA w PBS (4°C). Fluorescencja probek byta mierzona w spektrofluorymetrze Spex
(Yobin-Yvon, Edison, NJ) przy wzbudzeniu A=320 nm i emisji A=400 nm, a odczyty
normalizowane w stosunku do zawartos$ci biatka mierzonej w lizatach komorkowych przy

pomocy zestawu Micro BCA (Thermo Scientific).

5.5. Pomiary poziomu TNFa i RANTES w nadsaczu komorek przy pomocy
testow ELISA

Komorki J774 byly nanoszone na ptytke 96-dotkowa w ilosci 0,5x10° na dotek w 250
ul DMEM/10% FBS 1 inkubowane przez noc w 37°C. Komorki stymulowano 1-1000
ng/ml LPS w 200 ul DMEM/10% FBS w temperaturze 37°C. Po okre§lonym czasie
stymulacji (1-24 godz.) zbierano 150 pl nadsaczu znad komorek, w ktérym oceniano ilo$¢
cytokin TNFo. i RANTES za pomoca testow ELISA, odpowiednio ,,ELISA MAX™
Standard Set Mouse TNFa” (BioLegend) i ,,DuoSet ELISA Development System Mouse
CCL5/RANTES” (R&D Systems), zgodnie z instrukcjami producentow. Testy ELISA
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wykonywane byly na ptytkach 96-dotkowych MaxiSorp™ (Nunc). Do koficowej reakcji
uzywano 100 pg/ml TMB w 100 pl 100 mM buforu cytrynowego, pH 5.0, z dodatkiem
0,15% H,0,. Reakcjg utleniania TMB zatrzymywano przez dodanie 100 pul 2 M kwasu
siarkowego. Absorbancja byta odczytywana za pomoca czytnika ptytek Sunrise (Tecan)
przy A=450 nm 1 korekcji przy A=570 nm. St¢zenie cytokin obliczano na podstawie
krzywej standardowej przy uzyciu programu GraphPad Prism.

Pozostate na ptytce komorki byly wybarwiane fioletem krystalicznym w celu
zweryfikowania ich ilo$ci. Do dotkow dodawano 50 pl 0,05% fioletu krystalicznego w
20% metanolu i inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie plytke
ptukano trzykrotnie woda i1 zostawiano do wyschnigcia. Nastepnie do dotkow dodawano
150 pl metanolu w celu wyekstrahowania fioletu krystalicznego. Po ewentualnym
rozcienczeniu, intensywno$¢ zabarwienia probek byta mierzona w czytniku ptytek Sunrise
(Tecan) przy A=570 nm. Odczyty stuzyly do normalizowania st¢zenia produkowanych

cytokin.

5.6. Pomiary poziomu komorkowego ceramidu metodg izotopowa

Komorki J774 poddawane byly znakowaniu izotopowemu za pomoca prekursora
ceramidu, [’H]-seryny (Parkin Elmer, Waltham) w stezeniu 4 pCi/ml na 1x10° komorek.
Komoérki (1x10%) hodowano w obecnosci izotopu w 2 ml pozywki DMEM zawierajacej 6%
FBS na szalkach z pokryciem do hodowli tkankowych o §rednicy 30 mm (Falcon) przez 40
godzin, 37°C. Po znakowaniu komorki byty przemywane buforem PD z dodatkiem 1 mM
MgCl; i 1 mM CaCl,, a nastgpnie odrywane mechanicznie z powierzchni szalek i
zawieszane w buforze PD. Po zwirowaniu (400xg, 3 min, temp. pokojowa), komorki byty
poddawane lizie w 1 ml 0,1% SDS. Czg$¢ lizatu (100 pl) pozostawiano do pomiaru
zawarto$ci bialka, a z pozostatej ekstrahowano lipidy przez dodanie 3 ml mieszaniny
chloroform:metanol (1:2, v:v) i worteksowanie (1 min). Po dodaniu 1 ml chloroformu i 1
ml buforu PBS worteksowanie powtarzano a nastgpnie mieszaning wirowano (1000xg, 2
min., temp. pokojowa) w celu rozdzielenia faz. Dolna fazg przenoszono do nowej
probowki 1 odparowywano w strumieniu azotu. Po wysuszeniu, wyekstrahowane lipidy
zawieszano w 30 pl mieszaniny chloroform:metanol (19:1, v:v).

Tak przygotowane lipidy byly poddawane rozdziatlowi na ptytce do chromatografii
cienkowarstwowej (Silica Gel 60, Merck) inkrustowanej 1% szczawianem wapnia. Plytka
byta uprzednio aktywowana przez wyprazanie w 120°C przez 30 minut. Catos¢ ekstraktu

lipidowego (30 pl) oraz po 25 pg ceramidu C16 1 sfingomieliny C16 z jaja kurzego
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(Avanti) w 30 pl mieszaniny chloroform:metanol, (1:2,
v:v) nanoszono na plytke w porcjach po 10 pl. Rozdziat
lipidow przeprowadzano w mieszaninie octan metylu:1-
propanol:chloroform:chlorek potasu (25:25:25:10:9,
viv), po czym ptytke suszono na powietrzu. Lipidy
uwidaczniano po umieszczeniu ptytki w oparach jodu w
eksykatorze (Rye. 5.1.). Pigtna odpowiadajace
obszarom, gdzie wedtug wskazan standardu znajdowat
si¢ ceramid, zeskrobywano z ptytki i zawieszano w
mieszaninie ptynu scyntylacyjnego i etanolu (7:3, v:v).
Radioaktywnos$¢ probek byta mierzona w liczniku
scyntylacyjnym LS6000TA (Beckman) i

normalizowana w stosunku do zawartosci biatka.

Ryec. 5.1. Rozdzial standardowych lipidéw na plytce
chromatograficznej, uwidocznionych w oparach
jodu. PE — fosfatydyloetanoloamina, PC —
fosfatydylocholina, CER - ceramid C:16,

sfingomielina — C:16 PE PC CER SM

5.7. Oznaczanie poziomu bialek i lipidow na powierzchni komérek za pomocg

cytometrii przeplywowej

5.7.1. Oznaczanie poziomu powierzchniowego TLR4 i CD14

Do do$wiadczen prowadzonych przy uzyciu metod cytometrii przeplywowej uzywano
komorek J774 w zawiesinie (patrz 3.2). Bezposrednio przed doswiadczeniem komorki byty
rozdzielone po 0,5x10°/probe. Po odwirowaniu (400xg, 3 min., temp. pokojowa) komorki
byly zawieszane w 150 pul pozywki RPMI/10% FBS zawierajacej odpowiedni czynnik
,»blokujacy” 1 inkubowane 30 minut w 4°C. Stosowane czynniki blokujace obejmowatly 5%
lub 20% inaktywowana surowic¢ mysia (Jackson ImmunoResearch), IgG mysie lub
agregaty IgG mysich w stgzeniu 1 mg/ml, a takze mieszaniny tych czynnikéw. Agregaty
IgG przygotowywano poprzez podgrzewanie (25 min., 63°C) i schtadzanie (5 min., 4°C)

10 mg/ml roztworu mysich IgG; duze agregaty biatek usuwano przez wirowanie (5000xg,
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5 min., 4°C). Po wyblokowaniu wolnych miejsc wiazacych biatka na powierzchni btony
komorkowej, komorki zbierano przez wirowanie (400xg, 3 min., 4°C) i zawieszano w 100
ul RPMI zawierajacego 2-5 pg/ml odpowiedniego przeciwciala: kroliczego anty-TLR4
(Santa Cruz), kroliczego anty-CD14 (Santa Cruz) lub kontrolnego kroliczego I1gG (Jackson
ImmunoResearch) w obecnosci 5% inaktywowanej surowicy mysiej. Po inkubacji (40
min., 4°C) komorki przemywano trzykrotnie buforem PD, a nastgpnie zawieszano w 100
ul RPMI zawierajacego 10 pg/ml koziego IgG-FITC skierowanego przeciwko kréliczym
IgG (Jackson ImmunoResearch) w obecnosci 5% inaktywowanej mysiej surowicy. Po
kolejnych 40 minutach inkubacji (4°C) komorki ponownie odmywano buforem PD, a
nastgpnie utrwalano 20 minut w 1% formaldehydzie w PBS (0,5 ml na probg, 4°C) i1
analizowano w cytometrze przeptywowym FACSCalibur (Becton Dickinson)
obstugiwanym przez program CellQuest. Analizie poddawano 10 000 komorek z kazdej
probki. W celu obliczenia ostatecznej warto$ci sygnatu, od $redniej geometrycznej
intensywnos$ci fluorescencji danej probki odejmowano $rednia otrzymana dla komorek
inkubowanych z kontrolnym przeciwciatem kroliczym IgG. W serii wstgpnych
doswiadczen, CD14 uwidaczniano stosujac szczurze IgG swoiste wobec tego biatka (Santa
Cruz Biotechnology) oraz osle anty-szczurze IgG-FITC (Jackson ImmunoResearch)

uzyskujac takie same wyniki jak przy uzyciu przeciwciat kréliczych.

5.7.2. Oznaczanie poziomu powierzchniowego ceramidu

Komorki J774 odwirowywano, zawieszano w $§wiezej pozywce, rozdzielano po
0,5x10%/probe, a nastgpnie utrwalano w 1% formaldehydzie w buforze PBS przez 15 minut
(4°C). Po trzykrotnym przemyciu komorek buforem PD, zawieszano je w 150 ul PBS z 3%
kozia surowica 1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
komorki byty inkubowane z 2 pg/ml mysich IgM rozpoznajacych ceramid (Alexis) lub z
rownym st¢zeniem kontrolnych mysich IgM w PBS (30 min., temp. pokojowa). Po
trzykrotnym przemyciu w PBS komorki byly inkubowane z 10 pg/ml przeciwciata
rozpoznajacego mysie IgM koniugowanego z FITC (Sigma) w PBS (40 min., temp.
pokojowa). Po dwdch kolejnych przemyciach buforem PBS komoérki zawieszano w 500 pl
tego buforu i1 analizowano w cytometrze przeptywowym FACSCalibur (Becton Dickinson)
obstlugiwanym przez program CellQuest. Analizie poddawano 10 000 komorek z kazdej
probki. Od S$redniej geometrycznej intensywnosci fluorescencji probek odejmowano

$rednig otrzymana dla komorek inkubowanych z kontrolnym przeciwcialem mysim IgM.
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5.7.3. Oznaczanie poziomu powierzchniowego gangliozydu GM1

Komorki J774 odwirowywano od pozywki, zawieszano w §wiezej pozywce i
rozdzielano po 0,5x10°/probe. Po odwirowaniu komorki zawieszano w 200 ul RPMI/10%
FBS z 2 pg/ml podjednostki B toksyny cholery skoniugowanej z FITC (CTX-FITC) 1
inkubowano 40 minut w 4°C. Po trzykrotnym odmyciu buforem PD komorki utrwalano 20
minut w 1% formaldehydzie w PBS (0,5 ml na probe, 4°C) i analizowano w cytometrze
przeptywowym FACSCalibur (Becton Dickinson) obstugiwanym przez program
CellQuest. Analizie poddawano 10000 komorek z kazdej probki, od S$redniej
geometrycznej intensywnos$ci fluorescencji probek odejmowano warto$¢ tej Sredniej

otrzymana dla komorek kontrolnych, nieinkubowanych z CTX-FITC.

5.8. Oznaczanie poziomu CD14 i GM1 na powierzchni komodrek za pomoca

laserowej cytometrii skaningowej

Komorki J774 byty nanoszone w ilosci 2x10* na szkietko nakrywkowe 15x15 mm w
DMEM/10% FBS i hodowane przez 18 godzin w 37°C. Po przemyciu buforem PD,
komorki byty utrwalane w 3% formaldehydzie na buforze PHEM (60 mM Pipes, 25 mM
Hepes, 10 mM EGTA i 4 mM MgCl,, pH 6.9) przez 10 minut w 4°C 1 dodatkowo 20 minut
w temperaturze pokojowej. Kolejne inkubacje prowadzone byly réwniez w temperaturze
pokojowej. Po trzykrotnym odmyciu w buforze PHEM, komdrki inkubowano przez 5
minut z 50 mM NH4ClI/PHEM w celu wyblokowania wolnych grup aldehydowych, 20
minut w TBS z 5% inaktywowana mysia surowica, a nastgpnie przez 40 minut ze
szczurzym przeciwcialem IgG anty-CD14 (2 pg/ml w TBS/5% inaktywowana mysia
surowica) lub z kontrolnymi szczurzymi IgG w tym samym stgzeniu (Jackson
ImmunoResearch). Nadmiar przeciwcial byl odmywany (5 razy po 5 min. w TBS), po
czym komorki inkubowano 40 minut z drugorzegdowym oslim IgG-FITC skierowanym
przeciwko szczurzym IgG (10 pg/ml w TBS zawierajacym 0,2% BSA). W serii
doswiadczen, w miejsce przeciwcial rozpoznajacych 1 uwidaczniajacych CD14 komorki
inkubowano z 2 pg/ml podjednostki B toksyny cholery skoniugowanej z FITC, w celu
uwidocznienia gangliozydu GM1. Po kolejnym odmyciu (5 razy po 5 min. w TBS),
komoérki powtdrnie utrwalano (3% formaldehyd w TBS, 10 min.,), a nastgpnie
permeabilizowano z uzyciem 0,05% Tritonu X-100 w TBS (2 min., 4°C), przemywano
trzykrotnie w TBS 1 inkubowano z 1 pg/ml DAPI w celu uwidocznienia DNA (30 min.).
Po odmyciu preparatéw w TBS i jednokrotnie w H,O, nanoszono na nie krople mowiolu

(PolyScience) zawierajacego 2,5% czynnika stabilizujacego fluorescencje¢ DABCO
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(Sigma) 1 analizowano w laserowym cytometrze skaningowym (CompuCyte)
obstugiwanym przez oprogramowanie iCys. Wynik analizy stanowit $§rednia warto$¢
fluorescencji dla okoto 500 komorek z kazdego wariantu. Od wartosci odczytow
fluorescencji prob odejmowano wartosci preparatow kontrolnych, inkubowanych ze

szczurzym IgG.

5.9. Oznaczanie poziomu TLR4 na powierzchni komorek technika izotopowa

Poziom TLR4 oznaczano na powierzchni komorek rosnacych na podtozu oraz
przeniesionych w stan zawiesiny.

Komorki adherentne: W celu oznaczenia poziomu TLR4 na powierzchni komorek

adherentnych, komorki 774 przenoszono do ptytki 24-dotkowej (1,5x10° komorek w 1 ml
DMEM/10% FBS na dotek) i hodowano 18 godzin (37°C). Po stymulacji komorek, ptytki
hodowlane byly przenoszone na 16d, komoérki przemywano buforem PD z dodatkiem 1
mM MgCl, i 1 mM CaCl, (4°C) i inkubowane w 200 pl buforu PD zawierajacego 10%
inaktywowana mysia surowice (4°C). Po 20 minutach, na komoérki nawarstwiano 200 ul
buforu PD zawierajacego 5 pg/ml kréliczego IgG swoistego wobec TLR4 (Santa Cruz
Biotechnology) lub rownej ilosci kontrolnego kroliczego IgG (Jackson ImmunoResearch)
w obecnosci 5% inaktywowanej mysiej surowicy. Inkubacja z przeciwciatami trwata 40
minut (4°C), po czym nadmiar niezwiazanych przeciwcial odmywano trzykrotnie buforem
PD (4°C). Nastepnie komorki inkubowano w 200 pl PBS zawierajacego 0,1 pg koziego
przeciwciata skierowanego przeciwko kroliczym IgG i wyznakowanego '*’I (0,5
uCi/probke, PerkinElmer) oraz 0,1 pg niewyznakowanego koziego przeciwciata
rozpoznajacego krolicze IgG (Jackson ImmunoResearch). Po 1,5 godziny inkubacji (4°C)
komorki odmyto trzykrotnie buforem PD zawierajacym 0,2% BSA, przeniesiono w tym
buforze do probowek i zawieszono w 150 pl PBS; 20 ul zawiesiny komorek pozostawiano
do pomiaru ilo$ci biatka. Pozostate komoérki zawieszano w 1,8 ml mieszaniny ptynu
scyntylacyjnego i Tritonu X-100 (2:1, v:v). Po 20 minutach inkubacji radioaktywno$¢
probek byta analizowana w liczniku scyntylacyjnym LS6000TA (Beckman) i

normalizowana w stosunku do zawartosci biatka.

Komoérki w zawiesinie: Komoérki (0,5x10%/probke) byly przenoszone na 16d i przemywane
dwukrotnie buforem PD przez wirowanie (400xg, 3 min., 4°C). Nastgpnie komorki
inkubowano w 200 pl buforu PD z dodatkiem 10% inaktywowanej mysiej surowicy przez
20 minut (4°C) oraz 200 pl buforu PD zawierajacego 5 pg/ml kréliczego IgG swoistego

wobec TLR4 lub réwnej ilo$ci kontrolnego kroliczego IgG (Jackson ImmunoResearch) w
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obecnosci 5% mysiej surowicy (40 min., 4°C). Po inkubacji z przeciwciatem komorki byty
trzykrotnie przemywane buforem PD (jak wyzej) 1 utrwalone w 4% formaldehydzie na
buforze PHEM przez 20 minut w 4°C i dodatkowe 10 minut w temperaturze pokojowe;j. Po
odmyciu komorek trzykrotnie buforem PHEM poddawano je 15-minutowej inkubacji z 50
mM NH4Cl w celu wyblokowania wolnych grup aldehydowych. Reakcj¢ komoérek z
mieszaning przeciwcial znakowanych '*°I i nieznakowanych, opisana wyzej dla komorek
adherentnych, przeprowadzano przez 1,5 h w temperaturze pokojowej z delikatnym
wytrzasaniem. Po skonczonej inkubacji komorki odmywano trzykrotnie w buforze
PD/0,2% BSA, zawieszano w 150 pl PBS, odebrano 20 pl zawiesiny komoérek do oceny

ilosci biatka, a w pozostatej czgsci probki mierzono radioaktywnos$¢ jak opisano powyzej.

5.10. Analiza skladu bialkowego technika elektroforezy w zelu

poliakryloamidowym i immunoblotingu

5.10.1. Denaturujacy rozdzial bialek w zelu poliakryloamidowym (SDS-PAGE)

Komorki J774 badz RAW 264.7 byly nanoszone w ilosci 1x10° w 250 pl DMEM/10%
FBS na ptytkg 96-dotkowa z pokryciem do hodowli tkankowych i hodowane 18 godzin
(37°C). Po stymulacji komorek, plytka byta przenoszona na 16d, a komoérki przemywane
trzykrotnie buforem PD z dodatkiem 1 mM MgCl, i | mM CaCl, (4°C) i lizowane przez
dodanie do dotkéw 60 pl buforu zawierajacego 0,5% Triton X-100, 100 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 20 mM Hepes, pH 7.4, 50 uM tlenek fenyloarsenu, 10 mM
fosforanu p-nitrofenolu, 1 mM Na3;VO, oraz inhibitory aktywnosci proteaz (4°C). Po 10
minutach do lizatéw dodawano 20 ul czterokrotnie stezonego buforu do probek (koncowe
stezenia: 2% SDS, 10% glicerol, 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 1% B-merkaptoetanol, 0,004%
btegkit bromofenolu). Probki przenoszono do probdéwek, gotowano 5 minut, schtadzano,
wirowano (12000xg, 30 sek., temp. pokojowa) i nanoszono w objgtosci 15 pl na 10% zel
poliakryloamidowy. Rozdzial biatek prowadzono w aparacie Mighty Small II (Hoefer)
przy napigciu 120V w buforze z 25 mM Tris, 192 mM glicyny 1 0.1% SDS. Masy
czasteczkowe polipeptydow okreslano na podstawie ich ruchliwosci elektroforetycznej

poroOwnywanej z migracja zestawu standardowych bialek (Bio-Rad).
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5.10.2. Transfer i detekcja bialek na blonie nitrocelulozowej

Biatka rozdzielone na zelu poliakryloamidowym byly przenoszone na btong
nitrocelulozowa wg metody Towbina 1 wsp. [242]. Transfer prowadzono w aparacie TE22
(Amersham Biosciences) w buforze 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1% SDS 1 10%
metanol przez 18 godzin przy 120 mA lub 1,5 godziny przy 400 mA. Obecnos¢ bialek na
btonie sprawdzono poprzez jej barwienie 0,2% Ponceau S. Do ptukania blony uzywano
buforu TBST (TBS z 0,05% Tween 20). Wolne miejsca na btonie nitrocelulozowej
blokowano inkubujac ja przez 1 godzing w 3% BSA/TBST 1 1 godzing w mieszaninie 1%
zelatyny 1 1% poliwinylopyrolidonu (Sigma) na TBST. W celu detekcji biatek blong
inkubowano przez 1,5 godziny z przeciwciatem pierwszorzgdowym, a po ptukaniu (5 x 7
min., TBST) przez 1 godzing z przeciwcialem drugorzgdowym skoniugowanym z HRP. Po
intensywnym odmyciu niezwiazanych przeciwciat (jak wyzej) na btonach przeprowadzano
reakcje¢ chemiluminescencji przy uzyciu odczynnika SuperSignal West Pico (Pierce), a
immunoreaktywne bialka wykrywano na btonach radiograficznych (Foton). Analizg
densytometryczna immunoreaktywnych polipeptydow przeprowadzano po zeskanowaniu
kliszy przy pomocy programu ImageJ.

W dos$wiadczeniach uzywano nastgpujacych przeciwcial:

- krélicze 1gG rozpoznajace TLR4 (H-80, Santa Cruz Biotech.), 1:2000;

- krélicze IgG rozpoznajace CD14 (rmC5-3 BD Pharmingen), 1:500;

- krolicze IgG rozpoznajace fosfo-IiB (14D4, Cell Signaling), 1:2000;

- mysie IgG rozpoznajace aktyng (C4, MP Biomedicals), 1:80 000;

- szczurze 1gG rozpoznajace metke HA (3F10, Roche), 1:3000;

- drugorzedowe kozie IgG rozpoznajace krolicze IgG, sprzgzone z HRP (Rockland),

1:5000;

- drugorzedowe kozie IgG rozpoznajace szczurze IgG, sprzgzone z HRP (Rockland)

1:5000;

- drugorzedowe kozie IgG rozpoznajace mysie IgG sprzgzone z HRP (Jackson

ImmunoResearch), 1:100 000.

5.11. Oznaczanie st¢zenia bialka

Stgzenie biatka w probkach bylo badane przy pomocy zestawu Micro BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific) zgodnie z instrukcjami producenta. Do dotkéw ptytki 96-
dotkowej dodawano po 150 ul probki lizatow komdrkowych, rozcienczonych, aby

zredukowac stezenia detergentoéw oraz 150 pl uprzednio przygotowanego odczynnika do



5. Materialy i metody 57

pomiaru biatka (2 godz, 37°C). Absorbancje probek mierzono w czytniku ptytek Sunrise

(Tecan) przy A=562 nm, st¢zenie bialka obliczano przy uzyciu programu GraphPad Prism.

5.12. Mikroskopia fluorescencyjna i analiza obrazu

Komorki 774 byty nanoszone w ilosci 2,5x10* na szkietko nakrywkowe 15x15 mm w
DMEM/10% FBS i hodowane przez 18 godzin w 37°C. Po stymulacji LPS komorki byty
przemywane buforem PD i przenoszone na 16d. W tych warunkach na szkietka nanoszono
100 pl DMEM zawierajacym 10% inaktywowanej surowicy mysiej 1 20 mM Hepes, pH
7,4 (Jackson ImmunoResearch). Po 30 minutach komorki poddawano inkubacji z 4 ng/ml
kroliczego przeciwciata anty-TLR4 (Santa Cruz Biotechnology) w DMEM w obecnosci
5% mysiej surowicy i 20 mM HEPES, pH 7.4 (40 min., 4°C). Nadmiar przeciwcial
odmywano trzykrotnie w buforze PD zawierajacym 1 mM MgCl, i 1 mM CaCl, 1 0,2%
BSA (4°C). Komoérki inkubowano nastgpnie z owczym przeciwcialem rozpoznajacym
krélicze IgG sprzgzonym z biotyna (Rockland) w warunkach analogicznych do inkubacji z
przeciwciatem pierwszorzgdowym. Po trzykrotnym przemyciu komorki utrwalono w 4%
formaldehydzie w buforze PHEM (10 min. w 4°C i 20 min. w temp. pokojowej). Nastepne
etapy procedury prowadzono w temperaturze pokojowej. Komorki przemywano w PHEM
1 poddano 5 minutom inkubacji z 50 mM NH4Cl w PHEM w celu wyblokowania wolnych
grup aldehydowych. Nastepnie, komorki inkubowano z 3% BSA w TBS oraz z 2 ug/ml
szczurzego przeciwciata anty-CD14 (Santa Cruz Biotechnology) w TBS z 0,2% BSA (obie
inkubacje 30 min.). W celu uwidocznienia powierzchniowych TLR4 1 CDI14
przeprowadzono kolejna inkubacj¢ komorek w mieszaninie zawierajaca Extrawiding-FITC
(Sigma) i oSle przeciwcialo skierowane przeciwko szczurzym IgG wyznakowane Texas
Red (Jackson ImmunoResearch). Obie inkubacje prowadzono w buforze TBS z 0,2% BSA
przez 30 minut. W serii do$wiadczen, w celu uwidocznienia filamentéw aktynowych,
komorki permeabilizowano przy uzyciu 0,005% digitoniny/PHEM (10 min., temp.
pokojowa) i inkubowano z 3% BSA/PHEM a nastepnie z falloidyna sprz¢zona z TRITC
(Sigma) lub Alexa Fluor 350 (Invitrogen, kazda inkubacja trwata 60 minut 1 prowadzona
byta w TBS zawierajacym 0,2% BSA) 1 jednokrotnie w H,O. Ostatecznie na preparaty
nanoszono kroplg¢ mowiolu (PolyScience) zawierajacego 2,5% DABCO (Sigma) i
analizowano pod mikroskopem konfokalnym Leica (TCS SP5) z sekwencyjnym
wzbudzaniem FITC i TRITC/Texas Red w celu uniknigcia natozenia ich fluorescencji.
Zbierano zwykle 10-12 przekrojéw optycznych o grubosci 0,15 pum od strony grzbietowej

do brzusznej komorki. Parametry wzbudzania i rejestracji obrazu ustawiano tak, aby w obu
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kanatach rejestrowac intensywnos¢ pikseli w podobnym zakresie. W probkach kontrolnych
pomijano etap inkubacji z przeciwcialami pierwszorzgdowymi; stwierdzono w nich
jedynie $ladowy poziom fluorescencji. Wspotwystepowanie TLR4 i CD14 bylo oceniane
przy pomocy programu Leica Application Suite AF poprzez obliczenie wspolczynnika
korelacji Pearsona oraz wspotczynnika naktadania obrazu (po podj¢ciu wartosci tta) dla co
najmniej 40 komodrek na probke [243]. Zliczano tez populacje komoérek, w ktérych
widoczne byto skupienie receptora CD14 i/lub TLR4 w lamelli wiodacej komorek. Tg
analiz¢ prowadzono w mikroskopie fluorescencyjnym Nikon zliczajac co najmniej 100

komorek w kilku polach widzenia dla kazdego wariantu doswiadczalnego.

5.13. Pomiary internalizacji LPS-AF488 i dekstranu-FITC za pomocg
cytometrii przeplywowej

Komorki osadzano z zawiesiny przez wirowanie (400xg, 3 min., temp. pokojowa),
zawieszano w pozywce RPMI z 10% FBS i rozdzielano w iloéci 1x10° na probke. Komorki
zawieszano w 0,5 ml RPMI/10% FBS zawierajacego 1 pg/ml LPS-AF488 (Invitrogen) lub
1 mg/ml dekstranu 40000 skoniugowanego z FITC (dekstran-FITC) i inkubowano 5-60
minut z delikatnym wytrzasaniem (37°C). Po zakonczeniu inkubacji komoérki przenoszono
na 16d, przemywano dwa razy buforem PD przez wirowanie (400xg, 3 min., 4°C). Proby
dzielono na dwie cze$ci; w jednej z nich, w celu wygaszenia fluorescencji LPS-AF488 1
dekstranu-FITC zwigzanych do powierzchni komorek, zawieszano je w 200 pl 100 ng/ml
blekitu trypanu w PBS i inkubowano 5 minut (4°C). Po odmyciu PBS, komorki obu frakcji
utrwalano w 1% formaldehydzie w PBS (0,5 ml na probg, 20 min., 4°C) i analizowano w
cytometrze przeplywowym FACSCalibur (Becton Dickinson) obstugiwanym przez
program CellQuest. Analizie poddawano 10 000 komorek z kazdej proby, a od $redniej
geometrycznej intensywnosci fluorescencji odejmowano warto$¢ otrzymana dla komorek

nieinkubowanych z LPS-AF488 lub dekstranem-FITC.

5.14. Pomiary internalizacji transferyny za pomocg cytometrii przeplywowej

Komorki J774 byly nanoszone na szalkg bez pokrycia w pozywce RPMI bez FBS i
inkubowane 18 godzin w 37°C. Nastepnie, komorki (1x10° na probke) zawieszano w 500
ul RPMI bez FBS zawierajacego 10 pg/ml transferyny skoniugowanej z Alexa Fluor 647
(TfR-AF647, Invitrogen) i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C w celu
umozliwienia zwiazania transferyny do receptoréw na powierzchni komorki. Nadmiar

transferyny usuwano przemywajac komorki dwukrotnie buforem PD (400xg, 3 min., 4°C).
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Osad komorek zawieszano ostatecznie w 250 ul RPMI bez FBS i inkubowano 5 minut w
temperaturze 37°C, pozwalajac na internalizacje TfR-AF647. Komérki przenoszono na 16d
1 rozdzielano na dwie czg$ci, z ktorych pierwsza utrwalano w 1% formaldehydzie w PBS
(0,5 ml na préobe, 20 min., 4°C). Pozostata czgs¢ inkubowano w roztworze zawierajacym
150 mM NaCl, ImM CaCl,, 20 mM bufor octanowy, pH 4.6 (0,5 ml na probg, 3 min., 4°C)
w celu desorpcji TfR-AF647 z powierzchni blony komoérkowej, i po odmyciu w buforze
PD utrwalano jak wyzej. Fluorescencje prob mierzono w cytometrze przeplywowym
FACSCalibur (Becton Dickinson) obstugiwanym przez program CellQuest. Analizie
poddawano 10 000 komérek z kazdej proby, a od sredniej geometrycznej intensywnosci
fluorescencji odejmowano warto$¢ otrzymana dla komorek nieinkubowanych z Tfr-

AF647.

5.15. Pomiary internalizacji transferyny za pomoca mikroskopii

fluorescencyjnej

Komérki RAW 264.7 byly nanoszone w ilosci 2,5x10* na szkietko nakrywkowe 15x15
mm, hodowane 3 godzin w pozywce RPMI/10%FBS, a nastgpnie 18 godzin w pozywce
RPMI bez FBS (37°C). Do doswiadczenia na szkietka nanoszono po 100 pl $wiezej
pozywki RPMI bez FBS zawierajacej 10 pg/ml TfR-AF546 (Invitrogen) i inkubowano 30
minut w 4°C. Po odmyciu w buforze PD (4°C) na szkielka nanoszono po 100 pl RPMI i
przenoszono na 5 minut do 37°C celem umozliwienia internalizacji transferyny przez
komorki. Po ponownym odmyciu w PD (4°C) na szkietka nawarstwiano roztwor
zawierajacy 150 mM NaCl, ImM CaCl,, 20 mM bufor octanowy, pH 4.6 (3 min., 4°C) w
celu desorpcji transferyny-AF546 z powierzchni blony komorkowej 1 przemywano
ponownie w buforze PD. Komorki utrwalano w 3% formaldehydzie/PHEM (10 min., 4°C 1
20 min. w temp. pokojowej), odmywano w TBS 1 przygotowywano preparaty w
mieszaninie  mowiolu/2.5%  DABCO. Probki analizowano w  mikroskopie
fluoroscencyjnym Nikon wyposazonym w kamer¢ CCD DXM1200C obstugiwana przez
program NIS-Elements F. Na zebranych obrazach przy pomocy programu Imagel
obliczano $rednia fluorescencj¢ w okolo 100 komoérkach w kazdym wariancie

doswiadczalnym.
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5.16. Nadprodukcja zmutowanej formy dynaminy-2 w komorkach

Wektor pCMV5 niosacy ¢cDNA zmutowanej, niezdolnej do wiazania GTP formy
dynaminy-2 (K44A) z metka HA oraz marker opornosci na ampicyling zostal
skonstruowany w laboratorium Marka McNivena (Mayo Clinic College of Medicine,
Scottsdale, AZ) i pozyskany dzigki uprzejmosci dr hab. Marty Miaczynskiej z Pracowni
Biologii Komorki, Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowe;,
Warszawa. Wektor ten zostat wprowadzony do kompetentnego szczepu Escherichia coli
DH5a metoda rubidowo-wapniowa; transformowane bakterie byty przechowywane w 20%
glicerolu w -80°C. Po rozmrozeniu i namnozeniu bakterii w pozywce LB zawierajacej 100
pug/ml ampicyliny (18 godzin, 37°C) plazmid byt izolowany przy pomocy zestawu
GenElute Endotoxin Free Plazmid Midiprep Kit (Sigma-Aldrich), w celu otrzymania DNA
o wysokiej czystosci, pozbawionego LPS. Jako wektora kontrolnego uzyto plazmidu bez
wstawki genu dynaminy, ktéry byt izolowany w ten sam sposob.

Plazmidy byly wprowadzane do komorek RAW 264.7 za pomoca odczynnika
Neofectin (BioLabs) wedlug protokolu producenta. W tym celu na szalke 60 mm do
hodowli tkankowych nanoszono 1.5x10° komorek w 4,5 ml pozywki RPMI/10% FBS i
hodowano 18 godzin w 37°C. Na godzing przed transfekcja komorkom wymieniano
pozywke na 4,5 ml $wiezej pozywki RPMI z 10% FBS. DNA przygotowano poprzez
mieszanie 5 pug plazmidu z 250 pul RPMI bez surowicy i delikatne worteksowanie.
Nastgpnie roztwér DNA taczono z 15 pl odczynnika Neofectin rozpuszczonego w 250 ul
RPMI bez surowicy. Otrzymana mieszaning worteksowano, pozostawiono na 15 minut w
temperaturze pokojowej w celu uformowania komplekséw odczynnika z DNA, a nastepnie
nanoszono kroplami na szalke z komoérkami. Po 24 godzinach inkubacji komorki byty
zbierane i przenoszone w iloci 2x10* na szkietko nakrywkowe lub 1x10° na dotek phytki
96-dotkowej, w zaleznosci od typu doswiadczenia, po czym hodowane kolejne 24 godziny
w 37°C. Efektywnos$¢ transfekcji byla sprawdzana poprzez jednoczesng transfekcje
komorek wektorem pMAX-GFP (Lonza) i1 zliczanie transfekowanych komorek w
mikroskopie fluorescencyjnym; przecigtnie transfekcji ulegato okolo 40% populacji
komorek. Rownolegle prowadzono tez detekcje naprodukowanego biatka w lizatach

komoérkowych wykrywajac technika immunoblottingu metke HA.
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5.17. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna byla przeprowadzana za pomoca programu GraphPad Prism. Test
t-Studenta byt wykorzystywany do oceny istotno$ci statystycznej rdznic pomiedzy
grupami eksperymentalnymi i kontrolnymi. Warto$ci p ponizej 0,05 byly uznawane za

istotne.
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6. Wyniki

6.1. Produkcja cytokin indukowana przez LPS na $ciezce zaleznej i niezaleznej

od MyD88 w komorkach J774

LPS stymuluje produkcj¢ cytokin prozapalnych przez makrofagi wiazac si¢ do biatek
btony komorkowej - najpierw do biatka CD14, a nastepnie do kompleksu biatka MD-2 i
receptora TLR4, ktéry uruchamia kaskady sygnatowe. Dobor biatek adaptorowych
oddziatujacych z TLR4 decyduje o dychotomii $ciezek sygnatowych generowanych przez
ten receptor: jeden ze szlakéw uruchamiany jest przy udziale biatek adaptorowych MyDS88
1 TIRAP, drugi przez tandem adaptorow TRIF i TRAM (patrz 3.2.4.). W celu oceny
dynamiki produkcji cytokin przez komodrki makrofagopodobne linii J774 na obu tych
szlakach, komorki poddano dziataniu réznych stezen lipopolisacharydu (1-1000 ng/ml)
przez okres od 1 do 24 godzin (Ryc. 6.1). Nastepnie przy uzyciu komercyjnie dostepnych
zestawow do testow ELISA zmierzono poziom dwoéch cytokin, TNFa oraz RANTES, w
nadsaczu zebranym znad stymulowanych komorek. TNFa jest jedna z najwazniejszych
cytokin wydzielanych przez makrofagi, a jego produkcja stymulowana przez LPS zachodzi
gltownie na S$ciezce zaleznej od MyD88 (patrz 3.2.4.1.). Produkcja chemokiny
RANTES/CCLS (ang. Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and
Secreted/Chemokine (C-C motif) ligand 5) odbywa si¢ natomiast na drodze aktywacji
sciezki sygnatowej zaleznej od TRIF.

Maksymalna produkcje TNFa obserwowano przy niskich st¢zeniach LPS, 10-50 ng/ml,
juz po 4 godzinach stymulacji komorek (Rye. 6.1 A, strzatki). Dluzsza aktywacja komorek
nie powodowala zwigkszenia poziomu produkowanego TNFa, a po okresie 24 godzin
zauwazalny byt nieznaczny spadek ilosci TNFa w nadsaczu komorek. Wyzsze stezenia
lipopolisacharydu (100 1 1000 ng/ml) stymulowaly produkcje TNFa stabiej niz st¢zenia
nizsze we wszystkich punktach czasowych (Rye. 6.1 A).

Produkcja chemokiny RANTES miata inny przebieg niz produkcja TNFa (Rye. 6.1 A).
Poziom RANTES w nadsaczu wzrastat wraz ze st¢zeniem LPS stosowanym do stymulacji
komorek w zakresie od 1 do100 ng/ml i osiagat plateau. Poziom RANTES wzrastat jednak
nieprzerwanie w czasie stymulacji komorek przez wszystkie analizowane st¢zenia LPS.
Produkcja RANTES byta op6zniona w stosunku do produkcji TNFa: poziom uwalnianego
przez komorki RANTES pozostawal na granicy detekcji przez pierwsze 2 godziny

stymulacji, podnosit si¢ po 4 godzinach i wzrastal az do 24 godzin dziatania LPS.
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Sonikacja stanowi popularny sposob przygotowania lipopolisacharydu do doswiadczen
[244], stosowany w celu uzyskania homogennej populacji micelli LPS. Wielko§¢ micelli
LPS moze mie¢ wplyw na zdolno$¢ biatka LBP do wiazania si¢ z nimi, a przez to na
efektywno$¢ przenoszenia monomeréw LPS z micelli do receptoréw CDI14 i TLR4
makrofagéw. W celu ustalenia optymalnych warunkow aktywacji komorek przez LPS,
zbadano wplyw sonikowanego LPS na produkcj¢ TNFa i RANTES (Rye. 6.1 B). Komorki
stymulowane w obecno$ci LPS poddanego wstgpnej sonikacji charakteryzowaty si¢ nieco
obnizong produkcja TNFa w stosunku do LPS przygotowywanego przez worteksowanie z
pominigciem etapu sonikacji. Maksimum produkcji TNFa przesunigte bylo w tych
warunkach w stron¢ wyzszych stezen LPS (50-100 ng/ml), a wyrazne obnizenie produkcji
byto obserwowane dopiero przy 1000 ng/ml sonikowanego LPS (Rye. 6.1 B). Dynamika
produkcji chemokiny RANTES byta podobna niezaleznie od sposobu przygotowania LPS
do stymulacji komoérek (Rye. 6.1, porownaj A i B). W dalszych doswiadczeniach
stosowano LPS bez wstepnej sonikacji, a poziom uwalnianych cytokin oznaczano po 4
godzinach stymulacji komorek przez LPS.

Podsumowujac: produkcja obu analizowanych cytokin przez komorki J774 jest
odmiennie stymulowana przez LPS. TNFa, produkowany na $ciezce zaleznej od MyD8S,
jest wydzielany szybciej do srodowiska; jego produkcja osiaga szczyt juz po 4 godzinach
stymulacji komorek przez nizsze st¢zenia LPS (10-50 ng/ml). Dhuzsza stymulacja oraz
wyzsze stgzenia LPS prowadza do obnizenia produkcji TNFa przez komorki. Natomiast
produkowana na S$ciezce TRIF-zaleznej chemokina RANTES wydzielana jest z
opoznieniem w poréwnaniu z produkcja TNFa, ale jej poziom podnosi si¢ wraz z czasem
stymulacji. Produkcja RANTES rosnie w odpowiedzi na 1-100 ng/ml LPS i nie zmienia si¢
przy wyzszych st¢zeniach lipopolisacharydu uzytych do stymulacji komorek.

6.2. Stymulacja komorek przez LPS indukuje wzrost poziomu ceramidu

Zmniejszanie produkcji TNFa przez komorki stymulowane wyzszymi stgzeniami LPS
(Rye. 6.1) wskazywalo na wiaczajace si¢ w tych warunkach mechanizmy negatywnie
regulujace szlak(i) sygnatowe receptora TLR4. Takie mechanizmy wyciszajace odpowiedz
prozapalna zastluguja na szczegodlna uwage, poniewaz nadmierna reakcja organizmu na
LPS prowadzi do sepsy, potencjalnie zagrazajacej zyciu. W polu naszego zainteresowania
czynnikami regulujacymi odpowiedz makrofagéw na LPS =znalazt si¢ lipid btony

komorkowej - ceramid, ktory generowany jest w wyniku hydrolizy sfingomieliny przez
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sfingomielinazy 1 kontroluje aktywno$¢ szeregu receptorow komorek uktadu
odpornos$ciowego, takich jak CD95/receptor FAS (limfocyty T), CD40 (limfocyty B) 1
receptor FcyIIA (monocyty) [245-248]. Istniejace dotad doniesienia na temat roli
sfingomielinaz 1 ceramidu w regulacji odpowiedzi na LPS byly nieliczne 1 czgsto
sprzeczne, sugerowaly jednak mozliwo$¢ jego dziatania jako negatywnego regulatora
aktywacji komorek [165, 166, 168-170]. W celu okreslenia roli ceramidu w odpowiedzi
komorek J774 na LPS zbadano, czy poziom tego lipidu w komorkach zmieniat si¢ w czasie
ich stymulacji (Rye. 6.2 A). Pomiary ceramidu wyznakowanego trytem dokonane za
pomoca metody TLC wykazaty, ze po 60 minutach stymulacji komoérek przez 1 i 100
ng/ml LPS poziom ceramidu wzrastat w nich, odpowiednio, o 18% i 0 27% w stosunku do
komorek niestymulowanych. W komoérkach poddanych dziataniu 100 ng/ml LPS poziom
ceramidu podnosit si¢ szybciej osiagajac plateau juz po 10 minutach (Rye. 6.2 A).

Ceramid generowany jest w czasie aktywacji szeregu receptoréw btony komoérkowej w
wyniku hydrolizy sfingomieliny katalizowanej przez sfingomielinazy, kwasna i neutralna,
(odpowiednio ASMaza 1 NSMaza), nazywane tak w zalezno$ci od odczynu $rodowiska
optymalnego dla aktywno$ci tych enzymoéw. Sfingomielina wystgpuje glownie w
zewnetrznej warstwie blony komorkowej [249], dlatego jej hydroliza prowadzi do
generacji ceramidu wykrywanego na powierzchni komoérek. W celu analizy ilosci
ceramidu w zewngtrzne] warstwie blony plazmatycznej komodrki inkubowano z
przeciwcialem IgM swoistym wobec ceramidu, a nastgpnie z przeciwciatem anty-IgM
znakowanym FITC, a pomiary fluorescencji przeciwcial zwiazanych z komodrkami
przeprowadzono za pomoca cytometrii przeplywowej (Rye. 6.2 B-E). Analiza ta pozwolita
zaobserwowac istotny wzrost ilosci ceramidu na powierzchni komoérek J774 w odpowiedzi
na stymulacj¢ wyzszymi stgzeniami LPS (100-1000 ng/ml), ktory siggat 40% po 10
minutach stymulacji. Efekt ten byt znacznie stabszy (wzrost o okolo 6%) po stymulacji
komorek przez 1 ng/ml LPS (Rye. 6.2 D). Specyficzno$¢ stosowanej metody zostata
potwierdzona poprzez pomiar ilo$ci ceramidu pojawiajacego si¢ w zewngtrznej warstwie
btony komoérkowej w odpowiedzi na inkubacj¢ komorek z bakteryjna sfingomielinaza. W
tych warunkach stwierdzono przejSciowy wzrost poziomu powierzchniowego ceramidu,
osiagajacy po 15 minutach dzialania enzymu ponad dwukrotng warto§¢ w stosunku do
poziomu ceramidu w komdrkach kontrolnych (Rye. 6.2 E).

Otrzymane wyniki wskazuja na szybki 1 istotny wzrost poziomu ceramidu w

komorkach poddanych dziataniu 100-1000 ng/ml LPS.
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Rye. 6.2. Produkcja ceramidu w odpowiedzi na stymulacje komoérek lipopolisacharydem. A -
Catkowity poziom ceramidu w komorkach znakowanych [*H]-seryna i stymulowanych przez 1 i
100 ng/ml LPS, oznaczony metoda chromatografii cienkowarstwowej. Radioaktywnos$¢ zostata
znormalizowana wzgledem zawartosci biatka w lizatach komdrkowych. Przedstawione wyniki sa
srednig z trzech lub czterech doswiadczen. B i C — Poziom powierzchniowego ceramidu
analizowany za pomoca cytometrii przeptywowej w komoérkach wyznakowanych przeciwciatami
anty-ceramid-IgM/anty-IgM-FITC; B — Komorki stymulowane przez 100 ng/ml LPS, 10 min.,
37°C, C - Komorki inkubowane z 0.5 U/ml bakteryjnej sfingomielinazy, 15 min., 4 °C. Bialy
histogram przedstawia kontrolny poziom fluorescencji po znakowaniu komorek niespecyficznym
przeciwcialem IgM i IgM-FITC; szary histogram oznacza poziom ceramidu w komorkach
spoczynkowych; histogram z gruba czarng linia — poziom ceramidu w komdrkach
stymulowanych. D i E — Poziom powierzchniowego ceramidu mierzony przy uzyciu cytometrii
przeptywowej w komorkach (D) stymulowanych przez 1-1000 ng/ml LPS, 10 min., 37°C i (E)
inkubowanych 0.5 U/ml bSMazy przez 5-60 min., 4°C. Przedstawiono $rednie wartosci z trzech
doswiadczen. * - Rdoznica istotna statystycznie wzgledem kontroli (,,0 LPS”) przy p <0.05.
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6.3. Wyciszanie ekspresji kwasnej i neutralnej sfingomielinazy prowadzi

do zwigkszonej produkcji TNFa w odpowiedzi na LPS

Jak wspomniano powyzej, ceramid moze powstawa¢ w czasie aktywacji komorek w

wyniku hydrolizy sfingomieliny przy udziale kwasnej i neutralnej sfingomielinazy.

Istniejace doniesienia sugerowaly, ze obserwowana przez nas generacja ceramidu w

komorkach stymulowanych lipopolisacharydem moze zachodzi¢ na drodze aktywacji tych

enzymow [165, 166]. W celu weryfikacji udzialu obu sfingomielinaz w odpowiedzi

komorek na LPS postuzono si¢ technika transfekcji siRNA, ktora prowadzi do wyciszenia

ekspresji gendéw ASMazy i NSMazy. Efektem transfekcji bylo obnizenie poziomu

ekspresji obu enzymow w komorkach, o czym §wiadczyta zmniejszona aktywno$¢ kwasnej

1 neutralnej sfingomielinazy mierzona w lizatach komorkowych, odpowiednio, o 62% 1

53% (Rye. 6.3 A, B).

Ryc. 6.3. Wplyw wyciszania
ekspresji  genow  kwasnej i
neutralnej sfingomielinazy na
produkcje cytokin w odpowiedzi
na LPS. A i B - Aktywnos¢
sfingomielinaz mierzona przy pH
50 (A) i pH 7,4 (B) po 48
godzinach od transfekcji
komorek siRNA ASMazy (A) i
NSMazy (B). Aktywnos¢ podana
jest jako procent aktywnosci
sfingomielinazy wykrywanej w
komorkach transfekowanych
kontrolnym siRNA. C i D -
Produkcja TNFa (C) i RANTES
(D) w komorkach
transfekowanych kontrolnym
siRNA oraz siRNA ASMazy i
NSMazy 1  stymulowanych
lipopolisacharydem  przez 4
godziny (37°C). Wykresy
przedstawiaja usrednione wyniki
z trzech doswiadczen.

* - Statystycznie istotna rdéznica
wzgledem kontroli przy p <0.05.
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WykryliSmy, ze po wyciszeniu ekspresji genu ASMazy lub NSMazy produkcja TNFa
ulegta zwigkszeniu o okoto 33% po stymulacji komorek przez 1 ng/ml LPS 1 o okoto 58%
w komorkach poddanych dziataniu 100 ng/ml LPS (Ryec. 6.3 C). Wyciszanie aktywno$ci
sfingomielinaz nie wptynglo na produkcje RANTES stymulowang przez 1 i 100 ng/ml
LPS.

Nalezy zaznaczy¢, ze w tej serii dos§wiadczen produkcja TNFa stymulowana przez 1
ng/ml LPS byta wysoka, ksztattujac si¢ na poziomie osiaganym przy 100 ng/ml LPS. Moze
ona by¢ skutkiem odmiennych warunkéw hodowania komorek (hodowlg prowadzono w
zawiesinie), a takze wigkszej gestosci komodrek podczas ich  stymulacji

lipopolisacharydem.

6.4. Hamowanie aktywnosci kwasnej i neutralnej sfingomielinazy odmiennie
reguluje aktywacje komorek na Sciezce zaleznej i niezaleznej od MyD88

w odpowiedzi na LPS

W celu weryfikacji udziatu obu sfingomielinaz w odpowiedzi komoérek na stymulacjg
przez LPS zastosowano farmakologiczne inhibitory tych enzyméw. Imipramina jest
czynnikiem lizosomotropowym, ktéry dezintegruje lizosomy indukujac proteolityczna
degradacj¢ kwasnej sfingomielinazy (bgdac jednoczesnie silnym lekiem antydepresyjnym
z grupy dibenzoazepin). GW4869 jest inhibitorem aktywnosci enzymatycznej neutralnej
sfingomielinazy.

Dziatanie obu zwiazkow zostalo zweryfikowane przez pomiary aktywnos$ci ASMazy i
NSMazy w lizatach otrzymanych z komoérek poddanych przyzyciowo dziataniu tych
inhibitorow. Inkubacja komoérek w obecnosci 100 uM imipraminy powodowata silny,
siggajacy 90% spadek aktywnosci ASMazy mierzony w lizatach komorkowych przy pH
5,0 - optymalnym dla aktywno$ci tego enzymu (Rye. 6.4 A). GW4869 uzywany w
stezeniu 14 pM hamowal natomiast selektywnie NSMaze¢, obnizajac jej aktywno$é
mierzona przy pH 7,4 o 60%, nie wywierajac jednocze$nie wptywu na aktywno$¢ ASMazy
(Rye. 6.4 A, B). Z drugiej strony, aktywno$¢ sfingomielinaz mierzona przy neutralnym pH
byta redukowana o 27% przez imipraming, wskazujac, ze ASMaza moze by¢ aktywna
takze w $rodowisku o tym odczynie (Rye. 6.4 B). Zgodnie z tym, uzycie obu inhibitorow
powodowato dalszy, siggajacy 85%, spadek aktywnos$ci sfingomielinazy mierzonej przy

neutralnym pH (Ryec. 6.4 B).
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Ryec. 6.4. Wptyw hamowania aktywnosci kwasnej i neutralnej sfingomielinazy na produkcje cytokin
stymulowana przez LPS.

A - Aktywno$¢ sfingomielinazy mierzona przy pH 5,0 w lizatach komorek J774 inkubowanych ze
100 uM imipraming lub 14 uM GW4869 (80 min., 37°C)

B - Aktywnos$¢ sfingomielinazy mierzona przy pH 7,4 w lizatach komorek J774 po inkubacji ze 100
UM imipraming, 14 pM GW4869, lub mieszaning inhibitoréw (80 min., 37°C).

C i D - Produkcja TNFa (C) i RANTES (D) przez komoérki J774 poddane wstgpnie dziataniu 70 pM
imipraminy i/lub 14 pM GW4869 (80 min., 37°C), a nastgpnie stymulowane przez 1-1000 ng/ml LPS
w obecnosci inhibitoréw (4 godz., 37°C). Wyniki zostaly znormalizowane wzgledem ilo$ci komorek
w poszczegdlnych wariantach. Przedstawiono usrednione wyniki z 3 do§wiadczen,

* - Roznica istotna statystycznie wzgledem kontroli (komorki inkubowane z rozpuszczalnikami
inhibitoréw) przy p <0.05
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Obecno$¢ inhibitorow ASMazy 1 NSMazy miata istotny, pozytywny wplyw na
produkcje TNFa przez komorki poddane dziataniu 100-1000 ng/ml LPS (Rye. 6.4 C). Pod
wptywem imipraminy, produkcja TNFa w odpowiedzi na 100 ng/ml LPS ulegla
zwigkszeniu o okoto 2,7 razy w stosunku do warto$ci kontrolnych. W obecnosci 1000
ng/ml LPS efekt ten byl jeszcze bardziej wyrazny, a produkcja TNFa wzrastata
trzykrotnie. Stabszy efekt obserwowano natomiast poddajac komorki dziataniu inhibitora
NSMazy, GW 4869. W tym przypadku produkcja cytokiny wzrastata o okoto 60% przy
100 ng/ml LPS 1 0 35% przy 1000 ng/ml LPS. Uzycie mieszaniny obu inhibitorow miato
natomiast podobny skutek do dziatania samej imipraminy. Nalezy tez zwroci¢ uwagg, ze
podczas aktywacji komorek niskim st¢zeniem LPS, 1 ng/ml, imipramina nie wptywata na
produkcje TNFa, natomiast GW4869 powodowat jej dwukrotny wzrost (Rye. 6.4 C).

Hamowanie aktywnos$ci neutralnej sfingomielinazy przy uzyciu inhibitora GW4869 nie
wywieralo wpltywu na produkcje cytokiny RANTES (Ryc. 6.4 D), co korespondowato z
wczesniejszym wynikami uzyskanymi po wyciszeniu ekspresji genu kodujacego ten
enzym (patrz Ryc. 6.3 D). Natomiast inkubacja komoérek w obecnosci imipraminy
powodowata spadek produkcji RANTES o 27-30% podczas stymulacji komoérek przez 1-
1000 ng/ml LPS, a uzycie imipraminy w potaczeniu z GW4869 poglebiato ten hamujacy
efekt do okoto 50% (Ryec. 6.4 D).

Wydaje sig, ze uwidoczniona w obecno$ci imipraminy, ale nie swoistego siRNA,
redukcja uwalniania chemokiny RANTES wynikala z duzo silniejszego hamujacego
wpltywu imipraminy na aktywno$¢ ASMazy, niz wyciszanie ekspresji genu kodujacego ten
enzym (o odpowiednio 95% 1 63%, poréwnaj Ryc. 6.4 A z 6.3 A). To z kolei wiazalo si¢
zapewne z faktem, ze transfekcji siRNA ulegala mniejsza pula komoérek niz byla podatna
na dzialanie inhibitora. Niewykluczone jest tez, ze w komodrkach poddanych wyciszaniu
genu przez 48 godzin brak aktywnosci ASMazy kompensowany byt przez aktywno$¢ innej
sfingomielinazy.

Przedstawione dane sugeruja, ze produkcja ceramidu przez sfingomielinazy ma istotne
znaczenie w regulacji odpowiedzi komoérek na LPS. Zahamowanie aktywnos$ci ASMazy i
NSMazy (zarowno przy uzyciu siRNA jak i inhibitoréw) powoduje wzrost produkcji
TNFa. Efekt ten jest odmienny w odniesieniu do produkcji chemokiny RANTES, ktora
wydaje si¢ wymaga¢ udzialu ceramidu, generowanego przypuszczalnie przez kwasna
sfingomielinazg. Mozliwe jest, ze ceramid jest wymagany dla sprawnego przebiegu
procesoOw warunkujacych uruchomienie $ciezki sygnatowej zaleznej od TRIF, takich jak

internalizacja receptora TLR4 (problem ten omowiono w Dyskusji).
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6.5. Ocena poziomu CD14 i TLR4 na powierzchni komorek przy uzyciu
cytometrii przeplywowej i skaningowej

Internalizacja receptoréw prowadzi do obnizenia ich poziomu na powierzchni komorek
1 jest jednym ze sposobdw negatywnej regulacji sygnatu, wystepujacym w odpowiedzi na
wiele agonistow [127, 250]. Nie jest obecnie pewne, czy zjawisko takie ma znaczenie dla
regulacji sygnatow indukowanych przez LPS. W celu zbadania tego problemu oznaczono
poziom powierzchniowej ekspresji dwoch glownych receptorow lipopolisacharydu, CD14
1 TLR4, w czasie stymulacji komorek J774 przez rozne st¢zenia LPS.

Powszechnie stosowana metoda pomiaréw poziomu biatek na powierzchni komoérek
jest ich analiza w cytometrze przeptywowym po uprzednim wyznakowaniu swoistymi
przeciwcialami skoniugowanymi z fluoroforem. Nasze badania wykazaly jednak, zZe
technika ta nie pozwala na oznaczenie poziomu powierzchniowego TLR4 w komoérkach
J774. Réznica pomigdzy sygnalem uzyskiwanym z komoérek inkubowanych z
przeciwcialem swoistym wobec TLR4 1 z komorek kontrolnych, inkubowanych z
niespecyficznymi kroliczymi IgG, byla minimalna. Wyniki takie uzyskiwano pomimo
blokowania miejsc niespecyficznego wiazania przeciwcial przez wstgpna inkubacje
komorek z 20% surowica mysia lub agregatami mysich IgG (Rye. 6.5 A-C). W probach
poddanych dzialaniu 20% surowicy mysiej rdznica pomigdzy specyficznym i
niespecyficznym znakowaniem TLR4 siggata 20%, ale byta nieistotna statystycznie (Rye.
6.5 E). Agregaty IgG (a takze roztwor monomerycznych IgG w innej serii dos§wiadczen)
uzyte byly z uwagi na potencjalny udziat receptorow Fcy, zarowno o niskim, jak i o
wysokim powinowactwie do fragmentdow Fc immunoglobulin G, w niespecyficznym
wiazaniu przeciwcial do powierzchni komorek. Obecnos¢ mysich IgG w mieszaninie
blokujacej, takze w potaczeniu z surowica mysia, nie poprawiata jednak poziomu
specyficznego znakowania receptora TLR4 (Rye. 6.5 B, C, E oraz dane nie
prezentowane). Jedna z przyczyn stabego swoistego znakowania receptora TLR4 moze by¢
stosunkowo niewielka ilo$¢ tego receptora na powierzchni komorek J774, ktora wymagata

zastosowania bardziej czutych metod jego detekcji.
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Ryc. 6.5. Pomiary poziomu receptorow TLR4 i CDI14 na powierzchni komdrek metodami
cytometrycznymi. Komorki byly inkubowane z przeciwciatami anty-TLR4 (A, B, C), anty-CD14 (D, F)
lub kontrolnymi kroéliczymi IgG (kIgG), a nastgpnie z przeciwcialami skierowanymi przeciw kroliczym
IgG skoniugowanymi z FITC. Przed reakcja z przeciwciatami komorki byly inkubowane w mieszaninach
blokujacych zawierajacych 20% surowicy mysiej (A, D), 1 mg/ml agregatdéw mysich IgG (B) lub
mieszaniny agregatow przeciwciat i mysiej surowicy (C). A-D — Reprezentatywne wyniki pomiaréw
poziomu TLR4 i CD14 na powierzchni komoérek metoda cytometrii przeptywowej. E — Analiza
intensywno$ci fluorescencji uzyskana w wyniku pomiarow metoda cytometrii przeptywowej i
odzwierciedlajaca poziom TLR4, CD14 i znakowania prob kontrolnych; F — Wyniki znakowania
receptora CD14 na powierzchni komoérek uzyskane metoda laserowej cytometrii skaningowej, przy
blokowaniu niespecyficznych oddziatywan przeciwciat z komérkami w pozywce DMEM z 10% FBS.
Usrednione wartosci z trzech doswiadczen. * - Roznica istotna statystycznie wzglgdem kontroli przy p
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Cytometria przeptywowa okazata si¢ natomiast przydatna metoda pomiaru poziomu
CD14, wystgpujacego w duzych ilo$ciach na powierzchni komoérek J774. Uzyskany sygnat
swoisty dla CD14 przekraczat 1,86 razy sygnat wykrywany w probkach kontrolnych (Rye.
6.5D,E).

Wyniki takie uzyskiwano stosujac przeciwciala krolicze anty-CD14 i1 drugorzedowe
przeciwciala anty-krolicze IgG-FITC, uzyte wcze$niej przy analizie poziomu TLR4.
Podobne rezultaty dawato zastosowanie szczurzych przeciwcial swoistych wobec CD14 1
odpowiednich przeciwciat drugorzgdowych, a takze wuzycie réznych mieszanin
blokujacych, w tym DMEM z 10% FBS (dane nie prezentowane).

Analiza fluorescencji komorek w cytometrze przeptywowym wymagata przeniesienia
komorek do zawiesiny. StwierdziliSmy, Ze analiza fluorescencji komorek adherentnych,
inkubowanych z przeciwcialami swoistymi wobec CD14 prowadzona technika laserowej
cytometrii skaningowej takze pozwalata na swoista detekcje tego receptora (Rye. 6.5 F).
Technika ta nie umozliwiala jednak pomiaru TLR4 na powierzchni komoérek (dane nie
prezentowane). Obie metody cytometryczne pomiaru ilo§ci CD14 na powierzchni komorek

adherentnych i suspendowanych byly stosowane w dalszych dos§wiadczeniach.

6.6. Poziom TLR4 na powierzchni komorek moze zosta¢ oznaczony technika
izotopowa
Cytometria przeptywowa i1 skaningowa nie przyniosta satysfakcjonujacych wynikéw
pomiaru poziomu receptora TLR4 na powierzchni komorek J774 (patrz Rye. 6.5 B-E),
dlatego tez postuzono si¢ w tym celu inna, bardziej czula technika izotopowa. W tym celu
komorki inkubowano przyzyciowo z kréliczym przeciwciatlom anty-TLR4, a nastepnie z

radioaktywnym przeciwcialem wyznakowanym izotopem jodu '*I

, skierowanym
przeciwko kroliczym IgG. Po odptukaniu nadmiaru przeciwcial mierzono radioaktywnos¢
w lizatach otrzymywanych z wyznakowanych komoérek. Uzywajac tej metody udalo sig
osiagna¢ specyficzne znakowanie TLR4, z odczytami dla prob inkubowanych z
przeciwciatami anty-TLR4 wigkszymi okoto 1,8 razy od odczytow dla prob kontrolnych,

inkubowanych w obecnosci niespecyficznych kroliczych IgG (Rye. 6.6 A).
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Ryec. 6.6. Pomiary poziomu TLR4 na powierzchni komérek metoda izotopowa.

A, B — Znakowanie komorek J774 przylegajacych do podtoza (A) i suspendowanych (B)
inkubowanych z przeciwcialem anty-TLR4 i drugorzedowym przeciwciatlem skierowanym
przeciwko kroliczym IgG skoniugowanym z '’I. Wyniki podane w formie zliczeh CPM izotopu '’
dla 1,5 x 10° komérek; $rednia z 3 lub 4 doswiadczen. * - Réznica istotna statystycznie wzgledem
komorek inkubowanych z niespecyficznymi kroliczymi IgG (kigG), p <0.05.

C — Poziom powierzchniowego TLR4 w komorkach przylegajacych do podloza, stymulowanych
przez 100 i 1000 ng/ml LPS (60 lub 120 min., 37°C).

D — Poziom powierzchniowego TLR4 w komoérkach suspendowanych, stymulowanych przez 1, 100 i
1000 ng/ml LPS (60 min., 37°C); wartoéci uérednione z 3 do$wiadczen. Wartoéci prezentowane w
(C) i (D) przedstawiaja dane otrzymane po odjgciu warto$ci sygnalu wykrytego w probach
kontrolnych inkubowanych z nieswoistym kréliczym IgG w miejsce przeciwcial anty-TLR4.

* - Rdznica istotna statystycznie wzgledem komorek niestymulowanych, p <0.05.

Z uwagi na fakt, ze czgs¢ doswiadczen przeprowadzano na komorkach J774
przeniesionych w stan zawiesiny, zweryfikowano przydatno$¢ metody izotopowej do

pomiaru poziomu powierzchniowego receptora TLR4 takze w tych warunkach. Przy
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znakowaniu komoérek w zawiesinie stwierdzono ponownie, ze sygnat swoisty dla TLR4 byt
2 razy wyzszy od sygnatu proby kontrolnej (Rye. 6.6 B). Nalezy zauwazy¢, ze dla
komoérek w zawiesinie uzyskiwano kilkukrotnie (okoto 4 razy) wyzszy poziom sygnalow,
zardbwno swoistego jak i1 kontrolnego, niz w przypadku komérek przylegajacych do
podioza (Ryc. 6.6, porownaj A i B).

Mozliwa przyczyna tego zjawiska jest mniej efektywne odmywanie przeciwcial w
zawiesinie komorek, ale takze eksponowanie powierzchni brzusznej komorek po ich

suspendowaniu, ktora staje si¢ dostgpna dla przeciwciat.

6.7. Poziom TLR4 na powierzchni komorek spada podczas stymulacji wysokim

stezeniem LPS

Uzywajac techniki izotopowej wykryliSmy, Ze inkubacja komoérek przylegajacych do
podtoza w obecnosci LPS w stgzeniu 100 ng/ml czasie do 2 godzin nie powodowata
spadku poziomu powierzchniowego TLR4 (Ryc. 6.6 C). Natomiast w przypadku inkubacji
z 1000 ng/ml LPS obserwowany byl znaczny, si¢gajacy 35% spadek poziomu TLR4 na
powierzchni komoérek adherentnych juz po 60 minutach (Ryec. 6.6 C). Przedtuzenie
inkubacji do 2 godzin powodowato dalszy ubytek poziomu powierzchniowego TLR4,
siggajacy 45% w stosunku do poziomu TLR4 w komoérkach niestymulowanych LPS (Rye.
6.6 C).

Podobnie do komoérek przylegajacych do podloza, stymulacja komorek
suspendowanych przez 1000 ng/ml LPS prowadzila do stopniowego ubytku TLR4 z ich
powierzchni, ktoéry wyniost okoto 32% po 1 godzinie inkubacji (Rye. 6.6 D). LPS w
stezeniu 1-100 ng/ml takze w tych warunkach nie indukowat spadku poziomu TLR4, a
nawet powodowat jego przejSciowy wzrost, siggajacy 20% po 30 minutach dzialania. Po 1
godzinie stymulacji komorek przez 1 1 100 ng/ml LPS poziom TLR4 wracat do warto$ci
wyjsciowych (Ryc. 6.6 D).

Podsumowujac, wyniki te wskazuja, ze stymulacja komoérek przez wysokie stezenie
LPS, 1000 ng/ml, prowadzi do stopniowego ubytku TLR4 z ich powierzchni.

Biorac pod uwage udzial ceramidu w kontrolowaniu odpowiedzi komorek na
stymulacje przez LPS (patrz 6.2 -6.4) podjeto wstgpne proby ustalenia, czy lipid ten moze
kontrolowa¢ poziom receptora TLR4 na powierzchni komorek. Stwierdzono, ze
zahamowanie produkcji ceramidu przez wyciszanie ASMazy nie wpltywato na ilo$¢

receptora TLR4 wykrywanego na powierzchni komoérek niestymulowanych (dane nie
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prezentowane). Okreslenie udziatu ceramidu w zmianach poziomu powierzchniowego

TLR4 po stymulacji przez LPS wymaga dalszych badan.

6.8. Poziom CD14 na powierzchni komorek przylegajacych do podloza spada

podczas stymulacji wysokim stezeniem LPS

Receptor CD14 odgrywa istotng rol¢ w rozpoznawaniu lipopolisacharydu przenoszac
go na receptor TLR4. Moze on takze peti¢ funkcje zwiazane z negatywna regulacja
odpowiedzi komodrek na LPS poprzez jego internalizacjg¢ 1 detoksykacjg (patrz 3.2.5-6.).
Jako Ze znakowanie powierzchni komorek za pomoca przeciwcial swoistych wobec CD14
pozwolito na specyficzna detekcje tego receptora za pomoca cytometrii przeptywowej oraz
laserowej cytometrii skaningowej (patrz 6.5), metody te zostaly uzyte do oceny zmian
poziomu CD14 w btonie komérkowej w odpowiedzi na LPS.

Detekcja fluorescencji wyznakowanych komorek przylegajacych do podtoza pozwolita
zaobserwowaé, ze godzinna stymulacja komorek przez 100 ng/ml LPS nie powodowata
istotnych zmian poziomu CD14 na powierzchni komorek, jednak wydtuzenie inkubacji do
2 godzin zaowocowalo zmiennym, si¢gajacym Srednio 23% spadkiem ilosci CD14 (Ryc.
6.7 A). Istotne zmiany obserwowano natomiast w komdrkach stymulowanych przez 1000
ng/ml LPS; wykrywano powtarzalny, okoto 20% spadek poziomu CD14 na powierzchni
komorek po 1 godzinie inkubacji z tym ste¢zeniem LPS, a po 2 godzinach - dalszy spadek
poziomu powierzchniowego CDI14 siggajacy okolo 38% w stosunku do komorek
kontrolnych. W odpowiedzi na stymulacje¢ przez 1 ng/ml LPS wykrywano nieznaczny
wzrost ekspresji CD14 na powierzchni komorek (Rye. 6.7 A).

W przypadku komorek stymulowanych przez LPS w zawiesinie stwierdzono duze
oscylacje poziomu btonowego CD14. Niemniej jednak, uzyskane dane sugeruja podobny
sposob regulacji ekspresji powierzchniowego CD14 do obserwowanego w komorkach
adherentnych, tj. niewielki wzrost poziomu powierzchniowego CD14 w odpowiedzi na 1
ng/ml LPS i spadek tego poziomu przy stymulacji komorek przez 1000 ng/ml LPS. Wobec
duzych odchylen réznice te nie sa jednak istotne statystycznie (Rye. 6.7 B).

Receptor CD14 jest biatkiem zakotwiczonym w btonie komérkowej poprzez tacznik
GPI, ktory decyduje o jego akumulacji w obrebie mikrodomen blony zwanymi ,tratwami
lipidowymi” (patrz 3.2.3). Postuluje si¢ udzial tratw lipidowych w formowaniu kompleksu
sygnatowego CD14/TLR4/MD-2 w odpowiedzi na LPS [251]. W celu stwierdzenia, czy

stymulacja komorek przez LPS indukuje og6élne zmiany sktadu tratw lipidowych, oceniono
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Ryec. 6.7. Pomiary poziomu CD14 i GM1 na powierzchni komoérek metodami cytometrii skaningowej (A,
C) i przeptywowej (B, D).

A, B — Poziom powierzchniowego CD14 w komoérkach przylegajacych (A) i oderwanych od podtoza (B),
stymulowanych przez 1, 100 i 1000 ng/ml LPS (5-120 min., 37°C), a nastepnie inkubowanych z
przeciwcialem anty-CD14 i drugorzgedowym przeciwciatlem skierowanym przeciwko kroliczym IgG
skoniugowanym z FITC.

C, D - Poziom powierzchniowego GM1 w komorkach przylegajacych (C) i oderwanych od podioza (D)
stymulowanych przez 1, 100 i 1000 ng/ml LPS (5-120 min., 37°C), a nastepnie inkubowanych z
podjednostka B toksyny cholery skoniugowana z FITC. Przedstawione wyniki stanowia $rednig z trzech
doswiadczen. * - Rdznica istotna statystycznie wzgledem komorek niestymulowanych, p <0.05.

poziom powierzchniowego gangliozydu GMI1 (monosialotetraheksozylogangliozyd)
rozpoznawanego przez podjednostke B toksyny cholery (CTX-FITC) [84].

Pomiary btonowego GM1 w komorkach przylegajacych do podtoza nie wykryty
istotnych zmian w poziomie tego glikolipidu podczas inkubacji komérek z 1, 100 1 1000

ng/ml LPS (Rye. 6.7 C). Roéznice nie uwidacznialy si¢ nawet w warunkach, ktore
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skutkowaty istotnym obnizeniem poziomu powierzchniowego CD14, tj. po 2 godzinach
inkubacji komorek z 1000 ng/ml LPS. Réwniez w przypadku komorek stymulowanych w
zawiesinie przez 100 1 1000 ng/ml LPS nie wykryto statystycznie istotnych réznic w
poziomie GM1 (Rye. 6.7 D).

Otrzymane wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze stymulacja komorek przez 1000
ng/ml LPS powoduje powolne zanikanie biatka CD14 na powierzchni komorek. Dzialanie
duzego stgzenia LPS - 1000 ng/ml — wpltywa zatem na obniZzenie powierzchniowego
poziomu obu gléwnych receptoréw tej endotoksyny. Zmiany te nie sa skorelowane z

0golna zmiana kompozycji tratw lipidowych na powierzchni btony komoérkowe;.

6.9. Calkowity poziom TLR4 i CD14 w komodrkach spada dopiero podczas

przedluzonej inkubacji z lipopolisacharydem

Obserwowany przez nas ubytek TLR4 i CD14 z powierzchni komoérek podczas ich
inkubacji z wysokim stgzeniem LPS moze by¢ efektem wzmozonej internalizacji
receptorow, prowadzacej potencjalnie do ich proteolitycznej degradacji. W celu
zweryfikowania czy inkubacja komoérek z lipopolisacharydem wplywa na catkowity
poziom tych receptorow w komorce postuzono si¢ technika immunoblottingu. Lizaty
komorek stymulowanych przez LPS rozdzielano w 10% zelu poliakryloamidowym, a
nastgpnie dokonano transferu bialek na membrang nitrocelulozowa. Za pomoca
specyficznych przeciwcial oraz przeciwcial drugorzgdowych skoniugowanych z
peroksydaza chrzanowa wykrywano bialtko o masie czasteczkowej okoto 100 kDa,
odpowiadajacy TLR4 Rye. 6.8). Membrang wyznakowano takze za pomoca przeciwciat
swoistych wobec aktyny, w celu weryfikacji ilosci materiatu w probkach.

Doswiadczenia prowadzone na komoérkach inkubowanych z 1000 ng/ml LPS przez 2
godziny pozwolily na zaobserwowanie istotnego statystycznie spadku ilosci TLR4 w
komorkach, ktory siggat 30% w stosunku do komoérek kontrolnych (Rye. 6.8 A). W
komorkach stymulowanych przez 1 i 100 ng/ml LPS nie stwierdzono znaczacych réznic w
poziomie TLR4. Wyrazny ubytek catkowitej ilosci TLR4 wykryto w komorkach
poddanych dziataniu LPS przez okolo 18 godzin (Ryec. 6.8 B). W tych warunkach spadek
catkowitej ilosci TLR4 siggat 50% 1 70% w obecnosci, odpowiednio, 100 i 1000 ng/ml
LPS, w stosunku do ilosci TLR4 w komoérkach niestymulowanych kontrolnych (Rye. 6.8
B). Uzycie 1 ng/ml LPS nie powodowalo istotnych statystycznie efektow.
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Ryc. 6.8. Poziom receptorow TLR4 (A, B) i CD14 (C) w komodrkach spada podczas ich dlugotrwalej
stymulacji przez LPS. Komorki inkubowano ze wskazanymi stezeniami LPS przez 2 godziny (A) lub 18
godzin (B, C) w temp. 37°C, poddawano lizie, a biatka lizatow rozdzielano elektroforetycznie i analizowano
technika immunoblottingu pod wzgledem zawartosci TLR4 (A, B) i CD14 (C). Dolne panele przedstawiaja
ilos¢ aktyny w analizowanych probkach w celu weryfikacji rownomiernej zawartosci biatka. Po prawej
stronie przedstawiono pozycje standardow biatkowych w kDa. Wykresy przedstawiaja wyniki pomiaréw
densytometrycznych poziomu TLR4 (A, B) i CD14 (C) znormalizowanych wobec poziomu aktyny. * -
Réznica istotna statystycznie wzgledem komorek niestymulowanych przy p <0.05.
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W przypadku biatka CD14 wpltyw dtugotrwatej inkubacji na obnizenie ilosci biatka byt
wyrazny jedynie w przypadku uzycia wysokiego stgzenia LPS; 18 godzin stymulacji
komorek przez 1000 ng/ml LPS powodowato spadek poziomu komoérkowego CDI14 o
okoto 60% (Ryc. 6.8 C). W przeciwienstwie do TLR4 nie zauwazono jednak spadku ilosci
receptora przy uzyciu nizszych stezen LPS. Nie obserwowano rowniez obnizenia poziomu
CD14 w komorkach stymulowanych przez 2-4 godziny, nawet przy uzyciu 1000 ng/ml
LPS (dane nie prezentowane).

Podsumowujac, inkubacja komorek z wysokim stgzeniem lipopolisacharydu, 1000
ng/ml, powoduje znaczny spadek poziomu powierzchniowego TLR4 i nieco mniejszy
ubytek CD14 z powierzchni komorek, zauwazalny juz po 1-2 godzinach stymulacji (Ryec.
6.6 i 6.7). Efekt ten jest skorelowany w pewnym stopniu z ubytkiem catkowitej ilosci
TLR4 (Rye. 6.8). Dopiero jednak wielogodzinna aktywacja komoérek przez LPS prowadzi
do wyraznej redukc;ji ilo§ci TLR4 i CD14. Efekt ten uwidaczniat si¢ gtéwnie w przypadku

stymulacji komorek przez wysokie stezenie LPS.

6.10. Przejsciowe wspolwystepowanie TLR4 i CD14 w komodrkach

stymulowanych lipopolisacharydem

Stymulacja komorek przez LPS wplywata na ilos¢ TLR4 i CDI14 na powierzchni
komoérek. W celu dalszej analizy rozmieszczenia obu receptoréw na powierzchni komorek
w trakcie odpowiedzi na LPS postuzyliSmy si¢ technika mikroskopii fluorescencyjne;.
Receptory zostaty uwidocznione w komodrkach za pomoca specyficznych przeciwciat oraz
drugorzegdowych przeciwcial koniugowanych z barwnikami FITC (TLR4) i Texas Red
(CD14).

Niestymulowane komorki J774 byly zaokraglone, a receptory TLR4 i CD14 byly
widoczne na ich calej powierzchni (Rye. 6.9 a-a”). Aktualnie nie mozemy stwierdzié, czy
obserwowana mikroagregacja obu biatek odzwierciedla ich rozmieszczenie w btonie czy
tez jest wywotana/spotegowana sama procedura immunolokalizacji tych receptoréw, ktorej
szczegoty opisano w Metodach (patrz 4.8).

Pod wplywem stymulacji przez 100-1000 ng/ml LPS w czasie 20-30 minut komorki
wydtuzaty si¢ i polaryzowaly, wyksztalcajac wyrazna lamelle¢ wiodaca (Rye. 6.9 b-d).
Jednoczesnie receptory TLR4 1 CDI14 przemieszczaly si¢ w plaszczyznie blony
komoérkowej 1 zbieraty si¢ w czole spolaryzowanych komorek. Taka akumulacj¢ TLR4 w

obszarze lamelli wiodacej stwierdzono w 42,0%, a CDI14 w 34,8% komorek
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stymulowanych w czasie 30 minut przez 100 ng/ml LPS. Obecnos$¢ obu receptorow, TLR4
1 CD14, w rejonie lamelli wykrywano w 26,1% komorek (Tabela 1). Stymulacja komorek
przez wyzsze st¢zenie LPS, 1000 ng/ml, takze prowadzita do redystrybucji TLR4 i CD14
w btonie komorkowej, chociaz zaggszczenie CD14 w obszarze lamelli wiodacej
wykrywano w nieco mniejszej liczbie komorek (24,4%) niz przy stymulacji przez 100
ng/ml LPS (Tabela 6.1).

Zbieranie si¢ receptoréw TLR4 1 CD14 w czole spolaryzowanych komorek w czasie
stymulacji lipopolisacharydem skorelowane bylo z lokalna polimeryzacja aktyny (Rye.
6.10). Przejawiato si¢ to znacznym nagromadzeniem mikrofilamentéw w lamelli wiodacej
komorek znakowanych falloidyna skoniugowana z barwnikami TRITC lub Alexa Fluor
350 (Rye. 6.10 B, F). Obserwacje te zgodne sa z doniesieniami, ze aktywacja receptora
TLR4 przez LPS indukuje ruch komorek zalezny od aktywnej roli cytoszkieletu
aktynowego [252].

W komorkach stymulowanych przez 100 ng/ml LPS (30 minut) przeprowadzono
analiz¢ iloSciowa lokalizacji TLR4 i1 CDI4 w swoim bezposrednim sasiedztwie
(wspotwystepowanie). Miara wspolwystgpowania badanych bialek jest wspodlczynnik
korelacji Pearsona oraz wspotczynnik naktadania obrazow. Wspodtczynnik korelacji
Pearsona informuje o podobienstwie ksztalttéw dwu obrazow, w tym przypadku rozktadu
sygnatow fluorescencji obrazujacych CD14 1 TLR4, bez wzgledu na intensywnos$¢
sygnatéw; maksymalnie osiaga on warto$¢ 1 [243]. W badanych probkach wspdtczynnik
ten wynosit 0,48 £ 0,02 dla TLR4 i CD14 w obszarze lamelli, wskazujac na istotny stopien
wspotwystepowania tych receptoréw. Dla porownania, wspotczynnik Pearsona obliczony
dla TLR4 i1 CD14 na caltej powierzchni komorki byl nizszy 1 wynosit 0,39 + 0,01, co byto
wartoscia bliska do tej oszacowanej w komorkach przed stymulacja (0,32 + 0,04). Drugi z
analizowanych parametréw, wspotczynnik naktadania obrazow, osiagnat warto§¢ 0,57 +
0,02 dla TLR4 i CD14 w blonie lamelli w poréwnaniu z 0,47 + 0,01 w btonie catej
komoérki (maksymalna warto$¢ tego wspotczynnika rowna si¢ 1). Podsumowujac,
analizowane parametry wskazuja, ze gromadzenie si¢ TLR4 i CDI4 w czole
spolaryzowanych komorek wiaze si¢ ze zwigkszonym wspotwystgpowaniem tych biatek,
odzwierciedlajac prawdopodobnie interakcje TLR4 i CD14 indukowana przez LPS.

Przedtuzenie inkubacji komorek w obecnosci 100 ng/ml LPS do 1 godziny nie
wplywato znaczaco na obecno$¢ TLR4 w przedniej czgsci komorki (stwierdzona w 43,6%

populacji komoérek wzgledem 42,0% po 30 minutach). W tym czasie obserwowano jednak
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Rye. 6.9. Wspotwystgpowanie TLR4 i CD14 na powierzchni lamelli wiodacej komorek
stymulowanych przez LPS. TLR4 zostal uwidoczniony przez zielona fluorescencjg swoistych
przeciwciatl (pierwsza kolumna), CD14 przez fluorescencj¢ czerwong (druga kolumna).
Trzecia kolumna przedstawia nalozenie obrazéw, na ktorych kolor zotty wskazuje na miejsca
wspotwystgpowania TLR4 i CD14.

a — Komorki niestymulowane.

b-d — Komorki stymulowane przez 100 ng/ml LPS, 20 min., 37°C.

¢ i d — Powigkszone obrazy lamelli wiodacej komorki uwidaczniajace pojedyncze przekroje
optyczne przez jej czgs¢ srodkowa (c¢) i brzuszna (d).

Skala - 10 pum. Strzatki wskazuja lamellg wiodaca, groty strzalek tylna czg$¢ komorki.
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—____ receptor TLR4 CD14 TLR4 i CD14
stymulacja
100 ng/ml LPS 42,0 +3,1 34,8+0,9 26,1+0,6
30 min
100 ng/m.l LPS 43,6 + 4.0 19.8+ 1,1 12,9+0,9
60 min
1000 ng/ml LPS 43,0£29 244+26 209+1,1
30 min
1000 ng/n.ﬂ LPS 22.5+3 8% 155+£20 7,0+ 0,05
60 min

Tabela 6.1. Procentowy udziat w populacji komoérek wykazujacych nagromadzenie receptorow
TLR4 i CD14 w lamelli wiodacej podczas stymulacji komodrek przez wskazane stezenia LPS.

* - Obnizone znakowanie TLR4 na powierzchni komérek w wyniku dtugotrwalej stymulacji przez
LPS.

Ryc. 6.10. Nagromadzenie filamentéw aktynowych w lamelli wiodacej komorek stymulowanych
przez 100 ng/ml LPS (20 min., 37°C). Receptor TLR4 na powierzchni komérek uwidoczniony
zostal przez zielona fluorescencj¢ swoistych przeciwcial (A i D), a biatko CDI14 przez
fluorescencj¢ czerwona (E). Po permeabilizacji komorek, filamenty aktynowe lokalizowano za
pomoca falloidyny skoniugowanej z TRITC (B) lub z Alexa Fluor 350 (F). (C) i (G) ukazuja
nalozenie odpowiednio 2 lub 3 obrazoéw, wskazujac na wspotwystgpowanie TLR4 i CD14 oraz
akumulacje filamentow aktynowych w lamelli wiodacej komorek (strzatki). Skala - 10 pm.
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niemal dwukrotny spadek akumulacji CD14 w tym rejonie komoérki (widoczna w 19,8%
komorek). Moze to sugerowac, ze CD14 jest wycofywany z obszaru lamelli wiodacej wraz
z uptywem czasu stymulacji komoérek przez LPS. Godzinna stymulacja komodrek przez
wysokie stezenie LPS, 1000 ng/ml, obok zubozenia CD14 w obszarze lamelli prowadzita
tez do ogdlnego obnizenia znakowania TLR4 na powierzchni komoérek. W konsekwencji,
nagromadzenie TLR4 na froncie komorki obserwowano zaledwie w 22,5% komorek, a
faczna obecnos¢ obu receptorow w lamelli wykryto tylko w 7% komorek (Tabela 6.1).

Z danych tych wynika, ze w toku odpowiedzi na lipopolisacharyd receptory TLR4 i
CD14 zbieraja si¢ w rejonie krawedzi wiodacej komorek, gdzie wspotwystepuja.
Wspotwystepowanie to jest jednak przejsciowe, wskazujac na duza dynamike interake;ji
obu receptorow indukowana przez LPS. Obserwacje mikroskopowe zgadzaja sig tez z
opisanymi wcze$niej wynikami badan nad poziomem receptora TLR4 i CDI14 na
powierzchni komorek. Lacznie dane te wskazuja, ze zmniejszenie poziomu TLR4 i CD14
na powierzchni komorek stymulowanych przez duze stgzenia LPS moze by¢ jednym z

mechanizmow wyciszajacych odpowiedz prozapalna makrofagow.

6.11. Internalizacja lipopolisacharydu przez komorki J774

Obnizanie poziomu receptorow TLR4 i CD14 na powierzchni komoérek poddanych
dziataniu wyzszego stezenia LPS (1000 ng/ml) moze wynika¢ z udziatu tych receptoréw w
internalizacji lipopolisacharydu prowadzacej do jego usuwania i detoksykacji. W celu
zbadania tego zagadnienia okre$lono najpierw dynamike pobierania duzego stezenia LPS
przez komorki linii J774. Komérki inkubowano z 1000 ng/ml lipopolisacharydu
skoniugowanego z barwnikiem Alexa Fluor 488, a nastgpnie poddano analizie za pomoca
cytometru przeplywowego (Rye. 6.11 A).

Uzywajac tej techniki byliSmy w stanie stwierdzi¢, ze komorki J774 wiaza i akumuluja
duze ilosci LPS. Tempo tego procesu rosto szybko w ciagu pierwszych 30 minut inkubacji
z LPS 1 stabilizowalo si¢ po okoto 1 godzinie (Ryec. 6.12 A, czarne symbole). Jako ze
cytometr przeptywowy jest w stanie wykry¢ $wiecenie LPS zarowno zwigzanego na
powierzchni komorek jak i pobranego do ich wngtrza, komorki inkubowano ze 100 ng/ml
biekitu trypanu w celu wygaszenia powierzchniowej fluorescencji i detekcji sygnatlu
internalizowanego LPS-AF488 [253]. Ustalono, ze po 5 minutach okoto 50% LPS-AF488

byto zwiazane z powierzchnia komorek, a 50% byto zinternalizowane. Ilo$¢ pobranego
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LPS-AF488 wzrastala do 64% po 30-60 minutach i do 72% po 2 godzinach inkubacji
(Ryc. 6.12 A, biate symbole).

UstaliliSmy, ze LPS-AF488 uzywany w dos$wiadczeniach zachowywal wysoka
aktywno$¢ biologiczna mierzona zdolno$cia do stymulacji produkcji TNFa, ktéra nawet
nieznacznie przekraczata warto$ci otrzymane przy uzyciu standardowo uzywanego
nieznakowanego LPS (Ryec. 6.11 B). Dla poréwnania, niektore inne testowane koniugaty

LPS, np. LPS biotynylowany, nie byty w stanie aktywowa¢ komoérek (Rye. 6.11 B).
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Ryec. 6.11. LPS-AF488 ulega internalizacji i jest aktywny biologicznie.

A - Internalizacja lipopolisacharydu przez komorki J774. Komorki byly inkubowane przez wskazany czas z
1000 ng/ml LPS-AF488, utrwalane i analizowane w cytometrze przeptywowym. W celu rozr6znienia LPS
internalizowanego (biate kotka) od catkowitego LPS, tj. zwigzanego do powierzchni i internalizowanego przez
komorki (czarne kotka) komoérki przed pomiarem inkubowano z bigkitem trypanu w celu wygaszenia
fluorescencji na powierzchni komorek. Wykres przedstawia usrednione wyniki z trzech doswiadczen. 100% -
catkowita ilo§¢ LPS zwiazanego i internalizowanego przez komorki po 120 minutach inkubacji.

B - Produkcja TNFa po 4 godzinach inkubacji komorek w 37°C z: LPS bez znacznika (uzywanym rutynowo
w doswiadczeniach), LPS skoniugowanym z biotyna, z LPS-biotyna, a nastgpnie ze streptawidyna, oraz z ml
LPS-AF488. Wyniki zostaly znormalizowane wzgledem liczby komorek w poszczegolnych wariantach.

6.12. Internalizacja duzych stezen lipopolisacharydu wymaga udzialu CD14,
ale nie TLR4

W celu zbadania zaangazowania receptorow TLR4 i CD14 w internalizacj¢ duzych

stezen lipopolisacharydu przez komorki makrofagopodobne J774 postuzylismy si¢ opisana
powyzej metoda z uzyciem LPS-AF488 oraz cytometrii przeptywowej. W tej serii
doswiadczen blokowalismy wiazanie LPS do tych receptoréw inkubujac komorki z
monoklonalnymi szczurzymi przeciwcialami anty-CD14, klon 4C1 lub anty-TLR4, klon

MTS510. Ustalono wcze$niej, ze te klony przeciwcial reaguja swoiScie z mysimi
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receptorami CD14 lub TLR4, wiazac si¢ do wybranych epitopéw w receptorach w sposob
uniemozliwiajacy ich interakcjg z LPS [254, 255].
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Ryec. 6.12. Wptyw blokowania aktywnosci receptorow TLR4 i CD14 na internalizacjg lipopolisacharydu.
A, B — Wplyw przeciwcial blokujacych wiazanie LPS do receptora CD14, klon 4C1 (ciemne kotka) (A) i
do receptora TLR4, klon MTS510 (B), lub kontrolnych przeciwciat o odpowiednich izotypach (biale
kotka). Komorki preinkubowano 30 min. ze wskazanymi stgzeniami przeciwcial, a nastgpnie
inkubowano przed 60 min. z 1000 ng/ml LPS-AF488 w obecno$ci przeciwcial. Kontrolg (100%)
stanowit poziom LPS-AF488 internalizowanego przez komorki po 60 min. inkubacji bez przeciwcial.

C — Wplyw przeciwcial blokujacych na aktywacj¢ komorek przez LPS mierzong fosforylacja biatka I, B.
Komorki preinkubowano 30 min. z 10 pg/ml przeciwciala anty-CD14 (4C1), 20 pg/ml anty-TLR4
(MTS510) lub z réwna iloscia przeciwciat kontrolnych, a nastgpnie przez 30 min. z podanymi st¢zeniami
LPS w obecnosci przeciwcial. Komorki poddawano lizie, a biatka lizatow rozdzielano elektroforetycznie
i analizowano technika immunoblottingu pod wzgledem zawartosci ufosforylowanej formy IB. Dolny
panel przedstawiaja ilo$¢ aktyny w analizowanych préobkach w celu weryfikacji réwnomiernej ilo$ci
biatka.

* - Roznica istotna statystycznie przy p<0,05.

Komorki poddano 30-minutowej preinkubacji z przeciwcialami blokujacymi badz z
izotypowymi przeciwcialami kontrolnymi, a nastgpnie 60-minutowej inkubacji z 1000

ng/ml LPS-AF488, réwniez w obecnosci przeciwcial. Po utrwaleniu i barwieniu bigkitem
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trypanu komoérki byty analizowane w cytometrze przeptywowym w celu okreslenia ilosci
pobranego LPS-AF488.

Blokowanie receptora CD14 przy uzyciu przeciwcial 4C1 wywierato silny, hamujacy
efekt na internalizacj¢ LPS (Rye. 6.12 A). Przy stgzeniu 0,1 pg/ml przeciwciala
internalizacja 1000 ng/ml LPS-AF488 hamowana byla o 20%; przeciwcialo uzyte w
stezeniu 1 pg/ml redukowalo pobieranie LPS-AF488 o 60%, a przy st¢zeniu 4 pug/ml — o
okoto 76%. Podniesienie stgzenia przeciwciata 4C1 do 10 pg/ml nie miato juz dalszego
hamujacego wptywu na internalizacj¢ LPS. Kontrolne przeciwciato, szczurze Ig2b, nie
wplywato istotnie na pobieranie LPS przez komorki (Rye. 6.12 A).

W odréznieniu od blokowania CD14, blokowanie wiazania LPS do receptora TLR4
przy uzyciu przeciwciat MTS510 nie mialo wptywu na internalizacj¢ 1000 ng/ml LPS.
Przeciwciato te, niezaleznie od stosowanego stgzenia w granicach 1-20 pg/ml, nie wywarto
wplywu na internalizacj¢ LPS-AF488, podobnie jak kontrola izotypowa (Rye. 6.12 B).

Sprawdzilismy, czy oba przeciwciata wiazatly si¢ do receptorow wptywajac na proces
przekazywania sygnalu prozapalnego indukowanego przez LPS. Za pomoca techniki
immunoblottingu sprawdzano fosforylacje biatka I,B w lizatach z komoérek poddanych 30-
minutowej preinkubacji z 10 pg/ml anty-CD14 4C1, 20 pg/ml anty-TLR4 MTS510 lub z
rowna iloscia przeciwcial kontrolnych, a nastgpnie stymulowanych 30 minut z ré6znymi
stezeniami LPS w zakresie od 1-1000 ng/ml (Rye. 6.12 C). W prébkach kontrolnych
obserwowano zauwazalna fosforylacje I,B przy 1 ng/ml LPS i bardzo silng przy 100 i 1000
ng/ml LPS. W préobkach preinkubowanych z anty-CD14 4C1 fosforylacja I(B ulegata
ostabieniu, co byto szczegdlnie dobrze widoczne przy 1-100 ng/ml LPS. Preinkubacja z
anty-TLR4 MTS510 rowniez prowadzila do czgSciowego zniesienia fosforylacji tego
biatka (Ryc. 6.12 C).

Opierajac si¢ na tych danych mozna stwierdzi¢, ze zarbwno CDI14 jak i TLR4 sa
zaangazowane w aktywacje¢ sygnatow prozapalnych w komorkach przez LPS, jednak tylko
bialko CD14 pelni istotng rol¢ w internalizacji duzych stgzen LPS. Zanikanie TLR4 z
powierzchni komoérek poddanych dziataniu 1000 ng/ml LPS moze towarzyszy¢
internalizacji LPS, ale nie jest wymagane aby ten proces zaszedt.

W celu wstepnej charakterystyki procesu internalizacji duzych stezen LPS zbadano
udziat cytoszkieletu aktynowego i1 sfingomieliny w tym procesie. StwierdziliSmy, ze
internalizacja 1000 ng/ml LPS-AF488 prowadzona w obecnosci 3 uM cytochalazyny D
byta hamowana o 57,2% po 5 minutach, o 42,7% po 15 minutach i 0 33,0% po 1 godzinie.
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Wiyniki te sa zgodne z wczesniejszymi doniesieniami, sugerujacymi, ze internalizacja LPS

zachodzi na drodze wymagajacej udzialu cytoszkieletu aktynowego [96, 97]. Ostatnie dane

sugeruja, ze wiele procesdw endocytozy niezaleznej od klatryny (patrz Tabela 3.1)

kontrolowana jest przez poziom sfingolipidow, zwlaszcza sfingomieliny w blonie

komorkowej. ZbadaliSmy wptyw hydrolizy sfingomieliny do ceramidu w btonie

komorkowej na internalizacj¢ 1000 ng/ml LPS-AF488, poddajac komorki dziataniu

egzogennej sfingomielinazy z bakterii Bacillus cereus. Enzym ten nalezy do rodziny

neutralnych sfingomielinaz i katalizuje hydroliz¢ btonowej sfingomieliny do ceramidu 1

fosfocholiny.
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Rye. 6.13. Wptyw egzogennej bakteryjnej sfingomielinazy na internalizacjg lipopolisacharydu (A) i
dekstranu 40000 (B). Komoérki byly wstgpnie inkubowane przez 30 minut (4°C) z 0,5 U/ml
sfingomielinazy z Bacillus cereus, a nastgpnie przez 30 minut. z 1 pg/ml LPS-AF488 lub 1 mg/ml
dekstranu-FITC w 37°C. W czgéci komoérek wygaszano powierzchniowa fluorescencje przy pomocy
biekitu trypanu, a nastgpnie poddawano analizie w cytometrze przeptywowym. Kontrolg stanowit
poziom internalizacji czasteczek przez komorki nietraktowane sfingomielinazg. Wykresy przedstawiaja
usrednione wyniki z trzech doswiadczen. * - Rdznica istotna statystycznie przy p<0,05

W komorkach preinkubowanych przez 30 minut

z 0.5 U/ml bakteryjnej

sfingomielinazy stwierdzono znaczaca redukcje internalizacji LPS-AF488, spadek ten

siggal 65%. (Rye. 6.13 A). Dla poréwnania, bakteryjna sfingomielinaza nie byla w stanie

zahamowa¢ internalizacji 1 mg/ml dekstranu 40000 (skoniugowanego z FITC),

pobieranego jako czg$¢ fazy plynnej gldwnie na drodze makropinocytozy (Ryc. 6.13 B).
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6.13. Zahamowanie endocytozy zaleznej od klatryny i dynaminy stymuluje

internalizacj¢ wysokich stezen lipopolisacharydu przez komorki

W celu zbadania mechanizméw internalizacji LPS zastosowalisSmy inhibitory réznych
szlakow endocytarnych. Nieliczne dane literaturowe sugeruja, ze endocytoza zalezna od
dynaminy-2, biatka o aktywnos$ci GTPazy, moze tez by¢ droga internalizacji receptora
TLR4 (1 LPS?), umozliwiajaca aktywacje $Sciezki niezaleznej od MyD88 (patrz 3.2.4.3.).
Postuzylismy si¢ zatem niedawno zsyntetyzowanym zwiazkiem, dynasorem, ktory jest
inhibitorem aktywno$ci enzymatycznej dynaminy i blokuje szlaki internalizacyjne od niej
zalezne [256]. Nieoczekiwanie, dynasor w stgzeniu 40-80 uM zwigkszal internalizacje
1000 ng/ml LPS-AF488 o okoto 20-30% (Rye. 6.14 A). Z uwagi na udziat dynaminy w
endocytozie zaleznej i niezaleznej od klatryny zastosowaliSmy inny inhibitor, pitstop-2,
ktory utrudnia interakcjg¢ cigzkiego tancucha klatryny z biatkami pomocniczymi -
amfifizyna, AP180 i synaptojaning 1 - i blokuje wybiorczo endocytoze zalezna od tego
biatka [257]. Inkubacja komoérek z pitsop-2 w stezeniu 30 uM zwigkszata internalizacje
1000 ng/ml LPS-AF488, chociaz efekt ten byt stabszy niz dziatanie dynasoru (Rye. 6.14
A). Otrzymane dane wskazuja, ze duze ilosci LPS nie sa pobierane przez komorki na
sciezce endocytarnej zaleznej od dynaminy 1 klatryny. Hamowanie tej $ciezki wptywa
dodatnio na internalizacj¢ LPS, by¢ moze wskutek kompensacyjnej aktywacji innych
szlakéw endocytozy.

Dla poréwnania, inkubacja komoérek z 80 pM dynasorem hamowala o 44%
internalizacjg transferyny, a pod wptywem 30 uM pitstop-2 internalizacja transferyny byta
zmniejszona o 60%. Internalizacjg transferyny badano po 5 minutach inkubacji komorek z
tym zwiazkiem w temperaturze 37°C (po uprzednim wiazaniu transferyny do komorek w
temp. 4°C). Wstepne badania wykazaly, ze w tym czasie gromadzita sie ona w komorkach
w najwigkszych ilo$ciach, po czym jej ilo§¢ zmniejsza si¢ na skutek powrotu kompleksu
transferyna/receptor na powierzchni¢ komorek (dane nie prezentowane). Transferyna jest
klasycznym przyktadem czasteczki pobieranej do komorek na Sciezce zaleznej od klatryny
1 dynaminy-2. Ani dynasor ani pitstop-2 nie miaty natomiast wptywu na pobieranie przez
komorki dekstranu-FITC internalizowanego na drodze makropinocytozy (Rye. 6.14 B, C).
Te wyniki wskazuja na specyficzno$¢ stosowanych inhbitoréw, chociaz ich hamujacy
wplyw na internalizacj¢ transferyny byl mniejszy niz oczekiwano. Wedlug producentow, w
testowanych stezeniach inhibitory wykazuja petna aktywnos$¢ [256, 257], a wyzsze ich
stgzenia byly toksyczne. Opisany efekt moze by¢ cecha charakterystyczna dla
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makrofagdéw, komoérek, w ktorych procesy internalizacji zachodza bardzo intensywnie, nie

wykluczajac pobierania transferyny w sposob niekanoniczny.

A
] *

2 140 R L
¥ 120 [
<
o = 100
a2
s & 801
- O
O x
N 607
€ 407
2
£ 20 1

0
pitstop-2 (uM) O 0 0

dynasor (uM) Q 0 0 40 80

B Cc
140 1 © 140 ]
= 120 o 120
L ' 2 1 =
<= 100 | S= 100 T
£ * 39
S E 80 L © £ 80 ;
g2 * o 2
N 60 — T 60 -
e 5T
§ 40 1 "—;B 40 -
£ 20 - E 20 -
c
0 = 0
pitstop-2 (u )0 10 30 0 0 pitstop-2 (uM)O 10 30 0 0
dynasor(M)) 0 O 40 80 dynasor (M) O O 40 80

Ryc. 6.14. Wplyw inhibitoréw klatryny i dynaminy na internalizacj¢ lipopolisacharydu, transferyny i
dekstranu 40000. Komorki inkubowano wstepnie przez 30 min. ze wskazanymi st¢zeniami pitstop-2
lub dynasoru w obecnoséci 1% FBS, a nastgpnie inkubowano w obecnosci inhibitorow z 1000 ng/ml
LPS-AF488 (30 min., 37°C, A), 10 pg/ml transferyny-AF647 (10 min., 4°C i 5 min. 37°C, B) lub 1
mg/ml dekstranu-FITC (30 min., 37°C, C). Po wygaszeniu powierzchniowej fluorescencji przy pomocy
biekitu trypanu (A, C) lub odmyciu transferyny z powierzchni komoérek buforem o kwasowym
odczynie (B) komorki utrwalano i analizowano w cytometrze przeptywowym.

Kontrole stanowil poziom internalizacji czasteczek przez komodrki nietraktowane inhibitorami.
Wykresy przedstawiaja usrednione wyniki z trzech do§wiadczen. * - Réznica istotna statystycznie przy
p<0,05.
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6.14. Inhibicja endocytozy zaleznej od klatryny i dynaminy prowadzi
do obnizenia produkcji cytokin w odpowiedzi na LPS

Postugujac si¢ inhibitorami klatryny i dynaminy zbadaliSmy wplyw udziatu
endocytozy zaleznej od tych bialek w produkcji cytokin stymulowanej przez LPS. Po 30
minutach wstepnej inkubacji w obecnosci 80 uM dynasoru i 30 uM pitstop-2 komorki byly
stymulowane przez 1-1000 ng/ml LPS (4 godziny). W nadsaczu komérkowym oznaczano
ilos¢ TNFa 1 RANTES, cytokin produkowanych w wyniku aktywacji dwoch $ciezek
sygnatowych receptora TLR4 (patrz Ryc. 6.1).

Obecnos¢ dynasoru i pitstop-2 hamowata produkcje cytokin indukowanych przez LPS
na obu Sciezkach sygnatowych (Ryc. 6.15 A-D). Dynasor w st¢zeniu 80 uM redukowat
produkcje TNFa stymulowang przez 1-1000 ng/ml LPS o0 43-47%. (Rye. 6.15 A). Inhibitor
ten niemal catkowicie znosit produkcje chemokiny RANTES. W przypadku stymulacji
komoérek przez 100-1000 ng/ml LPS zaobserwowano $§ladowa produkcj¢ RANTES w
ilosciach siggajacych 5-10% ilos$ci obserwowanych w komorkach niepoddanych dziataniu
inhibitora (Rye. 6.15 C).

Pitstop-2 nasladowat dziatanie dynasoru, chociaz jego hamujacy wptyw na produkcjg
RANTES byt stabszy i siggat 35-54% (Rye. 6.15 C, D).

Podsumowujac, inhibicja klatryny i dynaminy prowadzi do silnego zahamowania
produkcji cytokin w odpowiedzi na lipopolisacharyd. Byl to efekt przeciwstawny do
wywieranego przez oba inhibitory na internalizacj¢ duzych stezen LPS (1000 ng/ml, patrz
Ryc. 6.14 A), sugerujac istnienie wzajemnej zaleznosci migdzy tymi procesami

Stosowane inhibitory hamowaty szczegdlnie silnie produkcje¢ chemokiny RANTES, co
potwierdza rol¢ endocytozy zaleznej od klatryny i dynaminy w uruchamianiu $ciezki
niezaleznej od MyD88 [102]. Niemniej jednak, hamujacy wplyw inhibitorow na produkcje
TNFa rowniez byt wyrazny. Moze to odzwierciedla¢ blokowanie tzw. poznej aktywacji
NFkB zachodzacej na $ciezce TRIF-zaleznej, lub $wiadczy¢ o innych efektach zwiazanych

z uzyciem tych inhibitorow.
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Ryec. 6.15. Wplyw blokowania endocytozy zaleznej od klatryny i dynaminy na produkcje cytokin
w odpowiedzi na LPS. Komorki poddawano 30 min. preinkubacji z 80 pM dynasorem (A, C) lub
30 uM pitstop-2 (B, D) w obecnosci 1% FBS, a nastgpnie stymulowano przez 1-1000 ng/ml LPS w
obecnosci inhibitoréw (4 godz., 37°C). W nadsaczu hodowlanym mierzono poziom TNF-o (A, B) i
RANTES (C, D). Wyniki zostaly znormalizowane wzglgdem ilo§ci komorek w poszczegdlnych
wariantach. Wykresy przedstawiaja usrednione wyniki z trzech do§wiadczen. * - Rdznica istotna
statystycznie wzgledem produkcji cytokin w komorkach kontrolnych traktowanych DMSO w

miejsce inhibitoréw przy p<0,05.
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6.15. Hamowanie aktywnosci dynaminy powoduje spadek poziomu TLR4

w komorkach

Hamujacy wplyw dynasoru wywierany na produkcj¢ cytokin na obu szlakach
sygnatowych receptora TLR4, sktonit nas do zbadania wptywu tego inhibitora na poziom
TLR4 na powierzchni komoérek J774.

Ku naszemu zaskoczeniu, poziom powierzchniowego TLR4 mierzony technika
izotopowa (patrz 6.7) w komorkach preinkubowanych z 40 uM dynasorem, a nast¢pnie
stymulowanych 1000 ng/ml LPS okazal si¢ nizszy niz w komodrkach nietraktowanych
inhibitorem (Ryc. 6.16 A). Podczas gdy dwugodzinna inkubacja z samym
lipopolisacharydem powodowala spadek poziomu receptora o okoto 45%, obecnos¢
dynasoru pogtebiata ten efekt, skutkujac utrata ponad 75% powierzchniowego TLR4.

Dynasor przyspieszat tez spadek catkowitego poziomu TLR4 w komoérkach. Po dwdch
godzinach stymulacji komoérek przez 1000 ng/ml LPS w obecnosci dynasoru ubytek TLR4
siggal 65% w porownaniu z 34% spadkiem poziomu TLR4 w komorkach kontrolnych,
inkubowanych z DMSO (Rye. 16 B,C).

W celu potwierdzenia, czy obserwowane efekty sa wynikiem inhibicji aktywnosci
dynaminy komorki transfekowalismy ¢cDNA kodujacym zmutowana, nieaktywna forme
tego bialka. Wektor zawierajacy gen dyn2-K44A-HA zostat wprowadzony do komorek
RAW 264.7, ktére charakteryzuja si¢ wyzsza efektywnos$cia 1 przezywalno$cia transfekcji
niz J774. Efektywno$¢ transfekcji byta potwierdzona obecnoscia w komodrkach dynaminy-
2 z metka HA (Ryc. 6.16 E) oraz zmniejszona zdolnos$cia komorek do internalizacji
transferyny skoniugowanej z Alexa Fluor 546, ktora spadata o okoto 35% w stosunku do
komorek transfekowanych wektorem kontrolnym pcDNA (Ryec. 6.16 D).

W komorkach nadprodukujacych zmutowana forme¢ dynaminy przez 48 godzin
obserwowano zmniejszony poziom receptora TLR4 (Ryc. 6.16 E, ,,0” LPS), ktory spadat
nieznacznie podczas dwoch godzin stymulacji wysokimi stezeniami lipopolisacharydu. W
przypadku tych doswiadczen zastosowano dodatkowo wyzsze niz dotad stezenie LPS
(3000 ng/ml), gdyz komorki RAW 264.7 charakteryzowaty si¢ nieco odmienna dynamika
odpowiedzi na LPS niz komorki J774 (dane nie prezentowane).

Podsumowujac, zahamowanie aktywno$ci dynaminy prowadzi do zwigkszonego
spadku powierzchniowego 1 catkowitego poziomu TLR4 w komodrkach. Moze to
sugerowaé, ze zahamowanie szlaku endocytozy zaleznej od dynaminy indukuje

alternatywny szlak internalizacji TLR4, sprzyjajacy degradacji receptora.
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Ryc. 6.16. Wplyw inkubacji komoérek z dynasorem na poziom TLR4. A - Ubytek TLR4 z
powierzchni komorkach przylegajacych do podioza, stymulowanych przez 1000 ng/ml LPS (60 lub
120 min., 37°C) w obecnosci 40 uM dynasoru, oznaczony za pomoca metody izotopowej. B, C, E —
catkowity poziom TLR4 w komorkach poddanych dziataniu 80 uM dynasoru (komorki 1774, B, C)
lub transfekowanych ¢cDNA kodujacym zmutowana dynaming dyn2-K44A-HA (komorki RAW
264.7, E), a nastgpnie stymulowanych podanymi stgzeniami LPS przez 120 min. Komorki
poddawano lizie, a biatka lizatow rozdzielano elektroforetycznie i analizowano technika
immunoblottingu pod wzgledem zawartosci TLR4. Dolne panele przedstawiaja zawarto$¢ aktyny w
analizowanych probkach w celu weryfikacji rownomiernej zawartosci biatka oraz detekcje metki
hemaglutyniny (HA) przytaczonej do dyn2-K44A. C — Wyniki pomiarow densytometrycznych
poziomu TLR4 znormalizowanych wobec poziomu aktyny. * - Réznica istotna statystycznie wobec
komorek niestymulowanych przy p<0,05. D — Internalizacja 10 pg/ml transferyny-AF546 (10 min.,
4°C 1 5 min. 37°C) w komorkach RAW 264.7 transfekowanych wektorem z ¢cDNA kodujacym
zmutowang dynaming dyn2-K44A oraz wektorem kontrolnym, 48 godzin po transfekcji.
Fluorescencja mierzona po usunigciu transferyny zwiazanej na powierzchni komorek.
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6.16. Blokowanie wigzania LPS do receptorow zmiataczy prowadzi

do zahamowania jego internalizacji przez komorki

W toku dotychczasowych do$wiadczen wykazano, Ze internalizacja duzego stgzenia
LPS (1000 ng/ml) nie zalezy od receptora TLR4 i nie odbywa si¢ na $ciezce zaleznej od
klatryny 1 dynaminy. Istotna rolg¢ w tym procesie odgrywa natomiast biatko CD14. Grupa
receptorow o postulowanej roli w endocytozie 1 detoksykacji lipopolisacharydu sa
receptory zmiatacze (patrz 3.2.6.). Aby oceni¢, czy w komorkach linii J774 ta klasa
receptoréw uczestniczy w internalizacji LPS postuzyliSmy si¢ siarczanem dekstranu. Jest
to obdarzona fadunkiem makroczasteczka bedaca preferowanym ligandem dla receptorow
zmiataczy. Zwiazanie siarczanu dekstranu do receptorow zmiataczy uniemozliwia ich
interakcjg ze swoistymi ligandami i z tego wzgledu stuzy jako kompetycyjny inhibitor tych
swoistych interakcji, jednocze$nie utrzymujac receptory zmiatacze w stanie aktywnym
[258]. Natomiast zblizony strukturalnie zwiazek, siarczan chondroityny, wiaze si¢ do
receptorow zmiataczy z duzo mniejszym powinowactwem i zostat uzyty jako negatywna
kontrola dziatania siarczanu dekstranu. Zbadano wplyw obu zwiazkéw na internalizacje
1000 ng/ml LPS-AF488, a takze 10 ng/ml transferyny-AF647 i 1 mg/ml dekstranu-FITC.

Zastosowanie siarczanu dekstranu mialo znaczacy wplyw na catkowita ilo§¢ LPS-
AF488 w komorkach (zarowno zwiazanego jak i pobranego przez komorki), redukujac ja o
72% przy 10 pg/ml i o 87% przy 25 ng/ml tego zwiazku (Rye. 6.17 A, czarne shupki).
Efekt ten byl specyficzny dla siarczanu dekstranu, gdyz w obecnos$ci 25 pg/ml siarczanu
chondroityny catkowita ilos¢ LPS-AF488 w komorkach byta zredukowana tylko o 23%
(Rye. 6.17 A, czarne stupki). Wyniki tych badan sugeruja istotna role receptorow
zmiataczy w internalizacji lipopolisacharydu przez komorki J774.

W odréznieniu od silnego hamujacego wplywu siarczanu dekstranu na internalizacje
LPS-AF488, zwiazek ten hamowat endocytozg transferyny-AF647 o okoto 25-30%, a
internalizacje¢ dekstranu-FITC o okoto 22% (Ryc. 6.17 B, C). Nie wykryto wptywu
siarczanu chondroityny na te procesy (Rye. 6.17 B, C).

Tak wyrazny wptyw siarczanu dekstranu na internalizacje LPS sktonit nas do
zbadania, czy zwiazek ten hamuje wiazanie LPS do komorek, czy tez raczej sam proces
pobierania LPS do wngtrza komorki. OceniliSmy zatem jaki procent wykrywanej
fluorescencji pochodzi od LPS-AF488 internalizowanego do wngtrza komoérek w
obecnosci  siarczanu  dekstranu lub  siarczanu chondroityny po  wygaszaniu

powierzchniowej fluorescencji LPS-AF488 za pomoca bigkitu trypanu.
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Ryec. 6.17. Udziat receptorow zmiataczy w internalizacji lipopolisacharydu, transferyny i dekstranu
40000. Komorki inkubowano wstgpnie przez 30 min. ze wskazanymi stezeniami siarczanu dekstranu
(DS) Iub siarczanu chondroityny (CS), a nast¢pnie inkubowano w obecnos$ci inhibitoréw z 1000 ng/ml
LPS-AF488 (30 min., 37°C, A), 10 pg/ml transferyny-AF647 (10 min. 4°C i 5 min. 37°C, B) lub 1 mg/ml
dekstranu-FITC (30 min., 37 °C, C).

A - Komorki analizowano w cytometrze przeptywowym mierzac catkowita ilo§¢ LPS-AF488
zwiazanego i pobranego przez komorki (czarne stupki), lub po wygaszeniu powierzchniowej fluorescencji
LPS-AF488 przy pomocy biekitu trypanu - ilos¢ LPS zinternalizowanego (jasne stupki). Elipsy obrazuja
jaki procent catkowitego LPS-AF488 stanowit LPS zinternalizowany.

B - Przedstawia wyniki analizy cytometrycznej zinternalizowanej transferyny podmyciu
transferyny z powierzchni komorek, (C) ilos¢ dekstranu-FITC we wnetrzu komoérek po wygaszeniu
fluorescencji powierzchniowej bigkitem trypanu.

Kontrolg stanowit poziom internalizacji czasteczek przez komorki nietraktowane inhibitorami. Wykresy
przedstawiajg usrednione wyniki z trzech do§wiadczen. * - Rdznica istotna statystycznie wzgledem prob z
analogicznym stg¢zeniem siarczanu chondroityny przy p<0,05.
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Zgodnie z wczesniejszymi ustaleniami (patrz Rye. 6.11), w komorkach
nietraktowanych inhibitorami badZ inkubowanych z siarczanem chondroityny okoto 70%
wykrywanej fluorescencji LPS-AF488 pochodzilo z ich wngtrza (Rye. 6.17 A, trzy
pierwsze jasne stupki). W komodrkach inkubowanych z 25 pg/ml siarczanu dekstranu
frakcja wewnatrzkomorkowego LPS byta tylko nieznacznie mniejsza (okoto 60%) pomimo
znacznego obnizenia catkowitego wykrywanego sygnalu LPS-AF488 (Ryc 6.17 A, dwa
ostatnie jasne stupki). Wyniki te sugeruja, ze siarczan dekstranu hamuje gtéwnie wigzanie
LPS do komorek, a nie sam proces jego internalizacji jako taki. Wynika z nich réwniez, ze
receptory zmiatacze odpowiadaja za wiazanie znacznej frakcji lipopolisacharydu na
powierzchni komorek J774.

Na podstawie powyzszych danych mozna stwierdzi¢, ze internalizacja duzych stezen
LPS przez komorki J774 wymaga wspétudziatu biatka CD14 i receptoréw zmiataczy.
Dane literaturowe sugeruja, ze inkubacja LPS z albuming prowadzi do powstania
kompleksow, ktore internalizowane sa przez receptory zmiatacze klasy B bez udziatu
CD14 i innych biatek surowicy [62, 64]. Aby zbada¢, czy taka $ciezka internalizacji LPS
funkcjonuje w komorkach J774 poddawaliSmy je czterogodzinnemu glodzeniu w pozywce
pozbawionej FBS, a nast¢pnie inkubowalismy z 1000 ng/ml LPS-AF488 w tych samych
warunkach. StwierdziliSmy 75% spadek iloSci zwiazanego 1 internalizowanego LPS-
AF488 w stosunku do komorek inkubowanych w obecnosci FBS, i proporcja ta nie
zmieniata si¢ po zahamowaniu wigzania LPS do CDI14 przy uzyciu przeciwciala 4Cl
(Ryc. 6.18 A). Po inkubacji komorek z LPS-AF488 w obecnosci 5 mg/ml BSA jego
wiazanie do komorek nie zmienialo sig¢, ale jego internalizacja byla catkowicie
zahamowana (Ryc. 6.18 A). Otrzymane dane wskazuja, ze w komorkach J774 efektywne
wiazanie 1 internalizacja wysokich stgzen LPS wymaga udziatu CD14, ktére pozyskuje
lipoplisacharyd od LBP z surowicy i przekazuje go na receptory zmiatacze. Sladowe
wiazanie 1 internalizacja LPS obserwowane bez udzialu biatek surowicy 1 bez CD14
zachodzi¢ moze dzigki aktywnos$ci innych biatek btonowych zdolnych do wiazania tej

endotoksyny, takich jak integryny [173].
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Ryc. 6.18. A - Obecnos¢ BSA nie rekompensuje braku bialek surowicy w procesie internalizacji
lipopolisacharydu. Komoérki byly inkubowane przez 4 godziny w pozywce RPMI bez FBS, nastgpnie
przez 30 minut w obecnosci 20 pg/ml przeciwcial anty-CD14 4C1 lub réwnej iloSci izotypowych
przeciwciat kontrolnych (IgG2b) i ostatecznie z 1 ug/ml LPS-AF488. W zaznaczonych wariantach
LPS-AF488 inkubowany byl wstgpnie przez 4 godziny z RPMI zawierajacym 5 mg/ml BSA i w takiej
formie podawany komoérkom (37°C). W czgéci wariantow (niebieskie stupki) wygaszano
powierzchniowa fluorescencjg LPS-AF488, a nastgpnie komorki poddawano analizie w cytometrze
przeptywowym. Kontrolg stanowit poziom internalizacji LPS-AF488 przez komorki inkubowane w
obecnosci 10% FBS. B — produkcja TNFa po 4 godzinach (37°C) stymulacji komoérek w pozywce bez
FBS przez 100 ng/ml LPS lub LPS kompleksowany z BSA (j.w.). Jako kontrole¢ przedstawiono
produkcj¢ TNFa po inkubacji ze 100 ng/ml LPS w pozywce z 10% FBS. Wykresy przedstawiaja
usrednione wyniki z trzech doSwiadczen. * - Rdznica istotna statystycznie przy p<0,05.

6.17. Inkubacja komorek z siarczanem dekstranu prowadzi do zwi¢kszonej

produkcji cytokin w odpowiedzi na LPS

Przeprowadzone przez nas doswiadczenia wykazaty, ze receptory zmiatacze sa istotne
dla pobierania duzych ilosci LPS przez komorki (patrz 6.12). Postuzylismy si¢ technika
blokowania wiazania LPS do receptoréw zmiataczy przy uzyciu siarczanu dekstranu w
celu sprawdzenia wplywu tego procesu na aktywacj¢ komorek przez LPS.

Uzycie siarczanu dekstranu prowadzito do istotnego wzrostu produkcji cytokin na obu
sciezkach sygnatowych receptora TLR4, kontrolujacych produkcj¢ TNFa i RANTES (Rye.
6.19), co kontrastowato z silnym hamujacym wplywem tego zwiazku wywieranym na
internalizacj¢ 1000 ng/ml LPS (patrz Rye. 6.17 A). Pod wptywem siarczanu dekstranu
indukowana przez 1-1000 ng/ml LPS produkcja TNFo wzrastata o 57%-75% 1 wzrost ten
byt najwyzszy przy stymulacji komorek przez 1000 ng/ml LPS (Rye. 6.19 A). W
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odniesieniu do produkcji chemokiny RANTES, obecnos¢ siarczanu dekstranu powodowata
okoto dwukrotny wzrost jej wydzielania przez komorki stymulowane przez 100 ng/ml i
1000 ng/ml LPS, podczas gdy wplyw siarczanu dekstranu na produkcj¢ RANTES
stymulowana przez 1 ng/ml LPS byl stabo zauwazalny (Rye. 6.19 B). Siarczan
chondroityny nie powodowal podobnych efektow (Ryc. 6.19 A, B).
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Ryec. 6.19. Pozytywny wptyw siarczanu dekstranu na produkcje cytokin indukowang przez LPS. Komorki
poddawano 30 minutowe] preinkubacji z 25 pg/ml siarczanu dekstranu (DS) lub siarczanu chondroityny
(CS), a nastgpnie 4 godzinnej inkubacji z podanymi stezeniami LPS w obecnosci DS lub CD. Nadsacz
hodowlany zostat poddany testowi ELISA pod katem obecnosci TNFa (A) i RANTES (B). Wyniki
zostaty znormalizowane wzgledem ilo$ci komorek w poszczegodlnych wariantach. Wykresy przedstawiaja
usrednione wyniki z trzech doswiadczen. * - Roznica istotna statystycznie wzgledem produkeji cytokin
przez komorki stymulowane przez LPS bez obecnosci DS i DC p<0,05.

W oparciu o wyniki omowione w ostatnich rozdziatach mozna stwierdzi¢, ze receptory
zmiatacze odgrywaja istotng rol¢ w regulacji aktywacji komorek przez LPS uczestniczac w
internalizacji duzych stgzen tej endotoksyny bez indukowania odpowiedzi prozapalne;.
Zablokowanie wigzania LPS do receptoréw zmiataczy prowadzi do zahamowania
internalizacji LPS z jednoczesnym wzmocnieniem produkcji cytokin prozapalnych.
Podobna przeciwwage szlakow aktywujacych odpowiedz prozapalna komoérek i
internalizacji duzych stgzen LPS dawek wykryto przy uzyciu inhibitorow endocytozy
zaleznej od klatryny i dynaminy. WykazaliSmy, Zze zahamowanie tego szlaku endocytozy
obnizato produkcj¢ cytokin prozapalnych i prowadzito do wzmozonego pobierania duzych

stezen LPS przez komorki.
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6.19. Ekspresja CD14 i TLR4 na powierzchni komorek zwig¢ksza si¢ pod

wplywem siarczanu dekstranu

Przedstawione powyzej dane wskazuja, Zze hamowanie wigzania LPS do receptoréw
zmiataczy w obecnosci siarczanu dekstranu prowadzito do zwigkszonej produkcji TNFa i
RANTES (Rye. 6.19). Biorac pod uwage, ze skala odpowiedzi prozapalnej komoérek na
stymulacje LPS moze by¢ uzalezniona od ekspresji CD14 i TLR4 na powierzchni
komorek, zbadaliSmy czy ekspresja ta zmienia si¢ w komodrkach traktowanych siarczanem
dekstranu.

Stwierdzili$my, ze inkubacja komorek z 25 pug/ml siarczanu dekstranu prowadzita do
wzrostu ekspresji CD14 na ich powierzchni o okoto 7%, a nastgpujaca stymulacja komorek
przez 1-1000 ng/ml LPS (1 godz.) podnosita ten poziom o 29-35% w porOéwnaniu z
komorkami kontrolnymi, preinkubowanymi z 25 pg/ml siarczanu chondroityny (Rye. 6.20
A). Warto podkresli¢, ze godzinna inkubacja komoérek z 1000 ng/ml LPS w obecnos$ci
siarczanu chondroityny (proby kontrolne) indukowata spadek ilosci CD14 na powierzchni

komorek (Rye. 6.19 A), zgodnie z opisanymi wcze$niej obserwacjami (patrz Rye. 6.7 A).
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Ryec. 6.20. Inkubacja komoérek z siarczanem dekstranu prowadzi do podniesienia poziomu CD14 i GM1 na
powierzchni komorek. Komorki preinkubowano przez 30 minut (37°C) z 25 pg/ml siarczanu dekstranu lub
siarczanu chondroityny, a nastgpnie stymulowano 1-1000 ng/ml LPS w obecnosci tych zwiazkow.

A - Ekspresja CD14 na powierzchni komorek. B - Poziom GM1 na powierzchni komoérek oszacowany na
podstawie wigzania CTX-FITC. Analiza wykonana na komdrkach przylegajacych do podtoza technika
laserowej cytometrii skaningowej. Usredniono wyniki z trzech doswiadczen. * - Roznica istotna
statystycznie wzgledem komorek niestymulowane przez LPS preinkubowanych z siarczanem chondroityny,
p<0,05.
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Analiza ekspresji gangliozydu GMI1, glikolipidu tratw lipidowych, wykazata, ze w
komorkach poddanych dziataniu siarczanu dekstranu i stymulowanych przez 1-1000 ng/ml
LPS ilo$¢ tego lipidu na powierzchni komorek takze si¢ zwigkszala w granicach 10-20%
(Ryc. 19B).

Pomiary poziomu TLR4 na powierzchni komoérek w obecnos$ci siarczanu dekstranu 1
siarczanu chondroityny napotkaly trudnosci techniczne. Oba zwiazki prawdopodobnie
zaburzaly oddziatywania specyficznego przeciwciala z receptorem TLR4, co prowadzito
do znacznych rozrzutdow pomiaréw poziomu tego receptora na powierzchni komorek.
Niemniej jednak, zauwazalnym i powtarzalnym efektem dziatania siarczanu dekstranu (ale
nie siarczanu chondroityny) byt wzrost ilosci receptora TLR4 na powierzchni komorek
stymulowanych przez 1000 ng/ml LPS. Wzrost ten wynosil okoto 25-35% w poréwnaniu z
komorkami niestymulowanymi.

Lacznie nasze wyniki sugeruja, ze w obecno$ci siarczanu dekstranu, ligandu
receptorow zmiataczy, stymulacja komorek przez LPS prowadzi do zwigkszenia poziomu

TLR4, CD14 1 GM1 na powierzchni komorek.
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7. Dyskusja

Identyfikacja TLR4 jako receptora generujacego szlaki sygnalowe w odpowiedzi na
LPS [12] rozpoczeta okres intensywnych badan nad molekularnymi mechanizmami
aktywacji komorek uktadu odpornosciowego przez endotoksyng. Pomimo znaczacego
postepu badan nasze zrozumienie tych procesow wciaz jest niepelne. Nagromadzone dane
wskazuja na istnienie ztozonego, wielopoziomowego mechanizmu regulujacego nasilenie i
charakter odpowiedzi prozapalnej w zaleznosci od stopnia infekcji. Internalizacja
lipopolisacharydu moze by¢ jednym z mechanizméw utrzymujacych rbwnowage pomigdzy
korzystna, a przesadna i1 szkodliwa reakcja komorek uktadu odpornosciowego na ten
czynnik.

Celem badan przeprowadzonych w toku niniejszej pracy byta préba wyjasnienia roli
internalizacji lipopolisacharydu jako mechanizmu regulujacego odpowiedz komorek
makrofagopodobnych linii J774 na stymulacj¢ przez LPS. Szczeg6lna uwaga zostata
poswigcona udziatlowi receptorow lipopolisacharydu, TLR4 i CD14, a takze receptorow z
rodziny zmiataczy w tym procesie. Wyniki naszych badan pozwalaja stwierdzi¢, ze istotna
rol¢ w internalizacji wysokich stgzen LPS (1000 ng/ml) pelni biatko CD14 oraz receptory
zmiatacze, ale nie receptor TLR4. Wskazuje to na niezalezno$¢ tej $ciezki internalizacji
lipopolisacharydu od wydarzen sygnalowych skoncentrowanych wokét TLR4. Wysokie
stgzenia LPS sa pobierane przez komoérki na drodze wymagajacej udzialu aktyny 1
prawdopodobnie sfingomieliny, lecz niezaleznej od klatryny i dynaminy, co nadaje jej
cechy jednej z niekonwencjonalych drog internalizacji (Tabela 3.1). Zahamowanie tej
$ciezki internalizacji LPS przy uzyciu siarczanu dekstranu, kompetycyjnego inhibitora
wiazania LPS do receptoréw zmiataczy, powodowato znaczacy wzrost produkcji cytokin.
Te wyniki wskazuja na istotna rolg internalizacji wysokich st¢zen LPS w negatywnej
regulacji odpowiedzi prozapalnej komorek na stymulacjg przez endotoksyng.

Wykazali§my jednoczesnie, ze w toku odpowiedzi na wysokie stgzenia
lipopolisacharydu receptory TLR4 i CD14 znikaja z powierzchni komorek, przy czym
TLR4 ulega degradacji, co prowadzi do zauwazalnego ubytku catkowitej ilo$ci receptora
TLR4 w komorkach. Te procesy sa skorelowane z zahamowaniem odpowiedzi prozapalne;j
komorek, a zatem internalizacja i obnizanie powierzchniowego poziomu TLR4 i CD14

moze by¢ sposobem wyciszania odpowiedzi komoérek J774 na stymulacj¢ przez LPS.
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Z drugiej strony, przeprowadzone badania pozwolity wykazaé, ze endocytoza zalezna
od klatryny i dynaminy wymagana jest do uruchomienia peinej kaskady wydarzen
sygnatowych przez receptor TLR4. Wczesniejsze dane literaturowe sugerowaty, ze
dynamina kontroluje endocytoz¢ receptora TLR4 aktywowanego przez LPS [102, 129]. W
naszych badaniach dynasor i pitstop-2 hamowaly produkcje TNFa i1 niemal znosity
produkcje¢ chemokiny RANTES indukowana przez LPS. Jednocze$nie, mimo
zahamowania aktywacji komorek, zwiazki te nasilaly internalizacj¢ wysokich st¢zen LPS
(1000 ng/ml) przez komodrki. Dane te wskazuja ponownie na istnienie przeciwwagi
pomigdzy odpowiedzia prozapalng komorek stymulowanych przez LPS 1 procesem

pobierania przez nie wysokich dawek lipopolisacharydu.

7.1. Internalizacja lipopolisacharydu jako mechanizm regulacji odpowiedzi

prozapalnej komorek

Kontekst komérkowy. Dostgpne obecnie dane literaturowe przedstawiaja niespdjny

obraz roli pobierania lipopolisacharydu przez komorki w procesach aktywacji 1 wyciszania
odpowiedzi prozapalnej. Wyniki i plynace z nich wnioski sa czgsto sprzeczne 1 wydaja si¢
zaleze¢ od kontekstu komodrkowo-tkankowego badan, co nie jest dziwne, zwazywszy na
stopien komplikacji systemu rozpoznajacego lipopolisacharyd i liczbe czynnikow
bioracych udzial w jego regulacji (patrz 3.2.5). Zwraca to jednak uwage na konieczno$¢
precyzyjnego okreslania warunkéw przeprowadzania doswiadczen, zwlaszcza w kwestii
hodowli i stymulacji komorek przez LPS. Jest wiadome, ze poszczegélne gatunki ssakow
znaczaco rdznia si¢ podatnoscia na infekcje bakteryjne, co czgsto wiaze si¢ z wrazliwoscia
lub opornoscia komodrek ich uktadu odpornosciowego na lipopolisacharyd [259]. Dla
przyktadu, cztowiek jest gatunkiem o wyjatkowej wrazliwosci na LPS 1 juz dawki rzedu 2-
4 ng/kg masy ciata (okoto 25-50 pg/ml) wywotuja objawy chorobowe, natomiast dawki
rzedu 1-2 pg/kg (okoto 15-30 ng/ml) moga prowadzi¢ do szoku septycznego i $mierci
[260]. W porownaniu z ludzmi, myszy charakteryzuja si¢ znacznie wigksza oporno$cia na
LPS i ocenia sig, ze wywotanie objawow cigzkiego szoku septycznego u myszy wymaga
od 1000 do 10 000 razy wigkszej dawki lipopolisacharydu niz u ludzi [259]. R6znice we
wrazliwosci na LPS wystepujace pomig¢dzy gatunkami ttumacza co najmniej dwie teorie.
Pierwsza z nich zaklada, ze odmienna wrazliwo$¢ na LPS jest wynikiem réznic w ekspresji
biatek na poziomie komérkowym [261, 262]. Zgodnie z ta teoria, niska ekspresja receptora
TLR4 na powierzchni mysich leukocytéw jest przyczyna ich niskiej wrazliwosci na LPS

[263, 264]. Wedlug drugiej teorii, decydujace znaczenie maja rozne sktadniki surowicy
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krwi (takie jak przeciwciala, komplement i1 biatka ostrej fazy), ktore moga wzmagac badz
ostabia¢ odpowiedz komorek na LPS [259, 265-267].

W celu oceny odpowiedzi mysich komodrek makrofagopodobnych linii J774 na
lipopolisacharyd oraz zbadania dynamiki ich aktywacji, postuzono si¢ testami ELISA do
oznaczenia poziomu produkowanych przez nie cytokin (patrz 5.5 i 6.1). Analizowano
wydzielanie do $rodowiska dwoch cytokin, TNFa i RANTES, ktorych produkcja jest
stymulowana na $ciezkach, odpowiednio, zaleznej od MyD88 1 zaleznej od TRIF
(niezaleznej od MyD88). Takie podejscie jest istotne z punktu widzenia zalozen niniejszej
pracy, ze wzgledu na postulowana role internalizacji receptora TLR4 w generacji sygnatlu
na $ciezce sygnatowej zaleznej od TRIF [102].

Otrzymane wyniki wskazuja, Zze dynamika odpowiedzi komodrek na LPS na obu
sciezkach sygnatowych receptora TLR4 jest odmienna (Rye. 6.1). Produkcja TNFa
aktywowana jest szybciej i stabilizuje si¢ po uplywie okoto czterech godzin, podczas gdy
produkcja RANTES ro$nie w ciagu 24 godzin stymulacji komoérek. Co wigcej, produkcja
TNFa jest silniej stymulowana przez niskie stezenia LPS, rzgdu 10-50 ng/ml, a obecno$¢
wyzszych stezen LPS daje odpowiedz obnizona. W przypadku RANTES nie wystepuje
efekt redukowania produkcji tej chemokiny przez wyzsze stezenia LPS, niemniej jednak
wydzielanie RANTES do s$rodowiska osiaga plateau przy okoto 100 ng/ml LPS.
Wydzielanie TNFo wydaje si¢ zatem podlegac silniejszej negatywnej kontroli niz
produkcja RANTES. Biologiczny sens tych obserwacji moze wydawac si¢ oczywisty, gdyz
TNFa wykazuje silne, szerokie i potencjalnie niebezpieczne dziatanie na organizm
gospodarza, w przeciwienstwie do chemotaktycznego dzialania RANTES. Wyniki badan
prowadzonych w naszej Pracowni wykazaty jednak, ze inna chemokina — MIP-2, cechuje
si¢ zblizona dynamika produkcji do TNFa, i podobnie jak TNFa, produkcja MIP-2
regulowana jest negatywnie przez ceramid. Z drugiej strony, wydzielanie tlenku azotu,
czynnika bakteriobojczego, swoim przebiegiem 1 zalezno$cia od stezenia LPS
przypominato produkcj¢ RANTES [268]. Dane te sugeruja, ze taczny efekt réznorodnych
czynnikdw negatywnie regulujacych odpowiedz komorek na dlugotrwala stymulacjg przez
wyzsze stgzenia LPS przejawia si¢ silniej w odniesieniu do produkcji cytokin na $ciezce
zaleznej od MyD88 (TNFa, MIP-2), niz zaleznej od TRIF (RANTES, indukowana synteza
tlenku azotu). Sposrod badanych przez nas mechanizmow taka selektywnos¢ wykazywat
ceramid (jak omdéwiono ponizej), podczas gdy internalizacja wysokich st¢zen LPS wydaje

si¢ wycisza¢ obie $ciezki sygnatowe receptora TLR4.



7. Dyskusja 105

Endocytoza klatryno- i dynamino-zalezna jest wymagana dla produkcji cvtokin

prozapalnych. WykryliSmy, ze komoérki inkubowane w obecno$ci wysokich stgzen LPS-

AF488, 1000 ng/ml, juz w ciagu paru minut wiaza go do powierzchni i internalizuja, a po
okoto godzinie proces ten osiaga plateau (Rye. 6.11). Zidentyfikowalismy kilka
czynnikoéw, ktore maja znaczny udzial w internalizacji wysokich stezen lipopolisacharydu
przez komorki. Nalezy do nich bialko CD14, receptory zmiatacze, biatka surowicy oraz
aktyna. Natomiast w proces ten nie jest zaangazowany TLR4 - gltowny receptor LPS
odpowiedzialny za generacje sygnatu. Blokowanie wigzania LPS do tego receptora nie
wptyneto na pobieranie LPS-AF488 przez komorki (Rye. 6.12). Wynik ten stoi w pozorne;j
sprzecznosci z danymi literaturowymi, ktére postuluja internalizacj¢ kompleksu
TLR4/MD-2 wraz ze zwiazanym lipopolisacharydem jako warunek niezbg¢dny do inicjacji
sciezki niezaleznej od MyD88. Dowodza tez wspolwystgpowania TLR4 i1
fluorescencyjnego LPS w endosomach monocytow i komérek HEK293 transfekowanych
cDNA receptora TLR4, biatka CDI14 1 MD-2 [102, 129]. Z drugiej strony, badania
prowadzone na monocytach pochodzacych z myszy pozbawionych TLR4 wykazaty, ze
receptor ten nie uczestniczy w internalizacji LPS [179]. Te rozbiezno$ci da si¢ pogodzi¢
przyjmujac, ze w komorkach takich jak monocyty i makrofagi istnieja co najmniej dwie
drogi internalizacji lipopolisacharydu. W przypadku obecnosci duzych ilosci LPS w
srodowisku, wigkszo$¢ endotoksyny jest pobierana do komoérek na $ciezce zmierzajacej do
detoksykacji, ktora nie angazuje receptora TLR4 i nie jest powiazana z generacja sygnatu.
Natomiast pula ,,sygnatowa” LPS, ktéra internalizowana jest tacznie z receptorem TLR4 i
prowadzi do uruchomienia TRIF-zaleznej $ciezki sygnatowej receptora z blony
endosomow, jest prawdopodobnie stosunkowo mata w pordwnaniu z ilosciami LPS
pobieranymi na $ciezce detoksykacyjnej. Przemawia za tym relatywnie niskie st¢zenie LPS
wymagane do pelnej aktywacji komoérek (do 100 ng/ml) oraz dane wskazujace na
niewielka ilo$¢ receptora TLR4 na ich powierzchni. Szacuje sig¢, ze na powierzchni
ludzkich komérek dendrytycznych i monocytéw wystepuje, odpowiednio, kilkaset-kilka
tysigcy czasteczek TLR4 w stosunku do okoto 100 000 czasteczek CD14. Na istnienie
dwoch drég internalizacji LPS wskazywal Kitchens i wspotautorzy badajacy pobieranie
LPS przez transfekowane komorki THP-1 wyrazajace CD14 stosujac technike mikroskopii
elektronowej. Analiza ilo§ciowa czastek ztota koloidalnego obrazujacego lokalizacjg LPS
wykazala, ze komorki internalizuja LPS zaréwno w pecherzykach nieoptaszczonych jak i
optaszczonych klatryna, przy czym droga zalezna od klatryny stanowi tylko 1/10 calej puli

internalizowanego LPS [97].
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Zwiazek tej ostatniej Sciezki z internalizacja receptora TLR4 na drodze generacji
sygnatu wydaje si¢ prawdopodobny, ze wzgledu na dane wskazujace na udziat w nim
dynaminy, innego biatka kluczowego dla tego procesu [102]. W naszych badaniach
hamujacy wplyw na produkcj¢ cytokin prozapalnych stymulowana przez LPS wykazywat
dynasor, inhibitor aktywnosci GTPazy dynaminy, a takze pitstop-2, inhibitor interakcji
cigezkiego tancucha klatryny z biatkami pomocniczymi (Rye. 6.15). Wyniki te wskazuja na
udzial klatryny i dynaminy w procesie generacji sygnaléow przez receptor TLR4 1
pozwalaja na powiazanie internalizacji aktywowanego receptora TLR4 z klasyczna
endocytoza receptorowa (patrz Tabela 3.1). Silne hamowanie produkcji chemokiny
RANTES przez dynasor bylo zgodne z wczesniejszymi wynikami wykazujacymi, ze
uruchomienie $ciezki zaleznej od TRIF wiaze si¢ z endocytoza aktywowanego TLRA4.
Uwaza sig, ze proces ten skorelowany jest z dysocjacja tandemu adaptorow TIRAP-
MyD88 od domen TIR receptora, co stwarza mozliwos¢ interakcji z nimi kolejnej pary
adaptorow — TRAM 1 TRIF. Czynnikiem kontrolujacym asocjacje/dysocjacje pierwszej
pary adaptorow TIRAP-MyD88 z receptorem TLR4 wydaje si¢ by¢ wysoki poziom
PI(4,5)P, w btonie komodrkowej. Spadek poziomu PI(4,5)P, w btonie endosomoéw prowadzi
do uwolnienia biatek TIRAP i MyD88. Asocjacja drugiej pary adaptorow TRAM-TRIF z
receptorem TLR4 w blonie endosomow jest z kolei utatwiona przez mirystoilacj¢ biatka
TRAM [102, 269, 270].

Inkubacja komoérek z dynasorem i pitstop-2 wywierala negatywny wptyw nie tylko na
produkcje RANTES, ale tez na produkcje TNFa, ktéra aktywowana jest na $ciezce
MyD88-zaleznej 1 nie powinna zaleze¢ od internalizacji TLR4. Nalezy jednak pamigtac, ze
na S$ciezce zaleznej od TRIF rowniez dochodzi do aktywacji (pdznej) czynnika
transkrypcyjnego NF«kB, kontrolujacego ekspresje genu kodujacego TNFa, dlatego tez
wylaczenie tej $ciezki moze znalez¢ odbicie w nizszej produkcji TNFa (patrz 3.2.4.2). Z
drugiej strony, nasza analiza poziomu receptora TLR4 na powierzchni komorek oraz
catkowitej ilosci tego biatka w komodrkach poddanych dziataniu dynasoru wskazuje, ze w
tych warunkach LPS przyspiesza zanikanie TLR4 z powierzchni komorek i degradacje
receptora (Ryec. 6.16). Te efekty moga prowadzi¢ do ostabienia odpowiedzi prozapalnej na
obu $ciezkach sygnatowych receptora TLR4. Wynik ten jest sprzeczny z doniesieniami
Kagana i1 wspotpracownikow [102], wedlug ktérych inkubacja makrofagéw mysich
pochodzacych ze szpiku kostnego z dynasorem przeciwdziatata internalizacji TLR4,
utrzymujac jego staly poziom na powierzchni komorek poddanych dziataniu LPS. W

chwili obecnej nie potrafimy wyjasni¢ przyczyn tej sprzecznosci. Niemniej jednak
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wykazaliSmy, ze nadprodukcja nieaktywnej enzymatycznie dynaminy-2 K44A takze
prowadzita do obnizenia poziomu TLR4 w komérkach RAW?264, nawet bez ich stymulacji
przez LPS (Ryec. 6.16). Wyniki badan z uzyciem dynasoru i zmutowanej dynaminy,
aczkolwiek wstgpne, sugeruja, ze ingerencja w $ciezkg endocytozy zaleznej od dynaminy
sprzyja degradacji receptora. Moze to wynika¢ z ,,przekierowania” receptora TLR4 ze
Sciezki endocytozy zaleznej od dynaminy i klatryny, na inna, sprzyjajaca jego intensywnej
degradacji. Istnieja nieliczne dane wskazujace, ze tego typu ,,niekanoniczna” endocytoza
utatwia degradacjg proteolityczng receptora EGF oraz TGF-B. Receptory te pobierane w
obrgbie pecherzykéw oplaszczonych przez klatryng aktywuja komorki, podczas gdy
pobrane droga alternatywna (zalezna od kaweoli w przypadku receptora TGF-) ulegaja
wzmozonej degradacji [271, 272].

Znamienne jest rowniez, ze zaden ze stosowanych inhibitoréw endocytozy dynamino- i
klatryno-zaleznej nie zahamowat internalizacji wysokiego stezenia lipopolisacharydu;
wrecz przeciwnie, w ich obecnosci obserwowany byl prawie 30% wzrost pobierania 1000
ng/ml LPS-AF488 przez komorki (Rye. 6. 14). Potwierdza to, ze $ciezka detoksykacyjna
lipopolisacharydu nie jest zalezna od klatryny i dynaminy i nie wymaga udzialu TLR4. Co
wigcej, wyniki te stanowia pierwsza poszlake, ze obie Sciezki internalizacji LPS sa ze soba
powiazane i podlegaja wzajemnej regulacji.

Internalizacja wysokich stezen LPS. Internalizacja wysokiego stgzenia, 1000 ng/ml,

LPS-AF488 przez komorki J774 byta hamowana o okolo 70-80% w obecnosci siarczanu
dekstranu, kompetycyjnego inhibitora blokujacego wiazanie LPS do receptorow
zmiataczy. Podobnie silnie internalizacja byla hamowana przez przeciwciato 4Cl,
uniemozliwiajace wiazanie LPS do CD14 (Rye. 6.12 A i 6.17 A). Przy tak znacznej
redukcji internalizacji LPS przez oba czynniki mozna zalozy¢, ze CD14 i receptory
zmiatacze nie sa w stanie wzajemnie kompensowac swojego udziatu w internalizacji LPS i
prawdopodobnie wspdlpracuja ze soba w tym procesie.

CD14. Na udzial biatka CD14 w internalizacji LPS wskazywaly wspomniane juz
wczesniej wyniki badania nad pobieraniem LPS przez transfekowane komoérki THP-1
wyrazajace CD14 [97]. Z drugiej strony, pobieranie LPS przy udziale receptorow
zmiataczy zachodzi takze w komorkach bez ekspresji CD14, takich jak komorki
endotelialne [179, 183]. Wydaje si¢ wigc zasadne wnioskowac, ze opisany w niniejszej
pracy mechanizm internalizacji wysokich stezen LPS wymagajacy wspolpracy CD14 i
receptoréw zmiataczy jest typowy dla komorek takich jak makrofagi, wyposazonych w

CD14 1 receptory zmiatacze. Sugesti¢ t¢ popieraja wyniki prac prowadzonych na
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monocytach izolowanych z myszy pozbawionych ekspresji CD14, w ktérych internalizacja
LPS byta silnie uposledzona [179].

Internalizacja 1000 ng/ml LPS przez komorki J774 w znacznym stopniu uzalezniona
byta tez od obecnosci bialek surowicy. Pobieranie LPS byto zredukowane o okoto 70%
podczas stymulacji komérek w pozywce pozbawionej FBS (Ryc. 6.18 A); blokowanie
wigzania LPS do CD14 w tych warunkach nie przynosilo juz dalszego spadku
internalizacji LPS. Sladowe wiazanie i internalizacja LPS obserwowane bez udziatu biatek
surowicy 1 CD14 zachodzi¢ moze przy udziale wybranych receptorow zmiataczy klasy A,
zdolnych wiaza¢ agregaty LPS badz innych biatek, takich jak integryny [173]. Wsrod
biatek surowicy decydujaca role w utatwianiu internalizacji wysokich stezen LPS ma
prawdopodobnie LBP, na co wskazuje wspomniana wcze$niej rola w biatka CD14 —
glownego akceptora LPS zwiazanego z bialkiem LBP w surowicy [76]. W tym $wietle, w
komorkach takich jak J774 mniejsza rolg¢ w internalizacji endotoksyny wydaje si¢ mie¢
bezposrednia interakcja LPS z receptorami zmiataczami, potencjalnie ulatwiona przez
asocjacje LPS z lipoproteinami obecnymi w surowicy [184, 185]. Podobnie, inkubacja LPS
z albumina, zdolna utatwiaé transport LPS do receptora Cla-1, receptora zmiatacza klasy B
[62], nie umozliwiala efektywnej internalizacji LPS. Wyniki naszych badan zgodne sa z
koncepcja, ze wiazanie LPS przez CD14 wymaga uprzedniego utworzenia kompleksu
lipopolisacharydu z LBP w surowicy [79, 273]. Zwiazane przez CD14 monomery LPS
moga nastgpnie trafi¢ do receptoroOw zamiataczy.

Bardzo dobrze udokumentowany jest udziat biatek LBP i CD14 w aktywacji komoérek
przez LPS (patrz 3.2.3.2 oraz [92-94]). Badania prowadzone na myszach pozbawionych
ekspresji CD14 wykazaty, ze udziat CD14 jest niezbgdny, aby uruchomi¢ produkcje
cytokin prozapalnych na obu $ciezkach sygnalizacyjnych receptora TLR4 w odpowiedzi na
iniekcje LPS chemotypu ,,gladkiego”, uzywanego takze w naszych do§wiadczeniach [68].
Szczegdtowe prace prowadzone na hodowlach makrofagéw i komorek dendrytycznych
wyizolowanych z myszy oraz na komorkach HEK293 transfekowanych ¢cDNA obu
receptorow LPS ujawnily, ze przy st¢zeniu powyzej 100 ng/ml ,,gladki” LPS jest w stanie
czgsciowo aktywowaé TLR4 bez udziatu CD14 prowadzac do uruchomienia produkcji
cytokin na $ciezce sygnatowej zaleznej od MyDS88 [95, 274]. Udzial CD14 wydaje si¢
jednak niezbedny do uruchomienia drugiej ze $ciezek sygnatowych receptora TLR4,
zaleznej od udziatu biatka adaptorowego TRIF [68, 95]. Te zalezno$ci potwierdzity prace
prowadzone rownolegle w naszej Pracowni, ktore ujawnity, ze blokowanie wiazania LPS

do biatka CD14 prowadzi do okoto 80% hamowania produkcji TNFa stymulowanej przez
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10 ng/ml LPS, mniejszego hamowania (okoto 35%) w obecnosci 100 ng/ml LPS oraz
bardzo wyraznego, 50-70% hamowania produkcji chemokiny RANTES niezaleznie od
stezenia LPS uzytego do stymulacji komorek (dane nie prezentowane).

Udziat biatka CD14 zaréwno w aktywacji odpowiedzi prozapalnej komoérek J774 przez
LPS jak 1 ,niesygnalowej” internalizacji wysokich stgzen tej endotoksyny pozwala
umiesci¢ CD14 w centrum interakcji pomigdzy receptorem TLR4 1 receptorami
zmiataczami. Przypuszczamy, ze po zwigzaniu LPS CD14 przenosi endotoksyng na TLR4,
a jej nadmiar na receptory zmiatacze. Kiedy wigzanie LPS do receptoréw zmiataczy jest
blokowane, na przyktad w obecnosci siarczanu dekstranu, zwigkszona aktywacja TLR4
moze powodowac silny wzrost produkcji TNFa 1 RANTES, siggajacy, odpowiednio, 75% 1
100% (patrz Ryc. 6.19).

Receptory zmiatacze. Silne zahamowanie internalizacji wysokiego stgzenia (1000

ng/ml) LPS w obecnosci siarczanu dekstranu wskazuje na udzial receptorow zmiataczy w
internalizacji duzych dawek tej endotoksyny. Wyniki te sa zgodne z wczesniejszymi
danymi wskazujacymi na udzial tych receptorow w neutralizacji LPS [180, 182]. Na
szczegllna uwage zastuguja nasze wyniki, ktore wskazuja, ze zablokowanie wiazania LPS
do receptorow zmiataczy w obecnos$ci siarczanu dekstranu prowadzi do wzmozenia
produkcji TNFa 1 RANTES (patrz Ryc. 6.19). Sa one kolejna wskazowka, ze w
komorkach J774 szlak ,,niesygnatowej” internalizacji wysokich stezen LPS jest powigzany
zwrotnie ze §ciezkami aktywujacymi odpowiedz prozapalna.

Pozytywny wptyw siarczanu dekstranu na produkcje cytokin prozapalnych moze by¢
skutkiem kilku zjawisk, ktéore nalezy wzia¢ pod uwage podczas analizy wynikow.
Pierwszym jest mozliwe zanieczyszczenie siarczanu dekstranu endotoksyna badz innymi
produktami bakteryjnymi o aktywnos$ci prozapalnej [275]. Druga mozliwo$¢ to potencjalna
zdolno$¢ siarczanu dekstranu do tworzenia komplekséw z LPS i utatwienia jego transportu
do receptora TLR4. Zastosowane kontrole pozwalaja jednak z duza doza pewnosci
wykluczy¢ wplyw tych efektow na obserwowane zjawiska. Nie stwierdzono istotnie
podwyzszonej produkcji cytokin przez komorki inkubowane z siarczanem dekstranu bez
lipopolisacharydu, ani tez inkubowane z analogiem strukturalnym tego inhibitora,
siarczanem chondroityny (patrz Ryc. 6.19). Mozna zatem stwierdzi¢, ze podwyzszona
aktywacja komorek w obecnos$ci siarczanu dekstranu jest skutkiem hamowania wigzania
lipopolisacharydu do receptor6w zmiataczy, co moze intensyfikowa¢ przenoszenie

lipopolisacharydu z CD14 na TLR4.
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Dane literaturowe wskazuja na kilka receptoréw zmiataczy z klasy B, ktore moga by¢
zaangazowane w te procesy, m.in. CD36, LIMP-2 i SR-B1 (oraz jego ludzki ortolog, Cla-
1). Nalezy jednak zauwazy¢, ze biatkom tym przypisuje si¢ takze udzial w fagocytozie
bakterii 1 generacji sygnatlu prozapalnego [62, 64, 276, 277]. Receptor CD36
wspotwystepuje z biatkiem CD14 w czasie stymulacji komorek lipopolisacharydem, na co
wskazuje analiza wykonana za pomoca techniki rezonansowego przeniesienia energii
fluorescencji (FRET), a zatem CD36 moze by¢ potencjalnym ,partnerem” CD14 w
pobieraniu LPS [278]. Kierujac si¢ ta przestanka przeprowadziliSmy wstgpne badania przy
uzyciu przeciwciata blokujacego wigzanie LPS do CD36 i nie stwierdzilismy
zahamowania internalizacji 1000 ng/ml LPS-AF488 w jego obecnosci (dane nie
prezentowane). Ponadto, w odniesieniu do CD36 i receptora SR-B1/Cla-1 istnieja dane
wskazujace, ze receptory te aktywuja odpowiedZz prozapalna w wyniku stymulacji przez
LPS, niezaleznie od TLR4 [64, 276]; podobnie, LIMP-2 wydaje si¢ promowa¢ odpowiedz
prozapalna na infekcj¢ makrofagow przez Listeria monocytogenes [277]. Taka
autonomiczna, prozapalna aktywno$¢ wymienionych receptoréw nie byta obserwowana w
toku przeprowadzanych przez nas do§wiadczen. Nie bez znaczenia jest tez fakt, ze CD36
nie wiaze siarczanu dekstranu i zwiazek ten nie jest preferowanym ligandem dla
receptorow zmiataczy klasy B [279].

Podazajac tym tropem, receptoréw odpowiedzialnych za internalizacje wysokich
stgzen LPS przez komorki J774 nalezy poszukiwaé wséréd receptorow o
udokumentowanym wiazaniu siarczanu dekstranu. Naleza do nich receptory zmiatacze
klasy A, a takze receptor LOX-1 (ang. lectin-type oxidized LDL receptor 1), SREC-1 (ang.
scavenger receptor expressed by endothelial cell-I) 1 SR-PSOX/CXCL16 (ang. scavenger
receptor that binds phosphatidylserine and oxidized lipoprotein/chemokine (C-X-C motif)
ligand 16 z klasy E, F 1 G receptorow zmiataczy [63, 258, 280]. Badania prowadzona w
naszej Pracowni wykazaty, ze przeciwcialo neutralizujace SR-PSOX znosito czgsciowo
pozytywne dziatanie siarczanu dekstranu wywierane na produkcje¢ TNFa stymulowana
przez 100 ng/ml LPS [280].

Szczegolnie interesujace wydaja si¢ doniesienia, ktére opisuja interakcje receptorow
TLR ze zmiataczami klasy A, gléwnie z SR-A1 (CD204) i MARCO (ang. macrophage
receptor with collagenous structure), odpowiedzialnymi m.in. za niezalezna od opsonin
fagocytoze bakterii i innych czastek przez makrofagi i komorki dendrytyczne [275, 281,
282]. Wigkszos¢ dostepnych danych sugeruje udzial obu tych receptorow w regulacji

odpowiedzi prozapalnej stymulowanej przez ligandy receptoréw TLR. Udziat obu tych
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receptorow jest jednak inny, pomimo strukturalnego podobienstwa i zdolnosci do wiazania
tych samych ligandow przez SR-A i MARCO [283]. Receptor MARCO zdaje sig
wspotuczestniczy¢ w produkceji cytokin prozapalnych stymulowanej przez LPS oraz
dwumykolan trehalozy, sktadnik $ciany komoérkowej Mycobacterium tuberculosis; w tym
drugim przypadku wspoétdziatajac z receptorami CD14 1 TLR2 [283, 284]. Makrofagi
izolowane z myszy pozbawione ekspresji MARCO produkowaty mniej IL-12 w
odpowiedzi na stymulacj¢ LPS, a takze mniej TNFa, IL-6 1 IL-1f w odpowiedzi na
stymulacj¢ przez dwumykolan trehalozy [284]. Natomiast dane dotyczace udziatu
receptora SR-A1 w aktywacji makrofagdéw sugeruja raczej jego rolg przeciwstawna do roli
receptora MARCO, przypisujac SR-A funkcj¢ negatywnego regulatora reakcji prozapalne;.
W makrofagach SR-A1” i organizmach myszy SR-Al” obserwowano bowiem
zwigkszona produkcj¢ TNFa oraz IL-6 1 IL-12 [283, 285, 286]; podobne efekty wykryto
rowniez w komodrkach dendrytycznych [287]. Bazujac na tych spostrzezeniach receptorowi
SR-A mozna przypisac rola protekcyjna wobec nadmiernej stymulacji komorek przez LPS,
ktéra wynika ze zdolno$ci SR-A do internalizacji wysokich stezen LPS; taka tez byla
interpretacja roli SR-A proponowana przez innych badaczy [182, 285, 288, 289]. Migdzy
innymi, Mukhopadhyay i wspotautorzy na podstawie badan prowadzonych na myszach
SR-A1” i MARCO™ postuluja, ze receptory te ograniczaja generacj¢ sygnalu
prozapalnego przez receptory TLR4, poniewaz promuja internalizacj¢ LPS 1 fagocytozg
bakterii Gram-ujemnych [289]. Ostatnie badania przezywalnosci myszy pozbawionych
ekspresji SR-A 1 MARCO zwracaja jednak uwage, ze rola tych receptorow w regulacji
odpowiedzi na LPS moze si¢ zmieni¢ z protekcyjnej na promujaca odpowiedz prozapalna
wraz z rozwojem infekcji bakteryjnej [288].

W trakcie przygotowywania niniejszej rozprawy ukazata si¢ praca Yu i wspotautoréw
[286], w ktorej udokumentowano zwigkszona produkcje TNFa oraz IL-18 w komoérkach
stymulowanych lipopolisacharydem w obecnosci fukoidanu, innego zwiazku wiazacego
si¢ preferencyjnie z receptorami zmiataczami klasy A [290]. Dane te pokrywaja si¢ z
naszymi obserwacjami efektow dzialania siarczanu dekstranu na stymulowang przez LPS
produkcje TNFa i chemokiny RANTES (patrz Rye. 6.19). Wskazuja one, ze blokowanie
interakcji LPS z SR-A upos$ledza neutralizacj¢ wysokich stezen endotoksyny prowadzac do
wzmozone] odpowiedzi prozapalnej makrofagéow. Warto podkresli¢, ze w przytoczonych
pracach nie analizowano czy ,wykluczenie” receptoréw zmiataczy istotnie hamuje

wiazanie i internalizacj¢ LPS przez komorki.
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Nieliczne doniesienia wskazuja na mozliwos¢ selektywnej regulacji jednej ze $ciezek
sygnatowych receptora TLR4 przez SR-A1. Wyniki Seimona 1 wspdtautordw sugeruja, ze
receptor ten moze hamowac $ciezke zalezna od TRIF i w ten sposéb promowaé apoptoze
komorek [291]. Z drugiej strony, Yu i wspotautorzy [292] wykazali hamowanie aktywacji
NFiB przez receptor SR-A1 na S$ciezce zaleznej od MyD88 poprzez interakcjg tego
receptora z biatkiem TRAF6. W naszym doswiadczeniach nie zaobserwowalismy, aby
wiazanie siarczanu dekstranu do komorek wptywato preferencyjnie na ktora$ ze $ciezek
sygnatlowych receptora TLR4. Obecno$¢ tego zwiazku wzmagata produkcj¢ zaréwno
TNFa jak i RANTES (Rye. 6.19), sugerujac, ze wplyw siarczanu dekstranu dotyczy
jednego z pierwszych etapow aktywacji receptora TLR4. Biorac pod uwage uposledzone
wigzanie LPS do receptorow zmiataczy w obecno$ci siarczanu dekstranu uwazamy, Ze
efekt jego dzialania moze polega¢ na zahamowaniu internalizacji LPS (Sciezka
,hiesygnalowa”) i przekierowaniu wigkszej puli endotoksyny z CD14 na receptor TLR4.

Wspoldzialanie receptorow zmiataczy z TLR4 i CD14 w odpowiedzi na LPS.

Schemat z ryciny 7.1 przedstawia proponowany przez nas model wspoétdzialania
receptoréw zmiataczy z receptorami TLR4 i CD14 w odpowiedzi komoérek J774 na LPS.
Uwazamy, ze receptory zmiatacze wplywaja hamujaco na aktywacje odpowiedzi
prozapalnej komodrek poprzez indukowanie internalizacji wysokich stezen LPS 1
ograniczenie dostgpnosci endotoksyny dla receptora sygnalowego - TLR4. Przemawia za
tym wspomniany juz wyzej wpltyw siarczanu dekstranu na produkcj¢ TNFa i RANTES, a
zatem brak jego selektywno$ci wobec $ciezek sygnatowych receptora TLR4. Biatko CD14
jest kluczowym czynnikiem utrzymujacym w réwnowadze odpowiedz prozapalna zalezna
od udzialu TLR4 i wyciszajaca t¢ reakcje internalizacj¢ LPS, ktéra angazuje receptory
zmiatacze (Rye. 7.1 A, C). Udzial CD14 umozliwia jednocze$nie modulowanie zaleznos¢
tych dwoéch procesow w odpowiedzi na zmieniajace si¢ st¢zenia lipopolisacharydu w
srodowisku. W proponowanym scenariuszu, CD14 przekazuje preferencyjnie obecny w
niewielkich ilo$ciach w $rodowisku LPS na receptor TLR4, zapewniajac inicjacjg
odpowiedzi prozapalnej. Uzycie inhibitoréw endocytozy dynamino- i klatryno-zaleznej
hamuje generacje¢ sygnatu na $ciezce zaleznej od TRIF, sprzyjajac internalizacji LPS przez
receptory zmiatacze. Zauwazalna w tych warunkach degradacja TLR4 takze moze utatwiac
zwigkszony transfer LPS z CD14 na receptory zmiatacze i promowac pobieranie
endotoksyny przez komorki na drodze ,,niesygnatowej” (Rye. 7.1 C). Wraz z pojawieniem
si¢ w srodowisku wyzszego stezenia LPS jego nadmiar zostaje w coraz wigkszym stopniu

przekazywany z CD14 na receptory zmiatacze, co prowadzi do usuwania i detoksykacji
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Ryc. 7.1. Wspotdziatanie CD14, TLR4 i receptoréw zmiataczy (SR) w regulacji odpowiedzi komorek
na lipopolisacharyd. A — stymulacja komorek przez wysokie st¢zenie LPS; B — pozytywny wplyw
siarczanu dekstranu na produkcje TNFa i RANTES; C - zahamowanie produkcji cytokin pod
wplywem inhibitorow endocytozy zaleznej od klatryny i dynaminy. Szczegotowy opis w tekscie.

? - Udzial réznych szlakéw internalizacji i degradacji receptora TLR4 jest prawdopodobny, ale
nieustalony. Rowniez obecno$¢ CD14 w pecherzykach optaszczonych przez klatryng oraz CD14 i
TLR4 w pecherzykach zawierajacych LPS jest obecnie niepotwierdzona.
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endotoksyny. Jest prawdopodobne, ze aktywuja si¢ wtedy rowniez inne mechanizmy
negatywnej regulacji odpowiedzi prozapalnej, opisane we Wstgpie do niniejszej pracy. Do
takich mechanizméw nalezy wykryta przez nas aktywacja sfingomielinaz i generacja
ceramidu, prowadzaca do zahamowania produkcji TNFoa. Zjawiskiem sprzyjajacym
wyciszaniu odpowiedzi prozapalnej jest takze zanikanie receptorow TLR4 i CDI14 z
powierzchni komorek stymulowanych przez LPS z jednoczesnym spadkiem catkowitej
illoSct TLR4 w komoérkach, prawdopodobnie w wyniku wewnatrzkomorkowe;j
proteolitycznej degradacji receptora. Redukcja ilosci CD14 na powierzchni komdrek moze
by¢ tez wynikiem uwalniania tego biatka z blony komorkowej do $rodowiska (ang.
shedding), aczkolwiek ten aspekt byt pominig¢ty w naszych badaniach. Obnizanie poziomu
TLR4 i CD14 na powierzchni btony komoérkowej obserwowali$my przede wszystkim w
komorkach poddanych dziataniu wyzszych stezen LPS, ktére angazowaty tez receptory
zmiatacze. Ta korelacja moze sugerowaé, ze TLR4 i CDI14 internalizowane sa w
kompleksie z receptorami zmiataczami 1 LPS, i ta droga internalizacji sprzyja ich
degradacji. Odwrotne zjawisko — podnoszenie si¢ poziomu CD14 i TLR4 na powierzchni
komorek wykrylismy w komodrkach poddanych dziataniu siarczanu dekstranu (patrz Rye.
6.20). Obserwacje te potwierdzaja istnienie zwiazku pomigdzy aktywnoscia receptorow
zmiataczy 1 internalizacja TLR4 i CD14. Naruszenie tego zwiazku moze prowadzi¢ do
nagromadzenia TLR4 i CD14 na powierzchni komérek w wyniku ,recyklingu” tych
receptoréw do btony komodrkowej z kompartymentdow wewnatrzkomorkowych [126, 162].
Pozytywny wptyw siarczanu dekstranu na produkcj¢ TNFa i RANTES moze zatem by¢
sumarycznym skutkiem wigkszej dostepnosci LPS dla TLR4 jak i wyzszego poziomu

receptorow TLR4 1 CD14 na powierzchni komorek.

7.2. Obnizanie ekspresji TLR4 i CD14 na powierzchni komoérek jako

mechanizm ograniczania nadmiernej aktywacji makrofagow

Badania mikroskopowe uchwycity wspotwystepowanie receptora CD14 i TLR4 w
komorkach stymulowanych przez LPS i wskazaly jednoczesnie na duza dynamike tej
interakcji. Zar6wno w badaniach mikroskopowych jak i cytometrycznych zauwazalny byt
ubytek TLR4 z powierzchni komoérek poddanych dziataniu 1000 ng/ml LPS. Towarzyszyta
mu redukcja powierzchniowego poziomu CDI14, chodz istotna tylko w komdrkach
adherentnych.

Bazujac na tych wynikach oraz danych literaturowych dotyczacych przemieszczania

si¢ receptorow TLR4 1 CDI14 pomigdzy blona komodrkowa a organellami
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wewnatrzkomorkowymi [126, 162, 293], mozna wnioskowaé, ze zmiana ekspresji 1
lokalizacji tych receptorow na powierzchni komorek jest istotnym mechanizmem
regulujacym odpowiedz komorek na stymulacje lipopolisacharydem. Interesujace jest, ze
poziom CD14 wykazuje stabszy i powolniejszy spadek w odpowiedzi na wysokie stezenie
LPS niz TLR4. Koreluje to z postulowana rola biatka CD14 w internalizacji 1 detoksykacji
endotoksyny (patrz 7.1). W przypadku TLR4, komorki prawdopodobnie utrzymuja
rownowage pomigdzy btonowa pula receptora rozpoznajaca lipopolisacharyd w
srodowisku 1 zlokalizowana wewnatrzkomérkowo pula TLR4, ktéora moze stuzyc
rozpoznawaniu endotoksyny fagocytowanych bakterii [134]. Uznaje sig, ze niewielka
powierzchniowa ekspresja TLR4 jest czynnikiem ograniczajacym odpowiedz prozapalna
[263, 264]; zmniejszanie btonowej populacji tego receptora w obecnosci wysokiego
stezenia LPS moze by¢ zatem efektywna strategia ograniczenia nadmiernej aktywacji
komorek.

Niemniej jednak, wyniki dotychczasowych badan na temat zmian poziomu TLR4 i
CDI14 na powierzchni komorek przynosily sprzeczne wyniki. W wielu przypadkach
badania te nie pozwolily na stwierdzenie zmian poziomu powierzchniowego TLR4 pod
wplywem stymulacji LPS. Zmian tych nie wykryto w serii do§wiadczen przeprowadzonej
przez Medvedeva 1 wspotpracownikéw na komorkach linit HEK293 1 CHO wyrazajacych
TLR4, CD14 i MD-2, a takze w ludzkich monocytach i makrofagach ptucnych [294-296].
Podobne wyniki przyniosty badania nad poziomem CD14 prowadzone na linii ludzkich
komoérek THP-1 oraz ludzkich monocytach i makrofagach plucnych [165, 297-299].
Istnieje jednak réwnie pokazna liczba danych wskazujacych na obnizanie poziomu
powierzchniowego TLR4 w odpowiedzi réoznorodnych komorek na stymulacjg LPS [129,
300-302]. Ustalono, ze TLR4 internalizowany w komorkach stymulowanych przez LPS
ulega degradacji lizosomalnej, z udzialem GTPazy Rab7b [137] i proteasomalnej, zaleznej
od biatek Hrs 1 Triad3A [129].

Zrédet tych rozbieznosci mozna si¢ doszukiwaé w odmiennych modelach
komorkowych stosowanych w badaniach, réznych stgzeniach, chemo- i1 serotypach
uzywanego lipopolisacharydu oraz innych warunkach w przeprowadzania do$wiadczen.
Dodatkowy problem stanowi trudno$¢ detekcji powierzchniowego receptora TLR4, ze
wzgledu na jego niski poziom. W tym kontekscie opracowana technika detekcji
powierzchniowego TLR4 przy uzyciu izotopowo znakowanych przeciwcial stwarza

mozliwo$ci analizy poziomu TLR4 w komoérkach o niskiej ekspresji tego receptora.
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7.3. Udzial sfingolipidow w regulacji odpowiedzi komorek na LPS

Nasza badania wykazaly, ze wyciszenie ekspresji genéow kodujacych kwasna i
neutralng sfingomielinaze¢ oraz uzycie inhibitorow tych enzymoéw istotnie zwigkszato
produkcj¢ TNFo przez komorki J774. Sfingomielinazy sa enzymami katalizujacymi
hydroliz¢ sfingomieliny do ceramidu i fosfocholiny. Hydroliza sfingomieliny jest gtéwnym
zrédtem ceramidu w komorce, mniejsze ilosci tego lipidu powstaja w wyniku syntezy de
novo. Najwigksze ilosci sfingomieliny w komorce zlokalizowane sa w btonie komodrkowe;,
z czego okoto 80% w jej zewngtrznej warstwie [167, 304]. W czasie aktywacji niektorych
receptorow btony komorkowej, lub pod wplywem czynnikéw fizycznych (np. ultrafioletu),
aktywacji ulega kwasna i/lub neutralna sfingomielinaza (ASMaza i NSMaza), co prowadzi
do generacji ceramidu w obu listkach btony komoérkowej [305]. Ceramid zlokalizowany po
stronie cytoplazmatycznej blony kontroluje aktywnos$¢ wybranych enzymoéw, takich jak
fosfatazy PP1 i PP2A oraz niektore izoformy kinazy biatkowej C. Sfingomielina
zewngetrznego listka blony komorkowej jest substratem dla niewielkiej puli kwasnej
sfingomielinazy przenoszonej na powierzchni¢ aktywowanych komorek. Z uwagi na
topografig, aktywno$¢ biologiczna ceramidu zewngtrznej warstwy btony komodrkowej
interpretowana jest jako efekt wywierany przez ten lipid na organizacj¢ sktadnikow btony
komorkowej — ich mikroagregacj¢ w ptaszczyznie btony, lub wymuszona inwaginacje
btony [167, 306]. StwierdziliSmy, ze stymulacja komorek przez LPS prowadzi do wzrostu
poziomu ceramidu w komorkach, w tym do pojawienia si¢ ceramidu w zewngtrznej
warstwie btony komorkowej (Rye. 6.2). Wzrost catkowitego poziomu ceramidu byt jednak
umiarkowany (18-27%), co odpowiada wcze$niejszym danym [307]. Powolny i znaczny -
kilkukrotny - wzrost poziomu ceramidu notuje si¢ w komorkach ulegajacych apoptozie
[167]. Zahamowanie aktywno$ci neutralnej jak i kwasnej sfingomielinazy prowadzito do
wzrostu produkcji TNFa stymulowanej przez LPS (Ryc. 6.3 i 6.4), a zatem oba te enzymy
uczestniczyly w generacji ceramidu kontrolujacego ten proces.

Wzrost poziomu TNFa towarzyszacy dezaktywacji ASMazy i NSMazy wskazuje, ze
ceramid powstajacy przy udziale tych enzymow jest negatywnym regulatorem produkcji
tej cytokiny w komorkach stymulowanych przez LPS. Przeciwnie, dezaktywacja ASMazy
(ale nie NSMazy) hamowata produkcje RANTES, wskazujac, ze pula ceramidu powstajaca
dzigki ASMazie jest wymagana do powstania i uwolnienia tej chemokiny z komorki.
Zaobserwowanie zahamowania produkcji RNTES wymagalo znacznego obnizenia
aktywnosci ASMazy, co osiagano poddajac komorki dzialaniu imipraminy, inhibitora tego

enzymu. Zjawisko to nie byto wykrywane w komorkach, w ktorych aktywnos¢ ASMazy
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eliminowano w mniejszym stopniu poprzez wyciszanie jego ekspresji (Rye. 6.3 i 6.4.,
[268]), zapewne ze wzgledu na mniejsza efektywnos¢ tego procesu. Ceramid obnizat tez
produkcje MIP-2, innej chemokiny produkowanej, podobnie jak TNFa, na $ciezce zaleznej
od MyD88 [268]. Obserwacje te moga sugerowaé, ze ceramid, a przynajmniej jego pula
generowana przez ASMaze, kontroluje procesy decydujace o ,,przetaczaniu” aktywacji
receptora TLR4 ze $ciezki zaleznej od MyD88 na szlak niezalezny do tego biatka.
Procesem takim moze by¢ klatryno-zalezna endozytoza aktywowanego receptora TLRA4.
Zgodnie z tym zalozeniem wykazano ostatnio, ze generacja ceramidu przez ASMazg
warunkuje wnikanie receptora transferyny do dotkow optaszczonych przez klatryne.
Wyciszenie ekspresji tego enzymu i dziatanie imipraminy indukowalo bowiem asocjacje
receptora transferyny z tratwami lipidowymi [308]. Ponadto, wzrost poziomu
komodrkowego ceramidu w wyniku ingerencji w metabolizm tego lipidu prowadzil do
szybkiego zanikania TLR4 z powierzchni komoérek stymulowanych przez LPS [309].
Badania te sugeruja, ze ceramid powstajacy w zewnetrznej warstwie blony komorkowej w
wyniku dziatania ASMazy moze ulatwia¢ wnikanie TLR4 do dotkow oplaszczonych przez
klatryng.

Wydaje sig, ze przeciwstawny efekt aktywnosci ASMazy wywierany na produkcje
TNFo/MIP-2 1 RANTES nie jest jednak skutkiem prostego przesunigcia rOwnowagi w
kierunku jednego z tych procesow przez ceramid. Sugestia taka wynika ze skomplikowania
procesow metabolizmu ceramidu w komorce. Ceramid moze ulega¢ fosforylacji lub by¢
hydrolizowany do sfingozyny, ktdra z kolei jest fosforylowana do sfingozyno-1-fosforanu;
pochodne ceramidu wywieraja czgsto efekty biologiczne przeciwstawne do efektow
dzialania samego ceramidu. Badania prowadzone w naszej pracowni wykazaty, ze fosforan
ceramidu hamuje produkcje TNFa, ale juz nie chemokiny MIP-2 [310]. Doniesienia
literaturowe wskazuja na hamujacy wptyw wywierany przez ceramid generowany przez
ASMazg na etapie potranslacyjnych modyfikacji i sekrecji TNFa [171].

W niniejszej pracy wstgpnie scharakteryzowaliSmy $ciezke internalizacji wysokich
stezen LPS. Wyrozniata ja wrazliwo$¢ na dzialanie egzogennej bakteryjnej
sfingomielinazy, jak rowniez zalezno$¢ od stopnia spolimeryzowania aktyny. Uwaza sig,
ze niektore procesy internalizacji zachodzace bez udziatu klatryny 1 dynaminy
kontrolowane sa przez poziom sfingomieliny w blonie komérkowej [212]. Cechy wykryte
przez nas w odniesieniu do procesu internalizacji wysokich st¢zen LPS wykazuje
internalizacja czastek kontrolowana przez biatko Cdc42 (Tabela 3.1), ale pelna

charakterystyka tego procesu wymaga dodatkowych badan.
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8. Podsumowanie i wnioski

1. LPS indukuje produkcj¢ cytokin prozapalnych przez komoérki J774 na Sciezce
zaleznej 1 niezaleznej od MyD88 z odmienna dynamika: produkcja cytokiny TNFa,
powstajacej na S$ciezce zaleznej od MyD8S8, osiaga szczyt po 4 godzinach stymulacji
komorek przez nizsze stgzenia LPS (10-50 ng/ml). Dhuzsza stymulacja oraz obecno$¢
wyzszych stgzen LPS (100-1000 ng/ml) prowadza do zahamowania produkcji TNFa przez
komorki, wskazujac na wilaczajace si¢ w tych warunkach mechanizmy negatywnie
regulujace ten szlak sygnalowy receptora TLR4. Natomiast produkowana na $ciezce
niezaleznej od MyD88 chemokina RANTES wydzielana jest do srodowiska z opdznieniem
w porownaniu z TNFa; jej poziom osiagal plateau przy okoto 100 ng/ml LPS, ale podnosit
si¢ wraz z czasem stymulacji komorek.

2. Nasze badania wykazaty, ze jednym z czynnikow negatywnie regulujacych
produkcje TNFa jest ceramid, powstajacy w wyniku hydrolizy sfingomieliny przez kwasna
1 neutralng sfingomielinazg. Wyciszenie ekspresji genéw kodujacych te enzymy, a takze
dziatanie ich inhibitor6w w sposob istotny zwigkszalo ilos¢ TNFa uwalnianego przez
stymulowane komorki (dane literaturowe sugeruja, ze ceramid hamuje potranslacyjne
modyfikacje tego biatka). Przeciwnie, silne obnizenie aktywnos$ci kwasnej sfingomielinazy
w wyniku dziatania imipraminy, inhibitora tego enzymu, prowadzilo do zahamowania
produkcji chemokiny RANTES. Ceramid moze regulowaé produkcj¢ RANTES ufatwiajac
endocytoze receptora TLR4, ktora warunkuje uruchomienie z blony endosoméw $ciezki
sygnatowej niezaleznej od MyD88.

3. Badania immunofluoresencyjne wykazaty, ze rozmieszczenie i ilo$¢ receptoréw LPS
- CD14 i TLR4 - na powierzchni aktywowanych komorek ulegaty zmianom: receptory
TLR4 1 CDI14 przemieszczaly si¢ w rejon krawedzi wiodacej aktywnych ruchowo
komorek, gdzie wspotwystepowaty. Wspotwystepowanie to bylo jednak przej$ciowe,
wskazujac na duza dynamike interakcji obu receptoroéw indukowana przez LPS.

4. Zgodnie z wynikami obserwacji mikroskopowych analiza cytometryczna i
radioizotopowa poziomu CD14 i TLR4 na powierzchni komdrek wykazaty, Zze stymulacja
komoérek wysokim stgzeniem lipopolisacharydu, 1000 ng/ml, powoduje znaczny spadek
poziomu powierzchniowego TLR4 (0 45%) 1 nieco mniejszy ubytek CD14 zauwazalny juz
po 1-2 godzinach stymulacji. Efekt ten byt skorelowany z obnizeniem catkowitej ilosci

TLR4 (o 30%) w komodrkach. Wyrazna redukcje poziomu TLR4 i CDI14 indukowata
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wielogodzinna (okoto 18-godzinna) aktywacja komorek przez LPS. Efekt ten uwidaczniat
si¢ glownie w przypadku stymulacji komorek przez 100-1000 ng/ml LPS. Redukcja
powierzchniowego i catkowitego poziomu TLR4 i CD14 moze by¢ zatem jednym z
elementow wyciszajacych odpowiedz prozapalna komorek.

5. Duze stezenie LPS (1000 ng/ml) byto pobierane przez komoérki w sposob zalezny od
biatka CD14 1 receptorow zmiataczy. Proces ten nie wymagat jednak udziatu receptora
TLR4, co wskazuje, ze nie indukowal on odpowiedzi prozapalnej i stuzyt neutralizacji LPS
przez jego wewnatrzkomorkowa detoksykacjg.

6. Zablokowanie wiazania LPS do receptorow zmiataczy przez kompetycyjny ligand
(siarczan dekstranu) hamowalo o 70% internalizacj¢ duzych stezen LPS, ale jednoczes$nie
prowadzito do dwukrotnego wzrostu ilosci produkowanych w tych warunkach cytokin
prozapalnych, TNFo i RANTES.

7. Wykrylismy, ze pod wplywem siarczanu dekstranu ilo$¢ receptorow CD14 i TLR4
na powierzchni komorek zwigkszata sig, co moze przyczynia¢ si¢ intensyfikowania
odpowiedzi prozapalnej w tych warunkach.

8. Inhibitory endocytozy zaleznej od klatryny i dynaminy hamowaty produkcj¢ TNFa i
chemokiny RANTES, wskazujac na klatryno- i dynamino-zalezna endocytoz¢ jako istotna
dla generacji sygnalow przez aktywowany receptor TLR4. Jednoczesnie, zahamowanie
tego szlaku endocytozy prowadzilo do wzmozonego pobierania wysokich stgzen LPS
przez komorki. Dane te ponownie wskazuja na istnienie przeciwwagi szlakow
aktywujacych odpowiedz prozapalna komoérek na LPS 1 procesu internalizacji duzych
stezen endotoksyny.

9. Nasze dane wskazuja, ze przeciwwaga odpowiedzi prozapalnej komoérek 1 procesu
neutralizacji duzych stgzen LPS moze by¢ podyktowana udziatem CDI14 w obu tych
zjawiskach. CD14 przekazuje LPS na TLR4, co uruchamia obie $ciezki odpowiedzi
prozapalnej. Uruchomienie $ciezki sygnatowej niezaleznej od MyD88 wymaga klatryno- 1
dynamino- zaleznej endocytozy TLR4 wraz z ,,sygnalowa” (niewielka) pula LPS. Nadmiar
LPS przekazywany jest natomiast z CD14 na receptory zmiatacze, ktore umozliwiaja

internalizacje¢ i1 detoksykacje tej endotoksyny.
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