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Abstrakt

Ve vyzkumu onemocnéni centralni nervové soustavy stale vice vyvstava vyznam TLR
dependentni signalizace v mikrogliich. Jak MyD88 zavisla, tak TRIF zavisla draha, které vyuzivaji TLR,
vyvolavaji sekreci prozanétlivych cytokinti aktivaci transkripénich faktord, naptfiklad NF-kB. Tato
exprese nasledné polarizuje celou mikroglialni populaci do prozanétlivého fenotypu. Za fyziologickych
Jakmile se aktivuji do prozanétlivého fenotypu, jsou spojeny se zanétem a v piipad¢ pfilisné aktivace
také s neurodegeneraci. Vyzkum signalnich systéma TLR v mikroglidlnich populacich je klicovy pro
pochopeni komplexnich patologii nervového systému, a presna znalost asociovanych mechanismi se

muze ukazat velmi uzite¢nou v navrhovani novych terapeutickych piistupti.

Klicova slova: Mikroglie, signalni systémy Toll-like receptorii, Myd88, TRIF, neuroinflamace,

neurodegenerace
Abstract

Emerging importance of TLR signalling in microglia has been suggested by various studies of
neuroinflammation. Both MyD88 dependent and TRIF dependent pathways used by TLR induce
secretion of proinflammatory cytokines in microglia by the activation of transcriptional factors such as
NF-kB. This in turn polarizes the whole microglial population to a proinflammatory phenotype. Under
physiological conditions microglia express various anti-inflammatory and growth factors and serve in
the maintenance of the CNS. Once activated, microglia are connected to neuroinflammation and in the
case of overactivation to neurodegeneration. Research of TLR signalling in microglial populations is
important for our understanding of complex pathologies of the central nervous system. Moreover, exact

knowledge of associated mechanisms might prove very useful in finding new therapeutic approaches.

Key words: Microglia, signalling systems of toll-like receptors, Myd88, TRIF, neuroinflammation,

neurodegeneration
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1.

Uvod

Zanétlivé a degenerativni procesy v centralni nervové soustaveé pfedstavuji vyznamné ohrozeni
celého organismu. Rezidentni makrofagy centralni nervové soustavy, gliové buiiky nazyvané mikroglie,
hraji v téchto procesech zasadni ulohu. Jsou jedinymi imunokompetentnimi buifikami pfitomnymi za
fyziologického stavu v CNS. Navic se také ucastni vyvoje, udrzby a regenerace CNS. Jsou typické bud’
mikroprostfedi, v némz jsou pfitomny. Toto nastaveni mikroglialni populace ma poté dalekosédhle
disledky v celé CNS. V ramci studia signalizace v mikrogliich se n¢kolik poslednich let dostavaji do
popiedi zajmu receptory TLR. Ty patti do skupiny PPRs, detekuji PAMPs a DAMPs specificky pro
kazdy ze 12 subtypt receptoru u mysi (TLR 1-9, TLR 11-13) a z 10 subtypt u ¢lovéka (TLR 1-10). A
pokryvaji tak antigenni detekci Castic od vird, ptes houby az po prvoky. Signalizace TLR utilizuje hlavné
dvé signaliza¢ni drahy, MyD88-dependentni drahu a TRIF-dependentni drahu. Ty amplifikuji signaly
pres signalozomy slozené z proteint rodin IRAK a TRAF, a ptes spojené kinazy aktivuji transkripcni
faktory naptiklad NF-xB a AP-1 a také sit’ kinaz MAP. Aktivace téchto proteinti s prozanétlivym
pusobenim, pak vede k produkci prozanétlivych cytokint, naptiklad IL-1, IL-6, TNF-a. Ty plsobi na
dalsi ptitomné bunky a zpisobuji ptfechod celé populace do prozanétlivého fenotypu, ktery nasledné usti
bud’ ve vyfeseni nastalé situace anebo v jeji pfechod do chronického patologického stavu. Dale se také
aktivuji transkripéni faktory z rodiny IRF, které aktivuji imunitni odpovéd’ proti virim. Cilem prace je
nastinit dosavadni poznatky o funkci a priitbéhu TLR-dependentni signalizace v mikrogliich, jejiz dalsi
vyzkum se jevi byt kli€ovym pro UspéSny postup v feseni celé fady patologii CNS, jako jsou zénéty,

hypoxie anebo neuropsychiatrickd onemocnéni.

Mikroglie

Rezidentnimi makrofagy centralni nervové soustavy jsou gliové builkky nazyvané mikroglie.
Koncept existence gliovych bunék v rdmci nervové tkan€ pochazi jiz z konce 19. stoleti, ovSem byl to
teprve Spanél Santiago Ramén y Cajal, kdo odlisil riizné typy gliovych bunék od sebe. Jim navrzenou
teorii tfi bunécénych typl posléze rozsitil v sérii prilomovych ¢lankii Pio del Rio Hortega definovanim
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mikroglii, oligodendrocytd a astrocytd '. Mikroglie zodpovidaji za celou paletu funkei v ramci

ontogeneze a Udrzby nervové soustavy. Utastni se napiiklad fagocytozy apoptotickych bunék a

2 3

buné¢ného odpadnu °, poskytovani podpurnych rdstovych faktorti neuronim v pribéhu vyvoje °,

procesu obmény myelinu 4, organizace synaptickych spojeni * a kontroly neuronalni excitability ©.

Procentualni zastoupeni mikroglii v ramci nervové tkané je odvislé od anatomické oblasti,
kterou popisujeme. U mysi je to mezi 5 % a 12 % celkové bun&né populace 4, u ¢lovéka se pak
zastoupeni pohybuje mezi 0,5 % a 16,6 % procenty celkové bunééné populace. Obecné 1ze konstatovat,
ze v bilé hmot¢ je koncentrace vétsi nez v hmot¢ Sedé a ze lze nejvice mikroglii nalézt v prodlouzené
miSe a nejméné v Sedé kiife mozecku 7. Ve fyziologickych podminkéach vykazuje lokalni koncentrace

mikroglii v tkanich silnou zavislost jak na daném mikroprostiedi, tak na signalech, které pfitomné bunky
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ziskavaji z okoli. Pokud dojde k vychyleni fyziologického stavu, jsou mikroglie schopné velmi flexibilni
zmény morfologie a exprese povrchovych antigend, rapidni proliferace, vyrazné fagocytické aktivity a
exocytozy prozanétlivych faktort jako jsou chemokiny a cytokiny, spolu s reaktivnimi formami kysliku
a dusiku - ROS a NRS #!°. Fenotyp mikroglii v rdmci onemocnéni je odvisly od komplexni interakce
mezi patologii, pfitomnymi populacemi neuronti, astrocytd, oligodendrocytii a samotnych mikroglii a
také na mikroprostfedi, v jehoz ramci interakce probiha. Zavisi tedy jak na konkrétni patologii, tak na

jeji lokalizaci v ramci centralni nervové soustavy ',

Teorii mezodermalniho (myeloidniho) ptivodu mikroglii piedstavil uz jejich objevitel Pio del
Rio Hortega !. T piestoze byl pozdé&ji postulovan jejich pivod jako ektodermalni, byla tato teorie
jednoznacné potvrzena recentni studii mapujici bunééné osudy '2. A&koli neni zndm presny transkrip&ni
program determinujici mikrogliogenezi, bylo zjisténo, ze prekurzory mikroglii v rané embryogenezi
jsou CD45" ¢-kit" erytromyeloidni kmenové butiky. Subpopulace téchto bunék projde okolo E 8.0 pod
vlivem IRF8 a AMLI signalizace transformaci z CD45" CX3CR1™ c-kit" na CD45" CX3CRI1" c-kit a
zapocne kolonizaci nervové tkané za pomoci MMP-9 a MMP-8§ | a to kratce po vytvotfeni primitivniho
ob&hového systému >4, Po vstupu do neuralni trubice zaénou progenitory CD45" CX3CRI1" tlumit
expresi pro makrofagy typického proteinu F4/80 a vykazovat typickou mikroglialni morfologii a
fagocytickou aktivitu apoptotickych neuronti '*. Populace takto vzniklych mikroglii je v pribéhu Zivota
udrzovéna vyhradné délenim, ptispévek infiltrujicich makrofagi k ni je prakticky zanedbatelny '>16, Je
tak jedinou populaci myeloidnich bunék ve zdravém mozku. Ostatni myeloidni bunky, napiiklad
makrofagy vzniklé délenim kmenovych bunék z kostni dfen€, mohou infiltrovat nervovou tkan v ptipade
akutniho zanétu, ¢i v piipad€ zniCeni rezidentni populace '"'®. Za normdlniho stavu jsou pfitomny

v okoli nervové tkang, tj. v mozkovych obalech a choroidnim plexu .

Mikroglialni populace v mozku jsou stratifikovany jak funk¢né, tak morfologicky. Popis této
stratifikace doznal béhem posledniho desetileti velmi rapidniho vyvoje, stejné jako popis obecné
klasifikace makrofagi. PGvodni terminologie zalozend na stavu aktivace piredstavend Millsem
piedpokladala existenci dvou jasné odliSitelnych stavi, a to klasického — M1 a alternativniho — M2 .
Oba tyto stavy jsou definovany expresi riznych metabolickych programi, pro prvy z nich je typicka
prozanétliva aktivita, produkce, ROS, NRS IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 a TNF-a '*2, Je soucasné
spojeny s aktivaci pomoci LPS, ¢i IFN-y. Naproti tomu stoji typ aktivace alternativni, ktery vykazuje
aktivitu protizanétlivou, produkuje trofické faktory jako TGF-B, BDNF, GDNF a protizanétlivé
cytokiny IL-1 a IL-4 2*2*, Zaroveh je pravé témito cytokiny modulovan 2. Vzhledem k neustale
narustajicimu se mnozstvi poznatkd, a to zv1asté v in vivo situacich, dnes jiz tato klasifikace nedostacuje.
Ukazuje se, ze fenotyp aktivace makrofagli mize byt smiSeny. Snaha o piedstaveni modelu, ktery by
1épe vystihl skuteCnou situaci stale probiha. V minulosti se objevil napf. model rozsifujici pocet stavi
na 3, a to regulacni, aktivovany a poSkozeni regenerujici 2. Ani tento model oviem neni idealni, podle

rozsahlé studie transkriptomu situaci ziejme nejlépe vystihuje model popisujici aktivaci jako spektrum,



tj. komplexni soubor mezistavii vedoucich od jednoho extrému k druhému. Na finalni podob¢ tohoto
modelu vSak dosud neni konsensus >’~?°. Dle Murraye a kol. by méla byt klasifikace makrofagt in vitro
provadéna na zékladé vétsiho poctu faktord, a to konkrétniho organismu, zptisobu izolace bunécné
populace, doby a podminek péstovani v kultufe, piivodu a koncentrace diferenciacnich cytokint,
vytézku makrofagt/velikosti ptivodni populace, aktivacnich podminek a zptisobu zpracovani a nasledné
analyzy. Pro analyzu makrofagt in vivo, by mél byt pouzivan minimaln€ systém zalozeny na aktivacnich
standardech, které predstavuji jednotlivé extrémy mezistavl, a které jsou v ¢lanku dale specifikovany

30, Prozanétlivy“ a ,,protizanétlivy* fenotyp si pak Ize piedstavit jako pohyb po ose aktivace (obr. 1).

Protizanétlivy fenotyp Prozanétlivy fenotyp

Obr. 1: Spektrum aktivaénich stavii makrofagl. Pfevzato a upraveno *°.
Agggf‘/% B T%
c !EE%Z D ’; : L
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Obr. 2: Morfologie mikroglii *'. A, B jsou mikroglie rozvétvené, C, D mikroglie hypertrofované, E, F

mikroglie chundelaté. Améboidni mikroglie nejsou pro zjednoduseni zobrazeny.

Se stavem aktivace mikroglii souvisi také fenotyp jejich morfologie, a to nepifimo. Miizeme
rozlisit tii az &tyfi zdkladni typy morfologii *2. Zakladnim a zaroven klidovym stavem je stav takzvané
rozvétvené mikroglie. Mikroglie v tamto stavu neustdle skenuji své okoli rozsahlymi vybézky
cytoplazmatické membrany ve snaze lokalizovat mozné poSkozeni, zatimco jejich téla zlstavaji téméft
stacionarni, jsou kulovitd s velkym jadrem a malym mnozstvim perinuklearni cytoplazmy. Rozvétvené
mikroglie zodpovidaji hlavné za udrzbu nervové tkang. Poskytuji neuroniim neurotrofni faktory 3, maji

neuroprotektivni Gi¢inek ** a odpovidaji na stres **. Za fyziologickych podminek je v tomto morfotypu



vétsina mikroglialni populace *. Dals§im morfotypem jsou mikroglie améboidni. Tento stav je typicky
hlavné pro vyvijejici se nervovou soustavu *° a zanét %, je to stav morfologicky nejpodobnéjsi klasickym
makrofagiim. 3. Ttetim typem je morfotyp mikroglie intermedidlni, ktery je jesté dale mozno rozdélit
na mikroglie hypertrofované a mikroglie chundelaté. Pficemz jak mikroglie hypertrofované, tak
mikroglie chundelaté maji podobny tvar jako mikroglie rozvétvené, ale vetsi téla a silngjsi vybezky.
Mikroglie chundelaté maji navic vyrazné redukovanou slozitost rozvétveni a o to rozsdhlejsi téla, viz
obrazek 2 *!. Do tohoto déleni neni tradi¢né fazen posledni typ, a to je pénovy makrofag. Ty vznikaji,

pokud mikroglie pohlti pomoci svych scavenger receptor (napiiklad TLR 3°) velké mnozstvi

lipoproteinti, které v nich zagreguji. Tento fenotyp je typicky pro roztrouSenou sklerdzu, kde mikroglie

40,41

internalizuji myelin

Aktivace |
I Problém

vyfesen

Aktivaéni
signal

Obr. 3: Fenotypy mikroglii a jejich charakterizace dle K. Kosse. Pievzato a upraveno **.

Zaroveh byl také navrzen systém, ktery ¢astecné piekryva jak fenotyp aktivace, tak morfotyp *2. Ten
rozliSuje 4 fenotypy mikroglii, a to mikroglie klidové, aktivované, pfipravené a hyperaktivované
(obr. 3). Dle tohoto systému je za fyziologickych podminek majorita mikroglii ve stavu klidovém, tyto
mikroglie vykazuji rozvétveny morfotyp, produkci protizanétlivého IL-10, BDNF, GDNF. Po pfijeti
signalu o zanctu, nebo poskozeni, (napiiklad LPS, INF-y) pfechazeji klidové mikroglie do stavu
aktivovan¢ho, s morfotypem améboidnim, az hypertrofovanym. Aktivované mikroglie rapidné
proliferuji, vykazuji fagocytické schopnosti, sekreci prozanétlivych cytokinii, ROS a NRS. Pokud
nedojde aktivaci mikroglii k vyfeSeni problému, mohou mikroglie pfejit do fenotypu
hyperaktivovaného. Ten vykazuje vyraznéj§i prozanctlivou aktivitu a chundelaty morfotyp.

Hyperaktivované mikroglie navic rekrutuji astrocyty, ty v jejich pfitomnosti hypertrofuji, navysuji
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produkci GFAP a pii fyzickém poskozeni CNS tvoii gliové jizvy . Tento fenotyp je spojen s celou
fadou patologii CNS *5, Mimo né mlizeme jesté rozlidit fenotyp pfipraveny, ten je od klidového
odlisitelny sniZzenou produkci neurotrofnich faktori a odliSnym sloZzenim membranovym proteind —
hlavné zvySenou produkci CD68 a MHC 11 #°, Tento ma pravdépodobné pamétovou funkci a po aktivaci

muze piechazet ve fenotyp hyperaktivovany *2.

3. Signalni systémy TLR receptori
Signalizace TLR receptoril utilizuje dvé signalizacni drahy, a to MyD88 dependentni drahu a
TRIF dependentni drahu. Signal je veden pies efektorové kinazy, MAP kinazy a IKK kinazy *.
S vyjimkou TLR3, ktery vyuziva pouze adaptér TRIF, amplifikuji vS8echny TLR receptory MyD88
zéavislou aktivaci MAP a IKK kinaz pies drahy zahrnujici IRAK kindzy *® a adaptéry TRAF, pies které
je vedena i alternativni TRIF dependentni draha *. I pies zdanlivé pomé&mé homogenni podobu

signalizace je u ni vyvolana genova exprese specificka, a to diky zapojeni dalSich adaptorovych proteinti.

3.1.Asociované signalni molekuly
MyD88

1 27 72 120 155 296

MyD88

Obr. 4: Struktura proteinu MyD88. Vyznaceny jsou DD doména a v ramci ni misto pro vazbu proteint

IRAK (27-72), ID doména a TR doména. Pfevzato a upraveno 3

Gen MyD&88 byl poprvé popsan roku 1990 jako jeden z genli se zvySenou expresi pii 1L-6
dependentni myeloidni diferenciaci *'. Tento cytosolicky adaptorovy protein je homologni cytosolickym
doménam proteini Toll u Drosophily a IL-1R u savct. MyD88 ucastni signalizace TLR receptord a
receptorii IL-18R a IL-1R %32, Jak je patrno z obrazku 4, tento protein se sklada ze tif dobfe vymezenych
domén, N — koncové DD domény, C-koncové TIR domény, a kratsi ID domény. DD doména je schopna
homotypické interakce s IRAK proteiny, ktera nakonec vede k aktivaci NF-xB a AP-1 3. TIR doména
zodpovida za homotypické (v néckterych piipadech i heterotypické) interakce s TIR doménu
obsahujicimi proteiny, jako jsou TLR **. Intermediarni doména slouzi jako spojka obou vySe zminénych,
a je zéasadni pro skladani proteinu, pfesnéji jeho DD domény (pravdépodobné vhodnou prostorovou
orientaci domén v prostoru *°. Jeji deleci pii sestfihu vznikd forma neschopna rekrutovat IRAK4 do
signaliza¢niho komplexu, a tim dochézi k inhibici dradhy vedouci k NF-xB, pficemz zlstava zachovana
aktivace MAP. Tento typ sestfihu je indukovan v ramci aktivace bunky ptfes TLR a plsobi tak jako

negativni regulace %7,



TRIF

TRIF je adaptorovym proteinem receptord TLR3 a TLR4. Na obrdzku ¢. 5 mizeme vidét, ze
funkéné je TRIF slozen z NTD domény, TIR domény, a RHIM domény, mimo nich obsahuje jeste
sekvence pro interakce s proteiny TRAF a TBKI. V sav€im organismu je obecné exprimovan
konstitutivné v nizké koncentraci, a difuzné rozptylen v cytoplasmé *°. Autoinhibice TRIF v klidovém

stavu je zajisténa interakci TIR domény s NTD doménou .

1 163 191-200 230-235 333-338 387 545 661 699 712

Obr. 5: Struktura proteinu TRIF. Vyznaceny jsou zleva NTD doména, mista pro interakci s TBK1
(191-200), s TRAF6 (230-235) a s TRAF2 (333-338), TIR doména a doména RHIM. Pfevzato a
upraveno %,

IRAK

Byly identifikovany 4 savéi proteiny patiici do rodiny kinaz IRAK a to IRAK-1 ¢!, IRAK-2 %,
IRAK-M %2 a IRAK-4 , viechny se ucastni MyD88 dependentni signalizace. Obecné se proteiny rodiny
IRAK skladaji ze tii domén, N — terminalni DD domény, zajistujici interakci s MyD88 a/nebo
dimerizaci, ProST domény a serin/threonin kinazové domény (pseudokinazové u proteinti IRAK-2 a
IRAK-M %+66). Na konci C-konci v8ech proteinti mimo IRAK4, pak najdeme zasadni TRAF6 vazebnou

doménu ¢’.
TRAF

Rodina s TNF asociovanych faktord se u savct sklada ze 7 proteinti, TRAF1-7 ®73, Proteiny
této rodiny jsou dulezitymi signalnimi molekulami, ucastni se napiiklad signalizace receptordi TNF-R,
RLR, IL-1R a TLR #7475 Jsou proto zasadni pro modulaci zan&tu a apoptdzy. Kromé proteinu TRAF 1
maji na N-konci RING doménu, typickou pro E3 ubikvitin ligazy, nasledovanou sekvenci n€kolika
opakovani domény zinkového prstu, a doménou TRAF, ta zodpovida za vazbu molekul k receptorim a

za interakce s molekulami postavenymi niz v rimci signalni kaskady 7678,
Sit’ kinaz MAP

Sit’ kinaz MAP je komplexni regulaéni systém, ktery se sklada minimalné ze 3 pater na sobé
zavislych kinaz. Fosforylace jednotlivych pater kaskady umoznuje amplifikaci a integraci signalt

prichazejicich vyse ze signalni drahy. Nejvyssim patrem jsou MAP3K, které fosforyluji MAP2K, na

nichz jsou zavislé kinazy MAPK.



Hlavni MAP3K TLR signalizace je TAK1, kinaza trvale pfitomna v trimernim komplexu bud’
s proteiny TABI-TAB2 7% anebo TABI-TAB3 *. Ty zajiStuji vazbu komplexu na k-63

xza

polyubikvitinové fetézce a fyzické priblizeni TAKI1 a vySe postavenych clenid kaskady
pravdépodobné také ucastni aktivace MAP p38 *. Pod kontrolou TAKI se nachazeji kinazy
MKK4/MKK?7, které aktivuji INK1/JNK2 %, IKKp *, a nepiimo kindzy MKK3/MKK6 aktivujici MAP
p38 3687 3 MKK1/MKK2 kontrolujici ERK1/ERK2 3. Ty jsou podfazeny MAP3K TPL2, ktera je
inaktivovana komplexni vazbou na p105 a aktivovana jeho k-48 ubikvitinaci a odbouranim, které
indukuje TAK1 #°, Byly naznageny pochybnosti o vyznamu TAK1 v TLR dependentni signalizaci,
zakladaji se na pozorovanich provedenych v TAK 1"~ neutrofilech a makrofazich. V prvych zpiisobuje
delece navysenou expresi prozanétlivych faktorti a v druhych zlstava produkce zachovana, ale vyrazné
se zvySuje pravdépodobnost apoptdzy °!. Lze ovsem konstatovat, Ze za zvySenou apoptickou aktivitou
stoji pravdépodobné antiapoptické ucinky TAK1 °2. A za zvySenou/zachovanou produkci faktort pak
pravdépodobné stoji nahrazeni kinazy TAKI1 kindzou MEKKS3, ktera je za fyziologickych podminek
pod negativni regulaci TAK1 **. Dal3i asociovanou MAP3K je ASK1, ta se aktivuje nepfimo na zékladé
své inhibi¢ni vazby na thioredoxin **. Ten je vyvéazan po interakci s ROS indukovanymi pravé TLR,
vyvéazany ASK1 tvofi signalosom a aktivuje MKK3/MKK®6, a tedy MAP p38 . A posledni je vyse

zmitiovana MEKK3, jejiz role v signalizaci neni objasnéna %7,

U savcl existuji tfi obecné typy kinaz MAPK, ERK, MAP p38 a JNK. Rodina kinaz MAP p38
ma v savéim organismu 4 distinktivni ¢leny p38a, p38p, p389, p38y, ty se lisi jak substratovou, tak
aktivacni specifitou. V populacich makrofagi je nejvice zastoupena p38a *®. Z rodiny kinaz ERK jsou
v sav¢im organismu nejzasadnéjsi ERK1/ERK2 % a z rodiny kinaz JNK potom JNK1/JNK2 ', Pod
kontrolu kindz MAP spada fada zasadnich bunécnych procest, napiiklad aktivace transkripcnich
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faktorti 1!, indukce pfestavby chromatinu ', regulace stability '® a lokalizace proteint '™, stability

mRNA '%, dynamiky cytoskeletu '° a nebo endocytdza ' &i apoptoza 17,

3.2.Asociované transkrip¢ni faktory
NF-xB

Signalizace zaloZena na rodiné jadernych faktorti kB je zasadni pro regulaci bunééné genové
exprese, a to hlavné v ptipadé zanétu '%. Proteiny NF-«xB pfedstavuji archetyp faktoru rychlé odpovédi,
konstitutivné piitomného v cytoplazmé v neaktivni formé, a to bud’ prostym nesestfizenim anebo
interakci s rodinou proteind IkB %1%, Jsou konzervovany od Drosophil az k ¢lov&ku . Do dne$niho
dne bylo charakterizovano 5 jejich Clent, pS0 (prekurzor p105), p52 (prekurzor p100), RelA (p65), RelB
a c-Rel. Ty tvofi hetero- i homo-dimery, a vytvaii tak pravdépodobné 13 rtiznych NF-kB komplexd,
vétSinove aktivatorh transkripce, ovSem i zde se vyskytuji vyjimky, napiiklad homodimer p50/p50 !'2.
Stovky genti pod kontrolou NF-kB obsahuji charakteristicky témét palindromaticky konsensus sekvence
ato 5-GGGRNYYYCC-3' (R ptedstavuje purin, Y pyrimidin, a N jakykoli nukleotid). Tuto konsensus

sekvenci nazyvame kB '%%113,



NF-«B signalizace je aktivovana dvéma hlavnimi drahami, oznacovanymi tradi¢né jako klasicka
a alternativni. Ob¢ jsou z&vislé na asociovaném holokomplexu, IKK kindze, ten se sklada ze tfi proteind,
kinadz IKKa a IKKp a regulacni podjednotky NEMO, jinak také IKK. Ta slouzi jako scaffold a zajistuje
interakci s vySe postavenymi ¢leny kaskady pies M1-vazané ubikvitinové fetézce *"!'*. Sdm NEMO

muze byt navic K-63 ubikvitinovan, coZ vede k dalsi regulaci asociované signalizace ''°.

Alternativni cesta aktivovana naptiklad po interakci receptortt LTPR !¢, BAFFR '/, RANK '8
nebo CD40 '°, zavisi vyhradné na ¢innosti IKKa !?°, Zasadnim hra¢em alternativni signalizace je
protein NIK, ten se ve fyziologickych podminkach vyskytuje ve velmi nizké koncentraci, a to diky
neustalé degradaci indukované jeho interakci s proteinem TRAF3, ustici v ubikvitinaci a proteozomalni
degradaci. Po aktivaci spfazeného receptoru tento verbuje TRAF3 a zajist'uje jeho vlastni ubikvitinaci a
degradaci, coZ nasledné zajisti postupnou kumulaci NIK '*!. Tuto interpretaci siln& podporuje fakt
zastaveni signalizace po ablaci proteosyntézy '?2. P¥imym dasledkem tohoto nepiimého zplsobu
aktivace je velmi pomala kinetika signalizace, fadové pomalejsi neZ je kinetika u aktivace klasické 2.
S postupné narustajici koncentraci NIK dochazi k aktivaci IKKa, ktera za pouziti NIK jako dokovaci
platformy, fosforyluje né€kolik kritickych mist prekurzoru p52, p100. To vede k rozeznani p100
ubikvitinacnim komplexem, ubikvitinaci a 26S proteazomalni degradaci inaktivujici ¢asti, bez niz mize

protein translokovat do jadra a modulovat transkripci %124,

Klasicka cesta aktivace, typicka pro signalizaci PPR ', TNFR 2%, TCR !*” a BCR !%8, vyzaduje
ke svému spravnému priibéhu cely enzymaticky holokomplex 213, Signalizace za¢ina aktivaci IKKB
fosforylaci kindazou TAKI, IKKB ve své aktivni formé fosforyluje IxB navazany na NF-kB

komplex 33131,

Fosforylovany IkB je analogicky k alternativni cest¢ rozeznam ubikvitinacnim
komplexem, k-48 ubikvitinovéan a rozlozen 26S proteazomem '* (obr. 7). To vede k odhaleni jaderného
lokaliza¢niho signalu na NF-«xB a jeho translokaci do jadra, kde mtize modulovat transkripci. Mimo toho
aktivovana IKKf s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovida i za p100 analogické zpracovani proteinu p105

1 88,90

a tim za kontrolu jim inhibovaného TPL2, ktery navic aktivuje fosforylaci **”°, a fosforyluje transkripcni

faktor IRF5 '**. Vysadni postaveni IKKp v klasické cesté aktivace miize byt ¢aste¢né nahrazeno za

nepritomnosti/nefunk&nosti IKKP i kindzou IKKa 34133,

AP-1

Skupina transkripénich faktortit AP-1 patii stejné jako faktory NF-kB k zakladnim regulatorim
genové exprese, a to jak basalni, tak indukované. Jsou charakterizované vazbou na konsensualni
sekvenci 5'-TGAG/CTCA-3', oznac¢ovanou jako TRE 3¢, Skupina AP-1 je sloZena primarné z proteinii

137.138 "2 mimo nich je$té z proteinli podrodin ATF a JDP *%140_ Strukturné je pro tyto

rodin Jun a Fos
proteiny typicka konzervovana bZIP doména, tj. leucinovy zip v kombinaci se zakladni DNA-vazebnou
doménou. Aktivované faktory dimerizuji prostiednictvim leucinovych zipt, coz indukuje DNA-

vazebnou aktivitu dimeru. '*! Transaktivacni potencial jednotlivych dimerd lezi ve velkém rozmezi, od



silnych aktivatord, az k represorim, ¢imz je dosaZzeno vysoké heterogenity signalizace !4, Té
odpovida i velmi komplexni systém regulace faktortt AP-1, z néjz je nejdiilezitéjsi fosforylace faktort

AP-1 vyse postavenymi kindzami, napiiklad ERK, nebo JNK 44,
IRF

Rodina transkripcnich faktortt IRF, poprvé popsana roku 1988 na zaklad¢ pozorovani cDNA
genu pro IRF1, je zdsadnim hraCem v rdmci antivirové imunitni signalizace '*. Zajistuji napiiklad
kontrolu produkce Interferont 1. t¥idy, na které se podili i NF-xB a AP1 4¢147_ Je pro né typicka vysoce
konzervovana N-terminalni DNA-vazebna doména, IAD doména a neredundantni C-terminalni
doména, kde dvé& posledni spole¢né zajist'uji funkeni heterogenitu 8. DNA-vazebna doména rozeznava
typickou konsensudlni sekvenci nazyvanou ISRE, neboli 5'-AANNGAAA-3' ¥, JAD doména slouzi
k mediaci dimerizace nutné ke spravné funkci DNA-vazebné domény, a C-terminalni doména zajist'uje
regulaci funkce faktorti pies sva fosforylaéni mista **15°. V ramci proteinu jsou navic pfitomny
lokaliza¢ni signaly NES a NLS !4>151, TLR dependentni signalizace usti majoritné v aktivaci faktorti 3,

5a7 152,153

Pti hledani homologl primarni sekvence IRF1 byl charakterizovan konstitutivné exprimovany
faktor s vazebnou specifitou pro ISRE, IRF3 '3, Ten je v klidovém stavu diky piitomnosti jak NES, tak
NLS sekvence neustile exportovan mezi jadrem a cytoplasmou, a diky pfevaze NES signalu

151 Zaroven je v tomto stavu autoinhibovan a neschopen dimerizovat,

koncentrovan v cytoplasmé
pravdépodobné skrytim kli¢ovych zbytkil v hydrofobnim jadie '5>1°¢, K aktivaci signalizace je tak nutné
prevést IRF3 do aktivni konformace a zaroven jej zkoncentrovat v karyoplazmé. Toho je dosazeno
nékolikanasobnou fosforylaci na serin bohaté regula¢ni oblasti lokalizované na C-konci proteinu, ktera
zajist'uje pies drobnou konformacni zménu odkryti klicovych zbytka '*°. Aktivni forma proteinu je pak
transportovana do jadra, kde dimerizuje, interaguje s kofaktory CBP/p300, tim se lokalizuje
v karyoplasmé& %7, a kone¢né vykazuje specifickou DNA-vazebnou aktivitu '*®. Kinetika aktivace IRF3
je diky konstitutivni pfitomnosti faktoru v cytoplazmeé brzka, a praveé zde nalézame hlavni funkéni rozdil
mezi nim a faktorem IRF7. Jeho exprese je indukovana a klidova koncentrace prakticky nulova (stfedni
doba zivota je u IRF7 tadové nizsi nez u IRF3). Sam tak vykazuje pozdni kinetiku a diky pfimé
kooperaci s IRF3, kterym muze byt i indukovan, dava prostor pro zohlednéni vicenasobné aktivace
kaskady skrze pozitivni vazebnou smycku. Diky tomu prvotni aktivace IRF3 indukuje primarné
interferon B, a nasledné aktivace tstici v kooperaci IRF3/IRF7 indukuji jak interferon a, tak interferon
B 138 Dalsim rozdilem mezi obéma faktory je moznost aktivace IRF7 v ramci komplexu slozeného
z TLRY (TLR7), MyD88, proteinii IRAK, TRAF6 a IKKa v plasmatickych dendritickych buiikach,
pravdépodobné pod vlivem specifické lokalizace zde pfitomné signalizace 37162, Obdobnym
mechanismem muiZe byt aktivovan i IRF5 '3, ktery navic podléha aktivaci fosforylaci kindzou IKK '3,

153

IRF5 je v makrofazich exprimovan konstitutivné a zodpovidd mimo exprese interferond, také

naptiklad za expresi prozanétlivych cytokind, IL-6 a IL-12 '*°. Soucasna aktivace IRF5 a IRF7 vykazuje
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tvorbu interferon inhibujiciho heterodimeru IRF5/IRF7, ktery pravdépodobné zodpovida za utlumeni

antivirové imunitni odpovédi '%4.

3.3.MyD88 dependentni signalizace

Po navazani ligandu na LRR ektodoménu receptoru dochazi ke zméné konformace jeho TIR
domény, ta interaguje s TIR doménou MyD88, a zapocne kaskadu oligomerizace, a to jak jeho TIR, tak
DD domén ”°. Vznika hexamer, ktery nasledné rekrutuje 4 jednotky IRAK4, a komplex MyD88:IRAK4
je pak schopen rekrutovat 4 proteiny IRAK1 a/nebo IRAK2, a to pfes interakci DD domén. Tato
interakce déli MyD88 zavislou signalizaci na dvé ¢asoveé oddélené faze, Casnou (0-2 h) a pozdni (2-8
h), kde casna utilizuje IRAK1/IRAK2 a pozdni majoritné¢ IRAK?2 (vétsina IRAK1 je odbourana po 2-4
h). Diky tomu dochazi nejprve k velmi silné a rychlé aktivaci a nasledné k delsi aktivaci s nizsi
amplitudou 9. Komplex vSech 4 (pfipadné 3) proteinli nazyvame myddosom (obr. 6). Je to vrstevnata
struktura, kde jsou jednotlivé vrstvy interagujicich TIR a DD domén planarné v prostoru '>!%, Recentni
prace Moncrieffa a jeho spolupracovnikii poukazuje na moznost preformace signalozomu v cytoplazmeé
apriori aktivaci receptoru. Preformovany filament MyD88 by se m¢l aktivovat vazbou na TIR doménu
receptoru a nasledné rekrutovat IRAK4 *°. Po zformovani myddosomu je konformaéni zménou
indukovana autofosforylace IRAK4 7168 qutofosforylace IRAK1, a aktivace C-terminalni domény
IRAKI1 ' interagujici s TRAF6 ", Nasleduje dimerizace RING domén TRAF6 v ramci komplexu,
ktera usti v aktivaci epitopll interagujicich s ubikvintinacnim komplexem Ubc13—Uev1A a v kaskadu
k63 ubikvitinaci, a to nejprve samotného TRAF6, a poté proteini IRAKI1/IRAK2 '"!. Vzniklé

ubikvitinové fetézce, a to ziejmé ty na proteinech IRAK 1 (IRAK?2) '

, pak slouzi jako leSeni pro vazbu
dal§ich proteint, prvofadé komplexu TAK1-TAB 2 a komplexu IKK. Jeho vazba navic vyZzaduje
rozsifeni k-63 fetézcl o M1-vazané ubikvitinové fetézce komplexem LUBAC %, TAKI, navdzany na
polyubikvitinové fetézec pies komplex proteint TAB, podléhd k-63 ubikvitinaci, kterd indukuje
autofosforylaci a pievedeni proteinu do aktivni konformace %173, Ke spravnému priibéhu TAKI1
dependentni signalizace je nutné translokovat aktivovany komplex TAKI1-TRAF6 z tésné blizkosti
myddosomu, a tedy membrany, do cytoplasmy '”°. Tomu napoméaha k-48 ubikvitin ligaza B-TrCP1,
ktera vaze k-48 ubikvitin na IRAK 1, a podporuje tak uvolnéni TAK1-TRAF6 z myddosomu ', A také
autofosforylace IRAK4 indukovana jeho vazbou na myddosom, kterd snizuje stabilitu komplexu '®,
Aktivovany TAK1 v ramci IKK komplexu fosforyluje IKKp, tim spousti klasickou cestu NF-xB
aktivace (obr. 7) 813! indukuje zpracovéani p105 a tedy TPL2 dependentni signalizaci *° a fosforylaci

IRF5 33, Zaroven fosforyluje a aktivuje MKK4/MKK?7, které vzapéti aktivuji MAPK JNK 84,
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Obr. 6: Schématicky model myddosomu. V horni ¢asti obrazku se nachazi dimer TLR, ktery se sklada
z LRR domén, TM domén a TIR domén. Jimi interaguje s TIR doménami dvou MyD88, na nichz se na
zakladé nejprve TIR a DD a poté DD interakci formuluje zbytek signalosomu. V ramci n€j jsou jeste

vyznaceny KD domény na proteinech IRAK. Pievzato a upraveno 7.

3.4.TRIF dependentni signalizace

Analogicky MyD88 zavislé signalizaci dochazi po aktivaci receptoru k TIR:TIR interakci TRIF
s receptorem (Ci s adaptérem u TLR4, potazmo TLR2) a pravdépodobné ke konformacni zméné N-
termindlni domény TRIF, kterd doposud blokovala epitopy nutné k oligomerizaci a zabranovala tak
konstitutivni aktivaci °. Aktivovany TRIF difunduje do cytoplazmy (zatimco myddosom je tvoien
v tésné blizkosti receptoru), kde oligomerizuje spolu s proteiny NAP1 a RIP1 za vzniku Spalkovité
struktury ', Pfesny pribé&h této oligomerizace neni znam, vime ovSem, Ze je k jejimu spravnému
pribéhu nutna pfitomnost dalsich proteind, naptiklad 14-3-3 zeta !”’. Oligomerizace usti v dal§i zménu
v epitopu N-terminalni domény, ktera umoziuje proteinu interagovat s proteiny TRAF2/6 a TRAF3 '8,
ten do komplexu dale verbuje TBK1 a IKK¢£ '7°. Tyto proteiny fosforylaci aktivuji IRF3 '7 a také E3-
ubikvitin ligazu Pelil, ktera k-63 polyubikvitinuje protein RIP1 (nésledné je ziejmé také indukovéana

hybridni M1 polyubikvitinace pies LUBAC) %18 Polyubikvitinové fetézce na RIP1 nasledné funguji
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analogicky MyD88 dependentni signalizaci jako leSeni pro vazbu dalSi interagujicich partnert,
jmenovité komplexii IKK a TAK-TAB '8!, Po zformovani signalosomu indukuji proteiny TBK1 a IKK$
fosforylaci TAK1 a od ni odvislou klasickou cestu aktivace NF-kB a aktivaci kindz MAP 82183,

TLR1/2or TLR2/6 TLRS TLR4

= Extracelularnl prostfed|
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Obr. 7: Schematicky model TLR dependentni signalizace. Signalizace za¢ina dimerizaci TLR a interakci
jejich TIR domén s adaptorovymi proteiny. U MyD88 =zavislé signalizace nasleduje formace
myddosomu slozeného z proteini MyD88, IRAK4, IRAK1/IRAK?2, ktera usti v aktivaci TRAF6. Ten
vytvati leSeni polyubikvitinovych fetézci, které zajistuji interakci s komplexy TAK-TAB a IKK. Tato
interakce vede k oznaceni a odbourani IkB a aktivaci NF-kB, a k aktivaci kinaz MAP a nasledné
transkrip¢nich faktorti, naptiklad AP-1 nebo CREB 8%, TRAF6 navic indukuje aktivaci IRF5. U TRIF
dependentni signalizace dochéazi ke vzniku signalosomu obsahujiciho mimo jiné proteiny TRAF3,
PELil, TBK1 a RIP1. PELil vytvaii polyubikvitinové fetézce na RIP1, ty funguji jako leSeni pro
interakci s komplexem IKK. Tato interakce vede k aktivaci klasické NF-«kB cesty. TBK1 pak zajistuje

aktivaci IRF3 fosforylaci. Pfevzato a upraveno '”°.
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4. Toll-like receptory
Toll-like receptory jsou nejzdsadnéjsi dosud objevené receptory pro rozezndvani konzervovanych

patogennich vzort. Uplatiiuji se hlavné v rdmci vrozené imunity '3

, ale také jako propojeni mezi
imunitou vrozenou a ziskanou, jsou zdsadnim kostimula¢nim signadlem u APC (antigen presenting cell)
125 A {iCastni se i modulace samotné imunity ziskané . Je znamo 12 paralogti TLR u mysi TLR 1-9
a TLR 11-13 187138 3 10 paralogti u ¢lov&ka TLR 1-10 '3%1%°, Na zaklad& sekvenénich homologii mizeme
rodin7u Toll-like receptorti rozd¢lit do 7 podrodin a to TLR1, 2, 6, 10, TLR3, TLR4, TLRS, TLR7, 8,9
a TLR11, 12, 13. O posledni z nich existuje zatim pouze malé mnozstvi informaci, a proto nebude

v dal$im textu rozebirana '°' .

Bunky vrozeného imunitniho systému jsou schopny rozeznavat konzervované antigenni vzory
patogentl, naptiklad lipopolysacharid z bunécné st€ny gramnegativnich bakterii. Je-li tento injikovan do
organismu, zptisobuje silné, mnohdy Sokové imunitni reakce a v kombinaci s jinymi antigeny vykazuje
silné imunostimula¢ni u€inky. Az do 90. let minulého stoleti ovSem nebyl znam mechanismus této
percepce. Prilom pfisel se zjisténim, Ze proteiny rodiny Toll u Drosphily zajistujici v rané onotogenezi
ustanoveni dorsoventralni osy '*?, slouzi v dospé&losti jako receptory imunitniho systému. Tyto jsou
navic homologni lidskému receptoru pro interleukin 1, IL-1R 314, Po tomto zjidténi se v o¢ich védci
zacCala rysovat idea prastarého, evolu¢né konzervovaného imunitniho systému vyuzivaného pro detekci
antigennich &astic od Drosophily az po Hominidae, ktery uz piedtim nastinil C.A. Janeway '*°.
Rozpoutal se hon za objevem nové rodiny receptorti. Nejprve byl naklovan gen pro hToll a potvrzena

125" nasledné bylo identifikovano 5 homologi

jeho piedpovézena role v imunitnim systému
pojmenovanych TLR1-5 1°°. Aviak stéle zlistdvala oteviena otazka ligandd receptorti, bez niz nemohl
dalsi vyzkum pokracovat. Odpovéd’ na ni naSel profesor Beutler, ktery provadél studie na kmenech mysi
neresponzivnich k LPS. U nich nejprve prokazal bodovou mutaci/deleci v genu #/r4 a poté potvrdil, Zze
je tato zodpovédna za neresponzivni fenotyp '*’. Defakto tak ustanovil TLR4 jako receptor pro LPS a

tim zapocal jednu z velmi plodnych kapitol molekularni biologie, vyzkum signalizace TLR.

Strukturné jsou TLR pomémé konzervované. Sklddaji se z N-terminadlni LRR domény,
transmembranového helixu a C-terminédlni TIR domény. LLR doména receptori je slozend z 19-25 LLR
motivl bohatych na leucin, typickych pravidelnym rozmisténim hydrofobnich a variabilnich zbytka —
konsensus sekvence LxxLxLxxNxL "!. V prostoru ma diky tomuto rozmisténi doména tvar civky
stocené jako podkova. Konzervované hydrofobni zbytky mifi dovniti do proteinu a zodpovidaji za
konformac¢ni stabilitu, variabilni zbytky naopak mifi smérem ven z proteinu a U¢astni se rozeznani
ligandd. Pro stabilitu proteint je jesté navic zasadni sit’ vodikovych mistkli mezi konzervovanymi
asparaginy. Centrem proteinu je konkavni strana podkovy tvotfena -skladanymi listy, za jejichz formaci
zodpovidaji v ramci primarni struktury konzervované zbytky. Konvexni strana vykazuje vétsi variabilitu
v zavislosti na daném proteinu, i kdyz vétSinou zde nachazime kratké 3o a-helixy a paralelni obratky

198 Cytoplazmaticka &ést receptoru zodpovédna za nukleaci signalosomu je tvofena doménou TIR. Tato
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konzervovana struktura je slozend 5 z centralnich B-skladanych listii obklopenych z kazdé strany 5 a-
helixy. Po dimerizaci LLR domén a navazani ligandu, dochdzi k dimerizaci a aktivaci TIR domén, a to
dosud neobjasnénym mechanismem '*°. Aktivované TIR domény poté vstupuji do homotypickych TIR-
TIR interakci s adaptérovymi proteiny, které zodpovidaji za sprdvné a specifické zformovani
signalizaéniho komplexu 2®°. Receptory vzdy utilizuji vybranou kombinaci adaptorovych proteind,
typicky pro dany subtyp. Dosud bylo objeveno 5 téchto proteint, jsou jimi MAL, TRAM, SARM a vyse
zminované proteiny MyD88 a TRIF. Adaptér MAL zajistuje vazbu komplexi TLR2 a TLR4 a
signalozom@ obsahujicich MyD88 201202 adaptér TRAM fascilituje vazbu TRIF a TLR4 (piipadné
TLR2) 203204 3 SARM, asociujici s MyD88 i s TRIF, slouzi jako negativni regulator TLR signalizace

205,206

Pro spravné fungovani signalizace je velmi dulezité presné lokalizovani jednotlivych subtypi
receptord v ramci bunky. Lokalizace slouzi jako dalsi z os déleni rodiny TLR receptorti na dveé skupiny,
tj. TLR lokalizované primarné na extracelularnim povrchu buiiky — TLR 1, 2, 5, 6 27 a skupiny
lokalizované primarné intracelularné a to TLR 3, 7, 8, 9 2%82%° Tato lokalizace ma alespofi u skupiny
intracelularnich nékolik zasadnich funkci. Jsou jimi zaji$téni rozkladu a Gpravy antigennich ¢astic pred
detekci 2!°, Zajisténi aktivace antivirovych TLR pouze cizorodou DNA, po nahrazeni TM a TIR domén
TLR9 doménami TLR4 byl tento hybrid lokalizovan na povrchu makrofag a rozeznaval nikoli virovou,
ale vlastni DNA 2!, A také zaji$téni aktivace IRF3 drahy pouze endosomalnimi receptory. Toho je
pravdépodobné dosazeno zanedbatelnou koncentraci TRAF3 v okoli membrany. Bylo prokazano, ze po
cileném lokalizovani TRAF3 do prostoru membrany mohou utilizovat IRF3 cestu i jiné TLR 22, TLR2
muze byt ve specifickych situacich aktivovan v endolysosomu, a stane-li se tak vyuziva v aktivaci IRF3
drahy proteiny TRAM, TRIF, MyD88 a TRAF3 21321 Samotné tfidéni TLR zadind jiz v
endoplasmatickém retikulu, a u alespon u casti TLR podléha pod kontrolu lokaliza¢nich sekvenci
piitomnych v proteinu 2> TLR zde nejprve dosahuji spravného slozeni za pomoci chaperond, jako
jsou PRAT4A 2% a gp96 %7, a poté podléhaji exportu. Ten je u intracelularnich TLR kontrolovéan
chaperonem UNC93B1 %8, Diilezita je nasledné i pozice receptorii v ramci samotné membrany, ta je
heterogenni a vykazuje existenci oblasti bohatSich na sfingolipidy a cholesterol, které se nazyvaji
lipidické rafty '°. S lipickymi rafty je spojovana funkce fady proteinti TLR signalizace, naptiklad TLR4
220 a nebo proteinu MAL, ktery v lipidickém raftu interaguje s PtdIns(4,5)P, ?!.

V mikrogliich jsou TLR receptory exprimovany pomeérné universalné, s nejvétsim podilem
TLR2 a TLR3 2?2, Vyrazn&jsi expresi receptorti z populace mikroglii vykazuji hlavné ty lokalizované
v okoli mozkovych komor a obalii ?2*. TLR receptory exprimuji i astrocyty a oligodendrocyty a to TLR1-

4 222 Signalizace spojend s TLR receptory je klicova pro kontrolu fenotypu mikroglialni aktivace %

,a
to hlavné prostiednictvim indukce produkce prozanétlivych cytokint jako jsou IL-1B ?>*, TNF - a. 2% a

IL-6 226,
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4.1.TLR 1,2, 6, 10

Nejzéasadnéj$im receptorem této podrodiny je TLR2, ktery v antigenni detekci predominantné
kooperuje sreceptory TLR1 a TLR6. Spole¢né rozpoznavaji hlavné bakteridlni lipoproteiny,
TLR1/TLR2 detekuje primarné triacyl lipopeptidy a TLR2/TLR6 diacyl lipopeptidy. Receptory se
v klidovém stavu s nejvetsi pravdépodobnosti vyskytuji alespon v nizké koncentraci ve formé dimert,
které se aktivuji po interakci s ligandem '*°. Vazba TLR2 s partnery vyrazné navySuje potencial rozsahu
detekovanych &astic, ale u obou zachovéava uniformni signalizaci 2*’. Komplexy TLR2 rozeznéavaji také
naptiklad kyselinu lipoteichoovou 223, korové proteiny a serinovou proteazu hepatitidy C 2%°, LPS 3% a
nebo endogenni ligandy spojené s poskozenim tkané jako B-defensin-3 2*! a fragmenty kyseliny

hyaluronové 232,

Zda se, ze hlavnim mistem lokalizace receptorovych komplexii TLR2 je
cytoplazmatickd membrana, nachazeji se ovSem i v endosomech 2%, Navic existuji dikazy, Ze
v populacich monocytii mohou po lokalizaci do endosomu interagovat s adaptéry TRAM a TRIF a
aktivovat IRF3 2%, Poslednim ze skupiny je TLR10, v my$im modelu je po retrovirové inzerci piitomen
pouze jako pseudogen, coz ¢inilo jeho vyzkum dlouho velmi problematickym 233, Dnes jiz vime, Ze

slouzi s nejvétsi pravdépodobnosti k detekci dSRNA v endosomech 23

, a to s inhibi¢nim u¢inkem na
ob¢ drahy TLR signalizace. Toho je dosaZeno dosud nezndmym mechanismem ¥, Byla prokazana jeho

piima kompetice s TLR3, a inhibi¢ni interakce s komplexem zahrnujicim MyD88-IRF7 234,

4.2.TLR 3
TLR3 je jedinym TLR, ktery signalizuje pouze skrz interakci s adaptérem TRIF #¢. V klidovém

stavu je lokalizovan v endoplazmatickém retikulu, a po internalizaci ligandu migruje pod kontrolou

chaperonu UNC93B1 do endosomt, kde rozeznava konzervované virové dsRNA vzory 205218,

4.3.TLR 4

Nejvetsi véhlas zrodiny si TLR4 ziskal diky svému vyznamu v detekci lipopolysacharidi
Gramnegativnich bakterii. TLR4 sam s lipopolysacharidy pfimo neinteraguje, vyuziva k tomu LPS
vazebny protein MD-2. Ten se nejprve vaze k monomeru receptoru, nasledné interaguje s
molekulou LPS a cely komplex se vaze k dalSimu monomeru MD-2/TLR4, coz indukuje dimerizaci TIR

domén TLR4 a iniciaci signalizace >’

. Ke zprosttedkovani vazby LPS k MD-2 jsou zapotiebi dva dalsi
proteiny, LPB a CD14. LBP interaguje s micelami LPS v roztoku a naklada z nich LPS na proteiny
CD14, které nasledné pienasi vzdy po molekule LPS mezi LBP a dimery MD-2/TLR4 2%8, Za
fyziologickych podminek cykluje komplex TLR4/MD-2/CD14 mezi Golgiho aparaitem a
cytoplazmatickou membranou. Komplex se ustavi v cytoplazmatické membrané az ve chvili zahajeni
signalizace 2*°. Zhruba 15 minut od zahajeni MyD88 dependentni signalizace dochéazi pod vlivem CD14
k endocytoze komplexu TLR4 2%, Vlivem endocytézy dojde ke snizeni koncentrace PtdIns(4,5)P,
v membrang 2", coz zpisobi odvazani molekul adaptéru MAL, dosud vazaného v lipidickém raftu 22!

Uvolnéné receptorové komplexy se poté vazou k adaptérim TRAM a TRIF a je zahajena TRIF

dependentni draha 2'2. Signalizace TLR4 je diky tomu rozdélena na dv& ¢asové oddélené faze, prvni,
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ktera utilizuje MAL/MyDS88 a je charakteristicka silnou aktivaci IKK a MAPK a fazi pozdni
kontrolovanou TRAM/TRIF pro niZ je typicka slabsi aktivace IKK a MAPK '%. Zeslabeni signalizace
nastava v pozdnich endosomech po interakci s proteinem TAG, sestfizenou variantou TRAM, TAG
rozruluje TRIF signalozom a indukuje odbouréani TLR4 2*>. TLR4 rozeznava kromé& LPS také endogenni

signaly, napiiklad proteiny tepelného Soku 2** nebo oligosacharidy hyaluronové kyseliny 244,

44.TLR S5

TLRS5 je lokalizovan na cytoplazmatické membrané a zastavd detekci vzord na bakteridlnim
flagelinu, konzervovanych napti¢ eubakteriemi. Interaguje s MyD88 a nejspis§ také s TRIF, a je
vyznamny hlavné v imunité stfeva (Choi et al. 2010; Rhee et al.2008). Velmi zajimavé je jeho mozna

kooperace ve formaci signalosomu TLR4, kterou nazna¢uje recentni studie 2*.

4.5.TLR7,8,9

Toll-like receptory 7, 9 zodpovidaji hlavné za antivirovou imunitu. V klidovém stavu jsou
lokalizovany v endoplasmatickém retikulu a po internalizaci ligandu migruji do endosomt, stejné jako
TLR3 pod kontrolou UNC93B1 2!, navic vyzaduji sestfih od rezidentnich proteint 2424, TLR7
rozeznava guanosin a ssSRNA s uridinem »° a TLR9 nemethylované useky CG DNA !, TLRS je
9

lokalizovan endosomalng, také vyzaduje sestiih od rezidentnich proteinti 2

sSRNA 22, Po aktivaci signalizuje pfes osu TAKI1-IKKB-IRF5, ktera tsti v produkci INF-B %3,

, a rozeznava molekuly

Intracelularni TLR rozeznavaji i fadu endogennich nukleovych kyselin a hraji tak pravdépodobné roli
v genezi autoimunitnich onemocnéni. Bylo prokazano, ze TLR3 rozeznava endogenni mRNA spojené
s buné&nou smrti >4, TLR7, 8, 9 endogenni DNA v plazmatickych dendritickych bufikich po jeji

internalizaci s komplexy protilatek 1525,

4.6.Regulace TLR signalizace
TLR dependentni signalizace je regulovana fadou riznych mechanismil k zajisténi adekvatni
miry aktivace. Prakticky vSechny klicové molekuly kaskady interaguji s negativnimi regulatory své
funkce. Na Grovni receptorll jsou to hlavné jejich rozpustné sestfizené formy °**’, funkci MyD88

205 a také jeho vlastni sestiizena nefunkéni forma 6. TRIF reguluji

negativné reguluji protein SARM
proteiny SARM 2% a TAG **2. IRAK1 je cilem negativni regulace od proteintt TOLLIP 2°® a IRAKM 2*°.
Aktivaci NF-kB potlacuji tieba proteiny Bcl-3 2° nebo Nurrl ?%!, IRF3 a IRF7 pak protein RAUL 262,
TRAF3 a TRAF6 jsou regulovany pomoci deubikvitinaz jako je DUBA pro TRAF3 2% anebo A20 *** a
CYLD %% pro TRAF6. TLR dependentni signalizaci také tlumi aktivace inhibi¢ni drahy PI3K/PKB 266,
Mimo proteinovych interakci je také dalezita regulace stability mRNA jednotlivych ¢lend kaskady, tu
ovliviiuji hlavné miRNA, napiiklad miRNA-19 pro TLR2 7, miRNA-26a pro TLR3 2 nebo miR-155

pro MyD88 2%
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5. Patologie se zapojenim mikroglialnich TLR

Mikroglialni detekce PAMPs a DAMPs se ti¢astni mnoha riiznych patologii spojenych se zanétem
a degeneraci CNS. TLR jsou zdsadnimi PRRs v obrané pfed bakterialni infekci. Naptiklad v piipadé
pneumokokovych infekci dochazi k zapojeni TLR2 a TLR4 2°, A v pfipadé meningokokové nakazy
rozeznava komplex TLR1/TLR2 bakterialni porin "', V ochrané pied virovymi infekcemi je vyznam
TLR signalizace dvouznacny, aktivace spojend s tvorbou prozanétlivych cytokini odpovéd alespon
castecné potlacuje, naopak aktivace cesty IRF tuto odpoveéd umociiuje. Naptiklad pfi infekci viru
japonské encefalitidy je velmi ddllezitd vybalancovana odpovéd receptor TLR3 a TLR4 2’2, U viru
herpes simplex, ptsobi aktivace TLR2 $kodlivé pro hostitele 27>, Také je diky tomu mozna negativni
modulace TLR dependentni odpovédi na virovou infekcei skrz komensalni bakterie, kterd ma potencial
snizovat vedlej$i poskozeni zpisobené aktivovanymi mikrogliemi 2*, TLR3 m4 navic v mikrogliich
schopnost reaktivovat genom HIV 27, Toll-like receptory se ucastni také ochrany pred prionovymi

infekcemi 276277

,aty TLR, které rozeznavaji endogenni ligandy, hraji zasadni roli v signalizaci sterilniho
zéndtu po fyzickém poskozeni CNS 27 a po hypoxii 2”°. TLR4 navic moduluje poskozeni CNS
zptsobené ethanolem 2°. Bylo prokézdno zapojeni mikroglii v fad& neuropsychiatrickych poruch.
Napiiklad schizofrenie je spojovana se zvySenou aktivitou komplexit TLR4 28!, Ta je navySena i u
pacientti s bipolarni poruchou, navic zde dochazi k potlaceni TLR4 signalizace po podani lithia 2*2. A je

3 a to dokonce i socialnim 2**. TLR7 se udastni neuroinflamace

spojovana s chronickym stresem 2
v modelu depresivni poruchy 5. Mikroglidlni TLR se také ucastni fady degenerativnich onemocnéni.
Patologie Alzheimerovy choroby je charakteristicka tvorbou plakd $patn€ zformovaného amyloidu f,
ktery neni fagocytovan mikrogliemi. V rané fazi choroby aktivované mikroglie Gsp€sné internalizuji
vznikajici plaky a s postupujicim onemocnénim tuto schopnost ztraci, amyloid B se hromadi a vznika
sterilni zané&t vedouci k neurodegeneraci 2. Jak vychytavani, tak nasledna inflamace jsou pod kontrolou
komplext receptort TLR2 27 a TLR4 2%, ktery zde navic tvoii atypicky dimer TLR4/TLR6, ktery
rozeznava amyloid B a jehoZ plsobeni je spojovano s neurodegeneraci 2*°. V patogenezi Parkinsonovy
choroby dochazi k hromadéni jiného proteinu, a to Spatné slozeného a-synucleinu. I zde dochazi vlivem
tohoto hromadéni k sterilnimu zané&tu a degeneraci *°. N&které formy o-synucleinu jsou pfimo ligandy
TLR2 *°, ktery na jejich internalizaci spolupracuje s komplexy TLR4 2!, TLR se G&astni i patogeneze
roztii§téné sklerdzy, spojené s likvidaci oligodendrocyt a jimi tvofenych myelinovych pochev 2°2. Role
mikroglidlni TLR signalizace v jejim vyvoji je zatim nejasna

minimalné TLR2 23,

, ale pravdépodobné se ji ucastni
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6. Zavér

Tato prace shrnula poznatky o signalizaci TLR receptort v mikroglidlni populacich. Zapojeni
signalizanich kaskdd TLR receptorii do funkénich systémi mikroglii predstavuje kliCovy prvek
regulace ¢innosti CNS. MyD88 a TRIF dependentni signalizace ovliviiuji mikroglidlni fenotyp skrz
aktivaci prozanétlivych transkripcnich faktorti jako jsou NF-B a AP-1 a snimi spojenou expresi
prozanétlivych cytokind. Také signalizuji v antivirové ochrané€, a to aktivaci transkripénich faktort
rodiny IRF. Dé&je indukované aktivaci komplext TLR receptort se ti€astni celé fady patologii CNS, a
s nimi spojend regulace je kli¢ova pro zachovani fyziologického stavu CNS. I pfes velké pokroky, jez
ucily uspésné védecke tymy za posledni 3 desetileti, je celkovy vyznam TLR signalizace v komplexnich
organismech stale nejasny. Dalsi vyzkum by mél byt zaméfen hlavné na pochopeni vztahi mezi
jednotlivymi signaliza¢nimi drahami, nebot’ jen pfes pochopeni celé komplexity systému mizeme

ucinn¢ indukovat kyzené zmény patologickych stavil.
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