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				Streszczenie

				Białko CD14 jest jednym z kluczowych białek zaangażowanych w uruchamiane odpowie-dzi zapalnej w komórkach wrodzonego układu odpornościowego. CD14 wiąże bakteryj-ny lipopolisacharyd (LPS) i przenosi go na kompleks receptora Toll-podobnego 4 (TLR4) i białka MD-2, który w efekcie uruchamia prozapalne ścieżki sygnałowe niezbędne do zwal-czenia zakażenia. CD14 decyduje o ostatecznym kształcie reakcji prozapalnej komórek na LPS służąc jako transporter tej endotoksyny oraz jako regulator aktywności TLR4. CD14 przenosi również inne cząsteczki pochodzenia mikrobiologicznego lub endogennego na do-celowe receptory/białka, uczestnicząc w uruchamianiu prozapalnych ścieżek sygnałowych związanych z obecnością patogenów, a także z uszkodzeniem tkanek i aktywacją inflamma-somu. Aktualnie, coraz więcej uwagi poświecą się roli białka CD14 w rozwoju chorób uzna-wanych za nieinfekcyjne, takich jak choroby autoimmunologiczne, choroby metaboliczne i choroby układu krążenia.

				Synteza i struktura CD14

				CD14, glikoproteina o masie cząsteczkowej około 55 kDa, występuje głównie na powierzchni komórek mieloidalnych, ale znajduje się też w formie rozpusz-czalnej (sCD14) w płynach ustrojowych. Badania krystalograficzne ujawniły, że zarówno ludzkie jak i mysie białko CD14 posiada strukturę wygiętego soleno-idu, którą tworzy trzynaście struktur β-kartki, w tym jedenaście równoległych. Warto wspomnieć, że jedenaście struktur β-kartki zawiera motywy bogate w leucynę (LRR), które są charakterystyczne również dla ektodomeny receptora Toll-podobnego 4 (TLR4), z którym oddziałuje CD14 [1,2].

				Nowosyntetyzowana forma prekursorowa CD14 posiada sekwencje sygna-łowe na końcu N i C. Pierwsza odpowiada za translokację białka do światła sia-teczki śródplazmatycznej, po czym jest z niego usuwana. Druga jest niezbędna do przyłączenia specyficznego glikolipidu, tzw. kotwicy glikozylofosfatydy-loinozytolowej (GPI), zakotwiczającej białko CD14 w błonach komórkowych. Proces zastępowania 30-aminokwasowego fragmentu C-końcowej części CD14 kotwicą GPI jest katalizowany przez transamidazę GPI i zachodzi po transloka-cji białka do siateczki śródplazmatycznej. W czasie transportu białka do błony komórkowej z siateczki śródplazmatycznej przez aparat Golgiego, struktura ko-twicy GPI podlega dalszym modyfikacjom i końcowo uzyskuje dwie nasycone reszty kwasów tłuszczowych [3]. To dzięki nim CD14 utrzymuje się w zewnętrz-nym listku błony komórkowej i preferencyjnie lokuje się w jej nanodomenach nazwanych tratwami błonowymi. Struktury te są wzbogacone w sfingolipidy z resztami nasyconych kwasów tłuszczowych, cholesterol oraz wybrane białka i tworzą środowisko niezbędne do aktywacji niektórych receptorów, w tym TLR4 [4].

				Na N-końcu CD14 znajduje się hydrofobowa kieszeń wiążąca lipopolisacha-ryd (LPS), główny ligand tego białka. Jej struktura różni się nieznacznie pomię-dzy ludzkim i mysim białkiem CD14. Wykazano, że rejony odpowiedzialne za wiązanie LPS uczestniczą również w oddziaływaniach CD14 z innymi liganda-mi [5]. Przypuszcza się, że to rozmiar kieszeni, w której dochodzi do wiązania hydrofobowych fragmentów tych cząsteczek decyduje o zdolności CD14 do roz-poznawania strukturalnie różnorodnych ligandów.

				Ligandy CD14

				Najlepiej poznanym ligandem CD14 jest LPS stanowiący główny składnik błony zewnętrznej bakterii Gram-ujemnych, takich jak Escherichia coli. Ta bak-teryjna endotoksyna należy do grupy cząsteczek określonych mianem wzorców molekularnych związanych z patogenami (PAMP). Są to zachowane ewolucyj-nie elementy strukturalne niezbędne do przeżycia mikroorganizmów, które dla 
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				komórek wrodzonego układu odpornościowego stają się sygnałem do uruchomienia odpowiedzi zapalnej, mającej na celu zwalczenie zakażenia. Komórkowe mechanizmy rozpoznawania LPS i szlaki sygnałowe jakie on uruchamia są tematem intensywnych badań, ze względu na rolę LPS w wywoływaniu sepsy, jak również przewlekłych stanów za-palnych o niskim nasileniu przyczyniających się do rozwoju chorób cywilizacyjnych.

				Cząsteczka LPS składa się z trzech części: lipidu A, rdze-nia oligosacharydowego oraz łańcucha O-specyficznego polisacharydu nazywanego antygenem O (Ryc. 1A). Czą-steczki LPS pochodzące z różnych rodzajów bakterii, a na-wet z tych samych bakterii, ale rosnących w odmiennych warunkach, mogą się różnić strukturalnie. Rodzaje LPS, które zawierają antygen O nazywane są formami gładkimi (sLPS), natomiast te pozbawione antygenu O – formami szorstkimi (rLPS), co wynika z wyglądu kolonii bakterii, z których pierwotnie zostały wyizolowane. CD14 wiąże oba chemotypy LPS [4,6].

				Pod względem immunogenności najbardziej istotną czę-ścią LPS jest lipid A, co jest związane z ewolucyjną konser-watywnością struktury tego hydrofobowego fragmentu. To właśnie lipid A jest rozpoznawany przez CD14. Niemniej jednak również w jego obrębie występują różnice w liczbie i długości łańcuchów reszt kwasów tłuszczowych i grup fosforanowych w cząsteczkach LPS pochodzący z różnych rodzajów bakterii. LPS posiadający sześć reszt kwasów tłuszczowych i dwie grupy fosforanowe syntetyzowany np. przez E. coli ma optymalną strukturę do aktywacji TLR4. Natomiast LPS ze zredukowaną liczbą reszt kwasów tłusz-czowych i/lub grup fosforanowych w obrębie lipidu A pro-dukowany przez bakterie komensalne np. z rodzaju Bacte-roides, ale też niektóre bakterie patogenne np. Yersinia pestis, słabiej aktywują TLR4, co pozwala tym mikroorganizmom na unikanie intensywnej reakcji ze strony układ odporno-ściowego [6,7].

				Do ligandów CD14, oprócz LPS, należą również inne związki z grupy PAMP, głównie pochodzące z bakterii i wirusów, takie jak np. kwas lipotejchojowy i peptydogli-kan (Tabela 1). Ponadto CD14 rozpoznaje niektóre wzorce molekularne związane z uszkodzeniem (DAMP), to jest endogenne cząsteczki uwalniane z umierających komórek lub uszkodzonych tkanek. Do rozpoznawanych przez CD14 związków z tej grupy należą: β-amyloid, biglikan oraz utle-nione pochodne fosfatydylocholiny (oxPAPC) np. 1-palmi-toyl-2-glutaroyl-sn-glicero-3-fosfocholina (Ryc. 1B) [5,8,9]. Ostatnie badania wskazują, że do ligandów CD14 mogą należeć również ufosforylowane pochodne fosfatydyloino-zytolu pojawiające się na powierzchni komórek apoptotycz-nych [10]. Badając oddziaływania CD14 z różnymi liganda-mi należy brać pod uwagę ich potencjalne zanieczyszczenie 

			

		

		
			
				przez LPS pochodzący z bakterii, w których te cząsteczki zostały zsyntetyzowane.

				W przypadku większości powyższych związków CD14 działa jako transporter przenoszący ligandy na docelo-we receptory/białka, aby uruchomić prozapalne kaskady sygnałowe, co sprawia, że CD14 nazywane jest białkiem TAXI, od angielskiego Transporter Associated with the eXe-cution of Inflammation [7]. Szerokie spektrum wiązanych cząsteczek oraz zdolność CD14 to transportu ligandów nie tylko w obrębie błony komórkowej, ale również do ich endocytozy sprawia, że białko to uczestniczy w aktywacji różnych receptorów z rodziny TLR, tych występujących w błonie komórkowej (TLR4, TLR2) oraz obecnych w endo-somach (TLR7, TLR9). CD14 jest również zaangażowane w aktywację cytozolowego kompleksu białkowego nazywa-nego inflamasomem NLRP3 [5,11,12]. Zatem brak fragmen-tu transbłonowego i endoplazmatycznego oraz typowej dla receptorów powierzchniowych zdolności do transdukcji sy-gnałów przez błony komórkowe nie umniejsza roli CD14 w rozwoju stanów zapalnych [13].

				Funkcje CD14 w odpowiedzi zapalnej komórek na LPS

				Udział CD14 w wywoływaniu odpowiedzi prozapalnej wynika przede wszystkim z jego interakcji z LPS. Z tego względu to białko CD14 pierwotnie uznawane było za re-ceptor LPS [14]. Dopiero kolejne badania nad reakcją zapal-ną wywoływaną przez LPS wykazały, że za uruchamianie prozapalnych szlaków sygnałowych odpowiada receptor TLR4, a CD14 jest w istocie jego partnerem ułatwiającym rozpoznawanie endotoksyny i regulującym niektóre z aspektów aktywności TLR4 [15].

				CD14 występuje na powierzchni komórkach zaangażo-wanych w uruchamiane wrodzonej odpowiedzi odporno-ściowej, takich jak monocyty, makrofagi i komórki dendry-tyczne, ale jego obecność wykryto również w komórkach nie należących do linii mieloidalnej, m.in. w enterocytach i hepatocytach. Co ciekawe te ostatnie komórki są zaanga-żowane w produkcję rozpuszczalnej formy CD14, która po uwolnieniu z komórek jest obecna w płynach ustrojowych [12,16]. sCD14, podobnie jak jego forma związana z błoną, może uwrażliwiać komórki na obecność LPS tj. ułatwiać rozpoznawanie LPS przez receptor TLR4. Dzięki temu ak-tywacja TLR4 w makrofagach, które naturalnie są bogate w CD14, może zachodzić przy niskim, nawet pikomolarnym stężeniu LPS w środowisku zewnętrznym. Jak pokazały ba-dania makrofagów pozyskiwanych z myszy pozbawionych ekspresji genu Cd14 ich zdolność do odpowiedzi zapalnej na sLPS spadała 150 000 razy w porównaniu z makrofagami ze zwierząt kontrolnych [17]. W przypadku innych komó-rek, które naturalnie posiadają TLR4, ale są bardzo ubogie 

			

		

		
			
				Tabela 1. Ligandy CD14
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				w CD14 to sCD14 może przejmować rolę błonowego białka w transporcie LPS do receptora TLR4 [4].

				W jaki sposób CD14 uczestniczy w aktywacji receptora TLR4 i wywoływaniu reakcji zapalnej na LPS? Aby odpo-wiedzieć na to pytanie trzeba bliżej przyjrzeć się szlakom sygnałowym TLR4. W najbardziej typowym scenariuszu LPS uwalniany z bakterii tworzy agregaty (micele), które są rozpoznawane przez białko wiążące LPS (LBP) w surowicy krwi. Białko to ułatwia przenoszenie monomerów LPS na CD14. Pojedyncza cząsteczka LBP związana z micelą LPS pośredniczy w kilku cyklach transferu LPS na CD14 [18]. W dalszym etapie CD14 przekazuje monomery LPS na kom-pleks receptora TLR4 z białkiem MD-2 (Ryc. 2A). LPS wiąże się do kieszeni hydrofobowej białka MD-2 zasocjowanego z fragmentem zewnątrzkomórkowym receptora TLR4, ma-jąc możliwość oddziaływania z receptorem TLR4 z drugiej pary takich białek. Dzięki temu dochodzi do dimeryzacji ektodomen TLR4, a w konsekwencji oddziaływań fragmen-tów wewnątrzkomórkowych dwóch cząsteczek receptora. Obecna w tym rejonie receptora domena TIR, której homo-logi występują we wszystkich receptorach z rodziny Toll, po dimeryzacji uczestniczy w wiązaniu białek adaptoro-wych niezbędnych do uruchomienia ścieżek sygnałowych TLR4 [4].

				Przyłączenie pierwszej pary białek adaptorowych: TIRAP i MyD88 (Ryc. 2B) umożliwia związanie kinaz serynowo--treoninowych IRAK4 i IRAK2 oraz stworzenie kompleksu sygnałowego nazywanego myddosomem [19]. W wyniku oddziaływań kolejnych białek w tej kaskadzie sygnałowej 

			

		

		
			
				dochodzi do aktywacji czynników transkrypcyjnych, takich jak NF-κB, AP-1, CREB i w konsekwencji uruchomienia eks-presji genów kodujących szereg cytokin, m.in. czynnik mar-twicy nowotworów-α (TNF-α), interleukinę-6, interleuki-nę-10 i chemokinę CXCL1 oraz inne białka o właściwościach immunomodulacyjnych np. cyklooksygenazę 2. Zmienia się również metabolizm makrofagów, a mianowicie dochodzi do intensyfikacji glikolizy, która z kolei dostarcza ATP, jak również produkty pośrednie służące intensywnej synte-zie czynników prozapalnych [20]. Warto wspomnieć, że w przypadku wysokich stężeń LPS obecnych w środowisku ścieżka sygnałowa receptora TLR4 zależna od MyD88 może przebiegać bez pośrednictwa CD14. W tym wypadku to al-bumina może wiązać LPS bez udziału białka LBP i przeno-sić go na kompleks TLR4/MD-2 [4,21].

				Zdolność TLR4 do uruchamiania ścieżek sygnałowych oraz rola CD14 nie kończy się z chwilą aktywacji szlaku sy-gnałowego zależnego od białka MyD88. Po oddysocjowa-niu białek adaptorowych TIRAP i MyD88, kompleks TLR4/MD-2 ulega internalizacji kontrolowanej przez białko CD14 (Ryc. 2B). W endosomach TLR4 wiąże kolejną parę białek adaptorowych, TRAM i TRIF, co inicjuje kaskadę sygna-łową prowadzącą do aktywacji kinazy TBK1, czynników transkrypcyjnych IRF3/7 i NF-κB tzw. „późnej fazy” oraz finalnie do produkcji interferonów typu I i białek zależ-nych od interferonu, m.in. IP-10 oraz RANTES [22–24]. O ile pierwsza ścieżka sygnałowa TLR4 (zależna od MyD88) może przebiegać bez udziału CD14 zaangażowanie tego białka jest kluczowe dla aktywacji endosomalnej kaska-dy sygnałowej receptora. Wiąże się to z faktem, że CD14 

			

		

		
			
				Rycina 1. Struktura głównych ligandów CD14. (A) Ogólny schemat cząsteczki lipopolisacharydu bakterii Gram-ujemnych z wyróżnieniem O-swoistego łańcucha polisa-charydowego (antygen O) z różną liczbą reszt cukrowych, rdzenia oligosacharydowego i lipidu A; sLPS – cząsteczka LPS syntetyzowana przez bakterie o tzw. „gładkim” fenotypie; rLPS – cząsteczka LPS pozbawiona łańcucha O-swoistego syntetyzowana przez bakterie o tzw. „szorstkim” fenotypie. (B) Struktura cząsteczki 1-palmitoyl--2-glutaroyl-sn-glicero-3-fosfocholiny jednej z form oxPAPC. Zaciemnione pola w (A) i (B) wskazują hydrofobowe rejony obu związków.
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				uczestniczy w endocytozie TLR4 zachodzącej po związa-niu LPS. W komórkach naturalnie ubogich w CD14 jakimi są mysie limfocyty B lub w komórkach wyizolowanych z myszy pozbawionych ekspresji genu Cd14, TLR4 nie ule-ga internalizacji pod wpływem LPS [24]. Zahamowanie endocytozy TLR4 zaobserwowano również w komórkach, pozbawionych ekspresji genu kodującego białko α-(1,6)-fucozylotransferazę odpowiadające za glikozylację CD14 [25]. Z kolei endocytoza TLR4 stymulowana przez LPS ule-ga intensyfikacji wraz ze wzrostem ilości CD14 w dojrzewa-jących mysich komórkach dendrytycznych [24].

				Mechanizm, na drodze którego CD14 umożliwia endo-cytozę TLR4 nie został poznany w szczegółach. Prawdopo-dobnie jest związany ze środowiskiem tratw błonowych, w których znajduje się CD14 i do których trafia TLR4 po związaniu LPS. Rola reorganizacji tratw błonowych w tym procesie jest tym bardziej zasadna, że CD14 nie posiada fragmentu transbłonowego i cytoplazmatycznego, poprzez które CD14 mogłoby bezpośrednio oddziaływać z białka-mi wewnątrzkomórkowymi. Dla procesu endocytozy TLR4 istotne są również przemiany pochodnych fosfatydyloino-zytolu i wzrost stężenia Ca2+ w cytozolu. W czasie stymu-lacji komórek przez LPS, CD14 kontroluje powstawanie fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PI(4,5)P2) w sposób niezależny od TLR4. Związanie LPS przez CD14 powodu-je szybką, ale przejściową agregację cząsteczek tego białka w błonie komórkowej, co jest sygnałem do gromadzenia PI(4,5)P2 w ich sąsiedztwie. Powstawanie PI(4,5)P2 kore-

			

		

		
			
				luje z aktywacją czynnika transkrypcyjnego NF-κB i jest konieczne do maksymalnej produkcji cytokin w obu szla-kach sygnałowych TLR4 [26]. PI(4,5)P2 uczestniczy między innymi w wiązaniu białka adaptorowego TIRAP z błoną komórkową, a co za tym idzie również z receptorem TLR4, natomiast jego kolejne przemiany – hydroliza i fosforylacja są konieczne do endocytozy TLR4 [4,21,27].

				Zarówno internalizacja TLR4 i CD14 oraz następująca ak-tywacja IRF3 podczas stymulacji komórek przez LPS wyma-gają wzrostu stężenia Ca2+ w cytozolu [28]. Dane wskazują, że za ten wzrost odpowiada CD14, które w sposób niezależ-ny od TLR4 prowadzi do aktywacji kinazy Syk i fosfolipazy PLCγ2 [24]. W podwyższaniu cytozolowego stężenia Ca2+ zależnego od CD14 może też uczestniczyć występujący w błonie komórkowej kanał kationowy podobny do melasta-tyny (TRPM7) [29].

				Warto podkreślić, że obie ścieżki sygnałowe TLR4 pro-wadzą również do uruchomienia pierwszego etapu akty-wacji inflamasomu NLRP3, to znaczy do ekspresji genów kodujących białka niezbędne do utworzenia kompleksu tego inflamasomu i prekursora interleukiny-1β. Następnie, jeśli w komórce dojdzie do określonych zmian np. zmniej-szenia stężenia K+ w cytozolu, z cząsteczek białka NLRP3, białka adaptorowego ASC i kaspazy-1 powstaje kompleks inflamasomu NLRP3. Inflamasom odpowiada za dojrze-wanie i uwalnianie interleukiny-1β oraz uruchamianie pro-gramowanej prozapalnej śmierć komórek na drodze tzw. 
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				Rycina 2. Rola CD14 w przebiegu odpowiedzi zapalnej na LPS. Białko CD14 wyposażone w kotwicę GPI znajduje się na powierzchni komórki w obrębie tratw błonowych. (A) W czasie stymulacji komórek przez LPS białko CD14 przenosi monomery LPS z białka LBP na kompleks receptora TLR4/MD-2 i (B) uczestniczy w aktywacji ścieżki sygnałowej zależnej od białka MyD88 w błonie komórkowej oraz kontroluje tworzenie PI(4,5)P2 [PIP2] i endocytozę receptora TLR4 niezbędną do aktywacji ścieżki sygna-łowej zależnej od TRIF w endosomach. Oba szlaki sygnałowe TLR4 mogą też przyczyniać się do aktywacji inflammasomu NLRP3 i finalnie do uwalniania interleukiny-1β (IL-1β) i pyroptozy komórek. (C) CD14 uczestniczy w internalizacji LPS i oxPAPC prowadzącej do aktywacji kaspazy-11. Po endocytozie, także tej z receptorem TLR4, białko CD14 jest kierowane do degradacji lizosomalnej lub recyrkuluje z powrotem na powierzchnię komórki. Te procesy zachodzą również w komórkach niestymulowa-nych. (D) CD14 występuje w surowicy krwi w postaci rozpuszczalnej zdolnej do przenoszenia LPS na kompleks TLR4/MD-2 lub skróconej formy nazywanej presepsyną o nieznanej roli fizjologicznej.
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				pyroptozy związanej z powstawaniem porów w błonie ko-mórkowej [30]. Pyroptoza może być też wynikiem aktywa-cji kaspazy-4/5/11 wywoływanej pojawieniem się LPS w cytozolu, do czego również przyczynia się CD14 jako jego transporter (Ryc. 2C) [11,31,32]. U myszy pozbawionych ekspresji genu Cd14 podawanie LPS nie powodowało ak-tywacji kaspazy-11 ani uwalniania interleukiny-1β, co w konsekwencji czyniło je bardziej opornymi na wystąpienie szoku septycznego i śmierć [11].

				Oddziaływania CD14 z fosfolipidami

				CD14 nie tylko uczestniczy w rozpoznawaniu cząste-czek pochodzenia mikrobiologicznego, ale również tych związanych z umierającymi komórkami. Zaobserwowano, że w tkankach myszy pozbawionych ekspresji genu Cd14 gromadzą się komórki apoptotyczne. W ich zewnętrznym listku błony komórkowej pojawia się fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforan (PI(3,4,5)P3). Kwestia czy CD14 rozpoznaje fosfatydyloserynę pozostaje dyskusyjna natomiast wykazano, że CD14 rozpoznaje ufos-forylowane pochodne fosfatydyloinozytolu, pośród których ma największe powinowactwo do PI(3,4,5)P3. Obecność PI(3,4,5)P3 na powierzchni komórek apoptotycznych staje się sygnałem dla makrofagów wyposażonych w CD14 do fagocytozy martwych komórek [10,12].

				CD14 oddziałuje również z fosfolipidami oxPAPC po-chodzącymi z umierających komórek. W efekcie endocy-tozy oxPAPC w makrofagach lub komórkach dendrytycz-nych poddanych wcześniej działaniu LPS może dochodzić do aktywacji kaspazy-11, a następnie uruchomienia inflam-masomu NLRP3 (Ryc. 2C). W takim scenariuszu komórki nie ulegają pyroptozie, ale przez dłuższy czas uwalniają interleukinę-1β, co określano jako hyperaktywację tych ko-mórek [5,33].

				Zdolność CD14 do wiązania oxPAPC ma też konsekwen-cje dla reakcji zapalnej uruchamianej przez LPS. OxPAPC wiążąc się z CD14, powoduje jego endocytozę i zubaża pulę tego białka występującą na powierzchni komórek. W efek-cie późniejszej stymulacji takich komórek przez LPS osła-bieniu ulegała endosomalna ścieżka sygnałowa receptora TLR4 [5]. Podobny mechanizm zaobserwowano w przy-padku pentaacylowanego typu LPS pochodzącego z bak-terii Rhodobacter spheroides. Badania prowadzone na mysich makrofagach wykazały, że ten typ LPS powoduje endocy-tozę CD14 zapobiegając w ten sposób jego oddziaływaniu z LPS pochodzącym z E. coli, a co za tym idzie upośledzając aktywację endosomalnej ścieżki sygnałowej TLR4 [7].

				Mechanizmy regulujące ilość CD14 na powierzchni makrofagów

				Wspomniane powyżej badania dobitnie wskazują, że utrzymanie odpowiedniego poziomu białka CD14 w błonie komórkowej jest jednym z kluczowych mechanizmów regu-lacji odpowiedzi zapalnej makrofagów na LPS. Okazało się, że nawet w komórkach spoczynkowych CD14 podlega en-docytozie i proces ten ulega intensyfikacji po związaniu czą-steczki LPS przez CD14. Prowadzi to do znaczących ubyt-ków CD14 w błonie komórkowej, ponieważ po endocytozie 

			

		

		
			
				białko to w znaczącej części ulega degradacji lizosomalnej. Zubażaniu powierzchniowej puli CD14 przeciwdziała syn-teza nowego białka oraz, jak pokazują ostatnie dane, jego recyrkulacja tzn. powrót CD14 na powierzchnię komórki po jego wcześniejszej internalizacji. Zarówno w makrofagach niestymulowanych jak i stymulowanych przez LPS zaha-mowanie syntezy nowego białka prowadzi do spadku ilo-ści CD14 w błonie komórkowej [7,34]. Pod tym względem CD14 wyraźnie różni się od TLR4, którego poziom na po-wierzchni makrofagów niestymulowanych nie ulega zmia-nie, a spada dopiero po stymulacji przez LPS [34]

				Niewiele wiadomo o mechanizmach kontrolujących en-docytozę CD14. Internalizacja CD14 indukowana przez LPS lub oxPAPC jest niezależna od TLR4, ale w pewnym stopniu zależy od aktywności kinazy Syk i fosfolipazy PLCγ2 [5,21,24]. Zidentyfikowano też niektóre elementy kontrolujące recyrkulację CD14. W proces ten są zaangażo-wane białka z rodziny neksyn sortujących SNX1, 2, 6, które uczestniczą w odzyskiwaniu białek z kompartymentu en-do-lizosomalnego i przenoszeniu ich do błony komórkowej lub do rejonu trans aparatu Golgiego. Wyciszenie ekspresji genów kodujących SNX1 i/lub SNX2, SNX6 w komórkach makrofagopodobnych linii J774 obniżało ilości CD14 w bło-nie komórkowej i zmniejszało liczbę pęcherzyków zawie-rających recyrkulujący CD14. Przedłużające się niedobory białek SNX1/2, i tym samym utrzymujące się zaburzenia re-cyrkulacji CD14, pogłębiały ubytek tego białka w błonie ko-mórkowej i w efekcie skutkowały również obniżeniem cał-kowitej ilości CD14 w komórkach. Co ciekawe, wyciszenie ekspresji genów kodujących SNX1/2 prowadziło z czasem do zwiększenia ilości TLR4 w komórkach. Jednak pomimo tego, aktywacja endosomalnej ścieżki sygnałowej TLR4 była hamowana z powodu obniżonego poziomu CD14 w błonie komórkowej [34].

				Dla zapewnienia obecności CD14 na powierzchni komó-rek mieloidalnych istotne wydają się też być lipidowe skład-niki tratw błonowych, do których należy sfingomielina. Za syntezę sfingomieliny w błonach komórkowych odpowia-dają syntazy sfingomieliny 1 i 2 (SMS1 i SMS2). Enzymy te występują odpowiednio – głównie w aparacie Golgiego i w błonie komórkowej. W komórkach linii J774 z wyciszoną ekspresją genów kodujących SMS1 i/lub SMS2 ilość CD14 była znacząco niższa niż w komórkach kontrolnych. Dodat-kowo, w komórkach z wyciszoną ekspresją genu kodujące-go SMS1 dochodziło do spadku ilości mRNA CD14. Wyniki te pozwalają przypuszczać, że SMS1 wpływa na syntezę de novo białka i/lub jego transport, natomiast SMS2 jest zaan-gażowana w utrzymanie CD14 na powierzchni komórek [35].

				sCD14 i presepsyna

				Na osobną uwagę zasługuje sCD14, które co prawda nie jest w stanie uczestniczyć w endosomalnym szlaku sy-gnałowym receptora TLR4, ale przenosi monomery LPS na kompleks TLR4/MD-2 prowadząc do aktywacji pierwsze-go szlaku sygnałowego TLR4. Trzeba jednak pamiętać, że sCD14 może również przenosić LPS na lipoproteinę o wy-sokiej gęstości (HDL) sprzyjając jego detoksyfikacji, tym sa-mym obniżając prozapalny potencjał LPS [21].
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				Wzrost poziomu sCD14 jest obserwowany zarówno w warunkach ostrych jak i przewlekłych stanów zapalnych i chorobach z nimi związanymi [36]. Mechanizmy, na drodze których sCD14 jest uwalniane z komórek jak dotąd nie zo-stały dokładnie opisane. Wykazano, że białko sCD14 może powstawać w sposób zależny i niezależny od jego formy związanej z błoną komórkową (Ryc. 2D). W pierwszym przypadku w czasie syntezy de novo cząsteczki CD14 nie są wyposażane w kotwicę GPI i podlegają sekrecji z komórek w formie rozpuszczalnej. Dlatego u osób cierpiących na noc-ną napadową hemoglobinurię, u których występują defekty w syntezie kotwicy GPI, występuje jedynie sCD14 [37]. W innym scenariuszu sCD14 powstaje z białka zakotwiczone-go w błonie komórkowej w wyniku aktywacji szedaz (en-zymów katalizujących odcinanie ektodomeny CD14) lub po jego endocytozie/egzocytozie. Nieliczna badania wskazują, że w ten proces mogą być zaangażowane enzymy z grup proteaz (katepsyna D, elastaza, metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej MMP-9 i MMP-12) i fosfolipaz (PI--PLC) [38–40].

				Zidentyfikowano również niektóre z czynników regulu-jących uwalnianie sCD14. Powstawanie sCD14 było indu-kowane przez utlenioną pochodną cholesterolu, 27-hydrok-sycholesterol, który wpływał zarówno na syntezę nowego białka jak i na aktywność MMP-9 [41]. Natomiast traktowa-nie makrofagów stymulowanych LPS lowastatyną, inhibi-torem syntezy cholesterolu, prowadziło do gromadzenia CD14 związanego z błoną, a hamowało produkcję sCD14 [42].

				Warto wspomnieć, że CD14 może być również obecne w płynach ustrojowych w pęcherzykach egzosomalnych uwalnianych z makrofagów. W procesie tym szczególnie istotną rolę odgrywa aktywacja receptora P2X7 przez ATP [43].

				Do form rozpuszczalnych CD14 zalicza się również presepsynę (sCD14-ST). Jest ona proteolityczne odciętym 64-aminokwasowym fragmentem N-końcowej części CD14. Powstawanie presepsyny jest katalizowane przez enzymy związane z fagocytozą i degradacją lizosomalną, takie jak katepsyna D i elastaza [44,45]. Mimo, że fizjologiczna rola takiej skróconej formy sCD14 o masie 13 kDa nie jest zna-na, to presepsyna jest intensywnie badana w kontekście se-lektywnych biomarkerów do celów diagnostycznych sepsy [46,47].

				Znaczenie CD14 w infekcyjnych i nieinfekcyjnych stanach chorobowych

				Ze względu na oddziaływaniem białka CD14 z różnymi PAMP i udział w aktywacji receptorów TLR znaczenie tego białka w przebiegu chorób infekcyjnych było intensywnie badane z zastosowaniem różnych modeli infekcji bakteryj-nych i wirusowych. Paradoksalnie, analizy te nie przynio-sły jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy udział białka CD14 działa protekcyjnie czy szkodliwie dla gospodarza w przebiegu infekcji. Przykładowo, w modelu zapalenia płuc wywoływanym bakteriami Streptococcus pneumonia i mielo-idozie wywoływanej bakteriami Burkholederia pseudomallei 

			

		

		
			
				obecność CD14 działała szkodliwie prowadząc do wzrostu tych bakterii i zmniejszając przeżywalność zwierząt; nato-miast w infekcji wywoływanej bakterią Haemophilus influ-enzae udział CD14 był wymagany do eliminacji patogenów [13]. Bardziej jednoznaczne rezultaty otrzymano w mode-lach infekcji ogólnoustrojowych, gdzie brak CD14 działał przeciwzapalnie, choć nie zawsze skutkował wzrostem przeżywalności zwierząt [13,48]. Niemniej jednak prowa-dzono badania zmierzające do wykorzystania przeciwciał neutralizujących CD14 w leczeniu sepsy, która według da-nych WHO z 2017 r. odpowiada za 20% przypadków śmier-ci na świecie (https://www.who.int/news-room/fact-she-ets/detail/sepsis). Jednakże, w świńskim modelu sepsy wywoływanej infekcją E. coli szczegółowa analiza organów wykazała, że w odróżnieniu od wątroby, śledziony i nerek, w których przeciwciało neutralizujące CD14 prowadziło do zmniejszenia produkcji cytokin, ta obserwowana w płucach była mniej zależna od udziału CD14 [49]. Powyższe dane wskazują, że znaczenie CD14 w rozwoju reakcji zapalnej wywołanej infekcją zależy prawdopodobnie od typu tkan-ki, w której doszło do jego rozwoju, poziomu ekspresji genu kodującego CD14, patogenu który ją wywołuje i interakcji białka CD14 z szeregiem różnych receptorów zaangażowa-nych w odpowiedź zapalną organizmu.

				CD14 ma też ważną, chociaż wciąż nie w pełni poznaną rolę w utrzymaniu homeostazy organizmu i rozwoju nie-infekcyjnych chorób cywilizacyjnych. Myszy pozbawione ekspresji genu Cd14 rozwijały fenotyp Adonisa tzn. posia-dały smukłe, „idealne” ciało, a z wiekiem gromadziły mniej tłuszczu niż ich kontrolne odpowiedniki [50]. Zwierzęta pozbawione ekspresji Cd14 były również mniej podatne na rozwój patofizjologicznych konsekwencji diety wysoko-tłuszczowej i otyłości, takich jak insulinooporność, powikła-nia sercowo-naczyniowe i cukrzyca typu 2 [8,13]. Badania epidemiologiczne z udziałem ludzi wskazują na związki pomiędzy poziomem sCD14 w surowicy krwi a otyłością i wrażliwością tkanek na insulinę. Ilość sCD14 w surowicy koreluje z ilością tkanki tłuszczowej u osób zdrowych i zna-cząco wzrasta w surowicy osób chorobliwie otyłych (do 1,06 µg/ml w porównaniu z 0,7 µg/ml w grupie kontrolnej) [36]. Nasierdziowa tkanka tłuszcza osób z chorobą wieńcową, u których występowała również cukrzycą typu 2, produkuje zwiększoną ilość sCD14 w porównaniu z tkanką osób bez cukrzycy [51]. Ten ostatni przykład odzwierciedla fakt, że tkanka tłuszczowa jest nie tylko rezerwuarem energii, ale posiada też funkcję endokrynną i może sprzyjać rozwojowi stanów zapalnych.

				Istnieją też dane wskazujące na związek białka CD14 z patogenezą astmy. Gen CD14 jest umiejscowiony w ludz-kim chromosomie 5q31.1, w rejonie gdzie zidentyfikowano też kilka genów biorących udział w patogenezie astmy. W przypadku genu CD14 polimorfizm C-159T w rejonie pro-motora jest wiązany z rozwojem reakcji alergicznych. Zmia-na ta powoduje zmniejszenie powinowactwa wiązania inhi-bitorowego czynnika transkrypcyjnego Sp3 w skutek czego ekspresja CD14 ulega zwiększeniu [52,53].

				Przegląd literatury tematu wskazuje, że określenie rela-cji przyczynowo-skutkowych pomiędzy funkcjonowaniem białka CD14, a rozwojem chorób cywilizacyjnych na tym 
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				etapie wiedzy nie jest jeszcze możliwe. Jedną z dróg pro-wadzących do rozwikłania tego problemu wydaje się być lepsze poznane molekularnych mechanizmów determinu-jących udział tego białka w prozapalnych szlakach sygna-łowych zarówno komórek układu odpornościowego jak i komórek spoza tego układu.
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				Abstract

				CD14 is one of the key proteins involved in the activation of the inflammatory response of immune cells. CD14 binds bacterial lipopolysaccha-ride (LPS) and transfers its molecules to the complex of Toll-like receptor 4 (TLR4) and MD-2 protein, which in turn triggers pro-inflammatory signaling pathways necessary to combat infection. CD14 determines the final shape of the pro-inflammatory reaction of cells to LPS, serving as a transporter of this endotoxin and also as a regulator of TLR4 activity. In addition, CD14 transports other molecules of microbial or endoge-nous origin to their target receptors/proteins, participating in the activation of pro-inflammatory signaling pathways triggered by the presence of pathogens, as well as tissue damage. Currently, more attention is paid to the role of the CD14 protein in the development of non-infectious diseases such as autoimmune diseases, metabolic diseases and cardiovascular diseases.
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STRESZCZENIE

ialko CD14 jest jednym z Kluczowych bialek zaangazowanych w uruchamiane odpowie-

dzi zapalnej w komérkach wrodzonego ukladu odpornosciowego. CD14 wiaze bakteryj-
ny lipopolisacharyd (LPS) i przenosi go na kompleks receptora Toll-podobnego 4 (TLR4) i
bialka MD-2, ktéry w efekcie uruchamia prozapalne éciezki sygnalowe niezbedne do zwal-
czenia zakazenia. CD14 decyduje o ostatecznym ksztalcie reakeji prozapalnej komérek na
LPS sluzac jako transporter tej endotoksyny oraz jako regulator aktywnosci TLR4. CD14
przenosi réwniez inne czasteczki pochodzenia mikrobiologicznego lub endogennego na do-
celowe receptory/bialka, uczestniczac w urachamianiu prozapalnych Sciezek sygnalowych
zwiazanych z obecnoécia patogen6w, a takze z uszkodzeniem tkanek i aktywacja inflamma-
somu. Aktualnie, coraz wigcej uwagi poéwieca sie roli bialka CD14 w rozwoju chordb uzna-
wanych za nieinfekeyjne, takich jak choroby autoimmunologiczne, choroby metaboliczne i
choroby ukladu krazenia.

SYNTEZA I STRUKTURA CD14

CD14, glikoproteina o masie czasteczkowej okolo 55 kDa, wystepuje gléwnie
na powierzchni komoérek mieloidalnych, ale znajduje sie tez w formie rozpusz-
czalnej (sCD14) w plynach ustrojowych. Badania krystalograficzne ujawnily, ze
zar6wno ludzkie jak i mysie bialko CD14 posiada strukture wygietego soleno-
idu, ktéra tworzy trzynascie struktur B-kartki, w tym jedenascie réwnoleglych.
Warto wspomnie, ze jedenascie struktur p-kartki zawiera motywy bogate w
leucyne (LRR), ktére sq charakterystyczne réwniez dla ektodomeny receptora
Toll-podobnego 4 (TLR4), z ktorym oddzialuje CD14 [1,2].

Nowosyntetyzowana forma prekursorowa CD14 posiada sekwencje sygna-
lowe na koricu N i C. Pierwsza odpowiada za translokagje bialka do $wiatla sia-
teczki sr6dplazmatycznej, po czym jest z niego usuwana. Druga jest niezbedna
do przylaczenia specyficznego glikolipidu, tzw. kotwicy glikozylofosfatydy-
loinozytolowej (GPI), zakotwiczajacej bialko CD14 w blonach komérkowych.
Proces zastepowania 30-aminokwasowego fragmentu C-koricowej czesci CD14
Kotwica GPI jest katalizowany przez transamidaze GPI i zachodzi po transloka-
Gji bialka do siateczki rodplazmatycznej. W czasie transportu bialka do blony
komérkowej z siateczki srodplazmatycznej przez aparat Golgiego, struktura ko-
twicy GPI podlega dalszym modyfikacjom i koricowo uzyskuje dwie nasycone
reszty kwasow tuszezowych [3]. To dzieki nim CD14 utrzymuje sie w zewnetrz-
nym listku blony komérkowej i preferencyjnie lokuje sie w jej nanodomenach
nazwanych tratwami blonowymi. Struktury te sa wzbogacone w sfingolipidy z
resztami nasyconych kwaséw tluszczowych, cholesterol oraz wybrane bialka i
tworza srodowisko niezbedne do aktywadji niektorych receptoréw, w tym TLR4

[4].

Na N-koricu CD14 znajduje sie hydrofobowa kieszen wiazaca lipopolisacha-
1yd (LPS), glowny ligand tego bialka. Jej struktura r62ni sie nieznacznie pomie-
dzy ludzkim i mysim bialkiem CD14, Wykazano, ze rejony odpowiedzialne za
wiazanie LPS uczestnicza rowniez w oddzialywaniach CD14 z innymi liganda-
mi [5]. Przypuszcza sie, ze to rozmiar kieszeni, w ktorej dochodzi do wiazania
hydrofobowych fragmentsw tych czasteczek decyduje o zdolnosci CD14 do roz-
poznawania strukturalnie réznorodnych ligandovw.

LIGANDY CD14

Najlepiej poznanym ligandem CD14 jest LPS stanowiacy glowny skladnik
blony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych, takich jak Esclierichia coli. Ta bak-
teryjna endotoksyna nalezy do grupy czasteczek okreslonych mianem wzorcow
molekularnych zwiazanych z patogenami (PAMP). Sa to zachowane ewolucyj-
nie elementy strukturalne niezbedne do przezycia mikroorganizméw, ktore dla
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