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Abstract

The thyrotropin receptor (TSHR), lutropin receptor,
and follitropin receptor are related members of
the superfamily of leucine-rich repeats containing
adenylate cyclase stimulating receptors. The unique
posttranslational modification of the TSHR leads to the
transformation of its monomeric form to the subunit
structure where the subunits A and B are connected by
disulphide bonds. This natural processing occurs with
the release from the receptor of a short peptide C, and is
followed by the release of the subunit A. Both monomeric
and dimeric forms of the receptor are stimulated by TSH,
so no clear functional significance of TSHR modifications
have been found. We can speculated that the processing
of TSHR with the release of its large fragments
contributes to the development of autoimmune diseases
and production anti-TSH receptor autoantibodies. The
extrathyroidal manifestations of Graves disease may also

be related to metastasis of the autoimmune reaction to
extrathyroidal sites via the released A subunit. The TSHR
processing may, to some extent, be connected to the
hyperthyroidism since the release of the subunit A from
the receptor augmented the adenylate cyclase activity
in the absence of TSH. According to the recent model
of receptors action the TSHR is in equilibrium between
the inactive (closed) and active (opened) conformations.
In opened conformation it can associate with Gs protein
and trigger the intracellular signal. TSH and stimulating
autoantibodies preferentially bind to opened receptors
and stabilizes them.

(Pol | Endocrinol 2005; 1(56): 72-77)
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Streszczenie

Receptor TSH nalezy do rodziny receptoré6w hormonéw
glikoproteinowych, jednak w  odréznieniu  od
pozostalych receptoréw tej rodziny, receptoréw FSH i
LH/hCG, jest posttranslacyjnie modyfikowany. Okoto
75% monomerycznego, blonowego receptora ulega
proteolizie. Proteoliza zachodzi co najmniej w dwéch
punktach i w jej wyniku uwalniany jest tak zwany peptyd
C, natomiast powstale podjednostki A i B polaczone sa
mostkami dwusiarczkowymi. Obie formy receptora,
monomeryczna i dimeryczna aktywnie wiazg TSH.
Nastepnym etapem modyfikacji receptora jest uwalnianie
podjednostki A. Receptor pozbawiony tej podjednostki
cechuje zdolnos¢ stabej aktywacji komaérki w nieobecnosci
TSH. Znaczenie fizjologiczne zmian w receptorze nie jest
wyjasnione, by¢ moze wiaza sie z nimi predyspozycje
do choréb autoimmunizacyjnych, w ktérych powstaja
autoprzeciwciala  wlasnie  przeciwko receptorowi
TSH, a takze wystepowanie w przebiegu tych choréb

72

charakterystycznych, pozatarczycowych objawéw.

W blonach tarczycy receptor TSH wystepuje w stanie
réwnowagi pomiedzy konformacja nieaktywna, i
konformacja aktywna, zdolna do oddzialywania z
biatkiem Gs, przy czym réwnowaga przesunieta jest
w strone konformacji nieaktywnej. Zaréwno TSH jak i
autoprzeciwciata stymulujace wigza sie z forma aktywna
receptora i ja stabilizuja.

(Endokrynol Pol 2005; 1(56): 72-77)
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Obecny w blonach tarczycy receptor hormonu
tyreotropowego (RTSH) nalezy do rodziny recep-
toréw wspdldziatajacych z Biatkiem G, bogatych w
powtarzajace sie sekwencje zawierajgce leucyne. Ich
wspolng cecha jest obecnos¢ domeny transblonowej
o siedmiu odcinkach helikalnych przebijajacych
dwuwarstwe lipidowa. Domena ta jest w wysokim
stopniu  konserwatywna; zgodno$¢ sekwengji
aminokwaséw wynosi okolo 70%. Podrodzing
tych receptoréw sa, obok receptora TSH, receptory
pozostatych hormonéw glikoproteinowych, folitro-
piny (FSH) oraz hormonu luteinizujacego (LH)
i gonadotropiny kosméwkowej (hCG). N-koricowa
cze$¢ receptoréw tych hormonéw stanowi zloka-
lizowana na powierzchni komoérek ektodomena
wykazujaca okoto 40% analogii. Wewnatrzkomor-
kowa, C-koricowa czes¢ receptoréw jest stosunkowo
krétka [1]. Receptor TSH, kodowany jest przez jeden
gen i syntetyzowany w formie monomerycznej.
Jednak w przeciwienistwie do receptoréw pozosta-
lych  hormonéw glikoproteinowych, monome-
ryczny, przetransportowany na blone tyrocytéw
receptor TSH ulega posttranslacyjnej modyfikacji.
Pierwszym etapem modyfikacji jest proteoliza
przez metaloproteaze o wilasciwosciach zblizonych
do konwertazy czynnika martwicy nowotworéw
[2]. Zidentyfikowano dwa podstawowe miejsca
proteolizy: w obrebie aminokwaséow 304-316
(I miejsce ciecia) i aminokwaséw 366-369 (II miejsce
ciecia) ektodomeny receptora [3].

Po proteolizie w czasteczce receptora mozna
wyrozni¢  podjednostke A,  odpowiadajaca
wiekszemu fragmentowi ektodomeny i podjed-

nostke B obejmujaca domene wewnatrzblonowa,
transblonowg oraz C-koricowa czes¢ ektodomeny.
Fragment czasteczki pomiedzy I i Il miejscem ciecia
zostal nazwany peptydem C. Podjednostki A i B
pozostaja polaczone mostkami dwusiarczkowymi.
Mechanizm i stopient proteolizy receptora nie jest
dokladnie zbadany. Izolowany, zredukowany,
receptor  charakteryzowano elektroforetycznie
z uzyciem przeciwcial monoklonalnych. Na
podstawie poréwnania ciezaréw czasteczkowych
produktéw proteolizy barwionych przeciwcialami
przeciwko podjednostce A i B stwierdzano, ze
w tarczycy ludzkiej i w transfekowanych
komérkach jajowych chomika chirskiego (CHO)
wytwarzajacych receptor ciecie zachodzi najczesciej
w obu miejscach z wytworzeniem podjednostki A
i podjednostki B [4, 5, 6]; moze tez zachodzic tylko w
I miejscu z wytworzeniem podjednostki A i, duzej”
podjednostki B [5, 7, 8]. By¢ moze istnieja wiecej niz
dwa miejsca proteolizy czego odbiciem jest obser-
wowane zréznicowanie ciezaru czasteczkowego
pobjednostki B [7, 8]. W transfekowanych recep-
torem komorkach CHO i komérkach leukemicznej
linii K562 wykazano dodatkowo mozliwo$¢ ciecia
tylko w II miejscu z wytworzeniem ,, duzej” podjed-
nostki A [5, 9]. Wolnego peptydu C wycietego
w wyniku proteolizy nie udalo si¢ odnalezé ani
w pozywce ani na blonie hodowanych tyrocytéw
ludzkich [4] ani tez w hodowli transfekowanych
mysich komérek L lub komérek CHO [10, 7].
Schemat budowy receptora TSH przedstawia
rysunek 1.

Rysunek 1. Budowa monome-
rycznej czgsteczki receptora TSH
w nieaktywnej, ,zamknietej”
konformacji (wg 25, zmieniony).
Oddziatywania elektrostatyczne
utrzymujgce receptor w formie
zamknietej zaznaczono drobnymi
kropkami. Podano tez potozenie
reszt cysteinowych i numeracje
niektorych z tych reszt. Cienka
linia na elipsie pokazuje miejsca
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cigcia receptora przez metalopro- -.éim
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Figure 1. The monomeric Hoe

TSH receptor in the inactive,
,Closed” conformation (25 with
modifications).

The area of electrostatic
interactions are marked by
points. Places of metaloprotease
action are marked by the fine
lines.
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Metoda ELISA, stosujac przeciwciala przeciwko
podjednostce B i peptydowi C wykazano, ze
w tarczycy ludzkiej okoto 75% czasteczek receptora
ulega proteolizie i wystepuje w formie dimerycznej
[7]. W réznych wytwarzajacych receptor TSH
transfekowanych komorkach stopient proteolizy
receptora jest znacznie mniejszy [10,11]. Obie
formy receptora, monomeryczna i dimeryczna
stymulowane sg przez TSH [12]. Obserwacja Ciullo
i wsp. [13] wskazujaca na aktywnos¢ receptora
wylacznie w formie dimerycznej by¢ moze wynika
ze slabej prezentacji monomerycznego receptora na
powierzchni bton [14].

Rézne sa opinie odnosnie regulacji przez TSH
procesu proteolizy receptora. Forme dimerycznag
wykrywano w hodowli komérek transfekowa-
nych, ktére nigdy nie mialy stycznosci z recep-
torem co wyklucza udzial TSH w stymulacji
rozpadu receptora [11, 15]. Metodq cytometryczng
rowniez nie stwierdzono wpltywu TSH na proces
proteolizy [16]. Przeciwne wyniki uzyskali Ando
i wsp., ktérzy wykazali, ze w komérkach CHO
aktywacja receptora przez TSH w przeciwien-
stwie do aktywacji przez stymulujace przeciwciato
monoklonalne zwigksza proteolize receptora [17].
Ta ciekawa obserwacja moze przyczyni¢ si¢ do
poznania réznic w aktywacji receptora przez TSH
i autoprzeciwciala.

Receptor TSH wystepujacy na btonach tyrocytéw
w formie dimerycznej moze ulega¢ dalszej
modyfikacji. Pod wplywem blonowej, biatkowej
izomerazy dwusiarczkéw moze dojs¢ do redukgji
mostkow dwusiarczkowych utrzymujacych
strukture receptora i do uwolnienia podjednostki
A. W blonach komoérek tarczycy podjednostka
B receptora wystepuje w ponad dwukrotnym
nadmiarze w stosunku do podjednostki A [4].
W  warunkach fizjologicznych dalsze losy
uwolnionej z blon komérek tarczycy podjednostki
A nie sg znane. Na obecnos¢ receptora w formie
rozpuszczalnej w tarczycy ludzkiej wskazywaly co
prawda prace z lat 80-tych [18], jednakze wyniki te
nie zostaly potwierdzone [4]. Réwniez w surowicy
krwi obwodowej nie stwierdziono obecnosci
rozpuszczalnej formy receptora [19]. In vitro
wolng podjednostke A wykrywano w pozywkach
w  ktérych hodowano tyrocyty, transfekowane
komorki L, komérki nerki matpy lub komérki CHO
i stwierdzano, ze podjednostka ta wigze TSH [20].
Prawdopodobnie jednak wigzanie to nie jest maksy-
malne, wykazano bowiem, ze w silnym wiazaniu
TSH biorag udzial nie tylko okreslone rejony
w podjednostce A lecz takze okre$lone rejony
w podjednostce B. I tak delecje lub mutacje w
rejonie podjednostki B (aminokwasy 387-395)
znacznie obnizaja wigzanie TSH w transfeko-
wanych komérkach COS-7 [21] a przeciwciala
przeciwko resztom 381-384 hamujq wigzanie TSH
[22]. Wykazano tez, ze do uzyskania wigzania o
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wysokim powinowactwie konieczna jest obecnosé
sulfonowanej reszty tyrozynowej na C korcu
podjednostki B [23]. Zaproponowana ostatnio
przez Jeffreysa i wsp. [24] ,kiesze’ wigzaca
TSH w czasteczce receptora obejmuje sekwencje
na podjednostce A (277-296 i 246-260) oraz na
C-koricu podjednostki B (381-385). Tak wiec
receptor w formie dimerycznej aktywnie wiaze
TSH, a uwolniona podjednostka A najprawdopo-
dobniej nie pelni Zadnej funkgji regulatorowe;j.

Z cieciem receptora TSH, a w szczegdlnosci
z uwalnianiem podjednostki A moze miec
zwigzek patogeneza autoimmunizacyjnych choréb
tarczycy Sugeruje to przede wszystkim zbieznosé
zachowarn; receptor TSH jest jedynym receptorem
z grupy receptoréw hormonéw glikoproteinowych
podatnym na proteolize a jednoczesnie jedynym
receptorem o charakterze immunogennym,
przeciwko ktéremu powstaja przeciwciala prowa-
dzace do choroby autoimmunizacyjnej. Znaczna
czesé epitopow dla autoprzeciwcial stymulujacych
tarczyce zlokalizowana jest na podjednostce A.
Przeciwciala preferencyjnie rozpoznaja wolna,
a nie zwigzang z czescia transblonowa podjed-
nostke A [25]. Na modelu zwierzecym choroby
Gravesa-Basedowa Chen i wsp. [26] wykazali, ze
zwierzeta chorujg czesciej, jezeli immunizowane
sq adenowirusem powodujacym wytwarzanie
wolnej podjednostki A receptora niz adenowirusem
kodujacym caly receptor w formie monomeryczne;j.
Uwolniona podjednostka moze wigc indukowac lub
zwiegkszac odpowiedZ odpornosciowa,.

W najnowszej pracy przegladowej [14] Vassard
i Costegliola wysuwajq hipoteze, ze pozatarczy-
cowe manifestacje choroby Gravesa Basedowa
moga wynikac¢ z przeniesienia reakcji autoimmu-
nologicznej do innych narzadéw przez uwolniona
podjednostke A.

Intrygujaca  jest aktywnos¢ peptydu C
w odpowiedzi autoimmunizacyjnej chorych.
Stwierdzono, ze w obrebie tego peptydu nie ma
reszt uczestniczacych w wigzaniu TSH, jak réwniez
w stymulacji komérki przez TSH [21, 27, 28]. Delecja
tego peptydu nie zmniejsza aktywnosci autoprze-
ciwciat stymulujacych [21, 28]. Jednoczesnie peptyd
C obejmuje rejon ,peptydu immunogennego”
odpowiadajacego aminokwasom 352-367, ktéry
rozpoznaja autoprzeciwciata od ponad 80% chorych
na chorobe Gravesa-Basedowa [21,29]. Autoprze-
ciwciala chorych rozpoznaja tez inne peptydy
wystepujace w obrebie peptydu C [30]. Syntetyczny
peptyd odpowiadajacy sekwencjom w peptydzie
C hamuje wiagzanie autoprzeciwciat [31]. Immuni-
zujac kurczeta lub kréliki otrzymano przeciwciala
skierowane przeciwko takim peptydom i stwier-
dzono, ze neutralizujg one wigzanie TSH [32] lub
wigzanie autoprzeciwcial [30, 33, 34], wykazuja
wiec aktywnosc blokujaca.
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Podstawowe pytania, ktére sie nasuwaja
w zwigzku z powyzszymi obserwacjami dotycza
dwéch probleméw; pierwszym jest aktywnosci
immunogenna peptydu C. Jezeli w blonach tarczycy
wiekszos¢ czasteczek receptora ulega szybkiej
proteolizie z uwalnianiem calego peptydu C lub
jego fragmentéw, to wydaje sie¢ prawdopodobne,
ze wilasnie uwolniony peptyd C jest immuno-
genem. Niemozliwos¢ wykrycia we krwi calego
uwolnionego peptydu C czy tez calej podjednostki
A moze sugerowad, ze sq one w catosci lub tez po
dalszej proteolizie wychwytywane natychmiast
przez komérki immunokompetentne filtrujace
gruczol tarczowy i uruchamiana jest odpowiedZ
obronna organizmu. By¢ moze szczegélna wrazli-
wos$¢ receptora na proteolize powoduje, ze moze
on sta¢ sie autoantygenem. Byloby to zgodne
zjedna z koncepdji probujacej wyttumaczyd dlaczego
okreslone czasteczki biatkowe stanowiace zaledwie
okoto 1 procent wszystkich bialek ludzkich moga
by¢ obiektem autoagresji. Dla szeregu autoanty-
gendow zaobserwowano, ze wiasnie ich podatnosé
na proteolize przez granzyme B i podatnos¢ na inne
modyfikacje sa cecha odrézniajacq je od innych
bialek [35].

Drugie pytanie dotyczy funkcji autoprzeciwciat
rozpoznajacych peptyd C. Jezeli reszty amino-
kwaséw wchodzacych w sklad peptydu nie biora
udzialu w wigzaniu TSH a jednoczesnie przeciw-
ciala wiazace ten peptyd blokuja wigzanie, to nalezy
przypuszczad, ze obecnos¢ peptydu C przyczynia
si¢ do utrzymania takiej konformacji receptora, jaka
jest aktywna podczas reakgji z TSH.

Nastepng cecha odrézniajaca  stymulacje
komoérek z udzialem receptora TSH od stymu-
lacji przez pokrewne receptory LH/hCG i FSH
jest znaczna aktywno$¢é konstytutywna blonowej
cyklazy adenylanowej wspdldzialajacej z tym
receptorem. Aktywnosc ta jest aktywnosciq podsta-
wowg, obserwowana w nieobecnosci odpowied-
niego, stymulujacego, hormonu. Znaczny wzrost
aktywnosci konstytutywnej cyklazy adenylanowej
prowadzi do nadczynno$ci tarczycy niekontro-
lowanej przez o$ podwzgérzowo-przysadkows.
U chorych z nadczynnymi guzkami autonomicz-
nymi i z wrodzona nieautoimmunizacyjng nadczyn-
noscig tarczycy opisano szereg spontanicznych
mutacji prowadzacych do zwigkszenia aktywnosci
konstytutywnej. Duza ilo$¢ miejsc (ponad 20) tych
mutacji zarejestrowanych w receptorach tarczyc od
kolejnych chorych i ich réznorodne rozmieszczenie
(gléwnie w si6dmym fragmencie transblonowym
receptora), sugeruja, ze konstytutywnie aktywo-
wany receptor moze przyjmowac rézne aktywne
konformacje [36, 37]. Badano, czy fizjologiczne,
zachodzace na blonach tyrocytéw, posttranslacyjne
modyfikacje receptora TSH zmieniajg aktywnosé
konstytutywna cyklazy adenylanowej. W tym celu
w ukladach modelowych poréwnywano aktywnosé

receptora dimerycznego z aktywnoscigq receptora
monomerycznego uzyskanego przez wprowa-
dzenie do komorek wektora kodujacego receptor
nie podlegajacy proteolizie. Uzyskiwano to stosujac
chimeryczny receptor w ktérym niektére sekwencje
receptora TSH zastapiono sekwencjami wyste-
pujacymi w receptorze LH/hCG [12], wprowa-
dzajac punktowe delecje lub mutacje w miejscach
wycinania peptydu C (38) lub modyfikujac receptor
w inny sposéb (39). Stwierdzono, ze sam proces
proteolizy nie zmienia aktywnosci konstytutywnej
Natomiast uwolnienie podjednostki A w transfe-
kowanych komoérkach CHO prowadzi do wzrostu
tej aktywnosci [41]. Wykazano nastepnie, ze
funkcje regulatorowa peni tu koniec karboksylowy
podjednostki A w obrebie aminokwaséw 281-293.
Uwolnienie reszt 287-293 przez lagodne trakto-
wanie trypsyna zwieksza aktywnos¢ konstytu-
tywna [41]. Zwiekszong aktywno$é konstytutywna
wykazywaly tez mutanty z punktowymi zmianami
aminokwasow 281, 283 i 284 [42], mutant z delecja
aminokwasow 337-367 a wiec delecja w obrebie
peptydu C [27] oraz transfekowane komérki COS-7
prezentujace zaréwno ,duza” podjednostke B jak
i typowa podjednostke B receptora [38]. Tej ostatniej
obserwacji nie potwierdzono badajgc komérki CHO
z wbudowana do blon podjednostkg B [13]. Tak
wiec zgodne sa opinie dotyczace roli podjednostki
A w wyciszaniu aktywnosci konstytutywnej cyklazy
adenylanowej natomiast udzial reszt karboksylo-
wego korca ektodomeny w tej regulacji nie jest do
korica wyjasniony.

Czasteczka receptora TSH, calkowicie pozba-
wiona czesci pozakomorkowej (ektodomeny) jest
tez calkowicie pozbawiona aktywnosci biologicznej
[13, 38].

Przytoczone obserwacje dotyczace wplywu
spontanicznych i zaplanowanych punktowych
mutacji, delecji i podstawien na aktywacje komorki
przez receptor TSH pozwolily na zaproponowanie
mechanizmu jego dzialania.

Zgodnie z obecnie przyjetym modelem
w komorkach tarczycy receptor TSH wystepuje
w stanie rownowagi pomiedzy konformacja nieak-
tywna, ,zamknieta” i aktywna, zdolng do oddzia-
tywania z bialkiem Gs i cyklaza adenylanowa
konformacje ,otwarta” przy czym réwnowaga
przesunieta jest w strone konformacji nieaktywne;j.
W utrzymaniu formy nieaktywnej uczestnicza sily
elektrostatyczne wiazace aminokwasy blonowej
czedci podjednostki B i karboksylowego korica
podjednostki A receptora w obrebie reszt 281-293,
a by¢ moze tez czesci blonowej i N-korica tej samej
podjednostki B. Receptor moze przyjmowac rézne
konformacje powodujace wzrost aktywnosci konsty-
tutywnej cyklazy, a réwnowaga pomiedzy aktywna
i nieaktywna konformacjg przechodzi przez szereg
form posrednich. TSH preferencyjnie wiaze sie
z receptorem ,otwartym” i stabilizuje forme
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aktywna receptora [36]. Zgodnie z powyzszym
modelem dzialanie przeciwcial stymulujacych
polega, podobnie jak dzialanie TSH, na stabili-
zacji formy ,otwartej”, zas dzialanie przeciwcial
blokujacych na utrzymaniu sit elektrostatycznych
pomiedzy podjednostkami A i B a by¢ moze tez
peptydem C i stabilizacji formy ,zamknietej”
receptora. Powyzszy model okresla jako rzeczy-
wistego agoniste dla czesci blonowej receptora
TSH nie tyle czasteczke hormonu co ektodomene
receptora w aktywnej, ,,otwartej”, konformacji [43].

Proces aktywacji komérki z udzialem recep-
toréw blonowych koriczy ich endocytoza nazwana
internalizacja. W przypadku receptora TSH inter-
nalizacji ulega 30% czasteczek receptora [44].
Quellari i wsp [38] z uzyciem transfekowanych
komoérek COS-7 wykazali, ze proteoliza receptora
i uwolnienie podjednostki A zwigksza internalizacje
pozostalej podjednostki B.

W oparciu o przytoczone dane wydaje sie, ze
podatnos¢ czasteczki receptora TSH na prote-
olize i dalsze modyfikacje nie jest korzystna dla
organizmu gdyz zwigksza prawdopodobieristwo
rozwiniecia si¢ choroby autoimmunizacyjnej, a by¢
moze przyczynia sie do nadmiernej, niekontrolo-
wanej, stymulagcji tarczycy. Aby zbadad, czy tak jest
w rzeczywistosci Vassart i Costagliola proponuja
wprowadzenie u myszy zmian genetycznych
umozliwiajacych synteze wylgqcznie niewrazliwych
na proteolize czasteczek receptora TSH a wiec
receptora w formie monomerycznej a nastepnie
dokladne przesledzenie zachowan i stanu zdrowia
tych myszy [14].
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