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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Odpornos¢ wrodzona jest uniwersalnym mechanizmem obrony organizmu przed infekcja. OdpowiedZ
ta dziata w oparciu o istnienie okreslonej i ograniczonej liczby receptoréw PRR (pattern reco-
gnition receptors) rozpoznajacych state struktury drobnoustrojéw zwane PAMP (pathogen asso-
ciated molecular patterns). Dzigki PRR organizm ludzki jest w stanie rozrézni¢ antygeny obce
(nonself) od wilasnych (self). Jednym z przedstawicieli PRR sa receptory TLR (Toll-podobne),
ktore odgrywaja gtéwna rolg w rozpoznaniu zagrozenia i inicjacji odpowiedzi immunologicz-
nej. Wsréd komérek rozpoznajacych patogeny za pomoca receptoréw TLR wyrézniamy: komor-
ki uktadu immunologicznego (makrofagi, komodrki dendrytyczne, komdrki tuczne, eozynofile,
neutrofile, limfocyty B), komoérki nabtonkowe, komérki sSrédbtonka, kardiomiocyty i adipocyty.
Pobudzenie receptoréw TLR przez produkty drobnoustrojéw stanowi sygnat aktywujacy mecha-
nizmy odpornosci immunologicznej nieswoistej. Powoduje wzmozong syntezg czynnikéw prze-
ciwbakteryjnych i cytokin prozapalnych, dojrzewanie komérek dendrytycznych (wzrost ekspre-
sji molekut kostymulujacych i MHC), ktére uzyskuja wigksza zdolno$¢ prezentacji antygendw.
W niektérych przypadkach odpowiedZ nieswoista jest niewystarczajaca do zwalczenia istniejace-
go zakazenia, w zwiazku z czym niezbgdna jest aktywacja odpornosci bardziej zaawansowanej,
czyli swoistej. Aktywacja komérek APC poprzez TLR powoduje wzrost syntezy cytokin proza-
palnych (TNF-a, IL-1, -6, -8, -12), chemokin, tlenku azotu (NO) i wzrost ekspresji molekut ad-
hezyjnych oraz molekut kostymulujacych (CD40, CD80, CD86) na tych komérkach. Zaistniate
zmiany w funkcjonowaniu komérek APC pozwalaja na indukcj¢ odpowiedzi immunologicznej
swoistej, ktérej wykonawcami sa limfocyty T oraz limfocyty B. Receptory TLR uczestnicza réw-
niez w regulacji odpowiedzi immunologicznej, poniewaz wplywaja bezposrednio lub posrednio
na funkcje komoérek regulacyjnych Treg CD4+CD25+ prowadzac do ich indukcji i hamowania
odpowiedzi immunologicznej lub do zniesienia ich aktywnosci supresyjnej (kontrasupresji).

receptory Toll-podobne (TLR) ¢ odporno$é wrodzona e struktury patogenéw rozpoznawane
przez receptory wrodzonej odpornosci (PAMP)  komérka T regulacyjna (Treg) °
kontrasupresja

* Praca powstata dzigki wsparciu finansowemu Komitetu Badarn Naukowych w ramach grantéw: 3 PO 5B 091 25 oraz

3 PO 5A 157 28.
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Summary

The innate immune response is a universal mechanism of host defense against infection. It func-
tions on the basis of special receptors called PRRs (pattern-recognition receptors) which recogni-
ze conserved microbial structures called PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Due
to PRRs, the human organism is able to discriminate between self and non-self antigens. Toll-
like receptors (TLRs) are a group of PRRs that play a crucial role in “danger” recognition and
the induction of immune response. Cells of the immune system (macrophages, dendritic cells,
mast cells, eosinophils, neutrophils, B lymphocytes), epithelial cells, endothelium, cardio-my-
ocytes and adipocytes all recognize pathogens via TLRs. TLR stimulation via microbial products
activates the innate immune response. This results in an upregulated synthesis of anti-bacterial
substances and pro-inflammatory cytokines as well as the activation of dendritic cell maturation
(increased expression of co-stimulatory molecules and MHC antigens), thereby becoming more
effective in antigen presentation. In some cases, the innate immune response is not able to eli-
minate infection and requires the induction of the adaptive immune response. When activated
via TLRs, antigen-presenting cells (APCs) release elevated levels of pro-inflammatory cytoki-
nes (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, and IL-12), chemokines, and nitric oxide (NO) and show incre-
ased expression of co-stimulatory molecules (CD40, CD80, CD86). All these changes in APC
function allow the induction of the adaptive immune response, where both T and B lymphocy-
tes play a crucial role. TLRs also play a role in the regulation of immune response via direct or
indirect influence on the function of CD4+ CD25+ T regulatory cells (Tregs), which results in
their induction and subsequent suppression of the immune response or a reversal of suppression
(contrasuppression).
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Wstep

Organizm ludzki jest stale narazony na dziatanie licznych czyn-
nikéw patogennych, dlatego tez sa niezbgdne mechanizmy
umozliwiajace szybkie rozpoznanie i reagowanie na substan-
cje zagrazajace zdrowiu i zyciu ustroju. W wyniku ewolucji
wyksztatcily si¢ dwa rodzaje odpornosci: odpornos$é wrodzo-
na (nieswoista) — stanowiaca pierwsza lini¢ obrony organi-
zmu oraz odporno$¢ nabyta (swoista), komérkowa 1 humoral-
na, gdzie odpowiednio komoérki T lub komérki B rozpoznaja
epitopy charakterystyczne dla okreslonych drobnoustrojéw.
Mechanizmy odpornosci nieswoistej rozwijaly si¢ przez set-
ki miliondéw lat, w zwiazku z czym elementy tej odpornosci
mozna zaobserwowac u wszystkich organizméw zyjacych na
kuli ziemskiej. W odréznieniu od mechanizméw odpornosci
nieswoistej odpornos¢ swoista maja wytacznie krggowce.

W latach 90 XX w. stwierdzono, Zze drobnoustroje poza licz-
nymi epitopami maja dodatkowo specjalne, grupowe struk-
tury wzmacniajace odpowiedzZ, znane obecnie jako PAMP
(pathogen associated molecular patterns) [35]. PAMP sa
rozpoznawane przez wyspecjalizowang grupe receptoréw
odpornosci nieswoistej, okreslanych jako ,,receptory roz-
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poznajace wzorce” (pattern recognition receptors — PRR),
ktérych klasycznym przyktadem sa receptory Toll-podob-
ne (Toll-like receptors — TLR). Receptory TLR stanowia
ogniwo taczace odpornos¢ nieswoista z odpornoscia swo-
ista, umozliwiajac tym samym sprawng walke z czynnika-
mi patogennymi. Ponadto, receptory TLR umozliwiaja ko-
moérkom uktadu immunologicznego odréznianie antygenéw
wlasnych (self antigens) od antygenéw obcych (nonself an-
tigens) [34]. To wiasnie odpornos¢ nieswoista ma zdolnosé
selektywnego reagowania przeciwko strukturom wystepuja-
cym u bakterii, wiruséw, pierwotniakow oraz grzybdow.

ReceptorY TLR 1 ICH LIGANDY

Receptory Toll po raz pierwszy zidentyfikowano podczas
badan polaryzacji brzuszno-grzbietowej u larw muszki owo-
cowej (Drosophila melanogaster). Nazwg ,toll” nadano
zmutowanemu genowi kodujacemu receptor, ktory uczest-
niczy w rozwoju embrionalnym muszki owocowej. Kolejne
doswiadczenia dowiodly, ze u dorostych osobnikéw re-
ceptory kodowane przez gen toll uczestnicza w mechani-
zmach obronnych tych owadéw. Wykazano, ze aktywacja
receptoréw Toll u tych owadéw prowadzi do wzmozonej
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Tabela 1. Wykaz receptoréw TLR oraz ich ligandow

Receptor TLR Ligandy (PAMP) Pochodzenie
lipopeptydy bakterie, Mycobacterium
T czynniki rozpuszczalne (lipoproteiny) Neisseria meningitidis
bakteryjne lipoproteiny bakterie (Treponema, Mycoplasma, Borrelia)
peptydoglikan, kwas lipotejchojowy bakterie Gram-dodatnie
lipoarabinomannan, rozpuMSf\izPalzny czynnik tuberkulinowy, Mycobacterium
TLR2 glikofosfatydyloinozytol Trypanosoma cruzi
glikolipidy Treponema maltophilum
poryny Neisseria sp.
zymosan grzyby
nietypowy lipopolisacharyd Leptospira interrogans, Porphyromonas gingivalis
MALP-2 Mycobacterium
TLR2 /TLR6 zymosan grzyby
rozpuszczalny czynnik tuberkulinowy Mycobacterium
podwdjna ni¢ RNA (dsRNA) wirusy
TLR3 (wewnatrzkomérkowy)
poly(l: C) syntetyczny
lipopolisacharyd (LPS) bakterie Gram-ujemne, np. Escherichia coli
TLRe biatka fuzyjne RSV wirus RSV (Respiratory syncytial virus)
biatko szoku ciepInego (HSP60, HSP70, Cp96), fibrynogen cztowiek
biatko szoku ciepInego (HSP60) Chlamydia pneumoniae
TLRS flagellina bakterie Gram-ujemne
TLR7 (wewnatrzkomdrkowy) pojedyncza ni¢ RNA (ssRNA) wirusowe
TLR8 (wewnatrzkomérkowy) pojedyncza ni¢ RNA (ssRNA) wirusowe

TLR9 (wewnatrzkomérkowy)

niemetylowane sekwencje CpG DNA

bakteryjne, wirusowe oraz syntetyczne formy CpG

TLR10 nieznane

nieznane

nieznane

uropatogeniczny szczep Escherichia coli (UPECs)

TLRM

biatko profilinopodobne

Toxoplasma gondii

syntezy peptydéw przeciwko drobnoustrojom: dipterycyn
(przeciwko bakteriom Gram-ujemnym) i defensyn (prze-
ciwko bakteriom Gram-dodatnim) oraz przeciwgrzybi-
czych drosomycyn.

Receptory o podobnej budowie i dziataniu do receptoréw
Toll stwierdzono na komoérkach ssakéw, dlatego nazwano
je receptorami Toll-podobnymi (Toll-like receptor — TLR).
Dotychczas opisano 11 receptoréw TLR u myszy oraz 10
receptoréw TLR u ludzi, jednak nie dla wszystkich ziden-
tyfikowano ligandy (PAMP). Rodzaje receptoréw TLR oraz
ich ligandy przedstawiono w tabeli 1.

Pierwszym zidentyfikowanym receptorem TLR by1 recep-
tor rozpoznajacy lipopolisacharyd (LPS), gléwny sktadnik

Sciany bakterii Gram-ujemnych, zwany réwniez endotok-
syna. Poczatkowo uwazano, ze za rozpoznanie lipopolisa-
charydu odpowiada receptor TLR2 [85]. Dopiero badania
przeprowadzone na szczepie myszy z defektem recepto-
ra TLR2 (TLR2-/-) dowiodty, iz brak receptora TLR2
nie powoduje zaburzein w transdukcji sygnatu i aktywa-
cji czynnika NF-xB po stymulacji LPS. Dalsze badania
wykazaly, ze myszy szczepu C3H/Hel z punktowa muta-
cja genu kodujacego receptor TLR4 nie odpowiadaja na
dziatanie lipopolisacharydu i nie rozwijaja wstrzasu sep-
tycznego spowodowanego nadmierna aktywacja makro-
fagéw, prowadzaca do uszkodzenia tkanek gospodarza
[23]. Ostatecznie, w oparciu o badania na szczepie myszy
TLR4—/— ustalono, ze receptorem rozpoznajacym LPS wy-
izolowanym z bakterii Gram-ujemnych jest receptor TLR4.
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Tabela 2. Ekspresja receptordw TLR na/w komdrkach ukfadu immunologicznego u myszy

Typ mysich komérek TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9
Komérki dendrytyczne (DC) + + + + + + + + +
Makrofagi + + + + + + + +
Komorki tuczne/bazofile + + + + +
Neutrofile + + + + + +
Limfocyty B + + + + +
KomérkiT reg (D4+(D25+ + + + +
Komarki NKT + +

W kolejnych badaniach zidentyfikowano pozostate recep-
tory TLR rozpoznajace charakterystyczne struktury drob-
noustrojéow. Wykazano, ze ligandami receptora TLR2 sa
bakteryjne lipoproteiny, peptydoglikan, kwas lipotejcho-
jowy, zymosan, glikolipidy, bakteryjne poryny, lipoarabi-
nomannan, natomiast receptor TLRS rozpoznaje flagelli-
n¢ - biatko rzgsek bakterii Gram-ujemnych. Kolejna grupe
receptoréw PRR stanowia receptory TLR biorace udziat
w rozpoznaniu kwaséw nukleinowych pochodzacych z drob-
noustrojéow. Do grupy wspomnianych PRR zaliczono re-
ceptor TLR3 rozpoznajacy podwdjna ni¢ RNA (dsRNA)
oraz syntetyczny poly(l: C); receptory TLR7 i TLRS akty-
wowane przez pojedyncza ni¢ RNA (ssRNA) oraz recep-
tor TLRY stymulowany przez DNA zawierajacy niemety-
lowane sekwencje CpG. Na temat receptoréw TLR10 oraz
TLR11 niewiele wiadomo. Dotad nie zidentyfikowano ligan-
du receptora TLR10 [19], natomiast receptor TLR11 praw-
dopodobnie rozpoznaje struktury bakterii uropatogennych
szczepu Escherichia coli oraz biatko profilinopodobne wy-
stepujace w Toxoplasma gondii [87]. Ekspresje receptora
TLR11 wykazano w komérkach ssakéw z wyjatkiem ko-
morek ludzkich [89]. Obecnos¢ receptoréw TLR11 w pe-
cherzu i nerkach wskazuje na istotne znaczenie tych recep-
toréw w odpowiedzi immunologicznej chroniacej przed
infekcjami uktadu moczowego.

Receptory TLR moga tworzy¢ postaci homodimeryczne
(para identycznych czasteczek TLR) lub heterodimerycz-
ne (dwie rézne czasteczki TLR) [91]. Istnienie recepto-
row TLR w postaci heterodimerycznej rozszerza wachlarz
rozpoznawanych przez nie PAMP. Przyktadem jest recep-
tor TLR2, ktéry w postaci homodimerycznej rozpozna-
je skladniki $ciany bakterii Gram-dodatnich (bakteryjne
lipoproteiny, kwas lipotejchojowy, lipoarabinomannan,
glikolipidy, poryny), natomiast sktadnik Sciany drozdzy
— zymosan TLR2 rozpoznaje w potaczeniu z receptorem
TLR6 [48]. Wykazano, ze receptor TLR10 réwniez wy-
stegpuje w postaci heterodimerycznej z receptorem TLR1
lub TLR2 [19].

Przez wiele lat uwazano, ze ligandami receptoréw TLR sa
réwniez biatka pochodzenia endogennego, ktére w prawi-
dtowych warunkach wystgpuja wewnatrz komoérek, nato-
miast sa uwalniane pod wplywem stresu komoérkowego,
uszkodzenia tkanek oraz ich martwicy. Do tej grupy sub-
stancji naleza biatka szoku cieplnego HSP60 [45,16] oraz
HSP70 [77], Cp96 [78], fibrynogen [60] aktywujace re-

ceptory TLR4 oraz kompleks chromatyna-IgG stymulu-
jacy receptory TLR9 [29]. Jednak ostatnie doniesienia na
temat stymulacji receptoréw TLR4 przez biatka HSP wska-
Zuja, iz za aktywacje receptoréw TLR jest odpowiedzial-
ny LPS stanowiacy zanieczyszczenie endogennych biatek
HSP, a nie samo biatko. Wykazano bowiem, ze zastoso-
wanie wysoce oczyszczonych biatek HSP60 i HSP70 lub
biatek nieoczyszczonych w potaczeniu z polimyksyna B
(antagonista LPS) nie prowadzi do aktywacji receptorow
TLR [17].

Wystepowanie RECEPTOROW TLR

Ekspresje receptoréw TLR wykazano na komérkach uktadu
odpornosciowego (makrofagi, komérki dendrytyczne, limfo-
cyty B, komérki tuczne, eozynofile i neutrofile), komérkach
nabtonkowych, §rédbtonku naczyn, adipocytach, kardiomio-
cytach, fibroblastach oraz keratynocytach. Wystgpowanie
receptor6w TLR na/w komérkach uktadu immunologicz-
nego u myszy przedstawia tabela 2 [7,18].

Receptory TLR wystepuja gtéwnie w blonie komérkowe;j
(TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6, TLR10, TLR11), cho¢
niektére sposréd nich znajduja si¢ w blonie pgcherzykéw
cytoplazmatycznych (TLR3, TLR7, TLRS, TLR9) [43].
Wewnatrzkomorkowe receptory TLR rozpoznajq materiat
genetyczny drobnoustrojéw, ktére wczesniej ulegly cze-
Sciowej degradacji w lizosomach. Schemat wystgpowania
receptoréw TLR przedstawia rycina 1.

Lokalizacja receptoréow TLR wskazuje na ich istotna role
w indukcji odpowiedzi immunologicznej w chwili inwazji
patogenu. Obecnos¢ receptoréw TLR we wrotach zakaze-
nia umozliwia szybka aktywacj¢ komorek nabtonka, kt6-
re wydzielaja chemokiny, cytokiny umozliwiajace naptyw
komorek uktadu immunologicznego. Aktywacja recepto-
row TLR komorek prezentujacych antygen wzmaga pro-
cesy, ktérych nastgpstwem jest indukcja odpowiedzi swo-
istej. Istnieja rowniez doniesienia wskazujace na obecnosé
receptoréw TLR na limfocytach NKT [8,58] oraz komor-
kach regulacyjnych Treg CD4+25+ [12].

Bupowa RecepToROW TLR ORAZ TRANSDUKCJA SYGNALU ICH
STYMULAC)I

Receptory TLR naleza do grupy receptoréw transmembra-
nowych, majacych cz¢s$¢ zewnatrzkomoérkowa, btonowa i cy-
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lipoproteiny, peptydoglikan,
lipopeptydy kwas lipotejchojowy,
lipoarabinomannan,

poryny,

LPS (Porphyromonas

gingivalis, Leptospira
interrogans) TLRG

\ TLR2

TLR2

Zymaosan

TLRS

TLR2

TLR1

flagelina lipopolisacharyd ~ ?

uropatogeniczny

szczep Eschericha coll,
biatko profilinopodobne
(Toxoplasma gondii)

(np. Eschericha coli)

TLR4

ENDOSOM

BLONA
KOMORKOWA

Ryc. 1. Schemat wystepowania receptordw TLR

toplazmatyczna. W czgsci zewnatrzkomdérkowej receptora
wyodregbniono domeny bogate w reszty leucynowe (leuci-
ne-rich repeats — LRR), natomiast w czg¢sci cytoplazma-
tycznej — domeng wykazujaca wysoka homologie z recep-
torem IL-1R1, stad jej nazwa TIR (Toll-IL-1 receptor) [2].
Transdukcja sygnatu przez receptory TLR przebiega przy
zaangazowaniu wielu bialek, takich jak MyD88 (myelo-
id differentiation factor 88), kinaz IRAK (IL-1-1R1-asso-
ciated protein kinases), kinazy TAK1 (TGF-beta-activated
kinase), biatek wiazacych kinazg¢ TAK1 — TAB (TAK1-
binding proteins) oraz czynnika zwiazanego z receptorem
czynnika martwicy nowotworu — TRAF6 (TNF-receptor-
associated factor 6) [4]. Proces transdukcji sygnatu akty-
wacji receptoréw TLR przedstawia rycina 2.

W chwili pobudzenia receptora TLR komponenta MyD88
taczy si¢ domena TIR bezposrednio z receptorem TLR
(TLRS, TLR7, TLR9) lub za posrednictwem biatka adapto-
rowego TIRAP (TLR2, TLR4) [30]. Nastgpnie dochodzi do
aktywacji kinazy IRAK4 [73], czego nastgpstwem jest fos-
forylacja kolejnej kinazy IRAK-1 [1,5]. Powstajaca aktyw-
na kinaza IRAK]1 zostaje uwolniona do cytoplazmy, gdzie
faczy si¢ z czynnikiem TRAF6, pozwalajac tym samym na
aktywacje kompleksu TAK1/TAB [3]. Pobudzony kompleks
TAK1/TAB aktywuje kinaz¢ czynnika IxB (IKK) oraz kina-

z¢ MAP (mitogen-activated protein) [73]. Aktywna kinaza
IKK powoduje fosforylacje i degradacje czynnika IkB (in-
hibitor czynnika NF-kB) prowadzac do uwolnienia czynni-
ka transkrypcyjnego NF-kB (nuclear factor-kB). Powstaty
czynnik NF-kB wnika do jadra komérkowego i indukuje
ekspresje genéw kodujacych cytokiny prozapalne.

Na uwage zastuguje réwniez biatko TOLLIP, ktére ha-
muje transdukcje sygnatlu aktywacji receptora TLR [90].
Wykazano, ze biatko TOLLIP w komoérkach niestymulo-
wanych przez PAMP tworzy kompleks z kinaza IRAK-1.
W ten sposéb biatko TOLLIP hamuje jej dimeryzacje thu-
migc dziatanie kinazy IRAK-1.

Opisany przebieg transdukcji przedstawia gléwna droge
aktywacji receptoréw TLR zalezng od biatka adaptorowe-
go MyD88. Istnieje jeszcze wiele innych biatek adaptoro-
wych, zaangazowanych w transdukcj¢ sygnatu aktywacji
receptoréw TLR, do ktérych naleza: TIRAP (TIR-doma-
in-containing adapter protein), TRIF (TIR-domain-conta-
ining adapter inducing IFN-3) oraz TRAM (TRIF-related
adapter molecule) [84]. Wykazano, ze biatko TIRAP od-
grywa istotng role w MyD88-zaleznej transdukcji sygnatu
pochodzacego z receptoréw TLR4 oraz TLR2 [82]. Biatko
TRIF uczestniczy w MyD88-niezaleznej drodze aktywacji
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MyD88 MyD88 MyD88

IRAK4
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aktywna kinaza
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IRAK1

TLR3

i

TRAF6
[] aktywnagipy
RIP1
18k1 | BEONA
IKK | KOMORKOWA
LUB BLONA
ENDOSOMU

cytokiny prozapalne

IFN-B

Ryc. 2. Proces transdukcji sygnatu aktywacji receptoréw TLR

receptoréw TLR3 i TLR4, ktére w odpowiedzi na dsSRNA
1 LPS prowadza do aktywacji czynnika IRF-3 (interferon-
regulatory factor 3) i syntezy IFN-f3 [71,72]. Warto nadmie-
ni¢, ze na aktywacj¢ czynnika NF-kB uzyskanej w wyniku
stymulacji receptoréw TLR3 maja réwniez wptyw kina-
zy RIP (receptor interacting protein): RIP1 i RIP3 [36].
Stwierdzono, ze brak kinazy RIP1 obniza aktywacje czyn-
nika NF-xB, natomiast nie ma wptywu na aktywacje ki-
nazy JNK i syntezg¢ IFN-f. Ponadto wykazano, ze kinaza
RIP3 hamuje droge aktywacji czynnika NF-kB poprzez
TRIF. W zwiazku z powyzszym receptor TLR3 zalicza
si¢ do receptoréw zaleznych od kinazy RIP, w przeciwien-
stwie do innych receptoréw TLR, ktére w celu aktywacji
czynnika NF-kB wykorzystuja kinazy IRAK. Biatko ada-
ptorowe TRAM bierze udziat w aktywacji receptora TLR-
4 MyD88-niezaleznej [83]. Brak biatka TRAM powoduje
obnizenie syntezy cytokin prozapalnych, ostabienie pro-
liferacji splenocytéw oraz zmniejszenie ekspresji molekut
kostymulujacych w odpowiedzi na LPS.

Axtywac)a rRecerTorA TLR4

Najlepiej poznanym receptorem TLR jest receptor rozpo-
znajacy lipopolisacharyd bakterii Gram-ujemnych (LPS).
Receptor TLR4 wystgpuje na wielu komérkach ustroju.
Jego ekspresje wykazano na komoérkach uktadu immuno-
logicznego (monocyty, makrofagi, neutrofile, mastocyty,

komorki dendrytyczne, limfocyty B), a takze na komor-
kach srédbtonka i nablonka. Aktywacja receptora TLR4
wymaga wspotdziatania zewnatrzkomoérkowych biatek. Do
optymalnej ekspresji i funkcji receptora TLR4 niezbgdna
jest komponenta MD-2 [15,38]. Rozpoznanie LPS przez
kompleks TLR4/MD-2 wymaga réwniez obecnosci biatka
CD14 [49]. Komponenta CD14 znajduje si¢ na powierzch-
ni makrofagéw, monocytéw, granulocytéw i limfocytow B.
Posta¢ btonowa CD14 (mCD14) zakotwiczona jest w blo-
nie komérkowej za pomoca tacznika glikofosfatydyloino-
zytolowego. Biatko CD14 charakteryzuje si¢ duzym powi-
nowactwem do LPS, jednak samo biatko nie jest w stanie
przekazywac sygnatu do wnetrza komoérki. Dopiero utwo-
rzenie kompleksu z TLR4 umozliwia aktywacje komorki.
Liczne doniesienia wskazuja, ze biatko CD14 wystepu-
je réwniez w postaci rozpuszczalnej (sCD14) w surowi-
cy, w moczu i w innych ptynach fizjologicznych [39,74].
Receptor sCD14 konkuruje z mCD14 o wiazanie LPS,
w wyniku czego mozliwa jest neutralizacja odpowiedzi
na LPS in vivo oraz in vitro. Sugeruje sig, ze sSCD14 bie-
rze udzial w aktywacji komodrek niewykazujacych ekspre-
sji mCD14, w tym m.in. w stymulacji komoérek srédbton-
ka, nabtonka i mig$ni gtadkich [75].

Istotna role w procesie aktywacji receptora TLR4 przez
LPS odgrywa réwniez biatko wiazace lipopolisacharyd —
LBP (lipopolysaccharide binding protein). LBP przeka-
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zuje czasteczke LPS kompleksowi TLR4/CD14. Ostatnie
doniesienia sugeruja takze, ze biatko LBP ma znacze-
nie w wewnatrzkomoérkowej drodze aktywacji receptora
TLR4, prowadzacej do indukcji IFN-f [25]. Wykazano
rowniez, ze bialko LBP jest niezbedne w fosforylacji ki-
naz c-Jun N-terminalnych, kinazy tyrozynowej 2, czynni-
ka p38, IRF3 oraz STAT1, natomiast nie ma wptywu na
aktywacje¢ czynnika NF-kB.

LPS poza swym aktywujacym wptywem na makrofagi i ko-
morki dendrytyczne nalezy réwniez do silnych mitogenéw
limfocytéw B u myszy. Aktywuje limfocyty B poprzez re-
ceptory TLR4 oraz RP105 [26]. Receptor RP105 wspétdzia-
fa z biatkiem MD-1, podobnie jak receptor TLR4 z biat-
kiem MD-2 [37,41]. Jednoczes$nie wykazano, ze kompleks
RP105/MD-1 jest w stanie zastapi¢ biatko MD-2 w kom-
pleksie z TLR4 tworzac nowa strukture rozpoznajaca LPS
[44]. Obecnosé biatka RP105 stwierdzono rowniez na ko-
moérkach dendrytycznych.

Modulatorem transdukcji sygnatu TLR4 przez LPS jest
takze biatko A20 zawierajace motywy palcéw cynkowych.
Myszy z niedoborem tego biatka wykazuja silng nadwraz-
liwos¢ na LPS, poniewaz biatko A20 hamuje transkrypcje
czynnikéw NF-kB i AP-1 oraz zmniejsza syntez¢ chemo-
kiny IL-8 po aktywacji receptora TLR4 [47,21].

Funkcia rRecepTorOw TLR

Poczatkowym etapem kazdej reakcji obronnej organizmu
jest rozpoznanie drobnoustrojéw. Wigkszos¢ drobnoustro-
jow bardzo czgsto ulega mutacjom powodujac nawracajace
infekcje. Jednak w strukturze drobnoustrojow istnieja cza-
steczki, ktére musza pozosta¢ niezmienione, poniewaz sa
niezbedne do ich przezycia i nosza nazw¢ PAMP (patho-
gen associated molecular patterns). To wiasnie te struktury
sg rozpoznawane przez komorki uktadu odpornosciowego
za pomoca receptoréw PRR (pattern recognition receptor),
do ktérych zalicza si¢ réwniez receptory TLR. Obecnosé
receptoréw TLR na komérkach nabtonkowych jelit i drég
oddechowych, komérkach srédbtonka (TLR1, TLR2, TLR3,
TLR4, TLRS, TLR6, TLR9) [88] oraz adipocytach umoz-
liwia szybkie rozpoznanie czynnika infekcyjnego i urucho-
mienie mechanizméw prowadzacych do jego usunigcia.
Aktywowane komorki nabtonkowe uwalniaja duze ilosci
cytokin prozapalnych, chemokin i defensyn. Uwolnione
czynniki przyciagaja do miejsca inwazji komoérki uktadu
immunologicznego (leukocyty, makrofagi, komérki tucz-
ne, komdrki dendrytyczne). Na powierzchni makrofagéw
znajduja si¢ receptory TLR, ktérych aktywacja prowadzi
do wzmozonej syntezy cytokin prozapalnych: IL-1, -6, -8,
-12 oraz TNF-o. Ponadto, stymulacja receptoréw TLR4
zwigksza zdolnosci fagocytarne makrofagéw oraz powo-
duje wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROI’s)
oraz syntez¢ tlenku azotu (NO). Ponadto makrofagi akty-
wowane przez receptory TLR zwigkszaja ekspresje anty-
gendw zgodnosci tkankowej MHC 11 MHC II oraz mole-
kut kostymulujacych CD80, CD86, co z kolei sprawia, ze
komorki te efektywniej prezentuja antygen limfocytom T
i indukuja swoista odpowiedZ immunologiczna. Ponadto
stwierdzono, ze brak receptoréw TLR2 i TLR4 na makro-
fagach lub biatka MyD88 powoduje op6Znienie fagocytozy
wielu bakterii, takich jak np. Escherichia coli, Salmonella
typhimurium i Staphylococcus aureus. Przyczyna tego jest

zahamowanie fosforylacji czynnika p38 MyD88-zaleznie,
ktéry odgrywa istotng rol¢ w mechanizmie dojrzewania
fagosomoéw [9].

Istotnym i niezbednym elementem odpowiedzi immuno-
logicznej sa komérki dendrytyczne (DC), wsrdéd ktérych
wyrézniono subpopulacje¢ niedojrzatych komoérek den-
drytycznych oraz plazmocytoidalnych komérek dendry-
tycznych. Wykazano réznice w ekspresji receptoréw TLR
w obu wspomnianych subpopulacjach, i tak niedojrzate
komérki DC maja TLR 1,2,3,5,6,8, natomiast plazmocy-
toidalne komérki dendrytyczne wykazuja ekspresj¢ TLR
1,6,7,9,10 [69]. Niedojrzale komérki DC maja silne wta-
Sciwosci endocytarne i pinocytarne. Aktywacja receptoréw
TLR przez PAMP powoduje dojrzewanie tych komorek,
w wyniku czego traca swe wilasciwosci do pochtaniania
antygenu, a nabywaja cech komorek prezentujacych anty-
gen. Na powierzchni dojrzatych DC pojawiaja si¢ recep-
tory chemokin, czasteczki kostymulujace (CD40, CD8O0,
CD86, OX40L) oraz rosnie ekspresja antygenéw zgodno-
Sci tkankowej (MHC klasy 1 i II). Ponadto, pobudzone ko-
morki DC uwalniaja duze iloSci cytokin prozapalnych, ta-
kich jak TNF-a, IL-6, -12, -18. Przytoczone informacje
wskazuja, ze aktywacja receptoréw TLR w ostatecznosci
umozliwia indukcje odpowiedzi immunologicznej naby-
tej aktywujac limfocyty T.

Komérki tuczne ze wzgledu na swe umiejscowienie w stra-
tegicznych punktach organizmu (okotonaczyniowo lub pod-
Sluzéwkowo) oraz dzigki bogatemu wachlarzowi uwalnia-
nych czynnikéw pelnig istotna role¢ w przebiegu odpowiedzi
immunologicznej. Mastocyty aktywowane przez ligandy
receptoréow TLR (TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR9) [33]
uwalniaja wiele czynnikéw, takich jak m.in. TNF-a., pro-
staglandyny, leukotrieny, histamina, co prowadzi do roz-
woju procesu zapalnego majacego na celu eliminacje czyn-
nika patogennego.

Istniejg réwniez doniesienia na temat aktywacji niektérych
populacji limfocytéw T przez PAMP. Badania te wska-
zuja na aktywujacy wpltyw LPS na komérki NKT u my-
szy [70]. LPS i jego gtéwna sktadowa — lipid A powodu-
ja wzrost liczby komérek T NK1.1+, ktére wykazuja silna
cytotoksycznos¢ oraz uwalniajg wiele cytokin. Obecnie
uwaza si¢, ze wlasnie komérki NKT aktywowane przez
LPS i IL-12 wytwarzang przez makrofagi watroby sa od-
powiedzialne za reakcj¢ Shwartzmana. Badania nasze nad
mechanizmem inicjacji reakcji nadwrazliwosci kontakto-
wej (CS) na hapten wykazaty, ze naptyw limfocytéw Th1l
efektorowych do miejsca depozycji antygenu jest uzalez-
niony zaréwno od limfocytow B1 wytwarzajacych prze-
ciwciata IgM [76,24], a takze komérek NKT, ktére do-
starczaja limfocytom B1 cytoking IL-4 niezbedna do ich
aktywacji [11]. Wyniki naszych ostatnich badan wskazuja
na to, ze fazg wczesng i nastgpowa ekstrawazacje limfo-
cytow Thl efektorowych mozna wywotaé przez podanie
zwierzgtom LPS. Doswiadczenia przeprowadzone zar6wno
na myszach CD1d—/—, jak réwniez Ja18—/— wykazaty brak
fazy wczesnej reakcji CS w odpowiedzi na LPS sugerujac,
iz limfocyty NKT najprawdopodobniej bezposrednio od-
powiadaja na LPS [8]. Wskazuje na to wzrost ich odsetka
z 30 do 60% sposrdd leukocytéw izolowanych z watroby
(liver mononuclear cells — LMC) juz w ciagu godziny od
podania myszom LPS. Badania cytometryczne wykaza-
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ly, ze komérki NKT wyizolowane od zwierzat traktowa-
nych LPS rozpoczynaja wytwarzanie 1L-4 z maksimum
przypadajacym na 60 min od podania LPS. Jak wykazali-
$Smy u myszy MyD88—/— proces aktywacji komérek NKT
przez LPS jest MyD88-zalezny [8]. Nasze badania doty-
czace aktywacji komoérek NKT za posrednictwem TLR sa
zgodne z obserwacjami innych badaczy, ktérzy za pomoca
RT-PCR wykazali na komérkach NKT ekspresje¢ recepto-
réw TLR2 i TLR4 [58].

PocHobzenie LPS DECYDUJE 0 RODZAJU INDUKOWANE)
ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE) IN VIVO

Lipopolisacharyd jest gtéwnym sktadnikiem $ciany komor-
kowej bakterii Gram-ujemnych, ktéry jest rozpoznawany
przez komorki uktadu odpornosciowego jako sygnat za-
grozenia. Yang i wsp. jako pierwsi wykazali, ze LPS sty-
muluje receptory TLR2 prowadzac do aktywacji czynni-
ka NF-xB i indukcji syntezy cytokin prozapalnych [85].
Jednak kolejne badania wykorzystujace myszy z defektem
receptora TLR2 podwazyty wyniki uzyskane przez Yanga
i wsp. dowodzac, ze receptorem rozpoznajacym LPS jest
TLR4 [23]. Dalsze badania nad aktywacja receptoréw TLR
przez LPS wykazaty, ze w zaleznosci od pochodzenia LPS
dziata na receptory TLR2 lub TLR4. Obecnie uwaza sig,
ze LPS wyizolowany z Escherichia coli aktywuje TLR4,
podczas gdy LPS z Porphyromonas gingivalis stymuluje
TLR2 [54]. Warto zaznaczy¢, ze pochodzenie LPS i stymu-
lacja odpowiedniego receptora decyduje o rodzaju induko-
wanej odpornosci nabytej. LPS pochodzacy z Escherichia
coli pobudza receptory TLR4 indukujac odpowiedz Thl-
zalezna, czemu towarzyszy wzrost wydzielania IFN-y, przy
matym st¢zeniu IL-4, -5, -13. Natomiast LPS wyizolowa-
ny z Porphyromonas gingivalis dziata niezaleznie od re-
ceptora TLR4 i stymuluje TLR2 prowadzac do odpowiedzi
immunologicznej charakteryzujacej si¢ wzrostem synte-
zy IL-5, -10, -13 przy niewielkim wytwarzaniu IFN-y. To
odmienne pobudzenie odpowiedzi nabytej w kierunku od-
powiedzi Th1- lub Th2-zaleznej przez rézne rodzaje LPS
jest bezposrednim nastgpstwem dziatania LPS na komérki
DC. Oba opisane rodzaje LPS aktywuja komérki DC pro-
wadzac do ich dojrzewania, czemu towarzyszy ekspresja
molekut kostymulujacych oraz sekrecja cytokin. Jak wy-
kazano oba rodzaje LPS stymuluja synteze IL-6 przez ko-
morki DC, podczas gdy wytwarzanie IL-12 jest wynikiem
stymulacji komérek DC poprzez LPS z Escherichia coli,
co prowadzi do indukcji odpowiedzi Th1-zaleznej.

RoLa recepTor6W TLR W MECHANIZMACH REGULAC)I
ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

Podtozem schorzen autoimmunizacyjnych jest aktywa-
cja limfocytéw swoistych dla autoantygenéw. Uktad od-
pornosciowy rozwinat kilka mechanizméw, ktére umoz-
liwiaja utrzymanie tolerancji na autoantygeny. Pierwszym
z nich jest delecja klonalna, polegajaca na usunigciu auto-
reaktywnych limfocytéw T podczas dojrzewania w grasi-
cy oraz limfocytéw B w szpiku.

Mimo istnienia procesu delecji klonalnej w centralnych na-
rzadach immunologicznych czg¢$¢ komorek autoreaktywnych
przedostaje si¢ na obwdd stanowiac potencjalne niebezpie-
czenstwo wystapienia reakcji immunologicznej na wtasne
antygeny. Kontrola ekspresji molekut kostymulujacych ko-

morek DC odgrywa istotna role w utrzymaniu obwodowe;j
tolerancji na wlasne antygeny. Komoérki DC obecne na ob-
wodzie charakteryzuje niski poziom antygenéw MHC oraz
molekul kostymulujacych (CD80 i CD86). Rozpoznanie
przez limfocyty T antygenéw na powierzchni niedojrzatych
komérek DC, ktdre nie maja na swej powierzchni molekut
kostymulujacych prowadzi do anergii komérek T, co stano-
wi drugi mechanizm autotolerancji. Dopiero w przypadku
inwazji organizmu przez drobnoustroje patogenne, zawie-
rajace PAMP dochodzi do aktywacji komérek DC za po-
Srednictwem receptoréw TLR, powodujac wzrost ekspre-
sji antygenéw MHC oraz molekut kostymulujacych, a to
pozwala na wlasciwa odpowiedzZ na patogeny.

Trzeci mechanizm odgrywajacy role¢ w utrzymaniu tole-
rancji to obecnos¢é wyspecjalizowanych komérek regula-
cyjnych (Treg), wsréd ktérych wyrézniono wiele popula-
¢ji rézniacych si¢ fenotypem i mechanizmem dziatania.
Zadaniem wspomnianej grupy komérek regulacyjnych, zna-
nych réwniez pod nazwa komérek supresyjnych (Ts) jest
m.in. utrzymanie pod kontrolg komdrek T-autoreaktywnych,
nie dopuszczajac jednoczesnie do odpowiedzi na autoan-
tygeny. Najwigcej badani dotyczacych roli receptoréw TLR
w mechanizmach regulacji odpowiedzi immunologicznej
poswigcono limfocytom T o fenotypie CD4+CD25+[12].
Komorki Treg CD4+CD25+ sa obecne we wszystkich ob-
wodowych narzadach limfatycznych. Ich rozwéj odbywa
si¢ w grasicy i jest kontrolowany przez czynnik transkryp-
cyjny Foxp3. Komérki regulacyjne odgrywaja istotna role
W utrzymaniu stanu tolerancji na autoantygeny oraz anty-
geny nieszkodliwe/obojetne dla ustroju, nie dopuszczajac
tym samym do rozwoju alergii.

Prowadzone od lat badania w wielu osrodkach naukowych
na Swiecie byty skoncentrowane gtéwnie nad rola receptoréw
TLR w indukcji odpowiedzi immunologicznej. W poczat-
kowych latach nowego milenium wykazano, ze stymulacja
TLR4 przez LPS prowadzi do proliferacji oraz zwigkszonej
aktywnosci komorek Treg CD4+CD25+, co wykazano w ba-
daniach in vitro i in vivo. W jaki sposéb dochodzi do akty-
wacji komérek Treg przez LPS nie wiadomo. Komorki Treg
poza ekspresja receptoréw TLR4, maja réwniez receptory
TLRS, TLR7 oraz TLRS8. Mozna przypuszczaé, ze komorki
te sa bezposrednio aktywowane przez LPS, jednak nie moz-
na wykluczy¢, ze moga by¢ w to réwniez zaangazowane ko-
morki prezentujace antygen (APC). Wlasnie ten drugi me-
chanizm aktywujacy komorki Treg okazat si¢ dominujacym
w przypadku zakazen wywotanych przez Bordetella pertussis,
gdzie stymulacja TLR4 na komérkach APC powoduje wy-
twarzanie IL-10, ktére z kolei promuja powstanie komoérek
supresyjnych, okreslonych mianem Trl, hamujacych odpo-
wiedZ immunologiczna za posrednictwem uwolnionej IL-10
[22]. Podobne obserwacje poczyniono w czasie badani nad in-
dukcja komérek Treg podczas zakazen wywotanych Candida
albicans. Netea 1 wsp. wykazali, ze Candida albicans stymu-
Iujac receptory TLR2 wywotuje stan immunosupresji, wzma-
gajac synteze¢ IL-10 oraz zwigkszajac przezywalnos¢ komorek
Treg CD4+CD25+ [42]. Istnieja réwniez doniesienia na temat
roli receptoréw TLR w przywrdéceniu aktywnosci supresyj-
nej komoérek Treg CD4+CD25+ w wyniku redukcji ekspre-
sji GITR-L (glucocorticoid-induced TNFR family — related
receptor ligands) na komérkach APC. Powszechnie wiado-
mo, ze aktywacja GITR na komérkach T efektorowych po-
przez GITR-L, obecny na komérkach APC sprawia, ze limfo-
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cyty T staja si¢ niewrazliwe na dziatanie komérek Treg [80].
Shevach i wsp. wykazali, ze aktywacja komérek APC przez
PAMP prowadzi do istotnego obnizenia ekspresji GITR-L na
tych komoérkach, co z kolei przywraca wrazliwos¢é komérek
T efektorowych na dziatania negatywnych sygnatéw dostar-
czanych przez komérki Treg [61]. Przytoczone fakty Swiad-
cza o istotnej roli, jakg odgrywaja receptory TLR w induk-
cji komérek Treg. Istnieja réwniez doniesienie na temat roli
PAMP drobnoustrojéw bakteryjnych obecnych w naturalne;j
florze bakteryjnej organizmu oraz nieszkodliwych drobno-
ustrojow znajdujacych si¢ w naszym otoczeniu w procesie
indukcji komoérek Treg. Wykazano, iz hodowla ludzkich ko-
morek jednojadrzastych wyizolowanych z okre¢znicy z LPS
wyizolowanym z naturalnej flory bakteryjnej jelit (Bacteroides
vulgatus i Bacteroides fragilis) oraz z LPS patogennego szcze-
pu Salmonella minnesota nie prowadzi do wzmozonej syntezy
cytokin prozapalnych przez te komérki [59]. Ponadto zauwa-
zono, ze makrofagi wyizolowane z okreznicy wykazuja sta-
ba ekspresje mRNA molekuty MD-2, ktéra odgrywa istotng
role w przekaZnictwie sygnatu pobudzenia receptoréw TLR4
przez LPS. Nastepnie przetestowano wptyw LPS wyizolowa-
nego z Bacteroides vulgatus na komérki Treg CD4+CD25+.
W badaniach tych stwierdzono, ze LPS powoduje wzrost eks-
presji genéw markera CD25 oraz Foxp3 w limfocytach Treg
oraz wzmozong synteze IL-10 przez wspomniane komor-
ki. Wynika z tego, iz oslabiona ekspresja molekuty MD-2
i wzmozona synteza IL-10 przez komérki CD4+CD25+ pod
wpltywem LPS wyizolowanego z naturalnej flory bakteryjnej
jelit moze odgrywac gtéwna rolg w utrzymaniu immunolo-
gicznej homeostazy uktadu trawiennego.

Fenomenem przeciwnym do zjawiska supresji jest proces
jej zniesienia i przywrécenia prawidtowej funkcji komoérek
efektorowych. Wspomniane zjawisko przetamania supresji
jest przez wielu autoréw okreslane mianem kontrasupresji.
Pasare i Medzhitov w pracach nad rola receptoréw TLR w re-
gulacji odpowiedzi immunologicznej wykazali, iz aktywacja
TLR4 oraz TLRY in vitro prowadzi do zniesienia supresji,
w ktérej uczestnicza komorki Treg CD4+CD25+ [50,51].
Mechanizm przetamania supresji za posrednictwem akty-
wacji receptoréw TLR jest — wedlug tych autoréw — wyni-
kiem stymulacji komérek DC do wytwarzania IL-6, ktéra
chroni komoérki T efektorowe przed regulacyjnym wptywem
komorek Treg CD4+CD25+. Z kolei Yang i wsp. wykazali,
ze PAMP pochodzenia wirusowego moga blokowac aktyw-
nos$¢ komérek Treg CD4+CD25+, pozwalajac tym samym
na indukcje odpowiedzi, w ktérej posrednicza limfocyty T
CD8 [86]. Wspomniana grupa badaczy dowiodla, ze wy-
korzystanie w szczepionkach przeciwnowotworowych wi-
ruséw aktywujacych receptory TLR moze by¢ efektywne
w indukcji silnej odpowiedzi przeciwnowotworowej, w kt6-
rej uczestnicza komérki T CDS cytotoksyczne.

Nasze badania nad regulacja odpowiedzi Thl-zaleznej wy-
kazaty, ze naskorna (e.c.) aplikacja antygenu biatkowego
przed aktywng immunizacja prowadzi do znacznego zre-
dukowania zaréwno reakcji CS [63], jak réwniez reduk-
cji objawéw klinicznych w modelu zwierzgcym stward-
nienia rozsianego (EAE) [67] oraz w modelu zwierzgcym
reumatoidalnego zapalenia stawéw (praca w przygotowa-
niu, Szczepanik M. i wsp.). Stwierdzona przez nas supre-
sja, w ktérej posrednicza limfocyty T of+CD4+CD8+ nie
wykazuje swoistosci antygenowej [32,65], bowiem wiele
testowanych przez nas antygenéw biatkowych wywotywa-

to supresje odpowiedzi Th1l-zaleznej na ten sam antygen,
ktory zostat uzyty do immunizacji, a takze w stosunku do
antygenow niereagujacych krzyzowo [53,66,68]. Mozna
zatem przypuszczaé, iz ekspozycja skory na antygen obo-
jetny dla ustroju, podobnie jak to si¢ dzieje w obrgbie bion
Sluzowych, prowadzi do indukcji stanu tolerancji. Jednak
brak swoistosci antygenowej w badanej przez nas tolerancji
skérnej moze nasuwacé pewne obawy, czy kontakt z obo-
jetnymi antygenami (np. biatka) nie bgdzie prowadzi¢ do
uogdlnionej supresji, uniemozliwiajac w razie potrzeby in-
dukowanie odpowiedzi na czynniki patogenne.

Jak juz wspomniano wczesniej do indukcji odpowiedzi
nabytej poza rozpoznaniem antygenu przez limfocyty T,
wymagane jest dostarczenie komérkom T dodatkowych
sygnatéw przez komoérki APC w postaci molekut kosty-
mulujacych oraz odpowiednich cytokin. Czynnikiem, kt6-
ry z kolei wptywa na nabycie przez komoérki APC zdol-
nosci do efektywnej prezentacji antygenu komérkom T sa
struktury wystepujace w drobnoustrojach (PAMP), ktére
wywieraja swe dzialanie na komérki APC za posrednic-
twem m.in. receptoréw TLR.

W zwiazku z powyzszym postanowiliSmy sprawdzic¢, czy
jednoczesne podanie na skére antygenu biatkowego wraz
z PAMP przed aktywnym uczuleniem haptenem pozwoli
na wytworzenie odpowiedzi na poziomie poréwnywalnym
z grupa kontrolna, gdzie przed immunizacja haptenem zwie-
rzeta traktowano PBS na skérg. Zgodnie z naszymi przy-
puszczeniami podanie na skérg antygenu biatkowego wraz
z PAMP w odréznieniu od samego antygenu nie prowadzito
do zahamowania odpowiedzi Th1-zaleznej i po aktywnym
uczuleniu haptenem obserwowaliSmy odpowiedZ na pozio-
mie kontroli pozytywnej. Zatem nasze obserwacje wskazy-
waty na mozliwos¢ przetamania tolerancji przez podanie na
skére antygenu wraz z PAMP. Pierwsze nasze doniesienie
na ten temat zostato opublikowane w 2002 r. [64].

Dalsze nasze badania nad przetamaniem supresji induko-
wanej przez naskorng immunizacj¢ wykazaty, ze naskorne
podanie antygenu biatkowego z dodatkiem PAMP prowadzi
do powstania komdrek zdolnych do ochrony komérek Th1
efektorowych przed dziataniem komoérek T supresyjnych
[31]. Komorki zdolne do przetamania tolerancji (komorki
kontrasupresyjne) sa indukowane, gdy zwierzeta byty eks-
ponowane naskornie na antygen bialkowy wraz z jednym
z agonistow receptoréw TLR2, TLR3, TLR4 lub TLRO.
Dalsze badania wykazaty, ze komérka zdolna do przeta-
mania tolerancji jest limfocyt T oy CD4+ [52].

Jak wynika z naszych wtasnych badan oraz prac prowa-
dzonych w innych osrodkach na §wiecie, PAMP odgry-
waja istotna role w regulacji odpowiedzi immunologicz-
nej przez swoj udzial w indukcji zaréwno komérek Treg,
jak réwniez komorek kontrasupresyjnych.

ZABURZENIA REGULACJI ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE)
NA P0ZIOMIE RECEPTOROW TLR - IMPLIKACJE KLINICZNE

Wraz z rozwojem cywilizacji obserwuje si¢ staty wzrost
zapadalnosci na choroby alergiczne zalezne od limfocy-
téw Th2, schorzen autoimmunologicznych Th1-zaleznych
(stwardnienie rozsiane, cukrzyca typu 1) oraz zapalenie
jelita grubego [inflammatory bowel disease (IBD)], obej-
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mujacego Thl-zalezna chorobg Crohna oraz wrzodzieja-
ce zapalenie jelita grubego, jako schorzenie Th2-zalezne.
Poniewaz jest obserwowana zwigkszona zapadalnos¢ na
schorzenia, w ktorych uczestnicza limfocyty Thl i Th2,
w zwiazku z powyzszym dotychczasowo uznawane zabu-
rzenie réwnowagi mi¢dzy limfocytami Th1 i Th2 jako przy-
czyny zwigkszajacej zapadalnos$¢ np. na choroby alergiczne,
czy tez choroby autoimmunizacyjne musi mieé¢ inng przy-
czyng, anizeli przesunigcie rtéwnowagi odpowiedzi migdzy
populacjami komérek T. Pewnego rodzaju potwierdzeniem
koniecznosci zrewidowania dotychczas uznawanego me-
chanizmu wzajemnie antagonistycznego wptywu komérek
Th1-Th2 moga by¢ nastepujace przyktady:
* w modelu Thl-zaleznej reakcji nadwrazliwosci kontak-
towej wymagana jest obecnos¢ IL-4 [13],
e defekty w wytwarzaniu IL-12 lub IFN-v, ktére nie prowa-
dza do zwigkszonej czgstosci wystgpowania alergii [28],
» zakazenia indukujace odpowiedZ Th2-zalezna, np. ro-
baczyce korelujace ze spadkiem objawow alergii [79].

Jednym z mechanizméw mogacych wytlumaczy¢é oma-
wiany problem jest regulacja odpowiedzi immunologicz-
nej przez komérki T regulacyjne. Zadaniem komdorek re-
gulacyjnych jest podjecie decyzji, kiedy nie odpowiadac
na antygeny, poniewaz dany antygen jest nieszkodliwym
alergenem lub jest antygenem wtasnym (autotolerancja).
Komérki regulacyjne decyduja réwniez, kiedy nalezy wy-
ciszy¢ toczacy si¢ proces zapalny. Podczas przewlektych
infekcji wzrost stgzenia IL-6 prawdopodobnie uposledza
supresyjne dzialanie komérek Treg w stosunku do autoreak-
tywnych komérek T, czego wynikiem mogg by¢ schorzenia
autoimmunologiczne. Wiele doniesieri wskazuje na istot-
ne znaczenie IL-6 w rozwoju schorzeri autoimmunologicz-
nych, takich jak: zapalenie stawéw indukowane kolagenem
(CIA) [6,57], eksperymentalne zapalenie mézgu i rdzenia
kregowego (EAE) [56], reumatoidalne zapalenie stawow in-
dukowane antygenem (AIA) [27,46] oraz toczen uktadowy
[55]. O roli komérek regulacyjnych w utrzymaniu home-
ostazy w uktadzie odporno$ciowym Swiadcza obserwacje
poczynione u myszy, a takze u ludzi. Zaobserwowano, bo-
wiem ze mutacje w czynniku transkrypcyjnym Foxp3 pro-
wadza do zaburzen odpowiedzi immunologicznej u myszy
(tzw. scurfy mice) [10] oraz u ludzi [zaburzenie zwigzane
z chromosomem X znane jako IPEX (immunodysregula-
tion, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome)]
[81]. U osobnikéw z mutacja Foxp3 obserwuje si¢ zniko-
ma zapadalno$¢ na choroby alergiczne, autoimmunizacyj-
ne oraz IBD. Pozostaje zatem pytanie, co spowodowato, ze
wraz z postgpem cywilizacji wyzej wspomniane komor-
ki przestaja spetnia¢ swoja istotng funkcjg, a w zwiazku
z tym wzrasta zapadalnos$¢ na choroby alergiczne oraz au-

PismiennicTwo

toimmunologiczne. OdpowiedZ na to pytanie mozna zna-
lez¢ w licznych badaniach na zwierzgtach, ktére sa zgod-
ne z obserwacjami poczynionymi u pacjentéw. I tak np.
wykazano, ze u szczuréw hodowanych w warunkach jato-
wych znacznie fatwiej mozna wywotaé choroby autoim-
munologiczne, anizeli u zwierzat hodowanych w warun-
kach normalnych [40]. Z kolei tolerancji pokarmowej na
odpowiedZ mediowana przez limfocyty Th2 nie mozna wy-
wotaé u tzw. germ-free mice, dopdki nie zostanie u nich
przywrécona komensalna flora bakteryjna [62]. Oba po-
wyzej przytoczone przyktady moga Swiadczy¢ o roli flory
komensalnej w aktywacji komorek regulacyjnych.

Obecnie uwaza sig, ze wraz z rozwojem cywilizacji 1 wzro-
stem higieny oraz stosowaniem antybiotykéw w znacznym
stopniu wyeliminowato wiele drobnoustrojéw nieszkodli-
wych dla organizmu cztowieka, a ktére sg zdolne do sty-
mulowania receptoréow TLR. Zatem zmiany w sktadzie
flory komensalnej moga powodowaé uposledzenie akty-
wacji komoérek T regulacyjnych. Stan taki moze sprzyjac
zaburzeniu negatywnej regulacji odpowiedzi immunolo-
gicznej, a tym samym prowadzi¢ do odpowiedzi na anty-
geny obojetne (rozwdj alergii) oraz odpowiedzi na antyge-
ny wiasne (schorzenia autoimmunizacyjne).

Z kolei nasze wlasne badania, a takze prace prowadzone
przez Medzhitova wskazuja na to, ze receptory TLR moga
by¢ réwniez zaangazowane w przetamanie istniejacego stanu
tolerancji, co przy spetnieniu dodatkowych warunkéw, np.
odpowiedni haplotyp MHC mogloby prowadzi¢ do rozwoju
np. schorzen autoimmunizacyjnych. Zatem skad komorki
uktadu odpornosciowego wiedza, czy rozpoznanie PAMP
ma prowadzi¢ do aktywacji komorek regulacyjnych i ha-
mowania odpowiedzi, czy tez przetamanie istniejacego sta-
nu tolerancji i rozwoju odpowiedzi. Dotad jest to niewyja-
$nione. Jednak badania prowadzone przez Bottomly i wsp.
na modelu zwierzecym astmy wykazaly, ze podanie mate;j
dawki LPS, bedacego ligandem receptora TLR4 wraz z an-
tygenem prowadzi do rozwoju choroby, podczas gdy zasto-
sowanie tego samego antygenu z duza dawka LPS prowa-
dzi do zahamowania astmy. Zatem mozna przypuszczac,
ze duze stgzenie LPS aktywuje komorki Treg, natomiast
mate indukuje odpowiedz TH2-zalezna [20,14].

Podsumowujac, receptory TLR odgrywaja istotng rolg w re-
gulacji odpowiedzi immunologicznej. Dzigki ich stymulacji
przez PAMP mozliwe jest z jednej strony indukowanie od-
powiedzi na patogeny, z drugiej zas strony receptory TLR
odgrywaja istotng rolg w utrzymaniu homeostazy odpowie-
dzi immunologicznej przez udzial w indukcji komérek T
regulacyjnych, a takze w przetamaniu stanu tolerancji.
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