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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Receptory Toll-podobne nalezg do grupy receptoréw rozpoznajacych wzorce (pattern recognition recep-
tors - PRR), odgrywajacych gtéwna role w zachowywaniu réwnowagi miedzy uktadem odpornosciowym
gospodarza, a inwazjg drobnoustrojéw. Sa kluczowymi czynnikami wczesnych, wrodzonych mechani-
zmébw obronnych uktadu odpornosciowego, co przejawia sie aktywacja klasycznych i alternatywnych
szlakéw zapalenia. Wykazano bowiem, ze ich nadmierna aktywno$¢ zaktéca homeostaze organizmu.
Z tego powodu odpowiedzi komérki z udziatem tych receptoréw powinny by¢ $cisle regulowane, aby
zapobiec wszelkim szkodliwym skutkom ich nieprawidtowej aktywacji. Coraz wiecej wiadomo o poten-
¢jalnym udziale receptoréw Toll-podobnych w inicjacji i progresji miazdzycy. Wykazano, ze aktywacja
tych receptoréw prowadzi do wzmozonej syntezy cytokin prozapalnych, sprzyja akumulacji komérek
piankowatych w aorcie oraz migracji komédrek naczyniowych miesni gtadkich z tunica do intima
media. Gtéwnym problemem w rozwoju lekéw blokujacych receptory Toll-podobne jest zmniejszenie
nadmiernego stanu zapalnego bez wptywu na wrodzong odporno$¢ organizmu. Wprawdzie badania
przedkliniczne potwierdzaja, Ze s3 one obiecujacymi celami terapeutycznymi i potencjalnymi bio-
markerami w patogenezie miazdzycy, jednak istnieje koniecznosé petnego zdefiniowania ich funkgji.
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Summary

Toll-like receptors belong to the pattern recognition receptor (PRR) group, which plays a major role
in maintaining a balance between the host immune system and the microbial invasion. They are
key factors in the early, innate defense mechanisms of the immune system, which are manifested
by the activation of classical and alternative inflammatory pathways. Excessive activity of these
receptors has been shown to cause homeostasis disorders, so that the response of cells with these
receptors must be strictly regulated to prevent any harmful effects of their abnormal activation.
Thus, cellular responses mediated through TLR receptors have to be strictly regulated in order to
prevent potentially harmful effects of their abnormal activation. There is an increasing evidence
to suggest, that the Toll-like receptors can initiate and accelerate a development of atherosclerosis.
Activation of these receptors leads to enhanced proinflammatory cytokine synthesis, promotes
accumulation of foam cells in the aorta and migration of vascular smooth muscle cells from tuni-
ca to intima media. The major challenge for development of the TLR blocking drugs is to reduce
inflammation without affecting the innate immunity of a body. Although preclinical studies con-
firm that they are promising therapeutic targets and potential biomarkers in the pathogenesis of
atherosclerosis, however it is necessary to fully define their functions.

Toll-like receptors (TLR) - atherosclerosis - inflammation - endothelial cells - T lymphocytes - macrophages
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WPROWADZENIE

W walce z patogenami organizm uruchamia zaréwno
mechanizmy odpowiedzi nieswoistej, czyli wrodzonej
(innate), jak i swoistej, czyli nabytej (adaptive) [21,71].
Gtéwnymi komdrkami odpowiedzi nieswoistej sa makro-
fagi, natomiast w mechanizmy odpowiedzi swoistej
sg zaangazowane limfocyty T i B. Waznym ogniwem
taczacym odpornosé nieswoista z odpornoscia swoista
sg receptory Toll-podobne (Toll-like receptors), ktére
uczestnicza w przekazywaniu sygnatéw do wnetrza
komorki, uruchamiajac procesy majace na celu usunie-
cie patogenu z organizmu [69,78]. Receptory TLR umozli-
wiaja komdrkom uktadu immunologicznego odréznianie
antygendéw wlasnych od obcych. Pierwszym zidenty-
fikowanym receptorem TLR byl receptor rozpoznajacy
lipopolisacharyd (LPS), gtéwny sktadnik $ciany bakterii
Gram-ujemnych, zwany réwniez endotoksyna [13,27].
W oparciu o badania na myszach transgenicznych pozba-
wionych TLR4 (TLR47") wykazano, e receptorem rozpo-
znajacym LPS wyizolowanym z bakterii Gram-ujemnych
jest receptor TLR4 [28]. Wazng role w procesie aktywa-
cji receptora TLR4 przez LPS odgrywa takze biatko wia-
zace lipopolisacharyd - LBP (lipopolysaccharide binding
protein). LBP przekazuje czasteczke LPS kompleksowi
TLR4/CD14. Niedawne doniesienia wskazujg, ze biatko
LBP uczestniczy w wewnatrzkomérkowej aktywacji
receptora TLR4, ktéra prowadzi do indukcji IFN-fB. Wyka-
zano, ze biatko LBP jest niezbedne w fosforylacji N-ter-
minalnych kinaz c-Jun, kinazy tyrozynowej 2, czynnika
IRF3, p38 oraz STAT1 [34]. Zhao i wsp. wskazali, ze LPS
indukuje réwniez ekspresje receptora lecytynopodob-
nego dla utlenionej lipoproteiny o niskiej gesto$ci (LOX-
1) poprzez szlak aktywowany przez TLR4/MyD88/ROS
P38MAPK/NF-kB w komdrkach $rédbtonka [87].

BUDOWA I WYSTEPOWANIE TLR

Receptory TLR sa glikoproteinami typu I, zawiera-
jacymi pojedyncza transblonowa helise, ktéra taczy
domene odpowiadajaca za wigzanie liganda umiejsco-
wiong na koricu aminowym biatka, z domeng sygnatowa
z kotica karboksylowego receptora. Dotychczas zidenty-
fikowarno i opisano trzynascie receptoréw TLR wystepu-
jacych u ssakéw, dziesie¢ z nich wystepuje u ludzi [33].
Receptory wystepujace u ssakéw sa zbudowane z 3 cze-
$ci: domeny wewnatrzkomdrkowej wykazujacej duze
podobieristwo do receptora IL-1 i nazwanej Toll/IL-1

receptor (TIR), czeci transblonowej oraz cze$ci zewng-
trzkomérkowej majgcej domene zawierajaca powtd-
rzenia bogate w leucyne (LRR - leucine rich repeats).
Domena zewnatrzkomdrkowa jest odpowiedzialna za
wiazanie oraz identyfikacje ligandéw, a wewnatrzko-
mdrkowa wigze liczne biatka adaptorowe [45] (ryc. 1).

Wiekszo$¢ receptoréw TLR wykorzystuje biatko MyD88
(myeloid differentation factor 88), ktére taczy sie
z domena TIR tych receptoréw. Biatkami uczestnicza-
cymi w MyD88 zaleznej drodze sygnatowej sg IRAK-1
(IL-1-R- associated kinase), IRAK-4, TRAF-6 (TNFR-asso-
ciated factor), kompleks TAK1/TAB oraz MAP kinazy.
TLR2 i TLR4 uzywajg dodatkowo strukturalnie podob-
nego do MyD88 biatka TIRAP/Mal (TIR - domain-con-
taining adaptor protein) [26]. Przez te biatka dochodzi
do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB (nuclear
factor-kB) i wydzielania cytokin prozapalnych. TLR4
wykorzystuje jednoczesnie MyD88-zalezng i -niezalezna
kaskade sygnatowg [17]. Natomiast TLR3 wykorzystuje
m.in. biatko adaptorowe TRIF/TICAM-1 w celu aktywacji
czynnika transkrypcyjnego IRF-3, co powoduje wydzie-
lanie INF-B [57,80]. Ligandy wigzane przez receptory
Toll-podobne i wytwarzane cytokiny przedstawiono w
tab.1.

TLR wystepuja wlasciwie we wszystkich komérkach
organizmu, a ich ekspresja jest zmienna. Monocyty/
makrofagi wykazuja ekspresje wszystkich TLR poza TLR3
[38]. Na komérkach dendrytycznych wystepuja rézne
rodzaje TLR [31]. Komérki tuczne preferencyjnie wytwa-
rzajg TLR2, 4, 6 oraz 8 [52]. Ekspresje TLR wykazuja
komérki nabtonka oddechowego [77], jelitowego [72],
drég moczowych [79], rogéwki [65], dziasta [7], fibro-
blasty [61] oraz komérki §rédbtonka naczyniowego [16].
Receptory TLR1, 2, 4, 5 oraz 6 wystepuja na powierzchni
blony komérkowej, pozostate znajduja sie w przestrzeni
wewngtrzkomdrkowej (endosomy) [22].

MECHANIZM AKTYWACI TLR

Receptory Toll-podobne rozpoznaja tzw. wzorce mole-
kularne zwigzane z patogenami - PAMP (patogen
associated molecular patterns), do ktérych nalezg lipo-
polisacharydy - LPS, peptoglikany, kwas lipotejcho-
jowy, lipoproteiny [50], a takze molekuty uwolnione
z uszkodzonych komérek - DAMP (damage associated
molecular patterns), takie jak wolne kwasy ttuszczowe,
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Ryc. 1. Budowa receptoréw Toll-podobnych; A - model monomeru receptora TLR w bfonie komdrkowej na przyktadzie TLR3 (wg [87], zmodyfikowany), B- schemat
budowy domeny zewnatrzkomdrkowej receptora TLR, zawierajacej powtdrzenia bogate w leucyne LRR (wg [33], zmodyfikowany)

oxLDL (oxidized low-density lipoprotein), fibronek-
tyna, HSP (heats hock protein), CpG DNA (DNA zawie-
rajgcy niemetylowane sekwencje CpG) [86]. Polaczenie
PAMP lub DAMP z odpowiednim TLR wyzwala kaskade
sygnatowa wewnatrz komdrki, powodujac wytwarzanie
cytokin oraz aktywacje wczesnej odpowiedzi immuno-
logicznej. Jest ona bodZzcem do wyksztatcenia swoistej
odpowiedzi nabytej [2]. PAMP odgrywaja istotna role
w regulacji odpowiedzi immunologicznej przez udziat
w indukcji zaréwno limfocytéw T-regulatorowych, jak
réwniez komérek kontrsupresyjnych [51].

Gtéwna droga aktywacji receptoréw TLR jest zalezna od
biatka adaptorowego MyD88. Podczas pobudzenia recep-
tora TLR, komponenta MyD88 taczy sie domeng TIR bez-
posrednio z receptorem TLR (TLR5, TLR7, TLRY) lub
za posrednictwem biatka adaptorowego TIRAP (TLR2,
TLR4). Dochodzi wéwczas do aktywacji kinazy IRAK4,
co powoduje fosforylacje kolejnej kinazy IRAK-1 [73].
Powstajgca aktywna kinaza IRAK1 zostaje uwolniona do
cytoplazmy, gdzie taczy sie z czynnikiem TRAF6, powo-
dujac aktywacje kompleksu TAK1/TAB. Pobudzony kom-
pleks TAK1/TAB aktywuje kinaze czynnika 1B (IKK) oraz
kinaze MAP (mitogen-activated protein) [23]. Aktywna
kinaza IKK powoduje fosforylacje i degradacje czynnika
IkB (inhibitor czynnika NF-kB) prowadzac do uwolnienia
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, ktéry wnika do jadra
komérkowego i indukuje ekspresje gendéw kodujacych
cytokiny prozapalne (ryc. 2).

Do biatek adaptorowych, zaangazowanych w transduk-
cje sygnatu aktywacji receptoréw TLR, naleza: TIRAP
(TIR-domain-containing adapter protein), TRIF (TIR-
-domain-containing adapter inducing IFN-B) oraz TRAM
(TRIF-related adapter molecule) [83]. Wykazano, ze

biatko TIRAP odgrywa istotna role w MyD88-zaleznej
transdukcji sygnatu pochodzacego z receptoréw TLR4
oraz TLR2 [81]. Biatko TRIF uczestniczy w MyD88-nieza-
leznej drodze aktywacji receptoréw TLR3 i TLR4, ktére
w odpowiedzi na dsRNA i LPS powoduja aktywacje
czynnika IRF-3 (interferon regulatory factor 3) i syntezy
IFN-P. Na aktywacje czynnika NF-kB w wyniku stymu-
lacji receptoréw TLR3 maja réwniez wptyw kinazy RIP
(receptor interacting protein): RIP1 i RIP3 [54]. Stwier-
dzono, ze brak kinazy RIP1 obniza aktywacje czynnika
NF-kB, natomiast nie ma wplywu na aktywacje kinazy
JNK i synteze IFN-P. Wykazano réwniez, ze kinaza RIP3
hamuje droge aktywacji czynnika NF-kB poprzez biatko
TRIF. Receptor TLR3 jest zaliczany do receptoréw zalez-
nych od kinazy RIP. Biatko adaptorowe TRAM bierze
udziat w MyD88-niezaleznej aktywacji receptora TLR4
ajego brak zmniejsza synteze cytokin prozapalnych oraz
ostabia proliferacje splenocytéw w odpowiedzi na LPS
[82].

MONOCYTY/MAKROFAGI W PATOGENEZIE MIAZDZYCY -
ROLATLR

Cechg charakterystyczng zaréwno wczesnych jak
i péznych etapéw rozwoju miazdzycy jest obecnosé
monocytéw/makrofagédw oraz limfocytéw w btonie
wewnetrznej $ciany naczynia [64]. Osiadle w $cianie
naczynia monocyty przeksztalcaja sie w aktywne makro-
fagi, co jest zwiagzane miedzy innymi z pojawieniem sie
na ich powierzchni ekspresji receptoréw zmiatajgcych
(scavenger receptors). Na drodze endocytozy zaleznej od
tych receptoréw makrofagi pochtaniajg obce antygeny,
zmodyfikowane lipoproteiny (oksydowane oraz acety-
lowane LDL) i ciatka apoptotyczne. Ekspresja recepto-
réw zmiatajacych nie jest zwrotnie regulowana (jak np.
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Tabela 1. Ligandy wiazane przez receptory Toll-podobne i hiatka efektorowe [1]

. . . . Biatka Biatka

TLR Lokalizacja Ligandy PAMP Ligandy DAMP Analogi syntetyczne adaptorowe  efektorowe

- lipoproteiny
TLR2-1  Btona komérkowa My.cobacterlum nieznane - triacylowe lipopeptydy MAL/MyD88 ytokiny
- triacylowane prozapalne
lipopeptydy (Pam,CSK,)
“lipoproteiny - biatka szoku cieplnego
Mycoplasma -HMGB cytokin
TLR2-6  Btonakomédrkowa - kwas lipotejchojowy ) - diacylowe lipopeptydy MAL/MyD88 yloxiny
- peptydoglikan - wersikan prozapalne
bep - kwas hialuronowy
- zymosan
Btona - Poly(I:C) Poly(i0) cytokiny
TLR3 pecherzykéw (dwuniciowe RNA - mRNA i Poly(l: ) TRIF prozapalne,
endosomalnych wiruséw) Vi IFN typul
- biatka szoku cieplnego
- HMGB1 - mimetyki lipidu
) - B-defensyna 2 A (monofosforylowy
Blona komérkowa/ lipopolisacharyd (LPS) - fragment domeny lipid A, 4- fosforan MAL/MyD88 cytokiny
/btona A ) - .

TLR4 cherzvkow - wirus RSV (respiratory A fibronektyny aminoalkiloglukozaminy) prozapalne,
pecherzy syncytial virus) - kwas hialuronowy - £6020 TRAM/TRIF IFN typul
endosomalnych .

- siarczan heparanu -E5531
-fibrynogen - E5564
- utlenione fosfolipidy
) ) ) . - Nieciagty peptyd cytokiny
TLR5 Btona komérkowa - flagellina nieznane 13-aminokwasowy CBLBS02 MyD88 prozapalne
) ;I)OJefiyncza nicRNA - oligonukleotydy .
Btona wirusow (ssRNA) - 0 cytokiny
) o - - sSRNA (kompleks - imidazochinolina
TLR7 pecherzykéw - imidazochinoliny, ) ) MyD88 prozapalne,
. immunologiczny) - nukleotydy guanozyny
endosomalnych - analogi guanozyny e IFN typul
Iy - bropirimine
(loxoribine)
Btona ) . - L cytokiny
endosomalnych glny. l IFN typul
- bakteryjne i wirusowe
Btona niemetylowane cytokiny
TLR9 pecherzykéw sekwencje (pG DNA - kompleksy lgG-chromatyna - oligodeoksynukleotydy C(pG ~ MyD88 prozapalne,
endosomalnych - hemozoina IFN typul
Plasmodium
, - (zasteczka . . cytokiny
TLR10  Bfona komdrkowa : nieznane nieznane MyD88
profilinopodobna prozapalne
- (zasteczka
Biona ) profilinopodobna ) ) cytokiny
TLR11 pecherzykdw i nieznane nieznane MyD88
- bakterie prozapalne
endosomalnych
uropatogenne
Biona - z3steczka cytokin
TIR12  pecherzykdw q. nieznane nieznane MyD88 ytoxiny
profilinopodobna prozapalne
endosomalnych
Blona cytokin

TLR13 pecherzykéw - bakteryjne rRNA 23S nieznane nieznane MyD88 ylokiny

prozapalne

endosomalnych
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Ryc. 2. Schemat mechanizmu aktywacji TLR; IFN — interferon, IKK — inhibitor kinazy kB, IB - inhibitor kB, IRAK — kinaza powi3zana z interleuking, IRF —
interferonowy regulator czynnika, MMP — metaloproteinazy, MyD88 — czynnik roznicujacy biataczki, TLR — receptor Toll-podobny, TNF-a — czynnik martwicy
nowotworu, TRAM — cz3steczka adaptacyjna TRIF-powiazana, TRIF — domena zawierajaca adapter indukujacy IFN-B

ekspresja receptoréw dla LDL), co prowadzi do niekon-
trolowanej akumulacji lipidéw i powstania charaktery-
stycznych dla miazdzycy komdrek piankowatych [44].
Aktywacja znajdujacych sie na powierzchni makrofa-
géw receptoréw TLR, prowadzi do wzmozonej syntezy
cytokin prozapalnych: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 oraz TNF-a.
Stymulacja receptoréw TLR4 zwieksza zdolnosci fago-
cytarne makrofagéw oraz powoduje wzrost wytwarza-
nia reaktywnych form tlenu (ROS) oraz synteze tlenku
azotu (NO) [47]. Ponadto makrofagi aktywowane przez
receptory TLR zwiekszajg ekspresje antygendw zgodno-
$ci tkankowej MHC I i MHC II oraz molekut CD80, CD86,
co z kolei sprawia, ze komdrki te efektywniej prezentuja
antygeny limfocytom T i indukuja swoista odpowiedZ
immunologiczng [9,84] (ryc. 3).

Réwnowaga w MyD88-zaleznej oraz TRIF-zaleznej sygna-
lizacji TLR ma zasadnicze znaczenie dla prawidlowe;j
funkcji odpornosci [29]. Wang i wsp. wykazali, ze Nrdp1

(ligaza ubikwitynowa E3) hamuje wytwarzanie cytokin
prozapalnych, natomiast zwieksza wytwarzanie IFN-3
w makrofagach, w ktérych doszto do aktywacji TLR. Jest
to mozliwe dzieki hamowaniu MyD88-zaleznej aktywa-
cji NF-kB poprzez ubikwitynacje MyD88 [74]. Alterna-
tywny mechanizm zaproponowali Liu i wsp. Wykazali
bowiem, ze wewnatrzkomdrkowe czasteczki MHC klasy
1T w komdrkach prezentujacych antygen moga aktywo-
waé zaréwno kaskady MyD88, jak i TRIF, prowadzac do
wytwarzania cytokin prozapalnych i interferonéw [46].

Wykazano, ze receptory Toll-podobne moga bezpo-
$rednio wptywaé na powstawanie zmian miazdzyco-
wych, gdyz stymulacja makrofagéw ligandami TLR2,
TLR4 i TLR9 promuje wychwytywanie lipidéw przez te
komérki, co prowadzi do powstawanie komérek pian-
kowatych [70]. Badania eksperymentalne z wykorzy-
staniem myszy pozbawionych Apolipoproteiny E (ApoE
-/-) wykazaty, ze TLR4 oraz TLR2 sprzyjaja akumulacji
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Ryc. 3. Schemat aktywacji odpornosci wrodzonej z udziatem receptoréw zmiatajacych oraz receptoréw Toll-podobnych; TNF-a — czynnik martwicy nowotworu-a,
(0X-2 - cyklooksygenaza-2, PLA2 - fosfolipaza A2, iNOS — indukowana syntaza tlenku azotu

komdrek piankowatych w aorcie [24]. Zaobserwowano
réwniez zwiekszong ekspresje TLR2 w komérkach $réd-
btonka w miejscach podatnych na miazdzyce, takich jak
wewnetrzna krzywizna tuku aorty [58]. Ponadto TLR2
promuja migracje komérek naczyniowych miesni gtad-
kich (VSMC) z tunica media do intima w sposéb zalezny
od IL-6 [40].

Wykazano, ze TLR4 stymuluja makropinocytoze lipi-
déw w zréznicowanych makrofagach [11]. Zwiekszone
wychwytywanie lipidéw moze by¢ réwniez regulowane
poprzez ekspresje receptoréw zmiatajacych induko-
wanych przez TLR3 i TLR9 [14]. TLR i ich ligandy moga
zaktécaé takze mechanizmy wyptywu cholesterolu, co
moze sie przyczyniaé do powstawania komdrek pianko-
watych. Myszy ApoE-/- z niedoborem receptoréw TLR4
i TLR2 ujawnily zmniejszenie rozwoju zmian miazdzy-
cowych 0 55%, a u myszy ApoE-/- z niedoborem recep-
tora TLR4 zaobserwowano zmniejszenie infiltracji
makrofagédw o 65% [55,59]. Zmniejszeniu rozmiaru tych

zmian chorobowych w naczyniach u zwierzat z niedo-
borem TLR2 i TLR4 towarzyszylo obnizenie obwodo-
wego poziomu CCL2, chemokiny kluczowej dla rekrutacji
monocytéw do blaszek miazdzycowych [8,15]. Catkowita
utrata receptora TLR2 u myszy podatnych na miazdzyce
LDLR-/- prowadzi do redukcji zmian miazdzycowych
[59]. Okazato sie, ze niedobdér MyD88, biatka od ktérego
zalezy sygnalizacja TLR2, skutkuje zmniejszeniem nasi-
lenia miazdzycy aorty u myszy ApoE -/- [56]. W badaniu
tym zaobserwowano obnizenie poziomu krazacych cyto-
kin prozapalnych, biatka chemotaktycznego dla mono-
cytéw, liczby makrofagédw i innych czynnikdéw, ktére
odgrywaja istotng role w progresji miazdzycy. Ponadto
wykazano, ze blokada TLR2 moze doprowadzi¢ do
zmniejszenia wytwarzania cytokin prozapalnych, che-
mokin i metaloproteinaz poprzez zahamowanie aktywa-
cji NF-kB. Satoh i wsp. wykazali wyzszy poziom ekspresji
mRNA dla TLR4 u pacjentéw z ostrym zespotem wien-
cowym niz ze stabilng dusznicg bolesng [66]. Réwniez
Gargiulo i wsp. powiazali TLR4 z niestabilnoscig blaszki
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miazdzycowej. Wykazali bowiem, ze czasteczki oxLDL,
kumulujace sie w blaszkach miazdzycowych nasilaja
uwalnianie cytokin prozapalnych i prowadzg do wydzie-
lania MMP-9 w sposéb zalezny od TLR4/NF-«B [19,20]
(ryc.4).

LIMFOCYTY W PATOGENEZIE MIAZDZYCY — ROLA TLR

Obecne w plytce miazdzycowej limfocyty T, to limfo-
cyty pomocnicze CD4* i limfocyty cytotoksyczne CDS',
przy czym zazwyczaj dominujg CD4", OdpowiedZ lim-
focytéw T jest inicjowana w momencie zetkniecia sie
ynaiwnych” limfocytéw T z komérkami prezentujgcymi
antygen, takimi jak komdrki dendrytyczne i makrofagi.
Na powierzchni limfocytéw T znajduja sie receptory
TCR, ktére maja zdolno$é swoistego wigzania antygenu
potaczonego z MHC (Major Histocomptibility Complex -
gtéwny uktad zgodnosci tkankowej). CD8* rozpoznaja pep-
tydy prezentowane przez MHC klasy I a limfocyty CD4*
przez MHC klasy I1. Wysoka ekspresja HLA-DR (MHC-II)
na komdérkach prezentujacych antygen i interakcje z lim-
focytami T sg szczeg6lnie widoczne w obszarach blaszek
miazdzycowych, podatnych na pekniecia [85].

Do efektywnej aktywacji limfocytéw T, oprécz potacze-
nia TCR z antygenami prezentowanymi przez czasteczki

MHC, niezbedne sa jednoczesne interakcje odpowied-
nich biatek na limfocytach i komérkach prezentujacych
antygen. W patogenezie miazdzycy najbardziej poznana
parg jest CD40L (CD154) na limfocytach i CD40 na komér-
kach prezentujacych antygen. Z badan in vitro wynika,
ze interakcje miedzy CD40L na limfocytach a CD40
na innych komdrkach powoduja ich aktywacje, co pro-
muje ekspresje czynnikéw zaangazowanych w proces
miazdzycy [4].

Interakcje miedzy limfocytami T a komdrkami prezentu-
jacymi antygen moga prowadzi¢ do powstania réznych
typdéw limfocytéw. Wsrdd limfocytéw CD4', ktérych jest
najwiecej w plytce miazdzycowej, dominuja limfocyty
Th1, odpowiedzialne za odpowiedz komérkowa i wydzie-
lajace IFN-y (interferon-y), IL-2 i TNF-a. Duzo rzadziej
wystepuja za$ limfocyty Th2 zwigzane z odpowiedzig
humoralna, wydzielajace IL-4, IL-5 i IL-10. Obecno$¢ lim-
focytéw Th1 bedacych Zrédtem TNF-a i IFN-y stymuluje
proces miazdzycowy i sprzyja powstawaniu niestabilnej
blaszki miazdzycowej. IFN-y

jest silnym aktywatorem makrofagéw, ponadto stymu-
luje on ekspresje srédbtonkowych czasteczek adhezyj-
nych i tym samym nasila rekrutacje jednojadrzastych
leukocytéw. IFN-y hamuje réwniez proliferacje komé-
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rek i infiltracje mieé$ni gtadkich oraz synteze kolagenu,
nasila produkcje metaloproteinaz oraz jest czynni-
kiem indukujacym apoptoze komérek mieéni gtadkich
i makrofagdw. W ten sposdb przyczynia sie do ostabienia
czapeczki tacznotkankowej i w konsekwencji do powsta-
nia plytki podatnej na pekniecie lub do jej pekniecia [53].

Badania wskazuja, ze istotng role w rozwoju miazdzycy
moga odgrywac tzw. limfocyty T regulatorowe (Treg).
Zaobserwowano, ze Treg hamuja odpowiedz Th1 i Th2
w nastepstwie bezposredniego kontaktu lub za poéred-
nictwem wydzielanych cytokin o silnych wtasciwosciach
immunosupresyjnych, takich jak IL-10 i transformujgcy
czynnik wzrostu p (Transforming Growth Factor 3; TGF-
B). Jednoczesnie wydzielane przez inne komérki IL-10
i TGF-P indukuja réznicowanie limfocytéw Treg. W efek-
cie przewaga odpowiedzi immunologicznej regulato-
rowej (Treg) nad efektorowa (Th1 lub Th2) zmniejsza
ryzyko rozwoju miazdzycy [53].

W badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze stymulacja
TLR4 przez LPS prowadzi do proliferacji oraz zwiek-
szonej aktywno$ci komérek Treg CD4+ CD25+. Mecha-
nizm aktywacji komdrek Treg przez LPS nie jest jednak
doktadnie poznany. Komdrki Treg poza ekspresja recep-
toréw TLR4, zawieraja réwniez receptory TLR5, TLR7
oraz TLR8. Mozna przypuszczaé, ze komérki te sg bezpo-
$rednio aktywowane przez LPS, jednak nie mozna wyklu-
czyé, ze moga by¢ w to réwniez zaangazowane komdrki
prezentujace antygen (APC -Antigen Presenting Cell).
Wiaénie ten drugi mechanizm aktywujacy komérki Treg
okazat sie dominujacym w przypadku zakazeri wywo-
tanych przez Bordetella pertussis, gdzie stymulacja TLR4
na komérkach APC powodowata wytwarzanie IL-10 [25].
Podobne obserwacje poczyniono w przypadku badar
nad indukcjg komdrek Treg podczas zakazeti wywota-
nych Candida albicans. Netea i wsp. wykazali, Ze infekcja
Candida albicans prowadzi do immunosupresji poprzez
aktywacje receptoréw TLR2, prowadzaca do syntezy
IL-10 oraz zwiekszajaca przezywalno$é komérek Treg
CD4+ CD25+ [60].

RECEPTORY TOLL-PODOBNE JAKO CEL TERAPII
PRZECIWMIAZDZYCOWE)

Strategie terapeutyczne wykorzystywane do zmniejsza-
nia nadmiernej aktywacji TLR polegaja na stosowaniu
antagonistéw, blokujacych wigzanie ligandéw lub kom-
plekséw biatko-ligand z receptorami lub antagonistami
[32,42]. Antagoniéci opracowani do tej pory obejmuja
mate czgsteczki, oligonukleotydy, peptydy, biatka i prze-
ciwciata [1]. W badaniach Arslan i wsp. wykazali, ze prze-
ciwciato monoklonalne anty-TLR2 (OPN-301) powoduje
redukgcje infiltracji neutrofili, makrofagéw i T-limfocy-
téw jak réwniez zmniejszenie wytwarzania cytokin pro-
zapalnych TNF-a, IL-1a i GM-CSF [5]. Uzycie przeciwciata
anty-TLR2 (OPN-305) powodowato redukcje rozmiaru
zawalu serca, zachowywanie funkcji skurczowej i osta-
tecznie zapobiegato uszkodzeniu mie$nia sercowego
na modelu $wini [6,75].

TLR4 znajduje sie na powierzchni komdrki i aktywuje
kaskady prozapalne z udziatem NF-kB. Liczne badania
potwierdzaja role tego receptora w patogenezie miaz-
dzycy. Wykazano zalezno$é miedzy polimorfizmem
Asp299Gly ludzkiego receptora TLR4, a zmniejszonym
ryzykiem rozwoju miazdzycy w tetnicy szyjnej [36].
U pacjentéw, u ktérych stwierdzono ten polimorfizm,
zaobserwowano nizsze stezenia krazacych cytokin pro-
zapalnych, a takze fibrynogenu. Myszy ApoE-/- z nie-
doborem TLR4 lub MyD88 wykazuja ostabiony rozwdj
miazdzycy poprzez obnizong rekrutacje makrofagéw
do $ciany tetnicy, co jest zwigzane ze zredukowanym
poziomem chemokin [3,55]. Badania przeprowadzone
przez Lu i wsp. wykazaly, ze podawanie antagonisty
TLR4 przyczynia sie do hamowania zapalenia i pro-
cesu miazdzycy u myszy ApoE-/- chorych na cukrzyce
[48]. Ponadto zaobserwowano, ze zastosowanie melato-
niny u krélikéw spowodowato obnizenie ekspresji TLR4,
MyD88 i NF-kB, a w konsekwencji hamowato dysfunk-
cje $rédbtonka, proces zapalny i progresje miazdzycy
tetnic [30]. Réwniez Guan i wsp. wskazali, ze TLR4 moze
odgrywaé kluczowa role w migracji VSMC, co przyczy-
nia sie do rozwoju miazdzycy tetnic. Wykazali bowiem,
ze TLR4 promuja migracje VSMC poprzez wywotang
CREB produkcje IL-6 sygnalizowang za pomoca kinazy
p38 MAPK i ERK1/2, ktére posrednicza w szlakach
zaleznych od MyD88 i TRIF [41].Wang i wsp. wykazali,
ze inhibitor TLR4 (CLI-095) jest zdolny do skutecznego
zmniejszania miazdzycy tetnic u myszy ApoE-/- przez
hamowanie tworzenia komérek piankowatych. Wyniki
te sugerujg, ze TLR4 moze by¢ uwazany za potencjalny
cel terapeutyczny w zapobieganiu progresji miazdzycy
[76]. Ponadto, Ramani i wsp. wykazali, ze peptyd okre-
$lany jako SPA4 ingeruje w kontakt pomiedzy biatkiem
A surfaktantu a TLR4 i blokuje aktywacje sygnalizacji
TLR4. Badania wykazaly zmniejszong aktywno$¢ NF-«kB
i zmniejszone wydzielanie TNF-a po leczeniu SPA4. Co
wiecej, SPA4 hamowat zapalenie wywotane LPS i fagodzit
endotoksyczne objawy podobne do wstrzasu na modelu
myszy, co wskazuje na aktywno$¢ przeciwzapalng tego
peptydu [62].

Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych
miazdzycy wykazaly, ze poprzez inaktywacje farma-
kologiczna szlakéw TLR9 dochodzi do spowolnienia
powstawania zmian miazdzycowych i wzmocnienia
niestabilnych blaszek miazdzycowych. Zastosowanie
IRS869 u myszy ApoE-/- skutkowato inaktywacjg TLR9
i w konsekwencji zmniejszeniem rozmiaru oraz sktadu
blaszki miazdzycowej w kierunku zmian bardziej stabil-
nych [49]. Potencjalnym kandydatem w leczeniu choréb
o podtozu zapalnym moze by¢ IMO-3100, ktdry jest anta-
gonista TLR7 i TLRY [39]. Suarez-Farinas i wsp. w bada-
niach przedklinicznych wykazali, ze IMO-3100 hamuje
produkcje cytokin prozapalnych indukowang przez
receptory TLR7 i TLR9. Stymulacja TLR9 upo$ledzata
reendotelelizacje po ostrym urazie naczyniowym i pro-
mowata rozwéj blaszki miazdzycowej w modelu zapale-
nia skéry u myszy [68]. Wyniki uzyskane przez Li i wsp.
sugeruja, ze CpG-ODN c41 (CpG-Containing Oligodeoxy-
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nucleotide) wyizolowany z Pseudomonas aeruginosa moze
zapobiegaé odpowiedzi zapalnej z udzialem recepto-
réw TLR9. Dziatanie takie zaobserwowano w komérkach
mysich i ludzkich monocytach [42].

Liczne badania wskazuja na aterogenne dziatanie recepto-
réw TLR2, TLR4, TLR7 i TLR9 [35,63], jednak niekt6rzy suge-
ruja, ze TLR9 chronig przed miazdzyca. Wykazali bowiem,
ze aktywacja TLR9 stymulowata produkgje interleukiny-10,
ktéra z kolei hamowata ekspresje INF-a wydzielanego
przez komdrki dendrytyczne i hamowata proliferacje lim-
focytéw T CD4 + CD25 + [10]. W celu wyjasnienia roli TLR9
w miazdzycy Koulis i wsp. uzyli modeli myszy pozbawio-
nych genéw TLR9 i ApoE. Wykazali 33% wzrost odkla-
dania lipidéw i wielko$ci blaszki miazdzycowej u myszy
ApOE -/- i TLRY -/- w poréwnaniu do myszy ApoE -/-. Co
wiecej, zaobserwowali znaczna akumulacje makrofagdw,
komérek dendrytycznych i limfocytéw T CD4+ w naczy-
niach u myszy ApoE -/ - i TLR9 -/-. Genetyczna delecja
receptora TLRY nasilata miazdzyce tetnic u myszy ApoE
-/- karmionych dietg wysokotluszczowa. Limfocyty T CD4+
okazaly sie potencjalnymi mediatorami tego efektu. Ago-
nista TLRY (typ B CpG ODN) zmniejszat nasilenie zmian
chorobowych, tym samym wskazujac na nowe mozliwosci
terapeutyczne w miazdzycy tetnic [37].

Ochronng role tych receptoréw w patogenezie miaz-
dzycy, zaobserwowano réwniez w przypadku TLR3.
Udowodniono bowiem, ze myszy pozbawione TLR3
wykazywaty przyspieszony rozwéj zmian miazdzyco-
wych. Natomiast zastosowanie agonisty TLR3 (Poly(1:C))
redukowato zmiany naczyniowe, co wskazuje na pro-
tekcyjna role tego receptora w patogenezie miazdzycy

PISMIENNICTWO

[12,18]. Z ostatnich badati wynika réwniez, ze TLR3
i TLR4 mogg by¢ potencjalnymi nieinwazyjnymi bio-
markerami choroby wieficowej oraz restenozy w sten-
cie [67,43].

PODSUMOWANIE

Wzrastajaca liczba dowodéw wskazuje na udziat recepto-
réw Toll-podobnych w patogenezie miazdzycy. Z dotych-
czasowych badan wynika, ze blokowanie TLR2 i TLR4
moze ograniczaé powstawanie zmian chorobowych oraz
rozwdj stanu zapalnego, podczas gdy blokada TLR2 redu-
kuje dodatkowo rozmiar zawatu. Wykazano, iz aktywacja
receptoréw powierzchniowych pobudza produkcje cyto-
kin prozapalnych oraz stymuluje makrofagi do pochta-
niania lipidéw, podczas gdy aktywacja receptordéw
wewnatrzkomérkowych moze hamowad rozwéj miaz-
dzycy. Wydaje sie, ze modulacja odpowiedzi zapalnej
z udziatem tych receptoréw jest nowym celem terapeu-
tycznym w leczeniu miazdzycy, co moze mie¢ ogromne
korzysci kliniczne w zapobieganiu chorobom sercowo-
-naczyniowym. Duzym wyzwaniem w rozwoju negatyw-
nych lub pozytywnych regulatoréw TLR sa liczne szlaki
sygnalizacyjne kinaz, czynnikéw transkrypcyjnych
i regulatorowych, dlatego opracowanie zasad TLR-celo-
wanego leczenia miazdzycy oraz ocena efektywnosci
takiej terapii wymaga dalszych, szczegétowych badat.
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