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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Monocyty nalezg do mieloidalnych komdrek efektorowych, tworza pierwsza linie obrony nie-
swoistej organizmu przed patogenami oraz pelnig istotna funkcje w utrzymaniu homeostazy
organizmu. W wyniku stymulacji monocyty réznicuja sie w makrofagi majace zdolno$¢ do
fagocytozy drobnoustrojéw i do wydzielania czynnikéw odgrywajacych gtéwna role w regulacji
reakcji immunologicznej organizmu. Dtugotrwata ekspozycja monocytéw/makrofagéw na
lipopolisacharyd bakterii Gram-ujemnych - LPS doprowadza do nabycia przez te komdrki
immunotolerancji, czego skutkiem jest zaburzenie wielu proceséw biologicznych m.in. we-
wnatrzkomdrkowych szlakéw sygnalizacyjnych oraz towarzyszy wielu stanom chorobowym
(schorzenia o podtozu immunologicznym, zapalnym, czy nowotworowym). W regulacji aktyw-
no$ci monocytéw/makrofagéw biora udziat takze miRNA, ktére sa jednocze$nie zaangazowane
w modulacje immunotolerancji nabytej przez te komérki. Zjawisko immunotolerancji wptywa
réwniez na procesy potranskrypcyjne i potranslacyjne modyfikacje epigenetyczne, co moze
uposledzaé prawidlowa reakcje immunologiczng m.in. przez zmiany w regulacji ekspresji wielu
gendw zaangazowanych w jej przebieg. Przedmiotem pracy jest przedstawienie stanu wiedzy
na temat modulacji aktywno$ci monocytéw/makrofagéw w odpowiedzi na bakteryjna endo-
toksyne, a takze konsekwencji zaburzenia odpowiedzi immunologicznej i réwnowagi ustroju.

monocyty/makrofagi - inmunotolerancja - bakteryjna endotoksyna

Summary

Monocytes belong to myeloid effector cells, which constitute the first line of defense against
pathogens, also called the nonspecific immune system and play an important role in the
maintenance of tissue homeostasis. In response to stimulation, monocytes differentiate into
macrophages capable of microorganism phagocytosis and secrete factors that play a key role
in the regulation of immune responses. However excessive exposure of monocytes/macro-
phages to the lipopolysaccharide (LPS) of Gram negative bacteria leads to the acquisition of
immune tolerance by these cells. Such state results from disruption of different biological
processes, for example intracellular signaling pathways and is accompanied by a number of
disease states (immune, inflammatory or neoplastic conditions). Regulation of monocytes/
macrophages activity is controlled by miRNAs, which are involved in the modulation of im-
mune tolerance acquired by these cells. Moreover, the tolerance to endotoxin is conditioned
by the posttranscriptional processes and posttranslational epigenetic modifications leading
to the impairment of normal immune response for example by alterations in the expression
of many genes encoding immune signaling mediators. The aim of this paper is to provide an
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overview existing knowledge on the modulation of activity of monocytes/macrophages in
response to bacterial endotoxin and impaired immune responses.
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Wsrep

Monocyty sg komdérkami pochodzacymi z haploidalnych
komdérek macierzystych dajgcych poczatek prekursorom
mieloidalnym i limfoidalnym, ktére w nastepstwie réz-
nicowania ulegajg dalszej specyfikacji w komdérki efekto-
rowe predysponowane do pelnienia okre$lonych funkeji
w organizmie. Rola monocytéw podobnie jak innych
komérek mieloidalnych czy limfoidalnych skupia sie
gtéwnie na ochronie organizmu przed drobnoustrojami
przez ich udziat w reakcjach odporno$ciowych. W odpo-
wiedzi na rézne bodzce $rodowiska, tj. przerwanie cig-
glosci tkanek badz infekcja patogenami, monocyty
wydostaja sie z krwiobiegu i ulegajg przeksztatceniu
w komérki dendrytyczne lub fagocytarne makrofagi
tkankowe [28].

Makrofagi opisal Miecznikow, ktéry zostat laureatem
Nagrody Nobla za zidentyfikowanie fagocytéw i teo-
rie fagocytozy. Od tego czasu poczyniono duzy postep
w odkryciu mechanizmu aktywacji makrofagéw i roli
jaka odgrywaja w organizmach. Dotychczasowe dane
literaturowe wskazuja, ze makrofagi sa waznymi komér-
kami odpornosci wrodzonej [14]. Odporno$¢ wrodzona,
bedgca pierwsza bariera ochronng zapewnia szybka,
ale niepetna odpowied? przeciwbakteryjng organizmu
gospodarza, do czasu az rozwinie sie nabyta odpowiedz
immunologiczna [29]. Dlatego makrofagi odgrywaja
istotng role w pierwotnej reakcji organizmu na pato-
geny, prawidtowej homeostazie tkankowej, prezentacji
obcych i wlasnych antygendéw [14].

Uktad odpornosciowy ma jednak pewne wady, ktére
wptywaja na szlaki warunkujace prawidtowa odpo-
wiedZ immunologiczna, a jego dziatanie moze ulegad
zaktéceniu pod wptywem pewnych czynnikéw, takich
jak np. LPS (lipopolysaccharide) bedacy endotoksyna
bakteryjna [24].

Pierwszy kontakt monocytéw i makrofagéw z bakteryjna
endotoksyng wywotuje pozadang reakcje organizmu
i uruchomienie transkrypcji genéw kodujacych cytokiny
prozapalne w monocytach i makrofagach. Dtuzsza eks-
pozycja tych komérek na bakteryjng endotoksyne powo-
duje natomiast nabywanie przez monocyty i makrofagi
tolerancji na endotoksyny, ktéra polega na zahamowa-
niu ekspresji genéw kodujacych cytokiny prozapalne, co
uposledza dziatanie catego uktadu immunologicznego
[24]. U podtoza tego zjawiska lezg epigenetyczne oraz
potranslacyjne mechanizmy wspétpracujace ze szlakami
transdukgji sygnatu regulujacymi ekspresje mediatoréw
prozapalnych. Zaburzenia wewnatrzkomdrkowych szla-
kéw mogg doprowadzi¢ do paralizu uktadu odpornoscio-
wego, dla ktérego cytokiny i chemokiny petnig funkcje
czgstek sygnatowych [29].

ROZNICOWANIE MONOCYTOW W MAKROFAGI ORAZ POLARYZACJA
M1, M2

Klasyczne monocyty prozapalne zawieraja zestaw
receptoréw rozpoznajgcych konserwatywne wzorce
patogenéw PRR (pattern recognition receptors),
uniwersalne dla szerokiej grupy tych organizmdw.
W zainfekowanym organizmie wchodza w interakcje ze
znajdujacymi sie na powierzchni drobnoustrojéw cha-
rakterystycznymi wzorcami zwigzanymi z patogenami
PAMP (pathogen associated molecular patterns), w sktad
ktérych wchodzi m.in. LPS, glikoproteiny, lipidy, cukry
i biatka powierzchniowe. Interakcja miedzy PRR a PAMP
uruchamia ekspresje cytokin prozapalnych, odpowie-
dzialnych za inicjacje reakcji zapalnej [13].

Do najlepiej poznanych receptoréw PRR nalezg recep-
tory Toll-podobne TLR (Toll-like receptors), ktérych
N-koricowe fragmenty bogate w leucyne determinuja
rozpoznawanie PAMP, natomiast C-koticowa domena TIR
odpowiada za mechanizmy wewnatrzkomdrkowej odpo-
wiedzi na PAMP [13].
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Lipopolisacharydy bakteryjne sg antygenami powierzch-
niowymi charakterystycznymi dla bakterii Gram-ujem-
nych, a aktywno$¢ biologiczna zalezy od ich uwolnienia
z komérek bakterii. 0dgrywaja zasadnicza role w budo-
wie i funkcji zewnetrznej ich $ciany komdrkowej. Czg-
steczka bakteryjnej endotoksyny jest zbudowana z lipidu
A odpowiadajacego za jego aktywnos¢ i endotoksycz-
no$¢ rdzenia oligocukrowego bedacego domeng $rod-
kowg i faricucha O-swoistego warunkujacego zmienno$¢
wewnagtrzgatunkowa patogendéw. Bakteryjna endotok-
syna bierze udzial w transporcie hydrofobowych czaste-
czek do wnetrza komérek bakteryjnych i jest istotnym
czynnikiem w interakcjach mikroorganizm-gospodarz

[31].

Monocyty réznicujg sie w makrofagi pod wptywem
czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocy-
téw i makrofagéw GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) lub czynnika stymulujacego
tworzenia kolonii makrofagéw M-CSF (macrophage
colony-stimulating factor). Polaryzacja makrofagéw
moze sie odbywaé w sposéb klasyczny - prozapalne
makrofagi o fenotypie M1 badz alternatywnej - przeciw-
zapalne makrofagi o fenotypie M2 [32].

Polaryzacja M1 zachodzi w pierwszym etapie odpowiedzi
zapalnej pod wptywem ligandéw bakteryjnych recepto-

réw TRL, takich jak interferon gamma IFN-y (interferon
gamma) i bakteryjna endotoksyna. Wéwczas prozapalne
makrofagi M1 wydzielaja wiele cytokin prozapalnych, tj.
interleukiny IL-1f, -6, -12, -18 i czynnik martwicy nowo-
tworu TNF-a (tumor necrosis factor), chemokin proza-
palnych CCL 8-11 oraz 13, reaktywne formy tlenu ROS
(reactive oxygen species) i uruchamiany jest metabolizm
argininy inicjujgcy wytwarzanie tlenku azotu NO (nitric
oxide) [27,32].

Polaryzacja M2 odbywa sie w péZniejszym etapie reak-
cji zapalnej - w procesach regeneracyjnych, a takze
w nowotworach, wtdknieniu tkanek i miazdzycy [27].
Polaryzacja przeciwzapalnych makrofagéw M2 moze
sie odbywa¢ trzema drogami polaryzacji: M2a, M2b
oraz M2c. Polaryzacja M2a zachodzi pod wptywem IL-4
i IL-13, towarzyszy jej aktywacja czynnikéw, takich jak
receptory mannozowe CD206 i CD209 (mannose recep-
tor), aktywatory receptoréw steroidowych RNA SR-A1
(steroid receptor RNA activator 1), receptory lektyn typu
C DCL-1 (phagocytic C-Type lectin receptor), insulinopo-
dobne czynniki wzrostu IGF1 (insulin-like growth factor
1) oraz wytwarzanie fibroleukiny FGL2 (fibrinogen-like
protein 2) i transformujgcego czynnika wzrostu TGF-f
(transforming growth factor ), CCL (CCL13, 14, 17, 18,
23, 26). Polaryzacja M2b zachodzi gtéwnie pod wptly-
wem IL-1p lub bakteryjnej endotoksyny i towarzyszy jej

Monocyty

M1 M2a | M2b m2cl
IFN-y + LPS + GM-CSF IL-4 +IL-13 IL-1B lub LPS IL-10
IL-1[3 CCL8 TNFa CD206 CCL1 IL-1O ccu TLR1 cD14
-6  CCL9 CD209 CCL14 TGFB CCL20  TLRS CCL18
I-12  CCL1I0 NO  SR-A1 CCL17 CeXCLL
I-18  ccLil DCL-1 CCL18 FGL2 CXCL2

CCL13 ROS  IGF1  CCL23 CXCL3

CCL26

Ryc. 1. Klasyczna (M1) i alternatywna (M2a-c) aktywacja makrofagéw [opracowanie autorskie]
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wytwarzanie IL-10, CCL (CCL1, 20), CXCL (CXCL1, 2, 3).
Polaryzacja M2c nastepuje natomiast w odpowiedzi na
TGF-P i IL-10 towarzyszy jej wytwarzanie CD163, IL-21R,
TLR1, TLR8 i CCL18 (ryc. 1) [26,17].

Waznym aspektem polaryzacji makrofagéw jest mozli-
wo$¢ ewolucji ekspresji transkrypcji niektérych genéw
w czasie. Przyktadem moze by¢ stopniowe ttumienie
ekspresji genéw w prozapalnych monocytach i makro-
fagach w odpowiedzi na dtugotrwata ekspozycje na bak-
teryjna endotoksyne, ktéra nazywa sie ,,endotoksyna
tolerancji” [20].

Wewnatrzkomérkowe szlaki sygnatowe sg zaangazowane
w modulowanie odpowiedzi immunologicznej organi-
zmu oraz ich zaburzenia w odpowiedzi na stymulacje
bakteryjna endotoksyna

MyD88 1 TRIF JaKo MEDIATORY SYGNALIZAC)I KOMORKOWE)
INICJOWANEJ AKTYWACJ4 RECEPTORA TLR4

W wyniku kontaktu z patogenami, receptory TLR akty-
wuja wewnatrzkomérkowe szlaki sygnalizacyjne.
Aktywacja receptoréw Toll-podobnych obecnych na
powierzchni bton komérkowych monocytéw/makrofa-
gbw prowadzi do indukeji swoistej odpowiedzi immu-
nologicznej. Dotychczas u ludzi zidentyfikowano 10
rodzajéw receptoréw TLR: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6, TLR10 obecnych w btonie komérkowej oraz TLR3,
TLR7, TLR8 i TLR9 w blonach endosoméw i lizosoméw
umiejscowionych w cytoplazmie [18]. Receptor TLR4
jest najlepiej poznanym receptorem TLR rozpoznajacym
lipopolisacharyd bakterii Gram-ujemnych - LPS. Nato-
miast dtugotrwata i/lub kilkukrotna ekspozycja monocy-
téw/makrofagédw na dziatanie bakteryjnej endotoksyny
zaburza wewngtrzkomdrkowe szlaki transdukeji sygna-
té6w przekazywanych przez receptory TLR, na pozio-
mie samego receptora, biatek adaptorowych, enzyméw,
a takze czynnikéw transkrypcyjnych [1].

MyD88-zALEZNA TRANSDUKCIA SYGNALU PRZEKAZYWANA 0D
RecerTorA TLR4

Aktywacja receptora TLR4 jest uwarunkowana obecno-
$cig dwdch biatek, takich jak: MD2 i mCD14 (posta¢ bto-
nowa biatka CD14, zakotwiczona w blonie komérkowej
m.in. monocytéw/makrofagéw, za pomocg facznika gli-
kofosfatydyloinozytolowego). W wyniku kontaktu z pato-
genem dochodzi do utworzenia kompleksu TLR4/MD2/
mCD14, ktéry rozpoznaje LPS. Dalsza droga transdukcji
sygnatu od receptora TLR4 odbywa sie za posrednictwem
biatek adaptorowych, tj. MyD88 (myeloid differentiation
88) i TIRAP (TIR-domain-containing adapter protein)
[1]. Homodimer sktadajacy sie z biatek MyD88-MyD88
w obecnosci biatka TIRAP tgczy sie z receptorem TLR4,
czego skutkiem jest aktywacja zaréwno receptora, jak
i kinazy TRAK4 (interleukin-1 receptor-associated kinase
4) oraz fosforylacja kinazy IRAK1 (interleukin-1 recep-
tor-associated kinase 1). Ufosforylowana kinaza IRAK1
taczy sie z czynnikiem TRAF6 (TNF receptor-associated

factor 6), aktywujac kompleks TAK1/TAB, ktéry prowa-
dzi do aktywacji kinazy MAP (mitogen activated protein
kinases) oraz kinaz serynowo-treoninowych IKK (inhi-
bitor of nuclear factor-kB kinase) odpowiadajacych za
fosforylacje biatek IxB [7]. Fosforylacja biatek inhibito-
rowych powoduje ich degradacje w wyniku ubikwity-
nacji i proteolitycznego rozktadu przez proteasom 26S.
Wskutek odtgczenia biatka inhibitorowego IkB od czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB (nuclear factor-kappa B)
dochodzi do odstoniecia sekwencji NLS biatka NF-B,
umozliwiajac jego translokacje do jadra komérkowego,
gdzie jako aktywny czynnik transkrypcyjny, reguluje
transkrypcje licznych genéw docelowych kodujacych
prozapalne cytokiny, chemokiny, czasteczki adhezji
komdérkowej oraz enzymy wytwarzajgce czynniki pro-
zapalne [38]. W odpowiedzi na stymulowanie komdrek
bakteryjna endotoksyng zaobserwowano w makrofagach
o0 genotypie MyD88~/~ oraz TRIF~/, ze biatko MyD88 jest
odpowiedzialne za aktywacje NF-kB, a TRIF odpowiada
za pdzniejsza jego aktywacje [7].

MyD88-NIEZALEZNA TRANSDUKCJA SYGNALU PRZEKAZYWANA 0D
receptorA TLR4

OdpowiedZ na dsRNA i dlugotrwale oddziatywanie
receptora TRL4 z endotoksyng bakteryjna prowadzi do
MyD88-niezaleznej aktywacji receptora TLR4, w ktérej
gtéwna role odgrywa biatko adaptorowe TRIF i biatko
TRAF3. Ubikwitylacja biatka TRAF3 uaktywnia kinazy
TBK1 (TANK-binding kinase 1; TANK-TRAF-associated
NF-kB activator) i IKK, ktére nastepnie fosforyluja czyn-
nik transkrypcyjny IRF3 (interferon regulatory factor 3).
Wéwczas IRF3 ulega translokacji do jadra komérkowego,
gdzie opéZnia ekspresje dwéch gendw, takich jak: TNF-a
i IFN-B. Natomiast w makrofagach dtugotrwale stymulo-
wanych bakteryjng endotoksyng szlak TRIF/IRF3 dopro-
wadza do nadekspresji genu kodujgcego przeciwzapalna
cytokinine IL-10 [7,37].

ZnBurzeNiA szLAKU NF-kB poDczAs TOLERANCII BAKTERYINA
ENDOTOKSYNA

Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB nalezy do
rodziny biatek NF-kB. Dotychczas zidentyfikowano
u ssakéw pie¢ czynnikéw transkrypcyjnych: p50/p105
(NF-kB1), p52/p100 (NF-kB2), p65 (RelA), RelB i c-Rel.
Kanoniczny szlak NF-kB jest zaangazowany w proces
regulacji transkrypcji wielu waznych gendéw, bedacych
mediatorami procesu zapalnego. W warunkach fizjo-
logicznych czynnik transkrypcyjny NF-kB wystepuje
w cytoplazmie wiekszos$ci komérek w postaci nieaktyw-
nego dimeru utworzonego z biatek p50/p65 potaczo-
nego z biatkami IkB [38]. W odpowiedzi na réznorodne
bodZce nieaktywny dimer p50/p65 ulega aktywacji
i translokacji do jadra komdrkowego, gdzie reguluje
transkrypcje docelowych genéw. Dostepne dane lite-
raturowe dowodza, ze podczas tolerancji bakteryjna
endotoksyng dochodzi do zaburzenia przekazywania
sygnatu na szlaku NF-kB zaréwno w mysich makro-
fagach, jak i ludzkich monocytach. Zaobserwowano
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podwyzszong ekspresje homodimeru sktadajacego sie
z biatek p50/p50. Biatka p50 w przeciwieristwie do bia-
tek p65 sa pozbawione sekwencji TAD (transcription
activation domain), umiejscowionej na C-koricu odpo-
wiedzialnej za aktywacje transkrypcji. Wéwczas homo-
dimer p50/p50 dziata jako represor transkrypcji wielu
gendw, takich jak: TNF-a, IL-1p, IL-6 oraz IL-12f. Posred-
nio wplywa natomiast na wzrost ekspresji genéw kodu-
jacych czynniki przeciwzapalne, takie jak TGF-p i IL-10,
ktérych nadekspresja jest charakterystyczna dla pro-
cesu immunotolerancji [6]. Ponadto podczas toleran-
cji bakteryjna endotoksyna w cytoplazmie dochodzi
do akumulacji inhibitoréw IkB gtéwnie: IkBa i IkBg,
ktére przez przytaczenie sie do NF-kB maskujg sekwen-
cje NLS, uniemozliwiajac translokacje czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB do jadra komérkowego. Badania
przeprowadzone przez Litvaka i wsp. [23] dowodzg,
ze stymulacja bakteryjna endotoksyna uaktywnia nie
tylko biatka NF-B, ale takze czynnik transkrypcyjny C/
EBPS w mysich makrofagach, ktéry jest zaangazowany
w regulacje ekspresji m.in. genu IL-6.

NEGATYWNE REGULATORY SYGNALIZAC)I RECEPTORA TRL4 Pobczas
TOLERANCII ENDOTOKSYNA LPS

sCD14

Biatko CD14 wystepuje w postaci rozpuszczalnej (sCD14)
w surowicy, moczu i innych plynach fizjologicznych.
Receptor sCD14 rywalizuje z mCD14 o wigzanie bakteryj-
nej endotoksyny, czego skutkiem moze by¢ brak odpo-
wiedzi na jej dzialanie zaréwno w uktadzie in vitro jak
i in vivo, zwtaszcza w aktywacji komérek niewykazuja-
cych ekspresji mCD14, takich jak komérki $rédbtonka,
nabtonka i mie$ni gladkich [25].

ST2

ST2 wystepujacy w bionie komérkowej monocytéw/
makrofagéw nalezy do negatywnych regulatoréw sygna-
lizacji TRL4. Badania Liu i wsp. [21] dowiodty, ze w odpo-
wiedzi na dziatanie bakteryjnej endotoksyny, biatko ST2
hamuje sygnalizacje MyD88-zalezna, w ktéra jest zaan-
gazowane m.in. biatko TIRAP, uniemozliwiajac trans-
lokacje czynnika transkrypcyjnego NF-xB i aktywacje
ekspresji docelowych gendw.

SIGIRR

Biatko SIGIRR (single-immunoglobulin and toll - inter-
leukinl receptor) wystepuje w btonie komérkowej
monocytéw i niedojrzatych komérek dendrytycznych.
Jest zbudowane z domeny zewnatrzkomérkowej Ig
i wewnatrzkomdrkowej TIR, ktdre sg niezbedne do hamo-
wania przekazywania sygnatu przez receptor IL-1p ,
natomiast tylko domena TIR jest odpowiedzialna za
inhibicje sygnalizacji LPS. SIGIRR hamuje sygnalizacje
od receptoraTRL4, hamujgc zaréwno MyD88-zalezna, jak
i niezalezna $ciezke transdukgji sygnatu [1].

Biatko MyD88s

Biatko MyD88s jest zaangazowane w ujemny mechanizm
kontrolujacy nadmierng aktywacje receptoréw TLR.
Badania in vitro przeprowadzone przez Janssens i wsp.
[16] dowodzg, ze 16-godzinna stymulacja bakteryjna
endotoksyna wywoluje nadekspresje MyD88s w ludzkich
uniesmiertelnionych monocytach linii THP1. Skutkiem
nadmiernej ekspresji MyD88s jest utworzenie heterodi-
meru sktadajgcego sie z biatek MyD88s-MyD88 zamiast
homodimeru MyD88-MyD88, ktérego obecnos$¢ jest
wymagana do rekrutacji IRAK4. Wéwczas kinaza IRAK1
przez domene DD oddziatuje z biatkiem MyD88s, ale nie
zostaje ufosforylowana przez IRAK4. Uniemozliwia to
aktywacje podrzednych biatek zaangazowanych w prze-
wodzenie sygnatu od receptora TLR4 [1].

IRK-M

Ekspresja IRK-M jest indukowana gtéwnie w okre-
sie réznicowania makrofagéw i podczas sygnalizacji
TRL. Wzrost ekspresji kinazy IRK-M w odpowiedzi na
niskie stezenie bakteryjnej endotoksyny potwierdzono
zaréwno u myszy, jak i u ludzkich unie$miertelnionych
monocytéw [1]. Domena DD (death domain) umiejsco-
wiona na N-koricu kinazy IRK-M jest niezbedna do inte-
rakgji cytoplazmatycznej domeny TIR z biatkiem MyD88.
C-koricowa domena TIR jest najwazniejsza w urucho-
mianiu kaskady sygnatéw, w nastepstwie kontaktu
z biatkami adaptorowymi. Kinaza IRK-M moze tworzy¢
réwniez heterodimery z kinazg IRK-1/2 i wigzaé sie
zaréwno z biatkiem MyD88, jak i biatkiem TRF6. Kinaza
IRAK-M razem z heterodimerem MyD88/IRAK4 hamuje
fosforylacje kinazy IRAK1, uniemozliwiajgc potaczenie
TRAF6 z IRAK1 i doprowadzajac do inhibicji kinaz IKK
i MAP, niezbednych do aktywacji czynnikéw transkryp-
cyjnych, tj. NF-kB i AP1 (activator protein 1), kontroluja-
cych ekspresje czynnikéw prozapalnych [6].

A20

Biatko A20 moze regulowaé zar6wno MyD88-zalezne
i niezalezne szlaki sygnalizacyjne od receptoréw TLR.
Hamuje ekspresje TRAF6 na szlaku receptora TLR4,
prowadzgcego do aktywacji NF-kB. Zahamowanie eks-
presji TRAF6 uniemozliwia fosforylacje biatka IkB, co
stabilizuje kompleks IkB-NF-kB w cytoplazmie, bloku-
jac aktywacje transkrypcji istotnych genéw przez czyn-
nik transkrypcyjny NF-kB. Badania in vitro na mysich
monocytach z endotoksemiag wskazaly, ze kompleks
A20-TRF6 zapobiega aktywacji NF-kB w odpowiedzi na
dzialanie bakteryjnej endotoksyny, a wyciszenie biatka
A20 pozwala na przywrdcenie funkcji TRAF6 i aktywacje
NF-kB. Biatko to moze zatem mieé podstawowe znacze-
nie dla powstawania zjawiska indukowanej endotoksyna
tolerancji, poniewaz w badanym uktadzie eksperymen-
talnym zaobserwowano ekspresje biatka A20 i MKP1
(inhibitor transdukcji sygnatu) juz po 2 h stymulacji
mysich monocytéw z endotoksemig bakteryjng endo-
toksynag [36].
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EPIGENETYCZNE MODYFIKACJE WYWOLANE PRZEZ TOLERANCJE NA
BAKTERYJNE ENDOTOKSYNY

Analiza ekspresji genéw w komérkach, w ktérych wyin-
dukowano zjawisko tolerancji pozwala na wyrdznienie
dwéch klas gendw, ktérych transkrypcja inicjowana
jest aktywacja receptora TLR4, mianowicie geny klasy
T (called tolerizable genes or class T), tj. geny kodujace
cytokiny prozapalne, ktérych transkrypcja zostaje wyci-
szona w krétkim czasie po pierwszej ekspozycji komédrek
na dziatanie endotoksyny oraz geny klasy NT (non-tole-
riza genes or class NT), ktére pozostaty indukowalne lub
ktérych transkrypcja ulega zwiekszeniu w odpowiedzi
na ponowna ekspozycje na bakteryjna endotoksyne [2].

Analiza transkryptomu ludzkich monocytéw oraz
mysich makrofagéw w stanie ET (endotoxin tolerance)
wykazata zmiany ekspresji genéw spowodowane epi-
genetycznymi modyfikacjami histondw, ktére zmie-
niaja stopiert upakowania chromatyny, a to ma znaczacy
wplyw na jego dostepno$¢ dla czynnikéw transkrypcyj-
nych [7]. Mono- i trzymetylacja reszty lizyny w pozy-
cji 4 histonu H3 (H3K4mel, H3K4me3) oraz acetylacja
reszt lizyny histonéw H3 i H4 w obrebie proksymalnych
i dystalnych sekwencji regulatorowych genéw wzmac-
niajg ich transkrypcje, podczas gdy metylacja lizyny
w pozycji 9 i 27 histonu H3 (H3K9me3, H3K27me3)
w kondensacji chromatyny i represji transkrypcji [4].

Wedlug danych literaturowych pierwsza stymula-
cja makrofagéw powoduje trzymetylacje reszty lizyny
w pozycji 4 histonu H3 (H3K4me3) zaréwno w obrebie
promotoréw gendw klasy T, jak i NT, acetylacje histonu
H4 oraz przytaczenia biatka BRG1 bedgcego sktadnikiem
kompleksu remodelujacego nukleosomy, ktéry utatwia
wigzanie sie czynnikéw transkrypcyjnych, m.in. NF-kB
oraz ekspresje genédw od niego zaleznych [2,5]. Podczas
gdy aktywujaca transkrypcje metylacja lizyny w pozy-
cji 4 histonu H3 utrzymuje sie w sekwencjach promo-
torowych genéw klasy NT, zostaje usunieta z regionéw
regulatorowych genéw klasy T. W konsekwencji geny
klasy NT, w przeciwiefistwie do gendéw klasy T, ule-
gaja transkrypcji w odpowiedzi na ponowng stymula-
cje komérek bakteryjng endotoksyna. Badania Fostera
i wsp. [11] zwrdcity uwage na mozliwy udziat enzyméw
odpowiedzialnych za epigenetyczne modyfikacje histo-
néw w nabywaniu tolerancji niektérych genéw. Inhibicja
demetylazy LSD1 (lysine-specific histone demethylase
1), ktéra odpowiada za eliminacje metylacji reszt lizyny
biatek histonowych, za pomocg pargyliny zapobiegata
wyciszeniu gendw klasy T przez utrzymanie m.in. wspo-
mnianej wczesniej trzymetylacji reszty lizyny w pozycji
4 histonu H3. W makrofagach nie zaobserwowano mety-
lacji reszty lizyny w pozycji 9 i 27 histonu H3 (H3K9me,
H3K27me) w zadnej z omawianych klas genéw. Ina-
czej jest w monocytach z nabyta w wyniku ekspozycji
na bakteryjng endotoksyne tolerancja, gdzie metylacja
reszty lizyny w pozycji 9 (H3K9me) oraz brak fosforylacji
seryny w pozycji 10 histonu H3 (H3510) ostabiato wigza-
nie sie czynnika transkrypcyjnego NF-«B (podjednostki

p65) z promotorem genu IL-1f i obnizenie ekspresji
cytokiny IL-1f. Podobny mechanizm represji transkryp-
cji zaobserwowano réwniez w przypadku genu TNF-a.
Ponadto, w wyciszeniu genéw IL-1f i TNF-a wykazano
udziat biatka o duzej ruchliwosci elektroforetycznej -
HMGB1 (high mobility group box 1 protein) utatwiajace
wigzanie histonu H1 DNA w obrebie sekwencji promoto-
rowych tych gendw, co zwiekszato kondensacje chroma-
tyny i represje transkrypcji kontrolowanej przez czynnik
NF-kB, w ktérym podjednostka p65 zastepowana byta
ponadto przez czynnik RelB (v-rel avian reticuloendo-
theliosis viral oncogene homolog B) [7,11]. Uwolnienie
biatka HMGB1 spowodowane dziatanie bakteryjnej endo-
toksyny, powoduje oddysocjowanie RelB z promotoréw
genéw IL-1P i TNF-q, a takze eliminuje metylacje reszty
lizyny w pozycji 9 histonu H3 (H3K9me) [7,34].

Rota miIRNA w MODULOWANIU AKTYWNOSCI MONOCYTOW/
MAKROFAGOW | IMMUNOTOLERANCJI

Innym istotnym mechanizmem regulujagcym ekspresje
gendw sg czasteczki niekodujacego RNA (non-coding
RNA; ncRNA) stanowigce ponad 90% wszystkich trans-
kryptéw ludzkiego genomu. Do najlepiej poznanych
ncRNA nalezg: dtugie niekodujace RNA (long non-
-coding RNA; IncRNA) oraz mikroRNA (microRNA;
miRNA; miR). Dotychczasowe dane literaturowe wska-
zujg, ze miRNA odgrywa istotng role w réznicowa-
niu oraz aktywacji fenotypu monocytéw/makrofagdéw.
miRNA17-5p, miRNA-20a oraz miRNA-106a, miRNA424
zwiekszajg ekspresje genéw czynnika transkrypcyj-
nego RUNX1 (runt-related transcription factor 1) oraz
receptora M-CSF [10,30]. Podczas réznicowania mono-
cytéw do prozapalnych makrofagéw o fenotypie M1
pod wptywem GM-CSF dochodzi do obnizenia ekspresji
miRNA-142-3p, czego skutkiem jest wzrost aktywno$ci
czynnika transkrypcyjnego Egr2 (early growth response
2) [19]. W prozapalnych makrofagach M1 zidentyfi-
kowano ekspresje miRNA26a, miRNA125a, miRNA155,
w makrofagach o fenotypie M2a miRNA193b, nato-
miast w makrofagach fenotypu M2b miRNA27a, miR-
NA29b, miRNA132, miRNA155 i miRNA222 [12]. Badania
przeprowadzone przez Zhu i wsp. [40] dowodzg, ze
w makrofagach stymulowanych bakteryjna endotok-
syna dochodzi do obnizenia aktywno$ci regulatorowego
biatka sygnatowego SIRPa (signal-regulatory protein a),
ktéry moduluje odpowiedZ zapalng. Inhibicja aktyw-
no$ci SIRPa jest skorelowana z ekspresjag miRNA-17,
miRNA-20a oraz miRNA-106a, a skutkiem jest aktywacja
odpowiedzi zapalnej makrofagéw ze wzmozong synteza
cytokin prozapalnych [40].

Najnowsze doniesienia naukowe wskazuja, ze miRNA
uczestnicza w regulowaniu wrodzonej odpornoéci oraz
w modulacji zjawiska immunotolerancji. miRNA146a,
miRNA155 oraz miRNA203 nalezg do najwazniejszych
i najlepiej opisanych czgsteczek zaangazowanych
w regulowanie transdukcji sygnatu w odpowiedzi na
dziatanie endotoksyny bakteryjnej. miRNA146a odpo-
wiada za rozwdj tolerancji makrofagédw na bakteryjna

181



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 176-185

endotoksyne, ktéra jest indukowana przewlekta stymu-
lacja receptora TLR4. Podczas zakazeni bakteryjnych,
lipopolisacharyd indukuje w makrofagach ekspre-
sje miRNA146a, ktdrego nadekspresje zaobserwowano
w czasie rozwoju immunotolerancji w tych komérkach.
miRNA146a oraz miRNA147 nalezg réwniez do nega-
tywnych regulatoréw sygnalizacji indukowanej przez
ligandy receptoréw TLR [35]. Ponadto kilkukrotna sty-
mulacja makrofagéw bakteryjna endotoksyna prowa-
dzi do nadekspresji miRNA9 i miRNA155 [15]. miRNA155
jest réwniez negatywnym regulatorem sygnalizacji
receptora TRL4 zachodzgcej na szlaku MyD88-zaleznym
(razem z miRN146a hamuje fosforylacje kinazy IRAK4)
i TRIF (hamuje aktywacje kinaz IKK i biatka TBK1) pod-
czas tolerancji endotoksyna. Ponadto miR203 przez
obnizenie ekspresji biatka adaptorowego MyD88 réw-
niez reguluje odpowiedZ makrofagédw na aktywacje
TLR4 (ryc. 2) [37]. Natomiast badania przeprowadzone
przez Zhanga i wsp. [39] na mysiej makrofagowej linii
komérkowej RAW264.7 wskazuja, ze miRNA181b réwniez
odgrywa istotna role podczas tolerancji makrofagéw.
Pierwsza stymulacja makrofagédw bakteryjna endotok-
syna powoduje NF-kB-zalezna nadekspresje miRNA181b,
ktéra utrzymuje sie po dwukrotnej stymulacji endotok-
synag, co jest skorelowane z obnizeniem ekspresji genu
IL-6. miRNA181b przytaczajac sie do regionu 3’UTR genu
IL-6 powoduje zahamowanie jego translacji, co przektada
sie na obnizenie ekspresji IL-6 [39].

WPLYW ENDOTOKSYNY BAKTERYJNEJ NA IMMUNOSUPRESJE
TOWARZYSZACA WIELU STANOM CHOROBOWYM ORAZ POTENCJALNE
METODY LECZENIA

Immunosupresja wystepuje w wielu chorobach zagraza-
jacych zyciu, takich jak nowotwory czy sepsa. Tolerancja
komdérek uktadu odpornosciowego na lipopolisacharyd
bakteryjny w przypadku sepsy przyczynia sie do powsta-
wania trudno$ci w leczeniu tych choréb, powodujac
wysoka $miertelno$¢ wérdd pacjentéw [33].

Gléwna przyczyna rozwoju sepsy jest wystepowanie
nieprawidtowego dziatania uktadu odporno$ciowego
gospodarza, co przyczynia sie do powstawania przedtu-
zajacego sie stanu zapalnego o duzym stopniu nasilenia
[3]. Pierwsza faza choroby charakteryzuje sie aktywacja
leukocytéw w odpowiedzi na endotoksyne bakteryjna
i pobudzeniem ich do aktywnosci prozapalnej. W dru-
giej fazie nastepuje immunosupresja, charakteryzujaca
sie obnizeniem poziomu ekspresji cytokin prozapalnych,
takich jak: TNF-a, IL-6, IL-1q, IL-1p i IL-12 oraz aktywa-
cja cytokin przeciwzapalnych, takich jak: IL-10, TGF-B
i IL-1RA [7]. W tym wypadku podawanie choremu anty-
biotyku spowodowatoby uwolnienie bakteryjnej endo-
toksyny z komdrek bakteryjnych, co doprowadzitoby
do pogorszenia stanu pacjentéw. W celu zmniejszenia
$miertelno$ci wérdd pacjentéw poszukuje sie lekéw
powodujgcych wyciszenie stanu zapalnego organizmu.

Badania skupiaja sie na szukaniu antagonistéw TLR4,
takich jak nietoksyczne pochodne lipiduA [9]. Doktadne
poznanie mechanizmu aktywacji i struktury receptoréw
TLR oraz szlakéw sygnatowych, ktére inicjuje ich akty-
wagcja, dostarczy nowych mozliwoséci interwencji lecz-
niczej przez manipulacje odpowiedzi immunologiczne;.
TLR sa zwigzane z rozpoczeciem reakcji odpornosci wro-
dzonej, hamowanie ich aktywnos$ci znajduje wiec uza-
sadnienie w leczeniu choréb zwigzanych z nadmierna
odpowiedzig immunologiczna [8].

Bakteryjna endotoksyna bedgca gtéwnym ligandem
TLR4 odgrywa podstawowa role w procesie nowotwo-
rzenia, ktéremu towarzyszy stan zapalny. Jest réwniez
odpowiedzialny za aktywacje jadrowego czynnika NF-«xB
odpowiedzialnego za aktywacje transkrypcji genéw
cytokin prozapalnych. W zwiazku z tym hamowanie
wigzania bakteryjnej endotoksyny z TLR4 moze zmniej-
szy¢ aktywacje NF-kB hamujac tym samym odpowiedZ
zapalng i powstawanie lub rozwéj nowotworu. Przykta-
dem moze by¢ rak okreznicy rozwijajacy sie u chorych
z przewlektym zapaleniem okreznicy spowodowanym
przez bakterie Gram-ujemne [22].

Nietoksyczne pochodne bakteryjnej endotoksyny, takie
jak monopochodna lipidu A (MLPA), polimeryczna
postaé bakteryjnej endotoksyny (SP-LPS) sg wykorzy-
stywane w badaniach nad szczepionkami. MLPA podane
wraz z bFGF (basic fibroblast growth factor) wykazuje
przeciwnowotworowe dzialanie u myszy, natomiast
SP-LPS podane z lekiem Paklitaksel (przedstawiciel
przeciwnowotworowych zwiazkéw z grupy taksanéw)
wykazuje antynowotworowe dziatanie poprzez indukcje
apoptozy w komérkach docelowych [9].

PobsumowaNiE

W pracy zebrano najnowsze doniesienia naukowe doty-
czace roli monocytéw i makrofagéw w powstawaniu
zjawiska tolerancji w odpowiedzi na bakteryjna endo-
toksyne. Tolerancja indukowana endotoksynami jest
niekorzystnym zjawiskiem rozwijajagcym sie w komdr-
kach majacych zdolno$¢ do ekspresji i wydzielania cyto-
kin prozapalnych. Ekspresja wiekszosci cytokin jest
kontrolowana przez jadrowy czynnik transkrypcyjny
NF-kB (p50/p65), a transdukcja sygnatu indukowana
bakteryjna endotoksyna powoduje zmiany w obrebie
sekwencji regulatorowych, uniemozliwiajac tworze-
nie heterodimeru p65/p50 przy kolejnej ekspozycji na
bakteryjng endotoksyne. Inny mechanizm to regulowa-
nie ekspresji cytokin przez miRNA, ktére obniza poziom
transkryptu niektérych cytokin prozapalnych. Mozli-
wo$¢ modulowania aktywnoéci i zmiany wtadciwosci
monocytéw/makrofagéw moze sie przyczynié do opra-
cowania nowoczesnych terapii majgcych na celu zaha-
mowanie niechcianej odpowiedzi autoimmunologicznej
czy immunologicznej.
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