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Involvement of receptors recognizing pathogen-associated molecular patterns - TLRs in modulation
of regulatory T cell CD4*CD25*FoxP3* activity

Abstract: Immune response is controlled by a complex system of direct cell-to-cell contact and interactions with secreted factors
know as cytokines. CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells are the best known population of cells with suppressive functions and act
to control the immune responses. The Toll-like receptor (TLR) family is capable of recognizing many different microbes by detecting
a variety of conserved pathogen associated molecular patterns (PAMPs). Each class of microbe and ligand is recognized by a different
type of TLR to influence the character and course of the developing immune response.

TLRs are expressed on the surface of CD4+CD25+FoxP3+ T cells (Treg). Triggering of TLR2, TLR8 and TLRY abrogates Treg
suppressive activity. Flagellin, a ligand of TLR 5 alternates Treg activity depending on the activation status of the immune system in
alocal environment. Without the presence of inflammation, activation of TLR 5 with flagellin, present also in commensal bacteria, aides
the development of tolerance, whereas during inflammation it leads to the suppression of immunity. However, TLR7 triggering increases
suppressive functions of Tregs both in vitro and in vivo . While the impact of the ligand for TLR4 - lipopolysaccharide (LPS) - on Tregs
is controversial, further experiments are needed to elucidate this effect. This is crucial because of the common appearance of LPS in
both commensal and pathogenic microorganisms. Similarly, the impact of TLR10 triggering on Treg activation requires further studies.

1. Introduction. 2. Regulatory T cells. 2.1. Phenotypic characteristics. 2.2. Activation. 2.3. Mechanisms of suppression. 2.4. Regulation
of Treg activity. 3. TLR receptors. 3.1. Discovery of TLR. 3.2. Signaling. 3.3. Role of TLR in innate and adaptive immune responses.
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1. Wstep uklad oddziatywan, zaréwno w drodze bezposredniego

Uklad odpornosciowy ssakéw chroni organizm przed
patogenami, takimi jak wirusy, bakterie i pasozyty.
Posiada przy tym zdolno$¢ do zahamowania nadmier-
nej odpowiedzi immunologicznej zanim spowoduje ona
uszkodzenia tkanek wiasnego organizmu. Wykazuje
tolerancje na antygeny wlasne oraz antygeny mikro-
organizméw komensalnych np. naturalnej flory prze-
wodu pokarmowego. Nadmierna supresja odpowiedzi
immunologicznej moze zwigksza¢ wrazliwo$¢ na infek-
cje mikroorganizmami i ulatwiac rozwdj choréb nowo-
tworowych, niewystarczajaca moze by¢ przyczyng cho-
rob autoimmunizacyjnych i alergii. Przebieg reakcji
immunologicznych jest kontrolowany przez ztozony

kontaktu komérek jak i za posrednictwem cytokin.
W utrzymaniu tolerancji zaangazowanych jest wiele r6z-
nych komérek uktadu odpornosciowego: regulatorowe
limfocyty T CD4+CD25+FoxP3+, limfocyty Tyd, limfo-
cyty T CD8+CD28- oraz limfocyty NKT. Jak dotad naj-
lepiej poznano regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+
FoxP3+ (Treg). Wirod regulatorowych limfocytéw T CD4+
CD25+FoxP3+ mozna wyrdzni¢ powstajace w grasicy
naturalne regulatorowe limfocyty T (nTreg) oraz powsta-
jace w obwodowych narzadach limfatycznych z naiw-
nych limfocytéw T pod wptywem aktywacji antygenowej
- indukowane regulatorowe limfocyty T (iTreg). Jak dotad
nie odkryto specyficznych markeréw umozliwiajacych
odréznienie, w obwodowych narzadach limfatycznych,
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limfocytéw nTreg od iTreg. Do badan Treg in vitro naj-
czedciej uzywane sg izolowane z krwi lub obwodowych
narzadéw limfatycznych limfocyty T CD4+CD25+,
poniewaz czynnik transkrypcyjny FoxP3 nie moze by¢
wyznakowany przyzyciowo. Wigkszo$¢ badan ktorych
wyniki cytowane sa w tym opracowaniu uzyskano pra-
cujac na limfocytach T CD4+CD25+ z obwodowych
narzadow limfatycznych, a wiec populacji zawierajacej
zaréwno nTreg jak i iTreg [27].

Uktad odpornosciowy rozpoznaje antygeny mikro-
organizméw za posrednictwem receptoréw w tym
receptoréw z rodziny TLR. Receptory TLR naleza do
grupy receptoréw rozpoznajacych wzorce molekularne
(PRR). Rozpoznaja one czasteczki mikroorganizmow
patogennych o konserwowanej ewolucyjnie budowie
(PAMPs). Podczas infekcji u kregowcow odpowiadaja
za indukcje wrodzonej i nabytej odpowiedzi immuno-
logicznej [19]. Rodzaj receptoréw TLR zaangazowanych
w rozpoznanie mikroorganizmu, a takze ligandu wig-
zacego si¢ z TLR decyduje o rodzaju i przebiegu roz-
wijajacej sie odpowiedzi immunologicznej. Receptory
TLR ulegaja ekspresji przede wszystkim na powierzchni
komorek prezentujacych antygen (APC) - gldéwnie
komorek dendrytycznych, makrofagédw i limfocytow B,
ale takze na powierzchni regulatorowych limfocytow T
CD4+CD25+FoxP3+. Rola receptoréw TLR w modu-
lacji odpowiedzi immunologicznej, w tym aktywnosci
Treg jest przedmiotem intensywnych badan, ktérych

wyniki moga dostarczy¢ informacji potrzebnych do
powstania bardziej skutecznych szczepionek i nowych
rodzajow terapii chordb zwigzanych z nieprawidtowym
funkcjonowaniem ukladu odpornosciowego.

2. Regulatorowe limfocyty T

Naturalne regulatorowe limfocyty T stanowia 5-10%
limfocytéw CD4+ w krwi obwodowej myszy [2] i okolo
6% w krwi obwodowej cztowieka [27]. Ich podstawowg
funkcja jest utrzymanie stanu tolerancji na wlasne
antygeny, ponadto utrzymuja homeostaze w uktadzie
odpornosciowym hamujac zaréwno fizjologiczng jak
i patologiczna odpowiedz immunologiczna. Sg zaangazo-
wane w regulacje odpowiedzi immunologicznej skierowa-
nej przeciwko komérkom nowotworowym, alergenom,
patogennym i komensalnym mikroorganizmom oraz prze-
szczepom, a takze biorg udzial w utrzymaniu tolerancji
na antygeny plodu. Udzial nTreg w rozwoju tolerancji
na antygeny wtasne wykazano w badaniach, w ktérych
tymekotomii poddano 2-4 dniowe myszy. Zaobserwo-
wano u nich brak limfocytéw CD4+CD25+ oraz roz-
woj wielonarzadowych choréb autoimmunizacyjnych,
ktérym mozna byto zapobiec poprzez adoptywny trans-
fer limfocytow T CD4+CD25+ z myszy zdrowej [27].

Uwaza sie, ze indukowane regulatorowe limfocyty T
pelniag podobne funkcje jak nTreg, z tym ze utrzymanie

- fragmenty DNA zawierajace duza liczbe dinukleotydéw zbudowanych z niemetylowanych cytozyn oraz guanin,

- forkhead/winged-helix family transcriptional represor p3 — represor transkrypcji 3 z rodziny forkhead/winged-helix,

- glucocortycoid-induced TNF-family receptor - receptor z rodziny TNF indukowany przez glukokortykoidy,

- immune dysregulation, polyendocrinopathy, and enreropathy X-linked syndrome - zespot uposledzenia odpornosci,

Wykaz skrétow
AP-1 - activation protein 1 - biatko aktywacji 1,
APC - antigen presenting cell - komorka prezentujaca antygen,
cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan,
CpG DNA
CpG-ODN - CpG single stranded oligodeoxynucleotides — jednoniciowe oligonukleotydy zawierajace wyspy CpG,
CTLA-4 - cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4 — antygen 4 zwiazany z limfocytami T cytotoksycznymi,
DC - dendritic cell - komoérka dendrytyczna,
FoxP3
GDF5 - growth differentiation factor 5 - czynnik wzrostu i réznicowania 5,
GITR
gp96 - glikoproteina o masie czasteczkowej 96 kDa,
Hsp60, Hsp70 — heat shock protein — biatko szoku cieplnego o masie czasteczkowej 60, 70 kDa,
IFN — interferon - interferon,
IkB - inhibitor of kB - inhibitor czynnika kB,
IKK — IxB kinase - kinaza IxB,
IPEX
poliendokrynopatii i enteropatii zwiazany z chromosomem X,
IRAK - interleukin-1 receptor-associated kinase — kinaza zwigzana z receptorem dla interleukiny 1,
IRF3 - interferon regulatory factor 3,
LAG3 - lymphocyte activation gene 3 - 3 gen aktywacji limfocytow,
LBP - LPS binding protein - bialko wiazace LPS,

LPS - lipopolysaccharide - lipopolisacharyd,

- lipoteichoic acid from Staphylococcus aureus kwas lipotejchowy Staphylococcus aureus,

LRR - leucine rich region - region bogaty w leucyny,

LTA-SA

ﬁﬁgll(ub - mitogen activated protein kinase — kinaza aktywowana przez mitogen,
MD-2 - myeloid differentiation 2,

MHC - major histocompatibility complex — gléwny uklad zgodnosci tkankowej,
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tolerancji na antygeny wlasnego organizmu przypisy-
wane jest jedynie nTreg.

W utrzymanie tolerancji obwodowej zaangazowane
sa takze inne komorki ukladu odpornosciowego: lim-
focyty Tyd, limfocyty T CD8+CD28- oraz limfocyty
NKT [27].

2.1. Charakterystyka fenotypowa

Jak dotad nie udalo si¢ znalez¢ unikalnych markeréw
powierzchniowych charakterystycznych dla Treg. Czas-
teczki CD4, CD25, CD28, czasteczki adhezyjne CD62L
i CD103 oraz CTLA-4, GITR, LAG3 i mTGF-{ obecne
na powierzchni Treg sa takze obecne na innych komoér-
kach ukladu odpornosciowego [23, 27].

Powszechnie uwaza si¢, ze jedynym charakterystycz-
nym markerem regulatorowych limfocytéw T (zaréwno
iTreg jak i nTreg) jest czynnik transkrypcyjny FoxP3.
Odgrywa on znaczaca role w rozwoju Treg. Myszy
z mutacjg w genie FOXP3 rozwijaja wielonarzadowe
choroby autoimmunizacyjne i maja zmniejszona liczeb-
no$¢ Treg. Ludzie ze zmutowanym genem FOXP3 cier-
pia na syndrom IPEX i maja zmniejszona liczbe regula-
torowych limfocytéw T. Bialko FoxP3 jest represorem
transkrypcji IL-2, IL-4 i IFN-y dzialajagcym poprzez bez-
posrednie oddzialywanie z NF-kB i NF-AT. Kompleks
NF-AT/FoxP3 wzmacnia natomiast ekspresje CD25
i CTLA-4 [2,27, 48].
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2.3. Mechanizmy supresji

Regulatorowe limfocyty T dziataja w weztach chlon-
nych oraz w miejscu gdzie rozwija si¢ stan zapalny. Treg
majg nizsze powinowactwo do chemokin niz efektorowe
limfocyty T (Tef), dlatego ich chemotaksja do miejsca
rozwijajacego si¢ stanu zapalnego przebiega wolniej.
Postuluje si¢ kilka hipotetycznych mechanizméw dzia-
tania regulatorowych limfocytow T, wiekszo$¢ z nich
wymaga fizycznego zblizenia limfocytéw regulatoro-
wych i komoérek docelowych (limfocytéw CD4+,CD8+,
B, NK, NKT) najczesciej przy udziale komérek APC
in vivo regulatorowe limfocyty T sg zdolne do hamo-
wania aktywnosci limfocytow efektorowych [2, 27].

In vitro Treg sa zdolne do hamowania aktywacji
i proliferacji oraz produkcji cytokin przez limfocyty T
CD4+ i CD8+, nawet przy braku obecnosci komdrek
prezentujacych antygen. Wykazuja takze zdolno$¢ hamo-
wania proliferacji limfocytéw B oraz produkcji i przela-
czania klas immunoglobulin. Ponadto hamujg cytotok-
syczno$¢ komérek NK i NKT oraz funkcje i dojrzewanie
komorek dendrytycznych (DC). W mniejszym stop-
niu hamujg takze czynnosci aktywowanych wczesniej
limfocytéw CD4+ oraz limfocytéw pamieci [2, 27].

Pierwszy postulowany mechanizm (rys. 1a) oparty
jest na dzialaniu czasteczek CTLA-4 i LAG3. Treg
wykazuja konstytutywna ekspresje CTLA-4. Stymula-
¢ja limfocytéw Treg przy udziale receptoréw CTLA-4

- membraine-bound transforming growth factor B - transformujacy czynnik wzrostu p zwiazany z biona,

- mieloid differentiation primary response gene 88 — gen 88 pierwotnej odpowiedzi roznicowania szpiku,

Wykaz skrétow c.d.

mTGF-B

MALP2 - macrophage-activating lipopeptide-2, - lipopeptyd 2 aktywujacy makrofagi,
MyD88

NF-«B - nuclear factor kB - jadrowy czynnik kB,

NK - natural killer cell - limfocyt NK,
NKT - natural killer T cell - limfocyt NKT,
nTreg - naturalne regulatorowe limfocyty T,

Pam3CysSK4 - triacylated synthetic lipoprotein — syntetyczna triacylowana lipoproteina,

PAMPs - pathogen-associated molecular patterns — wzorce molekularne zwigzane z patogenami,
PRR - pattern recognition receptors — receptory rozpoznajace wzorce molekularne,

SARM - Sterile-alpha and TIR motif-containing protein — biatko zawierajace motywy sterile-a i TIR,
TAK - TGF-p-activated kinase 1 — kinaza 1 aktywowana przez TGF-p,

TAB - TAK-binding protein - biatko wiazace TAK,

TCR - T cell receptor - receptor limfocytéw T,

Tef - limfocyt T efektorowy,

Thl - T helper 1 cell - limfocyt T pomocniczy typu 1,

Th2 - T helper 2 cell - limfocyt T pomocniczy typu 2,

Treg - CD47CD25 FoxP3" regulatory T cell - regulatorowy limfocyt T CD4*CD251FoxP3™,
iTreg - induced regulatory T cell - indukowany regulatorowy limfocyt T,

TGF-B - transforming growth factor p - transformujacy czynnik wzrostu 3,

TIR - Toll/interleukin-1 receptor — motyw zwigzany z Toll i receptorem dla interleukiny 1,

TIRAP - TIR domain-containing adaptor protein — biatko adaptorowe zawierajace domene TIR,
TLR — Toll-like receptor — receptor podobny do biatka Toll,

TNF-a - tumor necrosis factor a - czynnik martwicy nowotworéw a,

TRAF6 - TNF recepor-associated factor 6 - czynnik 6 zwigzany z receptorem dla TNF,

TRAM — TRIF-related adaptor molecule — biatko adaprotowe zwigzane z TRIE

TRIF - TIR domain-containing adaptor inducing IFN-{ — biatko adaprorowe zawierajace domene TIR

i indukujace ekspresje interferonu .



144

i TCR prowadzi do indukcji funkeji supresyjnych. Eks-
perymentalne zablokowanie CTLA-4 u myszy prowadzi
do rozwoju choréb autoimmunizacyjnych. Mechanizm
dzialania czasteczki LAG3 nie jest znany, wiadomo jed-
nak ze komorki Treg pochodzace z myszy z wyciszonym
genem LAG3 wykazuja obnizong zdolno$¢ do hamowa-
nia proliferacji Tef, oraz ze nadekspresja LAG3 w blo-
nie naiwnych limfocytéow CD4* zmienia je w komorki
o wlasciwosciach supresyjnych [27].

Drugi mechanizm dziatania (rys. 1b) polega na zmia+
nie $rodowiska cytokinowego w miejscu stanu zapalnego.
Treg produkuja cytokiny supresyjne: TGF-f i IL-10.
TGF-p zmniejsza sekrecje cytokin przez limfocyty
CD4+, cho¢ réwnoczeénie nie hamuje ich proliferacji
i nie indukuje apoptozy. Pobudza limfocyty Thl do
produkeji IL-10, ktéra indukuje w limfocytach efek-
torowych ekspresje receptora dla TGE-B, co zwigksza
ich podatno$¢ na supresje. Ponadto, IL-10 zmniejsza
produkcje IL-12 przez komoérki APC. Hamuje to auto+
krynowe pobudzenie aktywnos$ci APC przez IL-12 oraz
réznicowanie limfocytéw naiwnych w kierunku limfocy-
tow Thl [2]. TGF-, zwigksza w docelowych komérkach
stezenie cAMP, co powoduje zmniejszenie ekspresji IL-2
i zahamowanie ich proliferacji [38].

Uwaza sie, ze czasteczka CTLA-4 obecna na po-
wierzchni Treg moze powodowa¢ indukcje ekspresji
2,3-dioksygenazy indoloaminy (IDO) w komorkach den-
drytycznych (rys. 1c). IDO to enzym w szlaku kataboli-
zmu tryptofanu. Zwiekszenie stezenia IDO powoduje, ze
lokalnie powstaje srodowisko immunosupresyjne [12].

Wydzielanie perforyn i grazymoéw przez Treg powo-
duje $mier¢ komoérki docelowej (rys. 1d) [2, 12].

Kolejnym mechanizmem dzialania Treg jest inhi-
bicja proliferacji i/lub produkgji cytokin przez efekto-
rowe limfocyty T (rys. 1f). Treg hamuja produkcje IL-2
na poziomie mRNA we wczesnych fazach aktywacji
efektorowych limfocytéw T (CD4+ i CD8+), co pro-
wadzi do ich anergii. Ponadto Treg moga zmniejszy¢
stezenie IL-2, poprzez zuzycie tej cytokiny w miejscu
swojego dziafania, co skutkuje ostabiong proliferacja
i produkcja cytokin przez aktywowane efektorowe lim-
focyty T [2, 12, 27].

Jak dotad, mimo licznych badan in vivo i in vitro nie
ustalono jednoznacznie w jaki sposob dzialaja regula-
torowe limfocyty T.

2.4. Regulacja aktywnosci Treg

Aktywno$¢ Treg podlega $cistej kontroli, jest modu-
lowana miedzy innymi przez hormony i cytokiny.
Wiréd hormondw najlepiej poznano wplyw glukokor-
tykoidow. Okreslono takze wplyw niektorych cytokin
na aktywno$¢ regulatorowych limfocytéw T. Wysokie
stezenia IL-2, z jednoczesng stymulacja antygenowsa
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powoduja proliferacje antygenowo specyficznych Treg,
ktére wykazuja pdzniej silniejsze wlasciwosci supre-
syjne. IL-15 w pewnym stopniu zastepuje dziatanie IL-2.
IL-4 dziala jako czynnik wzrostowy dla Treg i wzmacnia
ich wlasciwosci supresyjne, natomiast IL-7 jest czynni-
kiem podtrzymujacym przezycie Treg w obwodowych
narzadach limfatycznych [27, 40]. Od szeregu lat badany
jest efekt jaki na aktywno$¢ Treg wywieraja czasteczki
kostymulacyjne, ostatnio w kregu zainteresowan wielu
grup badawczych na $wiecie pozostaje rola modula-
cyjna receptoréow TLR.

Efekt supresyjny jaki wywieraja Treg zalezy nie tylko
od ich stanu funkcjonalnego, ale takze od wrazliwosci
docelowych limfocytéw efektorowych oraz wplywu
komorek APC na limfocyty regulatorowe. I tak, zwiek-
szona ekspresja czasteczek CD80 i CD86 na komoérkach
APC powoduje, ze efektorowe limfocyty T staja sie
niewrazliwe na supresje. W tych warunkach Treg pro-
liferujg i tracg wladciwosci supresyjne. Zwiekszenie
ekspresji CD134 (OX40) i receptora dla TNF-a na APC
oraz stymulacja GITR na komérkach regulatorowych
powoduje cze¢sciowe zablokowanie supresji. Ponadto
silna aktywacja limfocytéw efektorowych wywotana
przez stymulacje TCR i GITR powoduje, ze wykazuja
one brak wrazliwosci na dzialanie Treg. Podobne efekty
daja wysokie stezenia IL-2, TNF-q, IL-6 i IL-12. TGF-f
aktywuje Treg, co prowadzi do ich ekspansji oraz zwigk-
szenia ekspresji FoxP3, to z kolei wzmaga aktywno$¢
supresyjng Treg. W wielu przypadkach nie udalo si¢
jednoznacznie stwierdzi¢ czy dany czynnik dziala na
limfocyty efektorowe, blokuje funkcje Treg czy dziala
na oba rodzaje komdrek jednoczesnie [12, 27, 38, 40].

W regulacje aktywno$ci Treg zaangazowane sg takze
receptory TLR. Receptory te wystepuja przede wszyst-
kim na APC. Zaobserwowano takze obecno$¢ TLR
w Treg oraz Tef, przy czym poziom ekspresji TLR (na
poziomie mRNA) byl znacznie wyzszy w Treg niz w Tef,
co sugeruje ze TLR moga wplywa¢ na funkcjonowanie
limfocytéw regulatorowych zaréwno bezposrednio jak
i w sposdb posredni [40].

3. Receptory TLR

U ssakow receptory TLR wystepuja gltéwnie na
komoérkach prezentujacych antygen. Ich aktywacja
indukuje produkcje cytokin prozapalnych, chemokin,
interferonéw (IFN) i zwigkszenie ekspresji czaste-
czek kostymulacyjnych (CD28, CTLA-4) na komor-
kach APC [15, 19].

TLR naleza do biatek transblonowych typu I. Zew-
netrzna cze$¢ receptora, ktora wigze PAMPs zawiera
motywy bogate w leucyny. Za przekazywanie sygnatu do
wnetrza komorki odpowiada cze$¢ cytoplazmatyczna,
w ktorej znajduje si¢ domena TIR (rys. 2) [15].
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U ssakéw receptory TLR (Toll-like) to najlepiej
poznana grupa receptoréw z rodziny PRR. Pomiedzy
poszczegdlnymi gatunkami wystepuja réznice w liczbie
genéw dla TLR. Wigkszo$¢ ssakow posiada ich od dzie-
sieciu do pietnastu [14]. U ludzi zidentyfikowano jede-
nascie receptoréw TLR, a u myszy trzynascie [15]. Czto-
wiek posiada funkcjonalny TLR10, natomiast u myszy
gen ten zawiera mutacje powodujaca, ze produkt jest
niefunkcjonalny. Podobnie, mysi TLR11 jest funkcjo-
nalny, a uludzi produkt genu TLR11 nie powstaje [41].

3.1. Odkrycie receptoréw TLR

Pierwsze biatko z rodziny Toll (Toll1) zostalo zidenty-
tikowane w 1985 roku jako czynnik odpowiedzialny za usta-
lenie grzbietobrzusznej polarnoéci wczesnego zarodka
Drosophila melanogaster. Nastepne badania wykazaly, ze
Tolll i Toll2 odgrywaja role w embriogenezie i p6zniej-
szym rozwoju np. podczas powstawania mieéni i moto-
neurondw. W dalszej kolejnosci odkryto, ze biatko Tolll u
D. melanogaster bierze udziat w zapoczatkowaniu reakeji
odpornosciowych przeciwko grzybom i bakteriom Gram-
-dodatnim. W procesie tym posredniczg czynniki trans-
krypcyjne z rodziny NF-kB. Biatko Tolll nie rozpoznaje
wzorcéw molekularnych bezposrednio, a jest aktywo-
wane przez endogenny ligand - biatko Spatzle. Udziat
receptoréw TLR w procesach rozwoju i obrony organiz-
mu jest rozny zaréwno na poziomie biatek aktywujacych
TLR jak i odmiennego udzialu czynnikéw z rodziny
NF-«B [19]. Fakt iz tylko biatko Tolll u D. melanogaster
posredniczy w odpowiedzi immunologicznej, a biatka
od Toll2 do Toll9 nie pelnig takiej roli wskazuje, ze pier-
wotng ich funkcja nie byta regulacja odpornosci [19, 41] .

W roku 1998 odkryto, ze za brak wrazliwosci myszy
szczepow C3H/He] i C57BL/10ScCr na sktadnik $cian
komoérkowych bakterii Gram-ujemnych - lipopolisacha-
ryd (LPS) odpowiada mutacja unieczynniajgca ssaczy
homolog biatka Tolll - TLR4. Ponadto okazalo sie, ze
u myszy, TLR4 wplywa na indukcje ekspresji genow
stanu zapalnego. [43] Dalsze badania wykazaly, ze biatka
z tej rodziny nie odgrywaja zadnej roli we wczesnym
rozwoju ssakow. Biorg natomiast udziat w bezposrednim
rozpoznawaniu czasteczek patogendw i indukowaniu,
poprzez czynnik transkrypcyjny NF-«xB, wrodzonej
i nabytej odpowiedzi odpornosciowej. Co ciekawe, nie-
dawno wykazano, ze u myszy receptory TLR obecne
sa w neuronach i komoérkach progenitorowych neuro-
néw i prawdopodobnie biorg udzial w regulacji wzrostu
aksonow i tworzeniu polfaczen nerwowych [19].

3.2. Szlaki przekazywania sygnalu
Motyw LRR znajdujacy sie w zewnatrzkomorkowej

czedci receptora TLR posiada strukture umozliwiajaca
oddzialywanie bialko-bialko. Domena ta moze takze
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wigza¢ lipidy, weglowodany i kwasy nukleinowe [19].
Rozpoznanie PAMPs prowadzi do dimeryzacji lub
nawet oligomeryzacji receptoréw TLR oraz rekrutacji
wewnatrzkomoérkowych czasteczek posredniczacych takze
posiadajacych domene TIR, w tym MyD88, TIRAP,
TRIF, TRAM i SARM [47]. Bialka te facza si¢ z TLR
dzigki oddzialywaniom pomiedzy dwiema domenami
TIR, z ktérych jedna jest czescig receptora TLR, a druga
biatka posredniczacego.

Szlak transdukcji sygnatu prowadzacy od recepto-
réw TLR jest przedstawiony na rysunku 3. MyD88 jest
uniwersalng czasteczka adaptorowyg szlakéw aktywu-
jacych stan zapalny prowadzacych od wszystkich TLR
z wyjatkiem TLR3. Pofaczenie MyD88 z TLR prowadzi
do aktywacji kinaz MAP i czynnika transkrypcyjnego
NEF-«B, ktéry kontroluje ekspresje genéw dla cytokin
prozapalnych, takich jak TNF-a i IL-2 [15, 41].

TIRAP posredniczy w przekazywaniu sygnatu z TLR2
oraz TLR4 i aktywuje droge zalezng od MyD88. TRIF
natomiast przylacza sie do TLR3 i TLR4 aktywujac
alternatywng $ciezke (TRIF-zalezng), ktora prowadzi
do aktywacji NF-kB, kinaz MAP i czynnika trans-
krypcyjnego IRF3 (interferon regulatory factor 3), ktéry
reguluje ekspresje interferonéw typu I (I IFN), glow-
nie IFN-f [15].

Oddziatywanie TLR i MyD88 poprzez domeny TIR
stymuluje rekrutacje biatek z rodziny IRAK. IRAK-4
taczy sie z MyD88 dzieki oddzialywaniom domen $mierci,
co umozliwia pojedyncza fosforylacje czasteczki IRAK-1,
ktéra oddysocjowuje od MyD88 i oddziatuje z TRAF6.
Prowadzi to do uruchomienia dwoch $ciezek sygnato-
wych. Jedna z nich skutkuje aktywacja czynnika trans-
krypcyjnego AP-1. Druga $ciezka aktywuje kompleks
TAK z TAB, ktéry aktywuje kompleks kinazy IxB (IKK).
Po aktywacji IKK fosforyluje ona inhibitor czynnika
NF-kB i kieruje t¢ czasteczke na droge degradacji, co
prowadzi do przemieszczenia NF-kB do jadra komérko-
wego [41]. Zaréwno NF-kB i AP-1 odpowiadaja za eks-
presje cytokin prozapalnych [15].

W §ciezce niezaleznej od MyD88 czynnik TRIF
powoduje aktywacje nietypowych IKK - IKKi/IKKe
i TBK1. Prowadzi to do fosforylacji i przemieszczenia
czynnika IRF-3 do jadra komoérkowego, ktory aktywuje
produkcje IFN- oraz aktywuje czynnik NF-kB. TRAM
natomiast jest czasteczka posredniczaca w wigzaniu sie
TRIF do TLR4 [41].

Istnieje wiele mechanizméw negatywnej regulacji
szlakow sygnalowych z TLR, co zapobiega nadmiernej
odpowiedzi immunologicznej na patogeny. Na przy-
ktad stymulacja TLR4 przez LPS powoduje zmniejsze-
nie ekspresji TLR4 na powierzchni komorki, a ligandy
TLR2, TLR4 i TLR7 powoduja zmniejszenie ekspresji
IRAK-1 [41]. Negatywnym regulatorem jest takze czas-
teczka SARM, ktéra oddziatuje z TRIF i blokuje akty-
wacje NF-kB [47].
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3.3. Ligandy receptoréw TLR

Receptory TLR mozna podzieli¢ na dwie grupy ze
wzgledu na ich lokalizacje w komérce. TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 i TLR6 znajduja si¢ na powierzchni blony komér-
kowej, natomiast TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 wystepuja
wewnatrzkomoérkowo w endosomach. Receptory TLR
wigza ligandy egzogenne (tab. I) i endogenne [14, 15].

TLR4 w kompleksie z MD-2 i CD14 rozpoznaje
LPS bakterii Gram-ujemnych [15], a takze biatka szoku
cieplnego Hsp60 i Hsp70. W przeciwienstwie do LPS
inne ligandy TLR4 muszg osiagnaé stosunkowo wysokie
stezenie, aby aktywowa¢ odpowiedZ immunologiczna
[41]. TLR2 tworzy heterodimery z TLR1 i TLR6 lub
z czgsteczkami innymi niz TLR np. z CD36 rozpoznajac
peptydoglikan, lipopeptydy i lipoproteiny bakterii Gram-
-dodatnich, lipopeptydy Mycoplasma sp. oraz zymozan
grzybéw. Kompleks TLR1/2 rozpoznaje triacylolipopep-
tydy, a heterodimer TLR2/6 diacylolipopeptydy [15].
TLR2 moze takze rozpoznawaé¢ LPS (bakterii innych
szczepOw niz enteropatogennych), ktéry rozni sie od
lipopolisacharydu rozpoznawanego przez TLR4 liczba
fancuchow kwasow tluszczowych w czasteczee lipidu A
[41]. U ludzi, TLR10 tworzy heterodimery z TLR1 lub
TLR2, ligandy tych komplekséw nie sa znane. Ligan-
dami TLR5 jest 11 biatek [15], z ktérych najwieksze
znaczenie ma flagellina. TLR5 jako jedyny rozpoznaje
wylacznie ligandy biatkowe i wydaje sie pelni¢ wazng
role w rozpoznaniu patogenéw w blonach §luzowych
[41]. Mysi TLRI11 rozpoznaje nieznany ligand pocho-
dzacy z bakterii wywolujacych infekcje uktadu moczo-
wego i czasteczke podobnag do profiliny pochodzaca
z organizmu pasozytniczego Toxoplasma gondii [15, 21].

Receptory TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 wystepuja
w przedziatach wewnatrzkomdrkowych i swoje ligandy
wiaza w dojrzalym endosomie polaczonym z lizoso-
mem, gdzie w normalnych warunkach nie wystepuja
kwasy nukleinowe gospodarza. Rozpoznaja kwasy
nukleinowe patogendw (wiruséw i w mniejszym stopniu
bakterii), dzieki réznicom w ich budowie w poréwnaniu
do kwasow nukleinowych gospodarza a takze odmien-
nym miejscu wystepowania [14]. Jako adaptorow uzy-
waja MyD88 lub TRIF. TLR3 rozpoznaje dwuniciowe
RNA, ktére jest produkowane podczas replikacji wielu
wiruséw. Ludzkie TLR7 i TLR8 s3 bardzo podobne
strukturalnie i rozpoznajg wirusowe, jednoniciowe RNA
bogate w guaniny lub uracyl, matle interferujgce RNA
oraz syntetyczne pochodne imidazochinolonéw i ana-
logi guanozyny. TLRY jest receptorem dla CpG DNA
obecnego w genomach bakterii i wiruséw. Receptor ten
wiaze takze inne ligandy, np. hemozoine produkowang
przez pasozyty Plasmodium sp. z hemoglobiny pocho-
dzacej z erytrocytéw gospodarza [15] (tab. I).

3.4. Rola w generowaniu odpornosci nabytej

Rozpoznanie wzorcéw molekularnych patogenéw
przez receptory TLR inicjuje migracje i gromadzenie
sie leukocytéw w miejscu inwazji mikroorganizmoéw,
co prowadzi do rozwoju stanu zapalnego. Migracja za-
chodzi dzigki zwigkszeniu ekspresji czasteczek (selektyn,
chemokin i receptoréw dla chemokin), ktére odpowia-
daja za adhezje leukocytéw do $cian nabtonka naczyn
wlosowatych, wynaczynienie oraz przemieszczanie si¢
komorek do miejsca stanu zapalnego [14].

Tabela I
Ligandy receptoréw TLR
TLR Ligandy endogenne Ligandy egzogenne

TLR1 | Nieznany Bakteryjne triacylowane lipopeptydy, biatka pasozytéw (TLR1/2)

TLR2 | Hsp70, gp96, komérki nekrotyczne Kwas lipotejchojowy bakterii Gram-dodatnich, zymozan $ciany
komorkowej drozdzy

TLR3 mRNA Dwuniciowe RNA wiruséw

TLR4 Hsp60, Hsp70, hialuronian, fibronektyna, | LPS bakterii Gram-ujemnych

fibrynogen, heparan, -defensyna 2

TLR5 Nieznany Flagellina

TLR6 | Nieznany Bakteryjne diacylowane lipopeptydy (TLR2/6)

TLR7 | Nieznany Jednoniciowe RNA wiruséw

TLR8 Nieznany Jednoniciowe RNA wiruséw

TLR9 | Kompleksy przeciwciata-chromatyna CpG DNA wiruséw i bakterii

TLR10 | Nieznany Nieznany

TLR11 | Nieznany Profilina pierwotniaka Toxsoplasma gondii, komponenty bakterii
powodujacych infekcje drég moczowych

TLR12 | Nieznany Nieznany

TLR13 | Nieznany Nieznany
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Rys. 1. Mechanizmy supresji - objasnienia w tekscie

Stymulacja receptoréw TLR wystepujacych na komoér-
kach dendrytycznych prowadzi do przesuniecia odpowie-
dzi immunologicznej w kierunku odpowiedzi typu Thl,
Th2 lub supresji (rys. 4). Indukcja odpowiedzi nabytej
rozpoczyna sie¢ wraz z wchlonieciem antygenu przez
niedojrzalg komoérke dendrytyczna, wykazujacg niska
ekspresje MHC 11 i czasteczek kostymulacyjnych (z ro-
dziny B7). Jednoczesnie, po rozpoznaniu patogenu przez
receptory PRR, w tym TLR, komorki dendrytyczne doj-
rzewaja — zwickszaja ekspresje czasteczek MHC oraz
czasteczek z rodziny B7 (CD80/86) [31]. Nastepnie ko-
morki DC migruja do najblizszego wezta chtonnego [14,
24]. W wezle chtonnym DC prezentuja antygeny naiw-
nym limfocytom Th. Kierunek réznicowania naiwnych
limfocytéw Th (Th1, Th2 lub Treg) zalezy od stanu funk-
cjonalnego komorek APC, a ten jest determinowany
przez rodzaj PAMPs, ktdre zwigzaly si¢ z PRR (rys. 4c¢).
I tak, zwigzanie ligandu z receptorem TLR prowadzi do
indukeji dojrzewania DC, produkcji IL-12 oraz IL-2
i réznicowania naiwnych limfocytéw Th w kierunku Th1
(rys. 4a). Powstawanie Th2 i Treg jest zwigzane z akty-
wacjg innych PRR wystepujacych na APC. Jednym
z takich PRR jest CD11b/CD18, ktdry wigze np. toksyny
cholery (CT) lub czasteczki wystepujace u pasozytoéw
(rys. 4b, 4c). Kolejne badania wykazaly, ze za indukcje
Treg odpowiadajg takze filamentarna hemaglutynina
(FHA), toksyna cyklazy adenylowej Bordetella pertussis
(CyaA) oraz niestrukturalne biatko 4 (NS4) wirusa zapa-
lenia watroby typu C. By¢ moze na ten kierunek r6zni-
cowania ma réwniez wplyw jednoczesne rozpoznanie
ligandéw réznych receptoréw TLR [24].

Dojrzate DC, wykazujace wysoka ekspresje MHC I,
CD80, CD86, CD40, ICAM-1 oraz produkujace IL-12
indukuja powstanie limfocytéw Th1. Réznicowanie Treg
jest indukowane przez niedojrzate DC, ktére wykazuja
ekspresje MHC II, CD80 oraz CD86 na $rednim, a CD40
i ICAM-1 na niskim poziomie oraz wydzielaja duze
iloéci IL-10. Podobny fenotyp, polaczony dodatkowo
z wysoka ekspresja OX40 charakteryzuje DC induku-
jace réznicowanie limfocytéw T w kierunku Th2 [24].

Aktywacja receptoréw PRR, w tym TLR, na makro-
fagach i komorkach dendrytycznych odgrywa znaczaca
role w kierowaniu limfocytéw Th na rézne $ciezki roz-
nicowania. Obecno$é¢ ligandéw receptoréw TLR indu-
kuje powstawanie gléwnie odpowiedzi typu Thl, ale
moze tez prowadzi¢ do pojawienia si¢ indukowanych
regulatorowych limfocytéw T, ktére hamuja dziatanie
limfocytéw Thl.

4. Modulacja aktywno$ci Treg przez stymulacje TLR
Regulatorowe limfocyty T wykazuja ekspresje sze-

rokiego wachlarza receptoréw TLR, co sugeruje udziat
receptoréw TLR w regulacji aktywnosci Treg [31].
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Rys. 2. Dimer receptoréw TLR. (A) cze$¢ zewnatrzkomodrkowa
zawierajaca motywy LRR, (B) czes¢ wewnagtrzkomoérkowa zawie-
rajaca domeny TIR

4.1. Wplyw egzogennych ligandéw lipidowych

4.1.1. TLR2

TLR2 jest obecny w cytoplazmie spoczynkowych
limfocytéw efektorowych CD4+ i Treg, po aktywacji
zaleznej od TCR pojawia si¢ na powierzchni blony
komorkowej. Zapobiega to nadmiernej aktywacji lim-
focytéw przez wystepujace powszechnie u mikroorga-
nizmoéw czasteczki bedace ligandami TLR2 [22].

Wydaje sie, ze TLR2 odpowiada za utrzymanie odpo-
wiedniej liczby Treg u myszy. Dowodzg tego do$wiad-

MONIKA ANNA GRYGOROWICZ, EWA KOZLOWSKA

czenia, w ktorych po podaniu antygenu u myszy knock-
-out TLR27/~ obserwowano znacznie nizsza liczbe
limfocytéw CD4+CD25+FoxP3+ niz u myszy szczepu
dzikiego (WT). Takich réznic nie zaobserwowano przy
braku stymulacji antygenem [18]. Inni badacze zaobser-
wowali jednak zmniejszong liczbe Treg takze u myszy
knock-out TLR27/~, ktére nie mialy kontaktu z anty-
genem. Zauwazono takze mniejsza podatno$¢ myszy
TLR2~/~ na ogélnoustrojows infekcje Candida albicans
(skfadniki $ciany komorkowej tych grzybow sa ligan-
dami dla TLR2 i TLR4). Jednocze$nie u tych samych
myszy obserwowano znacznie ci¢zszy przebieg infekeji
pasozytem Schistosoma mansoni (fosfatydyloseryna jaj
S. mansoni jest ligandem dla TLR2). Przebieg obu infek-
¢ji moze by¢ zwigzany z obnizong zdolnoscig do supresji
rozwijajacej sie odpowiedzi immunologicznej, co moze
by¢ zwigzane ze zmniejszona liczba Treg. Przy czym
w przypadku C. albicans dochodzi w tych warunkach
do szybszej eliminacji patogenu, podczas gdy infekcja
S. mansoni wywoluje, przy braku supresji, dlugotrwaly
i nadmierna odpowiedz immunologiczng, ktéra uszka-
dza tkanki gospodarza. Podobnie reagowaly myszy
knockout MyD88~/~ (MyD88 jest czasteczka adaptorowa
dla wielu TLR, w tym TLR2). Podobny efekt zaobserwo-
wano u myszy po usunieciu Treg za pomoca przeciwcial
anty-CD25 [18, 28, 39].

Odmienne efekty obserwowano, gdy do aktywacji
TLR2 uzyto innych ligandéw, np. syntetycznej bakte-
ryjnej lipoproteiny, Pam3CysSK4 (ligand heterodimeru
TLR1/2). Dzialanie Pam3CysSK4 bezposrednio na akty-
wowane Treg w warunkach in vitro powoduje ich pro-
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liferacje, podwyzsza poziom ekspresji CD25 oraz obniza
ich wlasciwosci supresyjne [22, 39]. Obserwowany
w tych warunkach u Treg zanik zdolnosci do hamowania
proliferacji limfocytéw efektorowych wynikat zaréwno
z utraty wlasciwoéci supresyjnych Treg, jak i z wzmo-
zonej produkcji IL-2 przez Tef. Wysokie stezenie IL-2
skutkuje utratg wrazliwoéci Tef na dzialanie Treg oraz
proliferacja limfocytéw Treg, podczas ktérej traca one
wiasciwosci supresyjne [22]. Po usunieciu ligandu TLR2
aktywno$¢ supresyjna Treg zostaje przywrocona [22,
39]. U podloza zahamowania wlasciwosci supresyj-
nych obserwowanego w tym eksperymencie lezat spa-
dek poziomu ekspresji FoxP3. Podobnie, w hodowlach
in vitro Treg z APC, obecno$¢ Pam3CysSK4 powoduje
proliferacje Treg. Podobny efekt obserwowano w obec-
nosci MALP2 - syntetycznego ligandu heterodimeru
TLR2/6 oraz naturalnych ligandéw tego heterodimeru
- peptydoglikanu, zanieczyszczonego LPS i termicznie
zabitych C. albicans [28, 39].

Limfocyty Treg pobrane od transgenicznych myszy
FoxP3-GFP stymulowane w hodowlach in vitro przeciw-
cialami anty-CD3, IL-2 oraz Pam3CysSK4 proliferuja
zaréwno w obecnosci jak i braku APC, ekspresja FoxP3
i aktywno$¢ supresyjna Treg pozostaly nie zmienione.
W tych warunkach obecnos¢ Pam3CysSK4 przedtuza
zywotnos¢ Treg poprzez indukcje czynnika antyapapop-
totycznego Bcl-xL oraz wzmacnia proliferacje swoistych
antygenowo Treg. Komorki Treg hodowane w obecnosci
Pam3CysSK4 nie tracg zdolnoséci do hamowania roz-
woju chordb autoimmunizacyjnych in vivo [5].

Odmienne wyniki uzyskala grupa badaczy pracujaca
na szczurzych Treg. Ustalili oni, ze ligandy dla hetero-
dimeru TLR2/6 (peptydoglikan) oraz TLR2 - HKLM

O

IL-10/TGF-B IL-4

(zabite termicznie komorki Listeria monocytogenes) nie
powoduja wzmozonej proliferacji Treg i nie obniZaja
ich aktywnosci supresyjnej [6]. Przyczyna moze by¢
takze bark aktywnosci receptora TLR2 w Treg szczurdw
lub rodzaj uzytego ligandu. Proliferacje Treg najsilniej
indukuje aktywacja heretodimeru TLR1/TLR2 (ligan-
dem Pam3CysSK4), stabiej aktywacja homodimeru
TLR2/TLR2 (ligandem LTA-SA) oraz heterodimeru
TLR2/TLR6 (ligandem Pam2CysSK4) [5].

4.1.2. TLR4

U myszy wykazano obecnos¢ mRNA dla TLR4 w lim+
focytach Treg. In vitro ligand TLR4 - LPS indukowat pro-
liferacje Treg oraz wzmagat ich wlasciwosci supresyjne.
Efekt ten nie byt widoczny gdy uzyto komorek Treg izo-
lowanych od myszy C3H/He]J lub C57BL/10ScCr [4].

W pézniejszych badaniach nie udato sie potwierdzi¢
obecnosci TLR4 na powierzchni mysich Treg, ponadto
LPS dziatajac bezposrednio na Treg nie indukowat ich
proliferacji ani wydzielania cytokin [22]. W warunkach
in vitro nie mial takze wplywu na ich aktywno$¢ supre-
syjna oraz nie powodowal wzrostu ekspresji CD25 na
powierzchni Treg [9].

In vitro, Treg traktowane LPS i hodowane z APC izo-
lowanymi ze §ledziony oraz Tef, proliferowaly i wykazy-
waly wzrost ekspresji CD25 [39]. Obserwowano takze
zalezny od IL-6 brak wrazliwosci Tef na dziatanie Treg
traktowanych LPS [30]. Inne doswiadczenia pokazaly
jednak, iz zablokowanie aktywnosci supresyjnej Treg
przez mieloidalne DC réznicowane in vitro (z komérek
szpiku kostnego) i stymulowane LPS nie jest zalezne
od IL-6 i IL-1, polega na zwigkszeniu wrazliwo$¢ Treg
na IL-2 [16].
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Izolowane z ludzkiej krwi obwodowej Treg poddane
dziataniu LPS hamujg wydzielanie cytokin i reaktyw-
nych zwigzkéw tlenu przez neutrofile oraz stymuluja
ich apoptoze, dzialanie to zalezy czesciowo od wydziela-
nia przez Treg IL-10 i TGF-f. Do badan uzyto limfocy-
tow CD4*CD25" izolowanych z krwi obwodowej, wéréd
ktorych oprocz Treg moga znajdowad sie majace podobny
fenotyp aktywowane efektorowe limfocyty T. [19, 20].

Jednoczesnie LPS nie powoduje proliferacji i nie ma
wplywu na aktywnos¢ supresyjng Treg szczuréw [6]. Nie
powoduje takze proliferacji ludzkich Treg i nie wplywa
na ekspresje FoxP3, natomiast nieznacznie hamuje pro-
liferacje Tef. Po aktywacji ludzkich Treg obserwowano
niewielkie ilo§ci mRNA w cytoplazmie i biatka TLR4
na powierzchni Treg [7]. Jednak nie potwierdzono
wplywu LPS na aktywnos¢ ludzkich Treg, ani w obec-
nosci komoérek APC, ani Tef [32, 49].

Wystepujacy na komoérkach odpowiedzi wrodzonej
(makrofagach i DCs) kompleks receptorowy rozpozna-
jacy LPS skfada sie z dwdch tancuchéw TLR4 z ktérych
kazdy jest zwigzany z biatkiem MD-2. Obecno$¢ MD-2
zwigzanego z zewnatrzkomodrkowa czescig TLR4 jest nie-
zbedna do agregacji TLR4, zwigzania ligandu i przekazania
sygnalu do wnetrza komorki. Biatko MD-2 jest takze
wydzielane w formie rozpuszczalnej, w tym takze przez
komorki dendrytyczne podczas rozwijajacego sie stanu
zapalnego. Kolejne czasteczki istotne dla rozpoznania
LPS to glikoproteina CD14 - wigzaca LPS i przekazujaca
go kompleksowi TLR4/MD-2 oraz bialko LBP znajdu-
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jace sie w osoczu krwi badz na powierzchni komoérek,
ktore ulatwia wigzanie LPS z CD14. Wykazano, ze wig-
zanie LPS do kompleksu TLR4/MD-2 bez udziatu biatek
pomocniczych powoduje uruchomienie jedynie $ciezki
zaleznej od MyD88 skutkujacej aktywacja NF-kB i pro-
dukcja TNF-a. Natomiast udzial tych biatek uruchamia
takze $ciezke zalezng od TRAM prowadzaca do aktywa-
¢ji czynnika IRF3 i produkcji IFN- [25, 26]. Brak LBP
czy CD14 skutkuje zatem znacznie obnizonym silg wia-
zania LPS do kompleksu TLR4/MD-2 [26]. Sugeruje sie,
ze w sklad kompleksu rozpoznajacego LPS moze wcho-
dzi¢ wiecej bialek m.in. Hsp70, Hsp90, CXCR4 (recep-
tor dla chemokin) i GDF5 [44]. Jak dotad nie udalo sie
potwierdzi¢ ekspresji czasteczek wchodzacych w sktad
kompleksu wiazacego LPS takich jak CD14, MD-2
i innych na powierzchni Treg.

Obserwowane zmiany w aktywnosci Treg zachodzace
pod wplywem LPS moga by¢ pochodna wielu czynni-
kéw w tym skladu podloza hodowlanego (z surowicg
lub bez) w jakim prowadzono eksperymenty in vitro,
a w szczegdlnosci rodzaju surowicy (inaktywowana ter-
micznie lub nie), ktora jest zrodlem LPB i innych bialek
[4, 6,9, 22, 49]. Obecnos¢ innych biatek w tym cytokin
moze zmienia¢ odpowiedz komérek na LPS np. makro-
fagi w obecnosci IFN-y wykazuja zwigkszona ekspresje
TLR4 pod wplywem LPS [13].

Myszy transgeniczne 96-tmT (z nadekspresja gp96-
-czaperonem TLR1, 2 i 4) wykazuja zalezng od TLR4
nadwrazliwo$¢ na LPS i rozwijaja objawy podobne do
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Rys. 5. Wplyw ligandéw TLR na aktywnos¢ regulatorowych limfocytow T
Przed infekcjg komérki APC znajdujg si¢ w tkankach a naiwne limfocyty T i Treg w weztach chlonnych, (a) napotkanie patogenu przez APC powoduje
ich migracj¢ do weztéw chtonnych, prezentacje antygenu limfocytom T i pobudzenie ich proliferacji, (b) ligandy TLR moga takze dostac si¢ do weztow
chlonnych, gdzie razem z stymulacja poprzez TCR pochodzaca od APC stymuluja proliferacje Treg i zablokowanie ich funkgji supresyjnych, nie jest znany
wplyw ligandéw TLR na naiwne limfocyty T. (c) TLR wspomagaja proliferacje Tef i niewrazliwos¢ na hamowanie przez Treg, dzieki wzrostowi produkcji
IL-2, dalej wstrzymujg funkcje supresyjne Treg. (d) po eliminacji patogenéw i usunigciu ligandéw TLR zwigkszona pula Treg odzyskuje zdolnos¢ hamo-
wania Tef, co zapobiega uszkodzeniu tkanek i przywraca réwnowage w uktadzie immunologicznym.
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tocznia rumieniowatego. U myszy 96mT aktywnos¢ Treg
w obecno$ci APC jest zwigkszona w poréwnaniu do
myszy dzikich w badaniach prowadzonych zaréwno
in vitro jak i in vivo. Stwierdzono takze, ze aktywnos¢
ta zalezy od obecnosci TLR4 [8].

4.2. Wplyw egzogennych ligandow bialkowych

4.2.1. TLR5

Ludzkie Treg wykazuja ekspresje mRNA dla TLR5
na wyzszym poziomie niz Tef (CD4*CD25"), ale na po-
wierzchni komoérek biatko TLR5 wystepuje w podobnej
ilosci w obu tych populacjach [3, 7]. In vitro w hodow-
lach Treg z Tef i APC réwnoczesna stymulacja TCR oraz
TLRS5 (flageling) nie powoduje przelamania anergii Treg,
natomiast limfocyty efektorowe produkuja IL-2 i proli-
feruja. Przy braku APC pod wplywem flageliny zwiek-
sza sie ekspresja FoxP3 i wlasciwosci supresyjne Treg.
Natomiast w sytuacji, gdy APC sg obecne w hodowli,
wiasciwosci supresyjne Treg zostaja zahamowane [7].

Podanie myszom flageliny jednoczesnie z przeszcze-
pieniem komoérek immunogennego nowotworu powo-
duje szybszy wzrost guza oraz zwigkszenie liczebnosci
populacji limfocytéw Treg. Natomiast podanie flageliny
po 8-10 dniach od wszczepienia komdrek nowotworo-
wych skutkuje zahamowaniem wzrostu guza i zmniej-
szeniem liczebnosci populacji Treg na obwodzie. Suge-
ruje to, ze Treg w obecnosci aktywowanych, dojrzatych
APC pod wplywem flageliny tracg wlasciwosci supre-
syjne, a w obecnosci niedojrzatych APC indukujg tole-
rancje [36]. Inna grupa zaobserwowala natomiast, ze
traktowanie flageling aktywowanych szczurzych Treg
nie powoduje ich proliferacji i nie zmienia ich wiasci-
wosci supresyjnych [6].

4.2.2. TLR10

U ludzi, potwierdzono obecno$¢ mRNA w cytoplaz-
mie oraz bialka TLR10 na powierzchni blony komérko-
wej Treg. Wydaje sie, ze w regulacje ekspresji genu TLRI0
zaangazowany jest czynnik transkrypcyjny FoxP3.
Jak dotad nie opisano wptywu TLR10 na funkcjono-
wanie Treg [3].

4.3. Wplyw egzogennych kwaséw nukleinowych

4.3.1. TLR7

W poréwnaniu do limfocytéow T CD4+CD25-,
mysie regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+ wyka-
zuja wyzsza ekspresje mRNA dla TLR7 [4]. Inne bada-
nia nie potwierdzily takich réznic w poziomie mRNA,
cho¢ wykazaly, ze poziom biatka TLR7 jest trzykrotnie
wyzszy w endosomach mysich limfocytéw T regula-
torowych w poréwnaniu do naiwnych limfocytéw T

efektorowych. W badaniach in vitro, ligand receptora
TLR7- imikwimod, zwiekszal wlasciwosci supresyjne
Treg réwnoczesnie nie indukujac proliferacji ani Treg
ani Tef. Podobne wyniki uzyskano przy uzyciu innych
ligandéw TLR7 - gardikwimodu i jednoniciowego RNA
poli(U). Komorki Treg pochodzace z myszy knockout
MyD88-/- stymulowane in vitro ligandami TLR7 zacho-
wywaly niezmienione wlasciwosci supresyjne, co potwier-
dza, Ze obserwowane zmiany wlasciwosci supresyjnych
byly zalezne od stymulacji TLR. W warunkach in vitro,
Treg stymulowane ligandami TLR7 hamuja wydzielanie
IL-2 1 IEN-y przez Tef, wykazuja podwyzszong ekspresje
CD25 i wigksza wrazliwo$¢ na IL-2 oraz wyzsza ekspre-
sje FoxP3 w obecnosci IL-2. W eksperymentach in vivo,
Treg izolowane z myszy, ktérym podano gardikwimod
wykazywaly zwickszong aktywno$¢ supresyjng wobec
Tef. Dziatanie liganéw TLR7 moze mie¢ modulujacy
wplyw na przebieg infekcji wirusami RNA, zapewnia-
jac rownowage miedzy rozwojem odpowiedzi komor-
kowej skierowanej przeciw zakazonym komérkom, a jej
wyciszeniem przez Treg. [10]

4.3.2. TLR8

TLR 8 zostat wykryty w ludzkich Treg zaréwno na
poziomie mRNA jak i w postaci biatka powierzchnio-
wego [3]. In vitro, ligandy TLR8 takie jak oligonukle-
otydy kwasow nukleinowych, dwuniciowe DNA oraz
jednoniciowe RNA zawierajace fragment poliguani-
nowy powoduja zahamowanie wlasciwosci supresyjnych
ludzkich Treg zaréwno w obecnosci jak i przy braku
DC. Proces ten zalezy od czasteczek MyD88 i IRAK4.
Podanie myszom z przeszczepionym nowotworem sty-
mulowanych ligandem TLR8 limfocytéw Treg intensy-
tikuje odpowiedz przeciwnowotworows, efekt ten nie
byt obserwowany po transferze niestymulowanych Treg
[32]. Swiadczy to o obnizeniu tolerogennej aktywnosci
Treg wywotanej stymulacja TLRS.

4.3.3. TLR9

U szczurdéw wykazano obecno$¢ mRNA dla TLR9
zar6wno w regulatorowych limfocytach T jak i limfo-
cytach efektorowych CD4*. Podanie ligandu dla tego
receptora — CpG-ODN z jednoczesng stymulacjg TCR
powoduje wzmozong proliferacje obu tych populacji.
CpG-ODN hamuje supresyjne dzialanie nTreg w sto-
sunku do Tef. Przyczyna obserwowanych zmian byto
zniesienie wrazliwosci Tef na supresje oraz prolifera-
cja Treg, podczas ktdrej ich aktywnos¢ supresyjna jest
zahamowana [17]. Nie potwierdzono wptywu stymulacji
TLRO na ekspresje czynnika FoxP3 w Treg [6].

Zmiana aktywnosci Treg w wyniku bezpos$redniej
stymulacji ligandem TLR9 jest dyskusyjna, w innych
badaniach wykazano, ze proliferacja Treg oraz wzrost
ekspresji CD25 moga by¢ indukowane przez ligand
TLRO tylko w obecnosci APC [30, 39].
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4.4. Wplyw ligandéw endogennych

W ostatnich latach wykazano, ze receptory z rodziny
TLR oprécz ligandéw egzogennych rozpoznaja ligandy
endogenne. Skutki aktywacji receptoréw TLR ligandami
endogennymi s3 czesto odmienne niz w przypadku
ligandéw egzogennych.

Odmienny wplyw na aktywnos¢ Treg niz ligandy
bakteryjne ma endogenny ligand TLR2 - ludzkie biatko
Hsp60, nie ustalono skladu kompleksu receptorowego
z ktorym sie¢ ono laczy [45]. Niezaleznie od obecnosci
APC, Treg podane dziataniu Hsp60 zmniejszaja produk-
cje cytokin pozapalnych (IFN-y i TNF-a) oraz zwigk-
szaja wydzielanie IL-10 przez limfocyty efektorowe. Treg
aktywowane w obecnosci Hsp60 maja takze hamujacy
wplyw na limfocyty CD8* .Wykazano takze, ze efekt
supresyjny zalezy od bezposredniego kontaktu Treg
z komorka docelowg przy udziale CTLA-4, oraz czyn-
nikéw rozpuszczalnych takich jak IL-10 i TGF-f. Hsp60
faczac sie z TLR2 pobudza aktywno$¢ Treg na drodze
zaleznej od kinaz MAP, a Treg dzialajac na Tef powo-
duja hamowanie przemieszczenia si¢ czynnika NF-kB
do jadra komoérkowego, co skutkuje zahamowaniem
produkcji IFN-y [49].

W do$wiadczeniach in vitro na transfekowanych
TLR4 ludzkich komérkach nerki HEK-293, ktére nie
wykazujg ekspresji receptoréw TLR oraz CD14 wyka-
zano, ze fibronektyna wigze si¢ z TLR4/MD2, co powo-
duje aktywacje czynnika NF-kB, obecnos¢ CD14 nie
wplywa na wigzanie fibronektyny [29]. Podobnie, roz-
poznanie hialuronianu przez TLR4 wymaga obecnosci
MD-2, ale nie CD14. W procesie tym bierze udziat czas-
teczka CD44, ktora oddzialuje z TLR4 w trakcie roz-
poznania ligandu [42]. Czasteczka CD14 jest natomiast
wymagana przy rozpoznaniu Hsp70 przez TLR4 oraz
TLR2. W obu przypadkach dochodzi do aktywacji czyn-
nika NF-kB. Hsp70 silniej stymuluje komérki wykazu-
jace ekspresje rownoczesnie: TLR2, TLR4 i CD14, co
sugeruje, ze receptory te moga tworzy¢ kompleksy roz-
poznajace Hsp70 [1]. W komoérkach CHO-K1 pochodza-
cych z jajnika chomika chinskiego CD14 jest wymagane
do rozpoznania przez TLR4 wystepujacego w plucach
biatka powierzchniowego A [11]. Endogenne ligandy
TLR4 powodujg takze aktywacje i dojrzewanie ko-
moérek uktadu odpornosciowego np. fibrynogen stymu-
luje sekrecje chemokin przez makrofagi [37], a Hsp22
powoduje dojrzewanie komorek dendrytycznych [33].

5. Podsumowanie

Receptory TLR sg waznym elementem regulacji odpo-
wiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko pato-
genom, decydujacym o rozpoczeciu usuwania mikro-
organizmoéw badz indukji tolerancji. Wiazanie ligandow
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przez receptory TLR limfocytéw, moze zmienia¢ aktyw-
nos¢ Treg, badz tez sprawia¢, ze limfocyty T efektorowe
nie wykazujg wrazliwosci na supresje (rys. 5). Ligandy
tych receptoréw moga blokowac¢ aktywno$¢ supresyjna
Treg, jak w przypadku TLR2, TLR8 i TLRY, co pozwala
na skuteczng eliminacje patogendw przez aktywowane
limfocyty T i B. Flagelina, ligand TLR5, zmienia aktyw-
no$¢ Treg zaleznie od stanu aktywacji ukladu odpor-
no$ciowego w lokalnym srodowisku. Przy braku rozwi-
jajacego sie stanu zapalnego aktywacja TLR5 flageling,
bialkiem wystepujacym takze u bakterii komensalnych,
promuje tolerancje natomiast podczas infekeji pro-
wadzi do zahamowania supresji i rozwoju odpowiedzi
immunologicznej. Z kolei, stymulacja TLR7 wzmaga
aktywnos¢ supresyjng Treg zaréwno in vitro jak i in
vivo. Nierozstrzygniety pozostaje wplyw ligandu TLR4
- lipopolisacharydu na regulatorowe limfocyty T, a wyjas-
nienie tej kwestii wydaje si¢ by¢ istotne ze wzgledu
na powszechno$¢ wystepowania tej substancji wéréd

bakterii komensalnych i patogennych. Podobnie nie
okre$lono wplywu aktywacji TLR10 na aktywno$¢ Treg.
Dalszych badan wymaga ekspresja receptoréw TLR na
limfocytach regulatorowych, szczegélnie u ludzi, oraz
poznanie szlakow przekazywania sygnatu, ktore tacza
sygnal wiodacy od receptora TLR z ekspresja czynni-
kéw odpowiedzialnych za indukcje lub zahamowanie
aktywnosci supresyjnej tych komorek.

Oddzielnym zagadnieniem, ktérego szczegdlowe
omowienie przekracza ramy tego opracowania jest rola
endogennych ligandéw receptoréw TLR i zwigzana
z nim teoria ,,sygnatu o niebezpieczenstwie”

Zrozumienie ztozonych mechanizméw kontrolu-
jacych odpowiedZ immunologiczng poszerzy wiedze
na temat sposobu w jaki receptory TLR wplywaja na
przebieg odpowiedzi immunologicznej. Wiedza ta moze
postuzy¢ do opracowania terapii pozwalajacych na
wykorzystanie Treg do modulowania aktywnoéci ukladu
odpornos$ciowego w przebiegu choréb przebiegajacych
z zaburzeniem jego funkeji [34, 46].
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