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tode Caenorhabditis elegans

Agnieszka Wojtkowiak

Katedra i Zaktad Biologii i Parazytologii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego, ul. Fredry
10, 61-701 Poznan; E-mail: agawojtk@wp.pl

ABSTRACT. Toll-like receptors (TLRs) are amongst the most highly conserved in the evolution of receptor family,
being found in both immune and other cells. TLRs were observed in vascular endothelial cells, epithelial cells, microglia
cells, adipocytes, and intestinal and renal cells. TLRs plays a key role in the innate immune response to a variety of
pathogens. At present, very little is known about the role of TLRs in host defense against parasitic pathogen infections.
The first study shows that TLRs contribute to both innate and adaptive immune responses following infection with pro-
tozoan parasite Leishmania major. The TLRs recognizing PAMPs associated with the parasite L. major are essential for
the activation of the innate and adaptive immune responses to infection. A study concerning recognition of the role of
TLRs in the host-parasite relationship would be an interesting challenge for future study.
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Receptory Toll-podobne

Uktad odpornosciowy nadaje kregowcom zdol-
nos¢ rozrdéznienia ,,swego” od ,,obcego” i odpowie-
dzi immunologicznej, dzigki ktérej zwalczajg one
infekcje wiruséw, bakterii i pierwotniakéw, a takze
przeciwstawiajg si¢ rozwijajacym si¢ w jego obre-
bie pasozytniczym robakom, uruchamiajac szlaki
prowadzace do zniszczenia patogendéw. Na kazdym
etapie odpowiedzi immunologicznej istnieje Scista
kooperacja 1 uzupelnianie si¢ mechanizméw
swoistych i nieswoistych. Na powierzchni komdrek
odpowiedzialnych za szybkg reakcj¢ organizmu,
a mianowicie komérek dendrytycznych, tucznych

i makrofagéw, wystepuja receptory nalezace do
rodziny bialek Toll pozwalajace na natychmiastowe
rozpoczecie dziatan obronnych i w wielu przypad-
kach opanowanie infekcji bez angazowania limfo-
cytéw. Przylaczenie odpowiedniego wzorca mole-
kularnego do TLR (Toll like receptor), poprzez
skomplikowang kaskade transdukcji sygnatu do
komérki, powoduje szybka aktywacje odpornosci
wrodzonej poprzez wzmozenie reakcji zapalnej
i pobudzenie wybuchu tlenowego.

W ostatnich latach naukowcy skupili swojg
uwage na badaniach nad wrodzonym ukiadem
immunologicznym jako gtéwnym obroricg organiz-
mu przed patogenami. Gléwnym zadaniem tej
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odpornosci jest rozréznienie charakterystycznych
struktur zwigzanych z patogenami
(PAMP-pathogen associated molecular patterns,
ktérymi sg np. lipopolisacharydy-LPS, lipoproteiny,
peptydoglikany, polisacharydy bakterii; receptory
dla czgsteczek PAMP nazywamy receptorami roz-
poznajacymi wzorce — PRR) i szybka odpowiedZ
organizmu na patogen poprzez uruchomienie me-
chanizméw efektorowych oraz aktywowanie i ori-
entacje odpornosci nabyte;j.

Badania nad receptorami Toll rozpoczety sie
w latach 80. XX wieku, kiedy odkryto szereg genéw
i biatek biorgcych udzial w polaryzacji grzbieto-
wo-brzusznej larw Drosophila melanogaster. Na-
zwe ,toll” przydzielono zmutowanemu genowi ko-
dujacemu jeden z receptoréw uczestniczacych
w rozwoju embrionalnym muszek owocowych [1].
W dalszych badaniach stwierdzono znaczaca role
tego receptora indukujgcego wytwarzanie przeciw-
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grzybiczych drosomycyn oraz przeciwbakteryjnej
miecznikowiny w reakcjach obronnych tych owa-
dow. W 1997 zidentyfikowano ludzki gen bedacy
homologiem genu kodujgcego biatko Toll muszki
owocowej. Ze wzgledu na podobienistwo do biatka
Toll, nazwano go Toll-podobnym (Toll like receptor
— TLR 4) [2]. Rodzina receptoréw Toll nalezy do
nadrodziny biatek receptora typu I dla interleukiny
IL-1 (IL-1 RI). Czes¢ cytoplazmatyczna receptoréw
Toll jest homologiczna z cytoplazmatyczng domeng
receptora dla IL-1, a duze podobieristwo drogi trans-
dukcji sygnatu obu receptoréw sugeruje, ze odpo-
wiedZ immunologiczna inicjowana przez Toll re-
ceptory moze stanowié stary ewolucyjnie mecha-
nizm obrony zywiciela przed patogenami [3].
Rodzina receptoréw Toll to transblonowe biatka
posiadajace dwie charakterystyczne domeny [3]. Ze-
wnatrzkomoérkowa domena wystgpujgca na koricu
N receptora zawiera powtérzenia bogate w leucyne
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W czgsci zewngtrzkomérkowej biatko IL-1R 1 IL-18R zawiera trzy domeny immunoglobulino-podobne, a biatka TLR
(np. TLR4 i TLRY ) liczne powtoérzenia leucynowe (LRR) podobnie jak Toll u Drosophila melanogaster. W czesci
cytoplazmatycznej biatka wykazuja wysoka homologi¢ w domenie TIR. Dodatkowo biatko MyD88 opr6cz domeny
TIR zawiera domeng Smierci — FADD — Fas Associated Death Domain (wg: Golab i Jakébisiak, [30] zmodyfiko-

wane).

Fig. 1. The family of proteins, which share an intracellular domain, called Toll-IL-1R (TIR).

The extracellular domain protein IL-1R and IL-18R contains three immunoglobuline-like domains, and TLR proteins
(for example TLR4 and TLRY9) of mammals contain extracellular domain with multiple leucine-rich repeats (LRR),
similar to Toll in Drosophila melanogaster. The cytoplasmic domain proteins display high homology in domain TIR.
In addition to domain TIR, protein MyD88 contains Fas associated death domain (FADD) (according to Gotagb and

Jakébisiak, [30] modified).
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(leucine-rich repeats, LRR) oraz jeden lub dwa regio-
ny bogate w cysteing. Wewngtrzkomérkowa domena
na koricu C receptora nie ma aktywnosci enzymatycz-
nej, wykazuje duze podobieristwo do domeny we-
wnatrzkomorkowe] wystgpujacej w receptorach dla
IL-1 i dlatego nazwano ja Toll/IL-1R (TIR-Toll-Inter-
leukin-1R domain) (Rys. 1.).

Dotychczas zidentyfikowano w genomie muszki
owocowe]j Drosophila melanogaster 9 genéw kodu-
jacych biatka nalezace do rodziny Toll (ponumero-
wano je kolejno: Toll 1, Toll 2, Toll 3 itd.), a np. 10
genéw odkryto w genomie Anopheles gambiae.
U Caenorhabditis elegans odkryto w genomie tylko
1 gen tol-1 bedacy homologiem receptora Toll [4].
Biatko TOL-1 zlokalizowane jest w ukladzie nerwo-
wym i przypuszcza sig, ze biatko to moze petnic role
w zachowaniu si¢ organizmu w sytuacji zagrozenia.

U kregowcow zidentyfikowano 11 funkcjonal-
nych genéw kodujagcych receptory toll-podobne
u myszy i 10 genéw u cztowieka (oznaczonych ko-
lejno numerami TLR 1, TLR 2, TLR 3 itd.)

Receptory Toll-podobne zidentyfikowano u wie-
lu innych kregowcédw np. u Rattus norvegicus
(szczur), Xenopus laevis (zaba szponiasta), czy Da-
nio rerio (ryba akwariowa) wykazujac znaczaca ro-
I¢ tych receptoréw w uktadzie odpornosciowym, na-
tomiast brakuje dowodéw na ich udziat w rozwoju
embrionalnym (oprécz Xenopus laevis, gdzie
stwierdzono udzial biatka MyD88 zwigzanego z re-
ceptorami Toll-podobnymi, co nie dowodzi udziatu
samych receptoréw w rozwoju embrionalnym) [5].

Receptory Toll-podobne ulegajg ekspresji nie
tylko na komérkach limfoidalnych, ale réwniez in-
nych — na przyktad TLR 4 ma stosunkowo wysokg
ekspresje¢ w sercu cztowieka [6], a poziom ekspresji
TLR 4 i TLR 2 w plucach myszy wzrasta wraz z jej
wiekiem [7]. TLR ulegaja ekspresji takze w naczy-
niowych komoérkach srédbtonka [8], adypocytach
[9], komoérkach nerkowych [10], komoérkach na-
btonkowych, komérkach mikroglejowych [11], ko-
moérkach dendrytycznych, komoérkach jelitowych
[12]. Obecnos¢ receptoréw TLRs, a mianowicie ich
rozpuszczalnych form TLR 2, wykryto w mleku
karmigcych matek i surowicy krwi. Receptorem
0 najszerszym wystepowaniu jest TLR 4, poniewaz
wykazano jego ekspresj¢ mRNA na wielu komor-
kach (monocytach, makrofagach, neutrofilach, ko-
morkach dendrytycznych, komoérkach srédbtonka
i komérkach nabtonkowych) [3]. Nie ma do tej po-
ry zadnych danych na temat roli TLRs w embrioge-
nezie cztowieka, tak jak to wykazano u muszki
owocowej.

Poznane sg tez ligandy TLR, ktére pochodza
gtéwnie z drobnoustrojéw (egzogenne), ale takze
u zywiciela (endogenne). Na przyktad TLR 2 jest
receptorem dla peptydoglikanéw, lipoprotein bakte-
ryjnych oraz zymosanu [13] i kwasu lipotejchojo-
wego; TLR 3 rozpoznaje wirusowg podwdjng nié
RNA (Poli I:C) [14]; TLR 4 wigze LPS, kwas lipo-
tejchojowy 1 lipid A; TLR 5 rozpoznaje bakterie
z flageling [15]; TLR 6 wraz z TLR 2 sg receptora-
mi dla peptydoglikanu, zymosanu, bakterii
gram-dodatnich; TLR 7 i1 TLR 8 rozpoznajg poje-
dyncza wirusowg ni¢ RNA (ssRNA) [16], a TLR 9
jest receptorem dla niemetylowanych oligonukleo-
tydéw CpG [17]. Ligandami endogennymi sg naj-
czesciej biatka powstajace w czasie uszkodzenia
tkanek, stresu komérkowego, a mianowicie TLR 2
jest receptorem dla produktéw rozpadu martwych
komérek [18], TLR 4 receptorem bialek szoku cie-
plnego ( HSP 60, HSP 70, HSP 90 i HSP Gp 96)
[19], a TLR 9 wigza kompleks chromatyna-IgG
[20].

Rozpoznanie tych ligandéw prowadzi do akty-
wacji receptora i zaangazowania wielu biatek we-
wnatrz komorki, co prowadzi do przekazania sygna-
tu do jadra komdrkowego i ekspresji réznych genéw
(Rys. 2.).

Dane o TLR wskazujg na ich rol¢ w odpowiedzi
immunologicznej, a mianowicie w inicjowaniu pro-
ces6w zapalnych i1 naprawczych w przypadku
uszkodzenia tkanek/komérek, w sygnalizowaniu za-
grozenia infekcjg i szybkiej eliminacji patogenéw
przed powstaniem odpowiedzi nabyte;j.

Udzial drogi Toll-sygnalowej w indukowa-
niu wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
u modelowego nicienia Caenorhabditis
elegans

Interesujgce podejscie do problemu udziatu TLR
w odpowiedzi immunologicznej na patogeny pro-
stych organizméw wielokomérkowych, ktére majg
swoje odpowiedniki w organizmach pasozytni-
czych, jest przedstawione w pracy Pujola i wsp. [4]
poswieconej wynikom badan nad tymi strukturami
u wolno zyjacego nicienia Caenorhabditis elegans.
Nicien ten stanowi modelowy organizm w wielu ba-
daniach nad fizjologig nicieni i dlatego warto
omoOwic te badania jako wzorcowe dla analizy udzi-
alu TLR w odpowiedzi zywiciela na obecnos¢ in-
nych nicieni. W badaniach udziatlu drogi Toll-sy-
gnatowej w indukowaniu systemu wrodzonej od-
pornosci u modelowego nicienia C. elegans scha-
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Rys. 2. Transdukcja sygnatu przez receptor TLR4.

W transdukcji sygnatu z udzialem receptora TLR4 najwazniejszg role odgrywa lipopolisacharyd (LPS), ktory jest
wigzany przez LBP (biatka wigzace — biatko obecne w surowicy krwi) i nastgpnie przekazuje sygnat noreceptorowi
CD14 znajdujacemu si¢ na powierzchni makrofagéw i limfocytéw B. Powstaty kompleks TLR4, CD14 dodatkowo
stabilizowany przez biatko MD-2, przekazuje sygnat na biatko adaptorowe MyD88. Biatko to, oprécz domeny TIR
znajdujacej si¢ na C-korncu, posiada na N-koncu ,,domen¢ $mierci”(FADD) i TOLLIP (biatko oddziatujace z Toll ),
TIRAP (biatko adaptorowe zawierajace domene¢ TIR). Dalej nastgpuje asocjacja z kinazami IRAK 1, 2 i 7 (kinazy ak-
tywujace IL-1R), ktére aktywujg kolejne biatka — TRAF6 (czynnik 6 zwigzany z receptoren czynnika martwicy no-
wotworéw). Biatko TRAF6 aktywuje kolejng kinazg TRIKA (TRAF 6 — aktywator IKK); TAK-1 (kinaza 1 aktywu-
jaca transformujacy czynnik wzrostu-) i TAB-1 (biatko 1 wiazace Tak-1), ktére fosforylujg NIK (kinaza indukujaca
czynnik jadrowy kB) i IKK (kinaza I kappa-), aktywujac czynnik transkrypcyjny (NFkB). NFkB wnika do jadra ko-
moérkowego i po przytaczeniu do miejsc promotorowych indukuje migdzy innymi transkrypcje mRNA dla cytokin
prozapalnych, IL-12, czgstek kostymulujacych B7.1 i B7.2, antygendéw gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej
obydwu klas (wg: Golab i Jakébisiak [30] zmodyfikowane).

Fig. 2. The signal transduct by TLR4 receptore.

In signal transduct by TLR4 an important role plays LPS (lipopolisaccharidae), which is bound by LBP (LPS binding
protein — protein present in serum) and next it transfers signal to noreceptore CD14 localized on a surface of macro-
phages and lymphocytes B. Thus organized complex TLR4-CD14 additionally stabilizated by protein MD-2 transfers
signal to the adapter protein MyD88 (myeloid-differentation marker, this protein besides domain TIR posses Fas asso-
ciated death domain — FADD) and TOLLIP (Toll interacting protein), TIRAP (TIR — domain containing adapter
protein). Next the association with IL-1R- activating kinases (IRAK 1, 2, 7), which leads to it activation of the ano-
ther protein — TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) takes place. TRAF 6 protein activates another kinases:
TRIKA (TRAF-6-regulated IKK activator), TAK 1 (TGF-B activating kinasel) and TAB1 (Tak-1 binding proteinl),
which after the phosphorilation of NIK (NFkB- inducing kinase) and IKK (I kappa — B kinase) activates nuclear fac-
tor kB. NFkB factors penetrate the nucleus where they induce transcription of mRNA for pro-inflammatory cytokines,
IL-12, costimulating molecules B7.1 and B7.2, antygene MHC — major histocompatibility complex of both classes
(according to Gotab and Jakdbisiak [30] modified).
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rakteryzowano mutanty dla genéw homologicznych
do genéw Drosophila melanogaster zaangazowa-
nych w obrong organizmu przed patogenami. Oka-
zalo sig, ze sposrdd tych genéw tylko tol-1 jest ko-
nieczny dla prawidlowego rozwoju nicienia C. ele-
gans. Zbadano wplyw temperatury na recesywne
homozygotyczne mutanty tol-1 (mutanty nr 2013
z delecjg 690bp w domenie zewngtrzkomérkowej
LRR oraz mutanty nr 2033 z delecjg 134 aminokwa-
sow w konserwatywnym regionie domeny TIR).
W temperaturze 25°C mutanty tol-1 (2013) sg nie-
zdolne do normalnego rozwoju; w tej temperaturze
obserwuje si¢ wieksza liczbg embrionéw i nicienie
zatrzymuja si¢ w rozwoju na etapie zdeformowa-
nych larw. W temperaturze 15°C mniej niz 10% mu-
tantow tol-1 (2013) rozwija si¢ w postacie doroste,
ktére sa prawie bezptodne, podczas gdy wiekszos¢
nicieni zatrzymuje swéj rozwéj na etapie réznych
stadiéw rozwojowych i wszystkie one wykazujg
znaczace defekty w procesie morfogenezy. Mutanty
tol-1 (2033) rozwijajg si¢ w ptodne postacie doroste,
ale niewielki procent (<10%) mutantéw zatrzymuje
si¢ w rozwoju jako larwy lub obumarte jaja. Po-
twierdza to fakt, ze domena TIR w biatku TOL-1
jest w duzej mierze odpowiedzialna za rozwdj C.
elegans.

Interesujace sg badania mutantéw Caenorhabdi-
tis elegans pod katem ich obrony przed patogenami
takimi jak: gram-dodatnia bakteria Microbacterium
nematophilum, gram-ujemna bakteria Pseudomonas
aeruginosa i Serratia marcescens (szczep DBI11
i DB1140) oraz grzyb Drechmeria coniospora.
W przypadku infekcji bakterig Pseudomonas aeru-
ginosa i Microbacterium nematophilum oraz grzy-
bem Drechmeria coniospora nie otrzymano znacza-
cych réznic w odpowiedzi na patogeny pomigdzy
dzikim typem C. elegans i mutantami C. elegans (nr
2013, 2033). Za pomocg nieznanych mechanizméw
nicien Caenorhabditis elegans jest zdolny do wy-
chwycenia réznic pomigdzy szczepami bakterii Ser-
ratia marcescens (DB11 i DB1140). Szczep DB11
bakterii S. marcescens silniej zaraza nicienia C. ele-
gans od typu dzikiego i szczepu DB1140 czy szcze-
pu bakterii E. coli OP50. Mutanty C. elegans byty
bardziej narazone na infekcje bakterig Serratia mar-
cescens niz formy dzikie, dlatego sugeruje si¢, ze
biatko TOL-1 funkcjonuje u nicienia w trakcie od-
powiedzi na patogeny.

Autorzy tych badan sugerujg, ze nicien C. ele-
gans rozréznia szczepy bakterii S. marcescens
(DB11 i Db1140) za pomocg rozpoznania ich indy-
widualnych struktur LPS, a biatko TOL-1 moze by¢

ich ligandem.

7. przedstawionych badan wynika, ze biatko
TOL-1 jest niezbedne dla rozwoju nicienia, ale
funkcjonuje réwniez w rozpoznawaniu patogena,
w catkowicie niespodziewany sposéb umozliwiajac
C. elegans ,ucieczke” przed potencjalnymi patoge-
nami.

Reakcja obronna zywiciela na inwazje
wewnatrzkomorkowym pasozytniczym
pierwotniakiem Leishmania major

Pierwotniaki i robaki pasozytnicze, a takze paso-
zytnicze stawonogi wyksztalcity w trakcie ewolucji
mechanizmy pozwalajace unika¢ wrodzonej i naby-
tej odpowiedzi immunologicznej zywiciela. Wiele
mikroogranizméw wnika do wnetrza komorek,
gdzie znajduja si¢ poza zasiggiem przeciwciat
i uktadu dopetniacza. Na spos6b, w jaki uktad od-
pornosciowy walczy z zarazeniem wewngtrzkomor-
kowym, wskazujg wyniki badan zarazenia pasozyt-
niczym pierwotniakiem Leishmania. Obiektem ata-
ku leiszmanii jest makrofag, ktéry pochtania paso-
zyta 1 umieszcza go w wakuoli. Nastgpnie wakuole
zlewaja si¢ z lizosomami zawierajgcymi enzymy
proteolityczne, ktdre potrafig zabi¢ i strawi¢ wigk-
szo$¢ mikroorganizmow. Leiszmania potrafi prze-
trwac ten chemiczny atak, przeksztalca si¢ w nowa
forme (posta¢ amastigota) i namnaza si¢ w wakuoli,
dopdki natezenie infekcji nie przekroczy zdolnosci
adaptacyjnych makrofaga i doprowadzi do jego
Smierci [21].

Zdolnos¢ uktadu odpornosciowego do pokony-
wania infekcji pasozytniczym pierwotniakiem Lei-
shmania jest niezwykla. W przypadku zarazenia
makrofaga przez L. major czasteczki gléwnego
uktadu zgodnosci tkankowej klasy II (MHCII) wig-
73 sie z peptydami pochodzacymi z pasozytow. Te
kompleksy czasteczek MHC i peptydéw przemie-
szczajg si¢ na zewngtrzng blong makrofaga. Nastep-
nie subpopulacje limfocytéw T CD4, ktére majg
komplementarne czgsteczki receptoréw, sa pobu-
dzane przez kompleks peptyd-czasteczka MHC
(klasa II) i dodatkowo przez czasteczke B7 (zlokali-
zowang na powierzchni makrofaga), ktéra jest roz-
poznawana przez biatko CD28 znajdujace si¢ na po-
wierzchni limfocytéow T. Kiedy subpopulacja limfo-
cytéw T CD4 otrzyma podwdjny sygnal, wydziela
ona cytokiny, a mianowicie interferon gamma,
czynnik martwicy nowotworéw (TNF) i zwigzki
chemiczne takie jak tlenek azotu i toksyczne formy
tlenu zabijajace pasozyty [21].
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Wyniki wigkszosci badan nad leiszmanioza pro-
wadzono na myszach, ktére sa wrazliwe na pasozy-
ta Leishmania major. Niektére szczepy myszy
BALB/c potrafig zwalczy¢ doswiadczalne zarazenie
przez L. major, dlatego ze subpopulacje limfocytéw
T CD4 pobudzane antygenami produkujg interferon
gamma. Natomiast inne szczepy myszy BALB/c nie
potrafig pokonac¢ infekcji leiszmanig, a postgpujace
zmiany prowadza do $mierci; w takim przypadku
subpopulacje limfocytéw T CD4 pobudzane antyge-
nami wydzielajg interleukine-4 i interleukine-10,
a nie interferon gamma. Przebieg choroby jest za-
lezny od cytokin wydzielanych przez limfocyty
T w odpowiedzi na zakazenie wewngtrzkomorko-
we, 1 dlatego moze si¢ rézni¢ u poszczegdlnych
osobnikéw. Dotyczy to takze czlowieka: u nie-
ktérych oséb organizm potrafi zwalczyé pasozyta
nie ulegajac chorobie, a u innych osé6b infekcje roz-
wijajg si¢ w leiszmanioze.

Rola TLRs w inicjowaniu odpowiedzi im-
munologicznej na infekcje pasozytniczym
pierwotniakiem Leishmania major

Zasadnicza rola TLR w inicjowaniu odpowiedzi
immunologicznej na patogeny bakteryjne jest coraz
lepiej poznawana, natomiast mato wiadomo o roli
TLRs w odpowiedzi organizmu na infekcje patoge-
nami pasozytniczymi. Ostatnio podj¢to proby zba-
dania roli TLRs we wrodzonej i nabytej odpowiedzi
immunologicznej po infekcji wewnatrzkomoérko-
wym pasozytem Leishmania major [22]. W tych ba-
daniach zarazano myszy typu dzikiego (TLR4*)
1 myszy, ktére mialy homozygotyczna delecje
trzech egzonéw w genie tlr4 (TLR4"°), pasozytem
L. major. Badania prowadzone od 6 do 10 tygodnia
po zarazeniu wykazaty, ze w 24 h po infekcji u my-
szy TLR4" obecnos¢ pasozytéw bylta znaczaco sta-
tystycznie (p<0.05) wyzsza niz u myszy typu dzi-
kiego. Wykazano réwniez ekspresje mRNA iNOS
u myszy typu dzikiego i brak ekspresji mRNA
iNOS u myszy TLR4”; natomiast ekspresja mRNA
arginazy 1 zachodzita u myszy obu grup.

Powyzsze wstepne wyniki badai nad rolg TLRs
w odpowiedzi immunologicznej $wiadczg o udzia-
le TLR4 we wrodzonej odpowiedzi immunologicz-
nej na zarazenie myszy pasozytem L. major. Dodat-
kowo w celu okreslenia udziatu TLR4 w specyficz-
nej odpowiedzi na pasozyta przesledzono ilos¢ pa-
sozytow w 5 dniu po infekcji, 28 dniu po infekcji
oraz 11 tygodniu. Podczas, gdy ilos¢ pasozytéw sta-
le wzrastata do 28 dnia infekcji u myszy TLR4""

u typu dzikiego zmniejszata si¢. W 11 tygodniu po
infekcji nie mozna byto znalezZ¢ pasozytéw u myszy
typu dzikiego, natomiast u myszy TLR4°° nadal by-
ly obecne. Potwierdza to ponownie, ze myszy po-
zbawione TLR4 nie mogg kontrolowac rozwoju pa-
sozyta i zwalczy¢ skutecznie leiszmaniozy. Dlatego
aktywacja TLR4 jest nie tylko decydujaca dla wro-
dzonej odpowiedzi immunologicznej, ale takze za-
sadnicza dla wlasciwej, nabytej odpowiedzi immu-
nologicznej na infekcje pasozytnicza L. major. Zba-
dano réwniez poziom wydzielanych cytokin i che-
mokin u myszy obu grup. Wysoki poziom IL-10,
IL-6 i IL-13 wykryto u myszy TLR4, natomiast
nie wykryto IL-4. Warto zaznaczy¢, ze poziom in-
terferonu gamma byl wyzszy u myszy TLR4" niz
typu dzikiego.

W omawianej pracy Kropfa i wsp. [22] przedsta-
wiono réwniez prob¢ sprawdzenia, czy makrofagi
u myszy TLR4™ stwarzaja wieksze mozliwosci dla
rozwoju pasozyta i czy nieobecnos¢ TLR4 wplywa
na przezywalnos¢ pasozytéw w makrofagach w wa-
runkach in vitro. Uzyskane wyniki swiadczg, ze roz-
woj L. major jest wzmozony w makrofagach akty-
wowanych cytokinami Th2 u myszy pozbawionych
TLRA4. Te wyniki potwierdzaja teze, ze biatko TLR4
na powierzchni makrofagéw zmniejsza mozliwosci
rozwojowe dla L. major. Pod nieobecnos¢ egzogen-
nych cytokin makrofagi u myszy TLR4" umozli-
wiajg bardziej skuteczny rozwd6j pasozyta niz u my-
szy typu dzikiego. Wynika stad, ze aktywowanie
makrofagéw typem I cytokin powoduje zabijanie
pasozytéw, podczas gdy aktywacja typem II cytokin
powoduje rozwdj pasozyta.

Wewnatrzkomérkowa infekcja leiszmanig po-
woduje odpowiedZ z udzialem komérek typu Th
(Th1, Th2) zaleznie od ich stanu aktywacji; makro-
fagi moga by¢ zywicielem pasozyta albo powodo-
waé jego Smieré. Cytokiny wydzielane przez ko-
morki typu Thl indukujg iNOS, podczas gdy cyto-
kiny wydzielane przez komorki typu Th2 indukujg
arginaz¢. Indukcja iNOS prowadzi do utleniania
aminokwasu L-argininy i péZniejszej produkcji cy-
truliny i tlenku azotu (NO). Synteza NO odpowiada
w warunkach in vitro 1 in vivo za Smieré L. major,
a u myszy pozbawionych iNOS zawodzi kontrolo-
wanie infekcji in vivo. Cytokiny Th2 promujg alter-
natywng aktywacje makrofagéw, co powoduje
zmniejszenie zdolnosci zabijania i indukcje pod-
wyzszonego poziomu arginazy. Arginaza katalizuje
hydrolize L-argininy do mocznika i L-ornityny —
zwigzkow pézZniej uzywanych przez pasozyta do
syntezy poliamin, ktére sg niezbedne do rozwoju L.
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major. A wigc aktywnoS¢ tych dwéch enzymow:
iNOS i arginazy wg Kropfa i wsp. [22] decyduje
o zabijaniu lub rozwoju pasozyta. Aktywacja zara-
zonych makrofagéow przez 1L.-4 zaréwno u myszy
typu dzikiego, jak i TLR4" indukuje wyzszg eks-
presje mRNA arginazy 1, podczas gdy makrofagi
aktywowane I typem cytokin (IFN-y + TNF-y) uzy-
skujg wyzszy poziom ekspresji mRNA iNOS za-
rowno u myszy typu dzikiego, jak i TLR4". Dodat-
kowo wykazano w warunkach in vitro, ze makrofa-
gi stymulowane w tych warunkach za pomocg 1L-4
indukujg podobng aktywnos¢ arginazy u myszy
szczepu dzikiego i TLR4%. Natomiast makrofagi
zarazone pasozytem L. major i indukowane IL.-4
w warunkach in vitro maja wyzsza aktywnos¢ argi-
nazy u myszy TLR4% niz u myszy typu dzikiego.
Takie wyniki potwierdzajg, ze przy braku TLR4 ak-
tywowane alternatywnie zarazone makrofagi w wa-
runkach in vitro wykazuja wyzsza aktywnos¢ argi-
nazy, co ma zasadnicze znaczenie dla syntezy polia-
min niezbgdnych dla rozwoju pasozyta.
Podsumowujac przedstawione wyniki Kropfa
i wsp. [22] mozna wnioskowaé, ze TLR odgrywaja
duza role w odpowiedzi zywiciela na infekcje paso-
zytniczym pierwotniakiem. Po infekcji myszy paso-
zytem L. major biatko TLR4 na powierzchni makro-
fagéw bierze udzial w obu rodzajach odpowiedzi
immunologicznej — wrodzonej i nabytej. Wyzsza
skutecznos¢ w kontrolowaniu pasozyta L. major
u myszy ze sktadnikiem TLR4 juz w 1 dniu po in-
fekcji wspoétdziata z ekspresjg iNOS w lokalnych
miejscach infekcji, a myszy TLR4” mniej skutecz-
nie zwalczajg leiszmaniozg¢. Alternatywnie aktywo-
wane makrofagi byly bardziej podatne na rozwdj
pasozyta przy braku TLR4 w warunkach in vitro
1 wigzalo si¢ to z aktywnoscig arginazy. Badania te
wskazuja, ze rtéwnowaga pomiedzy aktywnoscig ar-
ginazy 1 iNOS jest znaczagcym mechanizmem kon-
troli funkcjonowania makrofagéw. Interesujace jest,
ze LPS po potaczeniu z TLR4 powoduje indukcje
IFNo/B i wczesng ekspresje iNOS. IFNo/p petni
ochronng rol¢ w eksperymentalnej leiszmaniozie,
bo skuteczne kontrolowanie infekcji w przypadku L.
major po czesci wiaze si¢ z udzialem TLR4, ktory
posredniczy we wczesnej indukcji IFNa/p. Z prze-
badanego udziatu cytokin wynika, ze IL-10 tworzy
synergizm z IL.-4 w trakcie infekcji w podwyzsza-
niu aktywnosci arginazy 1 w warunkach in vitro.
Potwierdzajg to réwniez prace Mundera i wsp. [23,
24] wskazujac, ze ekspresja arginazy 1 jest induko-
wana przez IL-4 i IL-13, i ze IL-10 wykazuje syner-
gizm z cytokinami Th2 w procesie indukcji argina-

zy w warunkach in vitro. Stwierdzenie, ze makrofa-
gi alternatywnie aktywowane pasozytem L. major
u myszy z brakiem TLR4°° miaty w warunkach in
vitro podwyzszong aktywnos¢ arginazy sugeruje, ze
TLR4 jest posrednikiem sygnatowego modulowania
funkcji makrofagéw na rzecz procedury koriczace;j
si¢ zabijaniem pasozyta.

W pracy Kropfa i wsp. [22] przedstawiono takze
udzial MCP-1 w infekcji pasozytem L. major, a wy-
niki badan $wiadczg o tym, ze wyzszy poziom
MCP-1 u myszy TLR4” wigze si¢ z wyraZnie inte-
sywniejszg odpowiedzig typu Th2, mniej skuteczng
kontrolg replikacji pasozyta i zwalczaniem leiszma-
niozy. O roli MCP-1 w tworzeniu synergizmu
z IFN-y w inicjowaniu zabijania pasozytow w wa-
runkach in vitro swiadczy fakt, ze myszy, ktére sg
niezdolne do ekspresji receptora CCR2, liganda
MCP-1, sg wrazliwe na infekcje L. major, podczas
gdy podwyzszony poziom MCP-1 znajdowano
u pacjentdéw z samowyleczeniem leiszmaniozy [25].

Dotychczasowe wyniki badan réznych autoréw
potwierdzajg teze, ze TLR4 pomaga makrofagom
bardziej skutecznie zabija¢ wewnagtrzkomérkowego
pasozyta L. major i kontrolowa¢ aktywnos¢ argina-
zy, co w efekcie mozna nazwac balansowaniem od-
powiedzig Thl i Th2. Rzeczywiscie sygnalizowanie
poprzez TLRs taczy si¢ z indukcjg odpowiedzi Thl,
a brak sygnatu z indukcjg odpowiedzi Th2 [26].
Chociaz wyniki pokazuja, ze TLR4 ma udziat
w skutecznym kontrolowaniu pasozyta L. major
podczas obu: wrodzonej i nabytej odpowiedzi im-
munologicznej, nie mozna wykluczy¢, ze naturalne
mutacje w locus genu tlr4 prowadzg do zmiany
w odpowiedzi wplywajacej na przezycie pasozyta
[27].

TLR 4 nie tylko oddzialuje z PAMPs, ale réw-
niez moze rozpoznawa¢ endogenne ligandy, takie
jak biatka szoku termicznego [28] i wewnatrzko-
morkowe sktadniki macierzy [29]. Na podstawie
dotychczasowych badain nie mozna zdecydowac,
czy aktywacja TLR po infekcji pasozytem L. major
jest spowodowana rozpoznaniem pasozytniczych
PAMPs czy wigze si¢ to z oddzialywaniem z endo-
gennymi ligandami.

Wydaje si¢, ze TLRs mogga reprezentowaé po-
tencjalne nowe punkty uchwytu dla aktywacji naby-
tej odpowiedzi immunologicznej, a ich agonisci mo-
g4 mieé zastosowanie w zapobieganiu i leczeniu le-
iszmaniozy.

Dalsze badania nad poznaniem udzialu drogi
transdukcji Toll-sygnatlowej w reakcji na wiele r6z-
nych infekcji mogg okazad si¢ niezwykle interesujg-
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ce. Zarbwno poznawanie nowych struktur (takich
jak TLR), jak i poszczeg6lnych reakcji biochemicz-
nych (np. z udzialem iNOS czy arginazy) w tej wza-
jemnej grze pasozyt-zywiciel i rozwazanie jej za-
réwno z pozycji zywiciela, jak i pasozyta, jest wy-
zwaniem na nadchodzace lata.
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