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Significance of Toll-like receptors for animals

Summary

Research on Toll-like receptors (TLR), an important receptor family in immunology, has recently been
extended to research connected with animals, such as ruminates (sheep and cattle), swine, dogs, cats and
poultry. In ruminates TLR1, 2,3, 4,5, 6,7, 8,9 and 10 have been demonstrated; in swine, TLR2, 4, 6 and 9; in
dogs,TLR2, 4 and 9; in cats TLR1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 and 9; whereas in poultry TLR1, 2, 3, 4,5, 6 and 10 have
been noted. On the basis of the homology between TLR in animals and in human and mice and the role and
place of occurrence it has been proved that TLR plays a very important role in animals, similar to that in

humans and mice.
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W latach dziewigédziesiatych XX wieku odkryto
w obrebie receptorow rozpoznajacych patogeny — PRR
(pathogen recognition receptors), nowa — wazna
w immunologii rodzing znacznikéw — receptory Toll-
-podobne (TLR — Toll-like receptors) (3, 16, 19, 23,
24, 26). Wykazano, ze po polaczeniu si¢ ich ze swo-
istymi dla nich ligandami wptywaja, w wyniku induk-
cji wielu cytokin prozapalnych oraz zwigkszajac eks-
presje czasteczek zgodnos$ci tkankowej (MHC), a tak-
ze czastek kostymulujacych, zarowno na odpornosé
wrodzong (naturalng), jak i nabyta (3, 16, 19, 23, 24,
26). Udowodniono, ze droga aktywacji poprzez TLR
bywa nieco zr6znicowana w zaleznos$ci od wzorca mo-
lekularnego patogenéw — PAMP (pathogen associated
molecular patterns), kazdorazowo jednakze w droge
te wlaczone sa biatka adaptorowe, takie jak: MyD88
(myeloid differentiation 88), TRIF/TICAM (TRIF-TIR
domain containing adaptor — inducing IFN-3) oraz
MAL/TIRAP (Mal-MyD88 adaptor like) (3, 16, 19,
23, 24, 26). Trzeba takze doda¢, ze poznanie u myszy
i cztowieka obecnie 13 TLR (TLR1-TLR13) zweryfi-
kowato wiele faktow z zakresu odpornosci, w tym roli
odporno$ci naturalnej i nabytej oraz obronnosci orga-
nizmu przed patogenami, jak tez zjawisk dotyczacych
chorob autoimmunologicznych (3, 16, 19, 21, 23, 24,
26). Wyniki te wykazaty takze, ze aktyw1zac1a ukladu
odpornosciowego (UO) poprzez TLR, to takze wazny
element w poznawaniu nowych sposobow walki orga-
nizmu z wieloma zarazkami (3, 16, 19, 21, 23, 24, 26).

Rola TLR u zwierzat gospodarskich

Badania receptoréw Toll-podobnych rozpoczety si¢
od badan ich u zwierzat laboratoryjnych, gléownie my-
szy oraz ludzi. W ostatnim czasie obserwacje dotycza
takze zwierzat gospodarskich, w tym przezuwaczy
(owce 1 krowy), §win, psow, kotoéw oraz drobiu. Ob-
serwacje te lacza si¢ z opisem gldwnie stopnia ho-
mologii TLR u tych zwierzat do TLR u ludzi i myszy
oraz roli i ich miejsc wystgpowania TLR w tkankach
i komorkach u tych zwierzat.

Przezuwacze (owce i krowy)

U tych zwierzat wykazano obecnos¢ dziesigciu TLR,
a mianowicie TLR1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 91 10. Doklad-
nie opisano jedynie TLR2, 3, 4, 5, 7, 9, natomiast
w przypadku TLR1, 6, 8 1 10 stwierdzono jedynie, ze
sa obecne w tkankach tych zwierzat. Podobienstwo re-
ceptorow TLR u kréw 1 owiec okre$lono na okoto 95%,
natomiast podobienstwo ich do analogicznych recep-
torow u ludzi przyjgto na odpowiednio 77% u owiec
172% u krow (17). Wykazano, ze w przypadku owiec
najobficiej wystepuje TLR, oprécz TLR3 1 TLRS,
w kepkach Peyera i krezkowych weztach chtonnych
(17). Natomiast najwigksza ekspresj¢ TLR3 1 TLRS
zarejestrowano u tych zwierzat w jelicie czczym, co
zgodne jest z rozmieszczeniem tych receptoréw u lu-
dzi, ktore takze w duzych ilo§ciach wystepuja na ko-
morkach nablonkowych jelita cienkiego (17). Dowie-
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dziono (27), ze TLR4 u owiec pod wzgledem wielkos-
ci przypomina analogiczny receptor u ludzi 1 myszy,
gdyz ma 11 kb, natomiast ludzki — 10 kb, a mysi —
14 kb. Znaczmk ten u bydta cechuje sig jednakze struk-
tura polimorficzna, gdyz opisano, ze w zalezno$ci od
rasy tych zwierzat wystgpuje ponad 20 haplotypow
genu koduJ acego ten receptor (27). Wykazano u tych
zw1erzqt ze 8 1 17 chromosom, na ktérych znajduja
si¢ geny koduj ace TLR2 i TLR4, cechuje duza homo-
logia (28), mimo ze geny warunkujqce TLR2 1 4,
u roznych ras bydta, znajduja si¢ w odmiennych miej-
scach tych chromosomow (28). Stwierdzono takze (5),
ze ekspresja TLR2 i TLR4 u bydta moze ulega¢ nie-
wielkim zmianom pod wplywem stresu i hormonéw
wzrostu, co thumaczy¢ moze mechanizm, w jaki spo-
sob dochodzi do obnizenia odpornosci w czasie infek-
cji lub przeciazenia (stresu) u tych zwierzat. Prowa-
dzone badania z wykorzystaniem makrofagow bydlg-
cych, zainfekowanych wirusem BVD (bovine viral
diarrhea) 1 stymulowanych interferonem-y (IFN-y)
wykazaly, ze stymulacja tak przygotowanych makro-
fagow ligandami dla receptorow TLR2 i 4 prowadzi
do produkcji NO i TNF (tumor necrosis factor) (7).
Takiego efektu nie zaobserwowano stymulujac TLR3
19 (7). Rolg receptorow TLR wykazano takze w od-
pornosci w czasie zapalenia wymienia u bydta, czego
nie potwierdzono w przypadku TLR9 (9). Z kolei ba-
dania wykonane przez zespot Menzies (17) dowiodty,
ze ze wzgledu na inny rodzaj patogenow ,,atakujacych”
uktad powtokowy u bydta, w stosunku do cztowieka
(3), ekspresja TLR7 jest intensywniejsza w skorze
u bydla Oceniajac udziat komoérek uktadu odpor-
nosciowego w odpowiedzi na stymulacj¢ ligandami
bydlecych TLR, wykazano (25), ze komorki dendry-
tyczne (DC) posiadajq odmienng reaktywnos¢ w sto-
sunku do makrofagdéw, gdyz stymulacja ich poprzez
TLR prowadzi do produkcji czynnika martwicy no-
wotworow — TNF, jednakze DC produkuja dodatko-
wo wigcej IL-12, natomiast makrofagi wigcej IL-10.
Swinie

Badania dotyczace receptorow Toll-podobnych wy-
kazaty, ze u tego gatunku zwierzat opisano najbardziej
zbadany TLR4, a takze TLR2, TLR6 1 TLR9 (18, 20).
Potwierdzono takze u tego gatunku zwierzat duza kon-
serwatywno$¢ w obrgbie catej rodziny receptorow
Toll-podobnych (18). Wykazano (20), ze w zaleznos-
ci od ekspresji TLR4, wystepujacego na monocytach
i komorkach dendrytycznych (DC — dendritic cells) —
oznaczonych jako moDC (monocyte-derived DC),
odpowiedz tych komorek jest najsilniejsza po pola-
czeniu si¢ z kwasem lipotejchowym (LTA). Natomiast
stymulujac LPS monocyty $win stwierdzono (20), ze
juz w 2-4 h po aktywacji dochodzi do gwaltownego
wzrostu ekspresji receptora TLR4, po czym ilo$¢ tego
znacznika spada. Taki spadek warto$ci nie miat miej-
sca w przypadku analogicznych badan przeprowadzo-
nych u ludzi, co prawdopodobnie zwiazane jest z od-
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mienng kinetyka mRNA dla TLR4 u ludzi i $win (20).
Analiza genetyczna receptorow TLR2 1 TLR6 (ozna-
czonych jako PoTLR2 i PoTLR6) wykazata (18), ze
posiadaja one wiele elementow wspdlnych z analo-
gicznymi receptorami u ludzi i myszy. Wykazano, ze
geny kodujace PoOTLR2 i PoTLR6 u tych zwierzat,
mimo ze sa zlokalizowane na chromosomie 8, nato-
miast u ludzi na chromosomie 4, to jednakze sa do
siebie bardzo podobne (18). Ponadto dowiedziono, ze
PoTLR2 i PoTLRO, biora udzial w patogenezie cho-
rob u $win wywotanych na tle Mycoplasma hyopneu-
moniae, jako ze w czasie tego zakazenia doprowadza-
ja do obnizenia syntezy TNF-« (18), co obserwowano
takze u ludzi 1 myszy, podczas infekcji Mycoplasma
sp. (3). W przypadku TLR9 dowiedziono, ze podo-
bienstwo nukleotydowe TLRY u $§wini wynosi okoto
82% w stosunku do TLRY u cztowieka i okoto 75%
do TLRY w stosunku do myszy (22). Wykazano, zZe
u tego gatunku zwierzat, w przeciwienstwie do ludzi,
u ktérych TLRY wystepuje na monocytach 1 komor-
kach dendrytycznych pochodzenia plazmocytoidalne-
go (3), znacznik ten jest obecny oproécz monocytow
i komorek dendrytycznych serii mieloidalnej, takze na
komorkach kepek Peyera (20, 22). Ponadto zarejestro-
wano (20), podobnie jak u ludzi i myszy (3), ze trakto-
wanie monocytow $win tancuchem poly IC, LPS Iub
LTA wzmaga ekspresje¢ TLR9 (20), co moze ttuma-
czy¢ dobry efekt odpornosci jaki otrzymuje sig u $win,
po podaniu bakteryjnych preparatow bodzcowych.

Psy

U psow opisano jedynie znacznik TLR2, TLR4
1TLROY (1,2, 10). Analiza sekwencji genu kodujacego
TLR2 u ps6w wykazata, ze cechuje si¢ on wysokim
stopniem homologii (91%) z tym samym genem u lu-
dzi (2), natomiast w stosunku do innych zwierzat pro-
cent homologii wynosi odpowiednio: mysz — 72,9%,
szczur — 73,2%, bydto — 83,1%, kon — 85,1% 1 §winia
— 80,7% (13). U pséw podstawowym ligandem dla
TLR2 jest LTA (2) i w najwigkszej ilosci wystepuje
on na powierzchni granulocytow, monocytdéw i limfo-
cytow (u cztowieka na monocytach, neutrofilach i ko-
morkach dendrytycznych) (3)), a takze w wezlach
chlonnych, plucach, watrobie, §ledzionie, pecherzu
moczowym, trzustce, jelitach oraz w skorze, gdzie nie
stwierdza si¢ TLR2 u cztowieka (13). Dowiedziono
takze, ze dobra aktywno$¢ receptor ten u pséw wyka-
zuje po stymulacji bakteriami Gram-ujemnymi oraz
pasozytami, takimi jak Leishmania sp. (2), co rOwniez
zarejestrowano u czlowieka i myszy, u ktorych dodat-
kowo taki efekt obserwuje si¢ po infekcji Bacteroides
subtilis 1 Yersinia sp. (3). Stad przyj¢to, Ze opisana istot-
narola TLR2 u ludzi i u myszy w infekcjach wywola-
nych wspomnianymi patogenami (3) jest takze potwier-
dzona u psow (2). Kolejnym receptorem z tej rodziny,
ktorego rolg wykazano w odpornosci u psow, jest TLR4
(1). Badania genetyczne tego receptora u psow potwier-
dzity jego konserwatywnos¢, charakterystyczng takze
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dla ludzi i myszy (3), jak tez sa dowodem, ze podo-
bienstwo nukleotydowe TLR4 u psow w stosunku do
ludzi sigga 77-83,6% (1). Nadto wykazano, analiza RT-
PCR, zZe istnieja réznice dotyczace ilosci mRNA psie-
go TLR4 w zaleznosci od miejsca ekspresji (1). Stwier-
dzono, Ze najwigcej TLR4 u tych zwierzat znajduje
si¢, podobnie jak u ludzi (3), na leukocytach krwi
obwodowej oraz na komoérkach $ledziony, zotadka oraz
jelita cienkiego, natomiast stosunkowo niewielkie ilos-
ci zarejestrowano w watrobie (1). U pséw obecnosci
tego znacznika nie wykazano w jelicie grubym oraz
skorze (1). Ashina i wsp. (1) utrzymuja, ze receptor
TLR4 moze petni¢ istotna rolg jako swoisty sensor LPS
1 sktadnikow $ciany grzybow, stad przyjmuje sig, ze
jego udziat w stymulacji UO moze by¢ zblizony do
gruntownie juz udokumentowane;j roli tego receptora
u cztowieka 1 myszy (3). Warto doda¢, ze receptor
TLR4 jest pierwszym z opisanych receptoréw z rodzi-
ny Toll-podobnych u ssakow 1 w kompleksie z CD14,
CD11b/CD18, po potaczeniu si¢ z LPS, fimbriami
bakteryjnymi, peptydoghkanem bakterii Gram-ujem-
nych, kwasami uronowymi bakterii Gram-dodatnich,
bakteryjnym HSP60 oraz biatkami wirusa syncytlal-
nego — RSV, bardzo silnie aktywuje uktad odpornos-
ciowy cztowieka (3). Stwierdzono takze (10), ze ho-
mologia sekwencji aminokwasowej TLR9 u psow
wynosi 80-90% w stosunku do TLRO kota, bydta, czto-
wieka, myszy 1 §wini (10) Takze podobienstwo w bu-
dowie strukturalnej i zawartosci LRR (leucme rich
repeats) w tym TLR, spowodowato, ze sugeruje sig, iz
rola jego w infekcjach u pséw jest zblizona do roli,
jaka opisano u ludzi, jako Ze znacznik ten bierze udziat
u zwalczaniu infekcji bakteryjnych, w tym roéwniez
przy zakazeniu Mycobacterium tuberculosis i Chla-
mydia sp. oraz w zakazeniach wirusowych, migdzy
innymi wirusami HSV-1, HSV-2, RSV i MCMV (3).

Koty

U tych zwierzat opisano istnienie dziewigciu recep-
torow Toll-podobnych, to jest od 1 do 9 (TLR1-TLR9)
(1, 11). Badania z Wykorzystaniem metody real-time
PCR, wykazaly iznajwigcej TLR1 znajduje sig¢ w §le-
dzionie, co moze sugerowa¢ zasadnicza rolg tego re-
ceptora w reakcjach odpornosciowych, w tym waznym
narzadzie limfatycznym (11). Natomiast stwierdzona
wysoka ekspresja TLR2-TLRS oraz TLR8 i TLR9
u kotéw w krezkowych weztach chtonnych, przy sto-
sunkowo matej ilosci TLR1, 4 i 6, moze sugerowac
ograniczong zdolno$¢ aktywacji UO po zwiazaniu sig
ich z lipopeptydami (TLR1 i TLR6) i lipopolisachary-
dami (TLR4) (11). Najwyzsza koncentracj¢ TLR719
wykazano w grasicy (11), zas§ TLR4 na komorkach
ptuc, pecherza moczowego oraz na leukocytach krwi
obwodowej (1). W mniejszych ilosciach TLR4 rejes-
truje si¢ na komorkach nerek, watroby, §ledziony oraz
jelita grubego, natomiast najmniejsze ilo§ci notowano
w trzustce 1 jelicie cienkim (1). Dowiedziono takze,
ze podobienstwo TLR4 u kotow w stosunku do TLR4
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u psow wynosi 77,6% oraz 62-78% do TLR4 u czto-
wieka (1). Udowodniono takze, ze znacznik TLRS
wiazac si¢ z flagellina bakterii, zwigksza odpornos¢
u kotéw, co zgodne jest z jego opisana rolg u ludzi,
gdzie stwierdzono takze (3) wzrost odpornosci po po-
taczeniu sig jego z flagelling, w wyniku aktywacji mo-
nocytow, komorek DC, NK, a takze limfocytow T.
Drab

U drobiu opisano obecnos¢ TRL1-6 oraz TLR10 (8,
12, 14). Ze wzgledu na fakt, ze ptaki posiadaja zdecy-
dowanie inna konstrukcje genomu w poréwnaniu do
ssakow, stwierdza si¢, ze roéznice dotyczace TLR
u ptakow nie tylko wynikaja z ich struktury i funkcji,
ale takze z drdg ich aktywacji (15). Stwierdzono, ze
podobienstwo TLR2 i TLR4 u drobiu w stosunku do
analogicznych receptorow u cztowieka, wynosi tylko
okoto 55% (12, 14). Najwigksza ilo§¢ TLR w tkan-
kach drobiu (oznaczonych jako chTLR) dotyczyta re-
ceptoréw chTLR1, 3, 4, 5, 6, 10 (12). Wykazano, ze
duza ekspresja chTLR1,6 1 10 jest na komoérkach $le-
dziony i nerek, natomiast analogiczna ekspresje
chTLR4 stwierdzono na makrofagach, w tym takze na
komorkach Browicz-Kupftera w watrobie (12). Okres-
lono takze, ze najistotniejszymi z punktu widzenia
immunologii u ptakow sa: chTLR1, chTLR2 i chTLR7,
gdyz najwyzsza ich ekspresj¢ stwierdza si¢ w §ledzio-
nie 1 watrobie (12). Ponadto, ze wzgledu na miejsce
wystgpowania, chTLR2 u tych zwierzat, podzielono
je nadwa typy: chTLR2 typ I, wystgpujacy na hetero-
filach i komorkach T z receptorem TCRaf+ oraz
chTLR2 typ II, wystgpujacy w wigkszosci na komor-
kach B posiadajacych receptor CD8+ (8, 12, 14). Ist-
nieje hipoteza, iz obecnos$¢ dwoch typoéw chTLR2
zwiazana jest z duplikacja pierwotnej formy tego re-
ceptora u ptakow (8). Wykazano (8), ze typ I chTLR2
cechuje si¢ mniejsza reaktywnoscia na receptory takie
jak MALP-2, w porownaniu z typem 2 chTLR2 i jest
mniej aktywny w wyniku polaczenia si¢ z LPS. Nato-
miast chTLR2 typu II pod wzglgdem funkcjonalnos$ci
posiada cechy zblizone do TLR2 u ludzi, jako ze ak-
tywnosc jego powstaje po potaczeniu si¢ z hpoprote-
inami 1 LPS bakteryjnym (8). Dowiedziono réwniez
(14), ze chTLR2 typu II oraz chTLR4 odpowiadaja
u ptakow za wzrost odpornosci w trakcie zakazen
Escherichia coli, Staphylococcus aureus 1 Mycobac-
terium bovis. Udowodniono takze, ze chTLR4 (3, 14),
podobnie jak ma to miejsce u cztowieka i u myszy,
bierze udzial w wzbudzaniu odpornosci wobec Sal-
monella enterica serovar Typhimurium i najwigkszy
konserwatyzm strukturalny wykazuje jego domena
TIR. Dil i wsp. (4), wykazali, ze wystgpowanie u dro-
biu TLR2 i TLR4 moze zaleze¢ od gatunku ptakéw,
jako ze rozne gatunki tych zwierzat wykazuja odmien-
na odpornos¢ na patogeny, takie jak E. coli, S. flexne-
ri, S. marcensces, S. typhimurium, a odporno$¢ ta wa-
runkowana jest niezaleznie od gatunku drobiu hetero-
filami (odpowiedniki neutrofili u ssakéw) (6). Dowie-
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dziono réwniez (15), ze transmisja sygnatu TLR u dro-
biu charakteryzuje si¢ obecnos$cia swoistej dla drobiu
molekuty LEAP-2 (liver-expressed antimicrobial pep-
tide), ktérej nie zarejestrowano u ssakow.

Podsumowanie

Receptory Toll-podobne staly si¢ ogromnie istotnym
elementem w zrozumieniu mechanizmu aktywacji
uktadu odpornosciowego, a badania pokazuja, ze
znaczniki te sa nie tylko wazne u cztowieka i myszy,
wokot ktorych koncentrowaty si¢ dotychczasowe ba-
dania (4, 21-26), ale takze u zwierzat gospodarskich.
Natomiast poznanie drég aktywacji UO u ssakdéw po-
przez TLR, w tym u zwierzat gospodarskich, moze
przyczyni¢ si¢ do blizszego poznania mechanizméw
wspomagajacych dziatanie UO i poprawy stanu zdro-
wia zwierzat, bez ktdrych srodowisko zycia cztowie-
ka bytoby niewyobrazalnie ubogie.
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