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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Komorki regulatorowe to bardzo niejednorodna populacja limfocytéw T. Uwaza sig, ze moga po-
wstawac zaréwno w grasicy, jak i na obwodzie. Niektorzy badacze przypuszczaja, ze kazda popu-
lacja limfocytéw T moze na obwodzie réznicowac si¢ w komorki petniace funkcje regulatorowe.
Komorki regulatorowe stanowia w ostatnich latach obiekt bardzo intensywnych badan — zaobser-
wowano bowiem, ze biora one udziat w utrzymywaniu homeostazy limfocytéw T oraz zapobiega-
ja powstawaniu choréb autoimmunizacyjnych, alergii i wszelkiej nadwrazliwosci. W czasie cia-
zy uczestniczg tez w wyksztatcaniu tolerancji na ptéd. W sztucznie stworzonej przez cztowieka
sytuacji, jaka jest przeszczep, komorki regulatorowe przyczyniaja si¢ do wyksztatcenia i utrzy-
mywania tolerancji dla przeszczepionej tkanki lub komérek oraz zapobiegaja reakcji przeszczep
przeciwko gospodarzowi. Jednoczesnie jednak komorki te sa odpowiedzialne za mniejsza od-
pornos¢ na nowotwory i infekcje. Dotychczas zgromadzone dane dotyczace komorek regulato-
rowych nie pozwalaja na ustalenie jednoznacznej charakterystyki ani sposoboéw ich identyfika-
cji. Mozna to ttumaczy¢ istnieniem wielu populacji tych komorek, a takze r6znych mechanizméw
ich dziatania w zaleznosci od modelu badawczego. Sprzeczne wyniki doSwiadczen in vitroi in
vivo, a takze brak pewnosci co do przetozenia wynikéw badan prowadzonych na zwierzgtach la-
boratoryjnych na efekty u ludzi powoduja, ze ewentualne zastosowanie komorek regulatorowych
w praktyce klinicznej jest na razie kwestia odlegta, cho¢ budzaca wielkie nadzieje. Celem niniej-
szego artykutu jest usystematyzowanie dotychczas zgromadzonej wiedzy na temat komorek re-
gulatorowych i przedstawienie mozliwosci wykorzystania ich w transplantologii.

tolerancja transplantacyjna ¢ komérki regulatorowe * ,taczona” supresja ¢ ,zarailiwa”
tolerancja ° leki immunosupresyjne ° reakcja przeszczep przeciwko gospodarzowi

Summary

Regulatory cells comprise a highly heterogeneous T-cell population. It is assumed they are gene-
rated both in the thymus and periphery. According to some immunologists, any T-cell population
has the potential to differentiate into cells with regulatory properties in the periphery. Following
the discovery of their role in maintaining T-cell homeostasis and their ability to prevent autoim-
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mune disease, allergy, and other types of hypersensitivity, regulatory cells have been the focus of
intense studies over the last decade. During pregnancy, regulatory cells are believed to mediate to-
lerance to the fetus. In the unnatural event of transplantation, regulatory cells induce and mainta-
in tolerance to the transplanted tissues or cells and prevent graft-versus-host disease. At the same
time, however, regulatory cells are responsible for decreased immunity against tumors and infec-
tions. The data which have emerged to date concerning regulatory cells have not allowed them
to be definitively identified nor their characteristics to be clearly defined. This may be due to the
existence of various regulatory cell populations as well as different modes of action depending
on the experimental model. Contradictory in vitro and in vivo results and the lack of certainty as
to how the results of animal trials correspond with the human model are why the notion of har-
nessing regulatory cells as therapeutic agents is still a distant one, although raising great hopes.
The aim of the following article is to make sense of the patchwork of available data concerning

regulatory cells and review the potential use of these cells in the field of transplantation.
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TOLERANCJA ORGANIZMU

Tolerancja immunologiczna to wyselekcjonowany brak
odpowiedzi organizmu na okre§lone antygeny — uktad
odpornosciowy nie rozwija odpowiedzi na dany antygen
przy zachowaniu prawidlowej odpowiedzi na inne antyge-
ny. Tolerancja na autoantygeny wyksztatcana jest w cen-
tralnych narzadach limfatycznych w procesie dojrzewa-
nia limfocytéw T i B. Limfocyty rozpoznajace wtasne
antygeny prezentowane przez komorki prezentujace an-
tygen (APC) ulegaja apoptozie. Na wypadek, gdyby lim-
focyty takie wydostaty si¢ jednak na obwdd, istnieja me-
chanizmy zabezpieczajace organizm przed ich atakiem na
tkanki organizmu. Mechanizmy te, zwane mechanizmami
tolerancji obwodowej, obejmuja delecje i anergi¢ klonal-
na, ignorancje, a takze aktywna supresje przez komorki
regulatorowe. Te same mechanizmy uczestnicza w induk-
¢ji i utrzymaniu tolerancji na obce antygeny, np. antyge-
ny przeszczepu, przy czym zasadnicza rol¢ odgrywaja ko-
morki regulatorowe.

Pojawienie si¢ w organizmie obcych antygenéw induku-
je aktywacje swoistych limfocytéw T. Alloantygeny dawcy
moga by¢ rozpoznane przez komoérki biorcy na dwa sposo-
by: bezposredni i posredni. Bezposrednio nienaruszony anty-
gen dawcy prezentowany jest limfocytom T na APC dawcy.
Posrednio antygeny dawcy sq przetworzone i prezentowane
na komoérkach APC biorcy. Ten drugi sposéb zdecydowanie
przewaza w regulacji odpowiedzi immunologiczne;j.

Po transplantacji, leukocyty znajdujace si¢ w przeszczepio-
nej tkance migruja poza organ dawcy i dostaja si¢ do we-
ztéw chlonnych biorcy. Tak inicjowany jest proces odrzucania
przeszczepu. O ile przez podanie lekéw immunosupresyj-
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nych lub indukcje tolerancji dla alloantygenéw dawcy przed
dokonaniem przeszczepu mozna zapobiec jego odrzuceniu,
o tyle migracja leukocytow na ogét nie zostaje zahamowana.
Diugotrwale akceptowane przeszczepy zasiedlane sa zwy-
kle przez niewielka liczbg leukocytow dawcy; sama prze-
szczepiona tkanka moze wtedy nie mie¢ odpowiednio silne-
go sygnatu kostymulujacego do zaindukowania odpowiedzi
naiwnych limfocytéw T (limfocytéw, ktére nie zetknetly sig
jeszcze z antygenem) bezposrednio. Limfocyty biorcy re-
agujace na alloantygeny prezentowane posrednio moga na-
tomiast otrzymywac stymulacj¢ nieustannie. Dowiedziono,
ze komorki regulatorowe wymagaja takiej ciagtej stymula-
¢cji, aby utrzymywac swoja funkcje, zaréwno po podaniu an-
tygenu [10], jak i transplantacji narzadu [27]. Giéwna role
w utrzymywaniu tolerancji organizmu na obce antygeny ma
wigc prezentacja allopeptydéw dawcy na APC biorcy.

Biorcy przeszczepdw alogenicznych musza otrzymywac
leki hamujace odpowiedZ uktadu immunologicznego bior-
cy na antygeny dawcy. Wigkszos¢ lekéw immunosupresyj-
nych stosowanych w transplantologii w spos6b nieswoisty
hamuje aktywacje limfocytéw T, co zwigksza ryzyko in-
fekcji 1 innych powiktan potransplantacyjnych, a najpraw-
dopodobniej uniemozliwia tez powstawanie swoistych
wzgledem antygendéw przeszczepu komorek regulatoro-
wych. Wyzwaniem dla wspéiczesnej nauki jest zwigksze-
nie swoistosci terapii immunosupresyjnej; wielkie nadzieje
poktada si¢ w opracowaniu terapii wykorzystujacej wyste-
pujace w organizmie komorki regulatorowe.

IDENTYFIKACJA KOMOREK REGULATOROWYCH

Nie okreslono jeszcze ostatecznie swoistych dla komérek
regulatorowych markeréw, obecnych zaréwno w organi-
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Tabela 1. Populacje komdrek regulatorowych

Fenotyp Nazwa Funkga Mechanizm dziatania
DA-+CD25+ naturalne komérki zapewnienie homeo§tazy, ochr.ona,p.rzed autoimmunizacja bezposredni kontakt
requlatorowe, Trn i nadwrazliwoscia
D4+ THT* regulacja komérek TH2 IFN-y
(D4+ TH2* requlacja komérek TH1 IL-4
D+ TH3 (zwane tez TR2) tolerancja pokarmowa i nosowa, ochrona przed TGF-B
autoimmunizacjg
(D4+ TR1 ochrona tkanek wtasnych przed atakiem limfocytéw TH IL-10
(D8+ TR1lubTR2 prawdopodobnie indukcja tolerancji pokarmowej IL-10/TGF-B
(D8+(D25+ (D8+(D25+ podobnie jakTrm bez""“fg;‘_‘é“’“takt'
(D8-+(D28- TS wyciszanie odpowiedzi immunologicznej (modulacja DC) mterakqnaazDIicgandem
M. zapobieganie odrzucaniu przeszczepu (hamowanie :
(D4—(D8-TCRap+ DN limfocytéw CD8-+) Fas-FasL
TCRoB-+NK1.1+ NKT tolerancja obwodowa; dziatanie cytotoksyczne IL-4, IFN-y, TGF-B
(przeciwnowotworowe)
TCRy6+ TCRyS supresja odpqwiedz_i przeciwnpwotworowej 1L-10, TGF-B
i przeciwzakaznej

* Niektorzy badacze nie zaliczaja tych dwdch populacji do komérek regulatorowych

zmach kontrolnych, jak i poddanych dziataniom ekspery-
mentalnym. Takim dziataniem moze by¢ stymulacja przez
alloantygen lub terapia przeciwcialami monoklonalnymi
czy lekami immunosupresyjnymi.

Najszerzej opisywana w literaturze populacja komoérek re-
gulatorowych sa limfocyty T o fenotypie CD4*CD25%, na-
zywane Trn. W odréznieniu od aktywowanych limfocytéw
CD4*, wykazujacych jedynie przejSciowa ekspresje mar-
kera CD25, czyli podjednostki o receptora interleukiny 2
(IL-2), Trn wykazuja stala ekspresj¢ na wysokim pozio-
mie. Sg one wytwarzane w grasicy w sposob ciagly: w za-
chodzacym tam procesie dojrzewania i selekcji limfocyty
rozpoznajace autoantygeny moga ulec apoptozie lub réz-
nicowac si¢ w komérki Trn. Komérki o tym samym feno-
typie wystepujace na obwodzie sa podobne funkcjonal-
nie, jednak sposoby powstawania obwodowych antygenowo
swoistych limfocytéw CD4*CD25* i innych komérek regu-
latorowych nie zostaty jeszcze do korica zbadane (w przy-
padku izolowanych z ludzkiej krwi obwodowej komoérek
o fenotypie CD4*CD25* wykazujacych cechy mysich ko-
morek Trn nie ma pewnosci, czy powstaty one w grasicy
czy na obwodzie, jednak dla uproszczenia beda tu nazy-
wane Trn). Populacjami, ktérych obecnos¢ stwierdzono
u zdrowych myszy i ludzi, niepoddawanych dziataniom
zadnych czynnikéw, sa Trn (stanowia one 5—-10% limfo-
cytéw CD4* obecnych we krwi obwodowej u myszy, u lu-
dzi — nie wigcej niz 2%; wystepuja tez w narzadach limfa-
tycznych), CD8*CD25* (stanowiace ponizej 1% populacji
komérek CDS8* u myszy), naturalne limfocyty T cytotok-
syczne (NKT) oraz komérki T, 1. Komoérki reprezentuja-
ce wszystkie te populacje mozna tez wytworzy¢ przez po-
danie antygenu. Dotychczas zbadane fenotypy komoérek

regulatorowych, wystgpujacych naturalnie lub mozliwych
do zaindukowania przez podanie myszom antygenu, przed-
stawia tabela 1.

CHARAKTERYSTYKA NATURALNYCH KOMOREK REGULATOROWYCH
(Trn)

Nabycie przez Trn zdolnosci supresorowych wymaga ak-
tywacji antygenem [77]. Jesli juz zostang zaktywowane,
komorki te dziataja w sposob catkowicie antygenowo nie-
swoisty [70], co znacznie wzmaga wywotywany przez nie
efekt supresorowy. Trn sa anergiczne i niezdolne do pro-
liferacji in vitro [64]. Dodanie do hodowli IL-2 powodu-
je jednak czgSciowe przetamanie stanu anergii i prolifera-
cje [53,67]. Dojrzate, spoczynkowe limfocyty Trn myszy
i ludzi wykazuja fenotyp komérek juz zaktywowanych an-
tygenem: wysoka ekspresje¢ czasteczek, takich jak CD44
i CD54 (czasteczka adhezyjna ICAM), a przede wszyst-
kim CD25. Wykazuja wysoka i stata ekspresjg CD25, co
odréznia je od zaktywowanych komérek z populacji CD4*
i CD8* (réwniez T 11 T,2), wykazujacych nizsza i przej-
Sciowa ekspresje tego markera. Ponadto, w odréznieniu od
aktywowanych limfocytéw CD4* wykazujacych fenotyp
CD62L"" (CD62L to selektyna L), spoczynkowe Trn okre-
§la si¢ jako CD62LMe" [18]. Na to, ze komorki te zetkngly
si¢ juz z antygenem, wskazuje tez wykazywany przez nie
fenotyp komérek pamigci: niemal wszystkie komorki Trn
zawieraja sie w populacji CD45RB"" u myszy [4] i w po-
pulacji CD45RB*CD45RO" u ludzi [63].

U osobnikéw niewytwarzajacych IL-2 (myszy IL-2 KO —
majacych knock out genu IL-2) Trn w ogdle nie wystepuja —
cytokina ta jest niezbedna w procesie ich powstawania [53].
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Wykazano tez jej udziat w przezywaniu i ekspansji komo-
rek na obwodzie [48]. Blokada receptora IL-2 catkowicie
neutralizuje zdolnosci supresorowe Trn in vitro [17]. U my-
szy z niefunkcjonalnymi genami kodujacymi czasteczki ko-
stymulujace (CD28 na limfocytach T, B7 i CD40 na APC)
liczba limfocytéw Trn jest znacznie obnizona, co mozna thu-
maczy¢ spadkiem wytwarzania tych komorek w grasicy lub
niezdolnos$cia do przezycia na obwodzie. Wystgpujace w nie-
wielkich ilosciach komérki Trn wykazuja jednak wszelkie
funkcje regulatorowe in vivo i in vitro — czasteczki kosty-
mulujace nie sa wigc konieczne do petnienia przez nie funk-
cji efektorowych. Trn charakteryzuja si¢ ekspresja czynnika
transkrypcyjnego zwanego Foxp3. Wiadomo, ze aktywu-
je on transkrypcje biatka skurfiny, jednak nieznane sa inne
aktywowane geny ani ich udziat w petnieniu funkcji supre-
sorowych. U myszy Foxp3~~ wyksztalcaja sie patologiczne
objawy, typowe dla osobnikéw pozbawionych komérek Trn.
Myszy transgeniczne o zwigkszonej ekspresji Foxp3 maja
wigcej komoérek Trn niz normalne myszy [39]. Wyniki badan
nie pozostawiaja watpliwosci, ze Foxp3 petni gtéwna role
w powstawaniu i petnieniu funkcji przez te komorki.

Przekazywanie sygnatu przez CD28 hamuje zdolnosci su-
presorowe Trn [64] — aktywno$¢ komérek promowana jest
przy stabym sygnale aktywacyjnym. Komérki te wykazuja
konstytutywna ekspresje czasteczki CTLA-4 (CD152, an-
tygen 4 zwiazany z cytotoksycznymi limfocytami T), kt6-
ra nalezy do tej samej rodziny co CD28, jednak dziata do
niej antagonistycznie i jest odpowiedzialna za wspomaga-
nie supresyjnej aktywnosci komérek Trn. Obserwuje sig
tez wysoka i konstytutywna ekspresje¢ czasteczki GITR
(indukowanego przez glukokortykoidy receptora TNF —
czynnika martwicy nowotworu); przekazywanie sygnatu
za posrednictwem GITR ostabia wtasciwosci supresorowe.
Trn nie wytwarzaja IL-2, nie stwierdzono u nich obecno-
Sci mRNA dla tej cytokiny. Wykazuja natomiast ekspresjg
mRNA dla IL-10, TGF-B oraz IL-4, jednak cytokin tych
nie wydzielaja in vitro [52], cho¢ w wielu pracach sugeruje
si¢ wydzielanie IL-10 in vivo i udziat tej cytokiny w pet-
nieniu przez komorki regulatorowe funkcji efektorowych
[28]; rola TGF-B pozostaje sporna.

Gromadzenie si¢ limfocytéow CD4* i CD8* na obwodzie
u osobnikéw IL-2 KO oraz wystgpowanie u nich rozma-
itych choréb autoimmunizacyjnych stanowia dowdd po-
wszechnie uznawanej tezy, ze Trn sprawuja piecz¢ nad
homeostazg limfocytéw T i chronia organizm przed wy-
stapieniem choréb autoimmunizacyjnych. Jest wiele in-
nych dowodéw, np. transfer do tymektomizowanych my-
szy zawiesiny tymocytéw zdrowych osobnikéw, zubozonej
o populacj¢ komoérek Trn, wywoluje takie same objawy
chorobowe. Wystapieniu tych objawéw mozna zapobiec
dokonujac w porg transferu komérek Trn, lub przynajm-
niej je ztagodzié, jesli Trn podane zostana w dtuzszym od-
stgpie czasu po podaniu tymocytéw [61].

Tak samo, jak limfocyty Trn moga hamowa¢ odpowiedZ na
autoantygen, moga tez hamowa¢ odpowiedZ na patogeny
(usunigcie populacji Trn prowadzi tez do powaznych zabu-
rzen w odpowiedzi na antygeny bakteryjne). Zbadano, ze
komoérki te wykazuja ekspresje pewnych receptoréw Toll-
podobnych, obecnych tez na APC, uczestniczacych w roz-
poznawaniu wzorcéw molekularnych zwiazanych z pato-
genami [60]. Komérki Trn wymagaja jednak znacznie

wigkszych stgzen antygenéw bakteryjnych, by pobudzona
zostata ich aktywnos¢ supresorowa, niz APC, aby dojrzec
i moc aktywowac komorki efektorowe. Drugim mechani-
zmem zabezpieczajacym przed supresja odpowiedzi immu-
nologicznej przez komdrki regulatorowe w sytuacji, kiedy
odpowiedz taka jest potrzebna, np. w czasie infekcji bak-
teryjnej, jest brak wrazliwosci silnie zaktywowanych ko-
morek efektorowych na regulacj¢ przez komérki Trn [8].
Ponadto, zaktywowane APC wytwarzaja cytokiny (np. IL-
6), ktére hamuja aktywnos¢ Trn. Wreszcie same komor-
ki Trn sa odpowiedzialne za zwrotne hamowanie wtasnej
aktywnosci, poniewaz hamuja wytwarzanie IL-2 przez ko-
morki docelowe, a cytokina ta jest niezbgdna do wykony-
wania przez komérki regulatorowe funkcji supresorowych.
Dlatego giéwna rola komérek Trn w modulowaniu odpo-
wiedzi organizmu na infekcj¢ polega na zapobieganiu lo-
kalnej lub ogdlnoustrojowej patologii, takiej jak szok sep-
tyczny prowadzacy do niszczenia tkanek organizmu.

SWOISTE MARKERY KOMOREK REGULATOROWYCH

Lista kandydatéw swoistych dla komoérek regulatorowych
markeréw stale si¢ powigksza. Do najczesciej wymienia-
nych naleza: CD45RB, CTLA-4, GITR oraz CD122 (tan-
cuch B receptora IL-2). Obecnosé tych czasteczek obserwu-
je sig¢ w komérkach Trn myszy i ludzi. Zaden z dotychczas
analizowanych markeréw nie spetnia jednak kryterium wy-
facznosci 1 stabilnosci. Charakterystycznym dla komorek re-
gulatorowych wydaje si¢ natomiast czynnik transkrypcyjny
Foxp3, znaleziony po raz pierwszy w komdrkach Trn.

U myszy, wigkszo$¢ naiwnych limfocytéw CD4* wykazuje
duze stgzenie CD45RB, natomiast limfocyty, ktére zetkng-
ly si¢ juz z antygenem — mate. Aktywnos¢ regulatorowa
obserwuje si¢ w populacji CD4*CD45RB"". Zaréwno na-
turalnie wystepujace komoérki Trn i CD8*CD25*, jak i ko-
morki CD4*CD25* wystepujace u ludzi i myszy dos§wiad-
czalnych, wykazuja konstytutywna ekspresje CTLA-4. Jego
ekspresja wydaje si¢ wspomagac regulatorowa dziatalnosé
komodrek, jednak nie jest dla nich swoista. Wysoka ekspre-
sje GITR obserwuje si¢ u limfocytéw Trn i CD8*CD25*,
a takze u limfocytéw T3, T, 1 i T, 2 po kontakcie z anty-
genem; przekazywanie sygnatu przez GITR moze znosi¢
supresyjne dziatanie komorek regulatorowych. Ekspresje
CD122 wykazuja ludzkie komérki Trn, natomiast nie stwier-
dzono zwiazku jego ekspresji z regulatorowa aktywnoscia
u myszy. W przeciwienistwie do CD25, CTLA-4 i GITR,
ekspresji Foxp3 nie mozna indukowaé przez aktywacje¢ na-
iwnych limfocytéw T. Ten czynnik transkrypcyjny wyste-
puje zaréwno u ludzi jak i myszy, w limfocytach CD25*
(z populacji CD4* i CD8*) wystepujacych w grasicy i na
obwodzie, réwniez tych wytworzonych w procesie ,,za-
razliwej tolerancji” [82]. Nie stwierdzono jego obecnosci
w innych populacjach komérek regulatorowych. Warto jed-
nak zaznaczy¢, ze wprowadzenie genu Foxp3 do naiwnych
limfocytéw T zmienia je pod wzglgedem fenotypu i funk-
cjonalnie w komorki regulatorowe [30].

W praktyce laboratoryjnej, w celu wyodrebnienia populacji
Trn badacze wciaz opieraja si¢ na wysortowaniu komorek
o fenotypie CD4*CD25*. Komorki T3, T, 11 T,2 wyodreb-
niane sg z populacji CD4* lub CD8* przede wszystkim na
podstawie wydzielanych cytokin supresorowych. W przy-
padku pozostatych populacji komérek regulatorowych, wy-
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mienionych w tabeli 1 (T, DN, NKT i TCRYd), identyfika-
cja odbywa si¢ na podstawie charakterystycznego, trwale
wyrazanego uktadu czasteczek powierzchniowych — patrz
tabela 1 (dla NKT nie znaleziono jednakze markera odréz-
niajacego komorki wykazujace aktywnos¢ cytotoksyczna
od wykazujacych aktywnos¢ regulatorowa).

EFEKTY DZIALANIA KOMOREK REGULATOROWYCH

Komorki regulatorowe moga oddziatywaé na inne limfo-
cyty T bezposrednio lub posrednio, wywierajac wptyw na
APC. Do modulacji APC w wyniku bezposredniego kon-
taktu zdolne sg limfocyty Trn [11] i T,. W przypadku tych
ostatnich efekt supresorowy wywotywany jest na skutek
oddzialywania niezidentyfikowanego liganda na komor-
ce T, z hamujacymi receptorami ILT-3 i ILT-4 znajduja-
cymi si¢ na jednym typie APC — komoérkach dendrytycz-
nych (DC) [12]. Inne komérki regulatorowe, takie jak T, 1
i T3, wywieraja wptyw na APC przez wydzielanie cyto-
kin supresorowych: IL-10 i TGF-f (transformujacy czyn-
nik wzrostu B). W wyniku kazdego z tych oddziatywan
migdzy komoérka regulatorowa a APC nastgpuje spadek
ekspresji czasteczek kostymulujacych — CD40 oraz CD80/
CD86, czyli B7 — na DC lub limfocytach B oraz zmniej-
szenie ekspresji czasteczek MHC na tych APC. Tak zmo-
dyfikowane APC nie przesylaja sygnatu kostymulujacego,
ktéry mégltby w petni zaktywowad efektorowe limfocyty T.
Indukuje to wejscie limfocytéw w stan anergii i moze pro-
wadzi¢ do powstania limfocytéw regulatorowych, np. T, 1
i T3. Stanowi to istote¢ samonapedzajacego sig¢ mechani-
zmu, w ktérym tolerogenne DC stymuluja naiwne limfo-
cyty T do zréznicowania w komorki regulatorowe, a ko-
morki regulatorowe stymuluja réznicowanie prekursoréw
DC w tolerogenne komérki dendrytyczne.

W wyniku bezposredniego oddziatywania na limfocyty
CD4*, komorki regulatorowe (Trn, T, 1, T,2) hamuja syn-
tezg IL-2 i proliferacj¢ limfocytéw, natomiast w przypad-
ku limfocytéw CD8* komérki regulatorowe (Trn, T 1, T2,
TCRYJ) najprawdopodobniej hamuja ich funkcje efekto-
rowe przy zachowaniu zdolnosci do proliferacji [45,48].
Komérki TCRYS moga tez wywieraé efekt supresorowy wo-
bec komoérek NK. Wykazano réwniez hamowanie przez ko-
morki Trn proliferacji i wytwarzania cytokin przez komor-
ki NKT, co uniemozliwia tym ostatnim pelnienie funkcji
cytotoksycznych wzgledem pewnych linii komérek nowo-
tworowych [7]. Supresorowa dziatalnos¢ jednej populacji
komérek regulatorowych — komérek DN, podwdjnie nega-
tywnych — polega na bezposrednim zabijaniu docelowych
komoérek CD8*. Wreszcie komoérki Trn i przypominajace je
komorki CD4*CD25* generowane in vitro moga powodowac
konwersje efektorowych limfocytéw T w fenotyp regulato-
rowy (infectious tolerance — ,,zarazliwa” tolerancja).

Zaktywowane komorki regulatorowe maja zdolnos¢ hamo-
wania aktywacji i/lub proliferacji limfocytéw odpowiada-
jacych na inne antygeny prezentowane przez t¢ sama APC.
Supresja jest wtedy antygenowo nieswoista. Dzigki temu
zjawisku (linked suppression — ,.faczona” supresja) i pro-
cesowi ,,zarazliwej” tolerancji komorki regulatorowe moga
stworzy¢ w obrebie przeszczepionej tkanki immunologicz-
nie uprzywilejowane mikrosrodowisko, w ktérym nie jest
rozwijana odpowiedZ immunologiczna przeciwko obcym
dla organizmu antygenom dawcy.

IMECHANIZMY DZIALANIA KOMOREK REGULATOROWYCH

Wyniki badani majacych na celu okreslenie mechanizméw
dziatania komoérek regulatorowych, a zwtaszcza roli cyto-
kin w petnieniu przez nie funkcji efektorowych, petne sa
sprzecznosci. Do niedawna panowato przekonanie (popar-
te wynikami badan in vitro), ze naturalnie wystepujace ko-
morki regulatorowe dzialaja w spos6b niezalezny od cyto-
kin, a te wygenerowane na obwodzie — poprzez wydzielane
cytokiny. Obecnie jednak proponuje sig, ze in vivo, W pew-
nych okoliczno$ciach, sam kontakt komorki Trn z komérka
docelowa nie wystarczy — wystgpowanie silnych sygnatéw
aktywujacych komérki prezentujace antygen powoduje ko-
niecznos¢ udziatu IL-10 czy TGF- w regulacji odpowie-
dzi immunologcznej [17]. Wyniki badan in vitro ttumaczy
si¢ tym, ze supresja przez bezposredni kontakt z komor-
ka docelowa moze by¢ dominujaca forma supresji, pozwa-
lajaca na ominig¢cie mechanizméw zaleznych od cytokin.
Innego wyjasnienia niespdjnych wynikéw dotyczacych za-
angazowania cytokin w wyksztatcaniu tolerancji na obce
antygeny mozna upatrywaé¢ w mechanizmie ,,zarazliwej”
tolerancji. W wyniku bezposredniego kontaktu z komorka
docelowa komorki Trn prowadza do powstania komorek
regulatorowych zdolnych do supresji w sposéb niezalez-
ny od kontaktu, a zalezny od cytokin: ,,zarazone”” komorki
CD4*CD25 staja si¢ przypominajacymi Trn komérkami
CD4+*CD25*, réwniez zdolnymi do generowania kolejnych
populacji komérek CD4*CD25*, jednakze za posrednic-
twem TGF- i IL-10 [82].

Wigkszos$¢ badaczy jest zgodna co do tego, ze aktywnos¢
komorek regulatorowych indukowanych na obwodzie, np.
T, 11T.2, jest Scisle zwigzana z wydzielaniem przez nie cy-
tokin. Bezposredni kontakt z komérka docelowa wydaje sig
konieczny tylko w niektérych przypadkach. Wyjatek stano-
wig przypominajace Trn indukowane komérki CD4*CD25%,
ktére moga wptywac na inne limfocyty T przez sam kon-
takt komorka-komorka [77].

RoLa cYTOKIN

IL-10 jest cytoking supresorowa, wywierajaca hamujacy
wplyw na r6znych poziomach odpowiedzi immunologicz-
nej. Powoduje ona hamowanie wytwarzania cytokin przez
komorki T, 1 i aktywowane makrofagi oraz obnizenie eks-
presji czasteczek MHC klasy II, ICAM-1 i B7. IL-10 wy-
dzielana przez niektére komorki regulatorowe hamuje funk-
cje efektorowe limfocytéw CD4+ i CD8* zaangazowanych
w odrzucanie przeszczepu. IL-10 hamuje tez regulatorowe
funkcje komérek DN. By¢ moze hamujacy wptyw tej cy-
tokiny na populacje komérek regulatorowych zaangazowa-
nych w promowanie tolerancji organizmu ttumaczy sprzecz-
ne wyniki eksperymentéw z udziatem IL-10 (w niektérych
modelach transplantacji egzogenna IL-10 przedtuzata czas
przezycia przeszczepow serca u myszy [57], w innych —
wrecz przyspieszata odrzucanie przeszczepu [56]).

Zdecydowana wigkszos¢ doswiadczen in vivo potwierdza
udziat IL-10 w rozwijaniu tolerancji transplantacyjnej przez
komérki regulatorowe. U myszy niezdolnych do wytwarza-
nia IL-10 (myszy IL-10 KO [55]) lub jej wigzania (w wyni-
ku podawania przeciwciat przeciw receptorowi IL-10 [40])
obserwuje sig¢ ostre odrzucanie przeszczepu, wynikajace
z niezdolnosci komérek Trn (lub CD4*CD45RB™" w dru-
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gim doswiadczeniu) do petnienia funkcji efektorowych.
W przypadku ludzkich komérek T, 1 réwniez wykazano
wydzielanie IL-10 jako cytokiny efektorowej in vitro [35].
Tylko nieliczne badania podwazaja rolg IL-10 w tolerancji
transplantacyjnej [69].

Rola TGF- budzi wigcej kontrowersji. Wigkszo$¢ wyni-
kéw badari in vitro wskazuje, ze TGF-3 nie jest potrzebny
do petnienia funkcji efektorowych przez komérki Trn [69];
wykazano tez prawidtowe petnienie funkcji efektorowych
komérek Trn myszy pozbawionych TGF-f [54]. W innych
badaniach wykryto jednak obecno$é TGF-3 zwiazanego
na powierzchni komoérek Trn po ich aktywacji, a cytokina
ta byta niezbgdna do podtrzymania funkcji efektorowej ko-
morek [51]. Niedawno wykazano role TGF- w petnieniu
przez Trn funkcji efektorowych in vivo [S0].

Niektérzy wskazuja na powiazanie IL-10 z TGF-f. IL-10
wzmaga bowiem ekspresje¢ receptora TGF-f3 na aktywowa-
nych i spoczynkowych limfocytach T. Z kolei TGF-3 moze
indukowad wytwarzanie IL-10 przez APC [46]. TGF-f r6w-
niez wykazuje silne dziatanie supresorowe, hamujac ak-
tywacje makrofagéw oraz proliferacje¢ limfocytéw T i B.
TGF- hamuje wytwarzanie IL-2 i ekspresjg receptoréw dla
niej, jednak przy dostatecznie duzym stg¢zeniu IL-2 w oto-
czeniu dziata na limfocyty kostymulujaco, prowadzac do
podwyzszenia ekspresji CD25, CTLA-4, CD154, GITR
i CD122, a to prowadzi do powstawania nowych komoérek
CD4+*CD25* o wlasciwosciach regulatorowych [82].

Wyniki niektérych badan nad rola IL-4 sugeruja, ze cyto-
kina ta moze byc¢ istotna przy indukcji, ale nie utrzymy-
waniu, tolerancji dla tkanek przeszczepu przez komorki
regulatorowe [28]. Wigkszos¢ badaczy wyklucza jednak
jakikolwiek udziat IL-4 [69].

UbziAL CZASTECZEK POWIERZCHNIOWYCH

myszom przeciwciat blokujacych CTLA-4 hamuje dziata-
nie komérek Trn [40], a zdolnosci supresorowe in vivo tej
populacji komérek wyizolowanych od myszy niewytwa-
rzajacych CTLA-4 sa stabe [65]. Wykazano rolg CTLA-4
u myszy z trwale akceptowanymi przeszczepami wysp
trzustkowych [62].

Nie jest pewne, w jaki sposob czasteczka CTLA-4 moze
by¢ zwiazana z funkcjami efektorowymi komérek regula-
torowych. By¢ moze preferencyjnie wiaze si¢ z czastecz-
kami CD80 i CD86, nie dopuszczajac do przekazywania
sygnatu przez CD28 i tym samym nie dopuszczajac do ha-
mowania funkcji supresorowych komérek regulatorowych.
Innym wytlumaczeniem moze by¢ indukcja wytwarzania
TGF-P przez komérki CD4* w wyniku wigzania CTLA-4
[21]. By¢ moze mechanizmy dzialania CTLA-4 sa wigc
wspdlne z mechanizmami dziatania IL-10.

Badania ekspresji gendw u myszy dowiodty, ze przekazy-
wanie sygnatu przez GITR odgrywa role¢ w hamowaniu ak-
tywnosci supresorowej komoérek Trn [49]. Stwierdzono eks-
presje liganda tego receptora na réznych typach APC (DC,
makrofagach i limfocytach B) [71]. By¢ moze w obecno-
Sci sygnaléw zapalnych na DC zwigksza si¢ ekspresja li-
ganda GITR i komorki regulatorowe sa inaktywowane. Nie
stwierdzono udziatu GITR w hamowaniu supresji w przy-
padku ludzkich komoérek Trn [44].

Molekularne podstawy oddziatywania limfocytéw DN na
komoérki docelowe (aktywowane komoérki CD8*) zostaly
dos¢ doktadnie poznane. Funkcja regulatorowa komorek
DN opiera si¢ na przekazywaniu sygnatu przez TCR i od-
dziatywaniu Fas-FasL. W procesie zabijania komérek do-
celowych gtéwna rolg odgrywa biatko powierzchniowe Ly-
6A, obecne na DN [81].

PoWSTAWANIE KOMOREK REGULATOROWYCH W GRASICY

Nie udato si¢ jeszcze ustali¢ mechanizmu, dzigki ktére-
mu pewne komorki regulatorowe wywieraja swoje funk-
cje efektorowe przez sam kontakt z komoérka docelowa.
Wykazano taka zdolnos$¢ u limfocytéw Trn, przypomina-
jacych je komdrek CD4+*CD25* generowanych in vitro oraz
komoérek CD8*CD25*.

Prawidtowe funkcjonowanie in vitro komérek Trn myszy
transgenicznych pozbawionych genu CD28 lub CD40 wska-
zuje na brak udzialu czasteczek kostymulujacych w wy-
wieraniu wptywu na komoérki docelowe [69]. Zwiazanie
czasteczki CD28 przez podanie odpowiednich przeciw-
cial, potaczone ze stymulacja przez TCR, prowadzi wrecz
do przetamania stanu anergii i utraty zdolnosci supreso-
rowych komérek Trn u myszy [64,69]. Symulacja przeka-
zywania sygnalu przez CD28 przez podanie przeciwciat
anty-CD28 nie redukuje supresji wywotywanej przez ludz-
kie komorki Trn [34].

Komérki Trn wykazuja konstytutywna ekspresj¢ czastecz-
ki CTLA-4, ktéra negatywnie reguluje aktywacj¢ limfo-
cytow T. W wigkszosci opisywanych doswiadczen doty-
czacych ludzkiej populacji Trn nie stwierdza si¢ udziatu
czasteczki CTLA-4 w petnieniu przez nie funkcji efektoro-
wych in vitro, cho€ jej ekspresja (podobnie jak w przypad-
ku komoérek mysich) wzrasta po aktywacji [35]. Podanie

Komérki Trn powstaja w grasicy w trzecim dniu zycia my-
szy (ustalono to na bazie eksperymentéw, w ktérych wy-
konywano tymektomi¢ na myszach) [6]. Delecja tej popu-
lacji prowadzita do niekontrolowanej ekspansji komoérek
CD4*CD25" rozpoznajacych antygeny wtlasne i rozwoju
choréb autoimmunizacyjnych. Do powstania komérek Trn
niezbgdna jest ekspresja endogennie rearanzowanych fan-
cuchéw TCRa lub TCRP — u myszy pozbawionych genu
RAG-2 komérki Trn nie powstaja [32]. W procesie powsta-
wania komoérek Trn w grasicy nie uczestnicza DC [37]. Trn,
podobnie jak inne limfocyty, oddziatluja z prezentowany-
mi w grasicy kompleksami peptydéw wiasnych potaczo-
nych z czasteczkami MHC klasy II. Lacza si¢ z komplek-
sami z powinowactwem na tyle duzym, by promowany byt
fenotyp regulatorowy, a zbyt stabym, by nastapita delecja
[32]. Wedtug niektérych badaczy duze powinowactwo do
antygenu indukuje wzrost ekspresji Foxp3 — czynnika od-
powiedzialnego za fenotyp regulatorowy komorek, ktére
pozytywnie przeszty taka selekcje [19]. Wykazano, ze se-
lekcji komérek regulatorowych nie mozna ttumaczy¢ zdol-
noscia do ominigcia procesu delecji [58].

Wyniki do§wiadczen pokazuja, ze limfocyty Trn nie stano-
wia odrebnej linii komdrkowej tylko przechodza selekcje
jak wszytkie komorki CD4*. R6znia si¢ jednak od innych
limfocytéw CD4* swoistoscia wzgledem antygenu. O ile
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wsréd zwyktych komérek o fenotypie CD4* wigkszos¢ sta-
nowig limfocyty rozpoznajace obce antygeny, o tyle Trn
rozpoznaja przede wszystkim antygeny wiasne [58].

Na razie nie wiadomo, jakie antygeny wtasne moga pro-
wadzi¢ do generowania komorek Trn — czy jest to okre-
Slony zestaw reprezentatywnych antygenéw organizmu
czy moze to by¢ kazdy autoantygen. Na podstawie badan
z uzyciem transgenicznych myszy stwierdzono, ze za gene-
rowanie limfocytyéw Trn odpowiedzialne sa komérki en-
dotelialne czgsci rdzeniowej grasicy, na ktérych zachodzi
ekspresja swoistych narzadowo antygenéw wilasnych [36].
Jednak ekspresja czasteczek MHC klasy II przez komoérki
czesci korowej okazata si¢ wystarczajaca by wyselekcjono-
wac funkcjonalne komérki Trn [9]. Selekcja przez komorki
epitelialne prawdopodobnie powoduje, ze Trn rozpoznaja
przede wszystkim prezentowane na tych komérkach anty-
geny wiasne, co moze tlumaczy¢ wystgpowanie u osobni-
kéw pozbawionych limfocytéw Trn narzadowo swoistych,
ale nie uogélnionych, choréb autoimmunizacyjnych.

PowsTAWANIE KOMOREK REGULATOROWYCH NA OBWODZIE

Istnieja dwie hipotezy wyjasniajace powstawanie na obwo-
dzie komérek regulatorowych, odpowiedzialnych za utrzy-
mywanie stanu tolerancji organizmu. Niektérzy badacze sa-
dza, ze sa to krazace w organizmie limfocyty, ktére moga
krzyzowo reagowac z alloantygenem. Nastgpuje ekspan-
sja klonalna i komorki te wykazuja aktywno$¢ regulatoro-
wa w sposéb swoisty wzgledem antygenu dawcy. Wedlug
drugiego schematu istnieja dwa typy komoérek regulatoro-
wych. Jednymi z nich sa komérki Trn. Pozostate nie tworza
odrebnej linii komdrkowej, tylko moga by¢ indukowane na
obwodzie w okreslonych warunkach prezentacji antygenu
i moga dziata¢ synergistycznie z komoérkami Trn.

Dowodu istnienia komérek regulatorowych powstatych na
obwodzie dostarczyty badania dotyczace ich powstawa-
nia w grasicy [6]. Po tymektomii w trzecim dniu po uro-
dzeniu, komorki regulatorowe nie wystgpowaty na obwo-
dzie przez pierwszy tydzien, jednak stopniowo pojawiaty
si¢ w trzecim miesiacu zycia i stanowity do 20% komo-
rek CD4* wystepujacych w Sledzionie. Komérki te musia-
ly powstac z limfocytéw CD4+*CD25-, ktére wydostaty sig
na obwdd przed tymektomia. Charakteryzowaty si¢ mata
wrazliwoscia na stymulacje TCR i mniejszymi zdolnoscia-
mi supresorowymi w poréwnaniu z Trn.

Bardzo istotna rolg¢ w generowaniu komorek regulatoro-
wych na obwodzie odgrywaja komérki dendrytyczne (DC),
nazywane popularnie tolerogennymi lub regulatorowymi.
Docierajace do DC sygnaty aktywacyjne decyduja o ich
ostatecznym fenotypie. Wydaje sig, ze w zaleznosci od
rodzaju komérki dendrytycznej oraz specyfiki otoczenia,
w jakim doszlo do prezentacji antygenu, generowane sa
komorki efektorowe lub rézne populacje komdrek regu-
latorowych [26].

DC przechodza w czasie swojego istnienia kolejne stadia
dojrzewania. W ostatnich latach opisano rézne subpopula-
cje komérek dendrytycznych, charakteryzujacych si¢ nie-
dojrzatym fenotypem, zdolnych do hamowania odpowiedzi
immunologicznej. Wymieni¢ nalezy limfoidalne komoérki
dendrytyczne CD8o*, promujace réznicowanie komorek

T2 [47]; DC obecne w plucach, wiazane z wyksztalcaniem
tolerancji na antygeny podane drogami oddechowymi [2];
DC w kepkach Peyera, zwiazane z tolerancja pokarmowa
oraz indukcja wydzielajacych IL-10 limfocytéw T, 2 [33];
DC obecne w watrobie, ktérym przypisuje si¢ odpowie-
dzialno$¢ za generowanie komérek typu T, 1 oraz mata im-
munogennos¢ przeszczepow watroby [68]; DC mieloidal-
ne [59] i wreszcie DC modulowane przez IL-10.

Leki immunosupresyjne, takie jak 1,25-dihydroksywitami-
na D3 (aktywna posta¢ witaminy) [24], deoksysperguali-
na i glukokortykoidy [1] dziataja prawdopodobnie na tej
samej zasadzie, co egzogennie podawana IL-10: nie do-
puszczaja do aktywacji DC i promuja réznicowanie w ko-
morki regulatorowe.

Same komorki regulatorowe biorcy moga indukowac po-
wstawanie nowych populacji komérek wykazujacych
wlasciwosci regulatorowe w procesie ,,zarazliwej” tole-
rancji.

Niedawno wykazano udzial komérek regulatorowych
w wyksztalcaniu tolerancji na ptéd [3]. Podejrzewa sig,
ze sama cigza prowadzi do ekspansji komédrek Trn, byé
moze w wyniku zmian hormonalnych. Stwierdzono tez ist-
nienie w czasie ciazy wyspecjalizowanych, tolerogennych
komérek dendrytycznych wytwarzajacych TGF-J3 i/lub IL-
10 w drogach rodnych [22].

BapaNIA NAD TOLERANCJA TRANSPLANTACYJNA

Powtarzajacy si¢ kontakt z antygenem jest prawdopodob-
nie czynnikiem wystarczajacym do generowania komo-
rek regulatorowych — ciagta obecnos¢ antygendow dawcy
obecnych w przeszczepionym organie powinna wigc pro-
mowac ich powstawanie. Istnieja przekonywajace dowody
na to, ze sam przeszczep jest elementem najwazniejszym
W utrzymaniu tolerancji in vivo. Mechanizm ten okazuje
si¢ jednak niewystarczajacy (by¢ moze ze wzgledu na in-
dukcje silnych sygnatéw zapalnych przez przeszczepiona
tkanke) i w praktyce medycznej konieczne jest podawa-
nie lekéw immunosupresyjnych, najcze¢sciej trzech lekéw
o réznych mechanizmach dziatania.

Wigkszos¢ badan in vivo przeprowadza si¢ na myszach
i szczurach — nie ma pewnosci, czy przeprowadzenie ta-
kich samych procedur przyniesie u ludzi jednakowe efek-
ty (niektére markery selekcyjne istotne przy identyfikacji
ludzkich komoérek regulatorowych, np. CD122, nie sg zwig-
zane z funkcjami regulatorowymi u myszy, zas typowa dla
mysich komoérek Trn silna ekspresja CD62L nie moze by¢
wykorzystana do izolacji Trn u ludzi, ponadto ta populacja
komoérek u ludzi jest mniej liczna). Dane dotyczace prze-
szczepOw u myszy czesto okazuja si¢ falszywie obiecuja-
ce w terapii u ludzi. Przyktadowo, sama transfuzja krwi
dawcy czy terapia pojedynczym lekiem immunosupresyj-
nym — rapamycyna — okazywaty si¢ wystarczajace do in-
dukcji twatej akceptacji przeszczepu alogenicznego przez
niektére szczepy myszy.

Pewne watpliwosci moga tez budzi¢ wyniki doSwiadczen
przeprowadzonych na zwierzgtach z powaznie uszkodzo-
nym uktadem odpornosciowym, takich jak zwierzgta napro-
mieniowane lub myszy SCID (myszy z ci¢zkim ztozonym
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niedoborem odpornosci). Zaleta takich doSwiadczen jest
mozliwos¢ precyzyjnej kontroli wprowadzonych do bada-
nego uktadu komérek, ktérych udziat w regulacji odpowie-
dzi immunologicznej jest w ten sposéb okreslany. Jednak
obserwowane u takich zwierzat mechanizmy regulatorowe,
w ktérych uczestnicza wprowadzane komorki regulatoro-
we, moga wynikac nie tyle z fizjologicznych funkcji tych
komorek co z mechanizméw homeostatycznych i konku-
rowania o miejsce w nowym gospodarzu.

W badaniach poswigconych najczestszym wsrdd ludzi prze-
szczepom nerek zwykle wykorzystuje si¢ matpy, natomiast
w doswiadczeniach na myszach i szczurach najczesciej wy-
konuje si¢ przeszczepy skory, serca, wysp trzustkowych,
a takze szpiku kostnego. Podstawowa trudnoscia wyste-
pujaca przy przeszczepie szpiku kostnego lub transplanta-
cji komoérek macierzystych szpiku jest reakcja przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GVHD). Jest to odpowiedZ im-
munologiczna podawanych limfocytéw T przeciwko or-
ganizmowi biorcy. Leukocyty dawcy naptywaja do réz-
nych organdéw biorcy, takich jak jelita, watroba czy skéra.
Aktywacja i ekspansja komoérek dawey prowadzi do sekre-
¢ji prozapalnych cytokin i naptywu dodatkowych komérek
efektorowych uczestniczacych w stanach zapalnych, a to
prowadzi do dalszego uszkodzenia tkanek.

Najbardziej efektywna metoda uniknigcia GVHD jest usu-
nigcie limfocytéw T z przeszczepu, jednak jest to tez zwia-
zane z czgstszym odrzucaniem przeszczepu oraz wigkszym
ryzykiem oportunistycznych infekcji, nawrotu nowotwo-
réw oraz wtérnych choréb limfoproliferacyjnych. Dlatego
tez obecnie ktadzie si¢ nacisk na indukcje alloantygeno-
wo swoistej tolerancji wsréd limfocytéw T dawcy przed
dokonaniem przeszczepu. Ogromna ilos¢ badan nad dzia-
taniem komoérek regulatorowych poswigcona jest wlasnie
problemowi GVHD, a zdolno$¢ do hamowania GVHD stu-
7y czgsto jako miernik immunosupresyjnej dziatalnosci ko-
morek regulatorowych.

W doswiadczeniach na myszach, wyksztatcenie pelnej
tolerancji na rézne tkanki mozna uzyskaé przez poda-
wanie przeciwcial anty-CD4 (niepowodujacych lizy ko-
morek) w potaczeniu z przeciwcialami anty-CD8 (unie-
mozliwia to zaktywowanie komorek cytotoksycznych) lub
anty-CD154 [74] (CD154 czyli CD40L to ligand czastecz-
ki CD40 znajdujace;j si¢ na APC; zastosowanie przeciwciat
anty-CD154 uniemozliwia przekazywanie sygnatu tg dro-
ga). W réznych modelach transplantacyjnych wskazuje si¢
na inne mechanizmy, dzigki ktérym terapia przeciwcialami
anty-CD4 przyczynia si¢ do akceptacji przeszczepu, jed-
nak prawdopodobnie zasadniczg rolg odgrywa ,,zarazliwa”
tolerancja wzgledem antygenéw dawcy, promowana przez
rozwijajace si¢ w tych warunkach regulatorowe limfocy-
ty CD4*. Dobre wyniki otrzymuje si¢ tez po zastosowaniu
przeciwcial anty-CD4 powodujacych lizg¢ komoérek, poda-
wanych tylko w czasie transplantacji — powoduje to przej-
Sciowa eliminacj¢ limfocytéw CD4* odpowiadajacych na
antygeny dawcy, co stwarza mozliwos¢ aktywacji i ekspan-
sji dostatecznej liczby komoérek regulatorowych, by mogty
regulowac efektorowe limfocyty T in vivo.

Inna metoda skuteczng w indukowaniu dlugotrwatej ak-
ceptacji przeszczepow (takze u ludzi) jest transfuzja krwi
typu dawcy przed dokonaniem przeszczepu. Dzigki istnie-

niu zjawiska ,.taczonej” supresji, wystarczy podac biorcy
krew zawierajaca co najmniej jeden antygen MHC obec-
ny w przeszczepianym organie by zaindukowac brak odpo-
wiedzi na inne antygeny przeszczepu, przy czym antygeny
dawcy moga by¢ catkowicie niezgodne z antygenami bior-
cy [75]. Korzystny wynik transfuzji zalezy jednak od czasu
jej dokonania — transfuzja krwi dawcy moze bowiem uczu-
li¢ biorcg na antygeny dawcy. Zgodnie z wynikami badan
na myszach, podanie krwi na 2 dni przed transplantacja
(w potaczeniu z przejSciowa terapia anty-CD4) nie uczula
myszy i indukuje dtugotrwata akceptacj¢ przeszczepu, na-
wet ksenogenicznego, natomiast transfuzja dokonana 7-14
dni przed przeszczepieniem organu prowadzi do odrzuca-
nia nadostrego [13]. Naukowcom nie udato si¢ jeszcze do-
ktadnie okresli¢, w jaki spos6b transfuzja indukuje swoista
wzgledem dawcy tolerancj¢ transplantacyjna, jednak ist-
nieja niekwestionowane dowody na to, ze zjawisko to wig-
ze si¢ z aktywacja regulatorowych limfocytéw DN biorcy.
Obserwuje si¢ znacznie podwyzszony poziom DN obwodo-
wych, ktore sa antygenowo swoiste i preferencyjnie migru-
ja do przeszczepionej tkanki, stanowiac wigkszos$¢ limfo-
cytéw zasiedlajacych akceptowane narzady [80]. Komorki
te zapobiegaja tez wystapieniu GVHD [79].

Zaobserwowano, ze najlepsze wyniki otrzymuje si¢ w przy-
padku leczenia sktadajacego si¢ zaréwno z transfuzji krwi,
jak i krotkiej terapii przeciwcialami anty-CD154 [5,76].

Wreszcie mozna podawaé same komorki regulatorowe
po ich namnozeniu ex vivo. Wykazano, ze tak namno-
zone komorki Trn musza otrzymac powtdrna stymulacje
przez TCR by przezy¢ i méc wywiera¢ ochronny wptyw
na GVHD [72]. Dlatego skuteczna ochrong przed GVHD
zapewniaja tylko komorki regulatorowe swoiste wzgledem
antygen6w biorcy (komoérki stymulowane in vitro antyge-
nami innymi niz biorcy daja jedynie ograniczong ochro-
n¢ przed GVHD). Ttumaczy¢ to nalezy prawdopodobnie
tym, ze dziatanie regulatorowe wywoltywane przez swo-
iste komorki regulatorowe moze by¢ skierowane w gtow-
nej mierze na limfocyty efektorowe dawcy rozpoznajace
antygeny biorcy. Oczyszczone komorki Trn biorcy stymu-
luje si¢ in vitro napromieniowanymi APC prezentujacymi
alloantygeny typu dawcy. Wygenerowane komérki utrzy-
muja typowy fenotyp regulatorowy CD4*CD25*CD62Leh
nawet po kilku tygodniach hodowli. Mozna spekulowac,
ze komorki te preferencyjnie hamuja ekspansje limfocy-
téw T odpowiedzialnych za GVHD przy czgsciowym za-
chowaniu ekspansji limfocytéw T nieodpowiadajacych na
alloantygeny dawcy.

POTENCJALNE MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA KOMOREK
REGULATOROWYCH W TERAPII

Mozliwosci indukcji i utrzymania tolerancji transplanta-
cyjnej pochtaniaja ostatnio uwage wielu badaczy i klinicy-
stow. Badania podstawowe czynig coraz wigkszy postep,
natomiast wigkszos$¢ prob klinicznych skupia si¢ na ogra-
niczaniu steroidéw i inhibitoréw kalcyneuryny oraz bloko-
waniu szlaku kostymulacji [43]. Inhibitory kalcyneuryny
nie tylko wydaja si¢ hamowac rozwdj tolerancji, ale row-
niez uszkadzaja nerki i sa niezwykle kosztowne.

Nie udato si¢ na razie jednoznacznie okresli¢ wptywu do-
stgpnych lekéw immunosupresyjnych na same komorki re-
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gulatorowe. Najczgsciej stosowanymi inhibitorami kalcy-
neuryny s3 cyklosporyna A (CsA) i takrolimus (FK506).
Leki z tej grupy hamuja transkrypcje genu IL-2, hamuja
wigc wydzielanie tej cytokiny. IL-2 jest niezbgdna do ak-
tywacji limfocytoéw, ale takze do indukcji apoptozy limfo-
cytéw T efektorowych oraz - jak si¢ wydaje — generowania
obwodowych komérek CD4*CD25* i pelnienia przez nie
oraz komérki Trn funkcji supresorowych. Mechanizm dzia-
fania innych stosowanych lekow, np. rapamycyny i myko-
fenolanu mofetilu (MMF), polega na hamowaniu podzia-
16w komérkowych. Nastepujaca w wyniku dziatania tych
lekéw blokada sygnatu po zwiazaniu IL-2 z receptorem
wydaje si¢ nie hamowa¢ wyzej wymienionych proceséw,
a czgsto stosowane w laboratorium potaczenie MMF z ak-
tywna postacia witaminy D, wptywa pozytywnie na gene-
rowanie komoérek CD4*CD25* u myszy [1,15]. Badania na
komorkach Trn, wystepujacych u biorcy juz przed prze-
szczepem, wykazatly ich opornos¢ na apoptozg powodowa-
na przez Srodki stosowane do indukcji tolerancji [16,23].
Moze to by¢ zwigzane z ich stanem anergii i brakiem od-
powiedzi na stymulacj¢ przez TCR czy IL-2.

Poszukuje sig terapii, ktéra nie tylko nie hamowataby po-
wstawania komorek regulatorowych, ale tez wspomagata ich
dziatanie. Jest to jednak utrudnione ze wzgledu na niekom-
pletne dane dotyczace mechanizméw dziatania komorek re-
gulatorowych. Opracowano jednak metody prowadzace do
generowania komorek regulatorowych w spos6b posredni.
Jedna z nich jest potaczenie witaminy D, z MMF, hamuja-
ce dojrzewanie DC. Do innych metod nalezy blokowanie
oddziatywann CD40-CD154 [73] (terapia taka sprawdzita
si¢ rowniez w przypadku matp [41], badania kliniczne na
ludziach przerwano ze wzgledu na komplikacje zwigzane
z trombocytami [42]) oraz podawanie przeciwcial anty-
CD3 in vivo [29]. Wszystkie te terapie charakteryzuja si¢
brakiem swoistosci dzialania, co stwarza duze ryzyko wy-
stapienia dziatan niepozadanych, wigksze niz w przypadku
transferu odpowiedniej liczby samych komérek regulatoro-
wych. Co najwazniejsze, terapia polegajaca na dokonaniu
ekspansji komoérek regulatorowych i ponownym wprowa-
dzeniu do biorcy bylaby jednorazowa, poniewaz raz wyge-
nerowane tolerujace komorki regulatorowe powinny, dzigki
naturalnym mechanizmom, utrzymywac si¢ na obwodzie
w obecnosci antygenéw przeszczepionej tkanki.

Ewentualnymi negatywnymi skutkami terapii komoérkami
regulatorowymi mogtoby by¢ nadmierne wytwarzanie cy-
tokin supresorowych (takich jak TGF-f i IL-10), prowadza-
ce do zaburzenia homeostazy organizmu, a takze zwigk-
szona podatnos¢ na wystapienie nowotworéw.

Wyjsciowa populacja limfocytéw T, ktére miatyby by¢ zasto-
sowane jako Srodek terapeutyczny u ludzi, nalezatoby wyizo-
lowac z krwi obwodowej. Niewielka liczba limfocytéw DN,
NKT czy TCRYd w krwi obwodowej uniemozliwia wygene-
rowanie in vitro dostatecznie duzej liczby tych komérek do
klinicznego zastosowania. Réwniez komoérek Trn jest na tyle
mato, ze nalezaloby wielokrotnie zwigkszy¢ ich liczbg, aby
mogly by¢ zastosowane jako srodek terapeutyczny.

Wazny dla ewentualnych korzysci terapeutycznych moze
by¢ czas hodowli komérek. Komérki uczulane w obecnosci
IL-2 i TGF-B i ponownie stymulowane IL-2 wykazywaty
wprawdzie silniejsze wlasciwosci regulatorowe niz komor-

ki z pierwotnej hodowli in vitro, jednak ochronny wptyw
in vivo komoérek ponownie stymulowanych okazywat sig
znacznie mniejszy (cyt. za [31]). Komdrki regulatorowe
maja prawdopodobnie ograniczone mozliwosci regeneracyj-
ne i ich ekspansja ex vivo moze wyczerpywac ich zdolnosci
regulatorowe, ograniczajac potencjal terapeutyczny.

Cho¢ Trn sa anergiczne, mozna uzyskac ich proliferacje in
vitro. Opisano metode zwigkszenia liczby komérek Trn ex
vivo w obecnosci przeciwciat anty-CD3 oraz IL-2, jednak
podanie ich myszom dawato jedynie ograniczona ochrong
przed GVHD [67]. Ta sama grupa badaczy wykazata, ze
cho¢ stymulacja alloantygenem w obecnosci IL-2 i TGF-B
nie powodowata proliferacji komérek, to jednak transfer
zaledwie p6t miliona tak stymulowanych komérek Trn za-
pewnial skuteczng ochrong przed GVHD. Istnieja donie-
sienia, ze Trn silnie proliferuja jesli hoduje si¢ je w obec-
nosci duzej liczby DC prezentujacych antygen i utrzymuja
swoje funkcje in vitro [78]. Wedlug innych badan, dodanie
przeciwciat anty-CD3 i anty-CD28 powoduje ekspansje
komoérek Trn i zwigksza ich przezywalnos¢ [66]. Istnieje
wigc szansa, ze rzeczywiscie mozna dokona¢ ekspansji
tych komoérek w taki sposob, ze utrzymaja swoje funkcje
regulatorowe in vivo 1 bedzie mozna ich uzy¢ jako narze-
dzia terapeutycznego.

Stymulacja naiwnych limfocytéw CD4* i CD8* ludzi
i myszy za pomoca niedojrzatych komoérek dendrytycz-
nych (a takze powtarzana stymulacja IL-10 w przypadku
komoérek CD4*) prowadzi do powstania komérek regula-
torowych typu T, 1. Komoérki te wytwarzaja duze ilosci IL-
10 i moga tez wytwarza¢ TGF-f. Wada komérek T, 1 jako
narzedzia terapeutycznego (podobnie jak komérek Trn)
jest ich staba zdolnos$¢ do proliferacji [25]. Komorki te
sg anergiczne i miatyby prawdopodobnie krétki czas zy-
cia in vivo. Drugim problemem jest to, Ze anergiczny stan
i zdolnosci supresorowe obu populacji komorek sa przeta-
mywane pod wptywem IL-2. Cytokina ta wytwarzana np.
w odpowiedzi na czynnik zakazny moglaby wigc niwe-
czy¢ aktywnos¢ komorek regulatorowych. Grupa badaczy
donosi jednak o wygenerowaniu w obecnosci przeciwciat
anty-CD3 i anty-CD46 (CD46 jest regulatorem dopelnia-
cza) wytwarzajacych IL-10 komdérek T, 1, kt6re nie byty
anergiczne i silnie proliferowaty [38].

Stymulacja mitogenami, takimi jak przeciwciata anty-CD3
czy konkanawalina A, w obecnosci TGF-3 prowadzi do po-
wstania komoérek TR2 z naiwnej populacji CD4* 1 CDS§",
u myszy i ludzi. Wykazano zdolnos¢ tych wytwarzajacych
TGF-B komérek namnozonych ex vivo do ochrony przed
chorobami autoimmunizacyjnymi u myszy [14].

Obecnie najlepszym kandydatem w terapii wydaja si¢ wy-
generowane w obecnosci TGF-f i alloantygenu komorki
CD4+*CD25* przypominajace Trn. Okazalo sig, ze stymu-
lacja ludzkich komérek tego typu za pomoca IL-2 w kilka
dni po aktywacji alloantygenem — kiedy wyraznie zwigk-
szyla si¢ juz ekspresja CD25, CTLA-4 i CD45RO, a ko-
morki byty zdolne do supresji zaleznej od bezposredniego
kontaktu i niezaleznej od cytokin — nie tylko nie neutrali-
zuje zdolnosci supresorowych, ale wrecz je wzmaga [77].
Ponadto, jak wspomniano wyzej, komorki takie moga in-
dukowac ,,zarazliwa” tolerancj¢ — zachodzenie tego proce-
su umozliwialoby zwielokrotnienie efektu terapeutycznego

168



Zylicz M. i wsp: Komrki regulatorowe: powstawanie, mechanizmy i efekty dziatania...

po podaniu pacjentowi komérek. W innym doswiadczeniu
badano ekspansje¢ in vivo wygenerowanych w jednoczesne;j
obecnosci TGF-B i IL-2 komérek CD4*CD25* po wpro-
wadzeniu do myszy [82]. Dzigki wyznakowaniu komérek
zaobserwowano, ze wprowadzone komérki przechodzity
wiele rund proliferacyjnych. Sledziony myszy poddanych
zabiegowi zawieraty wigksze ilosci komoérek CD4*CD25*
niz kontrolne. Jednorazowe podanie 5 milionéw wygenero-
wanych komorek regulatorowych miato korzystny wptyw
na przewlekta reakcje¢ przeszczep przeciwko gospodarzo-
wi i skutkowalo podwojeniem czasu zycia myszy.

W najnowszych badaniach wykazano znaczny wzrost eks-
presji mRNA dla Foxp3 i ekspresji biatka w komérkach sty-
mulowanych antygenem w obecnosci TGF- in vitro (cyt.
za [20]). Skoro Foxp3 jest czynnikiem wystarczajacym do
powstania komérek regulatorowych, okreslenie sygnatéw
czy mechanizméw prowadzacych do zwigkszenia ekspre-
sji tego czynnika transkrypcyjnego ogromnie utatwitoby
opracowanie ewentualnych terapii.

Rozpoczeto tez poszukiwania optymalnych tolerogennych
komérek dendrytycznych, ktére miatyby promowac supre-
sj¢ odrzucania przeszczepu, jednak nie pojawily si¢ jesz-
cze doniesienia o zadnej obiecujacej terapii.

Pobsumowanie

Nie ulega watpliwosci, ze komorki regulatorowe odgrywa-
ja podstawowa role w indukcji i utrzymaniu tolerancji or-
ganizmu, m.in. na antygeny przeszczepu. Mozliwos$¢ po-
wstawania komorek regulatorowych nie tylko w grasicy,
ale rowniez na obwodzie, stwarza coraz wigksze nadzieje
na opracowanie przysztych terapii stosowanych w celu in-
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dukcji tolerancji transplantacyjnej. Naukowcy staraja sie
opracowaé metody pozwalajace na optymalne wykorzysta-
nie naturalnie wystgpujacych komoérek regulatorowych lub
na indukcj¢ powstawania takich komoérek w organizmie,
a takze terapie polegajace na namnozeniu wyizolowanych
komoérek ex vivo i ponownym wprowadzeniu do organi-
zmu. Zaletami stosowania komdrek regulatorowych bytaby
mozliwos¢ zastosowania indywidualnej terapii dla kazdego
pacjenta oraz to, ze dzigki istnieniu mechanizméw ogra-
niczajacych ich dziatanie komérki te nie powinny powo-
dowac ogdlnoustrojowych skutkéw ubocznych, typowych
dla powszechnie stosowanych lekéw immunosupresyjnych
(wiele tradycyjnych lekéw immunosupresyjnych prawdo-
podobnie uniemozliwia wyksztatcenie swoistej wzgledem
antygenow przeszczepu tolerancji).

Wydaje sig, ze mechanizm dziatania komérek regulatoro-
wych zalezy od mikrosrodowiska, w ktérym si¢ znajduja,
okolicznosci, w jakich doszto do aktywacji (rodzaju antyge-
nu i uczulajacej komorki prezentujacej antygen oraz obec-
nych cytokin) i by¢ moze réwniez od tego, czy powstaly
w grasicy czy na obwodzie. Prawdopodobnie w tym nale-
zy upatrywac przyczyny tak niespdjnych wynikéw badani
dotyczacych komorek regulatorowych.

Komorki regulatorowe moga bra¢ czynny udziat nie tylko
w akceptacji przeszczepu, ale rowniez w hamowaniu pato-
logicznych reakcji organizmu, jakimi sa choroby autoim-
munologiczne, alergie czy zaburzenia powstate w wyniku
chronicznych infekcji. Dlatego cho¢ na razie wiele kwestii
pozostaje jeszcze niewyjasnionych, ogromne zainteresowa-
nie komdrkami regulatorowymi powinno w najblizszych
latach doprowadzi¢ do opracowania metod pozwalajacych
na ich terapeutyczne wykorzystanie.
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