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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Poznanie mechanizméw zarzadzajacych dzialaniem uktadu immunologicznego jest niezbgdne
do zrozumienia immunopatogenezy wielu chordéb. Zagadnienie skutecznej regulacji odpowie-
dzi immunologicznej jest przedmiotem licznych badan, dzigki czemu w ostatnich latach posze-
rzyla si¢ wiedza dotyczaca limfocytéw T regulatorowych CD4*CD25*. Komérki te hamuja pro-
liferacje limfocytéw efektorowych, jak i wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych. Limfocyty
Treg dziataja bezposrednio na zasadzie kontaktu komoérka-komorka, a takze najprawdopodob-
niej przez wytwarzanie TGF-f. Postuluje sig, iz limfocyty T regulatorowe moga réwniez induko-
wac limfocyty Tsup, poprzez ktére oddziatuja na wszystkie komodrki uktadu immunologicznego.
Dzigki temu limfocyty T regulatorowe CD4*CD25* sa odpowiedzialne za kontrolowanie i ha-
mowanie nadmiernej odpowiedzi immunologicznej, zwtaszcza w stosunku do wtasnych antyge-
néw. Komorki te pelniag wazna role w immunologii nowotworéw, przeszczepdéw alogenicznych,
patogenezie choréb autoimmunizacyjnych oraz alergicznych. W oparciu o przeglad dotychcza-
sowych badan przeprowadzonych na komérkach mysich i ludzkich, opisano pochodzenie, feno-
typ i funkcje limfocytéw T regulatorowych CD4*CD25*. W pracy przedstawiono ponadto hipo-
tezy dziatania limfocytow regulatorowych w warunkach in vivo, jako komoérek odgrywajacych
gtéwna rolg w utrzymaniu homeostazy uktadu immunologicznego.

limfocyty T regulatorowe CD4°CD25*

* Praca finansowana

Summary

Understanding the role of immune system homeostatic balance is crucial for a better understan-
ding of the pathogenesis of many diseases. The efficient regulation of immune response has been
recently investigated in numerous studies that emphasize the important role of CD4*CD25* re-
gulatory T cells. These regulatory cells suppress the proliferation and cytokine secretion of ef-
fector cells directly via cell-cell contact and probably indirectly via TGF-3. This makes T regu-
latory cells responsible for the control and suppression of inappropriate immune response to self
antigens. Moreover, CD4*CD25* regulatory T cells have an important function in the immuno-
pathology of cancer, allotransplantion, and allergy. Based on murine and human studies, this re-
view presents a characterization of the origin, phenotype, and function of CD4+*CD25* regulato-
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ry T cells. In addition, we show a hypothetical mode of the in vivo action of regulatory T cells,
which play a central role in maintaining immune homeostasis
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Rozréznianie antygendw wtasnych i obcych przez komorki
immunokompetentne umozliwia skuteczng odpowiedz ukta-
du immunologicznego w stosunku do patogenéw i zapobie-
ga rozwojowi procesOw autoimmunizacyjnych. Regulacja
odpowiedzi immunologicznej w stosunku do réznego typu
antygenéw przebiega na wielu ptaszczyznach, obejmujac
mechanizmy tolerancji na poziomie centralnym i obwodo-
wym. Pomimo delecji tymocytéw autoreaktywnych w gra-
sicy, we krwi obwodowej 0oséb zdrowych sa obecne lim-
focyty autoreaktywne, ktére w specyficznych warunkach
moga zosta¢ aktywowane [10]. W takich okolicznosciach,
zadziatanie mechanizmu hamujacego wybiérczo aktywo-
wane limfocyty autoreaktywne, niewptywajacego na od-
powiedZ przeciwzakazna, jest konieczne do prawidtowe-
go funkcjonowania uktadu immunologicznego. W Swietle
wynikéw badan z ostatnich lat rolg ,,straznikéw” tolerancji
obwodowej moga petnié limfocyty T CD4* ze stata ekspre-
sja receptora dla fadcucha o IL-2 (CD25).

Po raz pierwszy subpopulacja limfocytéw pomocniczych
majaca zdolnos¢ hamowania funkcji innych komérek im-
munokompetentnych zostata opisana na poczatku lat sie-
demdziesiatych ub.w. przez Gershona [15,16]. Przez kolej-
ne dekady lat siedemdziesiatych i osiemdziesiatych XX w.
subpopulacje tych komoérek okreslano mianem limfocytéw
supresorowych, jednakze proby jej blizszego scharaktery-
zowania, zaréwno pod wzgledem fenotypowym, jak i funk-
cjonalnym napotkaty duze trudnosci. Przelomem okazaty
sig prace Sakaguchiego i wsp., ktérzy w 1995 r. odkryli, iz
komérkami odpowiedzialnymi za hamowanie rozwoju au-
toimmunizacji u myszy sa limfocyty T pomocnicze, ktére
na swej powierzchni maja receptor taiicucha o IL-2 (CD25)
[34]. W badaniach tych z grasicy i §ledziony myszy transge-
nicznych BALB/c nu/pobrano limfocyty T, z ktérych wyeli-
minowano subpopulacje CD25* przez dodanie przeciwciat
monoklonalnych anty-CD25. W nastgpnym etapie wszczepio-
no te komérki do weztéw chtonnych myszy transgenicznych
BALB/c athymic nude (nu/nu), co spowodowato wystapienie
u wszystkich zwierzat choréb autoimmunizacyjnych narzado-
wo swoistych (m.in. autoimmunizacyjne zapalenie tarczycy,
zotadka, $linianek, wysp trzustkowych, nadnerczy, jajnika,
kigbuszkowe zapalenie nerek oraz zapalenie wielostawowe),
potwierdzonych histologicznie i serologicznie. Rekonstytucja
subpopulacji limfocytéw T CD4*CD25* u badanych myszy
w krotkim czasie od chwili wystapienia pierwszych objawéw
chorobowych doprowadzita do ich ustgpienia.

Podobna fenotypowo subpopulacje limfocytéw T wykazano
réowniez u ludzi, a jej obecnos¢ stwierdzono m.in. w krwi
obwodowej, grasicy, $ledzionie, migdatkach i krwi pgpo-
winowej [31]. Populacja limfocytéw T CD4*CD25* o wia-
Sciwosciach hamujacych zyskata miano limfocytéow T re-
gulatorowych (Treg), mimo ze sformutowanie ,,limfocyty
supresorowe” wydaje si¢ bardziej adekwatne. Niektorzy
autorzy postuguja si¢ sformutowaniami ,,naturalnie wystg-
pujace limfocyty T regulatorowe CD4*CD25*” lub ,,lim-
focyty T regulatorowe z konstytutywna ekspresja CD25*
podkreslajac ich odrgbnos¢é w stosunku do aktywowanych
limfocytéw T CD4*. Ludzkie limfocyty Treg CD4*CD25*%,
podobnie jak komérki mysie, sa limfocytami anergicznymi
niereagujacymi proliferacja na stymulacje TCR (T-cell re-
ceptor). Sa zdolne nie tylko do hamowania proliferacji i wy-
dzielania cytokin przez limfocyty T CD4*CD25-, ale dziata-
jaréwniez supresyjnie w stosunku do limfocytéw T CD8*,
komoérek NK i komérek dendrytycznych [12,45,29].

PoWSTAWANIE | SELEKCJA KOMOREK TREG W GRASICY

Proces powstawania Treg w grasicy jest mato poznany. Nie
jest wyjasnione, czy limfocyty Treg rozwijaja si¢ z odreb-
nych prekursoréw komoérkowych czy z niedojrzatych ty-
mocytow CD4*. Podejrzewa sig, iz w grasicy dochodzi do
negatywnej selekcji tymocytow o fenotypie CD4*CD25*
w wyniku interakcji pomig¢dzy TCR o duzym powinowac-
twie na komérkach CD4*CD25* i antygenéw wilasnych pre-
zentowanych w kontekscie MHC klasy II na komérkach
rdzenia grasicy [22]. Prawdopodobnie mechanizm selek-
cji limfocytéw Treg niewiele odbiega od selekcji limfo-
cytéw T o innym fenotypie. Uwaza si¢ jednak, ze powi-
nowactwo receptoréw TCR na tymocytach CD4+*CD25*
do antygendw jest znacznie wigksze, niz na innych tymo-
cytach, niemniej jednak nie na tyle duze, aby doszto do
ich eliminacji [22]. Wniosek ten zostat potwierdzony wy-
nikami badan przeprowadzonych na myszach podwdjnie
transgenicznych [25]. Autorzy wykazali, iz u myszy trans-
genicznych powstatych przez skrzyzowanie szczepu, wy-
kazujacego duze powinowactwo TCR dla hemaglutyniny
(HA) wirusa grypy ze szczepem majacym wysoka ekspre-
sj¢ antygenu hemaglutyniny S1, odsetek tymocytéow CD4*
z receptorem CD25* w grasicy wynosit 30%, a w krwi ob-
wodowej 50% limfocytéw CD4*CD25*. W wyniku skrzy-
zowania szczepu myszy o matym powinowactwie TCR
dla HA ze szczepem z wysoka ekspresja antygenu HA S1
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Tabela 1. Zestawienie ekspresji markerdw powierzchniowych oraz wewnatrzkomdrkowych charakterystycznych dla ludzkich limfocytéw
requlatorowych (D4*(D25" i limfocytéw efektorowych (D4*(D25- $wiezo izolowanych i aktywowanych

Treg $wiezo izolowane

Limfocyty efektorowe

Treg aktywowane Limfocyty efektorowe

Receptor (CD4*CD25*) ) g(l_)4:f(D25‘) (CD4*CD25) (CD4+CD25)
$wiezo izolowane aktywowane
(TLA-4 wewnatrzkomérkowy wysoka niska wysoka wysoka
(TLA-4 powierzchniowy niska niska wysoka niska
(D25 wysoka niska wysoka wysoka
(D45R0 wysoka niska wysoka niska/srednia
(D45RA niska wysoka niska Srednia
HLA-DR wysoka niska wysoka wysoka/srednia
(D122 wysoka niska wysoka wysoka
(D134 wysoka brak danych brak danych brak danych
LFA-3 $rednia brak danych brak danych brak danych
GITR wysoka niska wysoka wysoka
Foxp3 (jadrowy czynnik transkrypcyjny) wysoka brak danych wysoka brak danych

Opracowano na podstawie [19]

nie zaobserwowano zwigkszenia populacji limfocytow T
CD4*CD25* na obwodzie. U myszy kontrolnych (szczep
z wysoka ekspresja antygenu HA S1) stwierdzono obec-
nos¢ receptora CD25* zaledwie na 13% obwodowych lim-
focytach CD4+.

Na skutek interakcji z komérkami nabtonkowymi grasi-
cy, tymocyty CD4*CD25* nabieraja wlasciwosci komoérek
anergicznych niewrazliwych na apoptozg, co zabezpiecza
je przed delecja w procesie selekcji pozytywnej [2].

W procesie dojrzewania populacji limfocytéw Treg
CD4*CD25* podkresla sig role takich receptoréw i cytokin
jak: CCRS, CD28, CD40, B7.1, B7.2, IL-2 i TGF-B, ktére
sg niezbedne do prawidlowego uksztattowania i funkcjono-
wania tych komérek [2,21,27,35,36,37]. Oprécz zmian mor-
fologicznych zachodzacych na powierzchni komérki, limfo-
cyty Treg ,,nabywaja” swoisty dla komérek jadrowy czynnik
transkrypcyjny Foxp3 [20]. Badania prowadzone na modelu
zwierzgcym wykazaly, iz mutacje w obrgbie tego czynnika
doprowadzaja do utraty prawidtowej funkcji Treg, a w kon-
sekwencji choréb autoimmunizacyjnych [14]. Badania Hori
i wsp. wykazaty, iz transfer za pomoca sondy retrowiruso-
wej mRNA biatka Foxp3 naiwnym komérkom T powodu-
je przejscie ich w stan anergii i nabycie cech fenotypowych
oraz czynnos$ciowych komérek Treg, ze zdolnoscia do ha-
mowania innych komérek uktadu immunologicznego wtacz-
nie. Limfocyty z pozytywnie wprowadzona sonda mRNA
biatka Foxp3 przeciwdziataty rozwojowi choréb autoimmu-
nizacyjnych [20]. Potwierdzono réwniez znaczenie ekspre-
sji Foxp3 w rozwoju choréb autoimmunizacyjnych u ludzi.
Mutacje w obrebie genu Foxp3 zostaty wykazane u ludzi
z cigzkimi zaburzeniami immunologicznymi IPEX (im-
mune dysregulation, polyendocrinopthy, enteropthy, X-lin-
ked syndrome) [48]. Dodatkowo o roli polimorfizmu tego
genu, jako bezposredniej przyczyny choréb autoimmuniza-

cyjnych, §wiadcza badania populacji Japoniczykéw cierpia-
cych na cukrzyce I, u ktérych wykazano wspdtistnienie po-
limorfizmu genu Foxp3 z ta chorobg [6].

Rozwos koMmOREK TREG POZA GRASICA

Badania Taamsa i wsp. wykazaty, iz komoérki regulatoro-
we moga réwniez powstawaé poza grasica [42]. Komoérki
Treg izolowane z krwi obwodowej wykazuja niska ekspre-
sje markeréw CD45RB, CD95 oraz mate st¢zenie Bcl-2 cha-
rakterystycznych dla limfocytéw T wysoce zréznicowanych
w wyniku stymulacji kilkukrotnej tym samym antygenem.
Autorzy sugeruja, iz komorki Treg moga powstawac w re-
zultacie transformacji wysoce zréznicowanych limfocytéw
T pamigci, podczas prezentacji limfocytom antygenu przez
nieprofesjonalne komoérki APCs. W doswiadczeniu uzyto
wysoce zréznicowane limfocyty T swoiste dla antygenu he-
maglutyniny S1, ktére wykazywaly ekspresjg MHC klasy II
i mogty prezentowac sobie nawzajem antygen bez kostymu-
lacji, w wyniku czego stawaly si¢ komdrkami anergiczny-
mi i spetniaty kryteria komérek CD4*CD25* Treg. Wyniki
tych badan wskazuja na mozliwos¢ powstawania komodrek
CD4*CD25* Treg na obwodzie w specyficznych warunkach,
przy braku kostymulacji przez profesjonalne APC [42].

Doswiadczenia przeprowadzone w warunkach in vitro na
limfocytach mysich i ludzkich potwierdzaja mozliwos¢ po-
wstawania limfocytéw Treg CD4+*CD25" z limfocytéow T
CD4*CD25. Takie zjawisko zostato odnotowane w hodow-
li komérek w obecnosci TGF-f oraz TGF-§3 i IL-2 [13,49].
Nowo powstate limfocyty regulatorowe miaty zaréwno ce-
chy fenotypowe, jak i czynnosciowe naturalnie wystgpuja-
cych limfocytéw Treg.

Pomimo ze limfocyty CD4*CD25* byty pierwotnie opi-
sane jako komorki anergiczne, pdZniejsze badania wyka-
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Ryc. 1. Etapy izolacji limfocytow Treg (D4*(D25* z krwi petnej. W pierwszym etapie wyizolowano wszystkie komdrki jednojadrzaste (PBMC)
przez wirowanie krwi petnej na gradiencie gestosci. Nastepnie przeprowadzono selekcje negatywna z uzyciem mieszaniny przeciwciat
monoklonalnych (mAb) skoniugowanych biotyna (anty-CD8, (D14, (D16, (D19, (D36, (D56, (D123, TCRYS, glycophorin A) i przeciwciat
skierowanych przeciw biotynie, w celu izolacji limfocytow (D4 z catkowitej puli PBMC. Trzeci etap to selekcja pozytywna z uzyciem
nos$nikéw skoniugowanych z mAb anty-CD25. A — przykfad izolacji, do ktdrej uzyto mate ilosci mAbs CD25 (2 pl/10” komdrek) na etapie
selekgji pozytywnej z puli limfocytow CD4. Wyizolowano komérki tylko o Sredniej i wysokiej ekspresji receptora (D25. Kolorem czerwonym
oznaczono komérki podwéjnie pozytywne. B — przyktad izolagji, do ktérej zastosowano zbyt duze ilosci mAbs anty-CD25 na etapie selekgi
pozytywnej z puli limfocytéw CD4* (10 pl/10” komérek). Wyizolowano komdrki zarowno o duzej, jak i matej ekspresji receptora (D25. Do izolacji
wykorzystano odczynniki (CD4*(D25* Regulatory T cell) oraz kolumny separacyjne (MACS S.C. LD, MACS S.C. MS) firmy Miltanyi Biotec, Niemcy
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zaly, iz komorki Treg sa zdolne do proliferacji w obec-
nosci IL-2, INF-f oraz IL-15 [12,24,41]. Nowo powstale
limfocyty CD4+*CD25* zachowaty zdolnos¢ do hamowa-
nia proliferacji §wiezo izolowanych limfocytéw efektoro-
wych CD4*. Jednakze nalezy wspomnie¢, iz zdolnos¢ Treg
do proliferacji jest duzo mniejsza, niz limfocytéw efek-
torowych CD4*CD25" [12,24,39,41,43]. Proliferacja lim-
focytéw Treg zostata potwierdzona réwniez w badaniach
in vivo na myszach transgenicznych, w ktérych przedsta-
wiono proliferacj¢ limfocytéw regulatorowych na obwo-
dzie pod wpltywem stymulacji antygenem swoistym dla
danego TCR [47].

Odkrycia dokonane w ostatnich latach, dotyczace mozli-
wosci generacji i ekspansji limfocytéw Treg CD4+*CD25*
w warunkach in vitro, umozliwity rozpoczecie badan nad
zastosowaniem Treg do celéw terapeutycznych.

CHARAKTERYSTYKA FENOTYPOWA LIMFOCYTOW TREG
CD4*CD25" orRAZ METODY ICH IZOLACII

Wigkszos¢ markeréw powierzchniowych, takich jak
CD25, CD45RO, CTLA-4, GITR, PD-L1 czy HLA-
DR jest obecna zaréwno na limfocytéw regulatorowych
CD4*CD25*, jak i aktywowanych limfocytach efektoro-
wych CD4* (tabela 1). Ludzkie limfocyty T CD4*CD25*%,
w odréznieniu od limfocytéw mysich, wykazuja niska
ekspresj¢ czasteczki CD25 i stanowia okoto 30% popu-
lacji limfocytéw CD4* w krwi obwodowej. Niektorzy
autorzy zaproponowali, aby uzna¢ jedynie limfocyty T
CD4*CD25" z wysoka ekspresja czasteczki CD25, ktére
stanowia 2—4% obwodowych limfocytéw CD4*, za wiasci-
we komoérki o cechach regulatorowych [3]. Analiza feno-
typowa wykazata, iz populacja limfocytéw CD4+*CD25"e"
jest bardziej jednorodna i 95% komoérek wykazuje eks-
presje CD45RO, CD62L oraz CD122. Sugeruje sig, ze
limfocyty T CD4*CD25"* moga by¢ aktywowanymi in
vivo limfocytami CD4*, dlatego tez nie dziataja regu-
latorowo.

Obecnie jedynym markerem pozwalajacym na izolacje lim-
focytéw regulatorowych CD4*CD25* jest czasteczka CD25.
Pierwsza z metod umozliwia izolacj¢ komoérek z uzyciem
no$nikéw magnetycznych (magnetic beads) anty-CD25 na
kolumnie separacyjnej. Wada tej metody jest zanieczysz-
czenie populacji CD4*CD25"e" komérkami o niskiej eks-
presji CD25, ktore jest uzaleznione od liczby uzytych no-
$nikéw magnetycznych w stosunku do liczby komérek
w probce (rycina 1).

Zbyt duza liczba dodanych przeciwcial anty-CD25 powodu-
je, iz otrzymana populacja komérek ma zaréwno limfocyty
o wysokiej jak i niskiej ekspresji CD25. Zanieczyszczenie
komoérkami o niskiej ekspresji CD25 bardzo czgsto unie-
mozliwia prawidtowa oceng aktywnosci Treg w stosun-
ku do limfocytéw efektorowych. Prawdopodobnie jest to
tez przyczyna blednego wnioskowania, iz limfocyty Treg
dziataja poprzez sie¢ cytokin. W drugiej metodzie uzywa
si¢ cytometru przeptywowego z funkcja sortera do izolacji
weczesniej wyznakowanych komérek. Zaleta tej metody jest
mozliwos¢ izolacji komoérek w oparciu o intensywnos¢ eks-
presji CD25, jednakze przejscie pomigdzy ekspresja wy-
soka i niska jest ptynne i bramkowanie komoérek jest uza-
leznione od decyzji badacza.

Funkcse Limrocytéow CD4*CD25* w BADANIACH IN VITRO

Bezposrednio dziatanie komoérek regulatorowych mozna
wykazaé¢ w mieszanych hodowlach z limfocytami efekto-
rowymi CD4*CD25" stymulowanymi poliklonalnie przez
receptor TCR. W wigkszosci prac badawczych limfocyty
CD4+*CD25* byty dodawane do hodowli w zmniejszaja-
cej si¢ liczbie do stalej liczby komoérek efektorowych, co
pozwalato rzetelnie oceni¢ wtasciwosci hamujace limfo-
cytow Treg. Najczesciej jako stymulatory stosowane byty
przeciwciata monoklonalne anty-CD3 w obecnosci ko-
stymulacji anty-CD28 oraz komoérek prezentujacych an-
tygen (APC) pozbawionych, przez radiologiczne naswie-
tlenie dawka 3300 rad, mozliwosci proliferacji (assessory
cells) [5]. Po 72-godzinnej lub dtuzszej hodowli, mierzo-
na byta proliferacja komoérek efektorowych testem inkor-
poracji [3H] tymidyny oraz st¢zenie uwalnianych cytokin.
Zahamowanie proliferacji limfocytéw T CD4*CD25~ w ho-
dowlach o proporcjach 1:1 wynosito wedtug réznych auto-
row 50-90% [5]. Stwierdzono rowniez znaczace obnizenie
poziomu IL-2 oraz INF-y w supernatantach pohodowlanych,
jak i wewnatrzkomérkowy mRNA tych cytokin. Analiza
poziomu stezenia IL.-10 w supernatantach pohodowlanych
wykazala réwniez jego obnizenie, ale w znacznie mniej-
szym stopniu [24,26,39].

Aby limfocyty Treg mogtly dziata¢ hamujaco na inne ko-
morki immunokompetentne, musza uprzednio zostaé po-
budzone przez TCR. W dwdch niezaleznych eksperymen-
tach wykazano, ze Treg pobudzone i nast¢pnie utrwalone
paraformaldehydem byly zdolne do hamowania prolife-
racji limfocytéw CD4+*CD25" [11,23]. Wazne obserwa-
cje zostaty poczynione w badaniach, w ktérych limfocyty
T CD4*CD25 i CD4*CD25* byly aktywowane stymu-
latorami o réznej sile, a nastgpnie wspolnie hodowane.
Wykazano, ze limfocyty T CD4*CD25-, ktére uprzednio
zostaly poddane silnej stymulacji TCR byly niewrazli-
we na dziatanie Treg, natomiast sita stymulacji TCR ko-
morek regulatorowych nie miata tak duzego wptywu na
ich wtasciwosci hamujace [4]. Jednakze stwierdzono, ze
w wyniku silnej aktywacji Treg zdolnos¢ tych komoérek
do hamowania proliferacji limfocytéw CD4*CD25™ utrzy-
mywala si¢ przez krétszy czas, podczas gdy niewielka
aktywacja Treg powodowata ich dtugotrwatla aktywnos¢
supresyjna [4].

CZYNNIKI WYDZIELANE PRZEZ SPOCZYNKOWE ORAZ POBUDZONE
LimFocyTY TREG

Zaréwno Swiezo wyizolowane limfocyty T regulatorowe
CD4+*CD25%, jak i hodowane niestymulowane nie wytwa-
rzaja istotnych ilosci cytokin. Dopiero po stymulacji komér-
ki te zaczynaja wydzielaé niewielkie ilosci IL-10, TGF-B
i INF-y[24,26,30,39]. Jednakze poziom wytwarzania tych
cytokin jest duzo nizszy, niz w przypadku hodowli limfocy-
téw CD4*CD25" o podobnych gestosciach i prowadzonych
w podobnych warunkach stymulacji. Wedtug niektérych
badaczy subpopulacja komérek CD4*CD25"eh nie wytwa-
rza IL-10, TGF-B, IL-13, a takze INF-Y, a otrzymane mate
stgzenia przez innych autoréw sga wynikiem kontaminacji
komérkami efektorowymi, co jest szczegdlnie prawdopo-
dobne, jesli izolacja Treg odbywata si¢ metoda z wykorzy-
staniem mAbs sprzgzonych no$nikami magnetycznymi na
kolumnach separacyjnych (rycina 1) [3].
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Ryc. 2. Schemat teorii dwustopniowego dziatania limfocytéw Treg
(D4*(D25* (infectious tolerance). W pierwszym etapie
limfocyty Treg w kontakcie bezpo$rednim z limfocytami T
(D4*(D25" indukujq ich anergie i uwalnianie przez nie IL-10
i TGF-B. W ten sposéb powstaja anergiczne limfocyty Tsup, ktdre
w drugim etapie dziataja hamujaco poprzez cytokiny na kolejne
limfocyty (D4*(CD25~

MECHANIZMY ODDZIALYWANIA LIMFOCYTOW TREG
CD4*CD25*NA KOMORKI EFEKTOROWE

W celu ustalenia mechanizmu dziatania limfocytow
CD4*CD25" na limfocyty efektorowe, komorki przedzie-
lono membrana (¢ 0,02 um) uniemozliwiajaca bezposred-
ni ich kontakt, a nastgpnie hodowano w wyzej opisanych
warunkach [12,24,31,34]. Wykazano, ze w takim ukta-
dzie badawczym limfocyty Treg nie dziataja hamujaco
na proliferacje limfocytéw CD4+*CD25", co sugeruje ko-
niecznos¢ bezposredniego kontaktu komérka-komérka dla
spetnienia funkcji przez limfocyty Treg CD4+*CD25*. Aby
okresli¢ znaczenie IL-10 i TGF-f3 w modulowaniu funk-
¢ji innych komorek przez limfocyty Treg CD4*CD25%, do
mieszanych hodowli dodawano odpowiednie przeciwcia-
ta blokujace dowodzac, iz cytokiny te odgrywaja mniej-
sza, lub wrecz marginalng rolg¢ w dziataniu supresyjnym
Treg [2,24,26,31,34,41]. Niemniej jednak wazne znaczenie
moze odgrywaé TGF-f zwiazany z btona komérkowa lim-
focytéw Treg, ktéry jest obecny na aktywowanych komor-
kach i moze by¢ odpowiedzialny za hamowanie czynnosci
komoérek w bezposrednich interakcjach [30].

Ze wzgledu na to, ze limfocyty CD4*CD25* oddziatywaja
na inne komorki przez bezposredni kontakt, dalsze bada-
nia skupily si¢ na analizie btonowych i wewnatrzkomorko-
wych receptoréw, ktére mogtyby by¢ odpowiedzialne za ich
dziatanie hamujace. Niepobudzone komorki regulatorowe
na swej powierzchni wykazuja wysoka ekspresj¢ recepto-
ra taiicucha o cytokiny IL-2 (CD25), dla taficucha y IL-2
(CD122), HLA-DR, CD45RO, wewnatrzkomérkowego re-
ceptora CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated anti-
gen 4) oraz CD134 (0X40). Jedna z niewielu uchwytnych
morfologicznych zmian zachodzacych podczas aktywacji
limfocytéw CD4*CD25* poprzez receptor TCR jest wzrost
ekspresji receptora CTLA-4, ktéry ulega przemieszcze-
niu z cytoplazmy na powierzchnig komérki. Zablokowanie
CTLA-4 na limfocytach Treg prawdopodobnie uniemoz-
liwia ich aktywacje¢ i skuteczne dzialanie w stosunku do

limfocytéw efektorowych [33]. Ligandem biatka CTLA-4
znajdujacego si¢ na powierzchni aktywowanego limfocyta
Treg jest receptor B7 na komérkach docelowych. Wynikiem
polaczenia si¢ biatka CTLA-4 z receptorem B7 jest spadek
wytwarzania IL-2 przez limfocyty bezposrednio poddane
dziataniu Treg, co zostato uwidocznione w hodowlach in
vitro [24,26,34,44]. W nastepstwie obnizenia uwalniania
IL-2 nastgpuje spadek proliferacji pozostatych limfocytéw.
Jednakze wyniki badani z uzyciem przeciwcial monoklo-
nalnych anty-CTLA-4 w hodowlach mieszanych limfocy-
téw sa sprzeczne i nie pozwalaja na jednoznaczne okre-
Slenie roli CTLA-4 [7,24,43,26].

Szczegblne znaczenie w spetnieniu funkcji hamujacych
przez regulatorowe limfocyty CD4*CD25* przypisuje si¢
receptorowi GITR (glucocortocoid-induced tumor necro-
sis factor receptor). W badaniach na myszach wykazano,
iz zastosowanie przeciwcial monoklonalnych blokujacych
receptor GITR powoduje ostabienie wlasciwosci inhibicyj-
nych komérek Treg w stosunku do populacji limfocytéw
CD4+*CD25" [38]. Zastosowanie przeciwciatl blokujacych
GITR w hodowlach limfocytéw ludzkich spowodowato jed-
nakze mniejsze ostabienie supresji, niz w przypadku ko-
morek mysich [4]. O roli tych receptoréw moze réwniez
Swiadczyc to, iz w podobnych uktadach doswiadczalnych
z prébami blokowania innych receptoréw, m.in.: CD103,
CTLA-4, 4-1BB, 0X40, CD2, tylko mAb anty-GITR po-
wodowaty zniesienie funkcji Treg [19].

Innymi kandydatami receptoréw odpowiedzialnych za wta-
Sciwosci hamujace limfocytéw CD4*CD25* moga by¢ cza-
steczki PD-1 oraz Notch. Wprawdzie struktura i znaczenie
tych receptoréw w bezposrednich interakcjach komoérko-
wych jest dos¢ stabo poznane, w badaniach na zwierze-
tach wykazano, iz pelnia one znaczaca rolg¢ w regulacji
tolerancji immunologicznej i kontroli proceséw autoim-
munizacyjnych. U myszy transgenicznych z brakiem re-
ceptora PD-1 rozwija si¢ autoimmunizacyjne zapalenie
ktebuszkéw nerkowych, zapalenie stawdw i autoimmuni-
zacyjna kardiomiopatia rozstrzeniowa [32]. Z kolei w ba-
daniach na transgenicznych myszach Notch wykazano, iz
sg one oporne na indukcj¢ autoimmunizacyjnego zapale-
nia wysp trzustkowych w poréwnaniu do szczepu ,,dzikie-
go”. Co ciekawe, jednoczesnie zaobserwowano u tych my-
szy zwigkszenie odsetka limfocytow Treg CD4*CD25%, co
posrednio moze sugerowac udziat receptora Notch w regu-
lacji rozwoju i funkcjonowania limfocytéw Treg [1].

Badania Gondeka i wsp. wykazaty udziat granzymu B (GZ-
B), ktérego ekspresja wzrasta podczas pobudzenia limfocy-
téw Treg, w supresji komoérek efektorowych po kontakcie
bezposrednim [17]. Spostrzezenia te zostaly potwierdzone
w badaniach funkcji limfocytéw Treg CD4+*CD25* u my-
szy transgenicznych GZ-B—/—, u ktérych zaobserwowano
zmniejszone wlasciwosci hamujace tych komérek. Nie zo-
stal natomiast potwierdzony udziat perforyn, sugerowany
we wczesniejszych badaniach innych autoréw [18].

Kwestig otwartg nadal pozostaje w jaki sposob tak mato
liczna populacja komorek jest w stanie nadzorowac po-
zostale komorki uktadu immunologicznego. Pewnym
wyjasnieniem moze by¢ teoria dwustopniowego dziata-
nia Treg, zwana tolerancja zarazliwa (infectious toleran-
ce) [23]. W pierwszym etapie komoérki Treg CD4*CD25*
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Ryc. 3. Schemat dziafania limfocytow Treg (D4*(D25* w zaleznosci od rodzaju i immunogennosci antygenu. Roznica w dziataniu limfocytéw Treg
moze wynikac z aktywacji tych komdrek poprzez receptory TLR, co prowadzi do uruchomienia dodatkowego sygnatu i drugiej fazy requlacji,
zaleznej od uwalnianych cytokin przez komérki Tsup indukowane w kontakcie bezposrednim przez Treg. Autoantygeny sg znacznie mniej
immunogenne, w wyniku czego nie dochodzi prawdopodobnie do indukcji drugiej fazy hamowania zaleznego od Tsup

w kontakcie bezposrednim z limfocytami T CD4*CD25-
indukuja ich anergi¢ i uwalnianie przez nie IL-10 i TGF-f.
W ten sposéb powstaja anergiczne limfocyty Tsup, zdol-
ne do wydzielania IL-10 i TGF-p, ktére w drugim etapie
dziataja hamujaco na kolejne limfocyty CD4*CD25™ (ry-
cina 2). Hipoteza ta jest wynikiem obserwacji hodow-
li mieszanej limfocytéw Treg CD4*CD25* z limfocytami
CD4*CD25". Zaobserwowano mianowicie, iz po pewnym
czasie z takiej hodowli mozna wyizolowac limfocyty Treg
CD4*CD25* i anergiczne Tsup, zdolne do hamowania §wie-
20 wyizolowanych limfocytéw CD4*CD25™ oraz stwierdzo-
no znaczne ilosci IL-10 i TGF-3 w supernatantach poho-
dowlanych [11,23].

Dziatanie limfocytéw Treg w warunkach in vivo wydaje
si¢ bardziej ztozone. W badaniach na zwierzg¢cych mode-
lach choréb autoimmunizacyjnych, takich jak autoimmu-
nizacyjne zapalenie zotadka i wrzodziejace zapalenie jelita
grubego, uzyskano sprzeczne dane dotyczace mechani-
zmu dziatania limfocytéw Treg. W pierwszym przypadku
wykazano, iz supresyjne dziatanie Treg nie jest zwiazane
7 IL-4, IL-10, TGF-B, CTLA-4 [28], przeciwnie natomiast

w przypadku badafi nad wrzodziejacym zapaleniem jeli-
ta grubego udowodniono, iz zar6wno IL-10, TGF-f, jak
i CTLA-4 sa niezbedne do uzyskania hamujacego dziata-
nia Treg [30,33,40]. Prawdopodobnie réznice te wynikaja
z rodzaju i immunogennosci antygenu odpowiedzialnego
za powstawanie zmian chorobowych. W przypadku wrzo-
dziejacego zapalenia jelita grubego choroba jest indukowa-
na przez silne antygeny bakteryjne flory saprofitycznej je-
lita (Enterobacteriacea). Bakterie te poprzez receptory TLR
(Toll-like receptors) sa silnymi stymulatorami Treg, co pro-
wadzi do uruchomienia dodatkowego sygnatu i wspomnia-
nej wezesniej drugiej fazy regulacji, zaleznej od uwalnia-
nych cytokin przez komérki Th = indukowane w kontakcie
bezposrednim przez Treg [8]. Natomiast w przypadku au-
toimmunizacyjnego zapalenia zotadka autoantygenem jest
H*/K*-ATP-aza obecna na komérkach oktadzinowych bto-
ny Sluzowej. H*/K*-ATP-aza jest znacznie mniej immuno-
gennym antygenem, w wyniku czego prawdopodobnie nie
dochodzi do indukcji drugiej fazy hamowania zaleznego od
Th, . Wydaje sig, ze takie zréznicowane dziatanie limfo-
cytéw Treg jest fizjologicznie uzasadnione. W zakazeniach
bakteryjnych nastgpuje silna aktywacja wielu komponent
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uktadu immunologicznego, co niesie ze soba zagrozenie
powstania wstrzasu septycznego. W takiej sytuacji dzia-
tanie limfocytéw Treg musi obja¢ caly organizm, co moze
nastapi¢ jedynie poprzez sie¢ cytokin hamujacych proces
zapalny, IL-10 i TGF-B. W przypadku autoantygenéw rola
limfocytéw Treg powinna si¢ ograniczy¢ do neutralizacji
komorek autoreaktywnych, badz tez komorek aktywowa-
nych przez autoantygeny. Do takiej eliminacji limfocytéw
wystarczajacy moze by¢ kontakt bezposredni z Treg, bez ko-
niecznosci uruchamiania sieci cytokin. Hipotetyczny sche-
mat dziatania komérek Treg w zaleznosci od immunogen-
nosci antygenu przedstawiono na rycinie 3.

Inna teoria dzialania limfocytéw Treg CD4*CD25* zostata
sformutowana przez Bacher-Allana i wsp. w oparciu o bada-
nia nad réznego typu stymulatorami TCR. Wskazuja oni, iz
w obecnosci silnego sygnatu charakterystycznego dla odpo-
wiedzi przeciwzakaznej limfocyty efektorowe sa niewrazliwe
na dziatanie limfocytéw Treg, podczas gdy limfocyty autore-
aktywne pobudzone autoantygenem s bardziej wrazliwe na
bezposrednie dziatanie limfocytéw regulatorowych [4].

Badania nad receptorami chemokin, wystgpujacymi na po-
wierzchni limfocytéw Treg, uzupetniaja wiedzg dotyczaca
ich migracji w kierunku komérek efektorowych. Sugeruje
si¢, ze komorki dendrytyczne przez wytwarzanie odpo-
wiednich chemokin reguluja dystrybucje limfocytéw Treg
CD4+*CD25* w organizmie [9].

PismiennicTwo

RecuLacia Funken Limrocytow TrRec CD4*CD25*

Nie ulega watpliwosci, ze w tym zlozonym systemie, jakim
jest uktad immunologiczny, limfocyty Treg musza réwniez
podlega¢ czynnikom regulujacym ich funkcje. Wskazuje
sig, ze komérki APC moga by¢ odpowiedzialne za modyfi-
kacje dziatania limfocytéw Treg. Zaobserwowano zahamo-
wanie funkcji limfocytéw CD4*CD25* w obecnosci CD86,
ktérego ekspresja jest zwigkszona na dojrzatych komoér-
kach dendrytycznych, natomiast obecnos¢ CD80, swoiste-
go dla komoérek dendrytycznych niedojrzatych, promowa-
ta zwigkszenie wlasciwosci supresyjnych limfocytéw Treg
[50]. Wedtug innych autoréw za modulacje funkcji limfocy-
tow Treg sa odpowiedzialne receptory nalezace do rodziny
TNFR OX40 (CD134) i GITR [46]. Uzycie agonistéw tych
receptoréw spowodowato zahamowanie dziatania supresyj-
nego limfocytéw CD4*CD25*, umozliwiajac proliferacje
limfocytéw efektorowych i wytwarzanie cytokin.

W swietle wspéiczesnych badan rola limfocytéow Treg
w kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznej jest bardzo
znaczaca. Zaburzenia pomigdzy faza aktywacji a supresji
w uktadzie immunologicznym wydaja si¢ obecne w pato-
genezie wielu choréb, czgsto o odmiennym przebiegu kli-
nicznym. Rozwéj wiedzy na temat fizjologii i dziatania lim-
focytéow Treg CD4+*CD25* umozliwi opracowanie nowych
strategii terapeutycznych opartych o manipulacje nad licz-
ba, funkcja czy tez swoistoscia limfocytow Treg.
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