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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Limfocyty B tworza zréznicowang fenotypowo i funkcjonalnie grupe komérek, ktéra moze
stymulowa¢ lub hamowa¢ odpowiedZ immunologiczng na alloprzeszczep. Limfocyty B biora
udzial w procesie odrzucania przeszczepu przez wptyw na zréznicowanie, proliferacje i funkcje
efektorowg limfocytéw T. Uszkadzajg przeszczep w reakcji cytotoksycznosci komérkowej za-
leznej od przeciwciat (ADCC) oraz w procesie humoralnego odrzucania w wyniku wytwarzania
alloswoistych przeciwciat przez komérki plazmatyczne.

Inna, niedawno opisana, supresyjna rola limfocytéw B ma sie przyczynia¢ do rozwoju tolerancji
i ochrony przeszczepu przed odrzucaniem. Te funkcje petnia regulatorowe limfocyty B, ktére
kontrolujag negatywnie odpowiedZ immunologiczna przez wydzielanie supresyjnych cytokin
(IL-10, IL-35, TGF-beta), naturalnych przeciwciat oraz przez interakcje komérkowe. W wyni-
ku tych proceséw hamujg wytwarzanie limfocytéw efektorowych Th1 i Th17 oraz stymuluja
powstawanie regulatorowych komérek T.

U pacjentdw po przeszczepieniu nerki z tolerancja operacyjna stwierdzono zwiekszenie liczby
limfocytéw B naiwnych i przej$ciowych o charakterze komérek regulatorowych oraz zwiek-
szenie ekspresji genéw réznicowania limfocytéw B. Natomiast w przewlektym odrzucaniu
zaleznym od przeciwcial obserwowano zaburzenia dystrybucji i funkeji limfocytéw regulato-
rowych B, co wskazuje na ich istotna role w akceptacji przeszczepu.

Obecne leczenie immunosupresyjne w sposéb nieselektywny hamuje dziatanie limfocytéw T
iB uposledzajac ich funkcje efektorowe i immunoregulatorowe. Nie w pelni kontroluje proces
przewlektego odrzucania, ktéry jest gtéwng przyczyng utraty przeszczepu. Lepsze poznanie
mechanizméw homeostazy immunologicznej zaleznej od limfocytéw B, moze poméc w doborze
tolerogennych protokotéw immunosupresyjnych.

regulatorowe limfocyty B - transplantacja nerki - tolerancja operacyjna - odrzucanie przeszczepu
leczenie immunosupresyjne

Summary

B cells are a group of diverse phenotype and function subsets, which can both stimulate and
inhibit the immune response to an allograft. They participate in the rejection process by
influencing differentiation, proliferation and effector functions of T lymphocytes. B cells in-
jure the graft via the ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) reaction and humoral
rejection through plasmocyte production of donor-specific antibodies.
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A converse, suppressive mode of B cells can attribute to the development of tolerance and
protect the graft from rejection. This function is provided by the regulatory B cells, which ne-
gatively control the immune response by producing suppressor cytokines (IL-10, IL-35, TGF-),
natural antibodies and through cellular interactions. In effect they inhibit the development
of Th1 and Th17 effector cells, and induce differentiation of regulatory T cells.

Operational immune tolerance in human kidney transplant recipients was associated with
increased number of naive and transitional B cells of regulatory function, and increased gene
expression for differentiation of B cells. However, in chronic alloantibody transplant rejection
the distorted distribution and function of regulatory B cells was found, which implies their
pivotal role in graft tolerance.

Currently, the immunosuppressive regimens unselectively inhibit the activity of T and B cells,
by interfering with their effector and immunoregulatory functions. They do not fully control
the chronic rejection reaction, which is the major cause of graft loss. Comprehension of the
mechanisms of immunologic homeostasis dependent on B cells can help develop immuno-

suppressive protocols targeted at tolerance.
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pressive treatment
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Wsrep

Postep w leczeniu immunosupresyjnym znacznie ogra-
niczyl wystepowanie incydentéw ostrego odrzuca-
nia przeszczepionej nerki i poprawit roczne przezycie
przeszczepu. Wieloletnie funkcjonowanie przeszczepu
jest ciagle niezadowalajace i po 10 latach 50% pacjen-
téw traci przeszczep [21,53]. Poznanie mechanizmdéw
przyczyniajacych sie do utrzymania dtugoletniego
funkcjonowania przeszczepionej nerki pozostaje nadal
wyzwaniem. Obecne leczenie immunosupresyjne w spo-
sob nieselektywny hamuje dziatanie limfocytéw T i B,
uposledzajac funkcje efektorowe i jednocze$nie immu-
noregulatorowe odpowiedzialne za tolerancje na allo-
antygeny. Nie w pelni kontroluje reakcje przewlektego
odrzucania oraz zwieksza ryzyko rozwoju choréb nowo-
tworowych, infekcji, choréb uktadu krazenia zwiekszajac
$miertelno$é biorcéw przeszczepu [11,80].

Istotna role w reakcji odrzucania przeszczepu pet-
nig limfocyty B, ktére sa zréznicowana fenotypowo
i funkcjonalnie grupa komérek. Wspomagaja komérki
T w odpowiedzi immunologicznej, prezentuja antygen
receptorowi TCR (T cell receptor) na limfocytach CD4,
dostarczajg sygnatéw kostymulacji przez czasteczki CD80
i CD86, wplywaja na rozwdj limfocytéw T pamieci, pro-

liferacje limfocytéw T i ich funkcje efektorowa. Limfo-
cyty B uszkadzaja przeszczep w reakcji cytotoksycznosci
komdrkowej zaleznej od przeciwciat (ADCC), a po zréz-
nicowaniu do komérek plazmatycznych przez wytwa-
rzanie alloprzeciwciat [3,48]. Oprécz znanego dziatania
limfocytéw B odpowiadajacego za ostre i przewlekle
odrzucanie przeszczepu, istnieje przeciwstawne dzia-
tanie hamujace odpowiedZ immunologiczng i chronigce
przeszczep przed reakcjg odrzucania w wyniku licznych
niezupelnie jeszcze poznanych mechanizméw [15,62].
Funkcjonalng grupe limfocytéw B dziatajaca antyzapal-
nie i supresyjnie nazwano komérkami B regulatorowymi
(Breg), przez analogie do regulatorowych limfocytéw T
[55,56]. W artykule oméwiono regulatorowe komérki B
w klinicznej transplantacji, z uwzglednieniem ich roz-
woju, mechanizmu dziatania oraz mozliwosci wykorzy-
stania w monitorowaniu biorcéw przeszczepu.

Rozwoy 1 DoJRZEWANIE LIMFOCYTOW B

Limfocyty B, podobnie jak wszystkie komdrki krwi,
pochodza z hematopoetycznych komérek macie-
rzystych (HSC - hematopoietic stem cells) znajduja-
cych sie w szpiku kostnym. Z komérek HSC powstaja
komérki progenitorowe limfopoezy, z ktérych rozwijaja
sie limfocyty T i B. Rozwéj limfocytéw B w szpiku jest
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procesem ztozonym i dynamicznym obejmujacym pro-
liferacje oraz selekcje komérek w mechanizmie apop-
tozy [19]. Wiadomo$ci na ten temat pochodzg gtéwnie
z badat prowadzonych na myszach. Wieloetapowy pro-
ces dojrzewania prekursoréw limfocytéw do komérek B
z ekspresja immunoglobulin jest zwigzany z antygenami
réznicowania (CD10, CD19, CD 21, CD23, CD34, CD45). Jest
kontrolowany przez czynniki transkrypcyjne, oddziaty-
wanie z komérkami podscieliska szpiku przez czasteczki
adhezyjne (VCAM-1, VLA-4) i cytokiny (IL-7, IL-4, IL-1
alfa, TGF-beta, TNF-alfa). We wczesnym etapie roz-
woju, w limfocytach pre-pro-B o fenotypie CD34, CD10,
B220, rozpoczyna sie ekspresja genéw, ktérych produkty
uczestnicza w rearanzacji genéw receptora immuno-
globulinowego. W nastepnym etapie, na limfocytach
pro-B pojawiaja sie czasteczki CD19, CXCR4, MHC klasy
11, receptor IL-7 oraz pierwotny receptor immunoglo-
bulinowy limfocytéw B (pre-B cell receptor - pre-BCR)
zbudowany z taticuchéw alfa- i beta-immunoglobulin.
Pojawienie sie w cytoplazmie i na powierzchni limfocytu
taricucha ciezkiego immunoglobulin oznacza powsta-
nie komdrek pre-B. Przemiana w niedojrzaty limfocyt B
nastepuje po zakoticzeniu rearanzacji genéw tancuchéw
lekkich i pojawieniu sie dojrzatego receptora immuno-
globulinowego BCR, zmniejszeniu ekspresji antygenu
CD10 i pojawieniu sie na powierzchni komérki IgM oraz
wysokiej ekspresji antygenéw CD24 i CD38. Fenotyp
niedojrzatej/przej$ciowej komdrki B mozna przedsta-
wié nastepujaco: CD19'sIgM*sIgD", CD24°, CD38", CD43".
Kolejny etap dojrzewania limfocytéw B nastepuje po
wytworzeniu taficucha ciezkiego delta i pojawieniu sie,
oprécz powierzchniowej immunoglobuliny IgM, immu-
noglobuliny IgD, ekspresji CD21 i CD23, a zmniejszaniu
ekspresji czasteczek CD38 i CD43 [18,26,51,90]. Feno-
typ naiwnego dojrzatego limfocyta B jest nastepujacy:
CD19'CD10D24"°*CD38°*IgD IgM".

SUBPOPULACJE LIMFOCYTOW B WE KRWI 0BWODOWE)

Zaréwno niedojrzate, nazwane przej$ciowymi, jak
i naiwne dojrzate limfocyty B przechodza do krwi kra-
zacej i do o$rodkéw rozmnazania w obwodowych narzg-
dach limfatycznych. Aby w takiej postaci mogly przezy¢
kilka miesiecy, niezbedny jest udziat wielu cytokin,
z ktérych najwazniejszymi sg IL-7 i nalezacy do rodziny
czynnika martwicy nowotwordw czynnik aktywujacy
limfocyty B (B cell activating factor - BAFF) [10]. Dalszy
proces réznicowania limfocytéw B odbywa sie po kon-
takcie ze swoistym antygenem. Kazdego dnia okoto 10
milionéw limfocytéw B przechodzi ze szpiku do krwi,
natomiast pula limfocytéw B jest szacowana na 10
miliardéw [26,57].

Niedojrzate/przej$ciowe limfocyty B, bedace prekurso-
rami dojrzatych naiwnych limfocytéw, zasiedlaja $le-
dzione i po kontakcie z antygenem ulegajg aktywacji lub
zréznicowaniu. W czasie tego procesu zwieksza sie eks-
presja markeréw CD10 i IgD [73]. Dojrzewanie przej$cio-
wych limfocytéw B moze sie odbywa¢ takze we krwi, na
co wskazuja badania u ludzi z wrodzonym brakiem §le-

dziony [9]. Przej$ciowe limfocyty B odpowiadaja na sty-
mulacje TLRY oraz antygeny niezalezne grasiczo (m.in.
na lipopolisacharydy bakteryjne) wytwarzajac przeciw-
ciata bez koniecznosci prezentacji antygenu przez MHC
i bez udziatu sygnatéw pochodzacych z limfocytéw T.
Wytwarzaja naturalne przeciwciata klasy IgM o niskim
powinowactwie. Wéréd przej$ciowych limfocytéw B
stwierdzono najwiekszy odsetek komérek wykazujacych
funkcje regulatorowe.

Dojrzate naiwne limfocyty B ulegaja aktywacji po kon-
takcie ze swoistymi antygenowo limfocytami T. Migruja
do centréw rozmnazania, gdzie proliferuja, podlegaja
hipermutacjom somatycznym w regionie zmiennym
immunoglobulin, przelaczeniu klas syntetyzowanych
immunoglobulin przez rekombinacje taficucha ciezkiego
oraz dojrzewaniu powinowactwa receptora BCR do anty-
genu w celu rozwoju komérek B pamieci.

Markerem komdrek B pamieci jest glikoproteina CD27,
jej ekspresje wykazuje potowa limfocytéw B we krwi.
Wsréd komdérek pamieci znajduja sie komérki o feno-
typie CD19°CD27'CD381gD*IgM" nieprzelaczone oraz
o fenotypie CD19°CD27°CD3871gD - po przetaczeniu klas
[1].

Aktywacja limfocytéw B pamieci swoistym antygenem
powoduje powstawanie plazmablastéw CD19°CD24-
"CD38°CD138 - oraz krétko i dtugo zyjacych plazmocytéw
CD19°CD24°CD38°CD138", ktére kraza miedzy szpikiem
kostnym a krwig obwodowa. Sg najwazniejszym Zré-
dtem przeciwciat o duzym powinowactwie do antygenu.
Komdérki plazmatyczne w zaleznosci od ekspresji che-
mokin, mogg sie umiejscawia¢ w szpiku [16], tkankach
zmienionych zapalnie, w tym w odrzucanych przeszcze-
pach, tworzac trzeciorzedowe struktury limfatyczne.
Takie komérki nie proliferuja, natomiast dtugotrwale
wytwarzajg przeciwciata klasy 1gG przyczyniajac sie do
przewlektego odrzucania przeszczepu.

Rozw6) REGULATOROWYCH LIMFOCYTOW B

Pochodzenie regulatorowych limfocytéw B nie jest jesz-
cze dokladnie poznane. Nie jest pewne, czy opisane
liczne podtypy limfocytéw B o wlasciwo$ciach regu-
latorowych sg wynikiem pochodzenia z réznych linii
komérkowych, czy do ich powstania doszto w czasie
dojrzewania limfocytéw B, jakie czynniki sprzyjaja ich
réznicowaniu i jaki wptyw na ich rozwéj maja zmiany
$rodowiska. Jest mozliwe, iz podczas réznicowania lim-
focytéw B dochodzi do zaburzenia réwnowagi miedzy
limfocytami B wydzielajagcymi immunosupresyjne cyto-
kiny (IL-10, IL-35 lub TGF-beta) a wydzielajacymi cyto-
kiny prozapalne lub wytwarzajacymi przeciwciata.

Jedna z hipotez zaktada, ze Breg sg oddzielna linig
komorek B, ktéra nabyta wtasciwosci regulatorowych
pod wptywem swoistych czynnikéw kontrolujacych
ekspresje gendéw odpowiedzialnych za wtasciwos$ci
supresyjne. Sugeruje sie tez, ze Breg pochodza z réznych
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populacji oddzielnych podgrup i komérek B, a wtasciwo-
$ci regulatorowe nabywaja w wyniku swoistej stymulacji
antygenowej i interakcji z pokrewnymi limfocytami T.
Zgodnie z ta hipotezg, swoiste antygenowo regulatorowe
limfocyty B powstaja w nastepstwie adaptacyjnej odpo-
wiedzi immunologicznej przez droge sygnatéw pocho-
dzaca z BCR i stymulacji CD40 i TLR (Toll-like receptors)
[2,38]. W hodowlach in vitro, ludzkie niedojrzate limfo-
cyty B (proB) w wyniku wigzania CD154 i CpG (fragment
DNA bakterii rozpoznawany przez TLR 9) przeksztatcaly
sie w dojrzate komérki wydzielajace IL-10. Regulatorowe
limfocyty B mogga sie rozwija¢ z niedojrzatych komdrek
strefy brzeznej §ledziony, jak i dojrzatych naiwnych foli-
kularnych limfocytéw B, w odpowiedzi na zapalenie (np.
stymulacji IL-1 beta, IL-6, IL-21, TLR), aby zapobiegal
niekontrolowanej ekspansji prozapalnych limfocytéw
np. Th17. Sygnaly do wytwarzania Breg wydzielajacych
IL-10 mogg pochodzi¢ z komérek apoptotycznych. Czyn-
nik BAFF moze takze selektywnie indukowad B komérki
o wiasciwosciach regulatorowych. Breg moga by¢ indu-
kowane przez regulatorowe komdérki dendrytyczne
przez INF-beta i CD40L [66].

Inna hipoteza wysunieta przez Rosser i Mauri, sugeruje,
ze Breg sg krétko zyjacymi efektorowymi komdrkami,
ktére ulegaja ekspansji w odpowiedzi na zapalenie lub
sa indukowane zapaleniem, a proces przebiega podob-
nie jak dojrzewanie niedojrzatych limfocytéw B w pla-
zmoblasty [68].

Regulatorowe limfocyty B wytwarzajace IL-10, najle-
piej poznany ich marker, tworza okoto 0,8% catkowitej
puli limfocytéw krwi obwodowej. Stwierdzano je
tez w $ledzionie, migdatkach, weztach chtonnych
drenujacych miejsce zapalenia jak i we krwi
pepowinowe;j.

FENOTYP REGULATOROWYCH LIMFOCYTOW B

Regulatorowe limfocyty B wykazujg réznorodno$¢ feno-
typowa [27]. Znajduja sie gtéwnie w obrebie subpopulacji
niedojrzatych limfocytéw B, takich jak limfocyty przej-
$ciowe, naiwne, a takze wérdd komérek pamieci plazmo-

Tabela 1. Zroznicowanie fenotypowe regulatorowych limfocytow B

blastéw i plazmocytéw (tabela 1). Nie znaleziono jeszcze
pojedynczego czynnika stuzacego do identyfikacji Breg na
wzdr transkrypcyjnego czynnika FOXP3 charakterystycz-
nego dla regulatorowych limfocytéw T. Na powierzchni
Breg znajduja sie rézne uktady licznych czasteczek beda-
cych markerami limfocytéw B, takich jak: CD1d, CD5,
CD19, CD24, CD27, CD148, CD38 i CD40 oraz IgD i IgM
[54,68]. Kazda z nich ma okreslone funkcje. Czasteczka
CD1d prezentuje antygen lipidowy komérkom prezentu-
jacym antygen (APC). CD5 negatywnie reguluje sygnaty
z receptora limfocytéw B. Marker limfocytéw B CD19 jest
wlaczony w aktywacje receptora BCR. Czasteczki CD24
i CD27 dostarczaja sygnatéw kostymulacji do aktywacji
i proliferacji limfocytéw T. Wéréd komérek CD27* znaj-
duja sie komérki wytwarzajace IL-10, hamujace synteze
cytokin przez monocyty [27]. Czasteczka CD38 stymuluje
wzrost komérek i wytwarzanie cytokin przez limfocyty B
oraz zapobiega ich apoptozie. Czasteczka kostymulacyjna
CD40 po zwigzaniu liganda CD40L indukuje proliferacje
i zréznicowanie limfocytéw B, indukuje ekspresje FAS
i wytwarzanie cytokin, w tym IL-10. Czasteczka immuno-
globuliny IgD aktywuje limfocyty B, a IgM dopelniacz.

Duzg liczbe regulatorowych limfocytéw B wykazano
wsérdd niedojrzatych/przejéciowych komdrek B o feno-
typie CD19°CD24"8hCD38Mieh, o czym pisano wczesniej.
W do$wiadczeniu, w ktérym stymulowano limfocyty
krwi obwodowej przez CD40, stwierdzono najwyzszy
odsetek komérek wydzielajacych IL-10 wéréd limfocy-
téw o tym fenotypie. Limfocyty przej$ciowe hamowaly
réznicowanie limfocytéw T naiwnych w komérki Thi
i Th17, zwiekszaly zdolnos$¢ do réznicowania w kierunku
regulatorowych limfocytéw T zaleznie od CD40 oraz od
ekspresji IL-10. Hamowaly swoista odpowiedz limfocy-
téw CD8 na wirusy i utrzymywaty homeostaze indu-
kowanych komérek NK. W populacji 0séb zdrowych,
Breg hamowaly proliferacje limfocytéw T i uwalnia-
nie INF-gamma i TNF-alfa. Zwiekszong liczbe komérek
przej$ciowych stwierdzano w operacyjnej tolerancji,
natomiast zmniejszenie liczby i zaburzenie ich funkcji
supresyjnej obserwowano w toczniu uktadowym trzew-
nym, reumatoidalnym zapaleniu stawdw oraz autoim-
munologicznej matoptytkowosci [25].

Subpopulagje limfocytow B z funkgja regulatorowa

Fenotyp regulatorowych limfocytéw B

Niedojrzate/przejsciowe komérki B (D19+(D24M"(D38hish
Komérki aktywacji/pamieci B (D19* (D27*(D48*i(D148*
Komérki B pamieci (D19+(D24"sh (D27+
(D19*(D24Msh(D27"
Plazmablasty (D19*(D27"(D38*
(D19+(D27"e"(D38*
Komérki plazmatyczne wytwarzajace IL-101 IL-35 (D138+(D38*
Komérki Br 1 (D19*(D25M9"CD71high
Komérki B (D19+*IgD*(D24Msh(D38"o"(5hish
Komérki B (D19*(D1d Msh(D5+,
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Wiekszo$¢ regulatorowych limfocytéw B wykazuje
wysoka ekspresje czgsteczek CD27, CD48 i CD148, ktdre
sg wskaznikami aktywacji/pamieci. Zmniejszenie liczby
komérek o tym fenotypie stwierdzano w chorobach
autoimmunologicznych, podobnie jak komérek o feno-
typie CD5, CD24'CD38'IgD".

Wiasciwosci regulatorowe wykazano w podgrupie komd-
rek o fenotypie CD24"8"CD27*, czyli charakterystycznym
dla komérek B pamieci. IL-10 wydzielana przez te pod-
grupe komérek hamowata wytwarzanie TNF-alfa przez
monocyty, a w do§wiadczalnym zapaleniu stawéw hamo-
wata wytwarzanie komérek Th 17, zmniejszajac nasilenie
zmian zapalnych [87]. Iwata i wsp. wykazali, ze komdrki
B10 wytwarzaly takze cytokiny prozapalne, takie jak
IL-6, IL-12 i IFN-y [33]. Wiasciwosci regulatorowe wyka-
zywaly komérki o fenotypie CD19°CD38°CD147, IgM,
stwierdzane w nadmiarze w procesach nowotworowych
oraz komérki CD73:CD25°CD75", ktérych niedobdr obser-
wowano w alergii. Supresyjne wlasciwosci wykazywaly
takze subpopulacje limfocytéw B o fenotypie CD19*1gD*
CD24hiehCD38MiECD5igh oraz CD1d MehCD5,

Plazmablasty o fenotypie CD19°CD24"8hCD27™t, zwlasz-
cza IgM pozytywne, stwierdzane we krwi u cztowieka
wytwarzaty 1L-10 i dziataly supresyjnie na komérki
dendrytyczne i efektorowe komérki CD4. Réwniez pla-
zmablasty o fenotypie CD27™CD38* oraz CD27"&"CD38*
uwalniaty IL-10 po stymulacji BCR [2,49]. Komdrki pla-
zmatyczne z markerem CD138%, ktére wytwarzaty IL-35
i IL-10 hamowaty komérki NK, neutrofile i komérki
CD4. Dziataly przeciwzapalnie podczas indukcji
do$wiadczalnego autoimmunologicznego zapalenia
moézgu [71,81].

Van der Veen opisat we krwi komérki B regulatorowe 1
(Br 1) o fenotypie CD19°CD25Me"CD71Me", ktére oprécz
IL-10, wytwarzaly antyzapalne swoiste dla alergenu
przeciwciato 1gG4 przyczyniajac sie do obwodowej
tolerancji [78].

Wspdlng cecha regulatorowych limfocytéw B, mimo
réznic fenotypowych, jest ich zdolno$¢ do wytwarzania
IL-10 o wiasciwosciach supresyjnych, stad tez sa nazy-
wane komdrkami B10. Okoto 60% komérek B10 wykazuje
ekspresje CD38 i stanowi 25% wszystkich limfocytéw B
w populacji ludzi zdrowych. Wykazuja wieksza prolife-
racje w odpowiedzi na mitogeny niz inne limfocyty B.
W chorobach autoimmunologicznych obserwowano
obnizenie IL-10 w supernatantach hodowli limfocytéw
B, o fenotypie regulatorowym, stymulowanych CD40L.
Obnizenie Breg we krwi korelowato z aktywnoscia reu-
matoidalnego zapalenia stawdw [33,75].

|MMUNOMODULUJACE DZIALANIE LIMFOCYTOW B

Pierwsze spostrzezenia dotyczace supresyjnego dzia-
tania limfocytéw B na odpowiedZ immunologiczng
pochodza z lat siedemdziesiatych ub.w., z badan
doswiadczalnych nad nadwrazliwoscig kontaktowsa.

Zwierzeta pozbawione limfocytéw B wykazywaty nasi-
lenie ciezszej nadwrazliwo$ci kontaktowej zaleznej od
limfocytéw T, co sugerowato, ze limfocyty B hamowaty
aktywacje lub regulowaty czynno$¢ limfocytéw T [37,59].
W innych badaniach do$wiadczalnych wykazano hamu-
jace dziatanie limfocytéw B na odpowiedZ antynowotwo-
rowg limfocytéw T, hamowanie wytwarzania zapalnych
cytokin w do$wiadczalnym nieswoistym zapaleniu jelit
i regresje autoimmunologicznego zapalenia mézgu pod
wplywem obecnosci limfocytéw B wytwarzajacych IL-10
[8,23,47,52,55]. Natomiast eliminacja limfocytéw B przy-
spieszata progresje choréb autoimmunologicznych.
Wykazano, ze myszy z do§wiadczalnym autoimmuno-
logicznym zapaleniem mézgu i z niedoborem limfocy-
téw B nie byly zdolne do osiagniecia remisji choroby
w pordwnaniu z myszami z zachowanymi limfocytami
B[82].

Badania kliniczne ostatnich lat réwniez przyblizyty zna-
czenie limfocytéw B w utrzymaniu homeostazy immuno-
logicznej w zdrowiu i w chorobie [8,43,85,86]. U zdrowych
0s6b zapalenie jest procesem samoograniczajacym dzieki
uwalnianiu antyzapalnych mediatoréw i cytokin, nato-
miast przewlekte zapalenie i przetrwale aktywowany
uktad odpornosciowy jest wynikiem braku funkcji supre-
sorowej limfocytéw w krazeniu i w miejscu zapalenia.
Blair i wsp. wykazali, ze u 0séb zdrowych, regulatorowe
limfocyty B o fenotypie komdérek przejsciowych CD19°C-
D24MshCD3gMeh po stymulacji CD40 wydzielaly IL-10
i hamowaty réznicowanie limfocytéw pomocniczych Thi
[4]. Takiego dzialania nie wykazywaty limfocyty B sty-
mulowane CD40 pobrane od pacjentéw z toczniem ukta-
dowym, ktére wytwarzaly mniej IL-10. Na tej podstawie
autorzy wnioskuja, ze uszkodzona funkcja regulatorowa
limfocytéw B moze by¢ czynnikiem patogenetycznym
choréb autoimmunologicznych [4].

MECHANIZM MOLEKULARNEGO DZIALANIA REGULATOROWYCH
KomOReK B (BREG)

Mechanizm regulatorowego dziatania limfocytéw B na
odpowiedZ immunologiczng nie jest doktadnie poznany.
Réznorodne fenotypowo komérki Breg moga wywieraé
funkcje regulatorowe przez rézne mechanizmy. Dziata-
nie immunoregulacyjne Breg nie tyle wynika z liczby
limfocytéw Breg, co z ich stanu funkcjonalnego i zalezy
od sygnatu, ktéry otrzymuja ze §rodowiska. Funkcjonuja
w sposéb swoisty antygenowo, ktéry wymaga interakcji
z pokrewnymi limfocytami T.

Jak juz wspomniano, najbardziej stata cechg komérek
regulatorowych jest wydzielanie IL-10 i z ta cytoking
przede wszystkim jest zwiazany mechanizm dzialania
Breg [68,75]. Do ekspansji i funkcji limfocytéw B wydzie-
lajgcych IL-10 jest niezbedna IL-21 wydzielana przez
limfocyty T. W modelu zapalenia stawéw, cukrzycy
i tocznia uktadowego komérki B wytwarzajace 1L-10
hamowaty odpowiedZ immunologiczna na autoantygeny
[52]. W wyniku bezposredniej interakcji Breg z efekto-
rowymi limfocytami T CD4'CD25 - zwieksza sie wytwa-
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rzanie regulatorowych komdrek T. IL-10 odpowiada za
supresje réznicowania komdrek Th17, obnizenie zdol-
noéci prezentowania antygenu przez komérki dendry-
tyczne, monocyty i inne komérki prezentujace antygen
oraz zmniejszenie wytwarzania prozapalnych cytokin
i czgsteczek kostymulujgcych. IL-10 przywraca réw-
nowage miedzy komdrkami Th1 i Th2 oraz wplywa na
réwnowage miedzy komérkami T FoxP3* a komérkami
wydzielajacymi IL-17. IL-10 i droga sygnatowa za posred-
nictwem czasteczek CD80 i CD86 umozliwiajg supresyjne
dziatanie komérkom Breg. Wykazano, ze mechanizm
dziatania IL-10 wytwarzanej przez przej$ciowe limfocyty
B obniza ekspresje czgsteczki CD86 w mechanizmie auto-
krynnym doprowadzajgc do zahamowania proliferacji
limfocytéw T i wytwarzania TNF-alfa [63].

Cherukuri i wsp zwrdcili uwage, ze limfocyty B z mar-
kerami powierzchniowymi, charakterystycznymi dla
limfocytéw naiwnych, pamieci oraz limfocytéw przej-
$ciowych wykazywaly podobng ekspresje IL-10, nato-
miast réznily sie wytwarzaniem TNF-alfa [13]. Autorzy
stwierdzili, ze stosunek ekspresji IL-10/TNF-alfa moze
by¢ lepszym wskaznikiem funkcji regulatorowej limfo-
cytéw B niz sama ekspresja IL-10. Najwyzszy stosunek
IL-10 do TNF-alfa wykazywaly limfocyty B przej$ciowe.
W badaniu in vitro silniej hamowaly wytwarzanie Th1
cytokin niz limfocyty B pamieci, mimo podobnego
poziomu ekspresji IL-10 [13].

Limfocyty Breg moga petnic¢ funkcje supresyjng bez
udziatu IL-10 przez uwalnianie TGF-beta, ktéry hamuje
aktywno$¢ prezentowania antygenu, indukuje regulato-
rowe komdrki T Foxp3* oraz indukuje konwersje efekto-
rowych komdrek T (CD4°CD25°) w regulatorowe komérki
T [41,67].

Z badan Chesneau i wsp. wynika, ze supresyjny wptyw
limfocytédw B na limfocyty T moze by¢ niezalezny od oby-
dwu antyzapalnych cytokin (IL-10 i TGF-beta) [14]. Auto-
rzy wykazali, Ze eliminacja IL-10 i TGF-beta, po dodaniu
do hodowli komérkowych przeciwciat przeciwko tym
cytokinom, nie zmieniata hamujacego wptywu limfocy-
téw B na proliferacje limfocytéw T CD4* CD25". Dowiedli,
ze niezbedny w tym procesie jest bezpos$redni kontakt
miedzy komérkami B i T oraz konieczna jest ekspresja
przez limfocyty B granzymu B (GzmB). Gzmb jest znany
jako sktadnik cytotoksycznych ziarnistosci limfocytéw
T i komdrek NK. Hamowanie proliferacji limfocytéw T
przez mechanizm zalezny od granzymu B stwierdzano
we wczesnym okresie zakazenia HIV i chorobach auto-
immunologicznych [28,34]. Zaobserwowano réwniez, ze
liczba komdérek B wytwarzajacych GzmB jest znaczaco
wieksza w grupie pacjentédw z operacyjna tolerancja,
ktérzy mimo zaprzestania terapii immunosupresyjnej
wykazywali stabilng funkcje przeszczepionej nerki. Lim-
focyty B z ekspresja GzmB charakteryzowaly sie zwiek-
szong ekspresjg czasteczek CD5, CD27, CD38 i CD138 [14].

Inny mechanizm supresji odpowiedzi immunologicz-
nej przez Breg moze by¢ wynikiem dziatania IL-35,

ktéra moze hamowaé funkcje efektorowg limfocytéw T
[71,81]. Ponadto IL-35 po zwigzaniu receptora, aktywuje
STAT1 i STAT3 w limfocytach B oraz indukuje komérki
Breg. IL-35 sprzyjata konwersji ludzkich limfocytéw B do
komérek Breg wytwarzajacych zaréwno IL-35 jak i IL-10.
Uwaza sie, ze IL-35 moze by¢ wykorzystana do induko-
wania autologicznych Breg in vitro, ktére mogtyby by¢
uzyte w leczeniu chordb autoimmunologicznych.

Hamowanie odpowiedzi immunologicznej przez komérki
B jest tez wynikiem interakcji Fas ligandu z limfocy-
tami Th1 lub naciekajacymi komérkami odpornoscio-
wymi z ekspresjg Fas, co moze powodowac¢ ich apoptoze.
W modelu alloprzeszczepu skéry, komérki B FasL* prze-
niesione od dawcy do biorcy powodowaly diugotrwatg
tolerancje przeszczepu, natomiast komérki z defektem
Fas ligandu nie zabezpieczaly przeszczepiong tkanke
przed reakcja odrzucania [5,67].

Funkcje immunosupresyjne mogg petnié wydzielane
przez komdérki B naturalne i swoiste antygenowo prze-
ciwciata. Moga sie wigza¢ do powierzchni komérek ule-
gajacych apoptozie zwiekszajac skuteczno$é fagocytarng
makrofagéw i komérek dendrytycznych. Przeciwciata
uposledzaja prezentacje antygenu przez komdérki pre-
zentujgce antygen hamujac ich dojrzewanie i ekspresje
czasteczek MHC, przez co hamujg odpowiedz zapalna.
Swoiste antygenowo sialylowane przeciwciata klasy IgG
hamujg aktywacje komérek B i patogenne reakcje odpor-
nos$ciowe. Wootla i wsp. wykazali, ze zwiekszenie kata-
litycznej aktywno$ci krazacych 1gG zmniejsza ryzyko
rozwoju przewleklej nefropatii przeszczepu [83].

Z przedstawionych danych wynika, ze regulatorowa
funkcja limfocytéw B jest wynikiem ztozonych mechani-
zméw, zaleznych od uwalniania antyzapalnych cytokin
jak i wynikajacych z bezposredniego kontaktu miedzy
komérkami, a nawet z wytwarzania przeciwciat natural-
nych jak i swoistych antygenowo.

Nadmierna stymulacja komérek Breg moze sprzyjad
rozwojowi procesu nowotworowego, poniewaz aktywa-
cja Breg wytwarzajacych TGF-beta jest wykorzystywana
przez komérki guza do ucieczki spod kontroli immuno-
logicznej [64,90]. Rozwojowi przerzutéw nowotworo-
wych sprzyja konwersja spoczynkowych limfocytéw CD4
do regulatorowych limfocytéw T. Réwniez wirusy HCV,
HIV i EBV chronig sie przed Th1 odpowiedzig stymulu-
jac limfocyty Breg z ekspresja czasteczek FAS, co sprzyja
przewlektej infekji.

RoLA LiMFocYTow B w IMMUNOREGULACJI ODPOWIEDZI NA
ALLOPRZESZCZEP

Badania w transplantacji doswiadczalnej

Wyniki badari pochodzace z transplantacji do§wiadczal-
nej potwierdzaja udziat limfocytéw B w tolerancji immu-
nologicznej na alloprzeszczep. Przeniesienie limfocytéw
B od myszy z tolerancjg na MHC klasy I niezgodnego
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przeszczepu skéry przedtuzato przezycie przeszczepu
w sposdb swoisty antygenowo i zalezny od liczby poda-
nych limfocytéw B [58]. Szczury, ktérym w czasie trans-
plantacji nerki podano limfocyty B pochodzace od
dawcy nerki wykazywaty dlugotrwatg akceptacje prze-
szczepu [84]. Dlugotrwala tolerancja alloprzeszczepu
serca u szczurdw, wywotana krétkotrwatym podaniem
leku immunosupresyjnego, analoga dezoksyspergu-
aliny, charakteryzowala sie nagromadzeniem we krwi
i w przeszczepie limfocytéw B z ekspresja genédw charak-
terystycznych dla tolerancji [40]. Limfocyty B od biorcy
z tolerancja byly zdolne do przeniesienia tolerancji na
przeszczep na drugiego osobnika. Wywolanie tolerancji
na alloantygeny byto mozliwe jedynie w obecno$ci lim-
focytéw B [24].

Deplecja limfocytéw B po zastosowaniu przeciwciata
anty-CD20 lub anty-CD19, wplywata na zwiekszenie
proliferacji alloswoistych komérek CD4 i przyspieszata
odrzucanie alloprzeszczepu skéry, natomiast nie miata
wplywu na ostre odrzucanie nerki lub serca [22]. Nato-
miast w transplantacji wysepek trzustkowych po poda-
niu przeciwciata anty-CD20, obserwowano rekonstytucje
limfocytéw B z dominacja komdérek przejsciowych i nie-
dojrzatych, co wptyneto na wydtuzenie czasu funkcjo-
nowania przeszczepu [44]. W modelu transplantacji
serca u myszy, z deplecja regulatorowych limfocytéw T
CD4°CD25" przed przeszczepem dochodzito do odrzuca-
nia przeszczepu mimo zwiekszenia populacji komérek B
o wlasciwosciach regulatorowych, wskazujac na istotng
role regulatorowych limfocytéw T oraz na interakcje
miedzy regulatorowymi limfocytami T i B w indukji
tolerancji. U zwierzat z tolerancjg na przeszczep obser-
wowano nagromadzenie limfocytéw B o fenotypie regu-
latorowym i tworzenie centréw rozmnazania w obrebie
alloprzeszczepdw [40]. Zdolnoé¢é limfocytéw B do prze-
dtuzenia przezycia alloprzeszczepu w przedstawionych
modelach transplantacji wskazuje na ich wazna role
w rozwoju tolerancji na przeszczep.

BADANIA W TRANSPLANTACJI KLINICZNE)

Wyniki badar u biorcéw przeszczepu z tolerancja
operacyjna

W transplantacji klinicznej rola limfocytéw B w tole-
rangji nie jest tak jednoznaczna, chociaz przedstawiono
wiele przyktadéw popierajacych supresyjny wplyw lim-
focytéw B na alloodpowiedz [6,7,30,32,46,65,79].

Najwiecej informacji o roli limfocytéw B w tolerancji
immunologicznej u biorcéw przeszczepionej nerki przy-
niosty 2 wieloo$rodkowe badania pochodzace ze Sta-
néw Zjednoczonych i z Europy, a opublikowane w 2010 r.
w Journal of Clinical Investigation [60,69]. Badaniami objeto
grupe 36 chorych z operacyjna tolerancja, czyli bior-
céw przeszczepu, ktérzy z réznych powoddw zaprze-
stali leczenia immunosupresyjnego przez co najmniej
rok, a mimo to nie wystapita u nich reakcja odrzucania
i przeszczepiona nerka zachowata prawidtowa czynnosé.

Ta niewielka grupa biorcéw, ktéra udato sie zebraé na 2
kontynentach wskazuje jak rzadko zdarza sie tolerancja
na niezgodne antygeny HLA w transplantacji nerek.

Newell i wsp., badali ekspresje genédw obejmujaca
znaczng cze$¢ genomu (w tym geny regionu zmiennego
w taricuchu kappa i lambda immunoglobulin) oraz feno-
typ limfocytéw B i T w grupie 25 pacjentéw z toleran-
cja operacyjna, a uzyskane wyniki poréwnywali z grupa
27 pacjentéw leczonych immunosupresyjnie z dobrym
funkcjonowaniem przeszczepionej nerki oraz z 12-oso-
bowa grupa zdrowych ochotnikéw [60] (Immune Tole-
rance Network). Autorzy wykazali, ze tolerancja na
przeszczep korelowala z grupa genéw charaktery-
stycznych dla limfocytéw B. Z 30 genéw réznicujacych
pacjentéw z tolerancja od pacjentéw leczonych immu-
nosupresyjnie 22 byto swoistych dla limfocytéw B.
Pacjenci z operacyjna tolerancja wykazywali zwiekszenie
catkowitej liczby limfocytéw B, komérek przejsciowych
o fenotypie CD19'CD38'CD24'IgD", komdrek naiwnych
i pamieci oraz podwyzszong wewnatrzkomérkowa eks-
presje regulatorowej cytokiny IL-10 w poréwnaniu do
grupy leczonej immunosupresyjnie. W poréwnaniu do
zdrowej grupy kontrolnej, pacjenci z tolerancja mieli
wiekszg liczbe limfocytéw B naiwnych oraz wytwarzaja-
cych IL-10, wyzszy w moczu i w surowicy poziom mRNA
dla CD20 [60].

Komorki B o fenotypie komérek naiwnych majg ograni-
czong sprawno$¢ prezentowania antygenu limfocytom T
naiwnym. Prezentacja antygenu przez naiwne limfocyty
B stymuluje rozwdj komdrek regulatorowych, sprzyjajac
tolerancji [12]. Natomiast komdrki B pamieci, ktérych
liczba jest takze podwyzszona u pacjentéw z tolerancja,
wytwarzajg wiecej IL-10.

W innym wieloo$§rodkowym badaniu europejskim (Indi-
ces of Tolerance/RISET) ustalono parametry i biomar-
kery zwiazane ze stanem immunologicznej tolerancji na
podstawie poréwnania wynikéw badania 11 pacjentéw
z operacyjna tolerancja z 9. pacjentami z przewlektym
odrzucaniem, z 51. pacjentami ze stabilng funkcjg nerki,
ale leczonymi immunosupresyjnie oraz ze zdrowa grupa
kontrolng (9 oséb) [69].

Podobnie jak w badaniu Immune Tolerance Network,
u pacjentéw z tolerancja obserwowano wieksza liczbe
limfocytéw B w wyniku zwiekszenia komérek naiwnych
CD19°CD27-IgD* i przej$ciowych CD19°CD27-CD24"C-
D38'IgD" oraz wiecej komérek NK we krwi w poréwnaniu
z pacjentami z przewlektym odrzucaniem lub z pacjen-
tami leczonymi immunosupresyjnie. Zwiekszonej licz-
bie limfocytédw B u pacjentéw z operacyjna tolerancja
towarzyszyta zwiekszona ekspresja genéw charaktery-
stycznych dla limfocytéw B, m.in.: TCL1A, CD20, CD79b.
Geny TCLI1A i CD79B, wykazywaty zmniejszong ekspresje
u pacjentédw z incydentem ostrego odrzucania w poréw-
naniu z pacjentami ze stabilna funkcjg przeszczepu
[32]. U pacjentéw z tolerancja operacyjna obserwowano
tez zmiany w populacji limfocytéw T, ktére obejmo-
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waly zmniejszong liczbe aktywowanych limfocytéw T
CD4*, zmniejszona odpowiedZ immunologiczng komé-
rek T CD4" na antygeny dawcy (obnizenie wytwarzania
interferonu gamma w te$cie ELISPOT) i wysoki sto-
sunek ekspresji genu dla czynnika transkrypcyjnego
FOXP3 w pordwnaniu z genem a-1,2-mannozydazy
w komdérkach krwi obwodowej, zwlaszcza u pacjentéw
z brakiem niezgodnych antygenéw HLA. W tym badaniu
zidentyfikowano 10 genéw, ktére pozwalaja na selekcje
pacjentéw z tolerancja na przeszczep ze 100% czutoscia
i 100% swoisto$cig [60].

Podobne zmiany dystrybucji limfocytéw B we krwi
obwodowej obserwowali Chesneau i wsp. u 9 pacjentéw
z operacyjna tolerancja [14,15]. Wykazali wieksza catko-
witg liczbe limfocytéw B, komdrek przejsciowych i naiw-
nych, natomiast obnizenie zréznicowanych komérek
plazmatycznych CD20°CD38*CD138°CD19" oraz obnize-
nie ekspresji genéw réznicowania i genéw antyapop-
totycznych limfocytéw B w poréwnaniu z pacjentami
leczonymi immunosupresyjnie. Pacjenci z toleran-
cja mieli wiecej limfocytéw B z ekspresjag GzmB*. Odse-
tek tych komdérek korelowat ze stopniem zahamowania
proliferacji komérek efektorowych CD4*CD25". Jedno-
cze$nie ze zwiekszeniem Breg obserwowano wyzsze ste-
zenie Treg i nizsze limfocytéw cytotoksycznych CD8.
Nie odnotowano réznic w liczbie limfocytéw B pamieci
w badanych grupach biorcéw przeszczepu.

W badaniach in vitro limfocyty B proliferowaty prawi-
dtowo, lecz wytwarzaly wiecej IL-10 oraz wykazywaty
defekt ekspresji czynnikéw réznicowania w komdrki
plazmatyczne i wiekszg sktonno$¢ do apoptozy, anizeli
limfocyty pacjentéw leczonych immunosupresyjnie.
Autorzy sugeruja, ze przewaga limfocytéw B wytwa-
rzajacych IL-10 oraz deficyt komdrek plazmatycznych
moze zmienia¢ mikro$rodowisko sprzyjajac utrzymaniu
tolerancji. Sugeruja tez integracyjna role limfocytéw B
w sieci regulacji odpowiadajacej za rozwéj tolerancji na
alloprzeszczep.

Badania Silvy i wsp. takze wskazuja na udziat limfocytéw
B w tolerancji operacyjnej. Badania przeprowadzone na
zaledwie 5-osobowej grupie biorcéw wykazaty poréwny-
walne wyniki odsetka jak i bezwzglednej liczby limfocy-
téw B, komérek naiwnych, Breg (CD19°CD24"e"CD3ghigh)
oraz podobng zmienno$¢ receptora limfocytéw B (BCR)
jak w zdrowej grupie kontrolnej [72]. Ponadto limfocyty
Breg wykazywaly wieksza aktywacje szlaku sygnato-
wego CD40/STAT3, ktéry odgrywa gtéwna role w wielu
procesach komérkowych, takich jak wzrost, apoptoza
ijest istotny dla funkcji Breg.

WYNIKI BADAN U BIORCOW Z PRZEWLEKEYM ODRZUCANIEM
PRZESZ(ZEPU

W grupie pacjentéw z przewlektym odrzucaniem prze-
szczepu dystrybucja i funkcja limfocytéw B wykazywata
przeciwny trend do opisywanego w tolerancji operacyj-
nej. Gléwnymi zaburzeniami byly: obnizenie odsetka

i liczby bezwzglednej limfocytéw B oraz zmniejszenie
liczby Breg o fenotypie komédrek przejéciowych CD24h
ghCcD38hEhCD5" [13,61,72,74]. Pacjenci z przewleklym
odrzucaniem mieli mniejsza liczbe komérek pamieci
oraz zredukowany stosunek aktywowanych limfocytéw
B do komdrek pamieci, a takze obnizong zdolnos$¢ do
aktywacji szlaku CD40 i STAT3 w poréwnaniu ze zdrowa
grupa kontrolng [72]. Na uszkodzenie supresyjnej funk-
¢ji limfocytéw B w poréwnaniu z biorcami ze stabilng
funkcja przeszczepu, zwrdécili uwage Nouel i wsp., kté-
rzy wykazali brak skutecznego hamowania proliferacji
autologicznych limfocytéw T przez limfocyty B aktywo-
wane CpG [61]. Limfocyty B izolowane od tych pacjentéw
znacznie stabiej hamowaly wytwarzanie Th1 prozapal-
nych cytokin (INF-y i TNF-a) w poréwnaniu z limfocy-
tami B pochodzacymi od pacjentédw ze stabilng funkcja
przeszczepionej nerki lub od oséb zdrowych [61]. Eks-
presja antygenéw HLA-DR byta istotnie wyzsza na
komérkach pamieci IgD"CD27* u pacjentéw z przewle-
ktym odrzucaniem, sugerujac zwiekszona zdolno$é pre-
zentacji antygenu w tej grupie chorych [61].

Cherukuri i wsp. zwrdcili uwage na niekorzystna polary-
zacje wydzielanych cytokin u pacjentéw z przewlektym
odrzucaniem [13]. Przejéciowe limfocyty B wykazywaty
znacznie wieksza ekspresje TNF-alfa, natomiast podobna
ekspresje IL-10 jak limfocyty od biorcéw stabilnych, co
spowodowato redukcje stosunku IL-10/TNF-alfa. W bada-
niach in vitro, przejsciowe limfocyty pobrane od pacjen-
téw z odrzucaniem nie tylko nie hamowaty wytwarzanie
cytokin przez limfocyty Th1, lecz zmniejszaly wydziela-
nie cytokin przez limfocyty Th2. U pacjentéw z dysfunk-
cja przeszczepu niewielkie wydzielanie IL-10 w stosunku
do wydzielanego TNF-alfa przez przejéciowe limfocyty
korelowato z gorszymi wynikami przeszczepiania w cza-
sie ponad 3-letniej obserwacji [13].

Obserwacje prowadzone przez Shabir i wsp. przez 4 lata
po transplantacji wykazaly, ze pacjenci, ktérzy wytwo-
rzyli de novo przeciwciata DSA i jednocze$nie wykazy-
wali zwiekszony odsetek przejsciowych komdrek B nie
mieli cech klinicznych ani histopatologicznych odrzu-
cania przeszczepu [70]. Wyniki tego badania sugeruja,
ze regulatorowe limfocyty B chronity przeszczep przed
uszkodzeniem zwigzanym z przeciwciatami.

WpLyw LECZENIA IMMUNOSUPRESYJNEGO NA LIMFOCYTY B
0 WEASCIWOSCIACH REGULATOROWYCH

Z dotychczasowych badan wynika, ze leczenie immu-
nosupresyjne utrudnia utrzymanie stanu réwnowagi
miedzy funkcja efektorowg a supresyjna limfocytéw
u pacjentéw po przeszczepieniu nerki. Deplecja lim-
focytéw B zwiekszata czesto$é ostrego odrzucania,
potwierdzajac hamujace dzialanie limfocytéw B na
alloodpowiedz. Clatworthy i wsp. zastosowali indukcje
przeciwcialem anty-CD20 u pacjentéw przed przeszcze-
pieniem nerki i u wiekszo$ci (83%) chorych wystapito
ostre odrzucanie, natomiast po zastosowaniu indukcji
przeciwcialem anty-CD25 czesto$¢ odrzucania wyno-
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sita 14% [17]. Réwniez u chorych bez indukcji epizody
ostrego odrzucania wystepowaly znacznie rzadziej niz
u pacjentéw, ktérym podano przeciwciato anty-CD20
[33]. Taki wynik sugeruje szkodliwo$¢ usuniecia komdrek
B, w tym regulatorowych i stawia pytanie czy stosowanie
przeciwciat deplecyjnych w indukcji immunosupresji
lub w leczeniu ostrego odrzucania nie utrudni rozwoju
tolerancji na alloprzeszczep. Analiza pacjentéw z tole-
rancja operacyjng wykazata, ze wsrdd tej grupy byto
dwukrotnie mniej pacjentéw, ktérzy otrzymali indukcje
przeciwciatami antylimfocytarnymi (poliklonalne suro-
wice antytymocytarne; ATG), anizeli w grupie pacjentéw
ze stabilng funkcja lub z reakcja odrzucania przeszczepu,
co sugeruje, ze deplecja limfocytéw nie sprzyja rozwo-
jowi tolerancji [60,88].

Przeciwne wnioski plyna z niektérych badar do$wiad-
czalnych z zastosowaniem przeciwciat anty-CD20.
Wynika z nich, ze po deplecji limfocytéw B, nowo gene-
rowane limfocyty maja gtéwnie charakter komdrek
przej$ciowych, czyli regulatorowych oraz naiwnych,
co sugeruje, ze takie leczenie nie uszkadza subpopula-
cji limfocytéw B odpowiadajgcych za negatywna regu-
lacje odpowiedzi immunologicznej. Zwierzeta leczone
przeciwcialem anty-CD20 oraz ATG wykazywaty istotne
wydluzenie czasu przezycia wszczepionych wysepek
trzustkowych [44].

U pediatrycznych biorcéw przeszczepu réwniez
obserwowano tolerogenng redystrybucje limfocy-
téw B po leczeniu ostrego odrzucania przeciwciatem
anty-CD20. Rok po leczeniu stwierdzono przywrdce-
nie obnizonego stosunku limfocytéw B naiwnych do
limfocytéw B pamieci i rekonstytucje naiwnych limfo-
cytéw B do poziomu stwierdzanego u stabilnych bior-
céw przeszczepu [89]. W populacji dorostych biorcéw
przeszczepu, ktérzy otrzymali pojedyncza dawke prze-
ciwciala anty-CD20 (375 mg/m?), oprdcz standardowej
immunosupresji, stwierdzano dtugotrwala, prawie cat-
kowita deplecje limfocytéw B. Badanie weztéw chton-
nych pobranych 4 tygodnie po podaniu rituksymabu
wykazato nizszy odsetek naiwnych (IgD*CD27), wyzszy
przetaczonych komdrek pamieci i brak komérek przej-
$ciowych oraz zmiany funkcjonalne limfocytéw B [35].

Wynik dziatania przeciwciat anty-CD20 na homeostaze
immunologiczna u biorcédw przeszczepu zalezy prawdo-
podobnie od czasu podania przeciwciata: przed, w czasie
lub po kontakcie limfocytéw B z alloantygenami. Takie
wnioski wyptywajg tez z badat nad do$wiadczalnym
zapaleniem mdzgu (EAE). Przeciwciato podane przed
indukcja EAE zaostrzato zmiany z powodu eliminacji
Breg, a podane w czasie trwania choroby tagodzito jej
objawy, przez eliminacje efektorowych komérek B zapo-
biegajac aktywacji limfocytéw CD4 [50].

Niekorzystny wplyw na rozwdj tolerancji wykazywat
alemtuzumab (skierowany przeciw czasteczce CD52). Po
poczatkowej deplecji nastepowata regeneracja limfocy-
téw B z towarzyszacym wzrostem wytwarzania przeciw-

cial anty-HLA skierowanych przeciw dawcy przeszczepu
[76]. Heidt i wsp. w badaniach prowadzonych przez
jeden rok u 19 pacjentéw po indukcji alemtuzumabem
stwierdzili krétkotrwaly, przejsciowy wzrost liczby
komérek B o fenotypie regulatorowym oraz dtugotrwale
utrzymujaca sie dominacje naiwnych limfocytéw B, co
moze zmniejszaé odpowiedZ na alloprzeszczep i sprzyjaé
utrzymaniu homeostazy immunologicznej [31].

Leczenie belataceptem, selektywnym inhibitorem kosty-
mulacji limfocytéw T (CTLA4-Ig) pozytywnie wpltywato
na tolerogenny profil limfocytéw B przez zwiekszenie
proporcji przej$ciowych i naiwnych limfocytéw B kosz-
tem komdrek pamieci [42].

O wplywie przewlekle stosowanego leczenia immu-
nosupresyjnego na kinetyke subpopulacji limfocytéw
B oraz ich funkcje u biorcéw przeszczepu nerki mniej
wiadomo, chociaz w ostatnim czasie zajmowato sie tym
zagadnieniem kilka grup badaczy [20,29,45,36]. Kambu-
rowa i wsp. w czasie dwuletniej obserwacji 26 pacjen-
téw leczonych takrolimusem, mykofenolanem mofetylu
(MMF) i steroidami wykazali przesuniecie fenotypu
limfocytéw B w kierunku komérek pamieci [36]. Obser-
wowali zmniejszenie odsetka limfocytéw naiwnych
(IgD*CD27°), przejéciowych (CD24"ghcD38Me") i dojrza-
tych (CD24°CD38*), przy wzglednym wzroscie liczby
komérek pamieci o fenotypie CD24"8"CD38" oraz prze-
taczonych 1gDCD27". Fenotypowi komérek pamieci
towarzyszyt wzrost odsetka limfocytéw B CD80* i CD95*
w 12 i 24 miesigcu obserwacji. Opisane zmiany profilu
limfocytéw B sa przeciwne do profilu obserwowanego
u pacjentéw z tolerancja operacyjna, wskazujac, ze obec-
nie stosowarne leczenie nie sprzyja rozwojowi tolerancji
na przeszczep. Wiekszos$¢ limfocytéw wykazywata eks-
presje receptora BAFF, ktérego intensywno$é ekspresji
rosta z czasem obserwacji.

Viklicky i wsp. monitorowali przez jeden rok kinetyke
limfocytéw za pomocg markeréw CD45, CD19, CD 27,
CD38, CD 24, IgD, IgM i CD21 u 98 biorcéw przeszczepu
nerki, ktérzy otrzymali ATG (74 pacjentéw) lub bazylyk-
symab (24 pacjentéw), a w leczeniu przewlektym takro-
limus, MMF i prednison [74]. Autorzy wykazali mniejsza
liczbe plazmablastéw o fenotypie IgM-CD38highcD27high
oraz limfocytéw B przejéciowych o fenotypie IgMMehC-
D24MehCD3ghieh zwlaszcza w pierwszych 3 miesigcach
po przeszczepieniu. Zmniejszenie liczby przejsciowych
limfocytéw w 3. miesigcu korelowato z ostrym odrzu-
caniem przeszczepu. Nizsze warto$ci limfocytéw przej-
$ciowych stwierdzano u pacjentéw z uczuleniem na
antygeny transplantacyjne (PRA>50%), jak i u pacjentéw
z ostrym lub przewlektym odrzucaniem przeszczepu.
Liczba komérek naiwnych (IgM*1gD'CD27°) i komérek B
pamieci przetaczonych i nieprzetaczonych IgM*CD277,
poza 7 doba, nie ulegata wiekszej zmianie w czasie rocz-
nej obserwacji [74].

Chung i wsp. w badaniach wykonanych miesiac po trans-
plantacji u 21 pacjentéw leczonych takrolimusem, MMF
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i prednisonem oraz bazyliksymabem w indukcji wykazali
istotne obnizenie liczby komdrek przejéciowych o feno-
typie CD24'CD38"/CD19* wraz z obnizeniem stezenia
immunosupresyjnych cytokin IL-10 i IL-21 oraz obnize-
niem ekspresji mRNA BLNK (B-cell linker) w poréwnaniu
z badaniami pobranymi przed przeszczepem. Subpopu-
lacja dojrzatych komérek B i komdrek B pamieci nie ule-
gla zmianie [16].

W innym badaniu Van de Berg i wsp. badali fenotyp limfo-
cytéw T i B w széstym miesigcu, drugim i pigtym roku po
przeszczepieniu u 56 biorcéw nerki, leczonych podobnie
jak w wyzej oméwionych pracach [77]. Wykazali nizszy
odsetek i nizsza catkowitg liczbe limfocytéw B u biorcéw
przeszczepu w poréwnaniu z osobami zdrowymi w kaz-
dym badanym punkcie czasowym. Zaréwno u biorcéw
przeszczepu ze stabilna czynnoscia nerki, jak i z subkli-
nicznym lub ostrym odrzucaniem przeszczepu, obserwo-
wano bardziej zréznicowana pule krazacych limfocytéw
B z nizszym odsetkiem naiwnych CD2771gD" i wyzszym
odsetkiem zaréwno nieprzetaczonych CD271gD" i prze-
taczonych CD27* IgD~ komérek pamieci w porédwnaniu
ze zdrowg kontrolg. Obserwowano réwniez obnizenie
odsetka regulatorowych limfocytéw T i cytotoksycznych
limfocytéw CD8". Zmiany dystrybucji limfocytéw autorzy
tlumaczyli przewlekta stymulacjg antygenowa.

Wplyw inhibitoréw mTOR na populacje limfocytéw B nie
réznit sie od dziatania inhibitoréw kalcyneuryny. Inhibi-
tory mTOR przyczynialy sie do ekspansji regulatorowych
limfocytéw T, w poréwnaniu z leczonymi inhibitorami
kalcyneuryny, co dowiedziono juz we wczesniejszych
badaniach, natomiast nie miaty takiego wptywu na regu-
latorowe komdérki B. Niezaleznie od stosowanego leczenia
liczba przejéciowych limfocytéw B CD19*CD24"g"CD3ghish
rosta z czasem po transplantacji i korelowata z odlegtym
przezyciem przeszczepu, niemniej byta istotnie nizsza
w pordwnaniu z populacjg zdrowa [39]

Heterogenne, niezbyt liczne grupy biorcéw przeszczepu,
uczestniczacych w réznych programach immunosu-
presyjnych, badane w réznym okresie po transplanta-
cji z uzyciem réznych metod utrudniaja jednoznaczna
ocene wptywu leczenia immunosupresyjnego na dystry-
bucje i funkcje regulatorowa limfocytéw B. Z wiekszo$ci
badati wynika brak korzystnego wptywu immunosupre-
sji na rozwdj tolerogennego profilu limfocytéw B.

PobsumowaNiE

W miare rozwoju badati nad regulatorowymi limfocy-
tami B, okazato sie, ze ta populacja komdrek jest nie-
zwykle ztozona, ze wzgledu na heterogenno$¢ receptora
limfocytéw B (BCR), réznorodno$é fenotypowg, mno-
go$¢ funkeji wykorzystujacych liczne mechanizmy do
regulacji odpowiedzi immunologicznej, ktére mogg dzia-
ta¢ tacznie i na zasadzie sprzezenia zwrotnego.

U biorcéw przeszczepu z tolerancja operacyjng wykazano
wyzszg proporcje i liczbe regulatorowych limfocytéw

B we krwi. Tworzyly je limfocyty B w réznym stadium
rozwoju, chociaz gtéwnie o fenotypie przejsciowym
CD19"CD24MeCD38Meh, Ich wspdlng cechg byla przewaga
wydzielania supresyjnej IL-10, nad wydzielaniem cyto-
kin prozapalnych. Nie wiadomo, czy zwiekszona obec-
no$¢ Breg jest niezbedna do utrzymania stanu tolerancji
operacyjnej, czy tez jest jego nastepstwem. Przeciwne
niz u pacjentédw z tolerancja byly zmiany dystrybucji
i funkgji limfocytéw B z przewaga wydzielania cytokin
prozapalnych w przewleklym odrzucaniu przeszczepu.

Nie wyja$niono dlaczego sygnaly, ktére otrzymuja limfo-
cyty B u pacjentéw z tolerancja operacyjna wptywaja na
przewage wydzielania cytokin hamujacych odpowiedz
immunologiczna (IL-10, TGF-beta), a u biorcéw z przewle-
ktym odrzucaniem zaleznym od przeciwcial na przewage
wydzielania cytokin prozapalnych (TNF-alfa, INF-gamma).

Badania fenotypu i funkcji limfocytéw B moga by¢ wyko-
rzystane w transplantacji klinicznej do monitorowania
pacjentéw po przeszczepieniu nerki.

« Okreslanie profilu limfocytéw B i ich funkcji regula-
torowej moze by¢ biomarkerem stanu homeostazy
immunologicznej u biorcéw przeszczepu. Regularne,
prospektywne badania w powigzaniu ze stanem kli-
nicznym moga pomdc w dobraniu sity immunosupres;ji.

« Poszukiwanie i stosowanie takiego leczenia immuno-
supresyjnego, ktére bedzie chronito funkcje regula-
torowe limfocytéw B lub tez zwiekszato réznicowanie
limfocytéw B w kierunku komérek regulatorowych.
Wydaje sie, ze bedzie mozliwa indukcja in vitro komd-
rek regulatorowych pobranych od biorcy i podawanie
ich przed przeszczepem, podobnie jak w modelu trans-
plantacji do§wiadczalnej. Nie nalezy jednak zapomi-
naé, ze nadmierna ekspansja komérek regulatorowych
B moze by¢ przyczyna rozwoju nowotworu lub infek-
cji, ktére wymykaja sie spod kontroli immunologicznej.
Przyktadem takiego nowotworu jest chtoniak ztosliwy,
w ktérym dominuja regulatorowe limfocyty B CD5
z jednoczesng ekspresje FASL i IL-10.

Problemem do wnikliwego przeanalizowania pozostaje
leczenie preparatami, ktére w sposéb nieselektywny
wplywaja na limfocyty B (przeciwciato anty-CD20;
rituksymab, anty-CD52; alemtuzumab, anty-BAFF-R;
belimumab, inhibitor proteasomu; bortezomib). Rituk-
symab, powszechnie stosowany w prewencji uszkodze-
nia przeszczepu przez alloprzeciwciata oraz w leczeniu
odrzucania zaleznego od przeciwciat, powoduje wielo-
miesieczna deplecje limfocytéw B (z wyjatkiem pro-B
i komérek plazmatycznych), niekorzystnie wptywajac
na profil limfocytéw B i w odniesieniu do przedstawio-
nych badan, raczej nie wydtuzy przezycie przeszczepu.

Trzeba tez pamietaé, ze regulatorowe limfocyty B, nie
dziatajg w izolacji, lecz sg wlaczone w sie¢ powigzan
z innymi komérkami odpowiedzi immunologicznej,
odporno$cia wrodzonag, cytokinami, komérkami ulegaja-
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cymi apoptozie, komdrkami przeszczepionego narzadu,
a zatem manipulacja nimi bedzie zaburza¢ homeostaze
immunologiczng. Konieczne sa dalsze badania w celu
lepszego poznania mechanizméw regulacji odpowiedzi
immunologicznej zaleznej zaréwno od fenotypu lim-
focytéw B, zréznicowania gendw regionu zmiennego
immunoglobulin i wydzielania przeciwciatl i cytokin,

PismiennicTwo

co moze poméc w doborze tolerogennych protokotéw
immunosupresyjnych i wydtuzy¢ przezycie biorcéw
i przeszczepionego narzadu. Znalezienie jednolitego
markera identyfikacji regulatorowych limfocytéw B, czy
to czynnika transkrypcyjnego czy tez powierzchniowej
molekuty mogto by przyspieszy¢ kliniczne wykorzysta-
nie regulatorowych limfocytéw B.
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