® Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; 68: 955-969 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2013.10.21
Accepted:  2014.01.30
Published: 2014.07.04

Reakcja nadwrazliwosci kontaktowej Tc1 zalezna,
jej mechanizm i requlacja*®

Tc1-mediated contact sensitivity reaction, its mechanism
and requlation

Magdalena Zemelka-Wiacek, Marian Szczepanik

Katedra Biologii Medycznej, Instytut Pielegniarstwa i Potoznictwa UJ (M

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Reakcja nadwrazliwo$ci kontaktowej (CHS) na hapteny jest klasycznym przyktadem odpowiedzi
komérkowej. W fazie efektorowej CHS mozna wyrézni¢ dwa kolejno wystepujace po sobie etapy:
faze wczesng wystepujaca juz dwie godziny od kontaktu z haptenem oraz faze péZna rozwijajaca
sie po okoto 24 godzinach, a mediowana przez limfocyty efektorowe TCRaf*. W zalezno$ci od
uzytego haptenu oraz szczepu myszy komérkami efektorowymi sg limfocyty pomocnicze CD4*
Th1 lub limfocyty cytotoksyczne CD8" Tcl. W inicjacji CHS gléwna role odgrywaja limfocyty
NKT wspomagajace komérki B1 w wytwarzaniu swoistych przeciwcial IgM. Wystapienie fazy
wczesnej jest niezbedne do rekrutacji komérek T efektorowych do miejsca depozycji haptenu
i rozwiniecia sie petnej reakcji zapalnej. Reakcja CHS jest kontrolowana w fazie indukcyjnej
i efektorowej przez komdrki regulatorowe (Treg) CD4".

Nowe spojrzenie na mechanizmy negatywnej regulacji reakcji CHS zaleznej od komérek Tc1
CD8" to supresja wywotana naskérnym (EC) podaniem antygenu biatkowego. Aplikacja antygenu
DNP-BSA na skére, w opatrunku z gazy, prowadzi do wytworzenia stanu tolerancji. Powoduje to
powstanie komérek Treg o fenotypie TCRa*CD4*CD25 Foxp3, ktdre dzialajg przez bezposredni
kontakt komérek Treg-Tef, a hamowanie odpowiedzi odbywa sie z udziatem molekuty CTLA-4.
Wspomniana metoda wywotania tolerancji moze sie przyczyni¢ do opracowania nowej metody
terapeutycznej reakcji alergicznego kontaktowego zapalenia skéry, cechujacej sie bezinwazyj-
noscia, prostota uzycia oraz brakiem dziatan niepozadanych.

reakcja nadwrazliwosci kontaktowej - limfocyty Tc1 - komorki Treg - naskdrna immunizacja

Summary

The contact hypersensitivity reaction (CHS) to haptens is a classic example of cell-mediated
immune response. In the effector phase, two stages can be distinguished: an early component,
that appears only 2 hours after subsequent contact with the hapten, and the late component
that develops approximately 24 hours later which is mediated by TCRap* cells. The effector
lymphocytes may be CD4+ T helper 1 (Th1) cells or CD8+ T cytotoxic 1 (Tc1) cells, which de-
pends on the employed hapten and/or mice strain. NKT lymphocytes play the crucial role in
the CHS initiation, by supporting B1 cells in the antigen-specific IgM antibodies production.
The development of an early component is essential for the recruitment of T effector (Teff)
cells to the side of hapten deposition and for the complete expansion of inflammatory reac-
tion. The CHS reaction is under T regulatory (Treg) cells control, both in the induction phase
as well as in the effector phase.

* Praca powstata dzieki wsparciu finansowemu ze $rodkéw MNiSW: N N401 545940 oraz ze $rodkéw NCN UM0-2011/01/B/
NZ6/00300, UM0-2011/03/B/NZ6,/00821, UMO-2011/03/B/NZ6/00801 oraz UM0O-2012/05/B/NZ6/00997z
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A new view of a negative regulation of the Tc1 mediated CHS response is based on the suppression
induced by epicutaneous (EC) application of protein antigen. The DNP-BSA skin application, on a
gauze patch, leads to a state of immunosuppression. This maneuver results in rising the population of
Treg cells with TCRaf+CD4+CD25+Foxp3+ phenotype. The mechanism of suppression requires direct
contact between Treg cells and Teff cells and the participation of CTLA-4 molecule is also necessary.
The described method of evoking immune tolerance via EC immunization may contribute to
elaborate a new method of allergic contact dermatitis therapy. This is because of its effecti-
veness, ease of induction and non-invasive protein antigen application.
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Wykaz skrotow: ACD - alergiczne kontaktowe zapalenie skéry (allergic contact dermatitis), Ag — antygen (anti-

gen), APC - komorka prezentujgca antygen (antigen presenting cell), ATP - adenozynotrifosforan
(adenosine triphosphate), B1 - limfocyt B typu 1 (B1 B lymphocyte), C - dopetniacz (comple-
ment), CCL - ligand chemokiny typu CC (CC chemokine ligand), CCR - receptory dla chemokin
podklasy CC (receptor CC chemokin), CD - antygen réznicowania komérkowego (cluster of
differentiation), CD40L - ligand receptora CD40 (CD40 ligand), CHS - reakcja nadwrazliwosci
kontaktowej (contact hypersensitivity), CIA - kolagenowe zapalenie stawéw (collagen induced
arthritis), CLA - antygen limfocytow zasiedlajacych skdre (cutaneous lymphocyte associated an-
tigen), COLL Il - kolagen typu Il (collagen Il), CXCL - ligand chemokiny typu CXC (CXC chemokine
ligand), CXCR - receptory dla chemokin podklasy CXC (receptor CXC chemokin), DC - komoérka
dendrytyczna (dendritic cell), DC-SIGN - nieintegryna swoista dla komérek dendrytycznych
chwytajaca ICAM-3 (dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin), DDC - skdrne komérki
dendrytyczne (dermal dendtitic cells), DNCB - dinitrochlorobenzen (dinitrochlorobenzene),
DNFB - 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (dinitrofluorobenzen) (dinitroflourobenzene), DTH - nad-
wrazliwos¢ typu péznego (delayed-type hypresensitivity), EAE - eksperymentalne autoimmuni-
zacyjne zapalenie mézgu i rdzenia kregowego (experimental autoimmune encephalomyelitis),
EC - naskdrna (epicutaneous), Fas - biatko nalezace do rodziny TNF (TNF receptor superfamily
member), FasL - ligand receptora Fas (Fas ligand), FcR - receptor dla fragmentu Fc przeciw-
ciata (Fc receptor), Foxp3 - czynnik transkrypcyjny limfocytéw T regulatorowych (forkhead
box transcription factor), GALT - tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego (gut-associated
lymphoid tissue), GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i monocytéw
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), HEV - zytka pozawtosowata z wysokim
srodbtonkiem (high endothelial venule), ICAM-miedzykomoérkowa molekuta adhezyjna (inter-
cellular adhesion molecule), ICOS - kostymulator indukowanly (inducible co-stimulator), IFN
- interferon (interferon), Ilg - immunoglobulina (immunoglobulin), IL - interleukina (interleukin),
IP - biatko indukowane przez interferon (interferon inducible protein), LC - komérki Langerhansa
(Langerhans cells), LFA - antygen zwigzany z czynnoscia limfocytéw (lymphocyte function-asso-
ciated antigen), LT - leukotrieny (leukotrienes), mAb-przeciwciala monoklonalne (monoclonal
antibody), MBP - zasadowe biatko mieliny (myelin basic protein), MHC - gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej (major histocompatibility complex), MIP - biatko zapalne makrofagéw (macrophage
inflammatory protein), mRNA - matrycowy RNA (messenger RNA), MS - stwardnienie rozsiane
(multiple sclerosis), NKT - limfocyt NKT (natural killer T lymphocyte), OVA - owoalbumina
(ovalbumin), OX - oksazolon (oxazolone [4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one]),
PC - komoérka plazamtyczna (plasmocyte), PCl - chlorek pikrylu (picryl chloride); TNP-CI lub
TNCB, PGD, - prostaglandyna D, (prostaglandin D,), PIt - ptytki krwi (platelets), RANTES -
regulowany przez aktywacje; ekspresja i wydzielanie przez prawidtowe limfocyty T (regulated
on activation normal T cells expressed and secreted), ROS - reaktywne formy tlenu (reactive
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oxygen species), TAP - biatko transportujace fragmenty antygenu (transporter associated with
antigen processing), TARC - rodzina chemokin (thymus and activation-regulated chemokine),
Tc - limfocyt cytotoksyczny (T cytotoxic cell), TCR - receptor limfocytu T (T cell receptor), Tef-
-limfocyt T efektorowy (T effector cell), TGF - transformujacy czynnik wzrostu (transforming
growth factor), Th - limfocyt pomocniczy (T helper cell), TLR - receptory Toll-podobne (Toll like
receptors), TNCB - trinitrochlorobenzen (trinitrochlorobenzene); PCl lub TNP-CI, TNF - czynnik
martwicy nowotworu (tumor necrosis factor), TNFR2 - receptor 2 dla TNF (TNF-receptor 2), TNP
- trinitrofenyl (trinitrophenyl), TNP-CI - chlorek trinitrofenylu (trinitrophenyl chloride); PCl lub
TNCB, Tr1 - limfocyt regulacyjny typu 1 (type 1 regulatory T cell), Treg - limfocyt T regulatorowy
(regulatory T cell), Ty - limfocyty Ty§, UV - promieniowanie ultrafioletowe (ultraviolet radiation),
VCAM - czasteczka adhezyjna $srédbtonka naczyniowego (vascular cell adhesion molecules),

VLA - antygen bardzo p6zny (very late antigen).

REAKCIA NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWE)

Nadwrazliwo$¢ kontaktowa (CHS - contact hypersensiti-
vity) jest reakcja immunologiczng rozwijajaca sie po miej-
scowej ekspozycji (skdra, btony §luzowe) na substancje
niskoczasteczkowe zwane haptenami i jest jedng z postaci
nadwrazliwo$ci typu péZnego (DTH - delayed type hiper-
sensitivity) [9]. Reakcja CHS przebiega w dwéch kolejno
wystepujacych po sobie etapach, fazy indukcyjnej i efek-
torowej. W fazie indukcyjnej hapteny taczac sie kowalen-
cyjnie z biatkami ustroju tworza neoantygeny, ktére indu-
kuja powstanie uczulonych limfocytéw. Powt6rny kontakt
z homologicznym zwigzkiem uczulajgcym prowadzi do
wystapienia fazy efektorowej reakcji kontaktowej, obja-
wiajacej sie zaczerwienieniem, obrzekiem z tworzeniem
sie pecherzy, ztuszczaniem sie naskérka oraz $wigdem
w miejscu depozycji haptenu [65].

Reakcja CHS jest procesem ztozonym, w ktérym uczestni-
cza m.in. komérki prezentujgce antygen (APC), komérki
efektorowe: limfocyty Th1 CD4 lub Tc1 CD8', mastocyty,
limfocyty B-1, komérki NKT oraz leukocyty krwi obwo-
dowej (monocyty i neutrofile) [64,81]. Niedawne badania
wskazuja, ze izolowane z watroby komérki NK mogg réw-
niez wywoltywaé reakcje CHS [84].

Kontaktowe zapalenie skéry

Klasycznym przyktadem reakcji CHS u ludzi jest aler-
giczne kontaktowe zapalenie skéry (ACD - allergic con-
tact dermatitis). Stale rosnaca liczba oséb cierpiacych na
schorzenia alergiczne, stwarza coraz wigksze problemy
natury spoteczno-ekonomicznej odbijajac sie na jakosci
zycia pacjent6éw, a tym samym na wydajnosci pracy. Kon-
taktowe zapalenie skéry powstajace w wyniku ekspozycji
na substancje chemiczne w miejscu pracy to prawie 30%
wszystkich choréb zawodowych, w tym az 80% z tych
choréb dotyczy skéry rak [28].

Liczba czynnikéw etiologicznych ACD jest bardzo duza,
w samym przemysle stosuje sie ponad 100 000 substancji
chemicznych, a kazdego roku syntetyzuje sie 2000 no-
wych. Dotad zidentyfikowano ponad 3700 czasteczek, kt6-
re mogg by¢ alergenami kontaktowymi [77]. Do substancji
powszechnie wywotujacych uczulenia kontaktowe u ludzi
zaliczamy: jony metali ciezkich (chrom, nikiel, zelazo,

kobalt), lateks, terpentyne, substancje zapachowe oraz
konserwujace zawarte w kosmetykach (np. p-fenyleno-
dwuamina), niektére leki (np. neomycyna, benzokaina,
penicylina), substancje chemiczne wytwarzane przez ro-
$liny (pentadekakatechol - substancja zawarta w bluszczu
trujacym), a takze hydrochinon - uzywany w przemysle
fotograficznym [49,65].

Reakcja CHS u zwierzat doswiadczalnych

Wiedza na temat patofizjologii ACD pochodzi gtéwnie
zbadan przeprowadzonych z zastosowaniem modeli zwie-
rzecych, w ktérych wywotuje sie indukowane haptenami
zapalenie skéry, tzw. reakcje nadwrazliwo$ci kontaktowe;.
Reakcje taka mozna wywotaé u myszy, Swinek morskich
[108] oraz szczuréw [83].

U zwierzat do$wiadczalnych, w tym réwniez u myszy,
reakcje CHS wywoluje sie przez aplikacje roztworu hap-
tenu w rozpuszczalniku organicznym na ogolong skére
[9]. Do najczesciej uzywanych haptenéw naleza: chlorek
pikrylu (PCl; TNP-CI - chlorek trinitrofenylu, TNCB - tri-
nitrochlorobenzen), dinitrofluorobenzen (DNFB), dinitro-
chlorobenzen (DNCB) oraz oksazolon (0X).

W zalezno$ci od szczepu myszy oraz rodzaju haptenu
uzytego do immunizacji, reakcja CHS moze przebiegaé
przy wspdtudziale swoistych limfocytéw pomocniczych
Th1 CD4* lub swoistych limfocytéw cytotoksycznych Tc1l
CD8". Pierwszy typ odpowiedzi mozna indukowaé immu-
nizujgc myszy szczepu CBA/J o haplotypie H-2X haptenem
TNP-Cl [6,46]. Natomiast reakcje, w ktérej funkcje efek-
torowg petnig limfocyty Tcl mozna wywotal u myszy
szczepu C57BL/6 (haplotyp H-2°) aplikujac na ogolona
skére TNCB, DNFB, DNCB lub OX oraz u myszy szczepu
BALB/c (haplotyp H-29) podajac na skére DNFB, DNCB lub
OX [13,14,26,38,57,76,93,135]. Jednak wedtug niektérych
doniesieri nie mozna wywotaé odpowiedzi spolaryzowa-
nej w jednym kierunku, a komdérki efektorowe Th1 CD4*
iTc1 CD8" wspdtuczestnicza w reakcji, jak to sie dzieje np.
umyszy szczepu C57BL/6 uczulonych DNFB lub OX [125].

MECHANIZM REAKCJI NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWE)

Reakcja CHS, bez wzgledu na rodzaj komérek efektoro-
wych, przebiega w dwéch kolejno po sobie wystepuja-
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Ryc. 1. Schemat wywotania fazy indukcyjnej reakcji CHS Tc1 zaleznej (pierwszy kontakt z haptenem). Ag — antygen; APC — komdrka prezentujaca antygen; B1 —
limfocyt B typu 1; DC— komdrka dendrytyczna; K — keratynocyt; LC — komérka Langerhansa; NKT — limfocyt NKT; PC — komdrka plazmatyczna; Tc1 — limfocyt

cytotoksyczny typu 1;Tyd — limfocyt yo

cych etapach, obejmujacych faze indukcyjng oraz faze
efektorowg.

Faza indukgji reakcji CHS

Faza ta rozpoczyna sie w chwili pierwszego kontak-
tu z haptenami, prowadzi do pochtoniecia haptenéw
zwigzanych z biatkami naskérka przez komérki den-
drytyczne (DC), a nastepnie do powstania swoistych
antygenowo komérek T CD4*lub T CD8* w weztach
chtonnych oraz wytworzenia sie komérek pamieci im-
munologicznej.

Jak wykazano po raz pierwszy w reakcji CHS Th1-zalez-
nej, uczulenie haptenem aktywuje takze komérki NKT
watroby oraz limfocyty B-1 jamy otrzewnej. W modelu
tym limfocyty T efektorowe emigruja z weztéw chtonnych
irozpoczynaja typowa dla siebie wedréwke miedzy krwia
anarzadami chtonnymi. Podobne obserwacje poczyniono
w modelu CHS Tcl-zaleznej. W fazie indukcji nie wyste-
puja objawy kliniczne.

Komorki NKT w watrobie ulegaja aktywacji przez uwol-
nienie w nastepstwie uczulenia haptenem endogennych
glikolipidéw rozpoznawanych w konteks$cie antygenéw
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CD1a[16,17,27]. Komdrki te juz po siedmiu minutach od
immunizacji wydzielajg IL-4, ktéra stymuluje swoiste an-
tygenowo limfocyty B-1. Limfocyty B-1 (zwane komor-
kami fazy wczesnej) o fenotypie Thy1* CD5* CD3 - CD4
- CD8- ulegajg aktywacji w jamie otrzewnej juz w pierw-
szej godzinie od immunizacji haptenem, przez stymulacje
IL-4 oraz kompleksem hapten-biatko [9,50,116]. Nastepnie
komérki B-1 wedruja do $ledziony i miejscowych weztéw
chtonnych, gdzie w ciggu jednego dnia przeksztatcaja sie
w komérki syntetyzujace IgM, swoiste dla uzytego hap-
tenu TNP-CI [52].

W modelu reakcji CHS zaleznej od komdrek CD8* réw-
niez wystepuje podobny mechanizm inicjacji reakcji CHS.
Z dotychczasowych doniesiert wynika, ze naskérna apli-
kacja haptenu DNFB (u myszy szczepu BALB/c) powoduje
powstanie komérki fazy wczesnej o unikalnym fenotypie
Thy1*CD5* CD3 - CD4 - CD8, ktdra jest swoista antygeno-
wo i ulega petnej aktywacji w obecnosci IL-4 uwalnianej
przez limfocyty NKT [8,51]. Wykazano takze, ze w reakcji
CHS Tcl-zaleznej istotng role odgrywaja réwniez limfo-
cyty TCRyd".

Hapteny

Hapteny sa niskoczasteczkowymi substancjami (mniej
niz 1 kD), a ich przenikanie przez naskérek zalezy gtéw-
nie od polarnosci czgsteczki, nastepuje szybciej dla cza-
steczek lipofilnych a wolniej dla haptenéw hydrofilnych
[11]. Hapteny nie sg immunogenne, dopiero po kowalen-
cyjnym badZ niekowalencyjnym potaczeniu z biatkami
naskérka, tworza kompleksy zwane neoantygenami i wte-
dy nabywaja immunogennosci. Wiekszo$¢ haptendw jest
czgsteczkami elektrofilowymi, ktére tacza sie z resztami
nukleofilowymi biatek znajdujacych si¢ w naskérku [70].
Jony metali nie wigzg sie kowalencyjnie, lecz tworza sta-
be potaczenia z resztami aminokwasowymi biatek. Wiele
haptenéw wystepuje w postaci nieaktywnych prohapte-
néw, ktére wymagaja dodatkowego metabolizmu in vivo
w naskérku, czesto z uzyciem enzyméw (m.in. cytochrom
P-450, dehydrogenaza alkoholowa, oksydaza aminowa,
dehydrogenaza aldehydowa) [56]. Przyktadem sa niektére
sole metali, ktére ulegajg przeksztalceniu chemicznemu
w skérze, np. sze$ciowarto$ciowa sél chromu przeksztal-
cona w tréjwartoéciows staje sie wysoce reaktywna po-
stacig zdolng wigza¢ sie z biatkami [98]. Natomiast polia-
romatyczny weglowoddr dimetylobenzantracen (DMBA),
p-fenylenodwuamina oraz substancje fotouczulajace mu-
sza by¢ aktywowane przez promieniowanie UV, by zwig-
za( sie z biatkami naskdrna [4,10].

Jeszcze nie ustalono dlaczego niektére hapteny prefe-
rencyjnie daja odpowiedz Th1 lub Tc1-zalezng. Hapteny
moga sie wigzac z biatkami wystepujacymi pozakomdrko-
wo lub mogg sie przytaczaé do biatek powierzchniowych
na komérkach, nastepnie zostaé pochtoniete i przetwo-
rzone wewngtrz przedziatu endosomalno-lizosomalnego
i zaprezentowane z MHC klasy 1I limfocytom CD4". Na-
tomiast az kilka mechanizméw moze sie przyczyniaé do
tego, ze hapteny zostang zaprezentowane komdrkom Tcl.

Hapteny hydrofobowe rozpuszczalne w ttuszczach moga
przenikaé przez btone komdrkows i taczy¢ sie z biatka-
mi w cytoplazmie, a nastepnie by¢ prezentowane z MHC
klasy I, np. DNFB oraz substancja zawarta w bluszczu tru-
jacym - pentadekakatechol [55]. Alternatywnie, hapte-
ny mogg sie wiaza¢ do biatek pozakomérkowych, ktére
majg odpowiednig konformacje czasteczkowa, aby by¢
pochtaniane przez fagolizosomy, a nastepnie prezento-
wane przez molekuly MHC klasy 1 [92]. Poniewaz hap-
teny tacza sie z resztami aminokwasowymi jest réwniez
mozliwe, ze cze$¢ haptendw moze bezposrednio wigzaé
sie do peptydéw wewnatrz rowka wigzgcego MHC klasy
I lub 11, bez wczes$niejszego przetwarzania wewnatrzko-
mérkowego [99,133]. Nikiel natomiast moze zachowywa¢
sie jak superantygen i by¢ bezposrednio wigzany do re-
ceptora TCR/MHC, poza rowkiem wigzacym [19,36,82].

Hapteny zostaly sklasyfikowane ze wzgledu na mozliwos¢
wywolania reakcji ACD u cztowieka. Silne hapteny (np. OX
lub DNFB), zazwyczaj wywotuja reakcje nadwrazliwo$ci
u wszystkich ludzi. Natomiast wiekszo$¢ kontaktowych
alergendw zalicza sie do stabych haptendéw, ktére wywo-
tuja ACD jedynie u okoto 5% 0séb dla soli metali i ponizej
0,01% dla substancji, takich jak p-fenylenodwuamina czy
eugenol [64]. Nie wiadomo skad wynika réznica w zdol-
nosci haptenéw do generowania CHS.

Reakcja nadwrazliwosci kontaktowej dla stabych i $red-
nich haptenéw moze sie rozwina¢ po latach ciggtej eks-
pozycji na dany zwiazek uczulajacy. Natomiast dla silnych
haptendw mozna wywotad reakcje juz po pierwszym kon-
takcie z haptenem, tzw. pierwotna ACD. Reakcja ta ma
identyczny przebieg jak w klasycznej CHS sktadajacej sie
z fazy indukcyjnej i efektorowej [95].

Pochtanianie antygenéw, dojrzewanie i migracja

komérek dendrytycznych

W reakcji CHS biorg udzial dwa rodzaje komérek den-
drytycznych (DC - dendritic cells): komdrki Langerhan-
sa (LC - Langerhans cells) wystepujace w naskérku oraz
skérne komdérki dendrytyczne (DDC - dermal dendtitic
cells) w skérze whasciwej [58]. Jednak doktadny udziat
w wywolaniu fazy indukcyjnej oraz fenotyp komérki DDC
nie jest do korica poznany. Komdérki LC ulegaja funkcjonal-
nej przemianie z komérki rozpoznajacej i pochtaniajace;j
antygen w dojrzata komérke DC prezentujaca antygen,
o silnych wtadciwosciach immunostymulujacych [22].
W reakcji zaleznej od komérek Tc1 komdrki dendrytycz-
ne wykazuja fenotyp MHC klasy I*/1I- [63,66].

Naskérna aplikacja haptenu jest czynnikiem wywotu-
jacym mobilizacje i migracje komérek dendrytycznych
ze skéry do weztéw chtonnych [68]. Zaledwie po pietna-
stu minutach od aplikacji haptenu komdérki LC zostaja
pobudzone do syntetyzowania mRNA IL-1f [31]. Wy-
dzielana IL-1f dziala autokrynnie na komdrki LC przez
receptor IL-1RI oraz pobudza keratynocyty do syntezy
GM-CSF oraz TNF-a, ktéry wiazac sie z receptorem TNF-
-R2 na komdérkach LC jest sygnatem do wedréwki tych
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komdrek z naskérka do weztéw chtonnych [25,32,126].
W naskérku komérki LC pozostajg w kontakcie z kera-
tynocytami za posrednictwem E-kadheryn. Potaczenie
TNF-a i IL-1 z ich receptorami na LC obniza ekspresje
E-kadheryn i czasteczek adhezyjnych w btonie komér-
kowej LC powodujac utrate potaczeni z otaczajgcymi ke-
ratynocytami oraz nawigzanie interakcji ze strukturami
blony podstawnej i macierzy pozakomédrkowej tkanki
tacznej [24,45]. Niektére badania dowodza, ze nadrzedng
cytokina odpowiedzialng za migracje LC aktywowanych
haptenem do weztéw chtonnych nie jest IL-1p i TNF-a,
lecz IL-18, ktéra moze by¢ wydzielana przez keratyno-
cyty lub komérki LC [5].

Najnowsze badania wskazuja, ze gtéwna role w wywolaniu
reakcji CHS odgrywaja receptory TLR2 i TLR4 (Toll like
receptors) [78]. Hapteny po rozpoznaniu i aktywacji me-
chanizméw obrony wrodzonej powodujg uwalnianie wol-
nych rodnikéw tlenowych (ROS) oraz ATP. ROS generuja
rozpad kwasu hialuronowego na niskoczasteczkowe pro-
dukty, ktére aktywuja receptory TLR2 i TLR4 obecne na
komérkach DC, a w konsekwencji powstaja nieaktywne
postaci pro-IL-1f i pro-IL-18 [101]. Czasteczki ATP nato-
miast zostaja rozpoznane przez receptor purynergicz-
ny P2X7 i aktywuja inflammasom (wewnatrzkomérkowy
kompleks biatek), czego skutkiem jest aktywacja kaspazy
1, ktéra przeksztatca pro-IL-1p oraz pro-IL-18 w aktyw-
ne postaci cytokin [129]. Keratynocyty réwniez wyka-
zuja ekspresje receptoréw TLR i wydzielaja IL-1f i IL-18
z udziatem inflammasomu [23].

Aby LC mogty przenikna¢ z naskérka do skéry wiaciwej
i potem do weztéw chtonnych wydzielaja enzymy, meta-
loproteinazy MMP3 i MMP9, ktére powoduja degradacje
czasteczek adhezyjnych i trawienie biatek btony podstaw-
nej i macierzy pozakomérkowej [62]. Po rozluZnieniu po-
taczen z keratynocytami, LC wydtuzaja wypustki dendry-
tyczne i ,,przedlizguja sie” miedzy komdrkami naskdrka
w kierunku btony podstawnej [102]. Metoloproteinazy sa
réwniez odpowiedzialne za przej$cie E-kadheryn i pro-
TNF-a w postaci aktywne biologicznie. Kiedy LC znaj-
duja sie w skérze wladciwej nastepuje wzrost ekspresji
receptora chemokinowego CCR7, dla ktérego ligandami
sa chemokiny MIP-3p (CCL19) i SCL (CCL21). Interakcja
miedzy CCL21 i CCR7 jest niezbedna by komérki LC prze-
dostaly sie do aferentnych naczyn limfatycznych i dalej
jako komérki welonowate dotarty wraz z limfa do strefy
przykorowej weztéw chtonnych, gdzie przeksztalcajg sie
w komdrki dendrytyczne splatajgce [124].

Obecno$é w otoczeniu TNF-a i IL-1p powoduje wzrost
ekspresji molekut adhezyjnych, tj. CD54 (ICAM-1), CD58
(LFA-3), a6 integryny i réznych izoform CD44, ktére za-
pewniajac interakcje LC z macierza pozakomdrkowsa
umozliwiajg migracje komérkom LC. Czynniki odpowie-
dzialne za migracje LC sa zaangazowane réwniez w proces
dojrzewania tych komérek. Ekspresja receptordéw, takich
jak receptor mannozowy, FcR i CD1a spada podczas doj-
rzewania komérek LC, zanikaja réwniez ziarnistosci Bir-
becka, a mechanizm odpowiedzialny za makropinocyto-

ze i fagocytoze antygenéw jest blokowany. Dochodzi do
wzrostu ekspresji antygenéw zgodnosci tkankowej MHC
klasy I i 11, molekut kostymulujgcych: CD80 (B7-1), CD86
(B7-2), CD40 i receptoréw chemokinowych CCR4, CCR7,
CXCR4 na powierzchni LC [21,69].

Wspomniane komérki dendrytyczne przetwarzaja i pre-
zentujg antygen limfocytom T. Antygeny, ktére powstaja
wewnatrzkomérkowo sg przetwarzane i prezentowane
z MHC klasy I, limfocytom TCRaf CD8". Zdenaturowane
z biatka cytoplazmatyczne tacza sie z ubikwityna i w pro-
teasomach sg degradowane do peptydéw o dtugosci 8-10
aminokwasdéw. Dalej sg transportowane przez retikulum
endoplazmatyczne, aby potaczy¢ sie z MHC I. Transport
odbywa sie z udziatem produktéw genéw TAP-1 i TAP-2.
Nastepnie kompleksy peptyd - MHC I sa przenoszone na
powierzchnie komérki APC przez aparaty Goldiego i pre-
zentowane naiwnym limfocytom T [54].

Indukcja limfocytéw T efektorowych CHS

Cyrkulujace naiwne limfocyty CD4" i CD8" przechodza
do strefy parakortykalnej wezta chtonnego przez kapi-
lary z wysokim §rédbtonkiem (HEV) w odpowiedzi na
chemokiny wydzielane przez komdrki DC [2]. Aktywacja
naiwnych limfocytéw T wymaga dwéch sygnatéw: inte-
rakcji receptora TCR z MHC z peptydem w rowku wia-
zacym oraz sygnatu kostymulujacego i sekrecji cytokin
i chemokin wydzielanych przez komérki DC. Potgczenie
TCR z kompleksem peptyd-MHC I aktywuje czynnik NF-
-AT, ktéry reguluje transkrypcje genu dla IL-2, ktéra jest
gtéwna cytoking odpowiedzialng za proliferacje i akty-
wacje komdrek T. Fizyczny kontakt miedzy limfocytem T
i komérka APC powoduje przebudowe btony komérkowej
pozwalajac na interakcje receptoréw TCR-MHC i pota-
czenie sie molekut kostymulujgcych. Btona komérkowa
dojrzatych DC wykazuje wysoki poziom molekut niezbed-
nych do aktywacji limfocytéw T. Wérdd czastek zaanga-
zowanych w interakcje komérek DC i limfocytéw T sa:
CD40 taczacy sie z CD40L znajdujacym sie na limfocycie
T, integryna CD54 taczaca sie zLFA-1 (CD11a/CD18), CD58
taczaca sie z CD2 oraz lektyna DC-SIGN (CD209) taczaca
sie z ICAM-3/2 [96]. Nastepnie aktywowane limfocyty T
proliferuja i réznicujg sie w komérki pamieci oraz komér-
ki TCRap*CD8* (Tc1) efektorowe fazy pézniej reakcji CHS.
Komérki efektorowe pojawiajg sie po okoto pieciu dniach
od depozycji haptenu na skérze.

Migracja limfocytéw T efektorowych do krwi
iskéry

Jesli limfocyty T zostang zaktywowane emigruja z we-
ztéw chtonnych przez eferentne naczynia limfatyczne
do krwiobiegu, to jest zwigzane z wydzielaniem chemo-
kin i modyfikacja ekspresji receptoréw adresyn. Uczu-
lone limfocyty T moga sie sta¢ komdrkami efektorowy-
mi, ktére migruja do miejsca zapalenia lub komdrkami
pamieci, ktére cyrkulujg w organizmie nawet latami, az
przy kolejnym kontakcie z haptenem stana sie komérka-
mi efektorowymi.
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Powstaja dwa typy komérek T pamieci: pierwszym typem
pamieci obwodowej sg komérki T niemajace receptora
CCR7. Sg to limfocyty, ktére wystepuja w skérze i krwi,
natomiast nie mogg recyrkulowaé do weztéw chtonnych.
Przy kolejnym kontakcie z haptenem, dziataja natych-
miast jako komérki efektorowe wydzielajac IFN-y. Migra-
cjakomorek T zkrwi do skéry wymaga interakcji miedzy
receptorami CLA i CCR4 z ich ligandami E - i P-selektyna
oraz TARC (CCL17) znajdujacymi sie na komérkach en-
dotelialnych. Konieczna jest réwniez interakcja miedzy
VLA-4 i LFA-1 na limfocycie T z VCAM-1 i ICAM-1 na ko-
mdrkach endotelialnych [15]. Drugi rodzaj pamieci, to
pamiel centralna, zwigzana z limfocytami T, ktére za-
wieraja receptor CCR7 i mogg recyrkulowaé do weztéw
chlonnych, lecz nie moga by¢ rekrutowane do tkanek.
Limfocyty te maja za zadanie stymulowa¢ komdrki den-
drytyczne i przy kolejnym kontakcie z antygenem prze-
ksztalcaja sie w komdrki CCR7 - [97].

Faza efektorowa reakcji CHS

Faza efektorowa reakcji CHS rozwija sie¢ w miejscu wywo-
tania reakgji, tj. po powtdrnej aplikacji haptenu w innym
miejscu niz w czasie immunizacji. W reakcji tej mozna wy-
réznié¢ dwie kolejno po sobie wystepujace fazy: wczesng
wystepujaca juz dwie godziny od kontaktu z haptenem,
gdzie gtéwna role odgrywaja inicjujace limfocyty B-1,
ktére pod wplywem IL-4 uwalnianej przez limfocyty NKT
wydzielaja przeciwciata IgM oraz faze pZnag rozwijajaca
sie po okoto 24 godzinach, a mediowang przez efektorowe
limfocyty TCRap* [121].

W modelu reakcji CHS indukowanej haptenem TNP za-
leznej od komérek Th1 CD4*, wytworzone po uczuleniu
przeciwciata IgM anty-TNP swoiscie reaguja z haptenem
ponownie aplikowanym na skére, tworzgc kompleksy im-
munologiczne aktywujgce uktad dopetniacza w sposéb
klasyczny [113,115]. Podczas aktywacji komplementu do-
chodzi do powstania miedzy innymi fragmentu C5a, ktdry
przez receptory znajdujace sie w blonie komdrkowej ak-
tywuje mastocyty i ptytki krwi prowadzac do uwolnienia
wielu czynnikéw naczynioruchowych (m.in. serotonina),
cytokiny (TNF-a, GM-CSF), chemokiny, leukotrieny (LT)
i prostaglandyny PGD, [9,37,114]. Czynniki te stymuluja
endotelium do ekspresji molekut adhezyjnych ICAM-1
i VCAM-1, co utatwia toczenie sie, adhezje i przechodze-
nie krazacych limfocytéw T do miejsca zapalenia [79].
Limfocyty B-1 dodatkowo rekrutuja do miejsca zapalenia
limfocyty TCRyd", ktére prawdopodobnie powstajg w $le-
dzionie podczas fazy indukcyjnej i sa komdrkami asystu-
jacymi limfocytom TCRaf efektorowym [7,85]. Ich funk-
cja nie jest wyjadniona, ale wiadomo, ze sg komérkami
niezbednymi do powstania petnej odpowiedzi zapalne;.
W modelu reakcji CHS zaleznej od limfocytéw Tc1 CD8*
zachodza takie same procesy inicjujace faze efektorowa
jak w modelu CHS Thi1 zaleznej [8,12,51,111,112].

Przyciaganie cyrkulujgcych limfocytéw T z naczyn naste-
puje dzieki interakeji L-selektyny i receptoréw zasiedla-
nia CLA (cutaneous lymphocyte-associated antygen) na

limfocycie T z P - i E-selektyng na komdrkach $rédbtonka,
powodujgc toczenie sie limfocytédw po $rédbtonku [91].
Adhezja komérek T do $rédbtonka nastepuje dzieki inte-
rakgji integryny LFA-1 (CD11a/CD18) z receptorem ICAM-1
(CD54) na srédbtonku i VLA-4 () z VCAM-1. To zatrzy-
muje komdrki T na §rédbtonku, ktére nastepnie migruja do
skéry wiasciwej i dalej do miejsca depozycji haptenu [128].

Limfocyty Tcl efektorowe po rozpoznaniu antygenu
w MHC klasy I na komérkach LC uwalniajg wiele cytokin
w tym m.in. IFN-y. Wydzielony IFN-y wzmaga wytwa-
rzanie w skérze: IP-10, IL-1p, IL-6, TNF-a, GM-CSF i MIP-
2 (CXCL8), ktére wywotujg masywny naptyw neutrofi-
16w, komérek DC oraz monocytéw, przeksztalcajacych
sie w makrofagi [44,136]. Uwolniony przez limfocyty T
CD8" IFN-y aktywuje miejscowo wystepujace makrofagi,
a przez to uwalnia wolne rodniki tlenowe (ROS).

Obecnos$¢ haptenu nie tylko powoduje rekrutacje komé-
rek efektorowych T, ale takze aktywuje komérki rezydu-
jace w skérze, m.in. keratynocyty, ktére sa gtéwnym zré-
dlem GM-CSF, TNF-a i IL-1f [18]. Keratynocyty wydzielaja
takze chemokine CXCL1, ktéra jest chemoatraktantem
neutrofildw. Intensywnosé naptywu neutrofiléw wptywa
na liczbe limfocytéw efektorowych Tc1, ktére sg rekruto-
wane do miejsca zapalenia, a tym samym wplywa to na
intensywno$¢ reakcji CHS [30]. Wedtug ostatnich ustalefi
miejscowo wystepujace mastocyty, sg waznymi komdrka-
mi regulatorowymi odpowiedzialnymi za wzmocnienie
zapalenia. Mastocyty wytwarzajg TNF-a i MIP-2, ktére
sa niezbedne do rekrutacji neutrofiléw [12]. Niektérzy
donosza takze, ze oprécz IFN-y wazng role w reakcji CHS
odgrywaIL-17A, ktéra jest wydzielana przez komérki CD8*
T,_,, Cytokina ta prawdopodobnie jest odpowiedzialna
za rekrutacje neutrofiléw do miejsca zapalenia [47,118].

Ponadto w czasie reakcji CHS, komérki CD8"* ujawniaja
swojg cytotoksyczno$¢ przez interakcje biatek Fas/FasL
oraz wyrzut perforyn i grazyméw [57,59,110]. Gléwnym
celem ataku cytotoksycznego sa keratynocyty znajduja-
ce sie w miejscu zapalenia, ktére uczestnicza w procesie
apoptozy [3]. Uszkodzenie naskérna utatwia penetracje
haptenu obecnego w skdrze, ktéry wzmaga zapalenie.
Perforyny, uwolnione przez limfocyty CD8* przyczyniaja
sie do wytwarzania RANTES, MIP-1a i MIP-1f, ktére me-
diuja rekrutacje monocytéw i granulocytéw [123].

Wynikiem opisanych zmian w miejscu reakcji jest zaczer-
wienienie i obrzek. Natomiast za powolne ustepowanie
objawdéw zapalenia odpowiedzialne sg komérki T regula-
torowe (Treg) CD4*, ktére limitujg uszkodzenia.

REGULACJA REAKCJI NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWE)

Reakcja CHS mediowana przez komdrki Tcl CD8, ktére
wydzielajg IFN-y jest negatywnie regulowana przez lim-
focyty T CD4", co potwierdzono w wielu o§rodkach nauko-
wych na réznych modelach zwierzecych, m.in. odpowiedz
myszy szczepu BALB/c na hapteny DNFB i OX, czy tez
reakcja u myszy szczepu C57BL/6 na immunizacje TNCB
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lub DNFB [1,29,38,61,90]. Komdrki regulatorowe (Treg)
CD4" regulujg dlugo$¢ i nasilenie reakcji CHS i dziataja
w fazie indukcyjnej i efektorowej odpowiedzi. Wykazano,
ze komérki CD8* wytwarzajg IL-2, ktéra jest niezbedna do
funkcjonowania komérek Treg CD4'CD25" [60].

Komdrki T efektorowe (Tef) CD8* oraz komérki Treg CD4*
powstajg w fazie indukcyjnej reakcji CHS przez kontakt
z tymi samymi komérkami prezentujacymi antygen. Jed-
nak komdrki Treg CD4* i Tef CD8* powstaja niezaleznie od

siebie [94,135]. Inne badania wykazaly, ze komérki DC,
ktére aktywuja komérki regulatorowe musza zawieraé
na swojej powierzchni antygeny zgodno$ci tkankowej
MCH klasy II [66]. Najnowsze badania nad regulacjg re-
akcji CHS wykazaly, ze komérka regulacyjna ma fenotyp
CD4'CD25'Foxp3* oraz ze jest aktywowana w fazie indukgji
podczas immunizacji haptenem. W fazie indukcji odpo-
wiedzi komérki Treg eliminuja komérki DC w procesie
apoptozy zaleznej od interakcji Fas-FasL [41]. Dojrzate
komérki DC, prezentujace pochtoniete kompleksy hapten-
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-biatko w weztach chtonnych wykazuja ekspresje moleku-
ty Fas, podczas gdy populacja komérek Treg ma receptor
FasL. Nastepstwem interakcji Fas - FasL jest spadek liczby
komérek DC zdolnych do indukcji komérek Tef [40,42].
W innym o$rodku naukowym wykazano, ze reakcja CHS
na hapten DNFB jest regulowana przez komérki Treg swo-
iste antygenowo, ktére majg wysoka ekspresje markera
ICOS i wydzielajg IFN-y, IL-10 oraz IL-17 [122].

Inne badania wykazaty, ze komérki regulatorowe znajdu-
jace sie w weztach chtonnych hamuja reakcje CHS w fazie
indukcji przez nawigzanie szczelinowych potgczen mie-
dzykomdérkowych z komérkami DC (gap junctions). Komu-
nikacja ta powoduje przeptyw przekaznikéw m.in. cAMP
i jonéw wapnia, co powoduje obnizenie ekspresji mole-
kut kostymulujacych CD86 na powierzchni komdérek DC
znoszac aktywacje i proliferacje limfocytéw T CD8" [88].

Gorbachev i wsp. wykazali, Ze monoklonalne przeciwciato
anty-CD154 hamuje rozwdj komérek CD8". Reakgja ta nie
polega na bezposrednim blokowaniu interakcji miedzy biat-
kiem kostymulujacym CD40 obecnym na komérkach DC,
areceptorem CD154 obecnym na komérkach T, lecz mecha-
nizm ten jest zwigzany z posrednim oddziatywaniem mAb
anty-CD154 na komérki regulatorowe, ktére ograniczaja
zdolno$¢ komdrek DC do aktywowania komdrek T CD8* [43].

W fazie efektorowej CHS nastepuje szybka rekrutacja ko-
mdrek CD8" Tef, a nastepnie obserwowany jest powolny
naptyw komérek CD4* Treg, odpowiedzialnych za hamo-
wanie objawdw zapalenia. Rézny przyptyw limfocytéw T
CD4"i T CD8" moze wynikaé z réznej ekspresji receptordw
chemokinowych przez wspomniane komdérki. Rekrutacja
komdrek Tcl jest pod kontrolg IP-10 (CXCL10), podczas
gdy rekrutacja limfocytéw CD4" jest pod kontrola MDC
(CCL22) oraz TARC (CCL17) i ich receptora CCR4 na akty-
wowanych limfocytach T CD4* [96].

Komérki Treg CD4'CD25" w fazie efektorowej reakcji CHS
Tc1 zaleznej, wywotanej haptenem TNCB hamuja reakcje
zapalng ograniczajac naptyw leukocytéw do miejsca tocza-
cej sie reakcji zapalnej. Ograniczenie naptywu leukocytéw
do miejsca zapalenia jest wynikiem uposledzenia procesu
toczenia i przylegania leukocytéw do komérek srédbtonka
naczyt [90]. Wykazano réwniez, ze kontakt bezpo$redni
miedzy komdérka Tef, a komdrka Treg nie jest konieczny
do osiagniecia supresji, natomiast niezbedna jest obecnosé
IL-10. Mozliwe, ze IL-10 hamuje interakcje adhezyjne leu-
kocyt/endotelium przez spadek ekspresji E-selektyny lub
powoduje spadek wydzielania TNF-a w miejscu zapalenia,
co nastepnie ogranicza ekspresje ICAM-1 na $rédbtonku.
Kolejne badania tego samego zespotu wykazaly, ze natu-
ralnie wystepujace komérki Treg CD4'CD25" hamuja reak-
cje CHS w fazie efektorowej przez uwalnianie adenozyny
w wyniku interakcji CD39/CD73. Adenozyna hamuje eks-
presje E - i P-selektyny uniemozliwiajac tym samym ad-
hezje leukocytéw do $rédbtonka [89].

Badania modelu Tc1-zaleznej CHS indukowanej hapte-
nem OX wykazaty, ze sg dwie populacje komdrek Treg

CD4'CD25" i CD4°CD25 - Trl. Komérki Treg CD4*CD25*
wymagajg bezposredniego kontaktu z komérka Tef, lecz
same nie wydzielajg cytokin. Komérki te aktywuja na-
tomiast inng populacje komdrek regulacyjnych, zwana
komérkami Tr1, ktére wydzielaja IL-10 oraz TGF- [35].
W ludzkim modelu reakcji CHS na nikiel dowiedziono, ze
komorki regulatorowe Tr1, przez wydzielanie IL-10 blo-
kujg dojrzewanie i réznicowanie komérek DC oraz hamujg
wytwarzanie IL-12 [20]. Inni autorzy donosza, ze komérka
regulacyjna Tr1 CD4" dziata przez wydzielanie IL-4 oraz
IL-10 [34,136].

Mechanizmem regulujacym negatywnie odpowiedZ CHS
jest supresja wywotana przez naskérna (EC) aplikacje an-
tygenu biatkowego. Badania nad naskérnie indukowang
supresja obejmuja prowadzone przez nas badania i za-
gadnienia te zostana szczegbtowo omdéwione w dalszej
czesci pracy.

W literaturze §wiatowej jest niewiele doniesieti na temat
pozytywnej regulacji reakcji CHS zaleznej od komérek
Tcl. Wiadomo jedynie, ze podanie mAb anty-I1L-12 po-
woduje zahamowanie reakcji Tc1-zaleznej, sugerujac ze
IL-12 pelni istotng role w indukowaniu reakcji CHS [87].
Pézniejsze badania potwierdzity te hipoteze, udowadnia-
jac, ze podawanie IL-12 podczas immunizacji haptenem
znosi dziatanie supresyjne komérek Treg CD4" nasilajac
i przedtuzajac czas trwania reakcji CHS [39].

TOLERANCIA POKARMOWA

Powszechnie wiadomo, ze podanie antygenu na btony $lu-
zowe lub drogg pokarmowa, poza wywotaniem lokalnej
odpowiedzi immunologicznej na §luzéwkach prowadzi
jednoczesnie do powstania stanu tolerancji na obwodzie.
Zjawisko to lezy u podstaw tolerancji §luzéwkowej (np.
tolerancja pokarmowa) i zabezpiecza organizm przed in-
dukcja odpowiedzi na antygeny niepatogenne. Doustne
podanie niskiej dawki antygenu powoduje wystapienie
aktywnej supresji, natomiast traktowanie wysoka dawka
antygenu wywotuje anergie klonalna i delecje limfocytéw
efektorowych [33]. Odmiang tolerancji §luzéwkowej jest
supresja wywotana podaniem antygenu donosowo. Jej
mechanizm wydaje sie podobny do tego, ktéry wystepuje
w tolerancji pokarmowej.

W wielu modelach zwierzecych, stanowigcych odpowiedniki
ludzkich choréb autoimmunizacyjnych, bada sie wptyw po-
dawania autoantygenéw droga pokarmowg na rozwdj choro-
by. Stwierdzono, ze podanie odpowiednich antygenéw per os
tagodzi przebieg eksperymentalnego autoimmunizacyjnego
zapalenia rdzenia kregowego i mdzgu (EAE), eksperymental-
nego zapalenia staw6w (CIA), zespotu antyfosfolipidowego,
insulinozaleznej cukrzycy (IDDM), eksperymentalnej auto-
immunologicznej miastenii (EAMG) oraz eksperymentalne-
go zapalenia nerwéw obwodowych (EAN). Jednak okreslenie
mechanizmu tolerancji pokarmowej jest trudne, ze wzgledu
na rézny wiek testowanych zwierzat, podtoze genetyczne,
rodzaj mikroflory bakteryjnej, dawke oraz strukture poda-
wanego antygenu. Skuteczno$¢ doustnego lub donosowego
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podania antygenu w terapii testowano takze u chorych na
stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie stawéw,
zapalenie blony naczyniowej oka oraz u pacjentéw z aler-
gia na nikiel [67].

Metale ciezkie, takie jak nikiel czy chrom moga wywotaé
reakcje CHS. Wykazano, ze mozna wytworzy¢ tolerancje
pokarmowa na te metale w modelu zwierzecym u myszy
oraz $winek morskich. Wytworzone komdrki regulatorowe
naleza do populacji limfocytéw T CD8", sa swoiste antyge-
nowo i moznaje ,,przeszczepi¢” do naiwnych biorcéw. Stan
areaktywno$ci immunologicznej utrzymuje sie co najmniej
przez dwa lata [119,120]. U chorych z alergia na nikiel za-
obserwowano ostabienie objawéw chorobowych na skutek
spadku swoistych antygenowo limfocytéw T [132].

Dotychczasowe badania nad tolerancja pokarmowa wy-
kazaly, ze karmienie szczuréw rasy Lewis matymi daw-
kami zasadowego biatka mieliny (MBP) hamuje rozwdj
EAE powodujac powstanie komérek regulacyjnych CD8,
ktére hamuja komérki efektorowe Th1. Badania te po-
twierdzono na myszach transgenicznych, wykazujac, ze
powstajace komdérki regulatorowe naleza do populacji
CD8"iCD4". Opisane komdrki regulatorowe sg identyczne
pod wzgledem budowy TCR oraz restrykcji MHC z komér-
kami efektorowymi Thi, lecz wydzielaja cytokiny prze-
ciwzapalne (TGF-p, IL-4, IL-10), ktére hamujg dziatanie
komdrek efektorowych [131,134].

Wykazano tez, ze doustne podanie niskiej dawki DNFB,
poprzedzajace skérng immunizacjag DNFB powoduje za-
hamowanie reakcji CHS przez wytworzenie komdrek re-
gulacyjnych CD4", ktére ostabiajg rozwéj komérek CD8*
Tef w weztach chonnych [26].

Podawanie duzych dawek antygenu drogg pokarmowa
powoduje przenikanie antygenu do krazenia w posta-
ci natywnej lub jedynie cze$ciowo zmienionej. U myszy
traktowanych duzymi dawkami owalbuminy (OVA) ob-
serwuje sie delecje klonéw swoistych antygenowo limfo-
cytédw T. Ponadto pod wptywem duzych dawek antygenu
powstaja limfocyty regulatorowe CD4", ktére sg nieswo-
iste antygenowo, wykazuja duza ekspresje molekuty FasL
oraz wydzielajg IL-10 i TGF-P. Prawdopodobnie komérki
te powstaja w watrobie lub tkance limfatycznej przewodu
pokarmowego (GALT) [130].

W zwierzecym modelu kolagenowego zapalenia stawéw
(C1A), podanie kolagenu typu II (COLL 1I) droga pokar-
mowa przed wywotaniem choroby, powoduje powsta-
nie w kepkach Peyera limfocytéw Treg CD4'CD25'Foxp3".
Wspomniane komérki regulatorowe hamujg synteze
IFN-y oraz przeciwciat 1gG2a, przy jednoczesnym wzro-
$cie wytwarzania przeciwciat o izotypie IgG1. Ponadto
u zwierzat traktowanych COLL IT zaobserwowano powsta-
wanie limfocytéw Th2, wytwarzajacych IL-4 i IL-10 oraz
limfocytéw Th3 wydzielajacych TGF-p [80]. Podobne skut-
ki zaobserwowano po podaniu myszom COLL Il donosowo
[100]. Niestety pozytywne wyniki badaf na zwierzetach
nie przyniosty efektéw u ludzi. Prawdopodobnie obserwo-

wany brak dzialania terapeutycznego jest spowodowany
rézng budowg uktadu pokarmowego, inng budowg COLL
I w zalezno$ci od gatunku, a takze moze wynikaé zréznic
w dawce podawanego antygenu [109].

TOLERANCA IMMUNOLOGICZNA INDUKOWANA NASKORNA APLIKACJA
ANTYGENU BIALKOWEGO

Skére przez wiele lat uwazano za miejsce, w ktérym stosun-
kowo tatwo mozna indukowac silna odpowiedz immunolo-
giczng, a jej klasycznym przyktadem jest reakcja CHS, pod-
czas gdy skérze jako miejscu, w ktérym mozna indukowaé
tolerancje nie po$wiecano wiekszej uwagi [116]. Poniewaz
skéraiblony $luzowe petnia podobna funkcje w organizmie,
jest prawdopodobne, ze naskdrna (EC) aplikacja antygenu -
poza wywotaniem miejscowej odpowiedzi immunologicznej
- moze réwniez indukowa¢ stan tolerancji na obwodzie przy
spetnieniu okre$lonych warunkéw immunizacji. Wykazano,
ze u myszy EC podanie biatka ovalbuminy (OVA) wywotu-
je alergiczne zapalenie skéry z udziatem limfocytéw Th2
wydzielajacych IL-4 [127]. Ponadto zaobserwowano, ze EC
immunizacja antygenem biatkowym prowadzi do rozwoju
astmy u myszy [48]. W oparciu o wspomniane obserwacje
mozna przypuszczaé, ze aplikacja antygenu biatkowego na
skére przy spetieniu odpowiednich warunkéw immunizacji
moze indukowad powstawanie komérek T wytwarzajacych
cytokiny przeciwzapalne, zdolne do zahamowania odpo-
wiedzi Th1 zalezne;j.

Przeprowadzone przez nas badania wykazaty, ze EC apli-
kacja antygenu biatkowego w postaci opatrunku z gazy
lub emulsji w kremie wywoluje stan tolerancji, prowa-
dzacy do zahamowania odpowiedzi komdrkowej na TNP
w modelu CHS CD4* Th1 zaleznej [86,103,104,105]. Supre-
sja reakcji CHS wywotana EC podaniem antygenu bial-
kowego nie wykazuje swoisto$ci antygenowej i jest wy-
nikiem dziatania limfocytéw TCRap*CD4°CD8" dziatajac
regulacyjnie za po$rednictwem uwalnianego TGF-f [106].

Dalsze badania schorzen autoimmunizacyjnych prowa-
dzone na modelach zwierzecych wykazaty, ze EC aplikacja
antygenu biatkowego hamuje rozwdj oraz tagodzi prze-
bieg EAE [73,74,107,117] i CIA [71,137]. Co wiecej, supresja
indukowana przez skére jest réwnie skuteczna w spowol-
nieniu reakcji odrzucania przeszczepu [72]. Skuteczno$é
naskdrnego podania antygenu w terapii testowano tak-
ze u chorych na stwardnienie rozsiane (MS). Pacjentom
aplikowano naskérnie peptydy mieliny, co powodowato
aktywacje komdrek DC w skdrze oraz powstanie unikalnej
populacji komérek DC w weztach chtonnych. Ponadto za-
obserwowano powstanie komérek T, ktére silnie hamo-
waly autoreaktywne limfocyty T skierowane przeciw an-
tygenom mieliny za po$rednictwem uwalnianej IL-10 [53].

MECHANIZMY NASKORNIE INDUKOWANEJ SUPRESJI REAKCJI CHS
ZALEZNE) 0D LIMFocyTow TcT c08*

We wszystkich opisanych dotychczas uktadach badanych
testowano skuteczno$¢ EC indukowanej tolerancji w ne-
gatywnej regulacji odpowiedzi CHS CD4* Th1-zalezne;.
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W celu zbadania mozliwosci negatywnej regulacji reak-
cji CHS Tc1-zaleznej przez EC immunizacje antygenem,
postuzono sie reakcjg kontaktowa indukowana DNFB
[40,59]. Przeprowadzony cykl badai wykazat, ze EC apli-
kacja antygenu DNP-BSA przed aktywnym uczuleniem
DNFB, hamuje reakcje CHS in vivo. Obserwowane zmniej-
szenie obrzeku uszu korelowato z obnizona przepusz-
czalnoécia naczyri krwiono$nych, spadkiem przyrostu
,masy uszu” oraz spadkiem stezenia IFN-y oraz aktyw-
nosci MPO w homogenatach bioptatéw usznych. Wyniki
te zostaty potwierdzone w tescie in vitro, wykazujac, ze
EC aplikacja antygenu biatkowego hamuje proliferacje
komdrek T efektorowych (Tef) CHS. Dodatkowo wyka-
zano, ze EC aplikacja DNP-BSA przed uczuleniem DNFB
hamuje wytwarzanie IFN-y, IL-12 oraz TNF-a. Opisa-
ny stan tolerancji utrzymuje sie przez trzy tygodnie od
chwili indukcji [138].

Badania z wykorzystaniem czterech niereagujgcych ze
sobg krzyzowo antygenéw: DNP-BSA, MBP, OVA oraz OX-
-1g wykazaty, ze zjawisko supresji indukowanej naskérng
aplikacja haptenu jest antygenowo nieswoiste [139].

W kolejnym etapie badan stosujgc model ,transferu in”
oraz model ,,transferu out” reakcji CHS wykazano, ze EC
podanie antygenu biatkowego prowadzi do powstania ko-
mdrek Treg w weztach chtonnych pachowych i pachwino-
wych, §ledzionie oraz grasicy. Dalsze badania wykazaly, ze
podanie komérek regulacyjnych zaréwno przed indukcja

PismiennicTwo

reakcji CHS jak réwniez przed jej wywotaniem powoduje
zahamowanie odpowiedzi kontaktowe;j.

W wyniku ,negatywnej selekcji”, analizy cytofluoryme-
trycznej oraz wykorzystujac defektywne szczepy myszy
TCR3/~ (myszy niemajace limfocytéw T z receptorem
TCRyS), CD1d”~ (myszy niemajace limfocytéw NKT CD1d
zaleznych), oraz B,m”~ (myszy, u ktérych brak limfocy-
téw CD8) wykazano, ze komdrka odpowiedzialna za opi-
sywany fenomen supresji jest limfocyt Treg o fenotypie
TCRaf*CD4'CD25Foxp3*. W badaniach nad mechanizmem
EC indukowanej supresji wykazano, ze do zaistnienia su-
presji jest niezbedny bezposredni kontakt miedzy komér-
ka Treg-Tef i hamowanie odpowiedzi odbywa sie z udzia-
tem molekuty CTLA-4. Czynniki rozpuszczalne, takie jak
cytokiny przeciwzapalne: IL-4, IL-10, IL-17E oraz TGF-p
nie sa zaangazowane w opisywany mechanizm supre-
sji [75].

Podsumowujac, EC aplikacja antygenu biatkowego, przed
aktywnym uczuleniem haptenem, prowadzi do zahamo-
wania reakcji CHS zaleznej od limfocytéw Tcl. Przedsta-
wiona metoda wywotania stanu tolerancji przez EC apli-
kacje antygenu DNP-BSA dzieki skutecznosci i prostocie
uzycia oraz braku inwazyjno$ci stwarza nowe mozliwo-
$ci hamowania odpowiedzi immunologicznej, co moze
by¢ przydatne w opracowaniu nowych metod leczenia
reakcji nadwrazliwosci kontaktowej z udziatem limfocy-
téw Tc1 CD8".
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