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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Pierwsze doniesienie o odkryciu nowych, dotychczas nieznanych komérek uktadu odpor-
nosciowego - komdrek IRA B (Innate Response Activator B cells), czyli limfocytéw B akty-
wujacych odpowiedz nieswoista - pojawito sie w 2012 r. Dotychczas wykazano ich obecnosé
zaréwno u myszy, jak i u ludzi. Komdrki IRA B nalezg do rodziny limfocytéw B, jednak maja
wiele cech unikatowych dla tej grupy komérek. Komérki IRA B powstajg z limfocytéw Bla,
ktére aktywuja sie po zetknieciu z patogenem. Limfocyty Bla rezyduja gtéwnie w obrebie
jam ciata. Po aktywacji przez patogen, przemieszczaja sie do drugorzedowych narzadéw
limfatycznych ($ledziona, wezty chtonne), gdzie réznicuja sie w komdérki IRA B. Komérki
IRA B maja zdolno$¢ wydzielania czynnika stymulujacego wzrost kolonii granulocytéw i
makrofagéw (GM-CSF), ktéry w sposdéb autokrynny pobudza je do wydzielania wewnatrzko-
mdérkowych zapaséw immunoglobulin M (IgM), utatwiajacych fagocytoze patogendw przez
neutrofile. GM-CSF stymuluje réwniez neutrofile do aktywnej fagocytozy. Szybkie zwalczenie
patogenu pozwala unikngé rozwiniecia sie nadmiernej odpowiedzi zapalnej, ktéra moze by¢
niebezpieczna dla organizmu. Dotagd udowodniono udziat limfocytéw IRA B w patogenezie
sepsy i zapalenia ptuc, a takze wykazano ich role w progresji zmian miazdzycowych u my-
szy. Obecnie sa prowadzone badania nad mozliwo$ciami zwiekszenia liczebno$ci komdrek
IRA B, np. przez dozylna podaz zmodyfikowanych immunoglobulin. Konieczne jest doktad-
ne scharakteryzowanie ludzkich komérek IRA B oraz okreslenie ich roli w funkcjonowaniu
uktadu odpornosciowego.

IRA B cells - B lymphocytes  GM-CSF « IgM - sepsis - pneumonia - atherosclerosis

Summary

The first report about the discovery of new, previously unknown immune cells named IRA B
cells (innate response activator B cells) appeared in 2012. So far, their presence has been ve-
rified in both mice and humans. However, IRA B cells belong to the family of B lymphocytes
and have a number of characteristics unique to this group of cells. IRA B cells are formed from
activated Bla lymphocytes after their contact with a pathogen. Bla lymphocytes mainly re-
side within body cavities. Activated by the pathogen, they move on into secondary lymphoid
organs (spleen, lymph nodes) where they differentiate into IRA B cells. IRA B cells are a rich
source of granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF). GM-CSF can stimulate
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IRA B cells in an autocrine manner for the secretion of intracellular stocks of immunoglobulin
M (IgM), which can facilitate pathogens’ phagocytosis by neutrophils. GM-CSF also stimulates
neutrophils into active phagocytosis. Rapid eradication of the pathogen can prevent the de-
velopment of an excessive inflammatory response, which can be dangerous for the organism.
Until now the involvement of IRA B lymphocytes in the pathogenesis of sepsis and pneumo-
nia has been proven, as well as their role in the progression of atherosclerotic lesions in mice.
There is research in progress on the possibility of increasing the number of IRA B cells, for
example by intravenous supply of modified immunoglobulins. It is necessary to characteri-
ze human IRA B cells and to determine their role in the functioning of the immune system.
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recognition receptors), TLRs — receptory Toll-podobne (Toll-like receptors).

Wsrep

Najczesciej przypisywang uktadowi odporno$ciowemu
rolg jest ochrona przed patogenami, takimi jak wirusy,
bakterie, grzyby lub pasozyty. Jego wpltyw na nasz orga-
nizm jest jednak znacznie szerszy. Komérki uktadu odpor-
nosciowego odpowiadajg na réznorakie bodZce, zaréwno
$rodowiskowe, jak i pochodzenia endogennego, reagujac
nanie w okreslony sposéb. Reakcja moze doprowadzi¢ do
przywrdcenia homeostazy organizmu, ale tez w pewnych
warunkach, leze¢ u podloza proceséw patologicznych.
Uktad odpornosciowy czlowieka kryje jeszcze wiele ta-
jemnic [24]. W 2012 r. pojawito si¢ doniesienie o odkryciu
nowych, dotychczas nieznanych komérek uktadu odpor-
nosciowego - komérek IRA B (innate response activator
B cells, czyli limfocytéw B aktywujacych odpowiedz nie-
swoistg), ktére mimo iz naleza do populacji limfocytéw
B, majg wiele cech unikatowych dla tej grupy komérek.
Dotad udowodniono udziat limfocytéw IRA B w patogene-
zie sepsy, zapalenia ptuc, jak réwniez wykazano ich role
w progresji zmian miazdzycowych.

LimrocyTy B

Limfocyty B (a doktadniej pochodzace z nich komérki
plazmatyczne) majg unikatowa zdolno$¢ do wytwarzania

przeciwcial. Wydzielaja réwniez rézne cytokiny modu-
lujgce funkcje limfocytéw T oraz komérek wrodzonego
uktadu odpornosciowego [8]. Wiekszo$¢ limfocytéw B to
limfocyty B2 (typowe limfocyty B), wérdd ktérych wyrdz-
nia sie limfocyty B folikularne oraz limfocyty B marginal-
ne. Mniejszy odsetek limfocytéw B stanowig limfocyty B1.
W ich sktad wchodzg limfocyty Bia (CD5+ CD23-/low) oraz
B1b (CD5- CD23-/low).

LIMFOCYTY B AKTYWUJACE ODPOWIEDZ NIESWOISTA (IRA B CELLS)

Komorki IRA B sa fenotypowo unikatowym podtypem
limfocytéw B (220+MHCII+CD19+IgM+). Mozna je scha-
rakteryzowacé jako IgMhigh CD23low CD43high CD93+Ig-
Dlow CD21low CD138+ VLA4high LFA1high CD284+(TLR4)
CD5int. U myszy komérki IRA B powstaja w wyniku réz-
nicowania sie limfocytéw B1a, rezydujacych gtéwnie w
obrebie otrzewnej i optucnej [21,27]. Limfocyty Bla na
swojej powierzchni zawierajg receptory TLR (Toll-like
receptors - receptory Toll-podobne), nalezagce do PRRs
(pattern recognition receptors - receptory rozpoznajace
wzorce), ktére rozpoznaja okreslone PAMPs (pathogen
associated molecular patterns - wzorce molekularne
zwigzane z patogenami) [17]. Pobudzenie receptora TLR
przez np. fragmenty bakterii powoduje aktywacje, mi-
gracje komérek Bla do miejsc docelowych i ich rézni-

195



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 194-199

cowanie sie w komdérki IRA B. Komdrki IRA B uzyskano
po stymulacji komérek Bla za pomoca nastepujacych
PAMPs: Pam3CSK (aktywuje TLR1/2), FSL-1 (aktywuje
TLR 2/6), R848 (aktywuje TLR 7/8) oraz LPS (aktywuje
TLR4). To, iz komdrki IRA B powstaja w wyniku stymu-
lacji komérek Bla przez PAMPs, nalezgce do réznych
rodzin patogendw, sugeruje role tych komérek w odpo-
wiedzi na drobnoustroje determinujace wiele réznych
choréb infekcyjnych.

Komdrki IRA B powstaja gtéwnie w obrebie drugorze-
dowych narzadéw limfatycznych, takich jak sledziona
czy wezly chlonne. Nazwa innate response activator B
cells, czyli limfocyty B aktywujace odpowiedZ nieswo-
ista, wigze sie ze zdolno$cig do wytwarzania przez te
komérki GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-sti-
mulating factor - czynnika stymulujacego tworzenie
kolonii granulocytéw i makrofagéw), ktéry aktywuje
okreslone leukocyty, biorgce udziat w nieswoistej odpo-
wiedzi odporno$ciowej. Sa one zrédtem GM-CSF, uwal-
nianego w narzadach zawierajacych duzg liczbe komé-
rek uktadu odpornosciowego, takich jak $ledziona lub
wezty chtonne. Pod wptywem GM-CSF, wydzielanego
przez limfocyty IRA B, nastepuje aktywacja granulo-
cytéw obojetnochtonnych do wzmozonej fagocytozy
chorobotwérczych drobnoustrojéw. Ponadto, komér-
ki IRA B, na zasadzie stymulacji autokrynnej, pobu-
dzaja uwalnianie umiejscowionych wewnatrzkomor-
kowo zapaséw immunoglobulin klasy M (IgM), ktére,
opsonizujgc patogeny, sprzyjaja ich fagocytozie przez
wyspecjalizowane komérki uktadu odpornosciowego
(ryc. 1). Komérki IRA B sa gtéwnym Zrédtem GM-CSF
w czasie infekcji. Dodatkowa ich funkcja jest wytwa-
rzanie interleukiny 3; komérki IRA B sa aktywowane
wzglednie szybko po zainicjowaniu zakazenia. Prawdo-
podobnym celem ich dziatania jest niedopuszczenie do
rozwiniecia sie nadmiernej, szkodliwej dla organizmu
odpowiedzi zapalne;.
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Ryc. 1. Dziatanie komdrek IRA B; B1a — limfocyt B1a, IRA B — limfocyt IRA B,
TLR — receptor TLR, GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytéw i makrofagéw, IgM —immunoglobulina M, (+) -
stymulacja

Komdrki IRA B wystepuja réwniez u ludzi - zaobserwowa-
no je w krwi obwodowej oraz w $ledzionie [22]. Podobnie
jak mysie, réwniez ludzkie IRA B cells wykazujg ekspresje
TLR-4, co wskazuje na ich zdolnos¢ do reakcji na swoiste
antygeny bakteryjne.

CZYNNIK STYMULUJACY TWORZENIE KOLONII GRANULOCYTOW |
MAKROFAGOW (GM-CSF)

GM-CSF, zidentyfikowany w latach 70 XX w. [6], to plejo-
tropowo dziatajaca cytokina glikoproteinowa. Jest wytwa-
rzana przez makrofagi, limfocyty T, mastocyty, komdrki
NK (natural killers), komérki $rédbtonka, fibroblasty [10].
Sposréd limfocytéw B tylko komdrki IRA B maja zdolnosé
do wytwarzania GM-CSF in vivo [21]. Ten czynnik wzrostu
wspiera dojrzewanie, przezycie i proliferacje swoistych
komérek docelowych. Kontroluje homeostaze komédrek
dendrytycznych, granulopoeze i réznicowanie sie komé-
rek NK. In vitro stymuluje réwniez réznicowanie sie pro-
genitoréw szpiku kostnego w kierunku komdérek dendry-
tycznych. Stezenie GM-CSF w osoczu jest wzglednie niskie
zaréwno w zdrowiu, jak i infekcji, gdyz jest szybko usuwa-
ny z krwi przez wigzanie sie z receptorami [19]. Komdrki
IRA B wytwarzaja GM-CSF cze$ciowo na wiasne potrzeby,
gdyz w wyniku stymulacji receptora dla GM-CSF, obecne-
go na ich powierzchni, dochodzi do wydzielania IgM, jak
réwniez w celu stymulacji innych komérek, np. granulo-
cytéw obojetnochtonnych oraz komdérek dendrytycznych.

SepsA

Sepsa to zespSt ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej wywo-
tany masywnym zakazeniem, ktérego uktad odpornoscio-
wy nie zdotat zwalczy¢ na etapie zlokalizowanej infekeji
lub bakteriemii [26]. Jest gtéwna przyczyng zgondw pa-
cjentéw oddziatéw intensywnej terapii [1]. Immunopato-
logia choroby jest ztozona, poczatkowo dominuje nasilony
odczyn zapalny, mogacy doprowadzié do dysfunkcji wielu
narzaddéw, nastepnie wystepuje przedtuzona faza immu-
nosupresji, zwiekszajaca ryzyko infekcji patogenami we-
wnatrzszpitalnymi [16]. W czasie infekcji organizm dazy
do mozliwie szybkiej eliminacji patogenu, aby zapobiec
uszkodzeniu tkanek, bedacego skutkiem nadmiernej i/
lub trwajacej zbyt dlugo odpowiedzi zapalnej.

W 2012 r. grupa naukowcéw pod przewodnictwem Filipa
K. Swirskiego zidentyfikowata nieznang dotychczas po-
pulacje limfocytéw B, biorgcych udziat w ochronie orga-
nizmu przed rozwojem ciezkiej sepsy bakteryjnej [22].
W do$wiadczeniach wykorzystano mysie modele sepsy
bakteryjnej. Posocznice u myszy indukowano dootrzew-
nowym podaniem pateczki okreznicy, lipopolisacharydu
lub podwigzaniem i punkcja katnicy [18]. Po wywolaniu
sepsy obserwowano pojawienie sie w $ledzionie podty-
pu limfocytéw B, syntetyzujacych wzglednie duze ilo$ci
GM-CSF [11] oraz wydzielajacych IgM [5], ktére nazwano
IRA B [21]. U myszy, ktérych limfocyty B nie wytwarzaty
GM-CSF, zaobserwowano wcze$niejszy zgon z powodu
choroby, ktéry byt powiazany ze zwiekszona liczba bak-
terii, neutrofilig i podwyzszonymi stezeniami IL-1p, IL-6
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oraz TNF. Udowodniono, iz komérki IRA B hamujg rozwdj
sepsy przez przyspieszenie ataku neutrofiléw na patoge-
ny bakteryjne, pozwalajac uktadowi odpornosciowemu
,wyciszy¢ sie” wczeéniej, nie doprowadzajac tym samym
do wstrzgsu septycznego. Brak komérek IRA B wigzat sie z
obnizonym klirensem bakterii, a takze promowat synteze
cytokin prozapalnych oraz rozwéj mechanizméw deter-
minujacych pojawienie sie samego wstrzasu.

Rola GM-CSF w etiopatogenezie zjawisk zwigzanych z po-
socznicg dotychczas pozostawata niewyjasniona. Wyni-
ki przeprowadzonych na mysich modelach sepsy badat
byly niejednoznaczne. Wedtug jednych autoréw zwiek-
szone przezycie wigzalo sie z niedoborem GM-CSF [3,25],
ktérego nastepstwem byt mniej nasilony stan zapalny,
natomiast wedtug innych podaz rekombinowanego GM-
-CSF poprawiata rokowanie [12]. W badaniach klinicznych,
przeprowadzonych w grupie noworodkéw urodzonych
przedwcze$nie, podaz GM-CSF w czasie sepsy nie wply-
wala na ich przezycie [4,7]. Robbins i Swirski wiazg role
limfocytéw IRA B z tym, iz to wlasnie one po rozpocze-
ciu zakazenia szybko i precyzyjnie uwalniaja GM-CSF do
miejsc bogatych w komérki uktadu odpornosciowego, jak
§ledziona lub wezty chlonne [22].

Miazpzyca

Udowodniono réwniez udzial komdrek IRA B w patoge-
nezie chordb przewlektych, m.in. miazdzycy. Istota cho-
roby jest rozwdj zmian zwyrodnieniowo-wytwdrczych
w blonie wewnetrznej i Srodkowej tetnic. Konsekwencja
zmniejszania $wiatla naczynia przez narastajace blaszki
miazdzycowe jest upo$ledzenie doptywu krwi do waznych
dla zycia narzadéw. Nagte pekniecie blaszki miazdzycowej
i powstanie zakrzepu w naczyniu moze doprowadzi¢ do
zawatu mie$nia sercowego [20], udaru mézgu [23] lub nie-
dokrwienia innego narzadu, zaopatrywanego przez chora
tetnice. W patogenezie choroby duzg role odgrywa prze-
wlektly proces zapalny, stymulowany nadmiarem lipidéw,
zwlaszcza lipoprotein o malej gestosci (LDL). Blaszki miaz-
dzycowe powstaja przez akumulacje leukocytéw i oksydo-
wanych lipoprotein w $cianie naczy krwiono$nych [13].
Makrofagi, limfocyty Th1 oraz limfocyty B2 nalezg do ko-
morek promujacych powstawanie zmian miazdzycowych
przez promowanie stanu zapalnego [14].

Hilgendorf i wsp. udowodnili na modelu mysim role ko-
mdérek IRA B w nasilaniu procesu miazdzycowego [15].
Wyniki opublikowanej przez nich w 2014 r. pracy wska-
zujg, ze w odpowiedzi na wysoko cholesterolowg diete,
z wykorzystaniem szlaku MyD88-zaleznego, nastepuje
wzrost liczby komérek IRA B w drugorzedowych narza-
dach limfatycznych (§ledziona, przyaortalne wezty chton-
ne). Komérki IRA B, przez wydzielanie GM-CSF, promujg
aktywacje klasycznych komérek dendrytycznych, wy-
twarzajacych interleukine 12. Komdrki dendrytyczne,
prezentujace limfocytom Th CD4+ oksydowane epitopy,
powodujg ich réznicowanie w limfocyty Th1 wydzielajace
interferon gamma [2]. Limfocyty Th1 migruja nastepnie
do blaszek miazdzycowych, gdzie stymuluja makrofagi i

limfocyty B, nasilajac stan zapalny. Komdrki IRA B stano-
wig zatem pomost miedzy aktywacja nieswoistej i swo-
istej odpowiedzi immunologicznej. Chimeryczne myszy,
ktérych limfocyty B nie mogly wydziela¢ GM-CSF, wyka-
zywaly stabiej nasilone zmiany miazdzycowe, z mniejsza
liczba makrofagéw oraz limfocytéw T efektorowych.

ZAPALENIE PEUC

Wnikanie drobnoustrojéw do organizmu przez drogi od-
dechowe réwniez powoduje mobilizacje komérek IRA B.
Limfocyty IRA B s niezbedne w obronie organizmu przed
drobnoustrojami wywotujgcymi zapalenie ptuc, co zo-
stalo udowodnione na modelach myszy zainfekowanych
pateczkg okreznicy lub dwoinka zapalenia ptuc [27]. W
odpowiedzi na zakazenie tkanki ptucnej, limfocyty Bla
z optucnej migruja do miazszu plucnego i okolicznych
weztéw chtonnych, gdzie przeksztatcaja sie w komérki
IRA B. Komérki IRA B rozpoczynajg wytwarzanie GM-
-CSF, co dzieki zawartym receptorom CD131 dla GM-CSF,
na zasadzie autokrynnej, stymuluje je do wytwarzania i
wydzielania IgM. Proces ten zapewnia efektywna, wstep-
na ochrone przed bakteriami infekujacymi miazsz ptucny.
IgM opsonizuje patogen oraz wigze biatka dopetniacza,
a przez to utatwia fagocytoze. W grupie myszy, ktérych
komérki IRA B nie byly zdolne do wytwarzania GM-CSF,
uposledzone wydzielanie IgM wpltywato na zwiekszong
podatno$¢ na infekcje ptucne.

OZNACZANIE KOMOREK IRA B

Oznaczanie limfocytéw IRA B u cztowieka napotyka na
pewne trudnosci. Wynikaja one z tego, iz ta nieliczna sub-
populacja komdrek zostata odkryta i scharakteryzowana
do$¢ doktadnie u myszy, natomiast badari dotyczacych
wystepowania tych komérek u ludzi jest, jak na razie,
niewiele. U myszy limfocyty IRA B oznacza sie metoda
cytofluorymetryczng na podstawie ekspresji charaktery-
stycznego zestawu antygendw: B220, MHC klasy 11, CD19,
IgM oraz cytoplazmatycznej ekspresji GM-CSF pod wply-
wem stymulacji LPS. Fenotypuje sie je réwniez jako ko-
mdrki IgMhigh CD231low CD43high CD93+IgDlow CD21low
CD138+ VLA4high LFA1high CD284(TLR4)+ CD5int. U ludzi
limfocyty IRA B oznaczono jako komérki CD19+CD20+, wy-
kazujace zmienng ekspresje CD43, CD27 oraz CD284 (TLR4)
[21]. Wiadomo na pewno, iz ludzkie komdrki IRA B wytwa-
rzaja GM-CSF i sa znajdowane zaréwno w krazeniu, jak i w
$ledzionie [22]. Prébe oceny odsetka limfocytéw IRA B w
krwi obwodowej podjeto w czasie prowadzonych obecnie
badari wlasnych. Komérki te wykrywane na podstawie
ekspresji CD19 i IgM oraz cytoplazmatycznej ekspresji
czynnika GM-CSF. Z krwi pelnej izoluje sie PBMC (peri-
pheral blood mononuclear cells - komérki jednojadrzaste
krwi obwodowej) metoda wirowania w gradiencie gesto-
$ci, po czym komérki te stymuluje sie lipopolisacharydem
(LPS) przez 4 godziny, w 37°C. Nastepnie PBMC barwi sie
powierzchniowo za pomoca przeciwcial monoklonalnych
(mAb) anty-CD19 oraz anty-IgM, sprzezonymi z barwni-
kami fluorescencyjnymi, przez 20 min, w 4°C, po czym
odptukuje sie je dwukrotnie w zbuforowanym roztworze
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Ryc. 2. Przyktadowa analiza cytofluorymetryczna limfocytow IRA B z krwi obwodowej dziecka. Komérki barwiono powierzchniowo mAbs anty-CD19 i anty-IgM
oraz (jak przedstawiono na ryc. 2) cytoplazmatycznie mAb anty-GM-CSF (B) lub kontrolg izotypowa IgG (A). Limfocyty IRA B oznaczono jako komérki

(D19+IgM-+GM-CSF+, widoczne na ryc. 2 w kwadrancie Q4 (B)

soli fizjologicznej (PBS), utrwala, permeabilizuje btone
komérkowg i barwi sie GM-CSF za pomoca mAb anty-GM-
-CSF, sprzezonym z barwnikiem fluorescencyjnym. Jako
kontrole stosuje sie odpowiednio dobrane przeciwciata
izotypowe. Przyktad analizy cytofluorymetrycznej lim-
focytéw IRA B przedstawiono na ryc. 2.

PErsPEKTYWY

Udowodniona na modelu zwierzecym rola komdrek IRA
B, jako ,,straznikéw” organizmu przed infekcjami, na-
suwa pytania dotyczace potencjalnego wykorzystania
dotychczas zdobytej wiedzy w praktyce. Trwaja badania
nad mozliwo$ciami zwiekszenia liczebno$ci populacji
komdérek IRA B poprzez dozylng podaz potaczonych z
jonami zelaza immunoglobulin. Do chwili obecnej wyka-
zano skuteczno$¢ takiej terapii w mysim modelu Gram-
-ujemnej sepsy [9]. By¢ moze w przyszto$ci mozliwe be-
dzie pobieranie od pacjentéw ich wiasnych limfocytéw
B, namnazanie in vitro komdrek IRA B i podawanie ich
zwrotnie, czy tez skonstruowanie nanonos$nika, dostar-

PismienNIcTWO

czajacego GM-CSF selektywnie do komérek docelowych
w §ledzionie lub weztach chtonnych w poblizu miejsca
infekcji. Konieczne jest doktadne scharakteryzowanie
ludzkich komérek IRA B oraz okre$lenie ich roli w dziata-
niu uktadu odpornosciowego. Kolejna wartg wyjasnienia
kwestia jest pytanie, czy komdrki IRA B sg aktywne tylko
podczas pierwszorazowego zetkniecia sie z patogenem.
Jesli tak nie jest, interesujace wydaje sie ustalenie, czy
odpowiedZ wtérna rézni sie w jakikolwiek sposéb od
odpowiedzi pierwotnej.
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