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Kolista czasteczka DNA-TREC jako marker prawidiowej
funkciji grasicy*

T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECs) as
a marker of thymic function
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Hirszfelda we Wroctawiu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Proces limfopoezy przebiegajacy w grasicy zapewnia stalg pule limfocytéw T. Komoérki opusz-
czajace grasice sa komoérkami dziewiczymi (naiwnymi) zasiedlajagcymi narzady obwodowe, kt6-
re po antygenowym bodZcu staja si¢ pula komdrek efektorowych i/lub pamigci. R6znorodnosé
odpowiedzi immunologicznej gwarantuja receptory TCR, ktoérych zréznicowanie oparte jest na
doborze odpowiedniej liczby segmentéw wykorzystanych podczas procesu rearanzacji. W proce-
sie tym dochodzi do wycinania fragmentéw nukleotydowych DNA i formowania kolistych cza-
stek TREC (T — cell receptor rearrangements excision circles). Po wycigciu fragmentéw DNA
zwiazanych z usuni¢ciem fragmentu d proces rearanzacji prowadzi do ostatecznego uformowa-
nia fadcucha TCRa. Episomalne czasteczki DNA-TREC pozostaja na state w matczynej komor-
ce dziewiczej T i nie podlegaja péZniejszym podzialom mitotycznym, nie powielaja si¢ zatem
do komdrek siostrzanych. Analiza liczby TREC stata si¢ pomocnym narz¢dziem do okreslenia
prawidiowej funkcji grasicy szczegdlnie u pacjentéw z wrodzonymi lub nabytymi niedoborami
odpornosci, u pacjentéw po alogenicznym przeszczepie oraz u pacjentéw z chorobami autoim-
munologicznymi. Pomocna role w ocenie tych sytuacji klinicznych, w ktérych obserwowany jest
zaburzony proces limfopoezy spetnia wykorzystanie ilo§ciowej metody reakcji tanicuchowej po-
limerazy czasu rzeczywistego (QPCR) z odpowiednio dobrang sekwencja starterow obejmuja-
cych fragment kolistego DNA-TREC.
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Summary

The thymus is crucial in the reconstitution of the T-cell compartment following lymphodepletion
and also in establishing a normal, diverse T-cell receptor (TCR) repertoire after immune respon-
se to antigens. TCRaf diversity is generated through rearrangements of the TCR alpha and TCR
beta chain genes. The TCR delta chain locus lies within the TCR alpha chain locus and its exci-
sion forms the first step in TCR alpha chain gene rearrangement. The intervening excised DNA
is circularized by the formation of a “signal joint” forming a DNA episome, termed a signal-jo-
int T-cell receptor excision circle (sjTREC). Approximately 70% of T cells emerging from the
thymus contain one or two sjTRECs — depending on whether one or both TCRa loci genes are
rearranged. As these long-lived naive T cells mature and proliferate, their syTRECs are stable
and do not divide. The thymus contributes naive T (CD45RA+) cells with TRECs to the peri-
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pheral immune system, but memory T cells (CD45RO+) contain few if any detectable TRECs.
Quantification of thymic function is clinically relevant in settings with immunodeficiencies, after
HSCT, during HIV therapy as well as in autoimmune patients. In humans there is no specific phe-
notypic marker for recent thymic emigrants, therefore the use of real-time quantitative PCR me-
thods for absolute TREC quantification provides a good tool for estimating recent thymic func-

tion in different clinical situations.
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WPROWADZENIE

Grasica jest organem limfoidalnym, w ktérym zachodzi
ontogeneza limfocytéw T. Poprzez etapy pozytywnej i ne-
gatywnej selekcji grasice opuszczajg dojrzate limfocyty T
niosace na swej powierzchni zréznicowany repertuar re-
ceptoréw TCR [112]. Limfocyty T opuszczajace grasicg sa
komoérkami dziewiczymi (naiwnymi) zasiedlajacymi na-
rzady obwodowe, ktére po antygenowym bodZcu staja si¢
pula komérek efektorowych i/lub pamieci [20,151]. Uktad
immunologiczny dazy do zachowania stanu réwnowagi po-
migdzy pula komérek dziewiczych a pula komorek efekto-
rowych i/lub pamigci [60,133]. W wielu sytuacjach klinicz-
nych stwierdzamy zaburzony proces limfopoezy. Ubytek
liczbowy limfocytéw T wystgpuje w poczatkowym etapie
odnowy immunologicznej po alogenicznym przeszczepie-
niu komérek krwiotwérczych dopoki komorki dawcey nie
zasiedla grasicy wyniszczonej stosowana przed przeszcze-
pieniem procedura chemio-/radioterapii [97,139]. Pula lim-
focytéw T moze ulec zaburzeniu réwniez w pdZniejszym
okresie po przeszczepieniu, np. w przypadku wystapienia
powiktan po przeszczepie typu choroba przeszczep prze-
ciwko gospodarzowi (GVHD) oraz podczas reaktywacji
wirusowych [11,33,125,146,168]. Szczegdlna rolg prawi-
dtowej odnowy immunologicznej przypisuje si¢ po prze-
szczepieniu pacjentéw z wrodzonymi niedoborami odpor-
nosci np. SCID (severe combined immunodeficiencies).
Pacjentéw tych cechuje genetycznie uwarunkowana za-
burzona limfopoeza, ktdra jest zwigzana réwniez z zabu-
rzong funkcjonalnie praca grasicy [25,62]. Alogeniczne
przeszczepienie komoérek krwiotwdrczych u dzieci z wro-
dzonymi niedoborami odpornosci jest procedura warun-
kujaca ich dalsze przezycie. Po przeszczepieniu obserwuje
si¢ u nich ponowienie prawidlowej funkcji grasicy z wia-
Sciwym wytwarzaniem liczby limfocytéw T [5,26,116].
Wzrost liczby limfocytéw T obserwuje si¢ réwniez u pa-
cjentow z infekcja wirusem HIV poddanych terapii anty-
wirusowej [44,171]. Zastosowanie terapii HAART (highly
active antiretroviral therapy) powoduje przywrécenie prawi-
dtowej proporcji limfocytéw T o fenotypie CD4+ [101,128].
Odzwierciedleniem prawidlowej funkcji grasicy jest obec-

nos¢ we krwi obwodowej komérek dziewiczych zawieraja-
cych kolista czasteczkg DNA-TREC (T-cell receptor rear-
rangements excision circles) [41,56]. Episomalne czasteczki
TREC sa statym elementem komérek dziewiczych bezpo-
Srednio opuszczajacych grasice powstajacych podczas pro-
cesu rearanzacji receptoréw TCRo i TCRB. TREC nie sa
powielane podczas podzialéw mitotycznych do komoérek
siostrzanych, a ich obecnos$¢ odpowiada liczbie komoérek
dziewiczych bezposrednio opuszczajacych grasicg. TREC
stanowig wigc dogodny marker procesu rearanzacji recep-
toréw TCR, a tym samym Swiadcza o prawidtowej limfo-
poezie [170]. Cytofluorymetryczne metody immunofenoty-
powania pozwalaja na precyzyjne okreslenie puli komédrek
dziewiczych u pacjenta w okreslonej sytuacji kliniczne;j.
Dodatkowo zastosowanie wspoétczesnych technik biologii
molekularnej, jaka jest reakcja taricuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (RQ-PCR) pozwala precyzyjnie
okresli¢ liczbg TREC zawartych w puli komérek dziewi-
czych [37,95,104,105,123]. Badanie liczby TREC stano-
wiacej odzwierciedlenie prawidiowej funkcji grasicy ma
swoje uzasadnienie po alogenicznym przeszczepieniu ko-
morek krwiotwdrczych, w chorobach rozrostowych uktadu
krwiotworczego lub wrodzonych niedoborach odpornosci,
w terapii nabytych niedoborach odpornosci oraz w wybra-
nych aspektach dotyczacych niektérych choréb autoimmu-
nologicznych, a takze po zabiegu tymektomii [63,94,100,
109,138,150,152,154]. Przedmiotem pracy jest podsumo-
wanie wynikéw badawczych dotyczacych analizy liczby
TREC w wybranych sytuacjach klinicznych.

MIKROSRODOWISKO GRASICY

Grasica jest narzadem limfatycznym pochodzenia nabton-
kowego potozonym w §rédpiersiu. Narzadowi temu przy-
pisuje si¢ ksztaltowanie swoistosci odpowiedzi immuno-
logicznej przez wytwarzanie limfocytéw T, ktére wedrujac
do obwodowych narzaddéw i tkanek limfatycznych zasie-
dlaja je [96,118,119]. Grasica jest zbudowana z dwdch pla-
téw, a te ze zrazikow. Jej rusztowania tworzy sie¢ gwiaz-
dzistych komoérek nabtonkowych w oczkach, w ktérej leza
limfocyty i makrofagi. Tkanka taczna torebki wnika do gra-
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Ryc. 1. Utkanie tkankowe grasicy; (A) grasica matego dziecka zréznicowana
na obszar kory (pola ciemne) i rdzenia (pola jasne); (B) grasica
ztowieka dorostego z przewaga przestrzeni okotonaczyniowych,
nadmiernym przerostem tkanki ttuszczowej oraz widoczng redukcja
obszaru kory i rdzenia Swiadczacym o zaawansowanym procesie

inwolugji grasicy

sicy w postaci przegrod dzielacych jej miazsz na wyod-
rebnione czesci — zraziki. Kazdy zrazik sktada si¢ z czg-
Sci korowej, z wigksza gestoscia limfocytéw oraz z czesci
rdzennej (ryc. 1A). W czgsci rdzennej wystepuja kuliste
skupiska komoérek nabtonkowych: charakterystyczne tylko
dla grasicy zwane ciatkami Hassalla. Do grasicy naptywa-
ja ze szpiku komorki niezr6znicowane, ktére osiedlaja si¢
w czgsciach korowych zrazikéw, gdzie intensywnie dzie-
la sig, dojrzewaja i réznicuja przechodzac kolejne etapy
edukacji. Nastgpnie limfocyty T wedruja z kory do rdze-
nia zrazika, a stad droga naczyn krwionos$nych docieraja
do obwodowych narzadéw limfatycznych, gdzie petnia swe
wlasciwe funkcje [107,142]. Komoérki nablonkowe grasicy
wytwarzaja substancje o charakterze hormonalnym, wpty-
wajace na prawidtowe dojrzewanie limfocytéw T stymu-
lujac ich podzial. Grasica prawidtowo funkcjonuje u czto-
wieka do okresu pokwitania, z uptywem czasu ulega atrofii
w procesie zwanym inwolucja [51,61,99].

INwoLuCIA GRASICY

Inwolucja — (fac. involutio) to wsteczne zmiany budowy lub
zanik tkanek czy narzadéw w czasie rozwoju osobniczego.
Uwstecznienie lub zanikanie narzadéw w historii rodowe;j
organizméw polega na zmniejszeniu si¢ narzadu od prawi-
dlowych rozmiaréw i wiaze si¢ ze starzeniem organizmu.
Przyktadem tego procesu jest inwolucja grasicy polegajaca
na redukcji czynnosciowej narzadu w wyniku prawidtowo
przebiegajacego rozwoju ontogenetycznego [9,117]. W wy-
niku inwolucji w grasicy dochodzi do morfologicznych
zmian struktury wewnatrz narzadu (ryc. 1B). Obserwuje
si¢ zmniejszenie masy grasicy i powigkszenie si¢ proporcji
przestrzeni okotonaczyniowych objgtych rozrostem tkanki
tluszczowej w stosunku do nabtonka-epitelium. Obszary
limfo-epitelialne (nabtonkowe) sa zastgpowane przez tkanke
tluszczowa, taczna oraz przez przestrzenie okotonaczynio-
we. Mimo stopniowej inwolucji obszary limfo-epitelialne
sq wciaz obecne i z czasem proces tymopoezy nie wyga-
sza si¢ catkowicie, a zostaje jedynie znacznie zredukowa-
ny [13,143,144]. Bezposrednim nastgpstwem zmniejszenia
si¢ masy grasicy jest spadek catkowitej liczby tymocytow
dojrzewajacych w kierunku komérek T. Ten fizjologiczny
proces, w naturalny spos6b zwigzany ze starzeniem sig or-
ganizmu, podlega regulacji hormonalnej. W dziecifistwie
i mtodosci w grasicy oraz we krwi obwodowej obecna jest
znaczaca pula limfocytéw o fenotypie komérek dziewiczych,
ktéra z wiekiem si¢ zmniejsza [44,61,66,154].

LiMropoEzA

Procesy zachodzace z udziatem mikrosrodowiska grasicy
sg przedmiotem analiz wielu grup badawczych, ktérych
doniesienia maja szczegdlne znaczenie w opisie i analizie
roli limfocytéw T w odpowiedzi immunologicznej [52].
Analiza roli genéw regulujacych procesy rekombinacji
i rearanzacji receptoréw TCR stanowi istotny wplyw na
wyjasnienie mechanizméw kontrolujacych réznorodnosé,
a tym samym funkcjonalno$¢ limfocytéw T opuszczaja-
cych grasicg [40,55]. R6znorodnos¢ proceséw zachodza-
cych w grasicy gwarantuje obecnos¢ w narzadach obwo-
dowych komoérek T o szerokim zakresie funkcjonalnosci
naznaczonych odpowiednim panelem markeréw fenoty-
powych poczawszy od komérek dziewiczych, poprzez
komorki regulatorowe, komérki T pamigci oraz komorki
efektorowe [6,35,142,155]. Funkcjonalnos¢ limfocytéw T
jest zapewniona przez ich udziat w procesach zwiazanych
z restrykcja MHC klasy 1111, z pelnieniem funkcji efekto-
rowych wystepujacych po aktywacji w odpowiedzi na bo-
dziec antygenowy. Limfocyty T sa zréznicowane fenotypo-
wo w zaleznos$ci od etapéw dojrzewania i charakteryzuje je
wielonarzadowa obecnosé [18,22,47,83,106,157]. Istnienie
swoistych sytuacji klinicznych wymaga dogtebnej anali-
zy poszczegllnych etapéw dojrzewania i zréznicowania
repertuaru limfocytéw T. Dane kliniczne pacjenta sg uzu-
pelniane przez badanie spektrotypu TCR, okreslenie typu
rearanzacji oraz stopnia klonalnosci [54,166]. Zrozumienie
procesu limfopoezy wymaga wiedzy na temat réznorodno-
$ci etapdw prowadzacych do uformowania immunologicz-
nie kompetentnej komoérki T. Komérki T migruja ze szpiku
do grasicy, gdzie przechodza kolejne etapy edukacji, doj-
rzewania i réznicowania [119]. Poprzez stadium komoérek
podwdjnie negatywnych (DN-double negative), a nastgp-
nie podwdjnie pozytywnych (DP-double positive) limfocy-
ty staja si¢ komérkami o zdeklarowanym fenotypie komor-
ki (SP-single positive) CD4+ lub CD8+. Podczas szlaku
rozwojowego wyodrebnia si¢ poszczegdlne stadia rozwo-
jowe limfocytéw T o swoistym fenotypie komérek ,,prymi-
tywnych” np. CD34+CD38-CD1la—, CD34+CD38+CD1la-
oraz CD34+CD38-CDla+ zwiazanych z kora grasicy.
A nastepnie kolejne stadia coraz bardziej dojrzatych ko-
moérek o fenotypie CD4+CD3low, CD4+CD8+CD3—,
CD4+CD8+CD3+ i wreszcie CD4+CD3+ lub CD8+CD3+
(ryc. 2). Rekapitulacja proceséw zachodzacych w grasicy
jest obraz spotykany w ostrej biataczce limfoblastyczne;j
linii T (acute lymphoblastic leukemia T-ALL), w ktdrej
mamy do czynienia z zahamowaniem proceséw réznico-
wania i dojrzewania limfocytéw T na bardzo wczesnym
etapie [8,71,93]. W biataczce limfoblastycznej do narza-
déw obwodowych dostaja si¢ komoérki T zatrzymane na
etapie okreslonej fazy dojrzewania i r6znicowania odpo-
wiednio do: pro-T, pre-T, wczesnej lub pdznej fazy koro-
wej lub rdzennej [89,147].

Prekursory limfocytow T (pre-T) w T-ALL wykazuja na
swej powierzchni ekspresje CD34+, CD7+ oraz CD2+.
Wcezesne komorki pre-T sa komérkami podwdjnie ne-
gatywnymi CD4-CD8- i wykazuja ekspresje¢ CD34+,
CD7+, CD2+. W procesie dojrzewania limfocyty te traca
marker CD34+ staja si¢ komdérkami podwojnie pozytyw-
nymi CD4+ i CD8+ o malej ekspresji CD3+ utrzymujac
na swej powierzchni markery CD7+, CD2+, CD5+ oraz
pre-TCRP. Po rearanzacji receptora TCRa podwdjnie po-
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Ryc. 2. Limfocyty T dojrzewajace w grasicy migruja do narzadow obwodowych jako komérki dziewicze (naiwne). W odpowiedzi na bodziec antygenowy
w narzadach obwodowych funkcjonujg jako komérki efektorowe/pamieci

zytywne komoérki CD4+CD8+ péZnokorowe przechodza
etap selekcji. Tylko 2% komorek podwdjnie pozytywnych
réznicuje si¢ w komoérki pojedynczo pozytywne dojrzate
CD4+ lub CD8+. Postaci niedojrzate limfocytéw T obec-
ne w szpiku lub we krwi obwodowej chorego na ostra bia-
taczke limfoblastyczna stanowia dogodny marker do mo-
nitorowania choroby resztkowej (minimal residual disease
— MRD) u pacjentéw po alogenicznym przeszczepieniu
[89]. Narzedziem diagnostycznym w rozpoznaniu i moni-
torowaniu ostrej biataczki limfoblastycznej oprécz feno-
typowania i metod cytogenetycznych jest badanie klonal-
nosci i rearanzacji TCR na poziomie genomowego DNA
[10,29,40]. Obecne klony komoérek blastycznych wykazu-
ja wylacznie swoiste rearanzacje TCR o zubozonym i sil-
nie zawgzonym spektrotypie. Czute metody biologii mo-
lekularnej znajduja wigc zastosowanie do monitorowania
przetrwatych klonéw biataczkowych [10,89]. Zrozumienie
procesu limfopoezy wymaga wiedzy na temat réznorod-
nosci etapéw prowadzacych do uformowania immuno-
logicznie kompetentnej komérki T. W przypadku limfo-
cytow T istotnym jest réwniez okreslenie roli czynnikéw
transkrypcyjnych wptywajacych na szlaki wspomagajace
i regulujace ostateczna dojrzaty funkcjonalnie postac¢ ko-
morki T [40]. Wymiernym znacznikiem petnego rozwo-
ju limfocytéw T jest prawidlowa rearanzacja receptoréw
TCRo oraz TCRYS. Funkcjonalne receptory TCR powsta-
ja przez rekombinacje segmentéw V(D)J z udziatem ge-
néw aktywujacych rekombinacj¢ RAG1 oraz RAG2 [55].
Dowodzi sig, iz w procesie rearanzacji genéw TCR obo-
wiazuje nastgpujaca sekwencja i swoista hierarchia wy-
darzen. Jako pierwsze rearanzuja geny TCRD i kolejno
TARG, TCRB oraz TCRA (TCRdelta > TCRgamma >
TCRbeta > TCRalfa) [40,69].

Komorka pziewicza T

Komérka T dziewicza (naiwna) jest komodrka bezposred-
nio opuszczajaca grasice, ktéra na swej powierzchni wy-
kazuje ekspresje¢ swoistych markeréw powierzchniowych

CD45RA, CD62L, CD27, oraz CCR7 [6,37]. Komorka na-
iwna podlega procesom proliferacji, aktywacji i apoptozie
(ryc. 3) [35]. Komérki dziewicze maja zdolnos¢ migracji
do narzadéw docelowych np. weztéw chtonnych, gdzie po-
budzone przez bodziec antygenowy zmieniaja swa funkcjo-
nalnos¢ 1 staja si¢ komoérkami efektorowymi i/lub pamigci.
Markerami swoistymi tych komérek sa czasteczki CD45RO,
CDlla, CD44, CD95, CXCR3 oraz CCR4. Wyr6znia si¢
pule komérek centralnych pamigci (CM — central memo-
ry) oraz efektorowych pamigci (EM — effector memory).
Komoérki te charakteryzuja si¢ wysokim indeksem aktywa-
cji i proliferacji [82,142]. Komérki dziewicze T uwalniaja
cytokiny oraz potrzebuja ich do prawidtowego funkcjono-
wania [32,53]. Wykazano, ze aktywacja oraz proliferacja
komérek dziewiczych zapewnia rownowage (homeostaze)
immunologiczna w organizmie w zaleznosci od obecnosci
sygnatu pochodzacego z czasteczki gléwnego locus zgod-
nosci tkankowej (MHC — major histocompatibility com-
plex) [6]. W miarg starzenia si¢ organizmu i postgpujace-
go zaniku grasicy w procesie inwolucji liczba limfocytéw
dziewiczych T zmniejsza si¢ [81]. Dynamika zaniku gra-
sicy jest procesem powolnym i niestusznie jest postrzega-
na jako wyznacznik szybkosci starzenia si¢ naszego ukta-
du odpornosciowego, bowiem populacja limfocytow T
dazy do osiagnigcia stabilnosci (réwnowagi-homeosta-
zy), zaréwno pod wzgledem liczby, jak i proporcji komo-
rek dziewiczych i efektorowych/pamigci [81]. Na skutek
dziatania mechanizméw wyréwnawczych, dochodzi do
wzrostu wytwarzania niektérych cytokin, np. IL-4 i IL-6
oraz spadku innych np. IL-12. Niezaleznie od wieku or-
ganizmu, komérki T zachowuja peing zdolnosé do proli-
feracji, jednak u oséb starszych dynamika tych proceséw
moze by¢ znacznie wolniejsza. Ponadto, obnizenie liczby
komoérek dziewiczych, zdolnych do przeksztatcenia w ko-
morki pamigci i przechowania informacji o obcym anty-
genie powoduje, ze stopniowo zmniejsza si¢ zréznicowa-
nie fenotypowe subpopulacji limfocytéw T obwodowych.
Zmniejszajaca si¢ w miarg uptywu lat réznorodnos¢ popu-
lacji limfocytéw obwodowych wywotuje stany patologicz-
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Ryc. 3. Pula komdrek dziewiczych powstajacych w grasicy zawiera koliste czastki DNA —~TREC. Komdrki dziewicze w narzadach obwodowych podlegaja
procesom apoptozy, aktywadji i proliferacji. Liczba TREC odzwierciedla funkcjonalng prace grasicy

ne uszkadzajace te komorki, np. przez infekcje wirusowe.
Stad tez ograniczona jest zdolnos$¢ do szybkiej regenera-
¢ji populacji komérkowych i odpowiedzi na szczepienia
w wieku starszym.

Limfocyty T dziewicze r6znig si¢ od komdrek pamigci za-
rowno rodzajem markerow powierzchniowych, jak i pro-
filem wytwarzanych cytokin [142]. Komoérki dziewicze
uwalniaja cytokiny charakterystyczne dla fenotypu THI,
takich jak IL-2 i IFN-y, podczas gdy limfocyty pamigci
uwalniaja cytokiny swoiste dla populacji limfocytéw TH2,
takich jak IL-4 i IL-6. A zatem zachodzaca zmiana pro-
porcji wymienionych populacji limfocytéw moze prowa-
dzi¢ do spowolnienia, a nawet ograniczenia odpowiedzi
komorkowej skierowanej przeciwko nowym antygenom
oraz do zmiany charakteru odpowiedzi immunologicz-
nej zaleznej od cytokin. Zmniejszenie zdolnosci do odpo-
wiedzi na stres Srodowiskowy powoduje utratg réwnowagi
wewngtrznej organizmu, co zwigksza ryzyko wystapienia
wielu choréb. Prowadzi to do uposledzenia prawidlowego
funkcjonowania uktadu immunologicznego. Przypuszcza
sig, ze rowniez rownowaga puli komérek T dziewiczych
moze by¢ zachowana poprzez mechanizmy i procesy od-
bywajace si¢ poza grasica [98]. Zaktada si¢ wigc istnienie
dwdch puli komoérek naiwnych: jedna bogata w komorki
Swiezo opuszczajace grasic¢ (RTE — recent thymic emi-
grants) i druga pula komérek o wysokim indeksie proli-
feracji w narzadach obwodowych. Interesujacym wydaje
si¢ sygnal, jaki powoduje zatrzymanie komoérek w fazie
komorek naiwnych (RTE) oraz znalezienie markeréw od-
rozniajacych pule komdérek wysoce proliferujacych w na-
rzadach obwodowych. Wedtug Kohlera i wsp. znaczni-
kiem wyrézniajacym obie populacje komérek naiwnych
moze by¢ czasteczka CD31+ (PECAM-1) [87]. Marker

CD31+ jest swoisty dla komérek grasicy (THYMIC) na-
tomiast brak tego markera (CD31-) charakteryzuje ko-
morki naiwne — funkcjonalne na obwodzie (CENTRAL)
[77,111,121]. Czegstos¢é wystgpowania komodrek T dziewi-
czych CD4+CD45RA+ o fenotypie CD31+ maleje z upty-
wem czasu. [ tak np. krew pgpowinowa zawiera nawet do
90-95% komorek o fenotypie CD4+CD45RA+ i ekspre-
sji CD31+, natomiast odsetek tych komérek maleje, kiedy
dochodzi do dominacji komérek CD31- w wieku dojrza-
tym [58]. Tylko w komérkach CD31+ wykazano obecnosé
TREC w odréznieniu od puli komérek CD31- i obecnosé
poliklonalnego repertuaru TCR [107]. Wykazano, ze od-
powiedZ przeciwko nowym antygenom zalezy od komdrek
CD4+ rozpoznajacych szeroki repertuar nowych czastek
antygenowych poprzez TCR. Totez utrata czy zmniejsze-
nie puli komérek o fenotypie CD31+ powoduje znamienny
uszczerbek dziatajacy niekorzystnie na jakos¢ odpowiedzi
immunologicznej. W wielu takich przypadkach stwierdza
si¢ generowanie komoérek autoreaktywnych. Udowodniono
bowiem, ze dysfunkcja grasicy moze prowadzi¢ do roz-
woju choréb zwigzanych z autoagresja przez obnizenie
wlasnej tolerancji np. reumatoidalnego zapalenia stawéw
czy stwardnienia rozsianego [75,117,159]. Jest to zwiaza-
ne z nadmierng proliferacja komoérek o fenotypie CD31—
i utrata zréznicowania TCR oraz brakiem potencjalnej od-
powiedzi na nowe antygeny. Obecnos$¢ markera CD31 na
koméree dziewiczej moze by¢ wykorzystana diagnostycz-
nie w wielu sytuacjach klinicznych. Detekcja komoérek
dziewiczych CD31+ pozwala na interpretacj¢ stanu kli-
nicznego pacjenta i moze stuzy¢ do oceny i monitorowa-
nia powrotu aktywnosci grasicy np. po zastosowaniu abla-
cyjnej terapii. Pomiar liczby komoérek dziewiczych moze
by¢ uzyty jako marker prognostyczny kompetencji immu-
nologicznej badanej osoby.

712



Wysoczariska B. - Kolista czasteczka DNA-TREC jako marker prawidtowej funkcji...

Pamieé¢ immunologiczna

Pamig¢ immunologiczng mozna okresli¢ jako gotowos¢ or-
ganizmu do przyspieszonej i efektywnej odpowiedzi im-
munologicznej podczas ponownego kontaktu z antygenem.
U podloza pamigci immunologicznej lezy zwigkszenie licz-
by klonéw limfocytéw odpowiadajacych na dany antygen.
Droga do powstawania limfocytéw pamigci przebiega po-
przez limfocyty dziewicze, ktére inicjuja odpowiedz pier-
wotng (pierwszy kontakt z antygenem). Pod wptywem an-
tygenu limfocyt dziewiczy staje si¢ komodrka efektorowa
o wlasciwosciach cytotoksycznych lub komérka pamig-
ci o wlasciwosciach dtugowiecznosci i nieustannym po-
budzeniu [142]. Réznica migdzy komdrkami dziewiczy-
mi a limfocytami pamigci jest zwigzana z r6zna ekspresja
czasteczek powierzchniowych. Na limfocytach T pamig-
ci zaobserwowano zwigkszona ekspresje czasteczek bio-
racych udzial w adhezji do komdrek prezentujacych an-
tygen (np. CD2, CD11a/CD18). Limfocyty T pamigci
w poréwnaniu z limfocytami dziewiczymi tatwiej ulegaja
aktywacji przez prezentowane im antygeny, charakteryzu-
ja si¢ wysokim indeksem proliferacji oraz zwigkszonym
wydzielaniem cytokin. Jednoczes$nie limfocyty T pamigci
dysponuja receptorami czasteczek MHC przekazujacymi
sygnal hamujacy aktywacje, co chroni ich przed $miercia
indukowang przez aktywacje¢ zapewniajac im dlugowiecz-
nos$¢. Wsrod limfocytéw T pamigci wyrdznia sig limfocy-
ty T pamigci centralne i limfocyty T pamigci efektorowe.
Limfocyty T pamigci centralne maja na swej powierzch-
ni receptor CCR7 chemokin oraz selektyng L (CD62L),
podobnie jak limfocyty T dziewicze, ktére krazac w orga-
nizmie przechodza do weztéw limfatycznych. Natomiast
komorki efektorowe nie przechodza przez wezty, lecz na-
pltywaja do miejsc zapalnych, gdzie bezposrednio spetnia-
ja swe funkcje efektorowe wydzielajac cytokiny lub dzia-
taja cytotoksycznie. Komérki efektorowe nie maja zatem
receptora CCR7 [37,142].

Aktywacja limfocytow T

Dojrzate limfocyty T opuszczajace grasice maja fenotyp
komorek spoczynkowych i nosza nazwe limfocytéw dzie-
wiczych. Warunkiem aktywacji limfocytu dziewiczego jest
jego bezposredni kontakt z komdrka prezentujaca poprzez
MHC antygen. Limfocyt otrzymuje dwa sygnalty poprzez
receptor TCR i czasteczki kostymulujace np. CD28, ICOS,
czy CD2. Brak drugiego sygnatu dla limfocytu T dziewi-
czego pozostawia komoérke w stanie anergii. W przeci-
wienistwie do limfocytéw dziewiczych limfocyty pamigci
wymagaja tylko pierwszego sygnatu, aby rozpoczaé proli-
feracje. W aktywacji limfocytu T biora udziat kinazy, kt6-
re fosforyluja reszty tyrozynowe sekwencji ITAM (immu-
noreceptor tyrosine-based activation motif). Rezultatem
aktywacji kinaz tyrozynowych jest uruchomienie kaska-
dy biatek odpowiedzialnych za dalsze przekazanie sygna-
tu do komérki.

Migracja limfocytow T

Obwodowe narzady limfatyczne sa strategicznymi miejsca-
mi, w ktérych mozliwe jest pobudzenie dziewiczych limfo-
cytéw i rozpoczgcie reakeji immunologicznej. Dziewicze
limfocyty T musza rozpozna¢ antygen, aby méc prze-
zy¢. Rozpoznanie antygenu pobudza proliferacjg, zwigk-

sza powinowactwo do receptoréw i prowadzi do réznico-
wania si¢ w komorki efektorowe badz limfocyty pamigci
T. Ukierunkowana droga migracji komorek T steruja cza-
steczki adhezyjne. Dziewicze limfocyty po opuszczeniu
centralnych narzadéw limfatycznych nie sa jeszcze w pet-
ni dojrzale do pelnienia funkcji efektorowych. Bez wigk-
szych preferencji docieraja do obwodowych narzadéw lim-
fatycznych. Limfocyty wnikajace do wezta maja na swej
powierzchni selektyng L oraz receptor CCR7 chemokin.
Limfocyty T, ktére rozpoznaty antygen ulegaja aktywacji,
zaczynaja intensywnie dzieli¢ si¢ oraz réznicowac¢ w ko-
morki efektorowe oraz limfocyty T pamigci. Z powierzchni
limfocytéw T efektorowych znika czasteczka CCR7 i ko-
morki te tracg zdolnos¢ do ponownego zasiedlania tkanek
limfatycznych. Natomiast limfocyty T pamigci zachowuja
zdolnos¢ do zasiedlania weziéw limfatycznych. Przy po-
nownym kontakcie z antygenem komorki te ulegaja akty-
wacji i ponownie réznicuja si¢ w limfocyty T efektorowe
(docierajace do tkanek objetych procesem zapalnym) oraz
mniejsza populacje limfocytow T pamigci (krazacych mig-
dzy narzadami limfatycznymi). Pewien odsetek limfocytéw
T pamigci moze réwniez dociera¢ do tkanek nielimfatycz-
nych. Migracja ta jest nieprzypadkowa i komorki, ktére
ulegty aktywacji w weztach limfatycznych podskérnych
beda nastgpnie migrowaly do skory i tkanki podskérnej,
a komorki, ktére zaktywowaty si¢ np. w kepkach Peyera
i krezkowych weztach beda migrowaty do bton Sluzowych.
Dziataja tu zatem receptory zasiedlania, chemokiny oraz
ligandy selektyn. Limfocyty TH1 réznig si¢ od limfocytéw
TH2 ekspresja receptoréw zasiedlania [102].

Powstawanik koLisTe) czasteczki DNA-TREC

Komorki T opuszczajace grasice mozna zréznicowaé pod
wzgledem ekspresji taicuchéw TCR i tak wyrdznia sie
limfocyty T zawierajace receptory TCRaf lub TCRYd.
Zawartos$¢ procentowa tych subpopulacji komérek T we
krwi obwodowej wynosi ponad 90% dla komérek T ma-
jacych TCRap oraz 5-10% komoérek T majacych TCRYS.
Ekspresja dojrzatych receptoréw TCR poprzedzona jest
wieloetapowym procesem ich rekombinacji podlegaja-
cym kontroli przez IL-7 oraz geny aktywujace rekom-
binacj¢ RAG1/RAG2 (recombination activating genes)
[108,113,135]. Aby mogta powsta¢ dojrzata posta¢ funkcjo-
nalnego receptora TCR musi doj$¢ do potaczenia si¢ seg-
mentéw V(D)J (variable, diversity, joining). Liczba tych
segmentéw jest zréznicowana dla poszczegdlnych rodzin
TCR. Kombinacje taczen i mozliwosci réznorodnosci sza-
cuje si¢ na okoto 10" dla TCRaB. Procesowi rearanzacji
towarzyszy nie tylko przypadkowe laczenie si¢ segmen-
téw V(D)J, ale réwniez wstawianie pomigdzy istniejace
segmenty roznej liczby wstawek N nukleotydowych, co
gwarantuje duza zmienno$¢ i réznorodnos¢ polimorficzna
receptoréw TCR [110]. Tu niewatpliwa role odgrywa ter-
minalna transferaza nukleotydowa (TdT). Podczas proce-
su rearanzacji taricucha 3 i o dochodzi do wycinania koli-
stych fragmentéw nukleotydowych TREC (T-cell receptor
rearrangements excision circles) [21,38,156]. Powstawanie
czasteczek sjTREC (signal joint) oraz ¢jTREC (coding jo-
int) przedstawiono na ryc. 4.

Episomalna czasteczka DNA-TREC pozostaje w komoérce
matczynej T i nie podlega péZniejszym podzialom mito-
tycznym, a zatem nie powiela si¢ do komérki siostrzane;j.
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Wycigte fragmenty DNA drec/yJalpha zwigzane z dele-
cja fragmentu & biora udziat w dalszym procesie rearan-
zacji 1 prowadza do ostatecznego uformowania tadcucha
TCRo [69,88,165]. Koliste fragmenty DNA pozostaja na
stale w komorce 1 opuszczaja wraz z nia grasice przedo-
stajac si¢ do narzadéw obwodowych. Analiza liczby poja-
wiajacych si¢ czastek sjTREC stata si¢ pomocnym narze-
dziem podczas monitorowania immunologicznej odnowy
w niektorych sytuacjach klinicznych, takich jak odno-
wa po auto- lub alogenicznym przeszczepieniu komoérek
krwiotwérczych uktadu krwiotwérczego, po antywiruso-
wej terapii w przypadku infekcji wirusem HIV oraz pod-
czas zréznicowanych stadiéw choréb autoimmunologicz-
nych [54,69,90,166]. Udokumentowano, ze liczba sjTREC
mierzona we krwi obwodowej we frakcji komoérek jednoja-
drowych lub w subpopulacjach limfocytéw T dziewiczych
stanowi odzwierciedlenie funkcjonalnej pracy grasicy [41].
Ponadto dowiedziono, ze obnizenie liczby sjTREC wiaze
si¢ z wystapieniem zaburzen zwiazanych z nieprawidlowa
praca grasicy [66]. Zaobserwowano zaleznos¢ miedzy licz-
ba sjTREC a wiekiem, w miar¢ uptywu lat liczba TREC
maleje, co jest zwigzane bezposrednio z procesem inwolu-
cji grasicy [44,61,67,149,153]. Udokumentowano réwniez
obnizenie liczby sjTREC we wczesnym etapie odnowy po
alogenicznym przeszczepieniu komorek krwiotworczych,
oraz w sytuacjach, kiedy obserwowane sa powiklania po
przeszczepieniu, takie jak choroba przeszczep przeciwko go-
spodarzowi (GVHD - graft versus host disease) czy wzmo-
zone reaktywacje wirusowe [7,49,120,145,160]. Zwigkszona
liczba sjTREC moze odzwierciedla¢ skutecznos¢ terapii an-
tywirusowej u pacjentow HIV, a takze stanowi tto i podto-
ze powodzenia alogenicznego przeszczepienia pacjentom
z wrodzonymi niedoborami odpornosci [26,44,116].

Merooy ipentyrikaci TREC

Czasteczki sjTREC moga by¢ identyfikowane iloSciowo me-
toda reakcji taficuchowej polimerazy czasu rzeczywistego
(qPCR) z odpowiednio dobrana sekwencja starteréw obej-
mujacych fragment kolistego DNA (ryc. 5) [69]. Metoda
ta pozwala na precyzyjna identyfikacje liczby BPTREC,
sjTREC oraz ¢jTREC [2,69,131]. Kolejne przyktadowe
sekwencje starteréw obejmuja: 5 yJou(-258): AAC AGC
CTT TGG GAC ACT ATC oraz 3’8Recsj (+104): 5°GCT

GAA CTT ATT GCA ACT CGT GAG wraz z sonda iden-
tyfikujaca SRecyJou: 5°-6FAM-CCA CAT CCC TTT CAA
CCA TGC TGA CAC CTC-TAMRA [125]. sjTREC mie-
rzy si¢ w populacji komoérek jednojadrzastych (PBMNC)
wyizolowanych z krwi obwodowej lub we frakcji komo-
rek T po zastosowaniu metod magnetycznej selekcji po-
zytywnej komérek CD4+ lub CD8+ z uzyciem komercyj-
nych zestawéw. Aby zwigkszy¢ czutos¢ i precyzjg¢ pomiaru
sjTREC stosuje si¢ dodatkowo metody sortowania limfo-
cytéow T na te o fenotypie komérek dziewiczych.

Liczbg sjTREC mozna wyrazi¢ wobec wzglednej ilosci
wyizolowanego DNA (sjTREC/ug DNA), w przeliczeniu
na zawarto$¢ komoérek z uwzglednieniem markeréw fe-
notypowych komérek np. sjTREC/100 tys. PBMNC, sjT-
REC/CD3+, sjTREC/CDA4+, sjyTREC/CD8+, sjTREC/CD4+
CD45RA+ CD27+. Do precyzyjnego wyrazenia liczby sjT-
REC konieczne jest stosowanie kontroli pozytywnej, kt6-
ra moze by¢ liczba kopii genu wystepujacego powszech-
nie (konstytutywny gen ,.house keeping gene” GAPDH
lub B-aktyna). Niezbednym do obliczenia liczby sjTREC
jest uzycie standardu wewngtrznego sjTREC przez wpro-
wadzenie wilasciwego insertu np. do wektora pTZ57R/T.
Liczba sjTREC wyrazona wobec catkowitej liczby lim-
focytow CD3+ precyzuje liczbg komorek, ktére opusci-
ly grasice, a dodatkowy indeks proliferacji komorek, wy-
razony przez pomiar antygenu Ki67 lub czynnika grasicy
(sjTREC/BTREC) uwierzytelnia precyzje wykonanego
pomiaru [69]. Niedawne doniesienia dotyczace analizy
liczby sjTREC u pacjentéw po przeszczepie opieraja si¢
na analizie czynnika grasicy (TF — thymic factor), ktéry
uwzglednia indeks proliferacji komérkowej i wyrazony
jest jako proporcja liczby sfTREC/B-TREC (DB/JB). Kiedy
poréwnywano warto$¢ czynnika TF w grupie kontrolne;j
zdrowych ludzi (mediana wieku 32 lata) z grupa bada-
na 52 pacjentéw w réznym czasie po alogenicznym prze-
szczepie (mediana wieku 42 lata), to z obserwacji wyni-
kato, ze dopiero po 2 latach u pacjentéw po przeszczepie
wartosci TF moga by¢ zblizone do grupy kontrolnej [131].
Liczba sjTREC u zdrowych z grupy kontrolnej wynosita
1421 sjTREC i 15,9 B-TREC wyrazonych na 100 tys. ko-
morek, zatem warto$¢ czynnika grasicy wynosita TF=89.
Natomiast u chorych czynnik grasicy przed przeszczepie-
niem wynosit TF=49, 100 dni po przeszczepieniu wyno-
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Ryc. 5. Liczba kolistych czasteczek sjTREC moze by¢
identyfikowana metoda reakgji taricuchowej
polimerazy czasu rzeczywistego (qPCR)
z odpowiednio dobrang sekwencja starterdw
obejmujacych fragment kolistego DNA [69]

5'-TCGTGAGAACGGTGAATGAAG-3'

3'-TTGGTCTCCACAGTCGTACC-5'

sit TF=4, rok po przeszczepieniu TF=25 i wreszcie po 2
latach TF=55 [131]. Dane te sa zgodne z doniesieniami
Diona i wsp., ktérzy zauwazaja, ze podczas proliferacji
komérek wzrastaja proporcje sj/BTREC. Podczas infekcji
HIV, kiedy dochodzi do zahamowania proliferacji propor-
cja sj/BTREC zmniejsza si¢ [41]. Pomocne w obliczaniu
i przewidywaniu liczby TREC staty si¢ réwniez stosowa-
ne modele matematyczne [130]. Liczba sjTREC mierzona
w puli komoérek krwi obwodowej jest zatem Scisle zalez-
na od indeksu proliferacji i dowodzi o swoistym ‘rozcien-
czaniu’ sjTREC u pacjentéw objetych wysokim indeksem
proliferacyjnym komérek [69,88].

Liczea TREC A btuGo$¢ TELOMEROW

Telomer jest fragmentem chromosomu, ktéry zabezpiecza
go przed uszkodzeniem podczas kopiowania [14]. Telomer
skraca si¢ podczas kazdego podziatu komoérki odliczajac
czas do jej Smierci [3,36]. Skracanie telomeréw bedace
,licznikiem podziatow” przektada si¢ na procesy zwiazane
z etapami starzenia si¢ organizmu. Telomer jako element
strukturalny chromosomu zapewnia zatem jego stabilnosc.
Sekwencja sktadajaca si¢ na telomer cztowieka zbudowa-
na jest z sekwencji nukleotydow TTAGGG. Telomer nie
zawiera genéw i nie koduje zadnych biatek. Zasady nu-
kleinowe na koncu telomeru sg utozone na ksztatt ,.koni-
czyny”’, zawierajacej duzg liczbe guaniny. Sekwencja nu-
kleotydéw w telomerze jest niezmienna i powtarzalna.
Telomer i obszar subtelomerowy tworza wspolnie tzw.
konicowy fragment restrykcyjny (TRF - terminal restric-
tion fragment). Telomer spelnia cztery zasadnicze funk-
cje: stanowi stabilng ochrong konica chromosomu przed
uszkodzeniem lub nieprawidtowa rekombinacja, umozli-
wia catkowitg replikacje chromosomu, nadzoruje prawi-
dtowa ekspresj¢ gendw oraz wspomaga organizacj¢ chro-
mosoméw w trakcie podziatléw komorki. Telomer spetnia
role zegara komdrkowego i stabilizuje chromosom tak

dtugo, jak dlugo istnieje. Chromosomy bez telomeréw sa
lepkie, lepia si¢ do innych chromosoméw, a takze do bia-
tek DDBP (damaged DNA binding proteins), ktérych za-
daniem jest wykrywanie uszkodzenn DNA i zapobiega-
nie dziedziczeniu uszkodzonego materiatu genetycznego.
Gdy telomer znika i dochodzi do odstonigcia ostatnich se-
kwencji TTAGGG, biatka DDBP gromadza si¢ na uszko-
dzonym chromosomie, a tym samym staja si¢ niedostep-
ne dla reszty komorki. Inne biatka regulowane obecnoscia
DDBP, zaczynaja si¢ uaktywniaé. Sa to biatka regulatoro-
we, takie jak pS3, CDK2, cyklina E, p21. Zaczyna sig la-
wina zdarzen majacych doprowadzi¢ do zatrzymania cy-
klu komoérkowego, dzigki czemu nie dochodzi do replikacji
uszkodzonego DNA. Kazdy cykl podziatu komérki skraca
dtugos¢ chromosomu o 50-100 koricowych nukleotydéw.
Ostatnie badania wskazatly, ze komdérka naiwna CD45RA
dzieli sig Srednio co 3,5 roku, natomiast podziaty komor-
ki pamigci odbywaja si¢ Srednio co 22 tygodnie [162,163].
Dowiedziono zatem, ze komorki dziewicze réznig sie dtu-
goscig telomeréw od komorek pamigci [163]. Diugoscé te-
lomeru zalezy od wieku organizmu, im organizm starszy
tym ma bardziej skrécony telomer [64]. Skracanie dtugo-
Sci telomeréw przektada si¢ na wzrost aktywnosci telo-
merazy, obnizenie liczby sjTREC i wiaze si¢ bezposred-
nio ze wzrostem aktywacji oraz indeksu proliferacyjnego
[15,23,162]. Telomery krétsze i mniejsza liczbe sjTREC
obserwuje si¢ u oséb w wieku starszym [17,36].

Liczea TREC u PACIENTOW Z WRODZONYMI NIEDOBORAMI
ODPORNOSCI

Odnowa limfocytéw T u pacjentéw z wrodzonymi niedobo-
rami odpornosci, a zwlaszcza z cigzkim ztozonym niedo-
borem SCID (svere combined immunodeficiencies) moze
by¢ omawiana wylacznie w aspekcie alogenicznego prze-
szczepiania komoérek krwiotworczych [5,25,116]. U pacjen-
téw SCID nie stwierdza sie obecnosci TREC [25]. Ma to
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swoje uzasadnienie w etiologii schorzenia, ktére charakte-
ryzuje si¢ licznymi wadami genetycznymi uposledzajacymi
prawidtowa limfopoezg [50]. Chorzy z SCID maja zredu-
kowana mase grasicy i czesty fenotyp choroby nosi zna-
mi¢ komérkowe T-. Towarzyszy temu uposledzenie innych
populacji komérkowych np. B- i/lub NK- [116]. Procesy
limfopoezy zachodzace w grasicy u dzieci z niedoborami
immunologicznymi nie sa prawidlowe. Jest to bezposred-
nio zwiazane ze zmianami strukturalnymi, jakie obserwu-
je si¢ w grasicy oraz ze zmniejszeniem cig¢zaru wagowe-
go narzadu do okoto 1 g [62]. Hipoplastycznos¢ narzadu,
zredukowana liczba komérek nabtonkowych i dendrytycz-
nych oraz brak jednoznacznego podziatu struktury grasicy
na kor¢ i rdzen to cechy zdefiniowanej grasicy u pacjentéw
z SCID [62]. Dla dzieci z wrodzonymi niedoborami im-
munologicznymi oprdcz terapii genowej przeszczepienie
komérek krwiotworczych jest jedyna terapig lecznicza ra-
tujaca ich zycie [27,28,50]. Zastgpienie zdrowymi komor-
kami dawcy ubytku iloSciowego i czynnoSciowego lim-
focytéw T i/lub B oraz komérek NK pacjenta gwarantuje
jego dalsze przezycie [25]. Liczba TREC u dzieci z SCID
po przeszczepieniu odzwierciedla prawidlowe funkcje gra-
sicy [26]. Przed przeszczepieniem oddzialywanie migdzy
prekursorami limfocytéw T i komérkami nabtonka grasicy
jest zaburzone i nie w pelni sprzyja dojrzewaniu tymocy-
téw. Udokumentowano, iz pacjenci z SCID wymagaja dtuz-
SZego czasu po przeszczepieniu, aby osiagnaé prawidiowe
kompetencje uktadu immunologicznego [16].

Oprécz SCID wyrdznia si¢ inne choroby spetniajace kry-
terium niedoboréw odpornosci np. zesp6t Omenna, zespo6t
Hiper IGM, zesp6t Wiscotta-Aldricha, u ktérych mamy
do czynienia z wieloma zaburzeniami odpornosci na r6z-
nych od T poziomach komérkowych. Uzasadnienie badan
liczby TREC u tych dzieci przed i po przeszczepieniu ma
swoje przetozenie w ocenie odnowy uktadu immunolo-
gicznego. Liczbe TREC przed przeszczepieniem przeana-
lizowali Chen i wsp. i ujeli ja jako czynnik prognostyczny.
Poréwnanie dwoéch grup pacjentéw z wrodzonymi niedo-
borami odpornosci wykazato, ze u tych dzieci, ktére przed
przeszczepem miaty wyzsza liczbe TREC wezesna odno-
wa immunologiczna byta szybsza niz u dzieci z niska licz-
ba TREC [31]. Autorzy sugeruja, ze wczesne pojawienie si¢
wysokiej liczby sjTREC po przeszczepieniu daje gwarancje
prawidlowej odnowy immunologicznej u dzieci z wrodzo-
nymi niedoborami immunologicznymi. Przeszczep komo-
rek krwiotworczych charakteryzuje si¢ w swym poczat-
kowym okresie immunologiczng ,,pustka” spowodowana
toksycznym dziataniem chemio-/radioterapii oraz zredu-
kowana aktywnoscia narzadéw limfatycznych. Komorki
dawcy zasiedlaja organizm biorcy, czemu towarzyszy swo-
ista burza cytokinowa. Gtéwny narzad limfopoezy — grasi-
ca wyréwnuje swa aktywnos¢ i dazy do znormalizowania
swoich funkcji. Immunologiczna odnowa po przeszcze-
pieniu jest procesem kompleksowym wymagajacym okre-
Slonego czasu. Istotna w procesie odnowy jest zaleznos¢
pomiedzy rodzajem zastosowanej chemioterapii (wysoko-
dawkowanej terapii mieloablacyjnej lub o zredukowane;j
intensywnosci), liczba podanych komérek CD34+ 1 CD3+
dawcy, pozostata pula komoérek biorcy oraz grasicozalez-
nego i niezaleznego szlaku rozwoju limfocytéow T a tem-
pem odnowy immunologicznej [98]. W kolejnych etapach
po przeszczepieniu przewazajaca liczba komoérek T pocho-
dzacych od dawcy przechodzi edukacje w grasicy i zawiera

na swej powierzchni swoiste antygenowo receptory TCR.
Badanie stopnia rearanzacji i spektrotypu TCR obrazuje
kinetyke nabywania réznorodnosci repertuaru receptoréw
oraz dynamike¢ nabywania tej réznorodnosci po przeszcze-
pieniu. Analiza szerokiego repertuaru TCR oraz obecnos¢
wysokiej liczby kolistego DNA jest wyrazem prawidlowej
odnowy immunologicznej, co odzwierciedla funkcja grasi-
cy. Sarzotti i wsp. udokumentowali zalezno$¢ prawidlowe;j
odnowy po przeszczepieniu od funkcjonalnej pracy grasi-
cy, czego wyrazem byta obecnos¢ poliklonalnego repertu-
aru TCR popartego wysoka liczba sjTREC u dzieci z nie-
doborami odpornosci po alogenicznym przeszczepieniu
[131]. Szczegdlna uwage zwraca si¢ na mozliwie szybkie
rozpoznanie niedoboréw odpornosci we wczesnym okresie
od czasu pojawienia si¢ pierwszych symptoméw choroby
u dzieci, co ma swoje korzystne przetozenie we wdrozeniu
szybkiej terapii [25]. Wspélczesnie uzywane metody mo-
nitorujace obecnos¢ syTREC moga stuzy¢ jako dodatkowe
narzedzie diagnostyczne do prawidlowego potwierdzenia
rozpoznania wrodzonego niedoboru odpornosci. Badania
Cavazzana-Calvo i wsp. dotyczyty 31 pacjentéw z wrodzo-
nymi niedoborami odpornosci ponad 10 lat po przeszcze-
pieniu komérek krwiotwérczych [26]. Analiza pacjentéw
dotyczyta odzwierciedlenia nast¢pujacej zaleznosci: typu
chimeryzmu i obecnosci sjTREC. Autorzy stwierdzili, ze
pacjenci, ktérzy posiadali petlny chimeryzm dawcy réwniez
w linii mieloidalnej po zastosowaniu mieloablacyjnej terapii
charakteryzowali si¢ obecnoscia wysokiej liczby sjTREC
W poréwnaniu z pacjentami z mieszanym chimeryzmem [26].
Z obserwacji wlasnych wynika, ze pacjenci z niedoborami
odpornosci po alogenicznym przeszczepieniu posiadajacy
TREC+ (>10 TREC/100 tys. komoérek), charakteryzowali
si¢ wyzszg limfocytoza i posiadali wigkszy odsetek komo-
rek CD4+ 1 CD8+ w poréwnaniu z pacjentami TREC- [169].
Kompleksowe badania diagnostyczne okreslajace fenotyp,
poziom immunoglobulin, liczbg TREC oraz spektrotyp TCR
wykonane w r6znym odstgpie czasowym po przeszczepie-
niu komérek krwiotwdrezych sa niezbgdne w celu odzwier-
ciedlenia prawidtowej odnowy immunologicznej u dzieci
z wrodzonymi niedoborami odpornosci.

Bapanike Liczey TREC u PACJIENTOW Z CHOROBAMI
ROZROSTOWYMI UKEADU KRWIOTWORCZEGO PO ALOGENICZNYM
PRZESZCZEPIE

Alogeniczny przeszczep komorek krwiotworczych jest
metoda leczenia pacjentow, u ktérych rozwingty si¢ ce-
chy znamienne dla rozrostu nowotworowego uktadu krwio-
tworczego [65,79,114,140]. Skuteczno$¢ przeszczepu jest
uwarunkowana wieloma czynnikami, do ktérych naleza
m.in.: dobér pary dawca—biorca w antygenach zgodnosci
tkankowej (HLA), rodzaj rozpoznania oraz stadium za-
awansowania choroby, a takze stosowana terapia warun-
kujaca przyjecie si¢ przeszczepu [59,72,85,86,94]. Petny
dobdr dawcy w antygenach zgodnosci tkankowej stano-
wi o sukcesie przeszczepu, dlatego najlepszym dawca
jest dawca rodzinny. W przypadku dawcy alternatywnego
(haploidentycznego lub niespokrewnionego) czgsto mamy
do czynienia z brakiem calkowitej zgodnosci w uktadzie
HLA. W tych sytuacjach stosowane sa metody immuno-
supresyjnego uwarunkowania przeszczepu lub modyfika-
cje materiatu przeszczepowego przez usuwanie limfocy-
téw T z udziatem metod selekcji negatywnej lub selekcji
pozytywnej, kiedy materiat przeszczepowy zostaje wzbo-
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gacony o komérki CD34+. O powodzeniu przeszczepu
Swiadczy prawidtowa odnowa hematologiczna i immuno-
logiczna gwarantujaca dlugoterminowe przezycie pacjen-
ta, nieobarczonego powiktaniami po przeszczepieniu typu
ostrej lub przewlektej postaci choroby przeszczep przeciw-
ko gospodarzowi (GVHD), czy tez wystapieniem infekcji
wirusowych lub pojawieniem si¢ znamion choroby reszt-
kowej [78,141]. Terapia warunkujaca przeszczep komorek
krwiotwdrczych odgrywa istotng rolg w tempie odnowy
immunologicznej i hematologicznej. Komponenty mielo-
ablacyjnego warunkowania ztozone z silnego chemiotera-
peutyku lub warunkowanie o zredukowanej intensywnosci
zasadniczo wpltywaja na odnowe immunologiczna pacjen-
ta po przeszczepie, co ma swe odzwierciedlenie w postaci
petnego lub mieszanego chimeryzmu [72].

Rodzaj zastosowanej terapii warunkujacej przyjecie sig prze-
szczepu moze powodowac dtugotrwaty niedobér immunolo-
giczny u biorcy dopdki zasiedlajace si¢ komoérki dawey nie
zrekompensuja tego ubytku. Chemioterapia jest bodZcem
uszkadzajacym narzady limfopoezy w tym grasice. Czas
odnowy immunologicznej i hematologicznej wymierzo-
ny po przeszczepieniu odzwierciedla tempo odnowy i jest
miernikiem immunokompetencji biorcy przeszczepu. Jest
to okres, podczas ktérego dochodzi do najwigkszej liczby
powiktan typu wzmozonych reaktywacji wirusowych, po-
jawiania si¢ choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
oraz wznowienia choroby podstawowej [74].

Kinetyka odnowy immunologicznej dotyczacej linii limfo-
cytow T po przeszczepie zalezy w duzym stopniu od funk-
cjonalnej pracy grasicy biorcy. Istotnym jest wigc monitoro-
wanie odnowy limfocytéw T u pacjentéw po alogenicznym
przeszczepie komorek krwiotwdrezych nie tylko pod wzgle-
dem ilosciowym i fenotypowym, ale réwniez pod wzgledem
funkcjonalnym, czego odzwierciedleniem moze by¢ bada-
nie réznorodnosci repertuaru receptoréw TCR (spektrotyp),
badanie klonalnosci TCR (rearanzacje klonalne), oraz bada-
nie poziomu ekspresji gendéw bioracych udziat w szlaku roz-
wojowym limfocytéw T np. NOTCHI1 [126,127]. NOTCH
1 jest odpowiedzialny za liniowo zdefiniowany rozwdj li-
nii T. Udokumentowano rolg¢ mutacji w NOTCH1 w dome-
nie odpowiedzialnej za heterodimeryzacje receptora oraz
mutacje w regionie 5° PEST, ktére maja wptyw na przekaz
sygnatu transdukcyjnego w ostrej biataczce limfoblastycz-
nej [20,46,115,161]. Rekonstytucja komérek T u dawcy po
przeszczepie jest procesem bimodalnym i charakteryzu-
je si¢ dwuetapowym procesem odnowy immunologiczne;j
grasiconiezaleznym i grasicozaleznym [98]. Etap grasico-
niezalezny charakteryzuje si¢ wczesna ekspansja komoérek
dojrzatych T dawcy, odpowiedz ta jest antygenowozalezna,
zwigzana z obecnoscia komérek CD8+ dawcy oraz obec-
noscia klonéw komérek aloreaktywnych. W procesie odno-
wy grasiconiezaleznej, komoérki pochodzace od dawcy sa
komérkami dojrzatymi o fenotypie komdrek pamigcei im-
munologicznej oraz komérkami efektorowymi. Na etapie
odnowy immunologicznej grasicozaleznej nowo powstate
komorki wywodza sig z grasicy i charakteryzuja sig fenoty-
pem komérek dziewiczych-naiwnych. Istota wielu badan kli-
nicznych jest okreslenie liczby kolistej czastki DNA-TREC
zawartej w komorkach dziewiczych, ktére opuszczajq pra-
widlowo funkcjonujaca grasicg u pacjentéw z chorobami
rozrostowymi uktadu krwiotwdrczego po przeszczepieniu
[125,167]. Zasadnos¢ badania liczby sjTREC u tych pacjen-

téw wynika z koniecznosci monitorowania przebiegu pra-
widlowej odnowy immunologicznej biorcy, u ktérego nie-
jednokrotnie dochodzi do wielu komplikacji zwigzanych
z procedura przeszczepienia. Ocena liczby sjTREC w kon-
tekscie przeszczepow alogenicznych dotyczy sytuacji, kie-
dy mamy do czynienia z prawidtowa odnowa immunolo-
giczna oraz w sytuacjach, kiedy dochodzi do wystapienia
powiktari zwiazanych z typem warunkowania, stosowana
immunosupresja jak i wystapieniem powiktan zwigzanych
z pojawieniem sig ostrej lub przewleklej choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GVHD) czy tez reaktywacji wi-
rusowych. Badania liczby syTREC moga dotyczy¢ zaréwno
dawcow jak i biorcéw przed przeszczepem [34].

Koliste czastki TREC nie sq obecne wkrotce po przeszcze-
pie. Ich obecnos¢ stwierdza si¢ dopiero okoto 60 dnia po
transplantacji [125]. Ich liczba jest zwigzana z odpowied-
nim przedziatem wiekowym biorcy, rodzajem chemioterapii
oraz stosowang immunosupresjq. Weinberg i wsp. u pacjen-
téw bedacych 6 lat po alogenicznym przeszczepie komoérek
krwiotwdrczych badali czgstos¢ wystapienia komorek na-
iwnych oraz obecnos¢ syTREC we krwi obwodowej w za-
leznosci od wieku pacjenta i rodzaju dawcy [160]. Autorzy
udokumentowali ujemna korelacje migdzy wiekiem biorcy
a obecnoscia sjTREC, a takze stwierdzili, ze biorca, ktéry
otrzymat przeszczep od dawcy rodzinnego posiadal wigk-
szg liczbe sjTREC po przeszczepie w poréwnaniu do bior-
cy przeszczepionego od dawcy niespokrewnionego [160].
Podobne rezultaty zaobserwowano u biorcéw przeszcze-
pu warunkowanego mieloablacyjna terapia, ktérzy dodat-
kowo mieli obnizona liczb¢ TREC w sytuacji, kiedy wy-
stapity komplikacje typu GVHD [49,145]. Bahceci i wsp.
opisali grupg pacjentéw po HSCT warunkowang niemie-
loablacyjna terapia i zaobserwowali wzrost liczby TREC
w drugim tygodniu po przeszczepie i znaczny spadek oko-
to 6 miesiaca [12]. Znajduje to wyttumaczenie obecnoscia
pozostatych komérek biorcy i wystapieniem mieszanego
chimeryzmu (warunkowanie o zmniejszonej sile ablacji,
RIC — reduced intensity conditioning), a nastgpnie fala ko-
morek pochodzacych od dawcy i wystapieniem chimery-
zmu pelnego. Wystapienie komplikacji po przeszczepie
w postaci ostrej lub przewlektej postaci choroby skiero-
wanej przeciwko gospodarzowi — GVHD wptywa na pro-
ces tymopoezy i dlatego u tych pacjentéw obserwuje si¢
obnizenie liczby sjTREC. [125]. Postawiono nast¢pujaca
hipotezg: odnowa de novo repertuaru limfocytéw T z ko-
morek dawcy dojrzewajacych w grasicy biorcy wigze si¢
z rzadszym pojawieniem si¢ GVHD i wtedy liczba TREC
jest wysoka, natomiast odnowa T wywodzaca si¢ z komo-
rek dojrzatych dawcy (dojrzewanie poza grasica biorcy)
niesie ryzyko pojawienia si¢ GVHD i wtedy liczba TREC
jest niska lub niewykrywalna. Potwierdza to pozagrasiczy
i wywodzacy sig z grasicy szlak dojrzewania limfocytéw T
w organizmie biorcy po alogenicznym przeszczepie [125].
Obserwacje te dotycza zaréwno cigzkiej postaci ostrej cho-
roby przeszczep przeciwko gospodarzowi w stopniu II-
1V, jak réwniez u pacjentéw, u ktérych rozwingta si¢ wie-
lonarzadowa przewlekta choroba cGVHD [124]. Badania
wtasne potwierdzity tg obserwacje [167]. Pacjenci po alo-
genicznym przeszczepie komorek krwiotwdrczych bada-
ni powyzej 100 dnia od czasu podania komoérek macierzy-
stych, u ktérych rozwineta sig¢ przewlekta posta¢ cGVHD
mieli obnizong liczbg sjTREC w poréwnaniu do pacjen-
tow bez objawéw tej choroby [167]. Liczba sjTREC byta
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wyzsza u pacjentéw z cGVHD o postaci ograniczonej (li-
mited) w poréwnaniu do pacjentéw z objawami wielona-
rzadowymi (exstensive) [167].

Badania liczby sjTREC moga mie¢ réwniez znaczenie pro-
gnostyczne w wielu sytuacjach klinicznych. Istnieja dane li-
teraturowe, ktére opisuja analiz¢ TREC u pacjentéw przed
przeszczepem oraz wpltyw okreslonej liczby sjTREC na losy
pacjenta po przeszczepie. Clave i wsp. wykazali zaleznos¢é
odnowy immunologicznej od nasilenia wystapienia powi-
ktan przeszczepowych (GVHD) oraz infekcji wirusowych,
co miato swe przetozenie w liczbie sjTREC przed przeszcze-
pieniem [34]. Opisano 102 przypadki (87 pacjentéw z choro-
bami rozrostowymi, 15 pacjentéw z rozpoznaniem niezwia-
zanym z rozrostem uktadu krwiotworczego) i wykazano, ze
Srednia liczba sjTRECs przed przeszczepem wynosita 172
na 150 000 komérek o fenotypie CD3+ i byta liczbg fawory-
zujaca lepsze przezycie pacjentéw. Mediana sjTREC przed
przeszczepem wynosita 257 sjTRECs na 150 000 komérek
CD3+ (zakres od 0 do 42,746 sjTREC). Stwierdzono, ze pa-
cjenci posiadajacy przed przeszczepem wigcej niz 172 sjT-
REC/10° komérek CD3+ charakteryzuja si¢ lepszym prze-
zyciem (p<0,00001), zmniejszona liczba incydentéw ostrej
postaci aGVHD II-IV stopnia (p=0,017) i przewleklej po-
staci cGVHD (p=0,023), zmniejszonym odsetkiem wysta-
pienia infekcji bakteryjnych (p=0,003) i wirusowych np.
wirusem cytomegalii CMV (p=0,024). W analizie wielo-
czynnikowej wykazano, ze niska liczba sjTREC przed prze-
szczepem jest zwigzana z podwyzszonym ryzykiem reak-
tywacji CMV (HR=2,0; p=0,06) i infekcji bakteryjnej po
przeszczepie (HR=2,8; p=0,036). W rezultacie wysoka licz-
ba syTREC (HR= 6,6; p=0,002) oraz zgodnos¢ pary dawca-
biorca w gtéwnych grupach krwi ABO (HR =2.7; p =0,02)
zwigzane bylty z dluzszym przezyciem pacjentéw [34].

Levin i wsp. udokumentowali, ze pacjenci, ktérych mate-
riat przeszczepowy poddany byt usunigciu limfocytéow T
przed przeszczepem poczatkowo charakteryzuja si¢ mniej-
szg liczba sjTREC w poréwnaniu z pacjentami, u ktérych
material przeszczepowy nie podlegat procedurom modyfi-
kacji. Réznice te byly zniwelowane dopiero w 9 miesigcu po
przeszczepie [94]. Mozliwos¢ oceny prawidlowej odnowy
immunologicznej poprzez badana fenotypowe, okreslenie
réznorodnosci repertuaru receptoréw T (spektrotyp TCR)
moze by¢ wzbogacone o podanie liczby sjTREC. Bahceci
i wsp. poréwnywali odnowg pacjentéw poddanych terapii
o zredukowanej intensywnosci (NST) oraz pacjentéw prze-
szczepionych materialem poddanym usunigciu limfocy-
tow T (TCD). Autorzy wykazali, iz spektrotyp receptoréw
TCRB dwdéch grup pacjentéw rézni si¢. Normalizacja re-
pertuaru TCRB w grupie pacjentéw NST nastepuje okoto
45 dnia, natomiast w grupie TCD okoto 100 dnia po prze-
szczepie. Ponadto zauwazono wigksza liczbg syTREC w po-
pulacji komérek CD4+ i CD8+ u pacjentéw NST w porow-
naniu do grupy TCD [12]. Wczesna odnowa u pacjentéw
NST jest odzwierciedleniem ekspansji komérek wywodza-
cych sig¢ z grasicy, gdzie mniejszy bodziec chemioterapii
sprzyja szybszej odnowie immunologicznej. Poulin i wsp.
analizowali funkcje grasicy poprzez analiz¢ produktéw re-
aranzacji TCR o i B w postaci czastki sjTREC oraz frag-
mentéw Dbetalbeta [124]. Analizowano grupg pacjentéw
bedacych od 1 roku do 10 lat po przeszczepie komorek he-
matopoetycznych, w ktérej zaobserwowano zmniejszona
funkcj¢ grasicy w przypadku rozwoju przewleklej postaci

cGVHD [124]. Taalvensari i wsp. wykazali, ze liczba sjT-
REC po przeszczepie Scisle korelowata z liczba komérek
dziewiczych oraz z poliklonalnym repertuarem TCR [148].
Podczas poréwnania dwéch zrédet komérek macierzystych
pochodzacych z krwi pgpowinowej i ze szpiku w czasie 1
roku i po 2 latach po przeszczepie, repertuar TCR nie byt
znormalizowany, a liczba sjTREC byta niska zaréwno u pa-
cjentéw przeszczepionych krwig pgpowinowa jak i szpikiem.
Zasadnicze réznice zauwazono w drugim roku po prze-
szczepie w grupie, ktérej podano krew pgpowinowa, gdzie
repertuar TCR byt bardziej réznorodny, a liczba sjTREC
byta wyzsza niz u pacjentéw, ktérym podano szpik kostny.
Podanie krwi pgpowinowej gwarantowato wigc lepsze za-
domowienie si¢ komoérek progenitorowych linii limfoidalne;j
w grasicy biorcy w poréwnaniu ze szpikiem [ 148]. Podczas
analizy liczby sjTREC nie moze by¢ pominigty indeks pro-
liferacji komoérkowej. Ze wzgledu na to, ze podczas podzia-
Tu mitotycznego komorka siostrzana nie otrzymuje czastki
TREC, komdérki dzielace sig stanowia przewagg i ,,rozcien-
czaja” komorki zawierajace syTREC (ryc. 3).

Spostrzezenia Hazenberg i wsp. sklaniaja do refleksji na
temat swoistego przetozenia liczby sjTREC do klinicznego
stanu pacjenta po HSCT [68]. Nadmierna proliferacja ko-
morkowa moze dotyczy¢ aktywacji uktadu immunologicz-
nego, gdy dochodzi do GVHD lub infekcji. Zmniejszona
liczba sjTREC w czasie trwania procesu GVHD moze by¢
tlumaczona wysokim ttem proliferacyjnym. Dodatkowym
parametrem, towarzyszacym obliczaniu liczby sjTREC jest
wskazana jednoczesna analiza indeksu proliferacji np. w po-
staci analizy Ki67 [68]. Fallen i wsp. analizowali odnowe
komérek T i tempo odnowy po przeszczepie przez badanie
fenotypu komérek CD4+CD45RA+ oraz liczby sjTREC
w czasie 12 miesigcy od podania komérek macierzystych
[48]. Szczegdlng uwage autor poswigcit czynnikom, kt6-
re wptywaja na zaburzenie prawidtowej odnowy po prze-
szczepie. Analizowane proporcje populacji komérkowych,
komorek dziewiczych, pamigci i efektorowych pozwolity na
oceng grasiconiezaleznej odnowy, ktéra dotyczyta okresu do
6 miesigcy po przeszczepie, kiedy to przewazaty populacje
komoérkowe limfocytéw T dawcy o fenotypie komoérki pa-
migci i efektorowej. W odréznieniu od okresu péZniejszego
6—12 miesigcy, kiedy to zaobserwowano odnowg grasicoza-
lezna z przewage komoérek dziewiczych [48]. Wiek pacjen-
ta, obecnos¢ cGVHD, usuwanie limfocytéw T z materiatu
przeszczepowego i zastosowanie Campath sprzyjaja obni-
zeniu liczby sjTREC [48]. Badania wlasne potwierdzaja
niektére z tych zaleznosci [167,168]. Badana grupa pacjen-
téw z przewlekla biataczka szpikowa wykazata, ze wigk-
sza liczbe sjTREC maja biorcy alogenicznego przeszcze-
pu, u ktérych nie rozwingta si¢ cGVHD i gdy byli wolni od
wznowy choroby podstawowej [168]. Duzg liczbg sjTREC
posiadali pacjenci, ktérych proporcje komdrek o fenoty-
pie komérek naiwnych w poréwnaniu do komdrek pamig-
ci/efektorowych byty wyzsze: CD4+CCR7+ (5,07£0,75%
vs 2,67+0,33%, p=0,02), CD4+CD27+CD45RO- (3,67+
0,61% vs 2,45+0,55%, p=0,08) [168]. Opublikowana praca
Przybylskiego i wsp. potwierdza zasadnos¢ monitorowania
liczby sjTREC u pacjentéw po alogenicznym przeszcze-
pie i wskazuje na czynniki wptywajace na zmniejszenie
liczby sjTREC u tych pacjentéw [125]. Autorzy wykaza-
li, ze pacjenci przed przeszczepem wykazywali mniejsza
liczbg sjTREC w poréwnaniu do zdrowej grupy kontro-
Inej. U 12 na 24 badanych pacjentéw sjTREC pojawily
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si¢ ok. 3—6 miesiaca po przeszczepie. U 11 pacjentéw nie
stwierdzono obecnosci sjTREC, co potwierdzilo istnie-
nie czynnikéw wpltywajacych negatywnie na powstawanie
sjTREC. U wszystkich pacjentéw sjTREC(-) zaobserwo-
wano aGVHD II-III stopnia. Ponadto autorzy udokumen-
towali, ze u pacjentéw z przewlekta biataczka szpikowa,
u ktérych stwierdzono obecnos$¢ transkryptu BCR-ABL
nie stwierdzono obecnosci sjTREC [125].

0BecN0SE TREC u PACIENTOW Z CHOROBAMI 0 PODEOZU
AUTOIMMUNOLOGICZNYM

OdpowiedZ immunologiczna skierowana przeciwko wta-
snym tkankom i narzadom, u podtoza ktérej lezy antygen
wlasny postrzegany jako obcy determinuje rozwdj choréb
autoimmunologicznych swoistych narzadowo lub o cha-
rakterze wielonarzadowym [103]. Wyrdznia si¢ choroby
o etiologii komérkowej lub humoralnej z udziatem i prze-
waga limfocytéw TH1 (wytwarzajacych IL-2, IFN-gam-
ma, z receptorem chemokinowym CCR5 i IL-12R, IL-18R)
i TH2 (IL-4, -5, -10, -13). Etiologia choréb autoimmuno-
logicznych nie jest do korica poznana, ale ustalono pod-
loze genetyczne warunkujace i sprzyjajace pojawianiu sie
choréb z autoagresja [45,70,137,158].

Kayser i wsp. zaobserwowali, iz pacjenci, u ktérych roz-
wija si¢ toczen rumieniowaty trzewny (systemic lupus ery-
thematosus — SLE) charakteryzowali si¢ obnizona liczba
TREC we frakcji komérek jednojadrzastych CD4+ i CD8+
[80]. Autorzy sugerowali, ze obnizona liczba TREC mo-
gta by¢ spowodowana albo wytwarzaniem matej liczby ko-
morek opuszczajacych grasice lub tez nadmiernym wzro-
stem podziatu komoérkowego limfocytow obwodowych
[80]. Badania aktywnosci telomerazy, enzymu powszechnie
znanego jako wskaZnika indeksu proliferacji komérkowej,
potwierdzity przypuszczenia, iz pacjenci SLE charaktery-
zuja si¢ wzrostem aktywnosci telomerazy, co potwierdza
wzmozong aktywnos$¢ proliferacyjng i aktywacje¢ limfocy-
téw [91]. Badania Kurosaka i wsp. nie wykazaty korela-
cji migdzy poziomem sjTREc a aktywnoscia telomerazy,
co moze sugerowaé zmniejszenie potencjatu grasicy (thy-
mic output) u pacjentéw z SLE [92]. U pacjentéw z reu-
matoidalnym zapaleniem stawéw (RA) zaobserwowano,
ze roznorodnos¢ repertuaru TCR jest zubozona. Komoérki
T naiwne i pamigci charakteryzuja si¢ obecnoscia skréco-
nych telomeréw [164]. Zauwaza si¢ wigc przewage komo-
rek szybciej starzejacych si¢ [84,159].

Dodatkowo obserwuje si¢ utrat¢ CD28 oraz obnizong war-
tos¢ TREC. U podtoza choroby leza uwarunkowania gene-
tyczne zwiazane z okreSlonym HLA predysponujacym do
zachorowania np. HLA-DR4. Rozpoznanie wiasnych cza-
steczek MHC przez TCR jest istotne podczas dojrzewania
limfocytéw w grasicy oraz w narzadach obwodowych przy
zachowaniu homeostazy. Malejace wytwarzanie komorek
T w grasicy u pacjentéw RA ma wigc znaczenie w zacho-
waniu odpowiedniej puli limfocytéw [73,76,122,136].

08ecNo$¢ TREC u PACIENTOW Z NABYTYM ZESPOLEM NIEDOBORU
ODPORNOSCI

Stan obnizonej odpornosci wywotany przez AIDS (acqu-
ired immunodeficiency syndrome), ktérego czynnikiem
wywotujacym jest wirus ludzkiego niedoboru odpornosci

(HIV - human immunodeficiency virus) wymaga wielole-
kowej terapii opartej na uzyciu swoistych inhibitoréw en-
zyméw wirusowych HAART (highly active antyretroviral
treatment) [101,128]. Wirus HIV zakaza komdrki docelowe
wykorzystujac czasteczke CD4 oraz receptory chemokin.
Czasteczka CD4 jest rozpoznawana przez fragment gli-
koproteiny otoczkowej wirusa gp120 wykazujac wigksze
powinowactwo niz do MHC klasy II. HIV wykorzystuje,
oprdcz czasteczki CD4+, koreceptory nalezace do recep-
toréw chemokin i zakaza r6zne populacje limfocytéw, ma-
krofagéw oraz komoérek dendrytycznych [30]. Pierwszym
celem wirusa sg komoérki dendrytyczne, a takze spoczyn-
kowe limfocyty T pamigci CD4+CCRS5+ obecne w blo-
nach Sluzowych. Komérki dendrytyczne wedruja w oko-
lice weztéw limfatycznych, w ktérych podczas prezentacji
antygenow komoérkom T dochodzi do ich zakazenia. Wirus
replikuje w obwodowych narzadach limfatycznych, gdzie
nastgpuje destrukcja struktury weztéw, ale réwniez grasi-
cy i szpiku — miejsc dojrzewania komoérek uktadu odpor-
nosciowego, totez wprowadzono do leczenia inhibitory
proteazy oraz wielolekowej terapii HAART sktadajacej
si¢ z inhibitoréw odwrotnej transkryptazy oraz inhibito-
row proteaz [39,42]. Terapia zapewnia powrdt wlasciwej
proporcji CD4/CDS oraz pojawienia si¢ swoistych wobec
HIV limfocytow CD4+ [132]. Uzasadnionym w prowa-
dzeniu terapii HAART jest monitorowanie prawidiowe;j
funkcji grasicy poprzez analiz¢ TREC przed wdrozeniem
terapii, a takze po jej zakonczeniu [4,129]. Douek i wsp.
wykazali obnizenie funkcji grasicy podczas infekcji HIV,
liczba TREC byta zmniejszona, a jej wzrost nastapit do-
piero po wdrozeniu terapii [1,43].

08ecN0SE TREC u PACIENTOW PO ZABIEGU TYMEKTOMII

Tymektomia jest zabiegiem operacyjnym polegajacym na
usunigcie grasicy. Bezwzglednym wskazaniem jest stwier-
dzenie obecnosci w badaniu tomograficznym Srédpiersia
grasiczaka — guza grasicy, rozpoznanie miastenii, Srédope-
racyjne usunig¢cie grasicy podczas zabiegdw kardiochirur-
gicznych wad wrodzonych serca u noworodkéw. Miastenia
(Yac. myasthenia gravis) jest przewlekla choroba, charak-
teryzujaca si¢ nuzliwoscia (szybkim zmeczeniem i osta-
bieniem) mig$ni. Przyczyna miastenii jest autoimmuno-
logiczny atak tworzonych autoprzeciwciat skierowanych
przeciwko receptorom acetylocholiny. Wynikiem tego jest
spadek liczby receptorow w obrgbie migsni i zaburzenie
transmisji nerwowo-mig$niowej. Choroby grasicy, ktéra
nie ulegta atrofii, nie pozostaja bez zwiazku z zachorowal-
noscia na miasteni¢. U chorych z miastenig stwierdza sig
nieprawidtowosci grasicy — w 70% rozrost (hiperplazje)
z obecnoscia centréw rozrodczych, a u 15% chorych — gra-
siczak. Wyniki dotychczasowych badari potwierdzaja, ze
zabieg tymektomii powoduje zmiany odsetkéw subpopu-
lacji limfocytéw krwi obwodowej oraz komoérek pamigci
immunologicznej w krétkim, a takze w odlegtym okresie
pooperacyjnym. Ma to wptyw na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego tych pacjentow zaréwno w okresie oko-
fozabiegowym, jak i w dalszym zyciu. Dotyczy to réwniez
analizy liczby TREC [57,138,154]. Publikowane dane li-
teraturowe potwierdzaja obnizenie lub catkowity brak ko-
morek dziewiczych zawierajacych TREC u pacjentéw po
zabiegu tymektomii mierzonych w réznych odstgpach cza-
sowych, tym samym dowodzi si¢ réwniez o braku mozli-
wosci powstawania TREC poza grasica [57].
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Pobsumowanie

Episomalne czasteczki DNA-TREC jako staty element ko-
morki dziewiczej stanowia dogodny marker odzwierciedla-
jacy prawidlowa funkcje grasicy. Pomiar liczby TREC sta-
nowi pomocna role w ocenie wielu sytuacji klinicznych,
w ktérych obserwowany jest zaburzony proces limfopoezy.

PismiennicTWO

Szczegblnym wskazaniem do wyznaczenia liczby TREC
sq pacjenci z wrodzonymi lub nabytymi niedoborami od-
pornosci, pacjenci po alogenicznym przeszczepie, oraz pa-
cjenci z chorobami autoimmunologicznymi. Zastosowanie
gPCR jest szybka i precyzyjna metoda, ktérg mozna wy-
korzysta¢ do detekcji TREC.
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