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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wsréd limfocytéw T mozna wyodregbnié populacje komérek o wielorakich funkcjach i odmien-
nych szlakach réznicowania. Najbardziej zré6znicowana grupe tworzg komoérki majace na swojej
powierzchni koreceptor CD4. Pod wptywem zmian indukowanych przez takie cytokiny jak IL-4,
IFN-y, IL-10 lub TGF- w mikros§rodowisku r6znych tkanek, limfocyty T CD4* moga r6znico-
wac si¢ do subpopulacji pelniacych w organizmie funkcje pomocnicze, regulatorowe/supresoro-
we (Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, Tth, iTreg i Tr1). W ukierunkowaniu zréznicowania tych limfo-
cytéw gtowna rolg odgrywaja czynniki transkrypcyjne. Najwazniejsze z nich to T-bet, GATA3,
RORYt, FOXP3, AHR oraz c-Maf. Przytaczenie cytokiny przez swoisty receptor aktywuje bo-
wiem czynniki transkrypcyjne i inne biatka oddziatujace z DNA, zmiany epigenetyczne, umozli-
wiajac w ten sposéb odczyt odpowiedniej informacji genetycznej. Plastycznos¢ réznicowania sig
komoérek CD4* jest efektem dynamicznej rownowagi migdzy ich pierwotnym zaangazowaniem
i fatwoscia przystosowania si¢ w obliczu zmian otoczenia. Co wigcej, fenotypowe i funkcjonal-
ne granice pomiedzy poszczegdlnymi subpopulacjami okazuja si¢ ptynne. Wptyw czynnikéw
sSrodowiskowych na aktywacje mechanizméw odpowiedzialnych za przeksztalcanie si¢ limfocy-
tow T CD4* w funkcjonalnie dojrzate komoérki okazuje si¢ zatem znacznie bardziej ztozone niz
uwazano poczatkowo.

limfocyty CD4* » czynniki transkrypcyjne ¢ réznicowanie limfocytow T

Summary

A number of distinguished populations with manifold functions and various pathways of diffe-
rentiation have been identified within T lymphocytes. The cells expressing CD4 coreceptor on
their cell surface are the most varied group. Depending on changes in different tissue microenvi-
ronments induced by such cytokines as IL-4, IFN-y, IL-10 or TGF-B, CD4* T lymphocytes can
differentiate into alternative subpopulations performing helper, regulatory/suppressor function
(Thl1, Th2, Th9, Th17, Th22, Tth, iTreg and Tr1). In the direction of lineage differentiation of
these lymphocytes, transcription factors play the key role. The most important of them are T-bet,
GATA3, RORYt, FOXP3, AHR and c-Maf. A cytokine binding to a specific receptor activates the
transcription factors, other DNA-binding proteins, and epigenetic alterations, enabling the trans-
cription of proper genetic information. The plasticity of CD4* cell differentiation seems to be in
dynamic balance between initial commitment and flexibility of these cells in the face of a chan-
ging environment. Even more, phenotypical and functional borders between particular subpopu-
lations have turned out to be fluent. Then, the influence of extrinsic factors on the activation of
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mechanisms responsible for conversion of CD4* T lymphocytes into functional mature cells ap-
pears to be more complicated than was previously thought.
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antygen (antigen presenting cell); ARNT - translokator receptora wodoroweglanu arylu (aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator); CLP - wspdlna komérka progenitorowa limfopoezy
(common lymphocyte progenitor); CNS - konserwatywna sekwencja niekodujaca (conserved non-
coding sequence); Co-SMAD - wspdlny mediator SMAD (co-mediator SMAD); CTFC - czynnik
wigzacy CCCTC (CCCTC-binding factor); CTLA-4 - antygen CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4);
DC - komoérka dendrytyczna (dendritic cell); FOXP3 - czynnik transkrypcyjny FOXP3 (forkhead box
P3); GAS - miejsce aktywowane przez IFN-y (IFN-y-activated site); Gfi-1 - niezalezny czynnik wzrostu
1 (growth factor independent 1); HAT - acetylotransferaza histondw (histone acetylotransferase);
HDAC - deacetylaza histonéw (histone deacetylase); HLX - czynnik transkrypcyjny HLX (H2.0-like
homebox); HS - miejsce wrazliwe na dziatanie DNazy | (DNase hipersensitive site);

ICOS - kostymulujacy receptor ICOS (inducible co-stimulator); IFN-y - interferon gamma (interferon
gamma); IFN-YR - receptor IFN-y (interferon gamma receptor); IRF4 - czynnik transkrypcyjny IRF4
(interferon regulatory factor 4); ISRE - miejsce stymulowane przez IFN-y (interferon stimulated
response element); JAK, TYK - kinazy Janusa (Janus kinases); LCR - rejon kontrolujacy locus (locus
control region); MAPK - kinaza MAPK (mitogen-activated protein kinase); PI3BK - kinaza PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase); MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (major histocompatibility
complex); miRNA - mikro RNA (micro RNA); NFAT - jadrowy czynnik aktywowanych komérek T
(nuclear factor of activated T cells); NF-kB - czynnik transkrypcyjny NF-kB (nuclear factor kB);

NK - komérka NK (natural killer); RBPJ - biatko RBPJ (recombination-signal-binding protein
forimmunoglobulin-k J region); RHS - miejsce wrazliwe na dziatanie biatka Rad50 (Rad50
hipersensitive site); RORo - receptor jadrowy RORa (retinoic-acid-receptor-related orphan
receptor-a); RORYt - receptor jagdrowy RORYt (retinoic-acid-receptor-related orphan receptor-yt);
R-SMAD - biatko SMAD regulowane receptorem (receptor-regulated SMAD); RUNX3 - czynnik
transkrypcyjny RUNX3 (runt-related transcription factor); SCF - czynnik komérek macierzystych
(stem cell factor); SOCS3 - inhibitor SOCS3 (suppressor of cytokine signaling-3); STAT - biatko
petnigce role transduktora sygnatu i aktywatora transkrypcji (signal transducer and activator of
transcription); T-bet - czynnik transkrypcyjny T-bet (T-box transcription factor); TCR - receptor
limfocytéw T (T-cell receptor); Tfh - folikularny limfocyt T pomocniczy (T folicular helper cell);

TGF-P - transformujacy czynnik wzrostu 3 (transforming growth factor 3); Th - pomocnicza komérka
T (T-helper); TNF - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor); Treg - regulatorowy limfocyt
T (regulatory T cell).

ZRr6ZNICOWANIE LiMFocYTOW T CD4* w UJECIU KLASYCZNYM
1 NOWOCZESNYM

Poczatkowy podziat dojrzatych limfocytéw T grasiczoza-
leznych opierat si¢ na ekspresji ko-receptoréow CD4 i CDS.
W 1989 r. dwéch amerykanskich naukowcéw T. Mossman
i R. Coffman wykazalo, ze mysie limfocyty T CD4*, pod
wptywem odpowiednich cytokin, réznicuja si¢ do komédrek

kierujacych odpowiedZ immunologiczng na droge komor-
kowa lub humoralna [24]. Komoérki te nazwano limfocy-
tami pomocniczymi (Th, T-helper) — odpowiednio Thl
i Th2. Za kryterium podziatu przyjeto rodzaj cytokiny wy-
dzielanej przez te komérki. Pierwszemu typowi limfocy-
téw pomocniczych, wytwarzajacemu interferon gamma
(IFN-y) przypisano odpowiedZ na czynniki wewnatrzko-
morkowe (wirusy, nowotwory). Typ drugi, wydzielajacy

415



Postepy Hig Med Dosw (online), 2011; tom 65: 414-426

interleuking 4 (IL-4) miat by¢ odpowiedzialny za reakcje
na patogeny zewnatrzkomorkowe (bakterie, grzyby, pier-
wotniaki, pasozyty). W krétkim czasie przyjgto, ze mysi
wzorzec, w ktérym rodzaj wydzielanej cytokiny decydo-
watl o wlasciwosciach komorki, moze takze odzwierciedlac¢
procesy zachodzace w organizmie ludzkim.

W ciagu ostatnich kilkunastu lat okazalo sig, ze ,,para-
dygmat Th1/Th2” (Th1/Th2 paradigm) nie odzwiercie-
dla w petni skomplikowanego systemu funkcjonujacego
w ludzkim organizmie [17]. Okazato si¢ tez, ze oddziaty-
wania migdzy poszczegdlnymi subpopulacjami komoérek
T CD4* sa znacznie bardziej skomplikowane niz poczatko-
wo zaktadali Mossman i Coffman. Relacje te sa zaréwno
antagonistyczne, jak i agonistyczne. Dalsza analiza sieci
oddziatywan migdzykomdrkowych oraz réznicowania ko-
morek i polaryzacji odpowiedzi indukowanej przez cytoki-
ny, doprowadzity do wyodrgbnienia kolejnych subpopula-
cji limfocytow T CD4*. R6znig si¢ one wieloma cechami,
w tym: wrazliwoscig na obecnos¢ cytokin w mikrosrodo-
wisku, wewnatrzcytoplazmatycznymi biatkami oddziatu-
jacymi z komérkowym DNA, podatnoscia na modyfika-
cje epigenetyczne, poziomem pobudzenia prowadzacym do
wydzielania cytokin lub ekspresja receptorow zasiedlania
(homing receptors). Tak wigc, pod wptywem zmian w mi-
krosrodowisku limfocyty CD4* moga zréznicowac si¢ do
subpopulacji, takich jak Th1, Th2, ale réwniez — komdrek
regulatorowych (Treg i Tr1), komoérek odpowiedzialnych
za stany zapalne, alergiczne (Th9, Th17, Th22) lub foliku-
larne limfocyty pomocnicze (T folicular helper cell, Tfh),
a w specyficznych warunkach — ulega¢ konwersji funkcjo-
nalnej (np. od Th1 do Th2 [35]).

Kluczowa rol¢ w ukierunkowaniu rozwoju limfocytow T
CD4* pelnig aktywowane przez cytokiny czynniki trans-
krypcyjne, odpowiadajace za ekspresje genow, charaktery-
stycznych dla poszczegdlnych subpopulacji tych komoérek.
Jednak, niezaleznie od rodzaju rozpatrywanej subpopu-
lacji, komérki T CD4* uczestnicza w poszczegdlnych
etapach kazdej reakcji odpornosciowej — poczawszy od
odpowiedzi przeciwmikrobiologicznej, przeciwpasozyt-
niczej, przeciwnowotworowej, a skonczywszy na choro-
bach autoimmunizacyjnych.

CzYNNIKI BIORACE UDZIAL W POLARYZACJI LIMFocYTow CD4*

Cytokiny sa gléwnymi czynnikami wptywajacymi na po-
laryzacj¢ odpowiedzi limfocytéw T. Wydzielane przez
wiele komoérek organizmu (zwlaszcza przez komorki pre-
zentujace antygen, APC), uczestnicza w aktywacji limfo-
cytéw CD4+ w charakterze tzw. ,trzeciego sygnatu” [33].
‘Wspomagaja bowiem proces stymulacji antygenowej lim-
focytéw T odbywajacej si¢ w wyniku bezposredniego kon-
taktu kompleksu skladajacego si¢ z peptydu (antygenu)
i czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (pep-
tyd-MHC) oraz czasteczek sygnatowych obecnych na
APC z ich kontrpartnerami i receptorem antygenu na lim-
focytach T (TCR).

Dziatanie réznych cytokin umozliwia z jednej strony two-
rzenie odmiennego profilu polaryzacji limfocytéw CD4*,
z drugiej za$ pozwala na konwersj¢ migdzy poszczegdlny-
mi subpopulacjami juz zréznicowanych komorek. Szlaki
regulujace przeksztalcenia tych limfocytéw sa wzajemnie

powiazane, a ich komponentami sg poszczegdlne typy ko-
morek uktadu odpornosciowego.

W stymulacji komérkowej uruchamianej przez cytokiny po-
Srednicza swoiste receptory odpowiedzialne za przekazy-
wanie sygnatu do wnetrza pobudzonej komorki (tabela 1).

Receptory te klasyfikowane sa najczesciej w oparciu o ho-
mologie ich domen zewnatrzkomérkowych oraz spo-
s6b przekazywania sygnaléw wewnatrzkomoérkowych.
Receptory typu 11 Il indukuja wlaczenie szlakéw sygnato-
wych za posrednictwem kinaz Janusa (Janus kinase, JAK)
i czynnikéw transkrypcyjnych — znanych jako transdukto-
ry sygnatu i aktywatory transkrypcji (signal transducers
and activator of transcription, STAT) — odpowiadajacych
za bezposredni zwiazek migdzy przytaczona do receptora
cytoking a aktywnoscia transkrypcyjna docelowych genéw.

Dziewicze limfocyty T oddziatuja z aktywowanymi APC
za posrednictwem receptoréw TCR rozpoznajacych anty-
gen w kontekscie MHC klasy II. W wyniku tej interakcji
limfocyty T wytwarzaja interleuking 2 (IL-2). Kolejnym
etapem tej aktywacji jest pojawienie si¢ na limfocytach T
receptoréw interleukiny 2 (interleukin 2 receptor, IL-2R).
Spoczynkowe, dziewicze limfocyty T wykazuja ekspresje
dwutaiicuchowego IL-2RBY, o umiarkowanym powino-
wactwie do IL-2. Stymulacja antygenowa lub przyltacze-
nie samej IL-2 prowadzi do ekspresji receptora o wysokim
powinowactwie (IL-2RaBy,), sktadajacego sig z trzech tafi-
cuchéw. Nalezy podkresli¢, ze 1L-2 wiazac sig z receptora-
mi o réznym powinowactwie, moze promowac przezycie,
proliferacj¢ lub réznicowanie si¢ réznych komérek limfo-
idalnych, w tym limfocytéw CD4*. Na te ostatnie oddzia-
luje zar6wno autokrynnie, jak i parakrynnie. Natomiast
konstytutywna ekspresja receptoréw IL-2 na komorkach
T regulatorowych jest niezbgdna do przezycia tych komé-
rek. Przytaczenie IL-2 do receptora IL-2RaBY,. indukuje
zalezne od kinazy tyrozynowej JAK3 pobudzenie biatka
STATS, ktére odgrywa istotng role¢ w uruchomieniu wy-
twarzania interferonu y (IFN-y) przez rozwijajace si¢ ko-
morki Thl. Kompleksowy receptor IL-2Rafy,. pozwala
komoérkom na wykorzystanie rowniez innego szlaku sy-
gnatowego (via kinazy MAP i PI3K) [1,30].

Inng cytoking uczestniczaca w aktywowaniu i réznicowa-
niu limfocytéw T jest interleukina 12 (IL-12). Jest ona wy-
twarzana przez wigkszo$¢ APC, w odpowiedzi na stymu-
lacje antygenami bakteryjnej sciany komérkowej. Jedna
z funkcji tej cytokiny jest aktywacja komoérek NK, limfocy-
téw CD8* oraz stymulacja limfocytéw CD4*. Biologicznie
aktywna IL-12 jest heterodimerem, jej receptor (IL-12R)
sktada si¢ z dwéch tancuchéw. Podjednostka IL-12 p40
wiaze si¢ do taricucha IL-12RB1, a podjednostka p35 do
taricucha IL-12R 2. Jedynie receptor dwutaricuchowy wia-
ze cytoking z wysokim powinowactwem, prowadzac do
stymulacji szlaku sygnatowego, przy czym z taiicuchem
B1 zwiazana jest kinaza TYK2, z taficuchem B2 — JAK2.
Kinazy TYK?2 i JAK2 aktywuja biatko STAT4 niezbgdne
do wywotania biologicznego efektu IL-12. Ekspresja tan-
cucha B2 IL-12R wzrasta réwniez pod wptywem innych
cytokin, gtéwnie IFN-y (ktérego wytwarzanie jest stymu-
lowane przez IL-12). Wspoéizaleznos¢é migdzy dzialaniem
IL-12 i IFN-y jest zatem jednym z przyktadéw dodatnie-
go sprzezenia zwrotnego [1].
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Tabela 1. Udziat cytokin w réznicowaniu limfocytéw (D4*

T Szlak Czvnniki Stymulowanie Hamowanie
Cytokina P % y . réznicowania komérek réznicowania komérek
receptora sygnatowy transkrypcyjne T CDa* T CDa*
R fosforylacja STAT . v
IL-2 [ rzez kinaze JAK1/JAK3 STAT5 a/b Th2, iTreg, nTreg Th1**,Th17,Th22
i fosforylacja STAT .
IL-12 przez kinazy JAK2 i TYK2 STAT4 Th1, Tfh Th2, iTreg
i fosforylacja STAT .
IL-4 [ przez kinazy JAK1/JAK3 STAT6 Th2 Th1, iTreg
i fosforylacja STAT .
IL-21 rzez kinazy JAK1/JAK3 STAT1, STAT3 Th17,Tfh iTreg
i fosforylacja STAT Th2,Th9, Th17,Th22, .
IL-6 przez kinazy JAK STAT3 Tr1, Tth iTreg
fosforylacja STAT
IL-27 przez kinazy JAK1, JAK2, gm; STAT3, STAT4, [l iTreg
TYK2
i fosforylacja STAT .
IFN-y I przez kinazy JAKT, JAK2 STAT1 Th1 iTreg, Th17
NF i zwigzanie liganda AHR-ARNT Th22, Treg -
przez AHR
fosforylacja biatek SMAD
TGF-B Vi przez kinazy R-SMAD-(Co-SMAD) iTreg, Th17 Th1,Th2

treoninowo-serynowe

* Podziat receptordw cytokin wg [15].%* Za posrednictwem STAT5 aktywujacego inhibitor SOCS3, ktdry hamuje indukeje STAT4 [36].

IFN-vy jest homodimerem wydzielanym przez komérki
limfoidalne m.in. aktywowane komérki NK i limfocyty T.
Dziewicze limfocyty CD4* hodowane in vitro w obecno-
Sci egzogennej IL-12 réznicuja si¢ do Thl. Odbywa si¢ to
za posrednictwem czynnika STAT4, ktéry wspétdziatajac
w tym procesie z czynnikiem T-bet, promuje ekspresje wie-
lu genéw komoérek Thl, w tym genu Ifny [4].

Interferon vy dziala za posrednictwem receptora (interfe-
ron gamma receptor, IFN-yR) sktadajacego si¢ z dwéch
tanicuchéw taczacych si¢ podczas stymulacji komorki.
Zwiazane z nimi kinazy JAK1 i JAK?2 aktywuja bial-
ko STAT1. Aktywacja tego biatka jest takze wspomaga-
na przez 1L-27. Dzialanie interferonu jest regulowane na
zasadzie dodatniego sprzg¢zenia zwrotnego, dzigki czemu
sygnatl réznicowania limfocytu T do Thl jest wzmacnia-
ny w aktywowanej komorce. Jednak rozwdj komérek Th1l
nie musi zaleze¢ jedynie od obecnosci IL-12. Wigcej, na-
wet w przypadku jej braku do zréznicowania komdrek
wymagana jest ekspresja czasteczki Notch, za posrednic-
twem ktérej dochodzi do aktywacji biatka RBPJ (recom-
bination-signal-binding protein for immunoglobulin-k J
region, RBPJ) [27].

IL-4 jest wytwarzana w wyniku pobudzenia komoérek tucz-
nych oraz limfocytéw Th2. W przypadku tych ostatnich,
IL-4 peti funkcje autokrynna, wptywajac na réznicowa-
nie dziewiczych komérek T CD4* do Th2. W procesie tym
istotna rolg odgrywa biatko STAT6, indukowane za posred-
nictwem receptora IL-4R (IL-4R/IL-2RY,), a jego aktywa-
cja wzmaga ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego GATA3.

Réznicowanie Th2 moze si¢ odbywac niezaleznie od biatka
STAT6. W procesie tym, podobnie jak w przypadku lim-
focytéw Th1, moze uczestniczy¢ czasteczka Notch [4,27].
Dziatanie IL-4, tak jak IFN-y, regulowane jest przez do-
datnie sprz¢zenie zwrotne.

Na réznicowanie si¢ limfocytéw T CD4* maja wielki
wplyw cytokiny nalezace do réznych rodzin oddziatuja-
cych poprzez receptory o odmiennym sposobie aktywacji
wewnatrzcytoplazmatycznych kinaz. Do takich cytokin na-
lezy TGF- (transforming growth factor) wiazacy si¢ z he-
terotetramerycznym kompleksem receptoréw utworzonym
przez pary membranowych kinaz serynowo-treoninowych
(wchodzacych w skiad receptorow typu VI) (tabela 1) [21].

1L-4 wraz z TGF-3 odgrywaja gtéwna role w dojrzewaniu
subpopulacji komérek CD4* — limfocytéw Th9. Dziatanie
IL-4 polega gtéwnie na blokowaniu hamujacego dziatania
IFN-y, promujacego réznicowanie komoérki do Thl. Na
tym etapie przeksztalcanie dziewiczego limfocytu CD4*
przypomina proces powstawania komoérek Th2. Jednakze
dziatanie TGF-B przy wspétudziale 1L-4 zmienia szlak
réznicowania komorki w kierunku Th9 — limfocytéw wy-
dzielajacych IL-9 i IL-10. TGF-P petni zatem funkcje in-
hibitora szlaku Th2 (rycina 1). Mechanizm tej inhibicji jest
przedmiotem badar [40].

Oprécz TGF-B, na r6znicowanie komérek T CD4* w lim-
focyty stanu zapalnego Th17 maja wplyw cytokiny, ta-
kie jak IL-6/IL-21 i IL-23. Pierwsza z nich jest wydzie-
lana przez APC (giéwnie monocyty i makrofagi), dziata
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Ryc. 1. Cytokiny biorace udziatw polaryzacji limfocytow
(D4* (wg [43] zmodyfikowane). Czynniki
polaryzacyjne pobudzaja komorki T (D4*
do réznicowania sie w kierunku limfocytow,
zdolnych do wytwarzania cytokin. IL-12 i IFN-y
stymuluja powstawanie limfocytéw Th1, a IL-2
i IL-4 — Th2. Gdy w mikrosrodowisku komérki

-5 obecny jest TGF-B moze doj$¢ do réznicowania

sie limfocytow Th9, Th17 lub iTreg. Komérki

Th17 wymagaja réwniez obecnosci IL-6 i IL-

=13 21, a iTreg — IL-2. Pobudzenie przez IL-21

dziewiczych limfocytéw, skutkuje ich rozwojem

w kierunku komérek Tth

-4

iL-21

-9

-17
IL-21
IL-22

IL-10
TGFB

IL-35

-21

za posrednictwem dwutaricuchowego receptora IL-6R
(IL-6R0/gp130), aktywujacego biatko STAT3. Kiedy pro-
ces przebiega w obecnosci TGF-3 (wydzielanego np. przez
makrofagi i komérki nabtonkowe), nastgpuje stymulacja
ekspresji receptora jadrowego RORyt (retinoic-acid-re-
ceptor-related orphan receptor-yt). Pelni on giéwna role
w regulowanym przez STAT3 przenoszeniu sygnatu, pro-
wadzacym do generowania Th17. Kolejnym stymulatorem
réznicowania limfocytéw Th17 jest wydzielana przez ko-
morki dendrytyczne, IL-23. Pobudza ona indukcj¢ STAT3
w pdZniejszym etapie roznicowania limfocytu. Tak wigc
komérki Th17, aktywowane przez TGF- i IL-6, staja si¢
zdolne do wytwarzania IL-17, a takze 1L.-21. Z kolei IL-21
wraz z 1L.-23 stymuluja Th17 do wydzielania IL-22 [46].
IL-2 okazata si¢ natomiast czynnikiem hamujacym rézni-
cowanie si¢ limfocytow Th17 [27].

Czynnik martwicy nowotworéw (tumor necrosis fac-
tor, TNF) jest kolejna cytoking kontrolujaca réznicowa-
nie si¢ limfocytéw CD4*. Nalezy on do wielkiej rodzi-
ny biatek uczestniczacych zaréwno w aktywacji komorek

limfoidalnych (np. ligand CD40), jak i indukujacych apop-
toze (ligand FAS). TNF dziata za posrednictwem dwéch
receptoréw: TNFRI — zawierajacego domeng $mierci oraz
TNFRII — zwigzanego z biatkami adaptorowymi TRAF
(TNF receptor-associated factors). W przypadku pobudze-
nia dziewiczego limfocytu CD4* przez cytokiny prozapal-
ne IL-6 oraz TNF (wydzielane przez monocyty i makrofa-
gi) dochodzi do ekspresji receptora wodoroweglanu arylu
(aryl hydrocarbon receptor, AHR). Biatko to jest czynni-
kiem transkrypcyjnym, aktywowanym przez zwiazanie do-
datkowego liganda, takiego jak jadrowy translokator re-
ceptora wodoroweglanu arylu (aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator, ARNT). Tak aktywowana komorka
roznicuje si¢ do limfocytu Th22, niezaleznie od recepto-
ra RORYt [35].

Interleukina 21 (nalezaca do rodziny IL-2), jest cytoki-
na preferencyjnie wytwarzang przez efektorowe komor-
ki Th2 (réwniez Th17), aby hamowac rozwdj Th1 wytwa-
rzajacych IFN-y i w konsekwencji promowac¢ odpowiedZ
typu Th2. W ramach pozytywnego sprzezenia zwrotnego
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oddziatuje na dziewicze limfocyty T CD4* (zaréwno ludz-
kie, jak i mysie). Natomiast pod wptywem IL-12 jest wy-
dzielana przez komérki T CD4* pamigci. Dziatanie IL-21,
wspomagane przez IL-6, prowadzi do ekspresji unikalne-
go dla folikularnych limfocytéw T (Tth) czynnika trans-
krypcyjnego Bcl-6 [35]. W jego obecnosci dochodzi do
réznicowania subpopulacji limfocytéw CD4* Tth odpowie-
dzialnych za powstawanie osrodkéw rozmnazania limfo-
cytow B w grudkach limfatycznych [34]. W procesie tym
uczestniczy réwniez IL-12 odpowiedzialna za stymulacjg
biatka STATA4 [3]. Tak wigc posrednio, poprzez Tth, IL-12
reguluje odpowiedZ humoralna.

Niezwykle wazna subpopulacja komérek CD4* sa limfo-
cyty regulatorowe. Jeszcze w grasicy, cz¢$¢ komoérek T
CD4*CD8, ktére przeszty pozytywnie selekcje B oraz do-
konaty produktywnej rearanzacji receptora TCRof3, wy-
kazuje ponownie ekspresje receptora CD25 i sa zdolne do
rozpoznawania wlasnych antygendéw [22]. Limfocyty te ze
wzgledu na swoja funkcje i pochodzenie, zostaty nazwa-
ne naturalnymi komérkami regulatorowymi nTreg. Do ich
aktywnosci wystarczy obecnos¢ IL-2, indukujacej ekspre-
sje czynnika transkrypcyjnego FOXP3 (forkhead box P3).

Limfocyty, ktére nabyly funkcje regulatorowa w tkankach
obwodowych, nazywane sa indukowanymi komdérkami re-
gulatorowymi iTreg. R6znicowanie tej subpopulacji wyma-
ga obecnosci w srodowisku TGF-3. Cytokina ta, pod nie-
obecnos¢ IL-6, znosi dziatanie biatek STAT3 oraz ROR1Yt,
ktére hamuja ekspresje FOXP3. W wyniku tego procesu,
komorki T o fenotypie CD4*CD25 staja si¢ limfocytami
FOXP3*CD25". Jako indukowane limfocyty regulatorowe
(iTreg), nabywaja zdolnos¢ do wydzielania TGF-f i two-
rza grupe komodrek Th3 [10]. Odmienna grupg stanowia ko-
morki Trl o silnych wiasciwosciach supresorowych. Cecha
wyrdzniajaca t¢ subpopulacje limfocytow jest brak ekspre-
sji czynnika FOXP3. Dlatego tez przynaleznos¢ komérek
Tr1 do limfocytéw T regulatorowych jest wciaz kontrower-
syjna i zalezy od przyjetych kryteriéw klasyfikacyjnych
[32,48]. Komérki te charakteryzuja sig zdolnoscig do wy-
dzielania IL-10 i réznicuja si¢ z dziewiczych limfocytéw
CD4* poddanych dziataniu interleukiny 27. IL-27 induku-
je ekspresje czynnika transkrypcyjnego c-Maf i kostymu-
lujacego receptora ICOS (inducible co-stimulator) [32].
Podobny skutek wywotuje polaryzacja komérek w srodo-
wisku IL-10, ale efekt ten jest krétkotrwaty, poniewaz in-
terleukina ta jest cytoking przeciwzapalna. Supresorowe
dziatanie IL-10 na réznicowanie komérek T CD4* polega
na zmniejszaniu liczby komérek T, ograniczeniu migracji
makrofagéw, hamowaniu aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB (nuclear factor kB) oraz obnizeniu pozio-
mu wydzielania TNF i IL-12 przez monocyty. W niekto-
rych przypadkach, takich jak odpowiedZ immunologiczna
na przeszczep lub rozwijajacy si¢ nowotwor, IL-10 dziata
prozapalnie, aktywujac komoérki NK [23].

CzynNIKI opbzIALUIACE Z DNA

W poprzednim rozdziale przedstawiono zalezno$¢ migdzy
mikrosrodowiskiem komérek T CD4*, a aktywacja odpo-
wiednich czynnikéw transkrypcyjnych. Za réznicowanie
limfocytéw T odpowiedzialnych jest wiele biatek oddziatu-
jacych z DNA. Najwazniejsze z nich to T-bet (T-box trans-
cription factor), GATA3, RORYyt, FOXP3, AHR, c-Maf

i NF-kB. Geny kodujace te czynniki ulegaja ekspresji
dzigki biatkom STAT. Wraz z tymi biatkami wplywaja na
transkrypcje genéw cytokin limfocytow T.

Interleukina 2 powoduje zwiazanie kinaz do wewnatrzcyto-
plazmatycznej czgsci receptora IL-2R. Kinaza JAK3, przy-
faczona do faricucha IL-2RY,, fosforyluje biatko STATS.
Natomiast zwiazanie JAK1 do taicucha IL-2Rf induku-
je szlak sygnatowy, w ktérym posrednicza kinazy MAPK
(mitogen-activated protein kinase) i PI3K (phosphatidyli-
nositol 3-kinase) [11]. Modyfikacja kowalencyjna powodu-
je dimeryzacje biatka STATS i jego translokacje do jadra
komorkowego. Tam STATS wiaze sie z DNA w miejscu
odpowiedzi na IFN-y— GAS (IFN-y-activated site), zawie-
rajacym palindromowe sekwencje GAA [12]. Zwiazanie
STATS z promotorem genu //2 powoduje jego aktywacje,
ale nie jest wystarczajace do znacznego zwigkszenia wy-
twarzania interleukiny 2 [11]. Czynnik STATS moze row-
niez promowac synteze¢ biatka regulatorowego SOCS3
(suppressor of cytokine signaling-3) [36], ktére blokuje
aktywnos¢ kinazy JAK2 [7]. W efekcie nie dochodzi do
fosforylacji STAT4 i poziom syntezy cytokin Thl zosta-
je obnizony.

Podobnie przebiega proces aktywacji biatka STAT1, akty-
wowanego przez IFN-y lub IL-27. Ufosforylowane biatko
dimeryzuje i dostaje si¢ do jadra komdrkowego [6]. Tam
moze si¢ wigza¢ z dwiema réznymi sekwencjami: z miej-
scem GAS, zwigkszajac ekspresj¢ genu Ifny oraz z miej-
scem ISRE (interferon stimulated response element) [26].
STATI jest niezbgdny do indukcji ekspresji T-bet [2] —
kluczowego komponentu réznicowania komérek Thl.
Posrednio STAT1 wplywa wigc negatywnie na indukcje
FOXP3, blokowanego przez T-bet. Dziata réwniez hamu-
jaco na réznicowanie limfocytéw Th17, promujac synteze
biatka regulatorowego SOCS3 [36]. Supresor uniemozli-
wia aktywacje STAT3 — biatka stymulujacego ekspresje
RORt. Jednoczesnie STAT1 wspétdziata z biatkiem STAT4
w promowaniu réznicowania komérek Thl.

W ekspresji T-bet bierze udzial takze aktywator transkryp-
cji RBPJ. Jak juz wspomniano, RBPJ jest czasteczka sy-
gnatowa szlaku Notch, rozpoczynajacego si¢ od zwigzania
przez transbtonowy receptor Notch odpowiedniego ligan-
da. Biatko RBPJ w postaci nieaktywowanej jest zwiazane
z DNA jako represor genu, aktywowane przez Notch3 sta-
je sie aktywatorem transkrypcji i w ten sposdb wspomaga
ekspresje zaréwno T-bet, jak i Ifny[27,36].

Ekspresja w komoérce STATS, STAT1 i T-bet umozliwia
wytwarzanie IFN-y na niskim poziomie, koniecznym do
dalszej stymulacji T-bet za posrednictwem STAT1. Dopiero
aktywacja STAT4 przez IL-12 pozwala na wytwarzanie
cytokin charakterystycznych dla limfocytéw Thl. STAT4
jest fosforylowany przez kinazy JAK2 i TYK2, a nastgp-
nie dimeryzuje i dyfunduje do wngetrza jadra komérkowe-
go. Tam wiaze si¢ do promotora genu [fn7y, gdzie razem
z T-bet indukuje czynniki transkrypcyjne HLX (H2.0-like
homebox), IRF-4 (interferon regulatory factor 4) i RUNX3
(runt-related transcription factor). HLX, IRF4 i RUNX3 ak-
tywuja gen Ifny. T-bet do petnej inicjacji transkrypcji genu
Ifn7y, wymaga jeszcze uniwersalnego czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB. Rekrutacja wszystkich szesciu biatek —
HLX, IRF4, RUNX3, STAT4, NF-kB i T-bet w obecnosci
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Ryc. 2. Schemat szlakdw réznicowania komdrek T CD4* Th1, Th2, Tth i Th9 (wg [27,29,41,46]). IFN-y aktywuje biatko STAT1, a IL-12 - STAT4, co

IL-4

umozliwia im wnikniecie do jadra. Dzieki indukcji szlaku Notch pobudzane jest takze biatko RBPJ. STAT1 wraz z RBPJ i Notch aktywuja ekspresje
T-bet. T-bet razem z czynnikami transkrypcyjnymi RUNX3, HLX, NF-kB oraz biatkami STAT4 i Notch3 indukuja ekspresje genu /fny — powstaje
limfocyt Th1. Réznicowanie komérek Th2 jest z kolei pobudzane przez IL-2 i IL-4, ktére aktywuja biatka odpowiednio STAT5 i STAT6. STAT6 wraz
zindukowanym dzieki szlakowi Notch, biatku RBP) i konstytutywnie wytwarzanemu czynnikowi transkrypcyjnemu GATA3, powoduje ekspresje
genu Gata3. Zwiazanie do DNA GATA3, STATS i czynnika transkrypcyjnego c-Maf aktywuje geny /4, 115 i 113. Obecnos¢ IL-4 sprzyja hamowaniu
szlaku réznicowania Th1, a TGF- pozwala na blokade wytwarzania GATA3 wskutek aktywacji szlaku sygnatowego SMAD. Dzieki zwiazaniu NF-
kB z promotorem genu //9, dochodzi do wytwarzania IL-9 i powstaje limfocyt Th9. Za réznicowanie limfocytéw Tth odpowiadajq IL-21i czynnik

transkrypcyjny Bcl-6

komponentéw szlaku Notch3 pozwala na utworzenie pet-
nego kompleksu inicjujacego transkrypcje Ifny i umozli-
wia wytwarzanie interferonu gamma (ryc. 2). Na tym eta-
pie proces réznicowania komérek T CD4* Thl mozna
uznaé za zakoriczony.

T-bet promuje réznicowanie komérki w kierunku Th1l
nie tylko przez indukcj¢ ekspresji IFN-vy, ale takze przez
blokade innych szlakéw réznicowania komérek T CD4+.
Wiazac si¢ wraz z RUNX3 do genu //4, hamuje réznico-
wanie komoérek Th2, blokujac dotaczenie GATA3 — klu-
czowego czynnika transkrypcyjnego tej grupy limfocytéw
CD4* [46]. T-bet hamuje takze réznicowanie limfocytéw
iTreg przez blokowanie indukcji FOXP3. Prawdopodobna
przyczyna tej interakcji jest naktadanie si¢ miejsc wigzania
obu czynnikéw transkrypcyjnych na DNA [44].

Pod wptywem IL-4 dochodzi do aktywacji czynnika STAT6.
Biatko to jest fosforylowane przez kinazy JAK1 i JAK3,
a nastgpnie tworzy dimer i przemieszcza si¢ do jadra komor-
kowego, gdzie wiaze si¢ wraz z aktywowanym RBPJ i nie-
wielkimi ilosciami GATA3 (obecnymi stale w limfocycie

T CD4*) do promotora genu Gata3, tworzac kompleks
inicjujacy transkrypcje [46]. Pod nieobecnos¢ STAT6
stopienn ekspresji genu jest niewystarczajacy, by komor-
ka mogta réznicowac si¢ do limfocytu Th2. STAT6 pet-
ni istotng rolg¢ w modyfikacjach epigenetycznych, umozli-
wiajac transkrypcje gendéw /4 i 1113 i hamujac ekspresje
Ifny. Biatko to indukuje réwniez czynnik transkrypcyjny
c-Maf, ktéry aktywuje [/4 oraz blokuje réznicowanie ko-
morki do limfocytu Thl, przez zahamowanie indukcyjne-
go efektu IL-12 (ryc. 2). STAT6 wptywa na réznicowanie
komorek regulatorowych w dwojaki sposéb. W obecnosci
IL-4 z jednej strony zwigksza ekspresj¢ FOXP3 w komor-
kach nTreg. Z drugiej strony, hamuje rozw¢j iTreg zalez-
nych od TGF-B. Zjawisko to jest spowodowane m.in. wia-
zaniem si¢ tego czynnika transkrypcyjnego do sekwencji
wyciszajacej gen Foxp3. Ponadto aktywacja STAT6 dzia-
fa hamujaco na réznicowanie komoérek Thl7, a efekt ten
przypisuje si¢ dziataniu biatka c-Maf [36].

W przeciwienstwie do IL-4, ktéra wzmaga ekspresje
GATA3, IL-12 hamuje catkowicie synteze¢ tego biatka.
Dziatanie GATA3 w promowaniu réznicowania komérek
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Ryc. 3. Schemat szlakdw réznicowania komérek T (D4* Th17, Th22, iTreg i Tr1 (wg [28,29,41,46]). IL-6 (a w péZniejszym etapie réznicowania takze

IL-21) aktywuje biatko STAT3, ktdre wraz z czynnikiem transkrypcyjnym RUNXT indukuje ekspresje genéw Roryt i Rora. Dzieki aktywacji szlaku
SMAD przez TGF-B oraz zwiazaniu do DNA RORyt, RORa, RUNX1 i STAT3, nastepuje indukcja gendw /77, 1127 i 1122 — powstaje komdrka Th17.
Gdy w Srodowisku komdrki wystepuje TNF, dochodzi do aktywacji AHR. AHR, razem z aktywowanym przez IL-6 biatkiem STAT3 i czynnikiem
transkrypcyjnym RORa, powodujg ekspresje //22 w limfocytach Th22. Wspétdziatanie IL-2 aktywujacej STAT5, TGF-[3 indukujacego SMAD oraz
obecnos¢ AHR, powoduja wytwarzanie czynnika transkrypcyjnego FOXP3 w limfocytach iTreg. FOXP3 i RUNX1 aktywuija ekspresje TGF-B, 1110
i /35.W obecnosciIL-27 dochodzi do aktywacji STAT1, ktéry wraz z czynnikami transkrypcyjnymi ICOS i ¢-Maf powoduje réznicowanie dziewiczego

limfocytu CD4* do komérki Tr1 i wytwarzanie IL-10

Th2, sprowadza si¢ do aktywacji biatka c-Maf oraz zaha-
mowania pozostatych szlakéw rozwoju limfocytéw CD4*.
Réznicowanie komérek Th1 jest hamowane przez zatrzyma-
nie ekspresji receptora IL-12R [29]. Dlatego tez w Srodowi-
sku wykazujacym niedobor IL-12, mozliwa jest konwersja
komérek Thl do Th2 — do przelaczenia szlaku rozwojowe-
go limfocytow wystarczaja bowiem Sladowe ilosci czynni-
ka GATA3. Biatko to moze takze modelowa¢ chromatyne
locus Ifny, uniemozliwiajac jego transkrypcje [46]. Hamujace
dziatanie GATA3 na czynnik transkrypcyjny komérek regu-
latorowych FOXP3 ma zwiazek, podobnie jak w przypad-
ku T-bet, z naktadaniem si¢ miejsc wigzania biatek z DNA
[44]. Gdy dziewicza komérka T CD4+ znajdzie si¢ w obec-
nosci IL-4 oraz TGF-, czynnik transkrypcyjny GATA3 jest
hamowany i nie dochodzi do ekspresji genu Gata3. Nie do-
chodzi réwniez do wytwarzania cytokin charakterystycznych
dla limfocytéw Th2 — IL-4, IL-5 i IL-13, natomiast ulega
transkrypcji gen /9 [5]. Komérki Th9 nie wykazuja ekspre-
sji zadnego swoistego dla tej grupy czynnika transkrypcyjne-
go. Region promotorowy //9 moze wiaza¢ uniwersalne biat-
ko NF-xB, wystarczajace do inicjacji transkrypcji genu [40].

Zwiazanie IL-6 przez receptor transbtonowy IL-6R pro-
wadzi do fosforylacji biatka STAT3 przez kinazy JAK1

i JAK2. Nastepnie biatko dimeryzuje i dostaje si¢ do jadra
komérkowego, gdzie wraz z czynnikiem transkrypcyjnym
RUNXT indukuje transkrypcje genéw Roryr i Rora. Zaréwno
STATS3, jak i RORYt — kluczowe biatka w rozwoju komo-
rek Th17 — dziataja hamujaco na FOXP3 [36]. STAT3 tak-
ze tworzy, razem z RORyt, RORo i RUNX1, kompleks ini-
cjujacy transkrypcje genéw 1117 1 1121. Wydzielana przez
aktywowany limfocyt CD4* IL-21 razem z uwalniang przez
komérki dendrytyczne IL-23, réwniez stymulujq fosfory-
lacjg biatka STAT3, promujac réznicowanie komoérki do
Th17 (ryc. 3) [46].

Biatko RORYt jest wytwarzane takze w odpowiedzi na
dziatania TGF-B. Cytokina ta indukuje fosforylacj¢ biat-
ka regulowanego receptorem R-SMAD (receptor-regu-
lated SMAD). Ta zmiana kowalencyjna powoduje oligo-
meryzacje R-SMAD z biatkami Co-SMAD (co-mediator
SMAD) [25]. Oligomery SMAD sa czynnikami trans-
krypcyjnymi, ktére moga m.in. wspomagaé wytwarza-
nie bialka RORYt. Ten szlak sygnalowy ma duze znacze-
nie w poczatkowym etapie réznicowanie komérek Th17.
PézZniej aktywacja STAT3 stymulowana przez IL-21
i IL-23 jest wystarczajaca do ekspresji genu Roryr oraz
1117, 11211 1122.
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Ryc. 4. Wptyw modyfikacji epigenetycznych na transkrypcje gendw
(wg [34,41,46]). Do najwazniejszych niedziedzicznych zmian
w obrebie materiatu genetycznego nalezy metylacja DNA,
dziatanie interferencyjnego mikroRNA oraz kowalencyjne
modyfikacje histonéw. Hybrydyzacja miRNA z transkryptem
gendw, metylacja DNA oraz metylacja histonow to przeksztatcenia
represywne — wyciszajace ekspresje genéw. Natomiast acetylacja
biatek histonowych pobudzajaca transkrypcje jest modyfikacja
permisywng

Gdy w srodowisku dziewiczej komérki T CD4*, wystepuja
facznie prozapalne cytokiny IL-6 i TNF, dochodzi do akty-
wacji receptora AHR. AHR jest czynnikiem transkrypcyj-
nym, ktéry moze wigza¢ wiele r6znych ligandéw. Obecnosé
AHR wplywa swoiscie na ekspresje cytokin charaktery-
stycznych dla Th17, promujac transkrypcje /22 kosztem
1117. Wzmozone wytwarzanie tej cytokiny moze zachodzié
zaréwno w obecnosci ROR1Yt, jak i RORa.. AHR petni wigc
gtéwna role w réznicowaniu si¢ limfocytéw Th22 [49].

Podczas powstawania Tth, za posrednictwem STAT3, do-
chodzi do aktywacji biatek Bcl-6, ICOS i PD-1 [50]. Bcl-6
jest represorem transkrypcji, hamujacym indukcje komérek
Thl, Th2 i Th17 i promujacym réznicowanie w kierunku
komorek Tth [16]. Dodatkowo, wraz ze STAT4, prowadzi
do ekspresji genu //2]. Biatka ICOS i PD-1 petniag wazna
rol¢ w oddziatywaniu Tfh-limfocyt B [S0]. Na powierzch-
ni dojrzatej komoérki Tth dochodzi do ekspresji receptora
chemokinowego CXCRS, ktéry decyduje o migracji lim-
focytéw do grudek limfatycznych.

Cytokiny niezbg¢dne do réznicowania komérek iTreg za-
pewniaja obecnos¢ w jadrze komoérkowym aktywowanego
biatka STATS i oligomeru Co-SMAD. STATS razem z ja-
drowym czynnikiem aktywowanych komérek T (nuclear
factor of activated T cells, NFAT), wiaze si¢ do promoto-
ra genu Foxp3 inicjujac jego transkrypcje [39]. Ekspresja
tego genu jest stymulowana takze przez AHR, po jego
zwigzaniu z ARNT. STATS wzmaga ekspresje FOXP3
wiazac sie¢ do rejonu wzmacniajacego transkrypcje tego
genu. Podobnie dziata biatko SMAD, ktére przytacza sig
wraz z NFAT do innej sekwencji wzmacniajacej. Tak wigc,
aktywacja STATS jest krytycznym czynnikiem w induk-
¢ji i utrzymaniu ekspresji FOXP3 zaréwno w komorkach
T efektorowych, jak i regulatorowych.

Czynnik FOXP3 z jednej strony promuje rozwdj komo-
rek regulatorowych, gdy razem z RUNX1 stymuluje eks-
presje genéw TGF-f3, 1110 i 1135. Z drugiej strony blokuje

pozostate szlaki réznicowania komérki. Pod nieobecnosé
IL-6, FOXP3 hamuje RORYt przez bezposrednie zwiazanie
si¢ do tego biatka w jego miejscu wigzania DNA, co unie-
mozliwia kontakt z promotorem genu ///7 [53]. Obecnos¢
TGF-B w srodowisku moze zatem promowaé zar6wno réz-
nicowanie komoérek Treg, jak i Th17. Zatrzymuje takze r6z-
nicowanie komérek Thl i Th2 (w poczatkowym stadium
réznicowania), blokujac wiazanie czynnikéw transkryp-
cyjnych do DNA. FOXP3 podlega autoregulacji, poniewaz
moze wiazac¢ si¢ z promotorem genu //2, nie dopuszczajac
do jego transkrypcji, co hamuje aktywacje STATS [53].

Szczegblng rolg w réznicowaniu dziewiczych komoérek T
CD4* odgrywa IL-27. W wyniku jej dziatania ulega akty-
wacji STAT1. Dodatkowo, obecnos$¢ czynnikéw transkryp-
cyjnych c-Maf i ICOS, tworzacych kompleks inicjujacy
transkrypcje, umozliwia ekspresje genu ///0. Tak r6znicuja
si¢, niezalezne od FOXP3, komdrki regulatorowe Trl [32].

ZMIANY EPIGENETYCZNE

Dzigki swoistej budowie chromosoméw i nawinigciu DNA
na biatka zwane histonami, ekspresja genéw moze by¢ do-
datkowo regulowana przez komérkeg. Chromatyna podle-
ga w jadrze komoérkowym rozmaitym modyfikacjom, kt6-
re nie zawsze sa zachowane przez komarki potomne [31].
Te epigenetyczne zmiany moga permisywnie wpltywac na
ekspresje genow, tj. wzmacniac ja poprzez acetylacje i de-
metylacj¢ histonéw. Mozliwy jest tez wptyw represywny,
zwigzany z metylacja DNA 1 histondw oraz wigzaniem
si¢ interferencyjnego mikroRNA (microRNA, miRNA)
(ryc. 4). W tym rozdziale zostanie oméwiony wptyw ko-
walencyjnych modyfikacji histonéw oraz metylacji DNA
na dostgpnos¢ informacji genetycznej w loci genéw cyto-
kin w komérkach T CD4*.

Opisane w poprzednim rozdziale biatka oddzialujace
z DNA s3 niezbedne do zainicjowania transkrypcji gendw
cytokin. Jednakze, aby doszto do petnego odczytu infor-
macji genetycznej, loci genéw musza zosta¢ odpowied-
nio udostgpnione aparatowi transkrypcyjnemu. Realizacja
tego celu jest mozliwa przez zmiang stanu epigenetyczne-
go chromosoméw. Loci aktywne i dostgpne charakteryzu-
ja si¢ niskim stopniem metylacji DNA, acetylacja odpo-
wiednich reszt lizynowych histonéw H2, H3 i H4, mono-,
di- 1 trimetylacja lizyny 4 histonu H3 oraz remodelowa-
niem chromatyny prowadzacym do powstania petli DNA
[9]. Sekwencje wyciszane maja wysoki stopiel metylacji
DNA i di- lub trimetylowana lizyng 27 albo 9 w histonie
H3 [42]. Geny, ktére pozostaja nieaktywne, ale w kazdej
chwili gotowe do ekspresji, sa biwalentne — majq cechy za-
réwno permisywne, jak i represywne [46].

Najlepiej poznanym i opisanym przyktadem wptywu mo-
dyfikacji epigenetycznych na réznicowanie komoérek T
CD4" jest proces powstawania limfocytéw Th2 u myszy.
Locus Th2 zawiera geny [/4, 115, 1113 oraz konstytutyw-
nie ulegajacy ekspresji gen Rad50, w obrgbie ktérego znaj-
duje si¢ rejon kontrolujacy locus (locus control region,
LCR) [38]. Ponadto miejsce to jest oflankowane genami
Irfl i Kif3A [45]. Liniowa kolejnos¢ utozenia tych kom-
ponentéw jest konserwatywna u wszystkich ssakéw [38].
Podlegaja one regulacji przez wlasne promotory oraz ele-
menty regulatorowe potozone w réznych locus. Potozenie
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tych elementéw wyznacza si¢ metoda footprintingu z uzy-
ciem DNazy I (DNase hipersensitive sites, HS) i biatka
Rad50 (Rad50 hipersensitive sites, RHS) [18].

W dziewiczej komérce T CD4+ obserwuje si¢ dwa miejsca
HS (Hss3 i HSIV) i cztery miejsca RHS (RHS2, RHS3,
RHS6). RHS6 i1 Hss3 znajduja sie w obregbie sekwencji
podlegajacych represywnej, RHS2 i RHS3 permisywnej,
a HSIV biwalentnej modyfikacji histonéw. Dodatkowo
RHS?2 i Hss3 znajduja si¢ w miejscu wigzania czynnika
wiazacego CCCTC (CCCTC-bindingfactor, CTFC) — biat-
ka posredniczacego w powstawaniu petli w chromatynie,
majacych na celu zblizenie ze soba komponentéw locus
i jego izolacjg¢ od innych genéw i elementéw regulatoro-
wych [38]. Promotory genéw cytokin, LCR oraz sekwen-
cje niekodujace CNS1 i CNS2 (non-coding sequences)
sa metylowane w 90% [46]. Nizszym stopniem metylacji
charakteryzuje si¢ promotor //4 (60%), co umozliwia wy-
twarzanie IL-4 na niskim poziomie [46]. Biwalentny stan
epigenetyczny locus pozwala utrzymac ekspresje gendéw
w rownowadze i umozliwia wigzane sie do DNA bialek in-
dukujacych transkrypcje genéw cytokin typowych dla ko-
morki Th2 lub blokade tej ekspresji, pozwalajaca na réz-
nicowanie pozostatych typéw komérek T CD4+.

Pobudzenie limfocytu CD4* z udzialem IL-2 wymaga ak-
tywacji biatka STATS, w ktorej biora udziat kinazy JAK1
i JAK3. W przypadku innych cytokin (np. IL-5) to kina-
za JAK2 aktywuje czynnik STATS, powodujacy remode-
lowanie chromatyny w obrgbie locus genéw cytokin Th2.
Indukcja ta moze przebiegaé réwniez bez udziatu biatka
STATS, gdy JAK2 wnika do jadra komérkowego i fosfo-
ryluje tyrozyne histonu H3 (H3Y41) [13]. Proces ten moze
prowadzié¢ do aktywacji biataczkowego genu. W Th2 ak-
tywowane zostaje biatko wiazace sekwencje bogate w AT
(special AT-rich sequence binding protein 1, SATB1) [38],
ktére indukuje wypetlanie si¢ chromatyny, zblizajac do sie-
bie elementy regulatorowe /14, 115 1 I113. Dzigki pasywnej
(replikacyjnej) demetylacji dochodzi do utworzenia nowych
HS w obrebie promotoréw /4 (HSI, HSII, HSIII) i 1113
(HS1, HS2, HS3) oraz sekwencji niekodujacych CNS1
(Hss2, Hss1) i CNS2 (HSVa, HSV) [45]. Nowe RHS po-
wstaja w obregbie LCR 3 (RHS4, RHSS5, RHS7) i promo-
tora /15 (RHS1) poprzez gwattowna, aktywna demetylacje.
Wszystkie miejsca regulatorowe, oprécz HSIV, ulegaja per-
misywnej modyfikacji histonowej. Powyzsze zmiany po-
zwalaja na zwiazanie GATA3 do promotoréw /15 1 1113,
RHS7 i HSV [19], STAT6 do RHS6, RHS7, HSV i pro-
motoréw /14 i 1113 oraz c-Maf do promotora //4. GATA3
rekrutuje do locus genéw cytokin Th2 acetylotransferazy
i metylotransferazy — enzymy modyfikujace chromatyne
[37]. W przypadku braku aktywacji STAT6, indukowa-
ny jest szlak Notch, ktérego biatko — RBPJ, wiaze si¢ do
CNS2, gdzie w wyniku potaczenia z fragmentem Notch,
ulega konwersji do koaktywatora /14 [46]. GATA3, STAT6
i RBPJ sa wigc nie tylko waznymi czynnikami transkryp-
cyjnymi szlaku réznicowania komérek Th2, ale tez istot-
nymi do utrzymania tego procesu biatkami remodeluja-
cymi chromatyng.

Geny cytokin charakterystycznych dla komérek Thl sg zor-
ganizowane inaczej niz w przypadku komérek Th2. Gen
Ifnynie ulega transkrypcji wspdlnie z genami innych cyto-
kin. Locus Infy zawiera wiele elementéw regulatorowych,

skupionych w miejscu sekwencji niekodujacych [47].
Dziewicza komérka T CD4* wytwarza niewielkie ilosci
IFN-y, gdy fragment chromatyny, w ktérym znajduje si¢
locus genu tej cytokiny, jest stabilny. DNA promotora Ifny
oraz CNS-34, CNS-22, CNS+29 i CNS+49 sa demetylowa-
ne, a CNS-34 i CNS-22 wykazuja staba, permisywna mo-
dyfikacje kowalencyjna histonéw [18]. Natomiast sekwen-
cje potozone migdzy Ifnya CNS+18-20 i migdzy CNS+29
a CNS+46 charakteryzuja si¢ modyfikacjami represywnymi.
Taka biwalentna natura locus Ifny sprzyja utrzymaniu go
w stanie réwnowagi w komorce dziewiczej. Aktywowane
dzigki IL-12 biatko STAT4 wiaze promotor Ifn7yi inne ele-
menty regulatorowe sprzyjajac permisywnym zmianom
epigenetycznym. Czynnik ten rekrutuje takze kompleksy
biatkowe remodelujace chromatyng w miejsce promotora,
co powoduje powstanie HSI i HSII [46]. Czynnik trans-
krypcyjny T-bet oddziatuje z promotorem Ifny, nawet gdy
DNA jest silnie metylowany.

Modyfikacja dwéch sekwencji DNA bogatych w wyspy
CpG gwarantuje dostepnosé fragmentu chromatyny, za-
wierajacego locus genu Foxp3. W dziewiczych komérkach
wyspy te maja wysoki stopien metylacji, natomiast w Treg
sa calkowicie demetylowane [14,52]. Obecnosé TGF-f nie
jest wystarczajaca do indukcji trwalej ekspresji czynnika
transkrypcyjnego FOXP3. Zaobserwowano in vitro, ze za-
lezne od TGF-B komérki iTreg maja demetylowane jedy-
nie niektére wyspy CpG. Podczas restymulacji w Srodowi-
sku pozbawionym tej cytokiny traca zdolnos¢ do ekspresji
FOXP3 oraz aktywnos$¢ supresorowa [14]. Moze to suge-
rowaé, ze wytwarzanie FOXP3 jest utrzymywane w ko-
morce dzigki zmianom epigenetycznym w obrebie jego
locus, powodowanym przez czynniki niepodlegajace re-
gulacji TGF-f [41].

FOXP3 moze regulowac transkrypcj¢ gendéw przez remo-
delowanie chromatyny zwiazane z rekrutacja deacetylaz
histonowych (histone deacetylase, HDAC). Gdy FOXP3
zwiaze si¢ z genami /I2 1 IfnYy, rekrutuje do locus zaréw-
no acetylotransferaze histonow (histone acetylotransfera-
se, HAT), jak i HDAC klasy II. Taki kompleks deacetyluje
histony w rejonie locus 112 i Ifny, prowadzac do wycisze-
nia genéw. Odwrotnie, gdy FOXP3 przytaczy si¢ do genéw
kodujacych CD25 i CTLA-4 (cytotoxic T-limfocyteantigen
4) — stymuluje acetylacj¢ histonéw wzmacniajac ekspre-
sj¢ tych genéw [52].

Procesy epigenetyczne towarzyszace réznicowaniu pozo-
statych subpopulacji komérek T CD4* nie zostaly do korica
poznane. Wiadomo, ze induktorem permisywnych zmian
chromatyny locus 1117 jest biatko STAT3, powodujace
acetylacje histonéw [18]. Aktywacja odpowiednich bia-
tek oddziatujacych z DNA moze wigc sprzyja¢ zmianom
epigenetycznym chromatyny. Okazuje si¢ tez, ze gen 1122
lezy na innym chromosomie niz //17, co wyklucza linio-
wa kontrolg jego aktywnosci przez elementy regulatoro-
we locus 1117 [46].

Mimo nieustajacych badan nad epigenetyczna regulacja
proceséw komoérkowych, nadal nie wiadomo, czy to czyn-
niki oddziatujace z DNA powoduja remodelowanie chro-
matyny i modyfikacj¢ histonéw, czy tez zmiany epigene-
tyczne umozliwiaja wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych
do DNA [19].
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PLASTYCZNOSC | ELASTYCZNOSC ROZNICOWANIA LIMFOCYTOW
CcD4*

Schemat opisywanych uprzednio mechanizméw prowa-
dzacych do powstania okreslonych subpopulacji komo-
rek T CD4* mégtby by¢ nastgpujacy: zwigzanie liganda
przez receptor, aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
i innych biatek oddziatujacych z DNA, zmiany epigene-
tyczne umozliwiajace odczyt informacji genetycznej, trans-
krypcja genéw cytokin i ich wytwarzanie, powstanie lim-
focytéw efektorowych. Jednak kolejne badania, dotyczace
powstawania limfocytéw CD4* in vivo wykazuja, ze rézni-
cowanie tych komorek jest procesem plastycznym (umoz-
liwiajacym konwersj¢ komérek jednego typu w komorki
typu drugiego) i elastycznym (poniewaz przeksztalcenia te
moga by¢ odwracalne), a fenotypowe i funkcjonalne gra-
nice mig¢dzy ich subpopulacjami — duzo bardziej ptynne
niz uwazano poczatkowo. Okazuje si¢ bowiem, ze limfo-
cyty CD4* wydzielajace te same cytokiny, a wigc naleza-
ce do tej samej subpopulacji, moga wykazywac ekspresje
odmiennych czynnikéw transkrypcyjnych. Réznice sg do
tego stopnia widoczne, ze poddaje si¢ w watpliwos¢ za-
sadnos$¢ klasyfikacji komérek T CD4* w oparciu o zestaw
wytwarzanych cytokin, na korzy$¢ wyodregbnienia popula-
cji wywodzacych sig z réznych linii rozwojowych, tj. grup
limfocytéw wykazujacych ekspresje¢ tych samych kluczo-
wych czynnikéw transkrypcyjnych [28].

Plastycznos¢ réznicowania si¢ komérek T CD4*najlepie;j
wida¢ na przykladzie Th17 i iTreg. Ekspozycja dziewi-
czej komérki T CD4* na dziatanie TGF-B powoduje in
vivo powstanie limfocytéw wykazujacych ekspresje za-
réwno FOXP3, jak i RORYt. Tego typu komorki sa obecne
w krwiobiegu i charakteryzuja si¢ niewielkim wytwarza-
niem IL-17 oraz wtasciwosciami supresorowymi. Sa takze
zdolne do dalszego réznicowania si¢ zaréwno do Th17, jak
iiTreg. W obecnosci cytokin prozapalnych i niskich stgzen
TGF-B, w takiej biwalentnej komérce dochodzi do wzmoc-
nienia ekspresji RORYt i przeksztatcenia si¢ do Th17. Przy
wysokim stezeniu TGF-f i braku cytokin prozapalnych
w Srodowisku komorki, obserwuje si¢ wzmozona ekspre-
sj¢ FOXP3 i konwersje do iTreg. Efekt ten jest dodatko-
wo wzmacniany przez IL-2 i kwas retinowy RA (retinoic
acid), ktére wyciszaja ekspresje Roryr [51].

Zrbéznicowane komorki regulatorowe maja duza zdolnos¢ do
konwersji w limfocyty efektorowe (Thl, Th2, Th17, Tth).
Elastycznos¢ iTreg moze wynikac¢ ze specyficznego stanu
epigenetycznego loci odpowiadajacych podtypom komdrek
efektorowych. Jedynie locus 1117 jest represywnie zmody-
fikowane, pozostate miejsca (z wyjatkiem permisywnego
locus Foxp3) sa biwalentne lub nie zawierajg zadnych mo-
dyfikacji [34]. Ekspozycja na IL-6 powoduje konwersj¢ do
Th17, natomiast utrata ekspresji FOXP3 i kontakt z limfo-
cytami B sprzyja przeksztalceniu do Tth [28]. Obnizenie
poziomu ekspresji FOXP3 moze si¢ tez wigzac z wytwa-
rzaniem IFN-yi konwersja do Th1. Inaktywacja czynnika
transkrypcyjnego IRF4 jest niezbedna, by limfocyt regu-
latorowy mégt konwertowaé do Th2.

Komorki Th17 traca zdolnos¢ do wytwarzania IL-17, je-
$li nie sa permanentnie poddawane polaryzacji w obecno-
sci IL-6 i TGF-B. Gdy znajda sie w Srodowisku bogatym
w IL-12 lub IL-4, konwertuja odpowiednio do Th1 lub Th2

Ryc. 5. Plastyczno$¢ szlakéw réznicowania komérek T (D4* (wg
[28,29,41,46]). Limfocyty Th1 moga sie przeksztatca¢ do Th2
i Thf, zas komdrki Th2 — do Th1, Tth, Th9 i Th17. Limfocyty Th17
ulegaja konwersji do Th1, Th2 i Tth, a komdrki iTreg do Th1, Th2,
Th17 i Tth. Limfocyty folikularne moga réznicowac sie zaréwno
doTh1iTh2, jakiTh17

[28]. Mozliwe jest takze przeksztatcenie Th17 do Tth, ale
brak doniesien o konwersji do komérek regulatorowych [46].

Jedna z najbardziej elastycznych grup limfocytéw CD4* sa
Tth. Moga si¢ przeksztalca¢ do Thl, Th2 i Th17, w zalez-
nosci od srodowiska w jakim si¢ znajda, przy czym zmia-
na fenotypu polega giéwnie na ekspresji na powierzchni
komorki receptorow zasiedlania charakterystycznych dla
powyzszych grup [8].

Zmiennoscia charakteryzuje si¢ rowniez fenotyp limfocy-
téw Th2. Moga one bowiem wytwarzaé IL-17, gdy z wy-
taczong ekspresja niezaleznego czynnika wzrostu Gfi-1
(growth factor independent 1) umiesci si¢ je w Srodowi-
sku polaryzacyjnym Th17 [28]. Podczas inwazji paso-
zytow wielokomoérkowych limfocyty Th2 ulegaja kon-
wersji do Tfh — obnizona zostaje ekspresja GATA3 na
korzys¢ Bcel-6 [28]. Gdy w srodowisku komérki Th2 za-
miast IL-2 wystepuje TGF-f, mozliwa jest konwersja ko-
morki Th2, do Th9. Transkrypcja genu 119 jest wtedy in-
dukowana przez biatko NF-xB. Natomiast gdy limfocyty
Th2 (wytwarzajace IL-4, =5 i1 -13) umiesci si¢ w obec-
nosci IL-12 i IFN-Yy, dochodzi do przeksztatcenia w ko-
morke wytwarzajaca zaréwno IL-4, jak i IFN-y (fenotyp
zblizony do Thl) [51]. Wiazanie si¢ T-bet z wieloma se-
kwencjami wzmacniajacymi, indukuje ekspresj¢ RUNX3
i HLX i rekrutuje metylotransferazy histonéw. Dzigki tak
szerokiemu zakresowi dziatania, czynnik transkrypcyj-
ny T-bet moze przelaczyé¢ szlak réznicowania komérki
z Th2 na Thl, nawet w przypadku zaawansowanej roz-
wojowo komorki [46].
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Najmniej elastyczne sa komorki Thl. Jednak w warun-
kach polaryzacji swoistych dla limfocytéw Th2, mozliwa
jest indukcja transkrypcji genu kodujacego IL-4 wspol-
nie z IFN-y [51] lub konwersja do Tfh, nie zaobserwowa-
no jednak podobnego przeksztatcenia do Th17 lub iTreg.
Schemat przemian, jakim moga podlega¢ zréznicowane
komorki T CD4* przedstawiono na ryc. 5.

PobpsumowaNIE

Droga, jaka musi przej$¢ macierzysta komoérka szpiku kost-
nego, by stac si¢ dojrzatym limfocytem T CD4" jest wielo-
etapowa i wymaga wielu czynnikéw, w tym — utworzenia
funkcjonalnego receptora TCR w grasicy i okre§lonego mi-
krosrodowiska. Wiasnie to zmieniajace si¢ otoczenie dziata-
jace za posrednictwem cytokin z odpowiednimi receptorami
na dziewiczych, spoczynkowych lub efektorowych komor-
kach T CD4*, pozwala na aktywacjg swoistych wewnatrzko-
moérkowych szlakéw sygnatowych, a w konsekwencji prowa-
dzi do rekrutacji i aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych.
Te ostatnie za$, zwiazawszy si¢ z promotorami odpowied-
nich genéw, wykazuja zdolnos$¢ pobudzania ich transkrypcji.

Biatka oddziatujace z DNA nie tylko aktywuja kontrolo-
wane przez siebie geny, lecz takze wptywaja na przemo-
delowanie chromatyny oraz — wskutek interakcji ze soba
i z DNA — hamuja lub pobudzaja si¢ nawzajem. Okazuje
sig, ze rola gtéwnych czynnikéw transkrypcyjnych, takich

PiSmiENNICTWO

jak T-bet, GATA3, RORYt, ROR«, c-Maf czy Bcl-6, pole-
gajaca na wigzaniu sekwencji promotorowych, nie jest tak
wazna w procesie réznicowania jak przypuszczano. W wie-
lu przypadkach ustgpuje miejsca dziatalnosci biatek STAT,
ktére dzieki kontaktowi z DNA nie tylko indukuja transkryp-
cj¢ gendw, ale przede wszystkim promuja modyfikacje ge-
netyczne w obrebie kontrolowanych sekwencji przez rekru-
tacje metylotransferaz i acetylotransferaz [46]. Pobudzenie
transkrypcji genéw cytokin wymaga wigc nie tylko aktywa-
cji polimerazy RNA, ale wiaze si¢ z przestrzennym przy-
stosowaniem ich locus do efektywnego odczytu informa-
cji genetycznej. Dlatego tez najnowsze publikacje tak duza
wage w réznicowaniu komodrek T przypisuja czynnikom
epigenetycznym [51]. To wtasnie przestrzenna konforma-
cja chromatyny decyduje o dostgpnosci informacji gene-
tycznej. Stan epigenetyczny loci genéw cytokin pozwala
na utrwalenie fenotypu i decyduje o tym, czy zréznicowa-
ny limfocyt CD4* bedzie mdgt ulec konwersji do innego
typu [28]. Zmiana kondensacji chromatyny w obrgbie ge-
néw cytokin pozwala zachowac limfocytom CD4+ okreslo-
ny fenotyp podczas migracji w krwiobiegu, a jednocze$nie
umozliwia zmiang profilu wydzielanych czynnikéw, w za-
leznosci od potrzeb reakcji immunologicznej w tkance do-
celowej. Oddzialywania epigenetyczne uczestniczace w 16z-
nicowaniu si¢ tych komérek sa zatem gléwnym czynnikiem
pozwalajacym na uzyskanie ich duzej plastycznosci i ela-
stycznosci, co umozliwia im sprawne reagowanie na zmia-
ny zachodzace w ré6znych mikrosrodowiskach organizmu.
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