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WSTĘP 
 
 Tolerancja immunologiczna może być zdefiniowana jako brak odpowiedzi układu 

immunologicznego na ściśle zdefiniowany antygen bądź antygeny bez potrzeby stosowania 

leków immunosupresyjnych (Wood KJ 2003). Modele zwierzęce, w których udało się 

wyidukować stan immunosupresji znane są od lat pięćdziesiątych XX wieku (Owen RD 1945; 

Billingham RE 1953). W latach siedemdziesiątych i osiemdziesiątych udowodniono, że za 

indukcję tolerancji immunologicznej odpowiadają limfocyty T, które zostały nazwane 

limfocytami regulatorowymi (Gershon RK 1970; Gershon RK 1971; Fujimoto S 1975; North 

RJ 1984). W 1995 roku opisano po raz pierwszy fenotyp regulatorowych limfocytów T jako 

CD4+CD25+ (Treg) (Sakaguchi S 1995). Wkrótce okazało się, że także wśród limfocytów T 

CD8+ istnieje podobna grupa komórek regulatorowych, tzw. supresyjne limfocyty T 

CD8+CD28- (Ts) (Jiang S 1998). Świadomość istnienia tych komórek oraz możliwość ich 

ilościowej oceny pozwoliły rzucić znacznie więcej światła na mechanizmy leżące u podstaw 

kontroli odpowiedzi immunologicznej i jej zmian w przebiegu ontogenezy człowieka. 

Ogromny potencjał immunosupresyjny tych dwóch populacji limfocytów wzbudził duże 

zainteresowanie jako potencjalne narzędzie terapeutyczne w chorobach 

autoimmunologicznych oraz w indukcji tolerancji immunologicznej po przeszczepach 

allogenicznych.  

 

1. Limfocyty regulatorowe T CD4+CD25+ (Treg) 

W toku intensywnych badań trwających przez ostatnie lata ustalono, że limfocyty 

pełniące funkcje regulacyjne posiadają fenotyp: CD3+CD4+CD25high+CD152+CD45RB-

FOXP3+. Od dawna istniały spekulacje, że takie komórki istnieją, ale dopiero rozwój 

nowoczesnych technik biologii komórkowej umożliwił ich identyfikację. Komórki nazywane 

regulatorowymi limfocytami T CD4+CD25+ lub w skrócie Treg zostały po raz pierwszy 

opisane w 1995 roku jako populacja o ogromnym potencjale hamującym reakcje 

cytotoksyczne w układzie limfatycznym u myszy (Sakaguchi S 1995). Komórki Treg stanowią 

nie więcej niż kilka procent wśród limfocytów CD4+ we krwi obwodowej, śledzionie i 

węzłach chłonnych. Nieco większy odsetek komórek Treg występuje w szpiku kostnym (nawet 

około 30%) (Hoffmann P 2002). Początkowo opisywano je jako limfocyty wywodzące się z 

limfopoezy wewnątrzgrasiczej, gdzie mimo swoich właściwości autoreaktywnych nie są 

eliminowane (Itoh M 1999; Yamagiwa S 2001). Z grasicy wywędrowują tylko te, które mają 
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ograniczony potencjał proliferacyjny, rozpoznają, ale nie prezentują własnych antygenów 

oraz mają duże zdolności do recyrkulacji. Dzięki tym właściwościom komórki Treg 

uzupełniają w obwodowych narządach limfatycznych procesy selekcji pozytywnej i 

negatywnej zachodzące w grasicy. Tworzą główny mechanizm wzmacniający tolerancję 

immunologiczną w systemie odporności swoistej wśród limfocytów, które są 

immunokompetentne i nabyły już zdolność do rozpoznawania antygenu. Obecnie widomo, że 

są to tzw. naturalne komórki Treg (Schwartz RH 2005).  

Obok naturalnych komórek Treg ważną rolę odgrywają tzw. indukowane Treg. Jest to 

niewielka pula komórek T CD4+ przekształcająca się z dojrzałych limfocytów T w komórki 

Treg w trakcie odpowiedzi pod wpływem kooperacji z komórkami prezentującymi antygen 

(APC) w obwodowych narządach limfatycznych (Karim M 2004). Istotną cechą tych 

komórek jest fakt posiadania przez nie swoistości w stosunku do antygenu, który je 

wyidukował, co nie jest tak oczywiste w przypadku puli naturalnych komórek Treg 

generowanych w grasicy (Gavin M 2003; Bluestone JA 2005; Suffia IJ 2006). Swoistość w 

stosunku do ściśle określonego antygenu jest przyczyną, dla której indukowane komórki Treg 

są ostatnio intensywnie badane pod kątem ewentualnej terapii w chorobach 

autoimmunologicznych i przeszczepach allogenicznych. Do tej pory odkryto co najmniej 

kilka różnych populacji indukowanych komórek Treg (Suciu-Foca N 2003). 

Działanie komórek regulatorowych opiera się na kilku pozornych paradoksach. 

Pomimo fenotypu pobudzonych limfocytów, komórki Treg są wysoce anergiczne. Wymagają 

pobudzenia, aby rozpocząć proces supresji odpowiedzi immunologicznej. Pomimo posiadania 

receptorów podobnych lub takich samych jak komórki efektorowe, hamują one silnie reakcje 

odpornościowe. Jednym z ostatnich odkryć dotyczących biologii komórek Treg jest 

identyfikacja czynnika transkrypcyjnego FOXP3, który jest obecnie uznawany za najbardziej 

specyficzny marker komórek Treg (Fontenot JD 2005). Mimo to, wciąż �złotym standardem� 

w ocenie komórek regulatorowych pozostają testy funkcjonalne, w których konieczne jest 

wykazanie supresji proliferacji lub funkcji komórek efektorowych, aby ze 100% pewnością 

można było powiedzieć, że badane komórki można zaliczyć do komórek Treg (Wood KJ 

2003). We krwi obwodowej i tkankach, dzięki silnym właściwościom supresorowym, 

komórki Treg sprawują kontrolę nad reakcjami immunologicznymi w trakcie pobudzenia 

układu odpornościowego. W miejscu reakcji zapalnej interferują z efektorowymi limfocytami 

T CD4+CD25- oraz CD8+, hamując ich aktywność (Piccirillo CA 2001). Dopiero niedawno 

opisano możliwość regulacji przez komórki Treg odpowiedzi cytotoksycznych limfocytów T 
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CD8+ (CTL) oraz NK na alloantygeny ((Piccirillo CA 2001; Trzonkowski P 2004). Dzięki 

temu nie dochodzi do nadmiernego uszkodzenia tkanek gospodarza i uwalniania z nich 

autoantygenów, mogących doprowadzić do wykształcenia patologicznych klonów 

autoreaktywnych, które uszkadzałyby własne tkanki (Sakaguchi S 1995; Sakaguchi S 2000). 

Wzajemny kontakt Treg z innymi limfocytami znacznie zmniejsza zdolność tych ostatnich do 

proliferacji i różnicowania się do komórek efektorowych i pamięci (Salomon B 2000; 

Piccirillo CA 2001). Z kolei komórki Treg po pobudzeniu antygenem proliferują w małym 

stopniu i są najprawdopodobniej terminalnie zróżnicowane, aczkolwiek ich podatność na 

apoptozę pozostaje dyskusyjna (Taams LS 2001; Banz A 2002). Wydaje się jednak, że nie 

ulegają one delecji klonalnej w obwodowych narządach limfatycznych pełniąc stale, jako 

dojrzałe komórki, swoje funkcje regulatorowe (Papiernik M 1997). Dzięki szybkiej migracji 

do miejsc, w których doszło do procesu zapalnego i uszkodzenia tkanek gospodarza (o każdej 

etiologii: infekcyjnej, autoimmunologicznej, alergicznej, nowotworowej, etc.) odpowiedź 

immunologiczna nie rozwija się w sposób nadmierny (Sakaguchi S 1995). Konsekwencją 

tego jest ograniczanie istniejącego stanu zapalnego. Nie dochodzi więc do uszkodzenia tkanek 

na drodze autoagresji. Ten mechanizm hamowania jest zależny od wzajemnego kontaktu Treg 

z innymi komórkami oraz wydzielanych cytokin. Podobne mechanizmy mają miejsce także 

podczas regulowania odpowiedzi w stosunku do alloantygenów po przeszczepie, co nosi 

nazwę indukcji tolerancji immunologicznej (Wood KJ 2003). Niemniej jednak reakcja nie ma 

wyłącznie charakteru lokalnego � komórki Treg migrują także do narządów limfatycznych 

drenujących okolicę procesu zapalnego i również w lokalnych węzłach i grudkach hamują 

rozpoznawanie auto- i alloantygenów na komórkach dendrytycznych (Iellem A 2001).  

Ważnym uściśleniem dotyczącym fenotypu komórek Treg jest fakt, iż nie wszystkie 

komórki o fenotypie CD4+CD25+, a jedynie ich mała grupa wykazująca wysoką ekspresję 

tego antygenu (CD4+CD25high) należy do komórek Treg (Baecher-Allan C 2001). Niezależnie 

od pochodzenia dojrzałe limfocyty Treg CD4+CD25+ nie wykazują ekspresji antygenu 

charakterystycznego dla komórek efektorowych, CD45RB (Annacker O 2000; Taams LS 

2001), natomiast posiadają w cytoplazmie komórek spoczynkowych, a na błonie komórkowej 

komórek aktywowanych receptor limfocytów aktywowanych CD152 (CTLA-4 � Cytotoxic T 

lymphocyte antygen - 4). Rola tego receptora jest bardzo ciekawa, ponieważ jest on związany 

z hamowaniem odpowiedzi immunologicznej w różny sposób, w zależności od komórki 

wykazującej jego ekspresję. CD152 jest obecny w małych ilościach w populacjach 

limfocytów efektorowych, a jego rola polega tam na hamowaniu praktycznie wszystkich 
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funkcji komórki po połączeniu receptora CD152 z receptorami z rodziny B7 obecnymi na 

komórkach APC. Efekt ten jest związany z hamowaniem szlaku sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej cząsteczki CD28, która jest odpowiednikiem CD152 o właściwościach 

aktywujących komórki efektorowe (Takahashi T 2000). Z drugiej strony, komórki Treg są 

aktywowane poprzez receptor CD152, aczkolwiek aktywacja ta sprowadza się do wywierania 

silnego efektu supresyjnego na sąsiednie komórki (Takahashi T 2000). Ekspresja CD152 na 

limfocytach Treg jest związana z ich kooperacją z komórkami APC, głównie komórkami 

dendrytycznymi (DC). Okazuje się, ze nawet mały odsetek komórek Treg obecny w naszym 

organizmie jest w stanie oddziaływać na odpowiedź immunologiczną w znaczący sposób ze 

względu na silne powinowactwo receptora CD152 do cząsteczek B7. Powinowactwo to jest 

około 20-krotnie wyższe od powinowactwa odpowiednika tego receptora na limfocytach 

efektorowych, receptora CD28 (Linsley PS 1992). Ważną konsekwencją interakcji komórek 

Treg z DC poprzez parę CD152-B7 jest indukcja ekspresji enzymu 2,3-dioksygenazy 

indoloaminy (IDO) w komórkach DC (Grohmann U 2003). IDO zmienia szlak metabolizmu 

tryptofanu na kinureninowy, co powoduje deficyt tego aminokwasu i znacząco przyczynia się 

do supresji odpowiedzi immunologicznej (Mellor AL 2004; Munn DH 2004). Wydaje się 

obecnie, że ten stosunkowo niedawno opisany mechanizm oddziaływania komórek Treg z DC 

będzie jedną z głównych osi badań nad tolerancją w ciągu najbliższych lat (Mellor AL 2004). 

Na uwagę zasługuje fakt, iż receptor CD152 występuje i najprawdopodobniej spełnia 

podobną rolę na supresorowych komórkach CD8+ opisywanych w dalszej części tej pracy 

(Miller SD 1995). 

Lista receptorów, których ekspresja jest postulowana w literaturze jako znacząca w 

działaniu komórek regulatorowych, stale się powiększa. Stosunkowo niedawno potwierdzono, 

że znajdujący się na błonie komórkowej indukowany glukokorykoidami receptor dla TNF 

(glucocorticoid Induced Tumour Necrosis Factor Receptor - GITR) najprawdopodobniej 

odgrywa rolę w hamowaniu funkcji komórek regulatorowych (Ji HB 2004). Wynika to z prac 

przeprowadzonych na modelach zwierzęcych gdzie nadekspresja GITR na komórkach Treg 

prowadziła do zaostrzenia chorób autoimmunologicznych (Patel M 2005). Niedawno odkryte 

różnice w aktywności komórek Treg w zależności od ekspresji receptora CD62L sugerują 

znaczenie cyrkulacji tych komórek poprzez obwodowe narządy limfatyczne, jako że selektyna 

CD62L jest jednym z najważniejszych receptorów pozwalających na taką cyrkulację (Fu S et 

al. 2004). Znaczenie w działaniu komórek Treg mają także izoformy CD44 (Firan M 2006), 
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CD27 (Koenen HJ 2005), CD103 (Suffia I 2005 ), ICAM-1 (Kohm AP 2003), a także wiele 

innych receptorów (BD Bioscience 2005).  

Ilość receptorów, która jest postulowana jako ważna dla funkcjonowania komórek Treg 

wyraźnie sugeruje, ze działanie tych komórek w głównej mierze zależy od kontaktów 

międzykomórkowych. Niemniej jednak, w aktywności immunosupresyjnej komórek Treg 

ważną rolę odgrywają także cytokiny. Otóż wykazano, że stymulacja przy pomocy 

interleukiny 10 (IL10) znacznie zwiększa supresorowe własności komórek Treg (Asseman C 

1999; Yamagiwa S 2001). Przynajmniej część tego efektu zależy od samych komórek Treg, 

ponieważ mają one zdolność do syntezy tej cytokiny (Yamagiwa S 2001). Mogą być one 

utożsamiane ze znanymi od kilku lat komórkami TH3 lub Tr1 (Kitani A 2000). Zalezne od 

IL10 komórki Tr1 jako pierwsze znalazły swoje miejsce w badaniach klinicznych na ludziach 

(Battaglia M 2006). Drugą ważną cytokiną o właściwościach immunosupresyjnych 

produkowaną przez komórki Treg jest transformujący czynnik wzrostu β (TGF-β) (Huang X 

2005). Niemniej jednak przynajmniej część efektów związanych z działaniem tej cytokiny 

wymaga oddziaływań międzykomórkowych poprzez CD152 (Zheng SG 2006) lub obecności 

błonowej formy tej cytokiny, co upodabnia ją funkcjonalnie do receptora powierzchniowego 

(Ghiringhelli F 2005). Podwyższona aktywność limfocytów Treg CD4+CD25+ ma również 

związek z gospodarką IL2. Cytokiny ta jest ważna dla generowania tych komórek, ale z 

drugiej strony komórki Treg potrafią działać w mechanizmie sprzężenia zwrotnego hamując 

produkcję IL2 przez komórki pomocnicze Th CD4+ (Piccirillo CA 2001; Hoffmann P 2004). 

Bez wątpienia deficyt IL2 skutkuje także zmniejszoną aktywnością cytotoksyczną limfocytów 

T CD3+CD8high+, ważnych efektorów odpowiedzi immunologicznej. Niemniej jednak także 

tutaj ważny jest kontakt między komórkami. Komórki Treg hamują IL2-zależną aktywność 

cytotoksyczną limfocytów T CD3+CD8high+, głównie w bezpośrednim kontakcie z nimi 

(Piccirillo CA 2001).  

 Aktywność komórek Treg koreluje z wystąpieniem wielu chorób. Wiadomo, że brak 

tych komórek u ludzi jest związany z ciężkim autoimmunologicznym zespołem IPEX (IPEX 

� Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome) (Bennett CL 

2001). Niski poziom komórek Treg koreluje np. z nietolerancją na antygeny pokarmowe oraz z 

rozwojem cukrzycy typu I i wielu innych chorób autoimmunologicznych (Kukreja A 2002; 

Karlsson MR 2004). Z drugiej strony, lokalna lub systemowa akumulacja tych komórek 

sprzyja supresji odpowiedzi immunologicznej i może doprowadzić do rozwoju przewlekłych 

infekcji i stanów zapalnych (Belkaid Y 2002; Miyara M 2006), a także do szybszego 
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przerzutowania w chorobach nowotworowych (Ghiringhelli F 2005; Chattopadhyay S 2006; 

Smyth MJ 2006). Znane z literatury dotychczasowe próby stosowania komórek Treg w 

eksperymentalnych modelach terapii adoptywnych u zwierząt również potwierdzają dużą 

użyteczność tych komórek. Pozbawienie materiału przeszczepowego komórek Treg znacznie 

zwiększało ciężkość i ryzyko wystąpienia choroby przeszczep przeciw gospodarzowi 

(GvHD), podczas gdy zwiększenie ich odsetka w podawanej puli obwodowych komórek 

macierzystych (PBSC) znacznie poprawiało wyniki profilaktyki i leczenia GvHD (Cohen JL 

2002; Taylor PA 2002). GvHD będzie prawdopodobnie pierwszą chorobą, w której sztucznie 

namnożone komórki Treg znajdą zastosowanie kliniczne � w tej chwili rozpoczyna się już 

pierwsza faza badania klinicznego z ich użyciem we Włoszech (Battaglia M 2006). W bardzo 

bliskiej perspektywie model ten zostanie też przeniesiony do leczenia cukrzycy typu I 

(Bluestone JA 2005) i indukcji tolerancji przeszczepów organów (Wood KJ 2003), a w 

dalszej perspektywie do leczenia ciężkich postaci innych chorób, u podłoża których leży 

autoagresja. Silne właściwości immunosupresyjne komórek Treg mogą mieć negatywny 

wpływ na zdrowie człowieka. Nadmiar tych komórek koreluje z progresją nowotworów i 

przewlekłymi infekcjami (Belkaid Y 2005; Ghiringhelli F 2005; Miyara M 2006; Smyth MJ 

2006). W naszych własnych badaniach stwierdziliśmy, że ilość tych komórek koreluje z 

brakiem odpowiedzi na szczepienie przeciw grypie (Trzonkowski P 2003).  

 

2. Limfocyty supresyjne T CD8+CD28- (Ts) 

Wkrótce po odkryciu komórek Treg okazało się, że także wśród limfocytów T CD8+ 

istnieje podobna grupa komórek regulatorowych, tzw. supresyjne limfocyty T CD8+CD28- 

(Ts), aczkolwiek ich supresorowa funkcja była bardzo długo dyskusyjna. Pierwszy mocny 

dowód na ich aktywną rolę w regulacji tolerancji immunologicznej został opublikowany przez 

zespół Suciu-Focca. Udowodnili oni, że komórki te są zdolne do silnego hamowania 

odpowiedzi na alloantygeny w ludzkim modelu in vitro, a także w zwierzęcym modelu in 

vivo (Jiang S 1998).  

Supresyjne możliwości limfocytów T o fenotypie CD8+CD28- są znane od dawna. 

Akumulacja komórek T CD8+CD28- u ludzi starszych została opisana po raz pierwszy na 

początku lat 90-tych XX wieku przez grupę Effros (Perillo NL 1993; Effros RB 1994). W 

ciągu kolejnej dekady komórki te zyskały opinię �biernych�, tzn. komórek zajmujących 

przestrzeń w układzie immunologicznym (immune space�) bez wyraźnej funkcji (Grubeck-
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Loebenstein B 1997; Franceschi C 1999). Charakteryzuje je długowieczność nazywana też 

replikacyjną starością (�replicative senescence�), tzn. limfocyty te są oporne na apoptozę, 

terminalne zróżnicowane i tracą zdolność do podziałów komórkowych (Spaulding C 1999; 

Effros RB 2000). Cechami, które przemawiają za ich regulatorową funkcją, są ich 

oligoklonalność oraz anergia w odpowiedzi na stymulację (Boucher N 1998; Iezzi G 1998; 

Myśliwska J 1999). Ich supresyjne właściwości w połączeniu z wyraźną akumulacją u osób 

starszych mogą być odpowiedzialne za osłabioną odporność w tym przedziale wiekowym 

(potwierdziły to także nasze prace) (Saurwein-Teissl M 2002; Trzonkowski P (b) 2003). 

Fenotyp komórek Ts w dużej mierze pokrywa się z opisywanymi powyżej komórkami 

Treg, a ich działanie jest powiązane z niektórymi subpopulacjami komórek Treg, głównie Tr1. 

Najpełniejszy fenotyp Komorek Ts to CD3+CD8+CD28-CD152+CD62L+FOXP3+. Ich 

bezpośredni mechanizm działania polega głównie na wpływie na komórki APC, które w 

kontakcie z Ts doprowadzają do wytworzenia tolerancji na określone antygeny przez komórki 

efektorowe (Scotto L 2004 ). Kontakt komórek Ts z APC powoduje na powierzchni tych 

ostatnich spadek ekspresji receptorów z rodziny B7 i CD40 - ważnych elementów synapsy 

immunologicznej (Li J 1999; Colovai AI 2000). Kluczową rolę w transformacji komórek 

APC w �tolerogenne komórki APC� w kontakcie z Ts miałoby odgrywać - wtórne do 

powyższych zmian w ekspresji receptorów - zwiększenie ekspresji 

immunoglobulinopodobnych transkryptów 3 i 4 [� Immunoglobulin-like transcript 3� i �4� 

(ILT3) i (ILT4)] w komórkach APC, głównie w subpopulacji komórek dendrytycznych 

(Chang CC 2002; Kim-Schulze S 2006). Powstałe w ten sposób �tolerogenne komórki APC� 

miałyby zdolność indukowania w limfocytach T CD4+ efektorowych fenotypu komórek 

regulatorowych Treg CD4+CD25+. Ten skomplikowany łańcuch interakcji 

międzykomórkowych, począwszy od komórek Ts, poprzez indukcję �tolerogennych komórek 

APC� do zmiany limfocytów T CD4+ efektorowych w komórki regulatorowe Treg 

CD4+CD25+ łączy w sobie kilka zjawisk, które były opisywane uprzednio w literaturze. 

Chodzi tu przede wszystkim o możliwość generowania komórek supresorowych poza grasicą 

(Suciu-Foca N 2003; Karim M 2004; Battaglia M 2006) oraz mechanizm �zakaźnej 

tolerancji� (�infectious tolerance�) polegający na możliwości �zainfekowania� komórki 

efektorowej właściwościami supresorowymi przez istniejącą już komórkę supresorową 

(Waldmann H 1998). Wielu autorów postuluje, iż centralną rolę w obu tych zjawiskach 

odgrywają właśnie komórki APC, głównie komórki dendrytyczne (DC) (Mellor AL 2004). 

Ostatnio wykazano, że zwiększony odsetek pewnych subpopulacji komórek DC, które w 
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modelach zwierzęcych były wiązane z tolerancją, występuje również u ludzi po 

przeszczepach. U biorców przeszczepu wątroby i jelita stwierdzono wysoki odsetek komórek 

DC z ekspresją ILT3 i ILT4 (Sindhi R 2005), natomiast u biorców wątroby (Mazariegos GV 

2003) lub nerki (Trzonkowski P 2005) stwierdzono wysokie odsetki plazmacytoidowych 

komórek DC. We wszystkich przypadkach wysoki odsetek tych komórek korelował z 

możliwością podawania zmniejszonej dawki leków immunosupresyjnych. Wydaje się wiec, 

że komórki Ts wymagają dla ukierunkowanego działania supresyjnego skomplikowanej sieci 

interakcji międzykomórkowych (Suciu-Foca N 2003). Gdy jakiekolwiek ogniwo w tym 

łańcuchu interakcji zawodzi, komórki te stają się niczym więcej jak tylko rozrosłymi klonami 

wypełniającymi przestrzeń immunologiczną (Ku CC 2001). Być może, utrzymywanie stałej 

ilości komórek układu immunologicznego w organizmie na drodze proliferacji 

homeostatycznej jest kolejną funkcją komórek Ts (Ku CC 2001; Trzonkowski P (b) 2003; 

Zhang H 2005). Wydaje się, że limfocyty T CD8+ po osiągnięciu określonej ilości podziałów 

komórkowych przestają się dzielić, różnicują się do fenotypu CD8+CD28- i zaczynają 

hamować podziały innych komórek utrzymując tym samym ilość limfocytów w organizmie 

na ściśle określonym poziomie (Wills MR 2002 ). Ważną rolę w tym procesie mogłaby 

spełniać nasilona sekrecja cytokin pozapalnych przez komórki Ts, głównie IFNγ i TNFα, 

które znane są z hamowania proliferacji na korzyść różnicowania limfocytów (Eylar EH 

2001). Także fakt, że komórki Ts bytują we wszystkich obwodowych narządach 

limfatycznych i rozwijają się na zasadzie limfopoezy zewnątrzgrasiczej mógłby ułatwiać im 

kontrolę nad proliferacją innych populacji w układzie immunologicznym (Azuma M 1993; 

Gorochov G 1994). 

 Niemniej jednak, wciąż zbyt mało wiemy o komórkach Ts. Śledzenie ich ekspansji 

przypomina nieco lekturę książki �Dr. Jeckyll and Mr. Hyde�. Okazuje się bowiem, że 

namnożone w warunkach leukopenii komórki CD8+CD28- tracą kompletnie swoje supresyjne 

właściwości i stają się silnym induktorem odpowiedzi immunologicznej. O ich sile może 

świadczyć fakt, że potrafią indukować reakcję odrzucenia przeszczepu znacznie silniej aniżeli 

powstające w warunkach normopenii limfocyty alloreaktywne (Wu Z 2004).  

 

Poniższy zbiór sześciu prac oryginalnych stanowi próbę opisu niektórych funkcji 
komórek regulatorowych oraz ich roli w fizjologii i patologii człowieka. 
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CELE PRACY 
! Opis mechanizmu immunosupresyjnego wpływu regulatorowych limfocytów T 

CD4+CD25+ (Treg) na aktywność cytotoksyczną ludzkich limfocytów pochodzących od 

zdrowych dawców oraz pacjentów z GvHD. 

! Określenie związku miedzy ilością komórek Treg w organizmie a stanem komórkowej 

odpowiedzi immunologicznej (populacje cytotoksyczne) � korelacja ze stanem zdrowia. 

! Wyjaśnienie wpływu związanego z wiekiem niedoboru IL2 na ekspresję 

immunosupresyjnego receptora CD152 na supresorowych limfocytach T CD8+CD28- 

(Ts). 

! Możliwości modulacji ilości regulatorowych komórek w warunkach klinicznych:  

#  komórek Treg u pacjentów po przeszczepie obwodowych komórek macierzystych 

(PBSC) z powodu rozrostowych chorób krwi  

# komórek Ts u pacjentów hemodializowanych z powodu przewlekłej niewydolności 

nerek w trakcie leczenia ludzką rekombinowaną erytropoetyną (Rh-Epo),  
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WYNIKI 
 

1. Regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+ (Treg) w patogenezie choroby Przeszczep 

przeciw Gospodarzowi (Med Oncol. 2004;21(1):81-94) 

W roku 2002 zakończyliśmy badanie nad rolą komórek Treg w patogenezie choroby 

Przeszczep przeciw Gospodarzowi (GvHD) u pacjentów po przeszczepie obwodowych 

komórek macierzystych (PBSC) z powodu rozrostowych chorób krwi. Okazało się, że biorcy, 

którzy otrzymali mało komórek Treg w materiale przeszczepowym rozwijali ostrą formę 

GvHD, podczas gdy infuzja większej ilości tych komórek chroniła przed chorobą. Co więcej, 

już liczba komórek Treg we krwi obwodowej dawcy korelowała z ryzykiem rozwoju ostrej 

formy GvHD u biorcy. W badaniu tym zainteresowała nas także korelacja między wysoką 

aktywnością komórek Treg, a niską aktywnością cytotoksyczną komórek NK biorców. 

Wydawało się, że wysoki poziom komórek Treg korelował z niską aktywnością NK tylko 

wtedy, gdy jednocześnie notowaliśmy niskie poziomy IL2. Świadczyłoby to o zależności, w 

której komórki Treg obniżałyby ilość IL2 niezbędną do stymulacji komórek NK. 

Konsekwencją hamowania sekrecji IL2 była niska aktywność NK oraz ochrona przed GvHD. 

Zależność tę zbadaliśmy dokładniej w modelu in vitro z wykorzystaniem limfocytów 

zdrowych ochotników w kolejnej pracy. 

 

2. Hamowanie aktywności cytotoksycznej przez ludzkie regulatorowe limfocyty T 

CD4+CD25+ (Treg) (Clin Immunol. 2004;112(3):258-67) 

W celu potwierdzenia naszych obserwacji dotyczących roli ludzkich komórek Treg w 

GvHD stworzyliśmy model in vitro, w którym wykazaliśmy, iż komórki te hamują aktywność 

cytotoksyczną limfocytów T CD8+ oraz komórek NK od zdrowych dawców. W modelu tym 

udało się nam ustalić, iż główny mechanizm, który jest odpowiedzialny za tą immunosupresję 

to bezpośrednie oddziaływania międzykomórkowe. Drugoplanową rolę mógł też odgrywać 

fakt, iż komórki Treg nie produkowały IL2, a także hamowały jej sekrecję przez komórki 

pomocnicze Th. O ile wpływ komórek Treg na limfocyty T CD8+ był już wcześniej 

podejrzewany (Piccirillo CA 2001), to ich supresyjne działanie na komórki NK zostało 

opisane po raz pierwszy w naszej pracy.  Niestety, było to też powodem dużego opóźnienia w 

publikacji wyników ze względu na duże niedowierzanie recenzentów i częste negatywne 

recenzje naszej pracy. Słuszność naszej koncepcji została niedawno potwierdzona przez 
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francuską grupę badaczy cytujących naszą pracę. Uzyskali oni podobne wyniki analizując 

odporność w chorobach onkologicznych (Ghiringhelli F 2005). Także inni autorzy znaleźli 

podobną korelację (Chattopadhyay S 2006; Smyth MJ 2006). 

 

3. Akumulacja ludzkich regulatorowych limfocytów T CD4+CD25+ (Treg) jako element 

ryzyka dla zdrowia (Clin Immunol. 2006; 119(3):307-316) 

W kolejnej pracy prześledziliśmy, jaki wpływ na zdrowie może mieć akumulacja 

komórek Treg w organizmie. Przeanalizowaliśmy grupę młodych i seniorów pod kątem stanu 

zdrowia i ilości komórek Treg. Stwierdziliśmy korelację między wzrastającą ilością tych 

komórek we krwi obwodowej i pogarszającym się stanem zdrowia. Dodatkowo, 

stwierdziliśmy upośledzenie procesu apoptozy komórek Treg u osób z zaburzeniami 

zdrowotnymi, szczególnie u osób starszych, co dodatkowo sprzyjało akumulacji komórek 

Treg. Konsekwencją podwyższonej ilości komórek Treg była osłabiona odpowiedź komórkowa 

u osób charakteryzujących się złym stanem zdrowia, zarówno w zakresie odporności swoistej 

mediowanej przez limfocyty T CD8+, jak i odporności wrodzonej mediowanej przez komórki 

NK. Dodatkowo stwierdziliśmy, że wysoki poziom komórek Treg korelował z obniżoną 

produkcją IL2 przez limfocyty T CD4+ efektorowe. Dwa efekty � niska aktywność komórek 

NK i niskie poziomy IL2 są powszechnie znanymi zjawiskami towarzyszącymi 

pogarszającemu się stanowi zdrowia u osób w wieku podeszłym, które jak dotąd nie były 

zadowalająco wyjaśnione. Stąd, odkrycie iż akumulacja komórek Treg może być jedną z 

ważnych przyczyn tego stanu rzeczy wydaje się ważnym poszerzeniem wiedzy na ten temat.  

 

4. Regulacja aktywności supresorowych limfocytów T CD8+CD28- (Ts) (Mech Ageing 

Dev. 2002;123(9):1283-9) 

Jak wspomniano we wstępie, supresyjne właściwości limfocytów T CD8+ sugerowały 

już prace Effros, natomiast potwierdziła to dopiero Succiu-Focca. Niemniej jednak, już 

wcześniej prace grupy Blustone�a sugerowały, iż manipulacja niektórymi receptorami 

limfocytów T CD8+ może doprowadzić do wyidukowania tolerancji immunologicznej (Miller 

SD 1995). Grupa ta opisała możliwość indukcji tolerancji immunologicznej poprzez 

modulowanie interakcji stymulującego receptora CD28 lub przeciwstawnie do niego 

działającego supresyjnego CTLA-4 (CD152) z receptorami z rodziny B7 w obrębie synapsy 

immunologicznej (Miller SD 1995). Od dawna wiadomo, że jednym z głównych zadań tych 
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receptorów jest regulacja sekrecji IL2, jednej z najważniejszych cytokin w układzie 

immunologicznym. Okazuje się, że IL2 jest także ważna w procesach regulacji i supresji 

odpowiedzi immunologicznej (Boden E 2003; Maloy KJ 2005). W naszym badaniu 

analizowaliśmy wpływ związanego z wiekiem niedoboru IL2 na ekspresję receptorów CD28 i 

CD152 na komórkach Ts. Jak wcześniej wspomniano, zjawisko spadku produkcji IL2 wraz z 

wiekiem jest powszechnie znane w gerontologii. Potwierdziliśmy, iż odsetek komórek Ts we 

krwi obwodowej rośnie wraz z wiekiem oraz że komórki te tracą wtedy również ekspresję 

CD152. W części in vitro wspomnianej pracy wykazaliśmy, iż spadek ekspresji CD28 jest 

niezależny od wpływu IL2, podczas gdy ekspresja receptora CD152 na powierzchni 

limfocytów może być stymulowana poprzez zwiększenie poziomu egzogennej IL2. W 

konkluzji pracy zawarliśmy hipotezę, iż supresja mediowana przez komórki Ts jest 

regulowana poprzez IL2, której poziom zwiększa się podczas odpowiedzi immunologicznej. 

Pobudza to ekspresję supresyjnego CD152 na Ts i nie dopuszcza do nadmiernego rozwoju 

odpowiedzi chroniąc organizm przed możliwymi zjawiskami z autoagresji. Mechanizm ten w 

wieku podeszłym może zawodzić ze względu na niską produkcję IL2.  

Wprawdzie praca nad komórkami Ts wykonywana była niezależnie od opisanych 

wyżej badań nad komórkami Treg, to należy podkreślić, iż IL2 może być przykładem 

powiązań w układzie immunologicznym. Wysoki poziom komórek Treg opisany powyżej 

może zmniejszać ilość dostępnej IL2, a tym samym ograniczać aktywność innej populacji 

regulatorowej, a mianowicie komórek Ts. 

 

5. Rola terapii rekombinowaną ludzką erytropoetyną na aktywność i poziom 

supresorowych limfocytów T CD8+CD28- (Ts) (Nephrol Dial Transplant. 2002;  

17(6):1070-80; Nephrol Dial Transplant. 2005; 20(2):367-76) 

W kolejnych dwóch pracach prześledziliśmy poziom komórek Ts u chorych 

hemodializowanych z powodu przewlekłej niewydolności nerek. Zespół ten został 

wykorzystany, jako że zaburzenia odporności są tu w dużej mierze wywołane aktywnością 

prozapalną stymulowaną procesem hemodializy. Do pewnego stopnia odpowiada to 

podwyższonej aktywności prozapanej odpowiedzialnej za obniżoną odporność w wieku 

podeszłym. Z drugiej strony, u chorych z tym zespołem, którzy otrzymywali erytropoetynę 

obserwowaliśmy w poprzednich badaniach bardzo szybką poprawę w zakresie wykładników 

odporności immunologicznej (Bryl E 1999). W badaniach wstępnych ustaliliśmy, iż poziom 
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komórek Ts u tych pacjentów jest wyjątkowo wysoki. Następnie w trakcie trzech 

niezależnych badań prospektywnych, z których każde trwało około jednego roku, 

wykazaliśmy, iż podanie rekombinowanej ludzkiej erytropoetyny (Rh-Epo) powodowało 

spadek odsetka komórek Ts u tych pacjentów. Korelowało to z poprawą badanych 

wykładników odpowiedzi immunologicznej, głównie spadkiem poziomu cytokin 

prozapalnych (IL6, TNFα) oraz immunosupresyjnych (IL10). Ustaliliśmy także, że spadek 

odsetka komórek Ts u osób leczonych Rh-Epo jest nie tylko efektem odnowy układu 

immunologicznego, ale także efektem apoptozy tych komórek mediowanej poprzez receptory 

dla TNFα. Co ciekawe, Rh-Epo podana do hodowli in vitro nie była w stanie indukować 

apoptozy, co wskazuje na bardziej skomplikowany szlak regulacji ilości komórek Ts in vivo u 

badanych pacjentów. 
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WNIOSKI 
! Regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+ (Treg) wywierają efekt supresyjny na 

cytotoksyczne limfocyty T CD8+ oraz komórki NK poprzez bezpośrednie oddziaływania 

międzykomórkowe. 

! Ilość komórek Treg we krwi obwodowej pozostaje w związku z wiekiem i stanem zdrowia. 

Osoby cierpiące z powodu przewlekłych chorób, szczególnie osoby starsze, 

charakteryzuje akumulacja komórek Treg, co koreluje to z osłabioną odpowiedzią 

komórkową i niskimi poziomami IL2. 

! Możliwy jest wpływ na stan zdrowia poprzez manipulację ilością komórek Treg. Ich ilość 

we krwi obwodowej dawcy, a także ich ilość przetoczona biorcy korelują z wolnym od 

ostrej formy GvHD przebiegiem leczenia u pacjentów po przeszczepie PBSC. 

! Ilość supresorowych limfocytów T CD8+CD28- (Ts) we krwi obwodowej wzrasta z 

wiekiem. 

! Ekspresja ważnego funkcjonalnie supresyjnego receptora CD152 na komórkach Ts jest 

zależna od IL2 i zmienia się wraz z wiekiem w zależności od poziomu tej cytokiny. 

! Ilość komórek Ts może być regulowana. U pacjentów hemodializowanych z powodu 

przewlekłej niewydolności nerek podawanie Rh-Epo powoduje spadek ilości komórek Ts i 

jest to zależne od indukowania ich apoptozy na szlaku zależnym od receptorów dla TNFα. 

 
 
 
 

Ogromny postęp w pracach nad komórkami regulatorowymi pozwolił na ustalenie ich roli 

w prawidłowej odpowiedzi immunologicznej, a także w zaburzeniach tej odpowiedzi. Brak 

lub nadmiar tych komórek może doprowadzić do wystąpienia cytowanych we wstępie 

przewlekłych chorób o podłożu infekcyjnym, autoimmunologicznym oraz nowotworów. 

Również prace będące kanwą niniejszej rozprawy dowodzą istotnej roli tych komórek. W 

sposób oczywisty w trakcie badań nad tymi komórkami pojawiła się idea wykorzystania ich w 

terapiach adoptywnych. Uwaga naukowców kieruje się przede wszystkim ku komórkom Treg. 

Podstawową przeszkodą jest bardzo mała ilość tych komórek w organizmie. Wydaje się, że 

przeszkoda ta została przynajmniej częściowo przezwyciężona dzięki możliwościom 

ekspansji tych komórek in vitro. Dobre wyniki osiągane są poprzez ich preinkubację z 

allogenicznymi splenocytami lub/i podanie do hodowli średnich lub dużych dawek IL-2 
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(Cohen JL 2002). Najbardziej obiecująca jest stymulacja izolowanych komórek przy pomocy 

kulek (�beads�) opłaszczonych przeciwciałami przeciw cząstkom kostymulatorowym � 

głównie antyCD3 i/lubantyCD28 w obecności dużych dawek IL2 (Godfrey WR 2004; 

Hoffmann P 2004). Możliwe jest także hodowanie tych komórek na płytkach opłaszczonych 

tymi przeciwciałami (Trzonkowski � obserwacja własna). Podejście takie zwiększa ilość tych 

komórek od kilku do kilkunastu tysięcy razy w ciągu dwóch-trzech tygodni. Takie protokoły 

mają jednak jedną zasadniczą wadę, a mianowicie brak specyficzności namnożonych 

komórek do określonego antygenu lub wręcz haplotypu w przypadku przeszczepów 

allogenicznych. Opisane są już pierwsze próby hodowli i namnażania komórek Treg 

regulujących odpowiedź jedynie przeciw ściśle określonym antygenom. Jest to osiągane 

poprzez ich stymulację naturalnymi lub sztucznie produkowanymi komórkami APC, które 

wcześniej są �ładowane� tymże antygenem (Tarbell KV 2004). Należy podkreślić, że 

konieczność tej specyficzności nie jest definitywnie potwierdzona. Dzieje się tak ze względu 

na zjawisko biernej regulacji (�bystander regulation�), która pozwala komórkom Treg 

hamować reakcje odpornościowe wobec antygenów innych niż wnikałoby to z ich 

specyficzności (Karim M 2005). Z drugiej strony istnieją prace sugerujące, iż selekcja 

klonów, które są specyficzne wobec ściśle określonych antygenów daje im przewagę nad 

heterogenną populacją rozmnożoną poprzez niespecyficzną stymulację kombinacją 

przeciwciał i IL2 (Masteller EL 2006 ; Trenado A 2006 ). Pierwsze próby podawania różnych 

populacji komórek Treg w GvHD i chorobach autoimmunologicznych u człowieka są już 

podejmowane, aczkolwiek nie dały one jeszcze żadnych wyników (Battaglia M 2006). 

Czerpiąc z doświadczeń wynikających z prezentowanych prac autor niniejszego 

opracowania rozpoczął pracę nad ekspansją komórek Treg, które w przypadku sukcesu 

będziemy chcieli podawać jako rodzaj immunoterapii adoptywnej u dzieci-biorców szpiku lub 

po przeszczepie komórek macierzystych z ciężką postacią ostrej i/lub przewlekłej GvHD, 

która nie poddaje się dotychczas stosowanemu farmakologicznemu leczeniu 

immunosupresyjnemu. Jest to temat rozpoczętego właśnie grantu badawczego przyznanego 

autorowi niniejszej rozprawy przez Ministerstwo Nauki i Informatyzacji (Trzonkowski P 

2006).  
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