Wybrane mechanizmy dziatania
ludzkich komoérek regulatorowych i
mozliwosci ich modulacji

Rozprawa na stopien doktora habilitowanego nauk medycznych

Dr med. Piotr Trzonkowski
Katedra Histologii 1 Immunologii
Akademia Medyczna w Gdansku

GDANSK 2006



Wybrane mechanizmy dziatania ludzkich komoérek
regulatorowych i mozliwosci ich modulaciji

Rozprawa na stopien doktora habilitowanego nauk medycznych

Dr med. Piotr Trzonkowski
Katedra Histologii i Immunologii
Akademia Medyczna w Gdansku

IWSSTEP ......cooovieeeeeteeteeeeeeteeteeeeteeteee ettt et et eeseesesseseasenseseesensessesensesseseesensassesensensanes 1|
1. Limfocyty regulatorowe T CD4 CD25 " (Tree) «eeereereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeerereeeeaernn. 1
D. Limfocyty supresyjne T CD8 CD28™ (Tq)..uvuvueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerereranen 6
CELE PRACY ... eneeeneeeneeaeneeeneeeenseennsenneeenneenneean 9
WY INIK L. ...ttt et e e e eenseenseeesseensseesseensseseeennas 10
[l. Regulatorowe limfocyty T CD4 CD25" (T,,) W patogenezie choroby Przeszczep |
przeciw Gospodarzowi (Med Oncol. 2004;21(1):81-94) .......coveveeeeeeeeeeeeeeen... 10|
P. Hamowanie aktywnosci cytotoksycznej przez ludzkie regulatorowe limfocyty T |
CD4-+CD25+ (T,ee) (Clin Immunol. 2004;112(3):258-67) c..ccooveveereeereeeeann.... 10|
B. Akumulacja ludzkich regulatorowych limfocytow T CD4 CD25" (Tree) Jako |
element ryzyka dla zdrowia (Clin Immunol. 2006; 119(3):307-316) ......................... 11]
K. Regulacja aktywnosci supresorowych limfocytow T CD8 CD28 (T) (Mech |
Ageing Dev. 2002;123(9):1283-9) ..o 11]

B. Rola terapii rekombinowana ludzka erytropoetyna na aktywno$¢é i poziom |
kupresorowych limfocytow T CD8 CD28 (T.) (Nephrol Dial Transplant. |

R002;17(6):1070-80; Nephrol Dial Transplant. 2005;20(2):367-76).......................... 12]
IWINTOSKIL ..ttt et ettt esteettesteentesaeesseensesntenteas 14
VAL ACZONE PRACE ..ottt teteeneeseeeneesneeseeenseas 16
BIBLIOGRAFTA ...ttt sttt et st et si e st e et e esteshtesbesstesbtesbeeneesbeesbeenbesnrenneas 17

Lista czgsto uzywanych skrotow: APC — komorki prezentujace antygen, DC — komorki dendrytyczne; GvHD —
Choroba Przeszczep przeciw Gospodarzowi; IFN — interferon, IL- interleukina; PBSC — komorki macierzyste
krwi obwodowej; Rh-Epo — rekombinowana ludzka erytropoetyna; TNF — czynnik martwicy guza; Ty, —
regulatorowe limfocyty T CD4'CD25"; T, — supresorowe limfocyty T CD8 CD28’;



WSTEP

Tolerancja immunologiczna moze by¢ zdefiniowana jako brak odpowiedzi uktadu
immunologicznego na $cisle zdefiniowany antygen badz antygeny bez potrzeby stosowania
lekéw immunosupresyjnych (Wood KJ 2003). Modele zwierzece, w ktorych udalo sig
wyidukowa¢ stan immunosupresji znane sa od lat pigcdziesiatych XX wieku (Owen RD 1945;
Billingham RE 1953). W latach siedemdziesiatych i osiemdziesiatych udowodniono, ze za
indukcje tolerancji immunologicznej odpowiadaja limfocyty T, ktére zostaly nazwane
limfocytami regulatorowymi (Gershon RK 1970; Gershon RK 1971; Fujimoto S 1975; North
RJ 1984). W 1995 roku opisano po raz pierwszy fenotyp regulatorowych limfocytow T jako
CD4'CD25" (Treg) (Sakaguchi S 1995). Wkrotce okazato sig, ze takze wsrod limfocytow T
CDS" istnieje podobna grupa komorek regulatorowych, tzw. supresyjne limfocyty T
CD8'CD28- (T,) (Jiang S 1998). Swiadomo$é istnienia tych komérek oraz mozliwo$é ich
iloS§ciowej oceny pozwolity rzuci¢ znacznie wigcej Swiatta na mechanizmy lezace u podstaw
kontroli odpowiedzi immunologicznej 1 jej zmian w przebiegu ontogenezy czlowieka.
Ogromny potencjal immunosupresyjny tych dwoch populacji limfocytow wzbudzit duze
zainteresowanie  jako  potencjalne = narzedzie terapeutyczne ~ w  chorobach
autoimmunologicznych oraz w indukcji tolerancji immunologicznej po przeszczepach

allogenicznych.

1. Limfocyty regulatorowe T CD4"CD25" (T )

W toku intensywnych badan trwajacych przez ostatnie lata ustalono, ze limfocyty
pelniace funkcje regulacyjne posiadaja fenotyp: CD3'CD4"CD25"#"CD152"CD45RB
FOXP3". Od dawna istnialy spekulacje, ze takie komorki istnieja, ale dopiero rozwdj
nowoczesnych technik biologii komorkowej umozliwit ich identyfikacje. Komoérki nazywane
regulatorowymi limfocytami T CD4CD25" lub w skrécie Ty zostaly po raz pierwszy
opisane w 1995 roku jako populacja o ogromnym potencjale hamujacym reakcje
cytotoksyczne w uktadzie limfatycznym u myszy (Sakaguchi S 1995). Komorki Ty, stanowia
nie wigcej niz kilka procent wérod limfocytow CD4" we krwi obwodowej, $ledzionie i
weztach chlonnych. Nieco wigkszy odsetek komorek T, wystepuje w szpiku kostnym (nawet
okoto 30%) (Hoffmann P 2002). Poczatkowo opisywano je jako limfocyty wywodzace si¢ z
limfopoezy wewnatrzgrasiczej, gdzie mimo swoich wlasciwosci autoreaktywnych nie sa

eliminowane (Itoh M 1999; Yamagiwa S 2001). Z grasicy wywedrowuja tylko te, ktore maja



ograniczony potencjal proliferacyjny, rozpoznaja, ale nie prezentuja wiasnych antygenow
oraz maja duze zdolnosci do recyrkulacji. Dzigki tym wiasciwosciom komorki Tiee
uzupelniaja w obwodowych narzadach limfatycznych procesy selekcji pozytywnej i
negatywnej zachodzace w grasicy. Tworza glowny mechanizm wzmacniajacy tolerancjg
immunologiczna w systemie odpornosci swoistej wsrod limfocytow, ktore sa
immunokompetentne i nabyly juz zdolnos$¢ do rozpoznawania antygenu. Obecnie widomo, ze

sq to tzw. naturalne komorki Tree (Schwartz RH 2005).

Obok naturalnych komorek T, wazna rolg odgrywaja tzw. indukowane Ty,. Jest to
niewielka pula komoérek T CD4 " przeksztatcajaca si¢ z dojrzatych limfocytow T w komorki
Trg W trakcie odpowiedzi pod wptywem kooperacji z komoérkami prezentujacymi antygen
(APC) w obwodowych narzadach limfatycznych (Karim M 2004). Istotna cecha tych
komorek jest fakt posiadania przez nie swoistosci w stosunku do antygenu, ktory je
wyidukowat, co nie jest tak oczywiste w przypadku puli naturalnych komorek T,
generowanych w grasicy (Gavin M 2003; Bluestone JA 2005; Suffia IJ 2006). Swoisto§¢ w
stosunku do $cisle okreSlonego antygenu jest przyczyna, dla ktorej indukowane komorki Treg
sa ostatnio intensywnie badane pod katem ewentualnej terapii w chorobach
autoimmunologicznych 1 przeszczepach allogenicznych. Do tej pory odkryto co najmniej

kilka r6znych populacji indukowanych komoérek Ty, (Suciu-Foca N 2003).

Dziatanie komorek regulatorowych opiera si¢ na kilku pozornych paradoksach.
Pomimo fenotypu pobudzonych limfocytow, komorki Ty, sa wysoce anergiczne. Wymagaja
pobudzenia, aby rozpocza¢ proces supresji odpowiedzi immunologicznej. Pomimo posiadania
receptoréw podobnych lub takich samych jak komorki efektorowe, hamuja one silnie reakcje
odpornosciowe. Jednym z ostatnich odkry¢ dotyczacych biologii komorek T, jest
identyfikacja czynnika transkrypcyjnego FOXP3, ktory jest obecnie uznawany za najbardziej
specyficzny marker komorek Ty, (Fontenot JD 2005). Mimo to, wciaz ,,zlotym standardem”
w ocenie komorek regulatorowych pozostaja testy funkcjonalne, w ktorych konieczne jest
wykazanie supresji proliferacji lub funkcji komoérek efektorowych, aby ze 100% pewnos$cia
mozna byto powiedzie¢, ze badane komorki mozna zaliczy¢ do komorek T, (Wood KJ
2003). We krwi obwodowej 1 tkankach, dzigki silnym wtasciwosciom supresorowym,
komorki Ty, sprawuja kontrol¢ nad reakcjami immunologicznymi w trakcie pobudzenia
uktadu odporno$ciowego. W miejscu reakcji zapalnej interferuja z efektorowymi limfocytami
T CD4'CD25 oraz CDS8’, hamujac ich aktywno$¢ (Piccirillo CA 2001). Dopiero niedawno

opisano mozliwos¢ regulacji przez komorki Ty, odpowiedzi cytotoksycznych limfocytow T



CDS8" (CTL) oraz NK na alloantygeny ((Piccirillo CA 2001; Trzonkowski P 2004). Dzieki
temu nie dochodzi do nadmiernego uszkodzenia tkanek gospodarza i uwalniania z nich
autoantygenéw, mogacych doprowadzi¢ do wyksztalcenia patologicznych klondéw
autoreaktywnych, ktére uszkadzalyby wtasne tkanki (Sakaguchi S 1995; Sakaguchi S 2000).
Wzajemny kontakt T, z innymi limfocytami znacznie zmniejsza zdolno$¢ tych ostatnich do
proliferacji 1 roznicowania si¢ do komorek efektorowych i pamigei (Salomon B 2000;
Piccirillo CA 2001). Z kolei komorki T, po pobudzeniu antygenem proliferuja w matym
stopniu 1 sa najprawdopodobniej terminalnie zréznicowane, aczkolwiek ich podatno$¢ na
apoptoze pozostaje dyskusyjna (Taams LS 2001; Banz A 2002). Wydaje si¢ jednak, ze nie
ulegaja one delecji klonalnej w obwodowych narzadach limfatycznych petniac stale, jako
dojrzate komorki, swoje funkcje regulatorowe (Papiernik M 1997). Dzigki szybkiej migracji
do miejsc, w ktorych doszto do procesu zapalnego 1 uszkodzenia tkanek gospodarza (o kazde;j
etiologii: infekcyjnej, autoimmunologicznej, alergicznej, nowotworowej, etc.) odpowiedz
immunologiczna nie rozwija si¢ w sposob nadmierny (Sakaguchi S 1995). Konsekwencja
tego jest ograniczanie istniejacego stanu zapalnego. Nie dochodzi wigc do uszkodzenia tkanek
na drodze autoagresji. Ten mechanizm hamowania jest zalezny od wzajemnego kontaktu T,
z innymi komoérkami oraz wydzielanych cytokin. Podobne mechanizmy maja miejsce takze
podczas regulowania odpowiedzi w stosunku do alloantygendow po przeszczepie, co nosi
nazwg indukcji tolerancji immunologicznej (Wood KJ 2003). Niemniej jednak reakcja nie ma
wylacznie charakteru lokalnego — komorki Ty, migruja takze do narzadéw limfatycznych
drenujacych okolice procesu zapalnego i réwniez w lokalnych weztach 1 grudkach hamuja

rozpoznawanie auto- i alloantygen6w na komorkach dendrytycznych (Iellem A 2001).

Waznym usciS$leniem dotyczacym fenotypu komorek T, jest fakt, iz nie wszystkie
komorki o fenotypie CD4 CD25", a jedynie ich mata grupa wykazujaca wysoka ekspresje
tego antygenu (CD4+CD25high) nalezy do komorek T, (Baecher-Allan C 2001). Niezaleznie
od pochodzenia dojrzate limfocyty T, CD4'CD25  nie wykazuja ekspresji antygenu
charakterystycznego dla komorek efektorowych, CD45RB (Annacker O 2000; Taams LS
2001), natomiast posiadaja w cytoplazmie komoérek spoczynkowych, a na btonie komorkowe;
komorek aktywowanych receptor limfocytéw aktywowanych CD152 (CTLA-4 — Cytotoxic T
lymphocyte antygen - 4). Rola tego receptora jest bardzo ciekawa, poniewaz jest on zwiazany
z hamowaniem odpowiedzi immunologicznej w roézny sposdb, w zaleznosci od komorki
wykazujacej jego ekspresje. CD152 jest obecny w matych ilosciach w populacjach

limfocytow efektorowych, a jego rola polega tam na hamowaniu praktycznie wszystkich



funkcji komorki po potaczeniu receptora CD152 z receptorami z rodziny B7 obecnymi na
komoérkach APC. Efekt ten jest zwiazany z hamowaniem szlaku sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej czasteczki CD28, ktora jest odpowiednikiem CD152 o wlasciwosciach
aktywujacych komorki efektorowe (Takahashi T 2000). Z drugiej strony, komorki Tr, sa
aktywowane poprzez receptor CD152, aczkolwiek aktywacja ta sprowadza si¢ do wywierania
silnego efektu supresyjnego na sasiednie komorki (Takahashi T 2000). Ekspresja CD152 na
limfocytach Ty, jest zwigzana z ich kooperacja z komoérkami APC, glownie komorkami
dendrytycznymi (DC). Okazuje sig, ze nawet maty odsetek komorek T, obecny w naszym
organizmie jest w stanie oddziatywa¢ na odpowiedz immunologiczna w znaczacy sposob ze
wzgledu na silne powinowactwo receptora CD152 do czasteczek B7. Powinowactwo to jest
okoto 20-krotnie wyzsze od powinowactwa odpowiednika tego receptora na limfocytach
efektorowych, receptora CD28 (Linsley PS 1992). Wazna konsekwencja interakcji komorek
T z DC poprzez parg CD152-B7 jest indukcja ekspresji enzymu 2,3-dioksygenazy
indoloaminy (IDO) w komdrkach DC (Grohmann U 2003). IDO zmienia szlak metabolizmu
tryptofanu na kinureninowy, co powoduje deficyt tego aminokwasu i znaczaco przyczynia si¢
do supresji odpowiedzi immunologicznej (Mellor AL 2004; Munn DH 2004). Wydaje si¢
obecnie, ze ten stosunkowo niedawno opisany mechanizm oddziatywania komorek Tre z DC
bedzie jedna z gtownych osi badan nad tolerancja w ciagu najblizszych lat (Mellor AL 2004).
Na uwage zastuguje fakt, iz receptor CD152 wystgpuje 1 najprawdopodobniej spelnia
podobna role na supresorowych komoérkach CD8" opisywanych w dalszej czesci tej pracy

(Miller SD 1995).

Lista receptoréw, ktorych ekspresja jest postulowana w literaturze jako znaczaca w
dziataniu komorek regulatorowych, stale si¢ powigksza. Stosunkowo niedawno potwierdzono,
ze znajdujacy si¢ na btonie komoérkowej indukowany glukokorykoidami receptor dla TNF
(glucocorticoid Induced Tumour Necrosis Factor Receptor - GITR) najprawdopodobniej
odgrywa rolg w hamowaniu funkcji komorek regulatorowych (Ji HB 2004). Wynika to z prac
przeprowadzonych na modelach zwierzecych gdzie nadekspresja GITR na komorkach Ty,
prowadzila do zaostrzenia choréb autoimmunologicznych (Patel M 2005). Niedawno odkryte
roznice w aktywnos$ci komorek Ty, w zaleznoSci od ekspresji receptora CD62L sugeruja
znaczenie cyrkulacji tych komorek poprzez obwodowe narzady limfatyczne, jako ze selektyna
CD62L jest jednym z najwazniejszych receptorow pozwalajacych na taka cyrkulacj¢ (Fu S et
al. 2004). Znaczenie w dziataniu komorek T, maja takze izoformy CD44 (Firan M 2006),



CD27 (Koenen HJ 2005), CD103 (Suffia I 2005 ), ICAM-1 (Kohm AP 2003), a takze wiele
innych receptorow (BD Bioscience 2005).

Ilos¢ receptorow, ktora jest postulowana jako wazna dla funkcjonowania komorek Tieg
wyraznie sugeruje, ze dzialanie tych komorek w gltownej mierze zalezy od kontaktow
mig¢dzykomorkowych. Niemniej jednak, w aktywnoS$ci immunosupresyjnej komorek T,
wazna role odgrywaja takze cytokiny. Otdéz wykazano, ze stymulacja przy pomocy
interleukiny 10 (IL10) znacznie zwigksza supresorowe wiasnosci komorek Ty, (Asseman C
1999; Yamagiwa S 2001). Przynajmniej czg$¢ tego efektu zalezy od samych komorek T,
poniewaz maja one zdolno$¢ do syntezy tej cytokiny (Yamagiwa S 2001). Moga by¢ one
utozsamiane ze znanymi od kilku lat komoérkami TH3 lub Trl (Kitani A 2000). Zalezne od
IL10 komorki Trl jako pierwsze znalazly swoje miejsce w badaniach klinicznych na ludziach
(Battaglia M 2006). Druga wazna cytoking o wlasciwo$ciach immunosupresyjnych
produkowana przez komorki Ty, jest transformujacy czynnik wzrostu 3 (TGF-f) (Huang X
2005). Niemniej jednak przynajmniej czgs¢ efektow zwiazanych z dzialaniem tej cytokiny
wymaga oddziatywan migedzykomorkowych poprzez CD152 (Zheng SG 2006) lub obecnosci
btonowej formy tej cytokiny, co upodabnia ja funkcjonalnie do receptora powierzchniowego
(Ghiringhelli F 2005). Podwyzszona aktywno$¢ limfocytéw Ty, CD4°CD25" ma réwniez
zwiazek z gospodarka IL2. Cytokiny ta jest wazna dla generowania tych komorek, ale z
drugiej strony komorki T potrafiag dziala¢ w mechanizmie sprz¢zenia zwrotnego hamujac
produkcje IL2 przez komérki pomocnicze Th CD4" (Piccirillo CA 2001; Hoffmann P 2004).
Bez watpienia deficyt IL2 skutkuje takze zmniejszona aktywnoscia cytotoksyczna limfocytow
T CD3'CDg"e™, waznych efektorow odpowiedzi immunologicznej. Niemniej jednak takze
tutaj wazny jest kontakt migdzy komoérkami. Komorki Ty, hamujq IL2-zalezng aktywno$¢
cytotoksyczna limfocytow T CD3'CD8"€" gtéwnie w bezposrednim kontakcie z nimi

(Piccirillo CA 2001).

Aktywnos¢ komorek Ty, koreluje z wystapieniem wielu chorob. Wiadomo, ze brak
tych komorek u ludzi jest zwiazany z cigzkim autoimmunologicznym zespotem IPEX (IPEX
— Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome) (Bennett CL
2001). Niski poziom komorek T, koreluje np. z nietolerancja na antygeny pokarmowe oraz z
rozwojem cukrzycy typu I 1 wielu innych choréb autoimmunologicznych (Kukreja A 2002;
Karlsson MR 2004). Z drugiej strony, lokalna lub systemowa akumulacja tych komorek
sprzyja supresji odpowiedzi immunologicznej i moze doprowadzi¢ do rozwoju przewlektych

infekcji 1 stanéw zapalnych (Belkaid Y 2002; Miyara M 2006), a takze do szybszego



przerzutowania w chorobach nowotworowych (Ghiringhelli F 2005; Chattopadhyay S 2006;
Smyth MJ 2006). Znane z literatury dotychczasowe proby stosowania komorek T, w
eksperymentalnych modelach terapii adoptywnych u zwierzat réwniez potwierdzaja duza
uzyteczno$¢ tych komorek. Pozbawienie materialu przeszczepowego komorek T, znacznie
zwigkszato cigezko$¢ 1 ryzyko wystapienia choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
(GvHD), podczas gdy zwigkszenie ich odsetka w podawanej puli obwodowych komorek
macierzystych (PBSC) znacznie poprawiato wyniki profilaktyki i leczenia GvHD (Cohen JL
2002; Taylor PA 2002). GvHD bedzie prawdopodobnie pierwsza choroba, w ktorej sztucznie
namnozone komorki Ty, znajda zastosowanie kliniczne — w tej chwili rozpoczyna sig¢ juz
pierwsza faza badania klinicznego z ich uzyciem we Wtoszech (Battaglia M 2006). W bardzo
bliskiej perspektywie model ten zostanie tez przeniesiony do leczenia cukrzycy typu I
(Bluestone JA 2005) i indukcji tolerancji przeszczepow organdéw (Wood KJ 2003), a w
dalszej perspektywie do leczenia cigzkich postaci innych chorob, u podtoza ktérych lezy
autoagresja. Silne wlasciwosci immunosupresyjne komorek T, moga mie¢ negatywny
wplyw na zdrowie cztowieka. Nadmiar tych komorek koreluje z progresja nowotwordw i
przewlektymi infekcjami (Belkaid Y 2005; Ghiringhelli F 2005; Miyara M 2006; Smyth MJ
2006). W naszych wilasnych badaniach stwierdzilismy, ze ilo$¢ tych komoérek koreluje z

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

2. Limfocyty supresyjne T CD8 'CD28 (T)

Wkroétce po odkryciu komorek Ty, okazato sig, ze takze wsrod limfocytow T CDS8"
istnieje podobna grupa komérek regulatorowych, tzw. supresyjne limfocyty T CD8 CD28
(Ts), aczkolwiek ich supresorowa funkcja byta bardzo dtugo dyskusyjna. Pierwszy mocny
dowdd na ich aktywna rolg w regulacji tolerancji immunologicznej zostat opublikowany przez
zespot Suciu-Focca. Udowodnili oni, ze komorki te sa zdolne do silnego hamowania
odpowiedzi na alloantygeny w ludzkim modelu in vitro, a takze w zwierzegcym modelu in

vivo (Jiang S 1998).

Supresyjne mozliwosci limfocytéw T o fenotypie CD8'CD28™ sa znane od dawna.
Akumulacja komérek T CD8'CD28" u ludzi starszych zostata opisana po raz pierwszy na
poczatku lat 90-tych XX wieku przez grupe Effros (Perillo NL 1993; Effros RB 1994). W
ciagu kolejnej dekady komorki te zyskaty opinie ,biernych”, tzn. komorek zajmujacych

przestrzen w ukladzie immunologicznym (immune space”) bez wyraznej funkcji (Grubeck-



Loebenstein B 1997; Franceschi C 1999). Charakteryzuje je dtugowieczno$¢ nazywana tez
replikacyjna staro$cia (,replicative senescence”), tzn. limfocyty te sa oporne na apoptoze,
terminalne zrdéznicowane i traca zdolno$¢ do podziatow komoérkowych (Spaulding C 1999;
Effros RB 2000). Cechami, ktére przemawiaja za ich regulatorowa funkcja, sa ich
oligoklonalno$¢ oraz anergia w odpowiedzi na stymulacje (Boucher N 1998; Iezzi G 1998;
Mysliwska J 1999). Ich supresyjne wlasciwosci w polaczeniu z wyrazna akumulacja u osob
starszych moga by¢ odpowiedzialne za ostabiona odporno$¢ w tym przedziale wiekowym

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

Fenotyp komorek Ty w duzej mierze pokrywa si¢ z opisywanymi powyzej komodrkami
Treg, @ ich dziatanie jest powigzane z niektorymi subpopulacjami komorek Tieg, gtéwnie Trl.
Najpetniejszy fenotyp Komorek T to CD3'CD8 CD28CDI152"CD62L'FOXP3". Ich
bezposredni mechanizm dziatania polega gléwnie na wpltywie na komorki APC, ktore w
kontakcie z Ty doprowadzaja do wytworzenia tolerancji na okreslone antygeny przez komorki
efektorowe (Scotto L 2004 ). Kontakt komorek Ty, z APC powoduje na powierzchni tych
ostatnich spadek ekspresji receptoréw z rodziny B7 i CD40 - waznych elementow synapsy
immunologicznej (Li J 1999; Colovai Al 2000). Kluczowa role w transformacji komorek
APC w ,tolerogenne komorki APC” w kontakcie z Tg mialoby odgrywaé - wtérne do
powyzszych zmian w ekspresji receptorow - zwigkszenie ekspresji
immunoglobulinopodobnych transkryptow 3 i1 4 [ Immunoglobulin-like transcript 3” 1 “4”
(ILT3) 1 (ILT4)] w komorkach APC, gtéwnie w subpopulacji komorek dendrytycznych
(Chang CC 2002; Kim-Schulze S 2006). Powstale w ten sposob ,,tolerogenne komorki APC”
miatyby zdolnoéé¢ indukowania w limfocytach T CD4" efektorowych fenotypu komérek
regulatorowych T, CD4'CD25". Ten  skomplikowany  tancuch  interakcji
migdzykomorkowych, poczawszy od komorek Ts, poprzez indukcje ,,tolerogennych komorek
APC” do zmiany limfocytow T CD4" efektorowych w komorki regulatorowe Threg
CD4'CD25" Iaczy w sobie kilka zjawisk, ktore byty opisywane uprzednio w literaturze.
Chodzi tu przede wszystkim o mozliwo$¢ generowania komorek supresorowych poza grasica
(Suciu-Foca N 2003; Karim M 2004; Battaglia M 2006) oraz mechanizm ,,zakaznej
tolerancji” (,,infectious tolerance”) polegajacy na mozliwosci ,,zainfekowania” komorki
efektorowej wilasciwosciami supresorowymi przez istniejaca juz komorke supresorowa
(Waldmann H 1998). Wielu autoréw postuluje, iz centralng role¢ w obu tych zjawiskach
odgrywaja wtasnie komorki APC, gtéwnie komorki dendrytyczne (DC) (Mellor AL 2004).

Ostatnio wykazano, ze zwigkszony odsetek pewnych subpopulacji komoérek DC, ktore w



modelach zwierzecych byly wiazane z tolerancja, wystepuje réwniez u ludzi po
przeszczepach. U biorcOw przeszczepu watroby i jelita stwierdzono wysoki odsetek komorek
DC z ekspresja ILT3 i ILT4 (Sindhi R 2005), natomiast u biorcow watroby (Mazariegos GV
2003) lub nerki (Trzonkowski P 2005) stwierdzono wysokie odsetki plazmacytoidowych
komorek DC. We wszystkich przypadkach wysoki odsetek tych komorek korelowat z
mozliwo$cia podawania zmniejszonej dawki lekow immunosupresyjnych. Wydaje si¢ wiec,
ze komorki Ty wymagaja dla ukierunkowanego dziatania supresyjnego skomplikowane;j sieci
interakcji miedzykomorkowych (Suciu-Foca N 2003). Gdy jakiekolwiek ogniwo w tym
tancuchu interakcji zawodzi, komorki te staja si¢ niczym wigcej jak tylko rozrostymi klonami
wypehiajacymi przestrzen immunologiczna (Ku CC 2001). By¢ moze, utrzymywanie stalej
ilosci  komorek uktadu immunologicznego w organizmie na drodze proliferacji
homeostatycznej jest kolejna funkcja komorek Ty (Ku CC 2001; Trzonkowski P (b) 2003;
Zhang H 2005). Wydaje sig, ze limfocyty T CD8" po osiagnieciu okreslonej ilosci podziatow
komérkowych przestaja sie dzieli¢, roznicuja sie do fenotypu CDS8'CD28 i zaczynaja
hamowac¢ podziaty innych komorek utrzymujac tym samym ilo§¢ limfocytow w organizmie
na $cisle okreslonym poziomie (Wills MR 2002 ). Wazna role¢ w tym procesie moglaby
spelnia¢ nasilona sekrecja cytokin pozapalnych przez komoérki T, gtownie IFNy i TNFa,
ktore znane sa z hamowania proliferacji na korzy$¢ roéznicowania limfocytow (Eylar EH
2001). Takze fakt, ze komodrki Ts bytuja we wszystkich obwodowych narzadach
limfatycznych i rozwijaja si¢ na zasadzie limfopoezy zewnatrzgrasiczej] moglby ulatwia¢ im
kontrolg nad proliferacja innych populacji w ukfadzie immunologicznym (Azuma M 1993;
Gorochov G 1994).

Niemniej jednak, wciaz zbyt mato wiemy o komoérkach T,. Sledzenie ich ekspansji
przypomina nieco lektur¢ ksiazki ,,Dr. Jeckyll and Mr. Hyde”. Okazuje si¢ bowiem, ze
namnozone w warunkach leukopenii komérki CD8'CD28" traca kompletnie swoje supresyjne
wlasciwosci 1 staja si¢ silnym induktorem odpowiedzi immunologicznej. O ich sile moze
swiadczy¢ fakt, ze potrafia indukowac¢ reakcje odrzucenia przeszczepu znacznie silniej anizeli

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

Ponizszy zbior szesciu prac oryginalnych stanowi probe opisu niektorych funkcji
komorek regulatorowych oraz ich roli w fizjologii i patologii czlowieka.



CELE PRACY

U Opis mechanizmu immunosupresyjnego wplywu regulatorowych limfocytow T
CD4'CD25" (Tyg) na aktywno$é cytotoksyczna ludzkich limfocytéw pochodzacych od
zdrowych dawcow oraz pacjentow z GvHD.

O Okreslenie zwiazku miedzy iloscia komorek Ty, W organizmie a stanem komorkowe;j
odpowiedzi immunologicznej (populacje cytotoksyczne) — korelacja ze stanem zdrowia.

U Wyjasnienie wplywu zwiazanego =z wiekiem niedoboru IL2 na ekspresjg
immunosupresyjnego receptora CD152 na supresorowych limfocytach T CD8'CD28-
(Ts).

U Mozliwo$ci modulacji ilosci regulatorowych komorek w warunkach klinicznych:

* komorek Trg u pacjentdow po przeszczepie obwodowych komorek macierzystych
(PBSC) z powodu rozrostowych chorob krwi
= komorek Ts u pacjentdow hemodializowanych z powodu przewlekie; niewydolnosci

nerek w trakcie leczenia ludzka rekombinowana erytropoetyna (Rh-Epo),



WYNIKI

1. Regulatorowe limfocyty T CD4'CD25" (Treg) W patogenezie choroby Przeszczep
przeciw Gospodarzowi (Med Oncol. 2004;21(1):81-94)

W roku 2002 zakonczyliSmy badanie nad rolg komorek T., w patogenezie choroby
Przeszczep przeciw Gospodarzowi (GvHD) u pacjentdéw po przeszczepie obwodowych
komorek macierzystych (PBSC) z powodu rozrostowych choréb krwi. Okazalo sig, ze biorcy,
ktorzy otrzymali mato komorek T., w materiale przeszczepowym rozwijali ostra formeg
GvHD, podczas gdy infuzja wigkszej ilosci tych komdrek chronita przed choroba. Co wigcej,
juz liczba komorek T., we krwi obwodowej dawcy korelowala z ryzykiem rozwoju ostrej
formy GvHD u biorcy. W badaniu tym zainteresowala nas takze korelacja migdzy wysoka
aktywnoscia komorek T, a niska aktywnoscia cytotoksyczng komorek NK biorcow.
Wydawato sig, ze wysoki poziom komorek T, korelowat z niska aktywnosciag NK tylko
wtedy, gdy jednoczesnie notowali$émy niskie poziomy IL2. Swiadczyloby to o zaleznosci, w
ktorej komorki T, obnizatyby ilos¢ IL2 niezbedna do stymulacji komoérek NK.
Konsekwencja hamowania sekrecji IL2 byta niska aktywno$¢ NK oraz ochrona przed GvHD.
Zalezno$¢ te¢ zbadaliSmy dokladniej w modelu in vitro z wykorzystaniem limfocytow

zdrowych ochotnikoéw w kolejnej pracy.

2. Hamowanie aktywnosci cytotoksycznej przez ludzkie regulatorowe limfocyty T

CD4'CD25" (Teg) (Clin Immunol. 2004;112(3):258-67)

W celu potwierdzenia naszych obserwacji dotyczacych roli ludzkich komoérek T W
GvHD stworzyliSmy model in vitro, w ktorym wykazaliémy, iz komorki te hamuja aktywno$¢
cytotoksyczna limfocytow T CD8" oraz komoérek NK od zdrowych dawcow. W modelu tym
udato si¢ nam ustali¢, iz gtowny mechanizm, ktory jest odpowiedzialny za ta immunosupresj¢
to bezposrednie oddzialywania migdzykomodrkowe. Drugoplanowa role mogt tez odgrywac
fakt, iz komorki Ty, nie produkowaty IL2, a takze hamowaly jej sekrecj¢ przez komorki
pomocnicze Th. O ile wptyw komorek T., na limfocyty T CDS8" byt juz wczesniej
podejrzewany (Piccirillo CA 2001), to ich supresyjne dziatanie na komoérki NK zostato
opisane po raz pierwszy w naszej pracy. Niestety, byto to tez powodem duzego opdznienia w
publikacji wynikow ze wzgledu na duze niedowierzanie recenzentOw i czeste negatywne

recenzje naszej pracy. Stuszno$¢ naszej koncepcji zostata niedawno potwierdzona przez
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francuska grupg badaczy cytujacych nasza pracg. Uzyskali oni podobne wyniki analizujac
odpornos¢ w chorobach onkologicznych (Ghiringhelli F 2005). Takze inni autorzy znalezli
podobna korelacje (Chattopadhyay S 2006; Smyth MJ 2006).

3. Akumulacja ludzkich regulatorowych limfocytéow T CD4'CD25" (Treg) jako element
ryzyka dla zdrowia (Clin Immunol. 2006; 119(3):307-316)

W kolejnej pracy przesledzilismy, jaki wptyw na zdrowie moze mie¢ akumulacja
komorek T, w organizmie. PrzeanalizowaliSmy grupg mtodych i seniorow pod katem stanu
zdrowia 1 iloSci komorek Ty StwierdziliSmy korelacje migdzy wzrastajaca iloScia tych
komorek we krwi obwodowej 1 pogarszajacym si¢ stanem zdrowia. Dodatkowo,
stwierdziliSmy uposledzenie procesu apoptozy komorek T, u 0sob z zaburzeniami
zdrowotnymi, szczeg6lnie u o0sob starszych, co dodatkowo sprzyjato akumulacji komorek
Tree. Konsekwencja podwyzszonej ilosci komorek T, byta ostabiona odpowiedz komorkowa
u 0s0b charakteryzujacych si¢ ztym stanem zdrowia, zar6wno w zakresie odpornosci swoistej
mediowanej przez limfocyty T CD8", jak i odpornoéci wrodzonej mediowanej przez komorki
NK. Dodatkowo stwierdziliSmy, ze wysoki poziom komoérek T, korelowal z obniZzona
produkcija IL2 przez limfocyty T CD4" efektorowe. Dwa efekty — niska aktywno$¢ komorek
NK i niskie poziomy IL2 sa powszechnie znanymi zjawiskami towarzyszacymi
pogarszajacemu si¢ stanowi zdrowia u os6b w wieku podesztym, ktore jak dotad nie byty
zadowalajaco wyjasnione. Stad, odkrycie iz akumulacja komoérek T, moze by¢ jedna z

waznych przyczyn tego stanu rzeczy wydaje si¢ waznym poszerzeniem wiedzy na ten temat.

4. Regulacja aktywnosci supresorowych limfocytow T CD8'CD28" (T,) (Mech Ageing
Dev. 2002;123(9):1283-9)

Jak wspomniano we wstepie, supresyjne whasciwosci limfocytow T CDS8" sugerowaty
juz prace Effros, natomiast potwierdzita to dopiero Succiu-Focca. Niemniej jednak, juz
wczesniej prace grupy Blustone’a sugerowaly, iz manipulacja niektorymi receptorami
limfocytow T CD8" moze doprowadzié¢ do wyidukowania tolerancji immunologicznej (Miller
SD 1995). Grupa ta opisata mozliwo$¢ indukcji tolerancji immunologicznej poprzez
modulowanie interakcji stymulujacego receptora CD28 lub przeciwstawnie do niego
dziatajacego supresyjnego CTLA-4 (CD152) z receptorami z rodziny B7 w obrgbie synapsy
immunologicznej (Miller SD 1995). Od dawna wiadomo, ze jednym z gtéwnych zadan tych
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receptorow jest regulacja sekrecji IL2, jednej z najwazniejszych cytokin w ukladzie
immunologicznym. Okazuje si¢, ze IL2 jest takze wazna w procesach regulacji i supresji
odpowiedzi immunologicznej (Boden E 2003; Maloy KJ 2005). W naszym badaniu
analizowaliSmy wptyw zwigzanego z wiekiem niedoboru IL2 na ekspresj¢ receptoréw CD28 i
CD152 na komorkach Ts. Jak wczesniej wspomniano, zjawisko spadku produkcji IL2 wraz z
wiekiem jest powszechnie znane w gerontologii. Potwierdzili$my, iz odsetek komorek Ts we
krwi obwodowej ro$nie wraz z wiekiem oraz ze komorki te traca wtedy rowniez ekspresjg
CD152. W czeéci in vitro wspomnianej pracy wykazalismy, iz spadek ekspresji CD28 jest
niezalezny od wplywu IL2, podczas gdy ekspresja receptora CD152 na powierzchni
limfocytow moze by¢ stymulowana poprzez zwigkszenie poziomu egzogennej IL2. W
konkluzji pracy zawarliSmy hipotezg, iz supresja mediowana przez komoérki T jest
regulowana poprzez IL2, ktorej poziom zwigksza si¢ podczas odpowiedzi immunologicznej.
Pobudza to ekspresje supresyjnego CD152 na T i nie dopuszcza do nadmiernego rozwoju
odpowiedzi chroniac organizm przed mozliwymi zjawiskami z autoagresji. Mechanizm ten w

wieku podesztym moze zawodzi¢ ze wzgledu na niska produkcje IL2.

Wprawdzie praca nad komorkami T, wykonywana byta niezaleznie od opisanych
wyzej badan nad komorkami Ty, to nalezy podkresli¢, iz IL2 moze by¢ przykladem
powiazan w ukladzie immunologicznym. Wysoki poziom komorek T, opisany powyzej
moze zmniejsza¢ ilo§¢ dostgpnej IL2, a tym samym ogranicza¢ aktywnos$¢ innej populacji

regulatorowej, a mianowicie komorek Ts.

5. Rola terapii rekombinowang ludzka erytropoetynga na aktywnos¢ i poziom
supresorowych limfocytow T CD8 CD28™ (T,) (Nephrol Dial Transplant. 2002;
17(6):1070-80; Nephrol Dial Transplant. 2005; 20(2):367-76)

W  kolejnych dwoch pracach przesledzilismy poziom komorek Ts u chorych
hemodializowanych z powodu przewleklej niewydolnosci nerek. Zespdt ten zostat
wykorzystany, jako ze zaburzenia odpornosci sa tu w duzej mierze wywotane aktywnoscia
prozapalna stymulowana procesem hemodializy. Do pewnego stopnia odpowiada to
podwyzszonej aktywno$ci prozapanej odpowiedzialnej za obnizona odporno$¢ w wieku
podesztym. Z drugiej strony, u chorych z tym zespolem, ktérzy otrzymywali erytropoetyng
obserwowalismy w poprzednich badaniach bardzo szybka poprawe w zakresie wyktadnikow

odpornosci immunologicznej (Bryl E 1999). W badaniach wstepnych ustaliliSmy, iz poziom
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komorek Ts u tych pacjentow jest wyjatkowo wysoki. Nastepnie w trakcie trzech
niezaleznych badan prospektywnych, z ktorych kazde trwalo okolo jednego roku,
wykazaliSmy, iz podanie rekombinowanej ludzkiej erytropoetyny (Rh-Epo) powodowato
spadek odsetka komorek Ts u tych pacjentow. Korelowato to z poprawa badanych
wyktadnikow  odpowiedzi immunologicznej, gléwnie spadkiem poziomu cytokin
prozapalnych (IL6, TNFa) oraz immunosupresyjnych (IL10). UstaliliSmy takze, ze spadek
odsetka komorek Ts u osob leczonych Rh-Epo jest nie tylko efektem odnowy ukladu
immunologicznego, ale takze efektem apoptozy tych komoérek mediowanej poprzez receptory
dla TNFa. Co cickawe, Rh-Epo podana do hodowli in vitro nie byla w stanie indukowaé
apoptozy, co wskazuje na bardziej skomplikowany szlak regulacji ilosci komorek T in vivo u

badanych pacjentow.
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WNIOSKI
O Regulatorowe limfocyty T CD4'CD25" (T..) Wwywieraja efekt supresyjny na

cytotoksyczne limfocyty T CD8" oraz komérki NK poprzez bezposrednie oddziatywania

migdzykomorkowe.

O Ios¢ komoérek Ty, we krwi obwodowej pozostaje w zwiazku z wiekiem i stanem zdrowia.
Osoby cierpiace z powodu przewlektych choréb, szczegdlnie osoby starsze,
charakteryzuje akumulacja komoérek T, co koreluje to z ostabiona odpowiedzia

komorkowa 1 niskimi poziomami IL2.

O Mozliwy jest wptyw na stan zdrowia poprzez manipulacjg iloscia komorek Treg. Ich ilos¢
we krwi obwodowej dawcy, a takze ich ilo$¢ przetoczona biorcy koreluja z wolnym od

ostrej formy GvHD przebiegiem leczenia u pacjentdw po przeszczepie PBSC.

QO Iloé¢ supresorowych limfocytow T CD8'CD28  (T,) we krwi obwodowej wzrasta z

wiekiem.

U Ekspresja waznego funkcjonalnie supresyjnego receptora CD152 na komorkach Ty jest

zalezna od IL2 i zmienia si¢ wraz z wiekiem w zalezno$ci od poziomu tej cytokiny.

O Tlos¢ komoérek Ts moze by¢ regulowana. U pacjentow hemodializowanych z powodu
przewlektej niewydolnosci nerek podawanie Rh-Epo powoduje spadek ilosci komorek Ty 1

jest to zalezne od indukowania ich apoptozy na szlaku zaleznym od receptoréw dla TNFa.

Ogromny postep w pracach nad komorkami regulatorowymi pozwolit na ustalenie ich roli
w prawidtowej odpowiedzi immunologicznej, a takze w zaburzeniach tej odpowiedzi. Brak
lub nadmiar tych komoérek moze doprowadzi¢ do wystapienia cytowanych we wstgpie
przewlektych choréb o podlozu infekcyjnym, autoimmunologicznym oraz nowotwordw.
Roéwniez prace bedace kanwa niniejszej rozprawy dowodza istotnej roli tych komoérek. W
sposob oczywisty w trakcie badan nad tymi komoérkami pojawita si¢ idea wykorzystania ich w
terapiach adoptywnych. Uwaga naukowcow kieruje si¢ przede wszystkim ku komorkom T,
Podstawowa przeszkoda jest bardzo mata ilo$¢ tych komorek w organizmie. Wydaje sig, ze
przeszkoda ta zostala przynajmniej czeSciowo przezwyci¢zona dzigki mozliwo$ciom
ekspansji tych komorek in vitro. Dobre wyniki osiagane sa poprzez ich preinkubacjg¢ z
allogenicznymi splenocytami lub/i podanie do hodowli $rednich lub duzych dawek IL-2
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(Cohen JL 2002). Najbardziej obiecujaca jest stymulacja izolowanych komorek przy pomocy
kulek (,,beads”) optaszczonych przeciwciatami przeciw czastkom kostymulatorowym —
gtownie antyCD3 i/lubantyCD28 w obecnosci duzych dawek IL2 (Godfrey WR 2004;
Hoffmann P 2004). Mozliwe jest takze hodowanie tych komorek na ptytkach optaszczonych
tymi przeciwciatami (Trzonkowski — obserwacja wlasna). Podejscie takie zwigksza ilo$¢ tych
komorek od kilku do kilkunastu tysigcy razy w ciagu dwoch-trzech tygodni. Takie protokoty
maja jednak jedna zasadnicza wadg, a mianowicie brak specyficzno$ci namnozonych
komorek do okreslonego antygenu lub wrecz haplotypu w przypadku przeszczepow
allogenicznych. Opisane sa juz pierwsze proby hodowli 1 namnazania komorek T
regulujacych odpowiedz jedynie przeciw S$cisle okreslonym antygenom. Jest to osiagane
poprzez ich stymulacje naturalnymi lub sztucznie produkowanymi komorkami APC, ktore
wczesniej sa ,tadowane” tymze antygenem (Tarbell KV 2004). Nalezy podkresli¢, ze
koniecznos¢ tej specyficznosci nie jest definitywnie potwierdzona. Dzieje si¢ tak ze wzgledu
na zjawisko biernej regulacji (,,bystander regulation”), ktora pozwala komorkom Tieg
hamowa¢ reakcje odpornosciowe wobec antygendw innych niz wnikaloby to z ich
specyficznosci (Karim M 2005). Z drugiej strony istnieja prace sugerujace, iz selekcja
klonow, ktore sa specyficzne wobec $cisle okreslonych antygendéw daje im przewage nad
heterogenna populacja rozmnozona poprzez niespecyficzng stymulacj¢ kombinacja
przeciwcial 1 IL2 (Masteller EL 2006 ; Trenado A 2006 ). Pierwsze proby podawania réznych
populacji komérek Treg w GvHD 1 chorobach autoimmunologicznych u czlowieka sa juz

podejmowane, aczkolwiek nie daty one jeszcze zadnych wynikow (Battaglia M 2006).

Czerpiac z doswiadczen wynikajacych z prezentowanych prac autor niniejszego
opracowania rozpoczal pracg nad ekspansja komorek T, ktore w przypadku sukcesu
bedziemy chcieli podawac jako rodzaj immunoterapii adoptywnej u dzieci-biorcéw szpiku lub
po przeszczepie komorek macierzystych z cigzka postacia ostrej i/lub przewlekte; GvHD,
ktéra nie poddaje si¢ dotychczas stosowanemu farmakologicznemu leczeniu
immunosupresyjnemu. Jest to temat rozpoczgtego wiasnie grantu badawczego przyznanego
autorowi niniejszej rozprawy przez Ministerstwo Nauki 1 Informatyzacji (Trzonkowski P

2006).
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