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1. Wstep

1.1 Postepy transplantologii

Transplantologia jest wspodtczesnie jedng z najprezniej rozwijajacych si¢ galezi
medycyny zaréwno doswiadczalnej jak i klinicznej. Obie dziedziny rozwingty sie¢
w sposob znaczacy w przeciagu ostatnich kilku dekad. Swiadczy o tym nie tylko ciaghy
wzrost liczby pacjentéw ze skrajng niewydolno$cig narzadowa utrzymywanych przy
zyciu dzigki przeszczepom nerek, watroby, serca czy pluc, ale takze coraz lepsze
zrozumienie mechanizméw warunkujacych akceptacje przeszczepu alogenicznego.
Rozw¢j technik chirurgicznych oraz wykorzystanie terapii immunosupresyjnej
doprowadzity do istotnego przedtuzenia przezycia przeszczepu. Wprowadzenie leczenia
immunosupresyjnego pozwolito znacznie obnizy¢ liczbe przeszczepianych organdéw
traconych w wyniku odrzucania ostrego, pojawiajacego si¢ w ciagu kilku do kilkunastu
miesigcy po zabiegu transplantacyjnym. Nasza wiedza o mechanizmach
immunologicznych w transplantologii jest jednak nadal niewystarczajaca aby
skutecznie leczy¢ odrzucanie przewlekle, a tym samym zapewni¢ diugie
(kilkudziesiecioletnie) przezycie przeszczepionej tkanki, a pacjentowi wzgledny
komfort zycia. Biorcy przeszczepéw sa obecnie obligatoryjnie poddawani leczeniu
immunosupresyjnemu w celu obnizenia ryzyka odrzucenia przeszczepu czy
wytworzenia reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft versus host disease
— GvHD). Z immunosupresja zwigzane jest natomiast ograniczenie aktywacji uktadu
odporno$ciowego, a co za tym idzie czgstsza zapadalnos¢ na choroby o podtozu
infekcyjnym czy choroby nowotworowe. Zglgbienie mechanizméw immunologicznych
odpowiedzialnych za wywolanie stanu tolerancji immunologicznej oraz proba
wykorzystania tej wiedzy w klinice to obecnie gldéwna sita napedowa dla rozwoju

transplantologii XXI wieku.

Na catym S$wiecie od wielu lat prowadzi si¢ badania nad modyfikacjami aktywnosci
uktadu immunologicznego w celu wyeliminowania szkodliwej immunosupresji przy
jednoczesnym trwalym przyjeciu przeszczepu. Dzigki zastosowaniu wiedzy o tolerancji

immunologicznej udaje si¢ znaczaco przedhuzy¢ przezycie przeszczepdéw. Indukcja



limfocytéow T regulatorowych (Treg) pozwala zminimalizow¢ reakcje GvHD.
Terapeutyczne zastosowanie limfocytow Treg u pacjentow w poczatkowym stadium
cukrzycy typu I oraz po przeszczepach narzadowych jest obecnie w fazie badan
klinicznych jako metoda immunosupresji (102). Oczywistym jest, ze zjawisko tolerancji
obserwowane w badaniach podstawowych jak i klinicznych nie jest warunkowane przez
jeden okreslony mechanizm. Poza immunoregulacja wykorzystujacg limfocyty T
regulatorowe istotng role odgrywaja inne zjawiska takie jak delecja klonalna, anergia
czy ignorancja. Niemniej jednak, rola komoérek Treg wydaje sie by¢ wyjatkowo
cieckawa, a w kontekscie prowadzonych w ostatnich latach badan, jedng
z najistotniejszych. W modelach in vitro wykazano, iz limfocyty T regulatorowe maja
wplyw na rozwinigcie jak i przebieg reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi (103,
104). Badania te pozwolity rowniez ustali¢, co jest glownym mechanizmem
odpowiedzialnym za supresj¢ komorek cytotoksycznych (limfocytéw Tc 1 komodrek
NK). Opisano supresyjny wplyw limfocytéw Treg na aktywno$¢ komorek NK

1 oddziatywania miedzykomorkowe warunkowane aktywnos$cig Treg (103).

Doktadne zglebienie mechanizméw warunkujacych stan tolerancji immunologicznej
z udzialem limfocytow T regulatorowych jest jednak niezbedne dla zwigkszenia

efektywnosci powyzszej i podobnych jej terapii immunosupresyjnych.

1.2 Mechanizmy immunologiczne w transplantologii

1.2.1 Glowny kompleks zgodnosci tkankowej MHC i jego antygeny.

Gtowny kompleks zgodnosci tkankowej] MHC (ang. major histocompatibility complex)
znajduje si¢ w krotkim ramieniu chromosomu 6 1 obejmuje 3 regiony (klasy), zajmujac
facznie ok. 4 mln par zasad, czyli ponad 0,1% catego genomu. Struktura i funkcje tego
uktadu sg podobne u ludzi i wszystkich gatunkéw zwierzat, co umozliwia prowadzenie
badan molekularnych MHC u jednego gatunku z zastosowaniem sond molekularnych
uzyskanych z DNA innego gatunku. Ludzkie antygeny leukocytarne — HLA (ang.

human leukocyte antigens) znajduja si¢ na powierzchni wszystkich komorek



jadrzastych w tym leukocytéw 1 stanowig glowng skladowa uktadu zgodnosci
tkankowej cztowieka. Zgodno$¢ w obregbie antygenow HLA miedzy biorca a dawca

przeszczepu wplywa pozytywnie na przezycie przeszczepu alogenicznego.

Gtowny uktad zgodnosci tkankowej MHC zostat odkryty w badaniach nad
genetycznym tlem przyjmowania lub odrzucania przeszczepu u myszy. Bodzcem do
podjecia tych badan byto odkrycie przez Landsteinera grup krwi systemu ABO oraz
wyjasnienie zjawiska aglutynacji krwinek czerwonych biorcy pod wplywem surowicy
krwi dawcy. Poszukiwania antygenéw odpowiedzialnych za przyjecie przeszczepu,

doprowadzity do wykrycia grup (klas) antygenéw oznaczonych I, II i III.

Klasyczne czasteczki klasy I kodowane sa przez 3 loci — HLA-A, -B i -C, natomiast
czasteczki kontrolowane przez loci HLA-E, -F i -G naleza do nieklasycznych
czasteczek klasy 1. Geny klasy Il HLA znajduja si¢ w pieciu podklasach: DQ, DR DP,
DOB/DNA 1 DM przy czym trzy pierwsze koduja klasyczne czagsteczki klasy II.
Podklasa DOB/DNA, determinuje synteze nieklasycznych czasteczek klasy II. Locus
DM jest nieco inny niz pozostate, bowiem jego sekwencja jest w takim samym stopniu
podobna do genow klasy I, jak 1 do genow klasy II. Czasteczka MHC kodowana przez
ten locus odgrywa szczeg6lng role w prezentacji antygenow, co potwierdza fakt, iz
komorki nie wykazujace ekspresji tej czasteczki maja uposledzong zdolno$¢ prezentacji
antygenoéw. Dotychczas wykryto 267 alleli klasy I HLA, 314 alleli klasy II i 40 alleli
klasy III. Wysoka liczba alleli wynika z ogromnego polimorfizmu genéow MHC.
Ponadto w obrebie HLA wykryto takze kilkanascie pseudogenow, nie podlegajacych
transkrypcji (np. HLA klasy II - DPB2 i DPA2) oraz geny kodujace inne biatka, m.in.
geny dla 21-hydroksylazy (CYP21), biatek szoku cieplnego 70 (HSP70) i dwa geny dla
czynnika martwicy nowotworu (TNFA i TNFB). Poniewaz MHC zawiera wiele genow
a uktad ten cechuje ogromny polimorfizm, w populacji istnieje bardzo duza liczba
roznych haplotypéw. Mechanizm dziedziczenia uktadu zgodnosci tkankowej jest taki
jak w przypadku jednej pary alleli. Potomek otrzymuje od kazdego rodzica po jednym
chromosomie z kazdej pary chromosomoéw homologicznych, a wraz z nim -
haploidalny genotyp MHC (haplotyp). Polimorfizm oznacza obecno$¢ licznych alleli
genéw kodujacych rozne antygeny MHC, znajdujacych sie¢ w tym samym locus.



Szczegbdlnie wysokim polimorfizmem charakteryzuja si¢ geny klasy Ila 1 II,

w przeciwienstwie do genow klasy Ib 1 I11.

Droge do poznania MHC czlowieka utorowaty badania na myszach, ktorych uktad
zgodnosci tkankowej zostat odkryty jako pierwszy. Wiekszos¢ antygenow MHC myszy
wptywa na reakcje odrzucenia aloprzeszczepu. W jego sktad wchodzi zespot genow
lezacych obok siebie w chromosomie 17 i obejmuje kilka regiondow w obrebie
kompleksu H-2, kodujacych zarowno czasteczki MHC klasy I (Ia) jak i czasteczki klasy
IT oraz regiony Qa i Tla okreslany wspolnie mianem regionu TLA, kodujacy nietypowe
czasteczki klasy I (Ib) (56). Geny lezace w obrebie kompleksu H-2 odznaczaja si¢
bardzo wysokim polimorfizmem. Na kompleks H-2 sktadajg si¢ regiony K S i D (MHC
klasy I 1 III) oraz subregiony I-A i I-E (MHC klasy II). W regionie TLA, obejmujacym
nieklasyczne czasteczki MHC klasy I (Ib), znajduje si¢ wickszos¢ genow MHC myszy.
Badania transplantacyjne sa mozliwe jedynie dzigki szczepom wsobnym, czyli takim,
ktore przez min. 20 pokolen lub wigcej byly hodowane systemem kojarzenia brat z
siostrg lub rodzic z potomstwem, a ich wspotczynnik wsobnosci wynosit 0,99.
Wspétczynnik chowu wsobnego, inaczej wspotczynnik inbredu, to miara
homozygotycznos$ci okreslajaca prawdopodobienstwo tego, ze dwa allele danego locus
u okre$lonego osobnika sa identyczne. Wspodlczynnik ten moze ksztattowaé sie w
zakresie od 0 do 1, a szybko$¢ jego wzrastania zalezy od intensywnosci chowu. Kazdy
szczep wsobny charakteryzuje si¢ homozygotycznoscia i posiada unikalny haplotyp
MHC. Haplotyp to zestaw sprzgzonych ze sobg alleli r6znych gendéw umiejscowionych
w jednym chromosomie, dziedziczony po jednym z rodzicow. I tak haplotyp H-2 to
kombinacja  alleli w  obrgbie  okreSlonego  kompleksu  H-2.  Stopien
zgodnos$ci/niezgodnosci genetycznej dawcy i1 biorcy wptywa na mechanizm odrzutu.
Znajomos$¢ haplotypéw 1 ich zgodno$¢ badz niezgodno$¢ genetyczna warunkuje
wiasciwy dobor dawcy 1 biorcy, a co za tym idzie powodzenie transplantacji. Im wigcej
wspélnych antygenéw MHC, im wigksza zgodno$¢ haplotypéw tym wigksze
prawdopodobienstwo udanego przeszczepu i1 odwrotnie. Z drugiej strony, nawet
niewielka roznica w zakresie antygenow MHC moze prowadzi¢ do szybkiego
odrzucania przeszczepionego narzadu. Niemniej jednak, rézne haplotypy maja dosé
r6zng reaktywno$¢ na przeszczepiong niezgodng tkankg. Wybdr szczepu C57BL/6 na

biorce przeszczepu w niniejszym projekcie jest zwiazany z tym, iz haplotyp H2°



uwazany jest za wyjatkowo dobrego respondera, co potwierdzity badania nad
genetycznymi  réznicami mysich szczepdw wsobnych. Zaobserwowane roznice
w reakcji immunologicznej na antygen (TG)-A-L dowodza, ze jedynie myszy
o haplotypie H2® charakteryzuja sic wysoka reaktywnoscia na antygen (TG)-A-L,
podczas gdy pozostale haplotypy H2* & % £ 4 ywaza sie za niskoreaktywne (55, 70).
Z kolei zastosowanie haplotypu H2Y jako stymulatora w tkance podlegajace;
przeszczepieniu gwarantowato pelng niezgodnos$¢ i szybkie spontaniczne odrzucanie
przeszczepionej tkanki, gdy nie stosowano zadnej manipulacji w celu uzyskania
tolerancji. Zastosowanie tego samego haplotypu H2¢ w obu szczepach bedacych
zrodtem tkanki do przeszczepu pozwolito na obserwacje nawet subtelnych roéznic czasu
trwania procesu odrzucania gdy stosowano protokét indukcji  tolerancji
z wykorzystaniem szczepu BALB/c lub gdy odrzucanie przebiegalo zupetnie

spontanicznie, jak w przypadku kontroli negatywnej DBA/2.

1.2.1.1 Antygeny MHC

Poniewaz wiele bialek MHC zostalo zidentyfikowanych metoda serologiczna, czesto sa
one nazywane antygenami MHC. Czasteczki MHC klasy I sa obecne na powierzchni
wszystkich komorek jadrzastych 1 warunkuja zachowanie si¢ cytotoksycznych
limfocytow T. Czasteczki MHC klasy 1II, wystepujace na powierzchni
wyspecjalizowanych komorek uktadu odpornosciowego (komorki prezentujace antygen
— APC (ang. antigen presenting cells), makrofagi, komoérki dendrytyczne i limfocyty B),
regulujag immunologiczne rozpoznanie antygendw za pomoca limfocytow B 1 T.
Zaréwno biatkka MHC klasy I, jak 1 II prezentujag obcy antygen limfocytom T.
Czasteczki klasy I wigzg krotkie, kilkuaminokwasowe peptydy, natomiast biatka MHC
klasy II peptydy ztozone z kilkunastu do ponad 20 aminokwaséw. Czasteczki MHC
klasy III wchodza w sktad uktadu dopetniacza (komplementu), ktérego zadaniem jest

uzupelnianie (dopetnianie) roli przeciwciat w zakresie unieszkodliwiania antygenu.

OdpowiedZ na antygeny przeszczepu wymaga ich rozpoznania 1 aktywacji
odpowiednich, swoistych limfocytow T. Za posrednictwem limfocytow T

pomocniczych pobudzone zostaja limfocyty B, ktére wytwarzaja przeciwciata, a takze



zwigksza si¢ aktywno$¢ pozostalych komorek, takich jak limfocyty cytotoksyczne,
makrofagi czy komoérki NK. Jednoczesnie w reakcji na przeszczep w bezposredni
sposob indukowane sg limfocyty cytotoksyczne. W przebiegu odrzutu mozna wiec
wyrézni¢ dwie fazy: aferentng, w czasie ktorej dochodzi do indukcji odpowiedzi
immunologicznej, kiedy prezentowane i rozpoznawane s3 obce antygeny oraz eferentng,
w przebiegu ktorej uruchomione zostajg swoiste 1 nieswoiste mechanizmy odpowiedzi
na przeszczep. Indukcja odpowiedzi immunologicznej biorcy przez komorki APC
dawcy to tzw. prezentacja bezposrednia. Polega ona na prezentacji aloantygenu
w procesie interakcji limfocytow T biorcy z catymi czgsteczkami MHC na powierzchni
komorek dendrytycznych (DC) dawcy (tzw. leukocytéw pasazerskich) prowadzacej do
pobudzenia limfocytow efektorowych. Zachodzi ona w weztach limfatycznych badz
Sledzionie biorcy, gdzie docieraja komorki APC. Komorki te moga prezentowac
antygeny w polaczeniu z czgsteczkami MHC klasy 1 ale takze z MHC klasy I,
aktywujac w ten sposob swoiste limfocyty T pomocnicze CD4+, ktore sg niezbedne do
powstania reakcji odrzucenia przeszczepu (15). Do prezentacji posredniej antygenu
dochodzi, kiedy peptydy pochodzace od dawcy prezentowane sa przez komorki biorcy.
Szlak ten obejmuje przetwarzanie 1 prezentacj¢ peptydow, bedacych sktadowymi
czasteczek MHC dawcy lub innych jego bialek, immunokompetentnym limfocytom T
biorcy. Znaczenie tej drogi stymulacji procesu odrzucania wskazuje, dlaczego rowniez
czasteczki kodowane poza uktadem MHC moga wplywaé na losy przeszczepionych
narzagdow. Nienalezace do uktadu MHC antygeny to migdzy innymi antygeny
narzagdowo-swoiste, zwigzane z komorkami okre$lonych narzadéw, ktore rowniez
wpltywaja na zywotno$¢ przeszczepu. Moga one mie¢ analogiczny do typowych

antygenow MHC charakter aloantygenu.

1.2.2 Rodzaje przeszczepOw

Ze wzgledu na rozpigto$¢ bariery immunologicznej miedzy dawcg i biorca przeszczepu
tkankowego rozrozniamy kolejno przeszczepy: autologiczne, izogeniczne, alogeniczne

oraz ksenogeniczne. (Tab. 1.2.2.1)



Tabela 1.2.2.1 Rodzaje przeszczepéw w zaleznos$ci od roznic genetycznych dawcy

1 biorcy

rodzaj przeszczepu charatkerystyka

autologiczny (autogeniczny) przeszczep w obrebie tego samego
organizmu

izogeniczny (syngeniczny) przeszczep migdzy réznymi osobnikami
tego samego gatunku (szczepu wsobnego
lub bliznigtami monozygotycznymi)

alogeniczny przeszczep migdzy osobnikami tego
samego gatunku (ré6znymi genetycznie)

ksenogeniczny przeszczep migedzy osobnikami réznych
gatunkow

Dodatkowo przeszczepy ksenogeniczne podzieli¢ mozna jeszcze na tzw. ,,zgodne” —
migdzy osobnikami réznych, ale zblizonych gatunkow 1 ,,niezgodne”, kiedy dawce

1 biorce cechuje znaczna réznica genetyczna.

W przypadku dwoéch ostatnich rodzajow przeszczepdw: alogenicznego i1 kseno-
genicznego, u biorcy obserwujemy zlozona reakcje immunologiczng, ktorej
podstawowym wynikiem jest odrzut przeszczepianej tkanki. Decyduja o tym réznice
genetyczne migdzy dawcg a biorcag. Odpowiedz transplantacyjna organizmu biorcy
skierowane jest przeciw antygenom transplantacyjnym dawcy, czyli antygenom

zgodnosci tkankowe.

1.2.2.1 Mechanizmy i tempo odrzutu przeszczepu

Odrzucenie aloprzeszczepéw jest wynikiem szeregu oddzialujacych wzajemnie
mechanizmow nadzorowanych przez odpowiedz wrodzong 1 nabyta, przy czym
kluczowa role w tym procesie odgrywaja limfocyty T. Ich aloreaktywno$¢, czyli
zdolno$¢ do rozpoznawania aloantygenow dawcy, rozpoczyna proces odrzucania

przeszczepianej tkanki. Pobudzone limfocyty T biorcy rdznicuja si¢ w komorki

10




efektorowe 1 migruja do przeszczepionych narzaddéw, gdzie inicjuja uszkodzenie tkanki
(34). Swoista reakcja immunologiczna wywoluje w procesie odrzutu odczyn zapalny,
ktory moze doprowadzi¢ do catkowitej niewydolno$ci przeszczepionego narzadu. Na
podstawie kryterium czasowego mozliwy jest podzial mechanizmoéw odrzucania na:
nadostre, ostre przyspieszone, ostre oraz przewlekle. (Tab. 1.2.2.1.1). Jak juz
wspomniano, rozpoznanie aloantygenow, gtéwnie czasteczek MHC, odbywa si¢ za
pomoca prezentacji bezposredniej badz posredniej. Obie drogi prezentacji antygenow
zaangazowane sg w proces odrzucania przeszczepow, przy czym droga bezposrednia
odpowiada gldwnie za inicjacje odrzucenia wezesnego i ostrego, podczas gdy posrednia

za indukcje procesu chronicznego oraz odrzucania pdznego (54, 85).

Tabela 1.2.2.1.1 Charakterystyka mechanizméw odrzucania

rodzaj odrzutu charakterystyka

odrzucanie nadostre rozwija si¢ w ciggu minut od | przeciwciata przeciw
przeszczepienia i prowadzi do | antygenom HLA 1 anty-
nieuchronnej niewydolnosci | genom grupowym

uktadu ABO

odrzucanie ostre moze pojawic si¢ po 24
przyspieszone godzinach od transplantacji
1 prowadzi do niewydolnosci

w ciggu 1-6 miesiecy

odrzucenie ostre nastepuje w ciggu kilku dni, limfocyty T, makrofagi
do kilku miesigcy od prze-

szczepienia

odrzucenie przewlekle wystepuje najczesciej nie kompleksy
wczesniej niz po roku immunologiczne,
zarastanie naczyn,

wldknienie
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1.2.2.2 Dobor dawcy w zakresie zgodnosci tkankowej

Mechanizm odrzutu zalezy od stopnia niezgodnos$ci genetycznej dawcy i biorcy. Pod
wzgledem molekularnym jest wynikiem interakcji receptora dla antygenu (ang. T-cell
receptor — TCR) i MHC. Molekuty MHC gospodarza i przeszczepu prezentuja rdzne
peptydy co indukuje reakcje immunologiczng, w ktorej kluczowa role odgrywaja
limfocyty T, rozpoznajace i1 reagujace bezposrednio z obcymi molekutami MHC. Proces
doboru dawcy i biorcy nazywamy typowaniem tkankowym. Powodzenie transplantacji
zalezy w pierwszej kolejnosci od wihasciwego doboru dawcy, gdzie dawca i biorca
powinni posiada¢ jak najwigcej wspolnych antygenéw HLA, a takze zgodnosci
w uktadzie grup krwi ABO. Okreslanie genotypu osobnika pod wzgledem uktadu
zgodnosci tkankowej (haplotypu) moze by¢ przeprowadzane w dwojaki sposob. Po
pierwsze, za pomoca metod serologicznych, pozwalajacych na identyfikacje
okreslonych czasteczek MHC oraz w drodze analizy molekularnej DNA, dzigki ktorej
mozliwe jest wykrycie obecnosci danego allelu MHC. Wlasciwy dobor dawcy
w zakresie HLA zmniejsza czestos¢ epizodow ostrych odrzucen, ryzyko wystgpienia

odrzucenia przewlektego oraz ryzyko reakcji przeszczepu przeciw gospodarzowi.

1.2.3 Immunosupresja

Immunosupresja jest to wyciszanie odpowiedzi immunologicznej organizmu poprzez
zhamowanie procesu wytwarzania przeciwciat oraz komorek odpornosciowych przez
rozne czynniki zwane immunosupresorami. Mozna ja wywota¢ poprzez usuniecie
niektorych  narzadéw limfatycznych, napromieniowujac biorcg promieniami
jonizujacymi ale najpowszechniejszg stosowang metoda jest podawanie lekoéw
immunosupresyjnych oraz przeciwcial zaburzajacych aktywno$¢ limfocytow. Leki
immunosupresyjne, w zalezno$ci od mechanizmu dziatania, hamuja reakcje
odpornosciowg na réznych jej etapach, dlatego tez r6znig si¢ wskazaniami klinicznymi
w roznych jednostkach chorobowych. Stopien nasilenia immunosupresji oraz jej
dhlugotrwatos¢ jest wypadkowa wielu czynnikow, m.in. wrazliwosci gatunkowej
1 osobniczej, dojrzalosci immunologicznej, rodzaju i ilo$ci antygenu, dawki i czgstosci

podan leku oraz rodzaju odpowiedzi immunologicznej: humoralnej — zaleznej od

12



obecnosci przeciwcial, czy komorkowej — warunkowanej obecnoscig limfocytow T.
W przypadku transplantacji przezycie przeszczepu uzaleznione jest od stosowania
immunosupresji praktycznie do konca zycia. Leki immunosupresyjne poza znoszeniem
nadmiernej odpowiedzi immunologicznej w konkretnych, zamierzonych przypadkach,
z powodu braku swoisto$ci prowadza do ogdlnej supresji uktadu immunologicznego, co
wiaze si¢ z powaznymi konsekwencjami, takimi jak: czeste zakazenia, odmienny
przebieg kliniczny chordb, a takze zwigkszone ryzyko wystgpienia nowotworow.
Ponadto, wiele lekow ma wtasne, niezalezne dziatania uboczne. Nie mniej jednak jest to
czgsto jedyna skuteczna metoda zapewniajgca dlugotrwate funkcjonowanie
przeszczepionego narzadu poprzez zmniejszenie ryzyka jego odrzucenia, a nierzadko
utrzymanie pacjenta przy zyciu. Zastosowanie cyklosporyny A w latach 80. XX wieku
spowodowato poprawe diugotrwalego przezycia przeszczepionego narzadu w sposob
skokowy (13). Leki immunosupresyjne sg lekami o bardzo duzej sile dziatania (hamujg
zdolno$¢ organizmu do odrzucania obcego narzadu) a, co za tym idzie, ich stosowanie
wigze si¢ z wysokim ryzykiem wystapienia znacznej liczby dziatan niepozadanych (78).
Niektore leki immunosupresyjne, w tym te stanowigce podstawe terapii, takie jak
inhibitory kalcyneuryny (ang. calcineurin inhibitors — CNI) — cyklosporyna A
i takrolimus oraz inhibitory sygnatu proliferacji (ang. proliferation signal inhibitors —
PSI) — sirolimus i1 ewerolimus, wymagaja rutynowego monitorowania st¢zenia we krwi
podczas catego okresu leczenia (31). Stosowanie immunosupresji blokuje lub opdznia
odrzucenie przeszczepu ale znosi réwniez reaktywno$¢ immunologiczng przeciw
wszystkim antygenom. Tolerancja immunologiczna to swoisty brak reaktywnos$ci na
okreslony antygen, a tolerancja transplantacyjna znosi odpowiedz immunologiczng
tylko na antygeny przeszczepu. Podczas gdy w warunkach doswiadczalnych mozna
wzglednie tatwo wywotac stan tolerancji na aloantygen, gwarantujacy trwate przyjecie
przeszczepu, w przypadku czlowieka uzyskanie trwatej tolerancji na przeszczep, bez
stosowania immunosupresji jest niezmiernie trudne do osiggnigcia. Niestety obecny stan
wiedzy nie pozwala wyeliminowa¢ immunosupresji, ale daje mozliwosci 1 narzedzia
w  poszukiwaniu alternatywnych metod indukcji 1 utrzymania tolerancji

immunologiczne;.
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1.3 Indukcja tolerancji immunologicznej

Gdy mowimy o skutecznej, indukowalnej tolerancji immunologicznej nalezaloby
przyjrze¢ si¢ dwom gtownym czynnikom, od ktérych ona zalezy. Pierwszy to
ograniczenie do minimum potencjalnie szkodliwej reakcji komorek efektorowych
biorcy na tkanki dawcy. Drugi to zwickszenie do maksimum ilosci
immunosupresyjnych komorek biorcy (48). Doswiadczenia ostatnich lat wskazujg, ze
w hamowaniu odrzucania przeszczepow istotna rol¢ odgrywaja nie tylko leki
immunosupresyjne, ale rOwniez mechanizmy naturalne stuzace utrzymaniu homeostazy
immunologicznej i tolerancji na autoantygeny (26). Szereg badan na zwierzetach (85),
a takze proby kliniczne na pacjentach z GvHD (102) wykazaty, iz odpowiednia
manipulacja mechanizmami immunologicznymi w celu wywotania stanu tolerancji
moze Ww istotny sposob przyczyni¢ si¢ do przezycia przeszczepionego narzadu
1 ogodlnego polepszenia stanu zdrowia pacjenta. Udokumentowano, ze indukowana
tolerancja immunologiczna, zalezna od aloantygendow moze wielorako oddziatywac na
caty uktad immunologiczny. W odniesieniu do transplantacji klinicznych sugeruje si¢
zwrbocenie szczegdlnej uwagi nie tylko na protekcyjne dziatanie limfocytow Treg
w stosunku do przeszczepu, ale rdéwniez na potencjalne znaczenie komorek
efektorowych. Biorac pod uwage niska liczebno$¢ naturalnych Treg (nTreg) mozliwos¢
generowania protekcyjnych Treg in vivo pochodzacych ze znacznie wigkszej puli
aloreaktywnych, nieregulatorowych limfocytow T wydaje si¢ by¢ atrakcyjng metoda

indukcji tolerancji immunologicznej w badaniach klinicznych (22).

1.3.1 Tolerancja immunologiczna centralna i obwodowa

Tolerancj¢ immunologiczng opisuje si¢ jako stan, w ktérym uktad immunologiczny nie
poddawany immunosupresji farmakologicznej, nie wilacza odpowiedzi immuno-
logicznej skierowanej przeciwko specyficznemu antygenowi, zachowujac jednoczesnie
reaktywno$¢ wobec innych antygendw (14). Obecnie wykorzystywana jest juz
skuteczna metoda immunosupresji w oparciu o indukcj¢ tolerancji i1 limfocyty
regulatorowe po przeszczepach (90, 111), w leczeniu pacjentow z chorobg GvHD po

przeszczepie szpiku (102) oraz w cukrzycy typu I (27, 36, 81). Po raz pierwszy
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mozliwo$¢ eksperymentalnego indukowania stanu tolerancji w mysim modelu
przeszczepow tkankowych udowodnit zespdét Medawara’a (3). Badania tej grupy
wykazaty wydtuzenie czasu przezycia przeszczepu, czyli indukcje tolerancji na obce
antygeny mediowang przez odpowiednio wczesng ekspozycje biorcy na komorki
dawcy. Udato im si¢ rowniez potwierdzi¢, Ze obserwowana, nabyta tolerancja ma
charakter specyficzny. Nie taczyli oni jednak akceptacji aloprzeszczepu z adaptacja
antygenowg przeszczepianych tkanek, a =z brakiem reaktywnosci ukladu
immunologicznego w obecnosci aloanygendw szczepu dawcy. Nie mniej jednak ich
badania rozpoczelty wieloletnie poszukiwania odpowiedzi na pytanie jakie komorki
1 w jaki sposob odpowiedzialne s3 za indukowanie oraz podtrzymywanie stanu
tolerancji immunologicznej. W toku licznych badan na zwierzgtach potwierdzono teze,
1z za wystapienie stanu tolerancji odpowiadaja mechanizmy centralne i obwodowe (26).
Tolerancja (deplecja) centralna zachodzi gldwnie w grasicy oraz czgsciowo w szpiku
kostnym — centralnych narzadach limfatycznych 1 dotyczy niedojrzatych limfocytow T
1 B, ktére nabywaja tolerancj¢ na wlasne antygeny. Deplecja centralna jest wynikiem
umierania na drodze apoptozy bytujacych w grasicy limfocytow T charakteryzujacych
si¢ wysokim powinowactwem do antygenéw innych tkanek obwodowych
prezentowanych w tym narzadzie. W wyniku tolerancji pierwotnej znaczna cze$¢
limfocytow ulega zniszczeniu, ale poniewaz wigkszo$¢ limfocytow autoreaktywnych
nie moze by¢ wyeliminowana w narzadach centralnych, ich dojrzate formy nabieraja
tolerancji na obwodzie dzigki tzw. tolerancji obwodowej. Uzyska¢ ja mozna na drodze
mechanizmow takich jak: delecja efektorowych limfocytow T, indukcja anergii tych

komorek, badz poprzez regulacj¢ aktywnosci limfocytéw T.

Nabycie tolerancji centralnej wigze si¢ z eliminacja komorek z receptorami dla
wiasnych antygendéw na drodze delecji klonalnej, w wyniku ktorej dochodzi ostatecznie

do apoptozy. Delecja klonalna to:

e selekcja pozytywna — w kierunku limfocytow T posiadajacych receptory TCR
zdolne do rozpoznawania antygenéw MHC, wiazace si¢ z tym receptorem stabo

oraz w kierunku limfocytow B niereaktywnych,
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e selekcja negatywna — eliminujgca limfocyty T autoreaktywne, wigzace sie¢
z kompleksem MHC-antygen wilasny oraz limfocyty B wigzace wlasne

antygeny.

Do tej pory gtowna rolg w indukcji 1 utrzymaniu tolerancji przypisywano grasicy, ktora
jest zrodlem komorek regulatorowych, wykazujacych tolerancje wobec autoantygenow.
Limfocyty T CD4+ regulatorowe stanowig ok 5-10% populacji dojrzatych form
CD4+CD8-. Cecha, ktéra wyroznia limfocyty o charakterze regulatorowym jest wysoka
ekspresja receptora IL-2Ra (CD25) (14, 74), a takze czynnika transkrypcyjnego FoxP3.
Limfocyty Treg podlegaja w grasicy specyficznej selekcji polegajacej na
rozpoznawaniu samych czasteczek MHC II lub w kompleksach z autoantygenami.
Powinowactwo do prezentowanych i prezentujacych biatek musi by¢ w tym procesie
wystraczajaco wysokie aby zaindukowac¢ anergi¢/supresje, ale jednoczesnie nie zbyt
wysokie, co skutkowatoby usunigciem komorek, jako form nadreaktywnych (92). Inng
droga generowania limfocytow Treg sa mechanizmy tolerancji obwodowej, na drodze
ktorej powstaja one rownie efektywnie. Opisano szereg mechanizmow
odpowiedzialnych za stan tolerancji obwodowej, m. in.: ignorancje, anergig, apoptoze,
wyczerpanie, czy regulacje (14). Wydaje si¢, ze indukcja stanu tolerancji w szeroko
rozumianej transplantologii moze zaleze¢ od skutecznego dzialania mechanizméw
tolerancji centralnej, dzigki ktorym aloreaktywne limfocyty T sa usuwane. Mechanizmy
tolerancji obwodowej natomiast moga by¢ zaangazowane w dhugotrwale utrzymywanie
stanu akceptacji przeszczepionego narzadu (26). Nalezy jednak zauwazyé, ze w obu
przypadkach kluczowg role odgrywaja subpopulacje komorek regulatorowych, a wigc
to w manipulacjach tymi komorkami upatruje si¢ petlnego, dtugoterminowego stanu
tolerancji immunologicznej w przeszczepach narzadowych, przy jednoczesnej

eliminacji nieodzownej na chwile obecng terapii immunosupresyjne;j.

1.3.2 Limfocyty T regulatorowe

W 1995 r. Sakaguchi 1 wsp. (74) jako pierwsi opisali role limfocytow Treg
CD4+CD25+ w patofizjologii chordéb autoimmunizacyjnych. Odkryli, Ze komorki te sa

kluczem do poznania mechanizmu rozwoju tych schorzen. Zauwazyli, ze transfer
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limfocytow T CD4+, ktére wykazuja na swojej powierzchni ekspresj¢ czasteczek CD25
(fancuch o receptora IL-2) do myszy zapobiega u nich swoistym narzadowym
1 ogo6lnoustrojowym chorobom autoimmunizacyjnym oraz chorobie GvHD. Udalo im
si¢ udowodni¢, ze komodrki te wpltywaja na utrzymanie tolerancji immunologicznej

poprzez ujemng regulacje odpowiedzi immunologicznej na auto- i aloantygeny.

Komorki regulatorowe to bardzo niejednorodna fenotypowo populacja limfocytow.
Mozna je podzieli¢ na dwie gléwne populacje: naturalnie wystepujace
CD25+CD4+Treg, ktore wytwarzane sg w grasicy, na obwodzie funkcjonujace jako
dojrzate komorki T oraz indukowane CD4+Treg, ktore pochodza z prekursora CD25-
CD4+ lub z obwodowych komoérek CD25+CD4+ (48).

Do tej pory najlepiej scharakteryzowang grupe stanowig naturalne limfocyty Treg
CD4+CD25+Foxp3+ (nTreg) wywodzace si¢ z grasicy. Dowiedziono, ze pozostaja one
pod transkrypcyjng kontrolg czynnika Foxp3, ktory jest jednoczesnie ich najbardziej
charakterystycznym markerem. W badaniach nad limfocytami Foxp3+CD4+
przedstawiono dowody na ochronne dziatanie tych komoérek wzgledem aloprzeszczepu
(22). Komorki Treg charakteryzuja si¢ wysokim potencjalem indukowania
1 utrzymywania stanu tolerancji na aloantygeny dawcow w przeszczepach (49). Szereg
badan na modelach zwierzecych potwierdza jak istotng rol¢ odgrywaja one
w wydhuzeniu przezywalno$ci aloprzeszczepu (18, 57, 77). Opisano mie¢dzy innymi
zdolno$¢ tych komodrek do ograniczania szkodliwej w transplantologii reakcji
limfocytow T efektorowych, a takze ich wlasciwosci kontrolowania niekorzystnego
pobudzenia limfocytéw B. Ponadto udowodniono, ze limfocyty nTreg chronig przed
wystgpieniem reakcji GvHD w modelach przeszczepu szpiku kostnego i w istotny
sposob przyczyniaja si¢ do indukcji stanu tolerancji (96). Takie doniesienia staja si¢
podstawa do zastosowania tej subpopulacji komorek jako czynnika indukujacego
immunotolerancj¢ w alotransplantacjach. Generalnie uwaza si¢, ze supresyjne dziatanie
naturalnych limfocytow T regulatorowych zachodzi na drodze bezposredniego
oddziatywanie na komorki efektorowe (CD4+CD8+), czyli wymaga kontaktu
z komorka docelowa, lub posrednio przez receptory hamujace w synapsie
immunologicznej w interakcji z komodrkami prezentujacymi antygen (komorki

dendrytyczne — DC i monocyty). Mozliwe s3 takze mechanizmy posrednie poprzez
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produkcje 1 uwalnianie supresyjnych cytokin (IL-10, TGF-f), metabolizm adenozyny,
usuwanie z mikrosrodowiska interleukiny 2 (,,glodzenie” innych komorek) lub nawet
efekt cytotoksyczny wobec limfocytéw efektorowych (22, 42, 43). W oparciu o model
przeszczepu skory u myszy dowiedziono, ze komorki T regulatorowe CD25+CD4+
indukuja dtugofalowg tolerancje¢ na aloantygeny dawcy po przeszczepie (42). Zdolnos¢
limfocytow Treg CD4+CD25+ do hamowania odpowiedzi limfocytow efektorowych
stwarza realng szans¢ wykorzystania ich w terapii immunosupresyjnej 0s6b po
przeszczepach alogenicznych (47). Wedlug niektérych badaczy, w przypadku
przeszczepu komorek hematopoetycznych, podawanie pacjentom limfocytéow Treg
CD4+CD25+ w okresie przedtransplantacyjnym, a nastgpnie po transplantacji narzadu
moze zapobiega¢ rozwojowi choroby GvHD (47, 100). W innych badaniach wykazano
réwniez, ze limfocyty Treg zdolne s do hamowania funkcji limfocytow Thl oraz Th2,
dzigki czemu mogg kontrolowa¢ odpowiedz immunologiczng w stosunku do alergenéw

(39, 47).

Duze znaczenie dla zidentyfikowania 1 opisania roli limfocytow Treg w transplantologii
miaty badania z wykorzystaniem mysich modeli eksperymentalnych. Dostarczyty one
waznych informacji odno$nie dziatania §rodkéw immunosupresyjnych, pozwolity lepiej
zrozumie¢ znaczenie czynnika Foxp3 oraz utatwily strategie planowania dalszych badan
nad indukowalng tolerancja immunologiczng Treg-zalezng. Pozwolily wreszcie

bezposrednio odnie$¢ zastosowanie niektorych rozwigzan do badan klinicznych.

Wsréd obwodowych komorek najwazniejsze sa populacje limfocytéw Trl 1 Th3 (8, 37).
Limfocyty Trl, dzigki zdolno$ciom utrzymywania homeostazy, uwazane sg za gtowne
mediatory tolerancji obwodowej. Hamuja one odpowiedz immunologiczng poprzez
szereg mechanizmow, w tym: produkcje cytokin o charakterze supresyjnym (IL10,
TGFP), bezposrednie hamowanie komorek regulatorowych czy modulowanie
dojrzewania 1 funkcji komorek dendrytycznych (DC) (2). Limfocyty T regulatorowe
Trl moga mediowac rowniez tolerancj¢ transplantacyjna, jako ze ich obecnos¢ koreluje
z dhugotrwata akceptacja przeszczepu po podaniu niezgodnego pod wzgledem HLA
szpiku kostnego. Badania na pacjentach, ktérzy samoistnie akceptowali przeszczepy
narzagdowe wykazaly, ze Trl moga hamowaé¢ odpowiedz naiwnych limfocytow T

poprzez zdolno$¢ do sekrecji cytokin, takich jak IL10 czy TGFB (12). Co wigcej,
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cytokiny te moga dodatkowo korzystnie wplywa¢ na generowanie Treg poprzez
alternatywng aktywacje DC (38). Znaczaca role komorek dendrytycznych
w wywolywaniu stanu tolerancji po raz pierwszy opisano w kontekscie
wewnatrzgrasicze] autotolerancji, gdzie DC stanowily istot¢ procesu negatywnej
selekcji (103). Udziat tych komorek w tolerancji centralnej oraz w indukowaniu
1 utrzymywaniu tolerancji na autoantygeny jest wigc powszechnie znany. Gléwnym
sposobem utrzymania stanu tolerancji na obwodzie jest interakcja migdzy DC,
a limfocytami T (14). Przy braku czynnikéw infekcyjnych, czyli w stanie zdrowia,
komorki dendrytyczne odpowiadajg za indukcje tolerancji obwodowej (86). Niedojrzate
DC tkanek podlegaja stalej migracji do wezléw chlonnych, gdzie dochodzi do
prezentacji autoantygendw zarowno przez naptywowe DC jak i te bytujace w tkance
limfatycznej (19). Generowanie Treg na obwodzie wydaje si¢ by¢ niezwykle istotne ze
wzgledu na inwolucje grasicy 1 zwigzane z tym znaczne uszczuplenie puli Treg
powstajacych w tym narzadzie. Aktywno$¢ komorek efektorowych moze by¢ tez
hamowana dzigki enzymowi produkowanemu przez tolerogenne DC, ktory katabolizuje

kluczowy dla funkcjonowania limfocytéw T aminokwas — tryptofan (14).

1.4 Transplantologia eksperymentalna — model przeszczepu skory u zwierzat

Transplantacja to czgsto jedyna skuteczna metoda leczenia schytkowej niewydolnosci
narzgdowej, stad tak duze pole do badan nad poprawg odlegtego przezycia
i prawidlowego funkcjonowania przeszczepianych narzadoéw alogenicznych. Jednym
z gldwnych celéw immunologii transplantacyjnej jest poszukiwanie skutecznych metod
indukowania u biorcy specyficznej tolerancji wobec antygenow dawcy, ktéra mogtaby
uchroni¢ pacjenta od podznego odrzucania przeszczepu oraz pozwolitaby unikngé
przewlektej terapii lekami immunosupresyjnymi (72). Poszerzanie wiedzy na temat
wlasciwosci limfocytow T regulatorowych niesie ze sobg realne korzysci w dziedzinie
badan nad przeszczepami. Mozliwo$¢ aktywacji funkcji komorek regulatorowych przed
przeszczepem lub we wczesnym okresie po przeszczepieniu, rokuje ograniczeniem
potrzeby nieswoistej terapii immunosupresyjnej, badz nawet catkowitym jej
wyeliminowaniem (40). Badania na myszach pozwolity zrozumie¢ jak wykorzysta¢

odpowiedz immunologiczng organizmu 1 zjawisko tolerancji immunologicznej
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w transplantologii, jak leczy¢ pacjentow po przeszczepach tak, aby zminimalizowaé
stosowanie lekéw immunosupresyjnych, indukujac jednoczesnie dlugofalowa tolerancje
na tkanki dawcy (48). Szereg projektow zajmujacych si¢ aktywnoscig komorek
regulatorowych 1 ich rola w procesach immunologicznych stanowig badania

z wykorzystaniem modeli zwierzecych (64, 65).

Model przeszczepu skéry u myszy to szybka 1 stosunkowo prosta metoda
monitorowania odpowiedzi immunologicznej, w szczegdlnosci limfocytow T
regulatorowych. Jako pierwsi szczegblowo opisali ja w 1951 roku Billingham
1 Medawar w swoich badaniach nad odpowiedziag immunologiczng (5). Stworzyli
doskonate 1 wuzyteczne narzgdzie do badan biomedycznych nad odrzutami
aloprzeszczepu. Opracowali oni procedur¢ pobierania skrawkéw od dawcy,
przygotowania toza do przyjecia skrawkow u biorcy oraz metody zaktadania opatrunku,
chronigcego przeszczep. Opisali rowniez prace ze skrawkami rdéznego rodzaju
1 pochodzenia. Skrawki skory pelnej grubosci (ang. pinch grafts), pobierane byty przy
uzyciu pincety 1 skalpela badZz nozyczek, ciefsze skrawki (ang. thiersch grafts),
sktadajace si¢ z warstwy naskorka i skory wilasciwej bez tkanki podskornej,
pozyskiwane byly poprzez rozdzielenie wzdluzne matzowiny usznej myszy lub poprzez
zdjecie skéry z ogona (5). Ich dokonania staly si¢ motorem do modyfikacji
1 poszukiwania nowych technik przeszczepiania skory. Bailey i Usama w 1960 roku (1),
inspirujac si¢ wczesniejszymi dokonaniami, opracowali wlasng metode przeszczepu
skory z ogona, w ktorej toze do przeszczepu wycinali réwniez na ogonie biorcy.
Skrawki skory umieszczane byly bezposrednio w tozu, nie byty mocowane a jedynie
zabezpieczane specjalnie opracowanym opatrunkiem, ktory stanowita szklana, podiuzna
tuba o $rednicy 5 mm, nakladana bezposrednio na ogon, tak aby w cato$ci zakrywata
miejsca przeszczepu. Na koncu ogona zaktadany byt klips zabezpieczajacy szklang tube
przed zsuwaniem si¢ (1). Ten rodzaj opatrunku mial umozliwi¢ obserwacj¢ miejsca
przeszczepu od momentu jego wykonania. Podobnie dla uwidocznienia miejsca
przeszczepu Sugarbaker i Chang w 1979 roku (89) opisali metod¢ przeszczepu skory
z ucha, gdzie dla skrawka wszywanego w toze nie stosowano zadnego dodatkowe
opatrunku czy zabezpieczenia rany. Umozliwialo to monitoring przeszczepu od
pierwszego dnia (89). Od tego czasu sama procedura wielokrotnie podlegata

modyfikacjom i ulepszeniom. Naukowcy mierzyli si¢ z opracowaniem idealnego
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opatrunku, ktory nie bedzie przynosit dyskomfortu zwierzeciu a jednocze$nie
zabezpieczy przeszczep w pierwszych dniach po zabiegu przed przesuwaniem si¢
skrawka i probami pozbycia si¢ go przez zwierzg. Opatrunku, ktory umozliwi wzgledne

monitorowanie rany bez zbednego narazania biorcy przeszczepu na stres.

Alogeniczne przeszczepy skory majg obecnie bardzo duze zastosowanie w badaniach
nad limfocytami Treg, jako tymi, ktore warunkuja utrzymanie przeszczepu, a takze
przeciwdziatajg jego odrzuceniu. Wsrod gltownych funkcji Treg wyrozni¢ nalezy:
wytwarzanie tolerancji na antygen, odpowiedz przeciwinfekcyjng, przeciwno-
wotworowa, poszczepienng odpowiedz immunologiczng, tolerancje  wobec
przeszczepoOw narzadowych (43, 61). Wood 1 wsp. w swojej wieloletniej pracy nad
limfocytami T regulatorowymi wielokrotnie siggata po ten wilasnie model
eksperymentalny(9, 11, 21, 69, 109, 110). Badania jej zespolu dowiodly m. in., ze
limfocyty Treg maja kluczowe znaczenie w powstawaniu i utrzymywaniu homeostazy
oraz tolerancji immunologicznej, odgrywaja wazna role w patogenezie chordb

autoimmunologicznych, alergicznych, nowotworowych oraz wtasnie w transplantologii.

Obecnie mysie modele aloprzeszczepu majg szerokie zastosowanie w badaniach nad
efektywnoscia ~ najrozniejszych  zwigzkéw 1 preparatbow o  dziataniu
immunosupresyjnym, indukcja tolerancji immunologicznej oraz =~ wplywem
biologicznym przeciwciat blokujacych (42). Manipulacje Treg to duze pole do badan
laboratoryjnych prowadzacych do stworzenia skutecznych terapii komérkowych. Mysi
model przeszczepu skory z ogona jest procedurg stosunkowo prosta do
przeprowadzenia, ktora znakomicie sprawdza si¢ w ocenie odrzutu aloprzeszczepu
1 indukcji tolerancji immunologicznej zaleznej od limfocytow T regulatorowych.
Procedura ta nie jest trudna, a sam transplant skory z ogona jest znacznie mniej podatny
na mozliwo$¢ niedokrwienia niz skrawek (ang. graft) skoéry pelnej grubosci, pobrany
z okolicy tulowiowej zwierzecia. Dodatkowo eliminuje mikrourazy zwigzane
z goleniem fragmentow skory owlosionej przeznaczonej do przeszczepu. Procedura jest
wiarygodna, wysoce powtarzalna i tatwa w monitorowaniu. Charakteryzuje si¢ roOwniez

wysoka, blisko 100% przezywalnoscig zwierzat.
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2. Cele pracy

Celem niniejszej pracy byta:

e Analiza wlasciwosci  tolerogennych  limfocytow T  regulatorowych
w przeszczepach narzadowych w S$wietle ich wykorzystania jako terapii
zmniejszajacej ryzyko odrzutu aloprzeszczepow w modelu zwierzecym

e Okreslenie czy tolerancja centralna i immunoregulacja zalezna od limfocytow T

regulatorowych moga niezaleznie prowadzi¢ do indukcji tolerancji na niezgodne

antygeny
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3. Materialy i metody

3.1 Schemat doswiadczenia — zalozenia

W niniejszej pracy rozwini¢to model zaproponowany przez Medawar’a 1 wsp., zgodnie
z ktorym ekspozycja na antygeny szczepu dawcy w okresie ptodowym zapewnia
przyjecie przeszczepu przez osobnika dorostego. W projekcie zastosowano dwa modele
do$wiadczalne z wykorzystaniem dwoch szczepéw myszy laboratoryjnych: w catosci
immunokompetentny szczep C57BL/6 oraz bezgrasiczy szczep NIH III. Zestawienie
tych dwoch modeli miato na celu przedstawienie sytuacji w ktorej grasica zapewnia,

badz nie, mechanizmy zwigzane z tolerancja centralng.

W naszym pierwszym modelu (Ryc. 3.1.1a) noworodkom myszy szczepu C57BL/6
(biorca pierwotny) dootrzewnowo podano splenocyty wyizolowane ze §ledzion myszy
szczepu BALB/c, a nastepnie, w momencie osiggni¢cia przez nie dojrzatosci, wykonano
u nich przeszczep skory od myszy BALB/c 1 DBA/2. Kontrole stanowil przeszczep od
C57BL/6. W dalszej kolejnosci, zmniejszajac dyskryminacyjng niezgodnos¢ MHC
zmodyfikowano ten model o wykorzystanie hybryd C57BL/6xBALB/ zamiast BALB/c
jako dawcow komorek (Ryc 3.1.1b). Oseskom myszy C57BL/6 podano dootrzewnowo
w pierwszej dobie zycia wyizolowane ze $ledzion myszy F1 C57BL6xBALB/c
splenocyty lub TconvCD4+CD25- lub TregCD4+CD25+ w celu potwierdzenia
stusznosci zatozenia o istotnej roli limfocytow T w mediacji zjawiska tolerancji
potransplantacyjnej. Nastgpnie po osiggnigciu przez myszy C57BL/6 dojrzatosci
wykonano u nich przeszczepy skory od myszy BALB/c i DBA/2. Kontrole stanowit
przeszczep od C57BL/6.

W drugim modelu wykorzystano myszy szczepu NIH III, pozbawione wtlasnego
uktadu immunologicznego ze wzgledu na mutacje, ktore nie pozwalajg grasicy
1 szpikowi tych myszy produkowa¢ limfocytow. (Ryc. 3.1.2) Pozwolilo to na zbadanie
mozliwos$ci tworzenia tolerogennych limfocytéw T regulatorowych bez udziatu
tolerancji centralnej — zaleznej od grasicy, a jedynie przy udziale mechanizméw
obwodowych. W tym modelu oseskom myszy szczepu C57BL/6 (biorca pierwotny)

dootrzewnowo podano splenocyty wyizolowane ze $ledzion myszy szczepu BALB/c.
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Nastepnie, od dojrzatych biorcoOw pierwotnych pobrano $ledziony, z ktérych pozyskano

kmorki (sploncyty lub TconvCD4+CD25- lub TregCD4+CD25+), ktére z kolei podano

droga dozylng myszom NIH III.

Dla lepszego zilustrowania zatozen projektu powyzsze modele przedstawiono w postaci

graféow (Ryc. 3.1.1a, 3.1.1b, 3.1.2).
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Ryc. 3.1.1a Model pierwszy — ogdlny schemat do§wiadczenia
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Ryc. 3.1.1b Model pierwszy — zmodyfikowany
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Ryc. 3.1.2 Model drugi — ogdlny schemat doswiadczenia

3.2 Badania in vivo

Potrzebe¢ przeprowadzenia doswiadczen na zwierzgtach oraz wykorzystanie w projekcie
danego gatunku zwierzat do$wiadczalnych wuzasadni¢ nalezy specyfika badan
transplantologicznych, ktére nie pozwalajg na zastosowanie metod alternatywnych dla
osiggnigcia celu doswiadczenia. W analizach mechanizméw warunkujacych przyjecie
lub odrzucenie przeszczepu i1 zwigzany z tym zespot chorobowy GvHD niezbgdne jest
uwzglednienie szeregu zmian wystepujacych w catym organizmie dawcy 1 biorcy.
Rowniez badania funkcji limfocytow T regulatorowych i1 ich udzialu w akceptacji
tkanek dawcy w organizmie biorcy wymagaja przeprowadzania badan na catych
organizmach a nie izolowanych uktadach. W wyniku rozpatrzenia wniosku do Lokalnej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Gdansku projekt uzyskat zgode

tejze Komisji uchwatlg nr 28/2009.
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3.2.1 Zwierzeta

Do projektu wybrano nastepujace szczepy myszy pochodzace z hodowli SPF
Trojmiejskiej Akademickiej Zwierze¢tarni Doswiadczalnej — Centrum Badawczo-

Ustugowe Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego:

e (C57BL/6 — jako pierwotny 1 wtdrny biorca oraz dawca komorek regulatorowych
Treg podawanych dozylnie, a takze dawca alogenicznego przeszczepu skory
z ogona stanowigcego kontrolg dodatnig

e BALB/c — jako dawca splenocytow podawanym oseskom szczepu biorcy oraz
dawca alogenicznego przeszczepu skory z ogona

e DBA/2 — jako dawca alogenicznego przeszczepu skéry z ogona stanowigcego

kontrolg negatywna

Myszy szczepu C57BL/6 uzyte w badaniach s3 gatunkiem, ktorego uktad
immunologiczny jest stosunkowo najlepiej opisany w poréwnaniu do innych gatunkéw
zwierzat, oraz bardzo szeroko wykorzystywany w badaniach transplantologicznych.
Z kolei wykorzystanie myszy szczepu BALB/c jako dawcow zwigzane jest
z potwierdzong silng niezgodnoscia w gtownym ukladzie zgodnosci tkankowej
wzgledem myszy pozostalych wybranych do badan szczepow. Szczep DBA/2 stanowit
grupe kontrolng w stosunku do C57BL/6 we wszystkich zaplanowanych

doswiadczeniach.

Ponadto, do drugiego modelu dos$wiadczalnego wybrano myszy szczepu NIH III,
sprowadzone z hodowli Charles River w Niemczech, jako biorce komorek
regulatorowych oraz alogenicznego przeszczepu skoéry z ogona. Charakterystyke

wybranych szczepdéw przedstawiono w tabelach ponizej (Tabela 3.2.1.1, 3.2.1.2)

Tabela 3.2.1.1 Charakterystyka wybranych szczepow myszy

szczep charakterystyka zastosowanie badawcze
C57BL/6 umaszczenie ciemno brazowe, uniwersalny, wielofunkcyjny
prawie czarne; do$¢ agresywny; model; otyto$¢ indukowana

charakteryzuje si¢ sktonno$cia do dieta, rozwo6j modeli

wzajemnego wygryzania siersci w | transgenicznych
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zaleznosci od pozycji socjalnej
(dominujace osobniki, gldwnie
samice, wygryzaja wlosy innym
myszom, samce manifestujg swoja
dominacje walczac); duza
tendencja do wystepowania

réznego rodzaju zmian skérnych

/knockout, w badaniach
genetycznych jako idealna
kontrola w stosunku do myszy
genetycznie modyfikowanych,

badania immunologiczne.

BALB/c umaszczenie albinotyczne, oczy powszechny, wielofunkcyjny
czerwone; posiada dlugotrwatg model, produkcja przeciwciat
zdolno$¢ rozrodcza; bardzo monoklonalnych, uzywany do
wrazliwy na napromienianie; wielu badan biomedycznych,
podatny na wystgpowanie szczeg6lnie immunologicznych
spontanicznych nowotworéw sutka, | 1 nad nowotworami; dobry
phuc, nerek, uktadu limfatycznego i | modelem do badan nad uktadem
innych Sercowo-naczyniowym w

zwiazku z powszechnie
wystepujaca u myszy
arterioskleroza

DBA/2 umaszczenie jasnobrazowe, bezpieczny i efektywny model,
bezowe; podatny na choroby oczu | szeroko rozpowszechniony w
(wada teczowki, jaskra), ucha badaniach neurobiologicznych,
wewnetrznego, padaczke geriatrycznych 1 nad uktadem
stuchowopochodng, nowotwory; Sercowo-naczyniowym
charakteryzuje si¢ bardzo wysoka
zapadalno$cig na gruczolakoraka
sutka (ok. 72% samic wielorddek)
oraz nadwrazliwoscig stuchowa u
mtodych i zalezng od wieku utratg
stuchu

NIH M1 posiada mutacj¢ genu nude, czego | badania przeciwnowotworowe,

rezultatem jest brak grasicy i

funkcji komoérek T, ponadto

przeszczepy ksenogeniczne
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posiada dwie wazne mutacje
wplywajace na regulacje uktadu
immunologicznego: X - zwigzang z
defektem odpornosci (xid) 1 beige
(bg). Mutacja xid wywiera wptyw
na dojrzewanie grasiconiezaleznych
limfocytéw B; dowiedziono, ze
homozygoty bg maja uszkodzone
komorki natural killer (NK), ktére
sg cytotoksyczne wobec komorek

guzdéw w badaniach in vitro.

Tabela. 3.2.1.2 Haplotypy szczepoéw wsobnych myszy wykorzystanych w projekcie

Haplotyp Szczep
H2P C57BL/6
H2b NIH III
H24 BALB/c
H24 DBA/2

3.2.2 Utrzymywanie zwierzat

Wszystkie wybrane szczepy utrzymywano w warunkach podwyzszonych standardéw
sanitarno-higienicznych w Trojmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej —
Centrum Badawczo-Ustlugowym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Osrodek ten
jest obecnie jednym z najnowocze$niejszych tego typu obiektéw w Polsce i stanowi
innowacyjng jednostkg, w ktérej mozliwe jest prowadzenie badan naukowych na
zwierzg¢tach na Swiatowym poziomie. W obrebie Pracowni Zwierzat Doswiadczalnych
znajduja si¢ dwa oddzielne ciggi za barierg sanitarno-higieniczng z pomieszczeniami
przeznaczonymi dla zwierzat laboratoryjnych. Pokoje te stuzg do hodowli myszy
1 szczurdw, ich utrzymywania, a takze wykonywania zabiegbw 1 procedur

doswiadczalnych. Pracownia wyposazona jest w:
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e system monitorujacy parametry w pomieszczeniach zwierzgtarni, takie jak
temperatura, wilgotno$¢ i ci$nienie,

o system 3-czesciowych §luz dla personelu, stanowigcy bariere,

o system klimatyzacji z absolutnymi filtrami1 HEPA,

e odpowiednig instalacje o$wietleniowa, system filtracji wody,

o autoklawy przelotowe,

e komore do dezynfekcji z waporyzatorem nadtlenku wodoru,

e nowoczesne myjnie do klatek i butelek dla zwierzat.

Zwierzetarnia zapewnia wystandaryzowane warunki pozwalajagce na prowadzenie
hodowli, jak rowniez utrzymywanie zwierzat do§wiadczalnych o standardzie sanitarno-
higienicznym tzw. SPF (ang. specific pathogen free — wolnych od specyficznych
patogenow wystepujacych u danego gatunku).

Zwierzgta wykorzystane w niniejszym projekcie utrzymywane byty w kontrolowanych
warunkach $rodowiska: temperatura 22+2°C, o$wietlenie 12 godzin $wiatta/12 godzin
ciemnosci, wilgotnos¢ 55+10%, 15-20 wymian powietrza na godzing. Zwierzeta mialy
zapewniony staly dostep do wody 1 pozywienia (zywione byly standardowa pasza dla
gryzoni laboratoryjnych oraz pasza o specjalnym przeznaczeniu dla myszy o obnizonej
odpornosci). Utrzymywane byly w standardowych klatkach, o odpowiedniej kubaturze,
zgodnie z Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 14 grudnia 2016 r.
w sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien spetnia¢ o$rodek, oraz minimalnych
wymagan w zakresie opieki nad zwierzetami utrzymywanymi w osrodku. Opieke nad
zwierzetami sprawowal przeszkolony personel zwierzetarni legitymujacy sig
ukonczonym szkoleniem z zakresu opieki nad zwierzgtami laboratoryjnymi, zgodnym
z obowigzujagcym prawodawstwem (Ustawa z dnia 15 stycznie 2015 r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych 1 edukacyjnych wraz

z obowigzujacymi aktami wykonawczymi).
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3.2.3 Procedury in vivo wykorzystane w pracy

3.2.3.1 Iniekcja splenocytow 1-dniowym oseskom mysim

Oseskom myszy szczepu C57BL/6 w pierwszej dobie zycia droga dootrzewnowa (i. p.)
podano splenocyty wyizolowane ze $ledzion myszy szczepu BALB/c (pierwotny
dawca) w objetosci 20 - 30ul, w ilosci 1-2 mIn komoérek na mysz (igta 0,3 mm;
strzykawka 1 ml). Po wykonanym zastrzyku oseski zwrocono matce. Procedura

przeprowadzana byla za barierg sanitarno-higieniczng pod komora laminarng.

3.2.3.2 Model alogenicznego przeszczepu skory

Przedstawiony ponizej protokédt przeszczepu skéry opracowano na podstawie wilasnej
praktyki w zakresie przeprowadzania procedury do$wiadczalnej przeszczepu skory

u myszy oraz z wykorzystaniem materialow zrodtowych (29, 79, 89).

Ryc. 3.2.3.2.1- Miejsce pracy

W pierwszej kolejnosci przygotowano skrawki skory z ogona myszy dawcy (BALB/c)
Mysz dawce poddano eutanazji poprzez dyslokacje kregow szyjnych. Nastepnie
zdezynfekowany ogon naci¢to skalpelem wzdhuz od nasady do jego konca, po czym

przy uzyciu pincety zdjeto skore z catej dlugosci ogona. Uzyskany w ten sposob ptat
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skory umieszczono w 0,9 % NaCl w szalce 1 przetrzymywano na lodzie. Przy pomocy
skalpela pocieto fragment skory na mniejsze ok. 10 mm dlugosci skrawki

i pozostawiono w 0,9 % NaCl z dodatkiem antybiotykéw — streptomycyny

1 gentamycyny (Ryc. 3.2.3.2.2).

Ryc. 3.2.3.2.2 — Przygotowanie skrawkow do przeszczepu

W kolejnym etapie eksperymentu mysz biorce umieszczono w pojemniku indukcyjnym
aparatu do anestezji wziewnej dla malych gryzoni 1 poddano znieczuleniu 3%
izofluranem. U$pione zwierz¢ utozono na boku ciata na ptytce operacyjnej z maseczka
inhalacyjna na pyszczku. Dla potwierdzenia, ze zwierz¢ wprowadzono w stan glebokiej
anestezji sprawdzono jej czucie glgbokie zaciskajac fatd skorny miedzy palcami
konczyny tylnej. Nastepnie doktadnie ogolono bok ciata przy pomocy skalpela,
a powierzchni¢ skory zdezynfekowano preparatem Octenisept. Uzywajac pincety
uchwycono ptat ogolonej skory i uniesiono go delikatnie do gory, a nastepnie przy
pomocy nozyczek odcieto fragment skéry tworzac loze o $rednicy ok 8 mm?
(w przypadku krwawienia osuszono ran¢ jalowym gazikiem). Przygotowany wczesniej
pojedynczy skrawek skory z ogona umieszczono bezposrednio w tozu, delikatnie
uciskajac jatowym gazikiem, jezeli konieczne; w celu dopasowania graftu, nadmiar
skory delikatnie przycigto uzywajac nozyczek. Kolejny etap stanowito zalozenie

opatrunku. W tym celu jalowy gazik wielkosci ok 1 cm? umieszczono bezposrednio
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W miejscu przeszczepu, a nastepnie zatozono plaster opatrunkowy wokot klatki
piersiowej myszy tak aby nie przesunag¢ przeszczepu a jednocze$nie solidnie
przymocowac¢ opatrunek do powlok ciata. Niezwykle istotne byto aby opatrunek
zalozony byl odpowiednio ciasno; nie powinien powodowa¢ dyskomfortu zwierzecia;
z drugiej strony nie mogt by¢ zalozony zbyt luzno, co mogloby skutkowaé jego
zsunigciem si¢, albo przesuni¢ciem si¢ samego graftu pod opatrunkiem (Ryc. 3.2.3.2.3).
Bezposrednio po zabiegu mysz biorce umieszczono w oddzielnej klatce na czas
odzyskania przez nig catkowitej przytomnosci i obserwowano czy zatozony opatrunek
pozwala na swobodne poruszanie si¢ oraz czy zwierze¢ nie probuje si¢ go pozby¢. Przed

podjeciem czynnos$ci zabiegowych na kolejnej myszy, narzedzia kazdorazowo

dezynfekowano roztworem 70 % etanolu.

Ryc. 3.2.3.2.3 — Etapy procedury przeszczepu skory z ogona

Kolejny etap procedury stanowila opieka pooperacyjna, na ktérg sktadaty sie:

monitoring zwierzgcia po zabiegu, skupiajacy si¢ na ocenie ogodlnego stanu zdrowia
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1 behawioru myszy; pomiarach masy ciata 1 kontroli pobieranej paszy i wody oraz
monitoring samego przeszczepu: zmiana opatrunku i ocena wizualna przeszczepu,
udokumentowana wykonaniem zdjecia w 1, 3, 51 7 dniu od wykonania przeszczepu,
przy czym catkowite usunigcie opatrunku mozliwe bylo juz w 5 dniu od
przeprowadzonej procedury (Ryc. 3.2.3.2.4, 3.2.3.2.5). Kazdorazowa zmiana opatrunku
1 wykonanie zdjecia przeszczepu wymagala poddania zwierzecia anestezji wziewnej 3%
izofluranem. Myszy umieszczano kolejno w pojemniku indukcyjnym aparatu do
anestezji wziewnej dla matych gryzoni i poddawano znieczuleniu. U$pione zwierzeta
uktadano na boku ciata na ptytce operacyjnej z maseczka inhalacyjng na pyszczku,
delikatnie przecinano nozyczkami plaster wzdtuz ciata zwierzecia, a nastepnie bardzo
delikatnie usuwano stary opatrunek — plaster z gazikiem — starajac si¢ nie naruszy¢
miejsca przeszczepu i zaktadano nowy. (W przypadku gdy gazik przykleil si¢ do rany

nalezalo zwilzy¢ go roztworem 0,9% NaCl, usung¢ a nastgpnie osuszyc.)

Opisana procedura okazala si¢ wiarygodna, wysoce powtarzalna 1 latwa
w monitorowaniu; charakteryzowata si¢ rowniez wysoka, blisko 100% przezywalnoscia
zwierzat. Stosowana w tym modelu anestezja wziewna z 3% izofluranu okazata si¢
duzo bezpieczniejsza dla zwierzgcia w pordwnaniu do anestezji iniekcyjnej, co
zwigzane bylo z mniejsza ilo$cig ewentualnych powiktan. Wskazywat na to skrocony
do minimum czas trwania samego zabiegu jak i wybudzania si¢ myszy, a co za tym

idzie ograniczony stres zwierzecia zwigzany z catg procedura.
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Dzien 5
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Ryc. 3.2.3.2.4 — Przeszczep skory z ogona od myszy C57BL/6 do C57BL/6 w kolejnych

dniach od wykonania procedury

Dzien 1

i

Dzien 5

Ryc. 3.2.3.2.5 — Przeszczep skory z ogona od myszy BALB/c do C57BL/6 w kolejnych
dniach od wykonania procedury, w dniu 3 wida¢ charakterystyczne dla odrzutu

zaczerwienienie
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A

Ryc. 3.2.3.2.6 — Dzien 14 — przeszczep przyjety (A), przeszczep odrzucony (B).

3.2.3.3 Iniekcja dozylna wybranvch subpopulacji komérek regulatorowych

Myszom szczepu NIH III — biorcom wtornym wykonano iniekcje dozylne (i. v.)
wybranych frakcji komoérek wyizolowanych ze $ledzion myszy C57BL/6 — biorcow
pierwotnych, ktore miaty kontakt z antygenem szczepu dawcy BALB/c. W tym celu
mysz biorc¢ bez znieczulenia umieszczono w trzymadle w celu unieruchomienia
zwierzecia. Zdezynfekowany ogon utozono w dloni tak aby uwidoczni¢ naczynie
krwiono$ne — zyle ogonowa (delikatne uci$nigcie nasady ogona ulatwiato
zlokalizowanie miejsca wkiucia). Wykonano iniekcje przygotowanej na $wiezo
zawiesiny wybranych subpopulacji komorek regulatorowych w objetosci 200 pl na
mysz w ilo$ci od 1 mln do 200 mIn komdrek na mysz. Bezposrednio po iniekcji wedtug
zalecen przetrzymywano zwierz¢ w oddzielnej klatce, ale jedynie do momentu
upewnienia si¢ czy mysz dobrze zniosta procedurg. Nastgpnie przektadano ja do

wspolnej klatki 1 przetrzymywano w grupach kilkuosobniczych.

3.2.4 Materialy podstawowe i aparatura
Drobny sprzet laboratoryjny (szalki Petriego), narzedzia chirurgiczne (nozyczki,

pincety, szpatulki) stanowigcy wyposazenie pracowni zwierzat do$wiadczalnych byt
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kazdorazowo przed zabiegami jalowiony metoda termiczng przy uzyciu autoklawu

nastotowego.

Tabela 3.2.4.1 Odczynniki 1 materiaty zuzywalne

izofluran — Iso-Vet

Piramal Healthcare, Wielka Brytania

sol fizjologiczna

Polfarma, Starogard Gdanski, Polaska

PBS Sigma-Aldrich, Niemcy
Octenisept Schulke & Mayr GmbH, Niemcy
Aerodesin 2000 MediLab Sp. z o. o., Polaska

Streptomycyna, Gentamycyna

Polfarma, Starogard Gdanski, Polaska

kompresy, gaziki jatowe — Matocomp

Matopat, Totun, Polaska

przylepiec widkninowy rozciagliwy z

papierem silikonowym — Medipore

3M, Polaska

Hypoallergenic

ighy Becton Dickinson, Niemcy
strzykawki Becton Dickinson, Niemcy
skalpele Swann-Morton, Wielka Brytania

3.2.4.2 Aparatura wykorzystywana w pracy

e Aparat do narkozy wziewnej dla gryzoni (Combivet, Rothacher-Medical GmbH)

e Autoklaw nastotowy (Prestige Medical)

e Komora laminarna — stacja wymiany $ciotki (Top Flow 3, Ehret)

e Mikroskop (Motic)

e Komora do eutanazji CO: (Ehret)
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3.3 Badania in vitro

3.3.1 Materialy podstawowe i aparatura

3.3.1.1 Odczynniki i materialy zuzywalne

Wszystkie materiaty jednorazowego uzytku wykorzystane w czesci biologicznej pracy
(probowki, szalki Petriego, ptytki 1 probowki do reakcji Real-time PCR, etc.)
pochodzity z firm Nunc (Dania); Falcon Becton Dickinson (Niemcy); Medlab Products
(Polska).

Tabela 3.3.1.1.1 Odczynniki zuzywalne

podtoze RPMI1640 do hodowli komorkowych Gibco, Wielka Brytania
Penicylina Sigma, USA
Streptomycyna Sigma, USA

bufory lizujace erytrocyty Sigma, USA

PBS Sigma-Aldrich, Niemcy
histopaque Sigma-Aldrich, Niemcy
mouse CD4+ T Cell Pre-Enrichment Kit, Stemcell Technologies,
Cat #19772A Kanada

mouse CD25 Regulatory T Cell Positive Selection Kit, | Stemcell Technologies,
Cat. # 18782 Kanada

3.3.1.2 Aparatura wykorzystywana w pracy

e Czytnik mikroptytek FL600 (Biotec, Japonia)

e Komora laminarna (TopFlow 3, Ehret)

e Inkubator z regulowanym przeplywem CO? (Heraeus, Niemcy)
e Wiréwka 3K15 (Sigma, USA)

e Wirdéwka 4K15 (Sigma, USA)

e  Wirdowka eppendorf 5804R (Eppendorf, USA)
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e Zamrazarka -80°C Polar 550H (AS Biomedica, Wtochy)
e (Cytometr przeplywowy — LSRFortessa (Becton Dickinson, USA)
e Spektofotometr Epoch (BioTek Instruments, USA)

3.3.3 Izolacja splenocytow

Pobrang od myszy $ledziong, dostarczong w PBS-ie przeniesiono na sitko a nastepnie
sterylnym tlokiem strzykawki przetarto przeptukujac niewielka iloscig PBS-u do
proboéwki, po czym uzupetniono objeto$¢ uzyskanej zawiesiny do 5 ml. W kolejnym
etapie przygotowano po jednej probowce wirowniczej (na $ledziong) o pojemnosci 15
ml z 8 ml fikolu na kazde 5 ml uzyskanej zawiesiny. Zawiesing delikatnie, przy pomocy
pipety pasterowskiej nawarstwiono na fikol i wirowano 18 min./1800 rpm/18°C
z wylaczonym hamulcem. Do $wiezo przygotowanych 15 ml probdéwek przeniesiono
przy pomocy pipety transferowej splenocyty, ktore po wirowaniu skupity si¢ w postaci
tzw. obloczka na granicy warstw fikolu 1 PBS-u. Uzyskane w ten sposob komorki
przeptukano dwukrotnie PBS-em wirujagc 6 min./1600 rpm/18°C. Otrzymany pelet
zawieszono w 1 ml PBS-u i policzono komorki. Otrzymane w ten sposob spelnocyty
podawane byly bezposrednio po przygotowaniu oseskom mysim droga dootrzewnowg
(i. p.) osobnikom dojrzatym droga dozylna (i. v.) badz stanowily materiat wyjsciowy dla

dalszego sortowaniu komorek regulatorowych oraz testu MLR.

3.3.3.1 Metoda magnetycznego sortowania komorek

W metodzie tej do izolacji wybranych populacji komoérkowych wykorzystano
powleczone przeciwcialami monoklonalnymi kulki magnetyczne. Przeciwciata te
skierowane sa przeciwko markerom powierzchniowym charakterystycznym dla danej
subpopulacji komoérkowej. Metoda rozdzialu badanych komoérek moze przebiegac
w dwojaki sposob: na drodze selekcji pozytywnej, badz negatywnej. W selekcji
pozytywnej po zwigzaniu si¢ antygendw badanych komorek z przeciwciatami
przyczepionymi do kulek magnetycznych, przyklada si¢ do kolumny magnes, co
powoduje, ze pozadane komorki zostajg w kolumnie, a reszta jest usuwana. W selekeji
negatywnej, szukane komorki sa w wyptukiwane w pierwszej kolejnosci, natomiast

niepozadane zostajg w kolumnie.
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W pracy wykorzystano zestawy do selekcji negatywnej jak 1 pozytywnej EasyStep
Stemcell Technologies, a procedura przebiegata wedlug zalaczonego do zestawu
protokotu. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono selekcje negatywng limfocytow T
CD4+. W tym celu do uzyskanej na $wiezo zawiesiny 1 ml splenocytow mysich,

dodano:

e 5% szczurzego serum (normal rat serum), aby zapobiec laczeniu sie
przeciwcial szczurzych z mysimi

e 50 pl mieszaniny wzbogacajacej (pre-enrichment cocktail) zawierajacej
szczurze przeciwciata monoklonalne wzbogacone biotyng, skierowane przeciw
mysim komorkom CDS8, CD11b, CD19, CD24, CD45R, CD49b — inkubacja w
temperaturze pokojowej (15-22°C) przez 15 min.

e 150 pl mieszaniny (biotin selection cocktail) zawierajacej mysie przeciwciata
monoklonalne IgG: skierowane przeciw biotynie — inkubacja w temperaturze
pokojowej (15-22°C) przez 15 min.

e po doktadnym wymieszaniu przez 30 sekund, 150 Ml zawiesiny kulek
magnetycznych — inkubacja w temperaturze pokojowej (15-22°C) przez 10
min.

e PBS (rekomendowanego medium), dopetniajac do 2,5 ml

Po uprzednim, delikatnym, kilkukrotnym rozpipetowaniu zawiesiny, probowke
umieszczono w magnesie na 5 min. Po uptywie wyznaczonego czasu zlano zawarto$¢
probowki do nowej 5 ml polistyrenowej probowki; do pozyskanej w ten sposéb
zawiesiny dodano 200 pl roztworu blokujacego (blockin solution) po czym
powtorzono etap z zawiesing kulek magnetycznych dwa razy. Uzyskang na koncu
zawiesing komorek zwirowano dwukrotnie (250xg, 10 min.) w PBS, zlano supernatant

a pelet zawieszono w 1 ml PBS.

W drugim etapie przeprowadzono selekcje pozytywng CD25+. Do uzyskanej

w pierwszym etapie selekcji zawiesiny komorek CD4+ w objetosci 1 ml dodano:

e 50 pl mieszaniny (CD25 PE labeling reagent) zawierajacej przeciwciata
skierowane przeciw mysim CD16/32 — inkubacja w temperaturze pokojowe;j

(15-22°C) przez 15 min.
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e 33yl mieszaniny (PE selection cocktail) zawierajacej mysie przeciwciata
monoklonalne — inkubacja w temperaturze pokojowej (15-22°C) przez 15 min.

e po dokltadnym wymieszaniu, 50 Ml zawiesiny nanoczastek magnetycznych
(SA magnetic nanoparticles) — inkubacja w temperaturze pokojowej (15-22°C)
przez 10 min.

e PBS, dopehiajac do 2,5 ml

Po wuprzednim, delikatnym, kilkukrotnym rozpipetowaniu zawiesiny, probowke
umieszczono w magnesie na 5 min. Po uplywie wyznaczonego czasu zlano supernatant
zawierajacy komorki CD4+CD25" do nowej 5 ml polistyrenowej probowki. Zwigzane
z magnetycznymi nanoczastkami komoérki CD4+CD25+ pozostaly w probowce
pierwszej. Po wyjeciu probowki z magnesu dolano 2,5 ml PBS-u i umieszczono j3
ponownie w magnesie na 5 min., czynnos¢ powtorzono dwukrotnie. W koncowym
etapie komorki CD4+CD25+ po zawieszeniu ich w pozadanej objetosci PBS byly

gotowe do uzytku.

3.3.4 Analiza aktywnoS$ci wybranych subpopulacji komoérek regulatorowych

W  celu przeprowadzenia oceny ekspresji markerow charakterystycznych dla
limfocytow T regulatorowych, zastosowano metod¢ cytometrii przeptywowej. Pozwala
ona na pomiar fluorescencji emitowanej z pojedynczych komorek. Za fluorescencje
odpowiadajg fluorochromy sprzezone z przeciwcialami swoiscie wigzagcymi si¢

z antygenami na btonie komérkowej lub wewnatrz komorki.

Komorki §ledziony mysiej przenoszono do probdéwek cytometrycznych w ilosci 100 tys
komorek/probowka. Do kazdej probowki dodawano przeciwciat skierowanych
przeciwko markerom powierzchniowym w ilosci Sul. Jako kontrolg stosowano komorki
nieznakowane przeciwciatami. Nastgpnie komorki inkubowano z przeciwciatami
w ciemnosci w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Po tym czasie komorki ptukano
1 przygotowywano do barwienia wewnatrzkomorkowego czynnika FoxP3. W tym celu
komorki permeabilizowano (FoxP3 Fixation/Permeabilization, inkubacja 4°C 60

minut). Po dwukrotnym ptukaniu buforem do permabilizacji, komorki zawieszano
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w 300ul PBS i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego LSRFortessa

(Becton Dickinson, USA).

Tabela 3.3.4.1: Przeciwciata monoklonalne uzywane w oznaczeniach cytometrycznych

(specyficznos¢ z fluorochromem, klon, producent)

Anti-Mouse/Rat Foxp3 eFluor® 450, clone FIK-16s, (ebioscience, USA)

Anti-Mouse CD62L (L-Selectin) APC, clone MEL-14, (ebioscience, USA)

Anti-Mouse CD127 PE-Cyanine7, clone A7R34, (ebioscience, USA)

Anti-Mouse CD25 PerCP-Cyanine5.5, clone PC61.5, (ebioscience, USA)

Anti-mouse CD45RA PE clone 14.8, (BDBioscience,
USA)

Anti-mouse CD4 FITC IgG2a clone RM4-5, (BDBioscience,
USA)

3.3.5 Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonywano przy uzyciu programu Statistica, wersja 12.0
(Statsoft Polska). Zgodnos¢ rozktadu zmiennych ilo$ciowych z rozktadem normalnym
analizowana byla za pomocg testu Kolmogorowa-Smirnowa. Zmienne ilo$ciowe
analizowane w badaniu nie spelnialy zalozen testow parametrycznych. Dlatego tez do
poréwnania dwoch zmiennych iloSciowych zastosowano test nieparametryczny U
Manna-Whitneya, a do poréwnania wielu zmiennych — test nieparametryczny ANOVA
rang Kruskala Wallisa. We wszystkich obliczeniach wartosci p < 0,05 przyjmowano
jako znamienne statystycznie (przy graficznym przedstawianiu wynikdw zaznaczano je

symbolem (*) lub czerwonym kolorem).
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4. Wyniki

4.1 Alogeniczny przeszczep skory poprzedzony iniekcja splenocytow dawcy u

biorcy CS7BL/6

4.1.1 Indukcja tolerancji po urodzeniu

W pierwszym modelu doswiadczenia 1-dniowym oseskom myszy szczepu CS57BL/6

podawane byly dootrzewnowo splenocyty myszy szczepu BALB/c. (Ryc. 4.1.1.1)

Przeszczep
skory z ogona

T,

Przeszczep
skéry z ogona

Iniekcja
splenocytéw
(i.p.)

Ryc.4.1.1.1 Schemat do$wiadczenia

Oseskom myszy C57BL/6 podano dootrzewnowo w pierwszej dobie zycia wyizolowane
ze $ledzion BALB/c splenocyty w objetosci 30ul na mysz w trzech ilosciach: 300 tys.,
I mln 1 3 mln komoérek. Potowie zwierzat po osiagnieciu 1 miesigca (4 tyg.) zycia
wykonano przeszczepy skory od myszy BALB/c i DBA/2 (skora z ogona) w okolice
prawego boku ciala. Myszy obserwowano, kontrolowano mas¢ ciata oraz wykonywano
zdjecia w kolejnych dniach od wykonania przeszczepu. Zwierzgta, u ktorych
zaobserwowano znaczy spadek masy ciata lub og6lny zly stan zdrowia, poddano
eutanazji; od pozostalych pobrano $ledziony, ktore poddano analizom cytometrycznym
oraz testom MLR. Drugiej potowie myszy C57BL/6 wykonano przeszczepy po

ukonczeniu przez zwierz¢ta 3 miesigca zycia (12 tyg.).
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Niestety okazato si¢, ze taki zabieg nie doprowadza do akceptacji skory dawcow
BALB/c u dorostych myszy C57BL/6 toleryzowanych splenocytami dawcy.
Niezaleznie od zastosowanej dawki splenocytéw BALB/c oraz niezaleznie od tego czy
przeszczepu skory dokonano 1 miesigc czy 3 miesigce po urodzeniu, zwierzeta szybko
odrzucaty przeszczep (Ryc. 4.1.1.2). Kontrole pozytywna w eksperymencie stanowit
izogeniczny przeszczep od myszy C57BL/6, ktéry byt przyjmowany.

Tabela4.1.1.1

alogeniczny przeszczep skory poprzedzony iniekcja splenocytow dawcy u biorcy C57BL/6

(po ukofczeniu 1 m-ca i 3 m-ca zycia)

iniekcja
splenocytow od 300 tys. 1 min 3 min
BALB/c w ilo$ci:

przeszczep skory
BALB/c | DBA/2 BALB/c DBA/2 BALB/c DBA/2
od (szczep):

po 1 miesiagcu
przyjety/odrzucony 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

(ilo$ci zwierzat)

po 3miesigcach
przyjety/odrzucony 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

(ilo$ci zwierzat)

43



Noworodki C57BL/6 ze skérg BALB/c
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Ryc. 4.1.1.2 Prawdopodobienstwo przeiycia przeszczepu skory. Nieudana indukcja
tolerancji w pierwszej dobie Zycia w modelu biorca C57BL/6 — dawca BALB/c,
indukcja tolerancji splenocytami BALB/c. Noworodki C57BL/6 toleryzowane
(indukcja tolerancji) splenocytami BALB/c w pierwszej dobie Zycia, po uzyskaniu wieku
4 lub 12 tygodni (wykres pokazuje taczny wynik po 1 i po 3 miesigcach) otrzymywaty
przeszczep skory od dawcy BALB/c (n=30, linia czerwona) lub dawcy DBA/2 (n=30,
linia niebieska). We wszystkich przypadkach, zarowno w modelu spodziewanej
tolerancji skory BALB/c, jak i przy spodziewanym odrzucaniu ze skorq dawcy DBA/2
dochodzito do odrzucania. Jako kontrole zastosowano catkowicie niezgodny przeszczep
od myszy DBA/2, ktory z definicji powinien by¢ odrzucany. Kontrole pozytywng
stanowit izogeniczny przeszczep od myszy C57BL/6, ktory byt przyjmowany (n=10).
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4.1.2 Indukcja tolerancji po urodzeniu splenocytami mieszancow F1 C57BL/6 x

BALB/c

Zmodyfikowany model pierwszy zaktadal mniejsza dyskryminacyjna niezgodnosé
MHC i zamiast dzikiego szczepu BALB/c, do indukcji tolerancji uzyto splenocytéw
wyizolowanych ze $ledzion mieszancow F1 C57BL/6 x BALB/c (B6CFI1)
wstrzykiwanych nastepnie oseskom C57BL/6.

Tabela 4.1.2.1

alogeniczny przeszczep skory poprzedzony iniekcja splenocytow mieszancow B6CF1

u biorcy C57BL/6 (po ukonczeniu 2 m-ca zycia)

iniekcja splenocytow od B6CF1:

przeszczep skory
BALB/c DBA/2 C57BL/6
od (szczep):
rzyjety/odrzucon
PrayIery Y 0/18 0/12 8/0
(ilosci)

Oseskom myszy C57BL/6 podano dootrzewnowo w pierwszej dobie zycia wyizolowane
ze $ledzion myszy B6CF1 splenocyty w objetosci 30ul na mysz w ilosci 1 min
komorek. U zwierzat po osiggnieciu 2 miesigca zycia (8 tyg.) wykonano przeszczepy
skoéry od myszy BALB/c, DBA/2, C57BL/6 (skora z ogona) w okolicg prawego boku
ciala. Myszy obserwowano, kontrolowano mase¢ ciata oraz wykonywano zdjecia w
kolejnych dniach od wykonania przeszczepu. Zwierzeta, u ktorych zaobserwowano
znaczy spadek masy ciata lub ogolny zty stan zdrowia poddano eutanazji; od
pozostatych pobrano $ledziony, ktére poddano analizom cytometrycznym. Niestety,
takze w tym przypadku (niezalezne doswiadczenia, razem n=38) dochodzito do
odrzucania we wszystkich przypadkach. Niemniej jednak, w tym modelu zauwazylismy

nieistotnie dtuzsze przezycie przeszczepoéw skory od dawcow BALB/c (p=0.22).
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Noworodki C57BL/6 toleryzowane F1 C57BL/6 x BALB/c z przeszczepem
skoéry BALB/c lub DBA/2 lub C57BL/6
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Ryc. 4.1.2.1 Prawdopodobienstwo przeiycia przeszczepu skory. Nieudana indukcja
tolerancji w pierwszej dobie Zycia w modelu biorca C57BL/6 — dawca BALB/c,
indukcja tolerancji splenocytami mieszancow FI1C57BL/6xBALB/c. Noworodki
C57BL/6 toleryzowane splenocytami mieszancow F1C57BL/6xBALB/c w pierwszej
dobie zycia, po uzyskaniu wieku 8 tygodni otrzymywaty przeszczep skory od dawcy
BALB/c (n=18, linia czerwona) Ilub dawcy DBA/2 (n=12, linia niebieska).
We wszystkich przypadkach dochodzito do odrzucania. Niemniej jednak odrzucanie
przeszczepu od dawcy BALB/c wystepowalo nieistotnie pozmiej (p=0.22). Kontrolg
pozytywnq stanowit izogeniczny przeszczep od C57BL/6 (n=38).

4.1.3 Indukcja tolerancji po urodzeniu subpopulacjami splenocytow mieszancow

F1C57BL/6xBALB/c

Kontynuujac prace w tym modelu, przed iniekcja przeprowadzono izolacje limfocytéw
Treg CD4+CD25+ oraz Tconv CD4+CD25- =ze splenocytdow mieszancow
F1C57BL/6xBALB/c i dopiero tak separowane komorki podane zostaly oseskom myszy
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C57BL/6 w pierwsze] dobie zycia. Dodatkowe zalozenie stanowil fakt, ze
wstrzykiwany material jest nie tylko ,,no$nikiem” obcego MHC, ale rowniez, ze
komorki te potrafia przezy¢ 1 aktywnie regulowa¢ odpowiedZ immunologiczng

u osobnika dorostego, ktory otrzymat przeszczep 8 tygodni po indukc;ji tolerancji.

Tabela 4.1.3.1

alogeniczny przeszczep skory poprzedzony iniekcjg

subpopulacji splenocytéw mieszancow B6CF1

w ilo$ci 1 min i 2 mln komoérek u biorcy C57BL/6 (po ukonczeniu 2 m-ca zycia)

iniekcja
subpopulacji Tconv. Treg

splenocytow od CD4+CD25- CD4+CD25+

B6CF1:

przeszczep skory
BALB/c DBA/2 BALB/c DBA/2
od (szczep):

rzyjety/odrzucon
P .yj y ) Y 0/8 0/6 0/8 0/6
(ilosci zwierzat)

Oseskom myszy C57BL/6 podano dootrzewnowo w pierwszej dobie zycia wyizolowane
ze $ledzion B6CF1 komorki CD4+CD25+ i CD4+CD25- w objetosci 30ul na mysz
w ilo$ci 1-2 mln komoérek. U zwierzat po osiggnigciu 2 miesigca zycia wykonano
przeszczepy skory od myszy BALB/c, DBA/2 i kontrolnie od C57BL/6 (skéra z ogona)
w okolice prawego boku ciala. Myszy obserwowano, kontrolowano mas¢ ciata oraz
wykonywano zdjecia w kolejnych dniach od wykonania przeszczepu. Po dwoch
tygodniach od przeszczepu zwierz¢ta poddano eutanazji, pobrano od nich §ledziony

1 poddano je analizom cytometrycznym.

Zauwazono, ze myszy C57BL/6, ktore jako oseski otrzymaty iniekcj¢ limfocytow Treg
pochodzacych od mieszancoéw F1C57BL/6xBALB/c istotnie dluzej utrzymywaty
przeszczep skory od dawcy BALB/c w porownaniu z osobnikow, ktore byly
indukowane niesortowanymi splenocytami mieszancOw 1 otrzymaty przeszczep od
dawcy DBA/2 (p=0.009) (grupa kontrolna z catkowicie niezgodnym przeszczepem od
myszy DBA/2, ktory z definicji powinien by¢ odrzucany).
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Z drugiej jednak strony myszy C57BL/6, ktore jako oseski otrzymatly iniekcje
limfocytow Tconv od mieszancow F1C57BL/6xBALB/c odrzucaly przeszczep istotnie
szybciej w poréwnaniu z osobnikami, ktore byly indukowane niesortowanymi
splenocytami mieszancoOw 1 otrzymaty przeszczep od dawcy DBA/2 (p=0.025 dla
przeszczepu od dawcy DBA/2 oraz p=0.004 dla przeszczepu od dawcy BALB/c).
Interesujacy okazat si¢ rowniez fakt, iz indukcja tolerancji limfocytami Treg
mieszancow F1C57BL/6xBALB/c nie chronita przed odrzutem przeszczepu od dawcy

DBA/2 (p=0.025).

Niemniej jednak, w efekcie koncowym, wszystkie przeszczepy zakonczyly sie

odrzutami, a r6znica dotyczyta jedynie czasu odrzucania.

Noworodki C57BL/6 toleryzowane populacjami F1 C57BL/6xBALB/c z przeszczepem
skory BALB/c lub DBA/2

1,0 B S AP -+
[
Tl
8 ==
g 0,8 é
o]

‘N :
[ T T
N YR & A
2 06 [ %l
- T °1 y\
g 0.4 ! — indukcja splenocytami F1, przeszczep od DBA/2
° [ 9] - - - - indukcja splenocytami F1, przeszczep od BALB/c
.8 Y ® & | indukcja Tconv CD4+CD25- F1, przeszczep od BALB/c
8_ ¥ o+ i = indukcja Treg CD4+CD25+ F1, przeszczep od BALB/c
o 02 L S —e indukcja Treg CD4+CD25+ F1, przeszczep od DBA/2
© i °| PR —= - indukcja Tconv CD4+CD25- F1, przeszczep od DBA/2
% Ll | ? - - - indukcja splenocytami F1, przeszczep izogeniczny C57BL/6
S [ ]
o : |

0,0 bbb 60 A

-0,2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Czas (dni)

Ryc. 4.1.3.1 Prawdopodobienstwo przeiycia przeszczepu skory. Indukcja tolerancji
w pierwszej dobie Zycia w modelu biorca C57BL/6 — dawca BALB/c, indukcja
tolerancji subpopulacjami komorek mieszancow FIC57BL/6xBALB/c. Wyniki
z uzyciem sortowanych subpopulacji Tconv CD4+CDZ25- oraz Treg CD4+CD25+
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pochodzgcych ze splenocytow mieszancow FI1C57BL/6xBALB/c natozono na wyniki bez
sortowania z poprzedniego eksperymentu (z Ryc. 4.1.2.1), aby uwidocznié
zaobserwowane roznice. Noworodki C57BL/6 toleryzowane limfocytami Treg B6CF1
w pierwszej dobie Zycia, po uzyskaniu wieku 8 tygodni otrzymywaly przeszczep skory
od dawcy BALB/c (linia fioletowa i trojkqty, n=8). W grupie tej zaobserwowano
istotnie najdiuisze przeiycie przeszczepu. Gdy oseski byly toleryzowane limfocytami
Tconv CD4+CD25-, to niezaleznie od otrzymanego przeszczepu dochodzito do bardzo
szybkiego odrzucania (dawca BALB/c — zielona kropkowana linia i kotka, n=8; dawca
DBA/2 — linia szara i kwadraty, n=6). Podobnie szybko odrzucaly myszy C57BL/6
toleryzowane limfocytami Treg B6CF 1, ktore otrzymaly przeszczep od dawcy DBA/2

(linia czarna, n=6).

4.2 Alogeniczny przeszczep skory poprzedzony iniekcja splenocytow dawcy u

biorcy NIH III

4.2.1. Indukcja tolerancji u myszy NIH III

Uzycie modelu z wykorzystaniem myszy szczepu NIH III pozwolito na catkowitg
eliminacj¢ zjawiska tolerancji centralnej, poniewaz zwierzeta te nie posiadajg grasicy

1 nie wykazuja limfopoezy szpikowej (nie posiadajg limfocytow T, B 1 NK).

W drugim modelu myszy NIH III zasiedlano uktadem odpornosciowym myszy
C57BL/6 indukowanych splenocytami BALB/c w pierwszej dobie zycia. W zalezno$ci
od wybranej frakcji komorek myszy NIH III zasiedlano splenocytami lub limfocytami
Treg CD4+CD25+ lub limfocytami Tconv CD4+CD25-, a nastgpnie wykonywano
przeszczep skory od dawcy BALB/c albo DBA/2. (Ryc. 4.2.1.1)
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Iniekcja catych
splenocytow
badz wybranej Przeszczep
frakeji komarek skdry z ogona
wyizolowanych
z C57BL/6 /

{i.v.)
—

/ Przeszck
skéry z ogona
Iniekcja catych
splenocytow

(i.v)

Iniekcja
splenocytow

(i.p.)

Ryc. 4.2.1.1 Schemat do$wiadczenia

Myszom NIH III podano dozylnie (zyta ogonowa — igta 0,4mm x 19mm, strzykawka
Iml) wybrane frakcje komoérek wyizolowane ze $ledziony myszy C57BL/6, ktérym
wczesniej (oseski) podano dootrzewnowo splenocyty myszy BALB/c oraz od C57BL/6
nietolerowanych. Nastepnie po uptywie 10 dni wykonano przeszczepy skory z ogona
myszy BALB/c lub DBA/2 w okolice prawego boku ciata. Myszy obserwowano,
kontrolowano mase ciata oraz wykonywano zdjecia w kolejnych dniach od wykonania
przeszczepu. Zwierzeta, u ktorych zaobserwowany znaczy spadek masy ciata lub
ogolny zty stan zdrowia poddano eutanazji; od pozostatych pobrano s$ledziony, ktore

poddano analizom cytometrycznym.
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Tabela 4.2.1.1

alogeniczny przeszczep skory poprzedzony iniekcja splenocytow dawcy u biorcy NIH III

splenocytow od

iniekcja od Tconv Treg zwierzat bez
C57BL/6: Splenocytow CD4+CD25- CD4+CD25+ indukcji
tolerancji
przeszczep skory | BALB/ | DBA/ | BALB/ | DBA/ | BALB/ | DBA/ | BALB/ | DBA/
od (szczep): c 2 c 2 c 2 c 2
przyjety/odrzucon
y (ilosci 4/5 2/6 5/5 1/8 4/1 172 0/1 0/3
zwierzat*)
odsetek
przyjetych 44% 25% 50% 11% 80% 33% 0% 0%
przeszczepow

Ryc. 4.2.1.2 NIH IIl z przyjetym, wygojonym przeszczepem skory od BALB/c
w kolejnych dniach (1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15) od wykonania procedury.

Myszy NIH III, ktore otrzymaly limfocyty Treg CD4+CD25+ istotnie czeSciej
akceptowaly przeszczep skory pochodzacy od dawcy BALB/c (p=0.0023
w porOwnaniu z biorcami splenocytow z przeszczepem skory od DBA/2, p=0.016
w poréwnaniu z biorcami limfocytow Tconv CD4+CD25- z przeszczepem skory od
BALB/c oraz p=0.13 w poréwnaniu z biorcami splenocytéw z przeszczepem skory od
BALB/c). Nalezy jednak podkresli¢, iz wilasciwie w kazdej grupie obserwowano

dhugotrwate przezycia, co pokazuje ,,utomnos¢” modelu.

51




Myszy NIH lll zasiedlone splenocytami/limfocytami C57BL/6 indukowanymi BALB/c,
przeszczep skory BALB/c lub DBA/2
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Ryc. 4.2.1.3 Prawdopodobienstwo przeiycia przeszczepu skory. Indukcja tolerancji u
myszy NIH III zasiedlonych splenocytami lub limfocytami od myszy C57BL/6
indukowanych splenocytami BALB/c w pierwszej dobie Zycia. Myszy NIH 111
otrzymaly nastgpnie przeszczep skory od dawcy BALB/c lub DBA/2. W grupie
zasiedlonej limfocytami Treg z przeszczepem od BALB/c zaobserwowano istotnie
najdtuzsze prawdopodobienstwo przezycia przeszczepu. Nieco gorsze wyniki
zaobserwowano u osobnikow zasiedlonych catymi splenocytami z przeszczepem skory
od BALB/c. Zasiedlenie limfocytami Treg powodowalo tez stabq protekcje przeszczepow
skory od DBA/2. Wyniki tqczne dla trzech niezaleznych eksperymentow, tqcznie po 10
myszy NIH IIl w kazdej grupie (razem petne i niekompletne obserwacje).
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4.3 Subpopulacje

4.3.1 FoxP3 (doswiadczenia z chimerami F1 C57BL/6xBALB/c)

Poziom limfocytow Treg FoxP3+ byl najwyzszy w grupie myszy CS57BL/6, ktore
otrzymaly iniekcje limfocytow Treg CD4+CD25+ izolowanych ze $ledzion mieszancow
F1 C57BL/6xBALB/c, a nastgpnie, 8 tygodni pdzniej, przeszczep skory od myszy
BALB/c (byt on istotnie wyzszy w poréwnaniu z innymi grupami zwierzat, p<0.05).
Z drugiej strony, najnizsze poziomy limfocytow Treg FoxP3+ obserwowano w grupie
myszy C57BL/6, ktore otrzymaty iniekcje splenocytow mieszancow Fl
C57BL/6xBALB/c, a nastepnie 8 tygodni pdzniej przeszczep skory od myszy BALB/c

(p<0.05 w poroéwnaniu ze wszystkimi grupami).

Noworodki C57BL/6 toleryzowane populacjami F1 C57BL/6 x BALB/c z przeszczepem
skory BALB/c lub DBA/2
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Ryc. 4.3.1.1 Poziom limfocytow T regulatorowych CD3+CD4+FoxP3+ w modelu
przeszezepu skory biorca C57BL/6 — dawca BALB/c, indukcja tolerancji splenocytami
lub subpopulacjami komorek mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c. Poziomy limfocytow
Treg kolejno dla grup indukowanych splenocytami mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c

53



z przeszczepem od BALB/c (‘spleno/ tx=Balb’) albo od DBA/2 (‘spleno/ tx=DBA’),
indukowanych limfocytami Tconv CD4+CD25- lub Treg CD4+CD25+ pochodzgcych
ze splenocytow mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c z przeszczepem od BALB/c (‘Tconv/
tx-Balb’ oraz ‘Treg/ tx=Balb’) lub indukowanych limfocytami Tconv CD4+CD25- [ub
Treg CD4+CD25+ pochodzqcych ze splenocytow mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c
z przeszcepem od DBA/2 (‘Tconv/ tx-DBA’ oraz ‘Treg/ tx=DBA’). Najwyiszy odsetek
limfocytow Treg zanotowano w grupie indukowanej limfocytami Treg mieszancow F1
C57BL/6xBALB/c 7 przeszczepem skory od BALB/c (n=8 dla kazdej grupy, n=48

razem).

Tabela 4.3.1.1
Poziomy FoxP3 statystyka efekt glowny dla poréwnania wszystkich grup: F=6,33,
p=0,00025

FoxP3 statystyka post hoc NIR

spleno/ | spleno/ | Tconv/ Treg/ Treg/
tx=DBA | tx=Balb | tx-Balb | tx=Balb |tx=DBA

{1} {2} {3} 4} {55

Tconv/ tx-

DBA {6}

spleno/ tx=DBA {1} 0.022 | 0568 | 0010 | 0474 | 0.757

spleno/ tx=BALB {2}

0,022 0,003 | 0,000005 | 0,009 | 0,027
Teonv/tx-Balb {3} | 568 | 0,003 0,031 | 0801 | 0866
Treg/ tx=Balb {4} 0,010 |0,000005| 0,031 0,110 | 0,048
Treg/ tx=DBA {5} 0,474 | 0,009 | 0,801 | 0,110 0,717

Teonv/tx-DBA {6} | 757 | 0027 | 0866 | 0048 | 0717

4.3.2 Subpopulacje Treg/Tconv (doswiadczenia z mieszancami F1 CS7BL/6xBALB/c)

Wsréd subpopulacji limfocytow T CD4+ znalezliSmy jedng, ktora w istotny sposob
korelowata z dluzszym przezyciem przeszczepu skory od BALB/c: limfocyty Treg
FoxP3+CD62L+. Obserwowano takze korelacje miedzy dluzszym przezyciem
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przeszczepu 1 poziomami  konwencjonalnych limfocytéw T naiwnych FoxP3-

CD62L+CD45RA+, ale nie bylo to istotne statystycznie.

Odsetek limfocytow Treg FoxP3+CD62L+ u myszy C57BL/6, ktore otrzymaty iniekcje
Treg od mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c, byl istotnie wyzszy w poroéwnaniu do
wszystkich grup zwierzat, ktore otrzymaty przeszczep od DBA/2 (p<0.05). Podobnie
odsetek limfocytow Tconv naiwnych CD62L+CD45RA+ u myszy C57BL/6, ktore
otrzymaty iniekcje Treg od mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c, byt istotnie wyzszy w
poréwnaniu do wszystkich grup zwierzat, ktore otrzymaly przeszczep od DBA/2
(p<0.05). Z drugiej strony, u myszy z przeszczepami od DBA/2 notowano istotnie
wyzsze odsetki konwencjonalnych limfocytow T efektorowych pamigci FoxP3-CD62L-

CD45RA-, natomiast roznice te nie osiggnely istotnosci statystycznej (nie pokazano).

Noworodki C57BL/6 toleryzowane populacjami F1 C57BL/6 x BALB/c z przeszczepem
skory BALB/c lub DBA/2
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Ryc. 4.3.2.1 Poziom limfocytow T regulatorowych CD3+CD4+FoxP3+CD62L+
w modelu przeszczepu skory biorca C57BL/6 — dawca BALB/c, indukcja tolerancji
splenocytami lub subpopulacjami mieszancow FI1 C57BL/6xBALB/c. Poziomy
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limfocytow Treg FoxP3+CDG62L+ kolejno dla grup indukowanych splenocytami
mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c z przeszczepem od BALB/c (‘spleno/ tx=Balb’) albo
od DBA/2 (‘spleno/ tx=DBA’), indukowanych limfocytami Tconv CD4+CD25- lub Treg
CD4+CD25+ pochodzgcych ze splenocytow mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c
z przeszczepem od BALB/c (‘Tconv/ tx-Balb’ oraz ‘Treg/ tx=Balb’) lub indukowanych
limfocytami Tconv CD4+CD25- lub Treg CD4+CD25+ pochodzgcych ze splenocytow
mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c z przeszczepem od DBA/2 (‘Tconv/ tx-DBA’ oraz
‘Treg/ tx=DBA’). Najwyzsze odsetki limfocytow Treg CD62L+ zanotowano w grupie
indukowanej limfocytami Treg mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c 7 przeszczepem
skory od BALB/c, nieco nizsze ale nadal wysokie dotyczyly takze pozostalych grup
zwierzqt z przeszczepem od BALB/c (n=8 dla kazdej grupy, n=48 razem).

Tabela 4.3.2.1

Odsetek limfocytéw Treg naiwnych FoxP3+CD62L+, statystyka efekt gléwny dla
porownania wszystkich grup: F=1,984 p=0,106

Odsetek limfocytéw Treg naiwnych FoxP3+CD62L+ statystyka post hoc NIR

populacja limfocytow

spleno/ spleno/ | Tconv/ | Treg/ | Tconv/| Treg/
uzyta w transferze/

tx=Balb | tx=DBA | tx-Balb | tx=Balb [tx-DBA| tx=DBA
skora uzyta do

{1} {2} {3} {4} {5} {6}

przeszczepu
spleno/ tx=Balb {1} 0,178 0,771 0,316 | 0,166 | 0,101
spleno/ tx=DBA {2} 0,178 0,131 0,043 | 0,843 | 0,662
Tconv/ tx-Balb {3} 0,771 0,131 0,486 | 0,125 | 0,076
Treg/ tx=Balb {4} 0,316 0,043 0,486 0,045 | 0,026
Tconv/ tx-DBA {5} 0,166 0,843 0,125 0,045 0,827
Treg/ tx=DBA {6} 0,1019 0,662 0,076 0,026 | 0,827
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Noworodki C57BL/6 toleryzowane populacjami F1 C57BL/6 x BALB/c z przeszczepem
skoéry BALB/c lub DBA/2
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Ryc. 4.3.2.2  Poziom limfocytow T  konwencjonalnych naiwnych
CD3+CD4+CD62L+CD45RA+ w modelu przeszczepu skory biorca C57BL/6 — dawca
BALB/c, indukcja tolerancji splenocytami Ilub subpopulacjami mieszancow F1
C57BL/6xBALB/c. Poziomy limfocytow Tconv naiwnych CD62L+CD45RA+ kolejno
dla grup indukowanych splenocytami mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c z przeszczepem
od BALB/c (‘spleno/ tx=Balb’) albo od DBA/2 (‘spleno/ tx=DBA’), indukowanych
limfocytami Tconv CD4+CD25- lub Treg CD4+CD25+ pochodzgcych ze splenocytow
mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c z przeszczepem od BALB/c (‘Tconv/ tx-Balb’ oraz
‘Treg/ tx=Balb’) Ilub indukowanych limfocytami Tconv CD4+CD25- Ilub Treg
CD4+CD25+ pochodzgcych ze splenocytow mieszancow FI1 C57BL/6xBALB/c
z przeszczepem od DBA/2 (‘Tconv/ tx-DBA’ oraz ‘Treg/ tx=DBA’). Najwyzszy odsetek
limfocytow Tconv naiwnych zanotowano w grupie indukowanej splenocytami lub
limfocytami Treg mieszancow F1 C57BL/6xBALB/c 7 przeszczepem skory od BALB/c
(n=8 dla kazdej grupy, n=48 razem).
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Tabela 4.3.2.2

Odsetek limfocytéw T konwencjonalnych naiwnych CD45RA+CD62L+, statystyka efekt
glowny dla poréwnania wszystkich grup: F=0,37 p=0,86

Tconv CD62L+ CD45RA+ statystyka post hoc NIR

populacja limfocytow spleno/ spleno/ | Tconv/ | Treg/ | Tconv/ Treg/
uzyta w transferze/ skora | tx=Balb | tx=DBA | tx-Balb | tx=Balb | tx-DBA | tx=DBA
uzyta do przeszczepu {1} {2} {3} {4} {5} {6}
spleno/ tx=Balb {1} 0,384 0,422 0,914 0,370 0,394
spleno/ tx=DBA {2} 0,384 0,926 0,522 0,866 0,898
TvBALB {3} 0,422 0,926 0,568 0,802 0,834
TrBALB {4} 0,914 0,522 0,568 0,475 0,500
Tconv/ tx-DBA

(5} 0,370 0,866 0,802 0,475 0,971
Treg/ tx=DBA {6} 0,394 0,899 0,834 0,500 0,971

4.3.3. Subpopulacje FoxP3+ (do$wiadczenia z myszami NIH III)

We wszystkich grupach z wykorzystaniem myszy szczepu NIH III, ktore w sposob
dhugotrwaty akceptowaty przeszczepy zaobserwowano wyzsze odsetki limfocytow Treg

FoxP3+ w porownaniu do grup, ktore odrzucaty przeszczep.
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Myszy NIH lll zasiedlone splenocytami/limfocytami C57BL/6 indukowanymi BALB/c,
przeszczep skory BALB/c lub DBA/2

akceptacja przeszczepu odrzucanie przeszczepu
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Rys. 4.3.3.1. Poziom limfocytow T regulatorowych CD3+CD4+FoxP3+ u myszy NIH
IIT zasiedlonych splenocytami Ilub limfocytami od myszy C57BL/6 indukowanych
splenocytami BALB/c w pierwszej dobie Zycia. Myszy NIH III otrzymaly nastepnie
przeszczep skory od dawcy BALB/c lub DBA/2. Poziomy limfocytow Treg kolejno dla
grup indukowanych splenocytami BALB/c z przeszczepem od BALB/c (‘spleno/
tx=Balb’) albo od DBA/2 (‘spleno/ tx=DBA’), indukowanych limfocytami Tconv
CD4+CD25- lub Treg CD4+CD25+ z przeszczepem od BALB/c (‘Tconv/ tx-Balb’ oraz
‘Treg/ tx=Balb’) lub z przeszczepem od DBA/2 (‘Tconv/ tx-DBA’ oraz ‘Treg/ tx=DBA’)
(n=38 dla kazdej grupy, n=48 razem).
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Tabela 4.3.3.1

istotnosci (p) w teScie U Manna-Whitneya, porownanie akceptacja/odrzucanie:

p=0.096 | grupa biorcow splenocytow z przeszczepem skory od BALB/c;

p=0.0034 | grupa biorcow splenocytow z przeszczepem skory od DBA/2;

p=0.049 | grupa biorcéw limfocytow Tconv CD4+CD25- z przeszczepem skory od
BALB/c;

p=0.38 grupa biorcow limfocytow Treg CD4+CD25+ z przeszczepem skory od
BALB/c;

p=0.012 | grupa biorcow limfocytow Treg CD4+CD25+ z przeszczepem skory od
DBA/2).

p=0.015 | grupa biorcéw limfocytoéw Tconv CD4+CD25- z przeszczepem skory od
DBA/2;

4.3.4. Subpopulacje Treg/Tconv (doSwiadczenia z myszami NIH III)

Nie zaobserwowano zadnych istotnych réznic miedzy grupami w zakresie subpopulacji
limfocytow Treg, jak w przypadku myszy dzikich (p>0.05). Moze mie¢ to zwigzek
z proliferacja homeostatyczng indukowanag naturalng limfopenia myszy NIH IIL
Szczegolnie intensywnie fenotyp zmienialy w ten sposdb limfocyty Tconv —
we wszystkich grupach powyzej 80% komoérek Tconv nalezato do przedziatu
efektorowego/memory-like CD62L-CD45RA-. Z tego powodu wsérod limfocytow

w modelu z myszami NIH III nie znaleziono r6znic miedzy grupami
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Limfocyty konwencjonalne
Myszy NIH Il zasiedlone splenocytami/limfocytami C57BL/6 indukowanymi BALB/c,
przeszczep skory BALB/c lub DBA/2

akceptacja przeszczepu odrzucanie przeszczepu
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Rys. 4.3.4.1. Poziom limfocytow T konwencjonalnych efektorowych pamiegci
CD3+CD4+CD62L-CD45RA- u myszy NIH III zasiedlonych splenocytami Ilub
limfocytami od myszy C57BL/6 indukowanych splenocytami BALB/c w pierwszej
dobie Zycia. Myszy NIH III otrzymaly nastepnie przeszczep skory od dawcy BALB/c
lub DBA/2. Poziomy limfocytow Tconv CD62L-CD45RA- kolejno dla grup
indukowanych splenocytami BALB/c z przeszczepem od BALB/c (‘spleno/ tx=Balb’)
albo od DBA/2 (‘spleno/ tx=DBA’), indukowanych limfocytami Tconv CD4+CD25- lub
Treg CD4+CD25+ pochodzgcych od BALB/c z przeszczepem od BALB/c (‘Tconv/ tx-
Balb’ oraz ‘Treg/ tx=Balb’) lub z przeszcepem od DBA/2 (‘Tconv/ tx-DBA’ oraz ‘Treg/
tx=DBA’) (n=8 dla kazdej grupy, n=48 razem).

Wykazano, ze istnieje zwigzek miedzy indukcja tolerancji a poziomem limfocytow T
regulatorowych. Zalezno$ci statystyczne §wiadcza o tym, ze populacja dominujaca, jesli

chodzi o zwiazek z indukcja tolerancji, sa limfocyty Treg z ekspresjag CD62L.

Nalezy jednak podkresli¢ znaczenie innych zjawisk i populacji w indukeji tolerancji.
Korelacja ~ fenotypu  limfocytow  naiwnych  (CD62L+CD45RA+)  wsrdd

konwencjonalnych limfocytow T CD4+ z dluzszym utrzymywaniem przeszczepu od
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BALB/c, byta prawdopodobnie zwigzana ze skuteczng prezentacja antygenéw BALB/c
w grasicy noworodkow. U takich zwierzat przeszczep skory BALB/c nie powodowat
aktywacji limfocytow konwencjonalnych, ktoére pozostawaty w przedziale komoérek

naiwnych.
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6. WhniosKki

Analiza wlasciwosci tolerogennych limfocytow T regulatorowych w przeszczepach
narzagdowych w $wietle ich wykorzystania jako terapii zmniejszajacej ryzyko odrzutu
aloprzeszczepow w modelu zwierzgcym pozwolita nam potwierdzi¢ wyjatkowe
znaczenie limfocytow Treg. W niniejszej pracy udalo si¢ wykazaé, ze istnieje zwigzek
miedzy indukcja tolerancji a poziomem limfocytow T regulatorowych, w szczegdlnos$ci
limfocytow Treg z ekspresja CD62L, co potwierdzaja zaleznosci statystyczne. Nalezy
jednak podkresli¢ znaczenie innych mechanizméw 1 populacji w procesie indukcji
tolerancji. Fakt korelacji fenotypu limfocytow naiwnych (CD62L+CD45RA+) wsrod
konwencjonalnych limfocytow T CD4+ z dluzszym utrzymywaniem przeszczepu od
BALB/c, mozna ttumaczy¢ prawdopodobng, skuteczng prezentacja antygenéw BALB/c
w grasicy noworodkéw, a co za tym idzie delecjg klondw o specyficznosci wzgledem

BALB/c.

Praca pokazuje, iz wiodacg role w indukcji tolerancji niezgodnych przeszczepow
odgrywa tolerancja centralna. Niemniej jednak, immunoregulacja z limfocytami Treg na
obwodzie daje szans¢ na znaczne wzmocnienie tego mechanizmu, az do trwajacej do

konca zycia, ciaglej tolerancji u pewnego odsetka osobnikdw.
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5. Dyskusja

Niniejszy projekt mial na celu wyjasni¢ znaczenie aktywnosci limfocytow T
regulatorowych (Treg) w zjawisku tolerancji immunologicznej. W szczegdlnosci
chcieliSmy oceni¢ jakie jest znaczenie immunoregulacji mediowanej przez te komorki
w tkankach obwodowych w odniesieniu do tolerancji centralnej, obecnej w centralnych
narzadach limfatycznych. Prawidlowe umiejscowienie znaczenia limfocytow Treg
pomoze przyblizy¢ zastosowanie tych komorek jako realnej alternatywy dla obecnie
powszechnie stosowanej immunosupresji farmakologicznej. Nalezy podkresli¢, iz
oprécz tolerancji centralnej 1 aktywnosci regulatorowej limfocytow Treg, opisano
szereg innych mechanizméw odpowiedzialnych za stan tolerancji obwodowej, m. in.:
ignorancje, anergie apoptoze 1 wyczerpanie (14). Wszystkie te mechanizmy maja swoj
udziat w ochronie niezgodnego przeszczepu przed odrzucaniem. Zadaniem
prezentowanych w niniejszej pracy modeli byto oraniczenie do minimum wplywu
wspomnianych mechanizméw na koncowy wynik przeszczepu 1 wyeksponowanie

znaczenie tolerancji centralnej oraz immunoregulacji.

Zalozeniem projektu bylo rozwinigcie mysiego modelu aloprzeszczepu skory
opracowanego przez zespot Medawar’a (3) w kierunku wykorzystania naturalnych
mechanizméw stuzacych utrzymaniu homeostazy immunologicznej i tolerancji na
autoantygenty, ktore hamujg odrzucenie przeszczepu lub przedluzaja jego zywotnos¢.
Zgodnie z modelem Medawar’a ekspozycja na antygeny dawcy w okresie ptodowym
zapewnia przyjecie przeszczepu przez osobnika dojrzatego. Bazujac na tym zatozeniu
dokonaliSmy modyfikacji modelu przesuwajac granic¢ indukcji tolerancji
immunologicznej. Iniekcji splenocytow wyizolowanych z tkanek dawcy pierwotnego
poddali$my mysie oseski biorcy pierwotnego w pierwszej dobie po urodzeniu. Na
podstawie uzyskanych w tym modelu wynikow mozna wnioskowac¢, iz ingerencja
w mechanizmy tolerancji centralnej jest skuteczna jedynie w okresie plodowym.
Przesunigcie tej granicy na czas bezposrednio po urodzeniu i iniekcja niezgodnych
limfocytow w pierwszej dobie zycia, tak jak w naszym modelu, znacznie ostabia efekt
tolerancji. Odpowiednio wczesna ekspozycja biorcy na komorki dawcy wydaje si¢ wige
mie¢ tu kluczowe znaczenie. Zgodnie z zalozeniami modelu wyjsciowego indukcja

tolerancji immunologicznej po urodzeniu okazata si¢ niemozliwa do odtworzenia.
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Alogeniczny przeszczep skoéry poprzedzony iniekcja splenocytow dawcy BALB/c
u biorcy C57BL/6 w okresie noworodkowym, niezaleznie od zastosowanej dawki
wszczepionych komorek jak 1 wieku zwierzat, u ktorych dokonano przeszczepienia
skory zakonczyt si¢ odrzutem we wszystkich przypadkach. Tym samym nie
doprowadzono do indukcji tolerancji immunologicznej. Podobnie miato to miejsce
w modelu gdzie jako dawcow splenocytow wykorzystano hybrydy F1 szczepow
C57BL/6 1 BALB/c . Zaobserwowana przez zespot Medawar’a nabyta droga

eksperymentalng tolerancja mozliwa jest jedynie w okresie prenatalnym.

Tolerancja centralna to ztozony proces, w efekcie ktorego wyeliminowane zostaja
limfocyty T i B o wysokim powinowactwie do wlasnych antygenéw. Ma to miejsce w
grasicy (limfocyty T) i w szpiku kostnym (limfocyty B). Tymocyty o wysokim
powinowactwie do autoantygendw sa usuwane w tym narzadzie w procesie selekcji
negatywnej. Ponadto grasica jest zrodiem limfocytow Treg
(CD3+CD4+CD25highFoxP3+), wykazujacych tolerancje wobec autoantygendw,
a w pewnych warunkach, gdy kraza juz na obwodzie, takze aloantygenow. Limfocyty
Treg pochodzace z grasicy rozpoznaja wprawdzie wlasne antygeny, ale charakteryzuja
si¢ ograniczonym potencjatem proliferacyjnym, szerokim repertuarem mechanizmow
immunosupresyjnych i duza zdolnoscia do recyrkulacji, dzieki czemu dzialajac
w obwodowych narzadach limfatycznych uzupetniaja tam proces selekcji pozytywnej
1 negatywnej. Rozpoznajac autoantygeny w tkankach nie tylko nie doprowadzaja do
rozpoczecia odpowiedzi immunologicznej ale hamujg juz toczacy si¢ proces zapalny
poprzez bezposrednig supresj¢ na drodze oddziatywan ligand-receptor z innymi
komorkami uktadu odpornosciowego. Tworza w ten sposob mechanizm wzmacniajacy
tolerancj¢ immunologiczng wsrdd limfocytow, ktore sa immunokompetentne i nabyly
juz zdolno$¢ rozpoznawania antygenu. Obecnie wiadomo, ze s3 to tzw. naturalne
limfocyty Treg (80). Efekt indukcji tolerancji centralnej uzyskany poprzez infuzje
niezgodnych komorek jako zrédta antygenéw w okresie ptodowym lub noworodkowym
moze by¢ wzmacniany przez produkowane w odpowiedzi na te antygeny limfocyty
Treg. Niemniej jednak oba te mechanizmy: tolerancja centralna oraz
immunoregulacja poprzez limfocyty Treg naktadaja si¢ jedynie czeSciowo.
W przypadku tolerancji centralnej proces konczy si¢ na apoptozie potencjalnie

autoreaktywnych komorek w grasicy lub szpiku kostnym. W przypadku
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immunoregulacji zasadnicze znaczenie ma interakcja migdzy krazacymi dojrzatymi
limfocytami T efektorowymi (Tconv) a witasnie limfocytami Treg. Limfocyty Treg
wywieraja hamujacy wptyw na limfocyty Tconv, szczegdlnie poprzez ograniczanie
proliferacji tych komorek oraz hamowanie ich aktywacji, produkcje cytokin i1 innych
mediatoro6w zapalenia. (75). Badania sugeruja tez, ze istotne znaczenie dla
zahamowania zapalenia i trwalego przyjecia przeszczepu ma korzystny stosunek
limfocytow Treg do limfocytéw efektorowych, a nie tylko rzeczywisty wzrost liczby
limfocytow Treg (7). Oprocz limfocytow Tconv, celem dla limfocytow Treg sa takze
komorki NK, komoérki dendrytyczne, limfocyty B 1 granulocyty (75). We wszystkich
tych subpopulacjach limfocyty Treg sa w stanie zahamowa¢ funkcje efektorowe,

hamujac tym samym zapalenie.

Badania dowiodtly, iz komorki o potencjale regulatorowym moga powstawaé rowniez
poza grasicg (58, 63, 73, 93, 106). Obok naturalnych (albo inaczej grasiczych)
limfocytow Treg (nTreg lub tTreg) wazng rolg¢ w procesie podtrzymywania stanu
tolerancji na aloantygeny dawcoéw w przeszczepach odgrywaja  rowniez tzw.
indukowane albo obwodowe limfocyty Treg (pTreg). Jest to pula komérek T CD4+
przeksztalcajaca si¢ z dojrzatych limfocytow T w trakcie odpowiedzi immunologicznej
przy wspotpracy z komorkami prezentujacymi antygen (ang. antigen presenting cells —
APC) w obwodowych narzadach limfatycznych (41). Do indukowanych limfocytéw
pTreg wykazujacych zmienna ekspresje CD25 i Foxp3, zaliczamy m. in. populacje
limfocytéw regulatorowych typu 1 (ang. type 1 regulatory T cells — Trl) oraz limfocyty
T pomocnicze typu Th3 (ang. T helper-3 cells — Th3) (28). Istotng cechg tych komoérek
jest ich swoisto$¢ do antygenu, ktory je wyindukowal. W przypadku limfocytow nTreg
generowanych w grasicy nie jest to takie oczywiste, poniewaz rozpoznawane przez nie
antygeny to gltownie autoantygeny, ktore doprowadzity do ich selekcji w grasicy
poprzez stymulacje¢ ich receptoréw TCR (6, 23, 41, 88). Generowanie limfocytéw pTreg
na obwodzie wydaje si¢ niezwykle istotne ze wzgledu na zwigzang z wiekiem inwolucje
grasicy 1 wynikajace z tego faktu znaczne uszczuplenie puli limfocytow nTreg
powstajacych w tym narzadzie. Przypuszcza si¢, ze obwodowe limfocyty pTreg
uczestnicza we wzmacnianiu stanu tolerancji poprzez konkurowanie o miejsca
prezentacji antygenu (69). Zaréwno naturalne limfocyty nTreg jak i indukowane na

obwodzie pTreg zapobiegaja migracji komorek efektorowych oraz hamujg ich
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kooperacje z komodrkami prezentujacymi antygen (76). Znaczenie indukowanych
limfocytéw pTreg podkresla tez fakt, ze protekcyjne dziatanie tych komorek moze mieé

miejsce nawet bez obecnosci naturalnych limfocytéw nTreg z grasicy (21).

Opisujac faze efektorowa odrzucania po przeszczepie w uktadzie dawca-biorca, nalezy
wskaza¢ na kluczowa dla tego procesu role limfocytow T CD8+ i CD4+ Tconv.
Zarowno limfocyty nTreg, jak i antygenowo indukowane limfocyty pTreg sa w stanie
zahamowa¢ reakcje odrzucenia przeszczepu poprzez supresj¢ limfocytow T CD8+
1 CD4+ Tconv. Indukowane limfocyty pTreg hamujg limfocyty T CD8+ i CD4+ Tconv
w tkankach nielimfatycznych i we wtornych narzadach limfatycznych, proporcjonalnie
do ich ilosci i czasu w jakim naptynely do tkanki objetej zapaleniem (17). Sukces
przyjecia przeszczepu zalezy wigc w duzej mierze od zachowania rownowagi pomig¢dzy

komorkami chronigcymi i odrzucajacymi przeszczep.

W czesci doswiadcezalnej z wykorzystaniem hybryd F1 szczepow C57BL/6 i BALB/c
(B6CF1) jako dawcow splenocytow, wstrzykiwanych pdzniejszym biorcom
przeszczepoOw udato si¢ zaobserwowacl statystycznie nieistotng dluzszg zywotnos$¢
przeszczepow od myszy BALB/c. Uzycie hybryd B6CF1 miato na celu zmniejszenie
poziomu dyskryminacji niezgodnosci MHC. Kontynuujac prace w tym modelu z puli
splenocytow pozyskanych od hybryd B6CF1 izolowano limfocyty Treg CD4+CD25+
oraz Tconv CD4+CD25-. Tak separowane komorki zostaly nastepnie podane oseskom
C57BL/6 (biorcy pierwotnemu). Zatozono, ze wstrzyknigte limfocyty Treg bedace
nosnikiem tolerancji wobec obcych antygendw sg zdolne przezy¢ w organizmie biorcy
oraz wplyng¢ na mechanizmy odpowiedzi immunologicznej. Limfocyty Treg
pochodzace od mieszancow powinny by¢ supresyjne, bo podczas selekcji rozpoznawaty
juz antygeny BALB/c. Z drugiej strony, pozyskiwane od mieszancow limfocyty Tconv
nie powinny zawiera¢ komorek uczulonych przeciw BALB/c. Zastosowanie
izolowanych populacji pozwolitlo nie tylko ograniczy¢ odpowiedZz do konkretnych
antygenow, ale takze istotnie zmieni¢ proporcje limfocytow Treg do Tconv. Jako zZe
naturalnie wystgpujace limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+ biorg udziat
W utrzymaniu tolerancji na wlasne antygeny, spodziewano si¢ efektu aktywniej
regulacji odpowiedzi immunologicznej u osobnika dorostego wobec antygenow
przeszczepu od BALB/c. Badania potwierdzaja, ze zar6wno naturalne limfocyty nTreg

jak 1 indukowane na obwodzie pTreg zapobiegaja migracji komoérek efektorowych oraz
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hamuja ich kooperacj¢ z komoérkami prezentujagcymi antygen (107). W modelach
zwierzecych wykazano, iz transfer hematopoetycznych komorek macierzystych szpiku
kostnego u myszy wraz z podaniem komoérek Treg powoduje spadek czestosci
wystapienia GVHD, przy zachowanej odpowiedzi przeszczep przeciwko biataczce (62).
Co wigcej, wyniki badan klinicznych z zastosowaniem ludzkich limfocytoéw Treg
w leczeniu GVHD w przeszczepach hematopoetycznych komorek macierzystych daja
nadziej¢ na wykorzystanie limfocytow Treg jako skutecznego narzedzia

w transplantologii narzadowej (35, 59).

Otrzymane w projekcie wyniki pozwolity zauwazy¢, ze myszy C57BL/6, ktére jako
oseski otrzymaly iniekcje limfocytéw Treg pochodzacych od mieszancow B6CF1
istotnie dluzej utrzymywaty przeszczep skéry od dawcy BALB/c w poréwnaniu do
osobnikoéw, ktore byly indukowane niesortowanymi splenocytami mieszancéw albo
otrzymaly przeszczep od dawcy DBA/2. Co ciekawe, analiza uzyskanych wynikow
wykazala réwniez, ze myszy C57BL/6, ktore jako oseski otrzymaty iniekcj¢ limfocytow
Tconv od mieszancow BO6CF1 odrzucaty przeszczep od BALB/c istotnie szybciej
w porownaniu z osobnikami, ktore byly indukowane niesortowanymi splenocytami
hybryd i otrzymaty przeszczep od dawcy DBA/2. Swiadczyloby to o mozliwym
uczuleniu na antygeny BALB/c pomimo transferu limfocytéw Tconv pochodzacych od
B6CF1. O specyficzno$ci odpowiedzi $wiadczylby tez fakt, iz limfocyty Treg

mieszancow nie chronilty przed odrzutem przeszczepu od dawcy DBA/2.

Analiza wynikow przeszczepu skory w modelu z wykorzystaniem myszy NIH III
zasiedlanych uktadem odpornosciowym myszy C57BL/6 (splenocytami, lub wybranymi
frakcjami komorek Tconv, Treg), indukowanych splenocytami BALB/c w pierwszej
dobie zycia wykazata istotnie najdtuzsze prawdopodobienstwo przezycia przeszczepu
od BALB/c u zwierzat zasiedlonych limfocytami Treg. W tym modelu zaobserwowano
rowniez protekcyjng rolg Treg dla przeszczepdw skory od DBA/2. Wyniki uzyskane
u myszy NIH IIl z przeszczepem od BALB/c zasiedlonych catymi splenocytami
okazaly si¢ nieco gorsze. Na podstawie tych obserwacji mozna wnioskowac, ze efekt
tolerancji centralnej 1 immunoregulacja poprzez limfocyty T regulatorowe moga dziata¢
synergistycznie. Limfocyty Treg zdecydowanie zwigkszaja szans¢ na akceptacje
przeszczepionej tkanki w poréwnaniu z populacja przetransferowanych splenocytow,

ktore zapewne przeszly selekcje w grasicy. Natomiast proporcja limfocytéw Treg byla
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w tej mieszaninie bardzo niska. Stad, koncowy rezultat dziatania obu mechanizméw
w zaprezentowanych modelach do$wiadczalnych zalezy od wzajemnej proporcji
konwencjonalnych limfocytow T 1 limfocytow Treg. Im wigcej tych ostatnich, tym
wicksza szansa akceptacji aloprzeszczepu, a zatem indukcja tolerancji poprzez
limfocyty Treg wymaga zastosowania znacznej ilosci tych komorek w stosunku do

limfocytow Tconv.

Limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+ (Treg) pomimo iz stanowig mniej niz 1%
leukocytow krwi obwodowej, odgrywaja kluczowe znaczenie w procesie regulacji
odpowiedzi immunologicznej. Od dekady trwajg proby manipulacji tymi komodrkami
w terapii licznych chorob, ktorych podstawa sa zaburzenia uktadu immunologicznego
(25). Wczesne badania na myszach po przeszczepie szpiku kostnego wykazaty
skutecznos¢ limfocytow Treg CD4+CD25+ w zapobieganiu powstawania choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD) (16, 33, 99). Podobne doswiadczenia
przeprowadzono tez w modelach choréb autoimmunologicznych i1 przeszczepach
narzadowych (82). Co wigcej, w badaniach klinicznych, ich stosowanie w terapiach
komoérkowych u ludzi stato si¢ faktem. Limfocyty Treg znalazly juz zastosowanie,
miedzy innymi, w terapii cukrzycy typu I (24, 50-52) czy przeszczepach szpiku
kostnego (66, 87, 97). Jak juz wspomniano akceptacja i przeciwdzialanie odrzuceniu
przeszczepionych tkanek zalezy od rownowagi miedzy limfocytami T efektorowymi
a limfocytami T regulatorowymi, a kluczowa role w procesie indukcji stanu tolerancji
immunologicznej odgrywaja wilasnie limfocyty Treg (84). Zdolno$¢ tych komoérek do
hamowania odpowiedzi limfocytow efektorowych CD4+ 1 CD8+ stwarza realng szans¢
na wykorzystanie ich w terapii immunosupresyjnej osoéb po przeszczepach

alogenicznych (46, 101).

W poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie, ktore konkretnie mechanizmy: obwodowe czy
centralne odgrywaja nadrzedna role w procesie indukcji oraz podtrzymania stanu
tolerancji, musimy si¢ cofng¢ i doktadnie przeanalizowaé do$wiadczenia Medawar’a.
Badania Billingham’a, Brent’a, i Medawar’a opublikowane w Nature w 1953 roku
inspirowane byty pracag Raya Owena, ktory jako pierwszy zaobserwowal fenomen
tolerancji immunologicznej in vivo (110). W swoich do$wiadczeniach na cieletach
zaobserwowal on koegzystencj¢ dwodch typow erytrocytow we krwi bliznigt

dwujajowych 1 zatozyl, ze jeszcze w lonie matki musiato doj§¢ do wymiany tych
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komorek miedzy ptodami, a komorki zdotaly przezy¢ nie prowokujac odpowiedzi
immunologicznej (60). Obserwacje te postuzylty do sformulowania hipotezy
o prewencyjnej roli ekspozycji na obcy antygen we wczesnym dziecinstwie, ktora
Burnet 1 Fenner opublikowali w 1949 roku w swojej pracy “The production of

Antibodies” (10).

Billingham i Medawar, ktérzy w tym samym czasie, zupelnie niezaleznie prowadzili
eksperymenty z przeszczepami skory u bydta, nieoczekiwanie odkryli, ze przeszczepy
skory miedzy bliznigtami konczyty si¢ sukcesem. Zebranie wszystkich tych obserwacji
pozwolito Medawar’owi zatozy¢, ze jezeli hipoteza Burnet’a i Fenner’a, opisujgca
obserwacje Owena jest sluszna mozliwe powinno by¢ rowniez wzbudzenie tolerancji
immunologicznej poprzez wprowadzenie obcych antygendéw do dojrzatego uktadu
immunologicznego. Zespdél Medawar’a postawit sobie za cel stworzenie modelu
eksperymentalnego, ktory dowiedzie stusznosci stwierdzenia, ze stan tolerancji
immunologicznej mozna indukowaé in vivo. Zatozyli, ze mysi ptdéd jednego szczepu
wsobnego poddany dootrzewnowej infuzji w tonie matki zawiesing zywych komorek
innego szczepu wsobnego, dojrzewajac rozwinie catkowitg lub cze$ciows tolerancje na
przeszczep skory od pierwotnego dawcy komorek. Innymi stowy, ze uda si¢ indukowac
zjawisko tolerancji immunologicznej, ktorej naturalny mechanizm zaobserwowali w
przypadku bliznigt bydlgcych. W swoim modelu eksperymentalnym jako biorcow
wykorzystali myszy szczepu CBA, natomiast mozliwie odlegly genetycznie szczep A
stanowil dawcéw komoérek 1 przeszczepianych fragmentéw skory. Zgodnie
z oczekiwaniami, doroste myszy CBA, ktére nie byly stymulowane w okresie
ptodowym komorkami szczepu A, odrzucaty przeszczepy skory w ciggu 11 dni od dnia
zabiegu. W przypadku przeprowadzenia kolejnego przeszczepu, niezaleznie od dnia
jego wykonania, ale maksymalnie w ciggu 60 dni od pierwszego, reakcja odrzucenia
byla znacznie szybsza 1 obserwowano jg do 6 dni od zabiegu jako, ze zwierzg bylo juz
uwrazliwione na obce antygeny szczepu A. Taka przyspieszong odpowiedz
immunologiczng mozna byto indukowaé¢ w wyniku implantacji fragmentow gruczotéw
limfatycznych szczepu dawcy do otrzewnej dorostego osobnika myszy biorcy,
co sugerowato, ze to wlasnie limfocyty odpowiedzialne sg za aktywna immunizacje
przeciwko obcym antygenom szczepu A. Nastepnym etapem doswiadczenia byla

stymulacja ptodow zywymi komoérkami pozniejszego dawcy przeszczepu. W 15 lub 16
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dniu cigzy kazdy z 6 ptodow szczepu CBA indukowano dojrzalymi komoérkami szczepu
A (dootrzewnowe podanie zawiesiny komorek). Sposréd 6, urodzito si¢ 5 myszy,
ktorym w 8 tygodniu zycia wykonano przeszczep skory od dawcy szczepu A.
Fragmenty skory uznano za przyjete u 3 z 5 myszy z czego 2 utrzymaly si¢ przez
dluzszy czas (z ang. long-term transplant). Pozostale dwie myszy odrzucily
przeszczepy. Kontrole stanowily przeszczepy od myszy AU, zawsze konczace si¢
odrzuceniem przez myszy majace kontakt z antygenami szczepu A w okresie

ptodowym.

Indukcja tolerancji w oparciu o opracowany model okazata si¢ by¢ procesem
specyficznym, w ktorym kluczowa role odgrywa uklad zgodno$ci tkankowej. Jak
zauwazyli Billingham, Brent i Medawar opisana przez nich strategia indukowania
tolerancji dawata efekt immunologicznie specyficzny w odniesieniu do alogenicznych
antygenow MHC. Wykazali oni rowniez, Ze podstawowym gwarantem sukcesu
w procedurze transplantacyjnej byt wlasciwy czas wprowadzenia obcych komorek do
ciagle jeszcze rozwijajacego si¢ ukladu odpornosciowego. Zaobserwowano rowniez
obnizenie lub zahamowanie efektywnosci procedury w przypadku wszczepienia
komorek w okresie postnatalnym (83, 110). Fakt ten potwierdzaja réwniez wyniki

doswiadczen przeprowadzonych w ramach niniejszego projektu.

W 1960 roku Peter Medawar otrzymat razem z Frankiem Burnetem Nagrode Nobla
w dziedzinie fizjologii i medycyny w uznaniu za wkiad jaki jego prace z 1953 i 1956
roku odegraly w odkryciu nabytej tolerancji immunologicznej (71). Wnioski plynace
z badan Medawar’a 1 wsp. (3, 4) do dzi§ stanowig podwaliny wspotczesnej
transplantologii. W 1953 roku, tym samym, w ktorym Medawar opublikowat swoja
przetomowa prace, immunolog Milan Hasek przedstawit wyniki swoich badan nad
parabiontami kurzych embrionéw (30). Jemu rowniez udato si¢ indukowac tolerancje
immunologiczng ale z powodu btednej interpretacji swoich wynikéw zostat pominigty
jako odkrywca (83). By¢ moze statlo sie tak réwniez dlatego, iz pochodzit

z niewlasciwej strony ,,zelaznej kurtyny”.

Otrzymane przez nas wyniki sugeruja, ze tolerancja centralna ma nadrz¢dne znaczenie

w uzyskaniu tolerancji immunologicznej. Niemniej jednak, wzmocnienie tego
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mechanizmu przy pomocy limfocytow Treg moze znaczaco zwigkszy¢ skutecznos¢ tego

procesu.

W tolerancji centralnej zasadniczym mechanizmem w odniesieniu do limfocytow T jest
apoptoza, za$§ w przypadku limfocytow B — redagowanie receptora BCR (ang. B-cell
receptor) (91). Najwiekszy wpltyw na selekcje tymocytow, z ktérych réznicuja sie
limfocyty nTreg, ma awidno$¢ receptoréw TCR do wlasnych bialek. Jezeli jest ona zbyt
duza tymocyt ulega apoptozie lub przechodzi prébe ponownej rearanzacji genow
kodujacych TCR, czyli podlega redagowaniu receptora. W ten sposob tolerancja
centralna w odniesieniu do limfocytéw T polega gldéwnie na eliminacji potencjalnie
autoreaktywnych komorek. Jest to proces niezwykle restrykcyjny, Uwaza si¢, ze
dojrzewanie przezywa mniej niz 5% poczatkowej puli tymocytow. Widaé to wyraznie
w histologii grasicy, w ktorej gesto upakowana wczesnymi komorkami kora wyraznie
kontrastuje z ubogokomérkowym rdzeniem, do ktorego docierajg nieliczne dojrzale
limfocyty T po selekcji. Jesli na tym etapie uda si¢ ,,przeslizgnac” autorekatywnym
limfocytom Tconv i przejda one do tkanek obwodowych to konsekwencja sa choroby
autoimmunologiczne. Zasadniczym zabezpieczeniem przed takim problemem s3
rozpoznajace wilasne antygeny limfocyty Treg, ktére takze opuszczajg grasice. Ich
supresyjne dzialanie po napotkaniu wilasnych antygenéw na obwodzie moze
skorygowaé zapalenie wywotane przez autoreaktywne limfocyty T. Podobne efekty
moga dotyczy¢ takze reakcji na przeszczep, jako ze okoto 10% limfocytow, zarowno w
puli regulatorowej, jak 1 konwencjonalnej posiada receptory TCR o pewnym
powinowactwie do aloantygenéw. Wynika to z ogdlnej budowy tych receptorow.
Receptory TCR tymocytéw sg predysponowane do rozpoznawania struktury receptorow
HLA, takze obcych. Na wczesnym etapie dojrzewania w trakcie selekcji pozytywnej
kontakt TCR z HLA warunkuje mozliwo$¢ przezycia tymocytow (105). Limfocyty,
ktorych  TCR maja pewne powinowactwo do obcego HLA to tzw. prekursory
odpowiedzi na aloantygeny. W sytuacji dokonania niezgodnego przeszczepu jest on
rozpoznawany przez alogeniczne prekursory Tconv, ktdre rozpoczynaja jego
odrzucanie. Z drugiej strony odpowiednio szybkie i silne dziatanie alogenicznych
prekursoréw Treg moze zatrzymaé ten proces i wywola¢ akceptacje przeszczepionej

niezgodnej tkanki (108).
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Limfocyty B w szpiku kostnym podlegaja podobnym procesom selekcji negatywnej,
w wyniku ktorej eliminowane sg komorki o wysokiej awidnos$ci receptora BCR do
antygenéw wilasnych. Komorki podlegaja apoptozie lub anergii. Podobnie jak
w przypadku TCR tu rowniez moze dojs¢ do ponownej rekombinacji gendéw
immunoglobulinowych — redagowania receptora. Niedojrzate limfocyty B z nowym
tancuchem receptorow IgM 1 IgD wedruja na obwod. Ze wzgledu na specyfike
aktywacji limfocytow B proces ten nie jest jednak tak precyzynjny jak w grasicy.
Limfocyty B sa bowiem funkcjonalnie zalezne od wspotpracujacych z nimi limfocytow
Th. Dawniej uwazano, ze wykazujace stabg autoreaktywnos¢ limfocyty B nie stanowig
zagrozenia w konteks$cie rozwoju chordb autoimmunizacyjnych. Okazuje si¢ jednak, ze
wspomagane przez limfocyty Th stanowig potencjalne niebezpieczenstwo (20). Moze
si¢ tak dzia¢ w przypadku kiedy autoantygeny s3 prezentowane w tym samym czasie
1 miejscu z aloantygenami 1 limfocyty T pomocnicze sg pierwotnie aktywowane przez
aloantygeny. W takiej sytuacji na zasadzie stymulacji krzyzowej (tzw. bystander
stimulation) limfocyt T moze doprowadzi¢ takze do indukcji autorekatywnych
limfocytéw B 1 dalej plazmocytow, a w konsekwencji do produkcji autoprzeciwciat
(67). Mechanizmem zabezpieczajacym jest tu prawdopodobnie interakcja limfocytu B
z limfocytami Treg. Dziewicze limfocyty B prezentuja antygeny wiasne limfocytom
Treg, ktore swoiscie je hamuja (32). Co ciekawe, wiadomo tez, ze populacja
limfocytow B pamigci (tzw. class switched memory B cells) wykazuje pewien stopien
autoreaktywnosci de novo, z czego mozna wnioskowac, iz przelamanie mechanizmow
tolerancji moze mie¢ miejsce nawet tak pdzno jak podczas dojrzewania limfocytoéw B

w grudkach chtonnych (98).

W odniesieniu do naszych modeli, widoczna jest istotna rola tolerancji centralne;.
W modelu z wykorzystaniem mieszcancow BO6CF1 nie udato si¢ uzyskaé ciaglej
tolerancji ani po doszczepieniu petlnych splenocytéw, ani limfocytow T CD4+CD25-,
a to z powodu istniejacych u C57BL/6 dojrzalych alogenicznych prekursoréw
limfocytow Tconv, ktére szybko uczulaty si¢ na antygeny przeszczepu. W takiej
sytuacji oseski toleryzowane limfocytami Tconv CD4+CD25- niezaleznie od
otrzymanego przeszczepu odrzucaly bardzo szybko. Dopiero podanie limfocytow Treg
B6CF1 prowadzito do przedtuzenia zywotnosci przeszczepu od BALB/c i byt to efekt

antygenowo-specyficzny, jako ze myszy CS57BL/6 toleryzowane limfocytami Treg
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B6CF1, ktore otrzymaty przeszczep od dawcy DBA/2 odrzucaly go roéwnie szybko co
myszy toleryzowane limfocytami Tconv CD4+CD25-. Sukces przeszczepu korelowat
tez z mierzonym cytometrycznie odsetkiem limfocytow Treg FoxP3+. Powyzsze
wyniki sugeruja, iz akceptacja przeszczepu Scisle koreluje z poziomem limfocytow
Treg, ktory jednak w tym modelu mimo wszystko nie byt wystarczajaco wysoki aby
wywotaé trwaty stanu tolerancji. By¢ moze nalezatoby rozwazy¢ inng, wyzsza dawke
podawanych komorek. Znaczaca role moga w tym przypadku odgrywaé takze,
wspomniane na poczatku dyskusji, inne mechanizmy indukcji tolerancji, np.

produkujace aloprzeciwciata limfocyty B, badz inne mechanizmy zapalne.

Zalezno$ci te byly jeszcze lepiej widoczne w dalszej czgsci projektu, w ktorej
wykorzystano model przeszczepu skory na myszach szczepu NIH III, pozbawionych
wilasnego uktadu immunologicznego (rag-/-). Jako, ze zwierzeta te pozbawione sa
grasicy 1 nie wykazujg limfopoezy szpikowej, a w zwigzku z tym, nie posiadaja
limfocytéw T, B 1 NK, pozwolito to na zbadanie mozliwo$ci tworzenia tolerogennych
limfocytéw Treg bez udzialu tolerancji centralnej, a jedynie przy udziale mechanizméw
obwodowych. Analiza wynikow przeszczepu skory u myszy NIH III zasiedlanych
uktadem odpornosciowym myszy C57BL/6 (splenocytami lub wybranymi frakcjami
limfocytow takimi jak Tconv, Treg), indukowanych splenocytami BALB/c w pierwszej
dobie zycia, wykazata istotnie najdtuzsze prawdopodobienstwo przezycia przeszczepu
od BALB/c dla zwierzat zasiedlonych limfocytami Treg. We wszystkich grupach myszy
NIH III, ktore w sposéb dtugotrwaty akceptowaly przeszczepy zaobserwowano wyzsze

odsetki limfocytéw Tregs FoxP3+ w poréwnaniu do grup, ktore przeszczep odrzucaly.

Jednoczesnie nie zaobserwowano zadnych istotnych rdznic migdzy grupami w zakresie
subpopulacji limfocytow Treg, tak jak to byto w przypadku modelu z wykorzystaniem
myszy C57BL/6. Moze mie¢ to zwigzek z proliferacja homeostatyczng indukowang
naturalng limfopenig u myszy NIH III. W takiej sytuacji przeszczepione limfocyty
szybko proliferuja i przyjmuja fenotyp komodrek pamieci pomimo braku stymulacji
antygenowej. W izolowanym modelu NIH III szczegodlnie intensywnie fenotyp
zmieniaty limfocyty Tconv — we wszystkich grupach powyzej 80% komorek Tconv
nalezalo do przedziatu efektorowego/memory-like CD62L-CD45RA-. Z tego powodu,
w obrgbie populacji limfocytéw, w tym modelu nie znaleziono réznic miedzy grupami.

Najprawdopodobniej, po podaniu splenocytéw lub sortowanych limfocytow zwierzgtom
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limfopenicznym NIH III, doszto do kompensacyjnej proliferacji wszystkich komorek,
ktore przyjety fenotyp limfocytow pamigci, pomimo braku bodzcow antygenowych

(68).

Nalezy jednak blizej przyjrze¢ si¢ zmianom jakosciowym limfocytow w modelu myszy
C57BL/6, ktory oferuje analiz¢ w pelni immunokompetentnego uktadu
odpornosciowego. W modelu tym na uwage zastuguje korelacja migdzy przezyciem
przeszczepu a wysokim odsetkiem limfocytow Treg CD62L+. Zalezna od limfocytow T
swoista odpowiedz nabyta (adaptacyjna) przebiega od fazy rozpoznania antygenu, przez
aktywacje, proliferacje w uktadzie chtonnym, a nastepnie migracje do tkanek
obwodowych, gdzie limfocyty T zwykle ponownie napotykaja na swoiste antygeny
prezentowane przez komoérki APC i podlegaja ponownemu wzbudzeniu - restymulacji
1 proliferacji. Mozliwo$ci migracji miedzy ukladem chtonnym a tkankami zapewnia
wlasnie ekspresja receptora CD62L. Aktywowane limfocyty T CD4+ wykazujg
zréznicowane  fenotypy  czynnos$ciowe  gléwnie ~w  zakresie  efektoro-
wym/konwencjonalnym Tconv (Thl, Th2, Thl7) oraz jako limfocyty pTreg.
Szczegbdlne znaczenie w tym procesie przypisuje si¢ naturalnym limfocytom T
regulatorowym nTreg, ktore reguluja intensywnos¢ reakcji zapalnej 1 odpornosciowe;j
pozostatych populacji (68). Obecno$¢ wysokiej ekspresji CD62L na limfocytach Treg
zapewnia im mozliwo$¢ szybkiej migracji do miejsc zapalenia i precyzyjng regulacje

procesu jeszcze przed masywnym naciekiem z komoérek efektorowych.

Z drugiej strony, w naszych doswiadczeniach, wyktadnikiem dlugiego przezycia
przeszczepu byl takze wysoki odsetek naiwnych limfocytow Tconv, co dobrze opisuje
tolerancj¢ centralng. Wydaje si¢, ze wysoki odsetek naiwnych limfocytow Tconv
u pacjentéw z dlugim przezyciem przeszczepu, $wiadczy o tym, iz obecne na obwodzie
limfocyty nie majg powinowactwa do antygenow przeszczepu i dlatego nie réznicuja
sie. Limfocyty, ktorych TCR miaty powinowactwo do tych antygendéw zostaty
wyeliminowane w procesie selekcji centralnej 1 dlatego nie doszto do ich aktywacji.
Brak limfocytow z ekspresjag TCR dla testowanych haplotypéw HLA ma zapewne
zwigzek z prezentacjg aloantygendw komorek wstrzyknietych oseskom. Kraza one po
organizmie biorcy, ale szczegblne miejsce, do ktorego trafiaja to grasica.
Zaprezentowane tam antygeny tych komorek traktowane sg jak autoantygeny, a co za

tym idzie selekcja centralna wymusza deplecje rozpoznajacych je klondw gospodarza.
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Klony wychodzace z grasicy nie sg wiec reaktywne wobec wstrzyknigtych antygenow
1 pozostaja naiwne. Aby uzmystowi¢ sobie jak bardzo ten mechanizm chroni przed
odrzucaniem wystarczy przypomnie¢ charakterystyke limfocytow pamigci. W pierwszej
fazie odpowiedzi immunologicznej — ekspansji, limfocyty gwaltownie proliferuja.
Natomiast po jej zakonczeniu, w fazie kontrakcji, drastycznie zmniejszaja swoja liczbg
na skutek nasilonej apoptozy. Dzieje sie tak w przypadku 90 % limfocytow Tconv (45).
Pozostate przy zyciu limfocyty réznicujg si¢ w populacje limfocytow T pamieci (53).
Redukcja puli limfocytow T umozliwia odbudowe rownowagi homeostatycznej uktadu
odpornosciowego, ograniczajac zbedne koszty metaboliczne 1 zapobiegajac
autoimmunizacji (68). Jednak przezywajace limfocyty T pamigci charakteryzuje nizszy
prog aktywacji 1 wysoki potencjal proliferacyjny w poroéwnaniu z limfocytami T
dziewiczymi (44). Dzigki temu ponowna stymulacja rozpoznawanym antygenem
doprowadza do bardzo szybkiej i nasilonej odpowiedzi odpornosciowej. Limfocyty
pamigci T sg zabezpieczone przed apoptoza mechanizmem powtarzalnej aktywacji
1 moga przetrwac¢ przez wiele lat, nawet pozbawione swoistej stymulacji antygenowej,
aby gwaltownie zareagowa¢ przy ponownym kontakcie z antygenem. Nie ma wigc
watpliwosci, ze eliminacja potencjalnego zagrozenia w trakcie selekcji centralnej jest

mechanizmem niezwykle istotnym dla ochrony przeszczepionego narzadu.

W obliczu nieustannych poszukiwan efektywnych metod leczenia immunosupresyjnego
po przeszczepie wiele uwagi poswieca si¢ zrozumieniu mechanizméw tolerancji
immunologicznej w celu manipulowania tym zjawiskiem. Jednym z celow jest
wykorzystanie limfocytow Treg jako potencjalnych lekow komoérkowych mogacych
zastapi¢ powszechnie stosowang immunosupresj¢. Analiza wlasciwosci tolerogennych
limfocytéw T regulatorowych dowodzi jednoznacznie, Ze obecno$¢ Treg $cisle koreluje
ze zmniejszeniem ryzyka odrzutu aloprzeszczepéw w modelu zwierzgcym.
Powstawanie limfocytow Treg nie zostalo doktadnie wyjasnione, ale to, ze spetniajg
szczegblne funkcje w organizmie pozostaje bezdyskusyjne. Limfocyty Treg sg w stanie
przeciwdziata¢ reakcji odrzucania przeszczepu, czyli wywolywac tolerancje
transplantacyjng. Prowadzenie dalszych badan nad tym zagadnieniem moze wptyna¢ na
lepsze zrozumienie mechanizméw dziatania 1 wykorzystanie limfocytow Treg
w zapobieganiu reakcjom odrzucania przeszczepu. Najnowsze badania nad szeroko

rozumianym immunometabolizmem podkreslajg znaczenie manipulacji mechanizmami
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regulacji immunologicznej, w celu wykorzystania wlasciwosci limfocytow Treg
w dhugoterminowej tolerancji na przeszczep (95). Jednym z kluczowych wyzwan jest
znalezienie wlasciwej drogi dla uzyskania funkcjonalnie stabilnej linii limfocytow Treg,

bez zanieczyszczen komdrkami efektorowymi (94).
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7. Streszczenie

Tolerancja immunologiczna, czyli wyselekcjonowany brak odpowiedzi organizmu na
okreslone antygeny, sprawia, iz uklad odpornosciowy nie rozwija odpowiedzi
immunologicznej na dany antygen przy zachowaniu prawidlowej odpowiedzi na inne
antygeny, co ma duze znaczenie w przeszczepach tkankowych. Na catym §wiecie, od
lat, prowadzi si¢ badania nad mozliwoscia modyfikowania aktywno$ci uktadu
immunologicznego w celu wyeliminowania szkodliwej immunosupresji przy

jednoczesnym trwalym przyjeciu przeszczepu.

Podwaliny dla wspotczesnej transplantologii stworzylt w 1953 roku zespot Medawar’a,
ktory wykazal mozliwos¢ wywotania stanu tolerancji na obcg tkanke w mysim model
przeszczepu skoéry. W niniejszym projekcie rozwinigto i zmodyfikowano model
przeszczepu zaproponowany przez Medawar’a w celu okreslenia roli komoérek Treg

oraz ich udzialu w mechanizmach tolerancji centralnej i obwodowe;.

W projekcie wykorzystano uzywany przez Medawar’a sposob wywotywania tolerancji
na aloantygeny poprzez podawanie alogenicznych splenocytow myszy szczepu BALB/c
oseskom myszy szczepu C57BL/6. Nastepnie uzyto modelu niezgodnego przeszczepu
skory od myszy BALB/c do uprzednio toleryzowanych dorostych myszy C57BL/6 w
celu okreslenia w tym zjawisku roli limfocytow T regulatorowych CD4+FoxP3+ (Treg).
Aby znies¢ efekt tolerancji centralnej powtdrzono te doswiadczenia w modelu
przeszczepu skory od myszy BALB/c do pozbawionych ukladu odpornosciowego
bezgrasiczych myszy NIH III, ktore zasiedlono przed przeszczepem subpopulacjami
limfocytéw Treg CD4+FoxP3+ lub limfocytéw T efektorowych CD4+FoxP3-
pochodzacymi od toleryzowanych myszy C57BL/6. We wszystkich do$wiadczeniach
wykorzystano kontrole negatywna (odrzucania) przy uzyciu przeszczepow od myszy
DBA/2, a kontrole dodatnig (tolerancji) stanowily przeszczepy syngeniczne od myszy

C57BL/6.

W pracy wykazano, iz indukcja tolerancji alogenicznymi komorkami u oseskow nawet
kilka godzin po porodzie nie jest w stanie wywota¢ w poZniejszej ontogenezie
obserwowanej przez Medawar’a tolerancji (w oryginalnym modelu komoérki podawane

ptodom) na przeszczepiong niezgodng skorg. Niemniej jednak, uzycie w indukcji
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tolerancji subpopulacji limfocytow Treg CD4+FoxP3+ zamiast pelnej populacji
splenocytow lub limfocytow T efektorowych, prowadzi do polepszenia zywotnosci
przeszczepionej alogenicznej skory. Efekt taki mozna uzyska¢ w szczegdlnosci poprzez

uzycie limfocytow Treg z ekspresja receptora CD62L.

Uzyskane wyniki dowodza, iz wiodaca role w indukcji tolerancji odgrywa tolerancja
centralna. Jest to bariera, ktéra jest w pelni sprawna tuz po porodzie i nie pozwala na
skuteczny  przeszczep niezgodnej antygenowo tkanki. Niemniej jednak,
immunoregulacja z limfocytami Treg na obwodzie daje szans¢ na ostabienie tego

mechanizmu i rozwini¢cie tolerancji na aloantygeny.

Abstract

Immune tolerance is defined as selected lack of response to some specific antigens
without any immunosuppression given. It means that the immune system does not
develop immune responses to a given antigen while maintaining the response to other
antigens. The effect is important in tissue transplants. For years, research has been
conducted on the possibility of modifying the activity of the immune system to

eliminate harmful immunosuppression while permanently receiving a transplant.

The foundation of modern transplantology was the work by Medawar’s group, who
demonstrated the possibility of inducing a state of tolerance to allogeneic tissue in
a mouse model of skin transplantation. Here, we have developed further this idea in
order to address the question how interdependent is central tolerance and

immunoregulation via CD4+FoxP3+ T regulatory cells (Treg).

We have used Medawar’s approach of tolerance induction through injection of
allogeneic BALB/c splenocytes to the C57BL/6 newborns. Then, allogeneic BALB/c
skin fragments were transplanted to adult pretolerated C57BL/6 mice in order to assess
the role of immunoregulation mediated by CD4+FoxP3+ T regulatory cells (Treg) in
this process. In order to separate immunoregulation from central tolerance, we have
used athymic NIH III mice adoptively transferred with either Treg cells or splenocytes
or T effector cells from pretolerated C57BL/6 mice. NIH III mice were subsequently
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transplanted with allogeneic BALB/c skin fragments. In all models the negative
(rejection) control was performed with DBA/2 transplants and positive (tolerance)

control was performed with sygeneic C57BL/6 transplants.

We have found that tolerance induction is impossible when the allogeneic tissue is
administered postpartum, even few hours after the birth (original Medawar’s model was
performed with injection of allogeneic tissue to foetus). The allogeneic transplant given
later through the life of tolerant adult animal is inevitably rejected. Nevertheless, the
administration of CD4+FoxP3+ Treg cells, instead of splenocytes of T effector cells, to
the newborns has improved survival of transplanted allogeneic skin. The efficacy of this
effect correlated specifically with the percentage of transferred Treg cells expressing

CD62L receptor.

These results proof pivotal role of central tolerance in tolerance induction. It is
a principal barrier which is fully competent immediately after the birth and does not
allow for the acceptance of transplanted allogeneic tissues. Nevertheless,
immunoregulation with Treg cells can impair this barrier which subsequently allows for

efficient tolerance induction of alloantigens.
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