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COP-I

COX -2
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CXCR

dATP

DC
dCTP

apoptoza indukowana przez aktywacje (ang. activation-induced cell
death)

kinaza serynowo/treoninowa Akt (ang. serine/threonine-specific
protein kinase Akt)

komorka prezentujgca antygen (ang. antigen presenting cell)

antygen chloniaka z limfocytow B (ang. B-cell lymphoma antigen 2)
przewlekta biataczka limfocytowa B-komorkowa (ang. B-cell chronic
lymphocytic leukemia)

antygen chioniaka z limfocytow B (ang. B-cell lymphoma-extra
large)

komorki dendrytyczne pochodzenia szpikowego (ang. bone marrow-
derived dendritic cells)

ligand chemokin posiadajacych motyw C-C (ang. chemokine
(C-C motif) ligand)

receptor chemokin posiadajagcych motyw C-C (ang. chemokine
(C-C motif) receptor)

komplementarny kwas deoksyrybonukleinowy (ang. complementary
deoxyribonucleic acid)

przewlekta biataczka limfatyczna (ang. chronic lymphocytic
leukemia)

kopolimer-I (ang. copolymer-I)

cyklooksygenaza indukowana (ang. cyclooxygenase-2)

antigen 4 cytotoksycznych limfocytow T (ang. cytotoxic
T lymphocyte-associated protein-4)

receptor chemokin posiadajagcych motyw C-X-C (ang. chemokine
(C-X-C motif) receptor)

trojfosforan  deoksyrybozoadeninowy  (ang.  deoxyadenosine
triphosphate)

komorka dendrytyczna (ang. dendritic cell)

trojfosforan  deoksyrybozocytozynowy  (ang. deoxycytidine
triphosphate)
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trojfosforan  deoksyrybozoguaninowy  (ang.  deoxyguanosine
triphosphate)

CD4-CD8- komorka regulatorowa (ang. double-negative regulatory
T-cell)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DNA metylotransferaza 1 (ang. DNA methyltransferase 1)
trojfosforany deoksyrybonukleotydow (ang. deoxyribonucleotide
triphosphates)

trojfosforan  deoksyrybozotyminowy  (ang. deoxythymidine
triphosphate)

mysi model stwardnienia rozsianego (ang. experimental autoimmune
encephalomyelitis)

test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay)

apoptotyczny receptor Fas (ang. fas receptor)

ligand apoptotycznego receptora Fas (ang. fas receptor ligand)
czynnik transkrypcyjny (ang. forkhead box P3)

rozproszenie przednie (ang. forward scatter channel)

dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase)

nowotwor  podscieliska  przewodu  pokarmowego (ang.
gastrointestinal stromal tumor)

receptor indukowanego glukokortykoidami czynnika martwicy
nowotworu (ang. glucocorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor - related protein)

ligand receptora indukowanego glukokortykoidami czynnika
martwicy nowotworu (ang. glucocorticoid-induced tumor necrosis
factor receptor - related protein ligand)

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow
(ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor)

Choroba przeszczep przeciw gospodarzowi (ang. graft-versus-host
disease)

granzym B (ang. granzyme B)
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kwas 3-hydroksyantranilowy (ang. 3-hydroksyanthranilic acid)

kwas hydroksyetylodietylenodiaminoetanolosulfonowy (ang.
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

receptor ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu 2 (ang. human
epidermal growth factor receptor 2)

ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency
virus)

ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leukocyte antigen-DR)
oksygenaza hemowa 1 (ang. heme oxygenase 1)

wirus ludzkiej biataczki z komoérek T 1 (ang. human T-cell
leukemia/lymphoma virus 1)

Migdzynarodowe Towarzystwo Badan nad Rakiem Pluca (ang.
international association for the study of lung cancer)

choroba zapalna jelit (ang. inflammatory bowel disease)

czasteczka adhezji miedzykomorkowej (ang. intracellular adhesion
molecule)

2,3-dioksygenaza indolo-aminy (ang. indoleamine 2,3-dioxygenase)
interferon gamma (ang. interferon gamma)

Interleukina (ang. interleukin)

receptor dla interleukiny (ang. interleukin receptor)

ang. immune dysregulation polyendocrinopathy enteropathy, X-linked
syndrome

indukowane komorki T regulatorowe (ang. induced T regulatory
T-cells)

gen aktywujacy limfocyty (ang. lymphocyte-activation gene 3)

maly kompleks latentny (ang. latency-associated peptide)

antygen funkcji limfocytow 1; 3 (ang. lymphocyte function-
associated antigen 1; 3)

biatko wigzace latentng form¢ TGF-B (ang. latent TGF-f-binding
protein)

gtowny kompleks zgodnosci tkankowej klasy I; Il (ang. major
histocompatibility complex class I; 1)

stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis)
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kinaza mTOR, ssaczy cel rapamycyny (ang. mammalian target of
rapamycin)

niedrobnokomorkowy rak pluca

jadrowy czynnik aktywowanych komoérek T (ang. nuclear factor of
activated T cells)

czynnik transkrypcyjny kB (ang. nuclear factor of kappa light chain
gene enhancer in B-cells)

komorki naturalni zabojcy (ang. natural killer)

aktywujacy receptor komorek NK

Mysi model cukrzycy typu | (ang. non-obese diabetic mice)

naturalne komorki T regulatorowe (ang. natural T regulatory T-cells)
sol fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate buffered
saline)

delecja poliklonalna (ang. polyclonal deletion)

receptor programowanej $mierci 1; 2 (ang. programmed death-1; 2)
ligand receptora programowanej $mierci 1; 2 (ang. programmed
death-1; 2 ligand)

fikoerytryna (ang. phycoerythrin)

fikoerytryna-cyjanina 5 (ang. phycoerythrin-cyanine 5)
prostaglandyna E; (ang. prostaglandin E,)

kinaza 3 fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase)
tancuchowa reakcja polimerazy z analizg ilosci produktu w czasie
rzeczywistym (ang. quantitative real time polymerase chain reaction)
gen aktywujacy rekombinacje segmentéw VDJ (ang. recombination
activating gene)

gen czynnika transkrypcyjnego c-Rel z rodziny NF-xB (ang. gene
coding proto-oncogene c-Rel member of the NF-«B family)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

Reakcja odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription)

ciezki zlozony niedobor odpornosci (ang. severe combined
immunodeficiency)

kinaza SKP-3 (ang. sensor kinase protein 3)

ang. smad family member 3
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rozproszenie boczne (ang. side scatter channel)

przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji (ang. signal transducers
and activators of transcription)

receptor limfocytow T (ang. T-cell receptor)

limfocyty T efektorowe (ang. T effector lymphocytes)

transformujacy czynnik wzrostu [ (ang. transforming growth
factor-p)

limfocyty T pomocnicze (ang. T helper cells)

limfocyty naciekajace guza (ang. tumor infiltrating lymphocytes)
receptory toll-podobne (ang. toll-like receptors)

czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

receptor czynnika martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor
receptor)

receptor czynnika martwicy nowotworu, typ Il (ang. tumor necrosis
factor receptor type 1)

czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor )
klasyfikacja stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu (ang.
tumor nodules metastases)

limfocyty T regulatorowe typu 1 (ang. T regulatory cells type 1)
kompleks indukujacy apoptoze (ang. tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand/death receptor 5)

kolista czasteczka DNA (ang. T-cell receptor rearrangements
excision circles)

limfocyty T regulatorowe (ang. T regulatory cells)

mieszanina fenolu i izotiocyjanianu guanidyny (ang. phenol-
guanidinium isothiocyanate)

czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial

growth factor)


http://en.wikipedia.org/wiki/Guanidinium_thiocyanate-phenol-chloroform_extraction
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1. Patofizjologia oplucnej

Optucna stanowi btone¢ surowicza pokrywajaca powierzchni¢ ptuc i wyscietajaca
od strony wewnetrznej jame¢ klatki piersiowej. Zbudowana jest z dwoch blaszek —
$ciennej i trzewnej. Blaszka §cienna (oplucna $cienna) pokrywa $rddpiersie, powiez
piersiowa, gorne powierzchnie przepony oraz wewnetrzng powierzchni¢ $ciany klatki
piersiowej. Natomiast blaszka trzewna (optucna ptucna) stanowi zewnetrzng warstwe
phuca, scisle do niego przylegajac. Pomiedzy obiema blaszkami znajduje si¢ przestrzen
optucnowa. Odpowiada ona za prawidtowa mechanike oddychania a ci$§nienie w niej
panujace ma wptyw na objetos¢ i stan czynnos$ciowy ptuc, serca oraz klatki piersiowe;.
Ptyn §rodoptucnowy wypetiajacy przestrzen pomigdzy blaszkami optucnej nawilza ich
powierzchni¢, zmniejszajac sity tarcia pomiedzy ptucami a klatka piersiowa podczas
ruchow oddechowych [1]. Ustalono, ze u czlowiecka w warunkach prawidlowych
catkowita objetos¢ ptynu nie przekracza 260ul/kg masy ciata [2]. Tworzy si¢ on jako
przesacz z naczyn mikrokrgzenia oplucnej, szczegélnie oplucnej $cienne;,
zaopatrywanej w krew przez krazenie systemowe. Przeplyw ptynu pomiedzy
przestrzenia wewnatrznaczyniowa a jama optucnej zalezy od rdéznicy cisnien
hydrostatycznych i onkotycznych w tych przestrzeniach [3].

Objetos¢ ptynu w jamie ophlucnej jest zalezna od zachowania rownowagi
pomiedzy wytwarzaniem ptynu w jamie optucnej a jego absorpcja. W przypadku
zachwiania tych proporcji dochodzi do gromadzenia zwigkszonej ilosci ptynu w jamie
optucnej [4]. W zaleznosci od etiopatologii ptyny oplucnowe dzieli si¢ na przesickowe
(fac. transsudatum) oraz wysiekowe (fac. exsudatum). Glownym czynnikiem
roéznicujacym wysigk od przesieku jest st¢zenie biatka lub dehydrogenazy mleczanowe;j
w jego sktadzie [5]. Plyn przesickowy moze z czasem sta¢ si¢ wysickowym. Do
patologicznych mechanizméw odpowiedzialnych za nadmierng ilo§¢ ptynu w jamie
optucnej mozna zaliczy¢ wytwarzanie jego zwigkszonej ilo$ci. Moze by¢ ono wynikiem
wzrostu ci$nienia hydrostatycznego w naczyniach oplucnej spowodowanego
niewydolnosciag komor serca, obnizenia ci$nienia optucnowego wywotanego
niedodmami, zwigkszong przepuszczalnoscig naczyn spotykang w zapaleniu ptuc lub
zespole ostrej niewydolnosci oddechowej dorostych, obnizenia cisnienia onkotycznego

w naczyniach wlosowatych w zespole nerczycowym, wzrostu ci$nienia onkotycznego
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w jamie optucnej spowodowanego toksycznym obrzekiem pluc czy obecnosci
zwigkszonej ilosci ptynu w jamie otrzewnej w wyniku puchliny brzusznej. Natomiast
wzrost objetosci ptynu w oplucnej, spowodowany uposledzeniem jego wchianiania,
najczesciej jest powigzany z dysfunkcjg uktadu chtonnego optucnej Sciennej. Obecnosé
nadmiernej ilo$ci ptynu w optucnej powoduje zmiany objetosci 1 pojemnosci pluc oraz
zaburzenia wymiany gazowej [6].

Przyczyng wysiekow nowotworowych w oplucnej moze by¢ niedroznos¢ naczyn
limfatycznych, uniemozliwiajagca odprowadzanie ptynu wystepujaca w chtoniakach
1 rakach piersi, czy zamykanie $wiatta naczyn plucnych przez komorki rakowe w raku
ptuca. Innymi przyczynami moga by¢ zmiany ci$nienia osmotycznego przestrzeni
optucnej spowodowane obecnoscia komoérek nowotworowych, np. w raku ptuca czy
sutka, perforacja przewodu piersiowego obserwowana w chioniaku czy zagniezdzanie
si¢ na powierzchni optucnej komorek nowotworowych guzéw litych lub przerzutow,
ktore prowadzg do zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyn wtosowatych [7].

Pod wzgledem cytologicznym wysieki dzieli si¢ na bogatokomoérkowe
1 skapokomoérkowe oraz zdominowane przez jeden rodzaj komorek, np. limfocyty czy
granulocyty (monomorficzne) lub zawierajagce mieszaning réoznych populacji komoérek
(polimorficzne) [6]. W ptynach oplucnowych osob zdrowych zdecydowang wigkszo$¢,
bo ok. % stanowig makrofagi a nastgpnie " limfocyty. Pojawiaja si¢ tez w znikomym
stopniu komorki miedzybtonka [2]. Natomiast w stanach patologicznych przewazaja
makrofagi, monocyty, granulocyty oboje¢tno- i kwasochtonne, limfocyty [8] oraz
komorki migdzybtonka [9]. Sklad komorkowy wysieku mozna oceni¢ w badaniu
immunofenotypowym  przeprowadzonym  metoda  cytometrii  przeptywowej

z zastosowaniem przeciwciat przeciw CD14 i CD45 (ryc. 1).
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Ryc. 1. Obraz immunofenotypowy komodrek wysigku optucnowego.

Wysieki nowotworowe dodatkowo moga zawiera¢ komoérki migdzybtoniaka,
pierwotnego rozrostu nowotworowego z komoérek miedzybtonka [10] oraz komorki
przerzutbw  nowotworowych, gléwnie rakow gruczotowych, rzadziej
ptaskonablonkowych, = drobnokomoérkowych, = nowotwor6w  hematologicznych,
czerniakow czy migsakow [11].

Obecnos¢ tak bogatej mieszaniny komorek w ptynach wysiekowych powigzana
jest z intensywng produkcja czynnikow humoralnych, tj. cytokin, chemokin, czynnikow
wzrostu oraz ich rozpuszczalnych receptorow. Stan zapalny towarzyszacy wysiekom
sprzyja wydzielaniu przez komorki uktadu immunologicznego cytokin prozapalnych, tj.
TNF-o, IL-10, IL-1p, IL-6, IL-11, IL-15, IL-17, IL-16 [12]. Z kolei obecnos¢ komorek
nowotworowych powigzana zostata z produkcja cytokin o charakterze
immunosupresyjnym - 1L-10, TGF-B czy rozpuszczalnego ligandu receptora Fas (FasL)
[13].

Stwierdzono, ze okolo potowa chorujacych na nowotwory z przerzutami rozwija
wysigk oplucnowy. Zdecydowana wiekszos¢ wszystkich wysiekow nowotworowych
stanowig te, towarzyszace rakom phuc, gruczotu piersiowego, jajnikow, trzustki, nerek,

prostaty, tarczycy, oskrzela czy przewodu pokarmowego [14]. W znacznej mierze
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dotycza roéwniez nowotwordéw hematologicznych, tj. chloniakow nieziarniczych,
ziarnicy ztosliwej [15], biataczek ostrych i przewlektych, szpikowych i limfatycznych,
zespotdow  mielodysplastycznych czy szpiczaka mnogiego [16]. Obecno$¢
nowotworowego wysigku optucnowego powigzana jest z reguty z terminalnym stadium
choroby 1 jest elementem zlej prognozy, zwigzanym z bardzo krotkim czasem
przezycia, wynoszacym S$rednio rok w przypadku raka piersi oraz 6 miesigcy
w przypadku raka pluca [17]. Wysick optucnowy jest Srodowiskiem ptynnym,
pozbawionym barier lgcznotkankowych. Zapewnia dobry kontakt komorek
nowotworowych ze skladnikami odzywczymi oraz stymulatorami wzrostu i przezycia.
Jest wiec srodowiskiem sprzyjajacym rozwojowi populacji komoérek nowotworowych
[18].

2. Charakterystyka ogolna limfocytow T regulatorowych

Komorki T ograniczajace odpowiedz autoimmunizacyjng odkryto ok. 40 lat
temu na podstawie stwierdzenia, ze noworodkowa tymektomia myszy indukuje choroby
autoimmunizacyjne, a rekonstrukcja komorek T, gtownie CD4+, chroni przed nimi [19].
Zaczeto tez uzywac nazwy komorki T regulatorowe (Tregs). Subpopulacja limfocytow
Treg stanowi 1-2% catej populacji obwodowych limfocytow T oraz 5-10% obwodowej
populacji limfocytow T pomocniczych CD4+. Naturalne limfocyty T regulatorowe
CD4+CD25+FoxP3+ (nTregs) dojrzewaja w grasicy, gdzie nabieraja zdolnoSci
immunosupresyjnych i migrujg na obwod. W szczegbdlnych sytuacjach Tregs nabywaja
zdolnos$ci supresorowych réwniez na obwodzie po kontakcie z antygenem. Nosza one
nazwe¢ indukowanych Tregs - iTregs (Trl, Th3, CD4+CD25-). Wykazujg zdolno$¢ do
proliferacji in vivo oraz in vitro w warunkach stymulacji antygenem czy w obecnosci
IL-15 [20].

Wraz z wiekiem zaobserwowano wzrost liczby limfocytow T regulatorowych,
co prowadzi do obnizenia sprawnosci systemu odpornosciowego oraz wzrost liczby
limfocytow Treg réznicujacych si¢ poza grasica, co Sprzyja wytworzeniu i utrzymaniu

antygenowo swoistej tolerancji utatwiajgcej rozwdj nowotworow [21,22].
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2.1. Immunofenotyp limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+

Tregs wykazuja powierzchniowa ekspresje¢ CD4. Charakteryzujg si¢ tez wysoka
ckspresja tancucha a receptora dla IL-2 (CD25") [23].

Markerami cze$ciowo swoistymi dla nTreg sa: CD45RO, CTLA-4 (ang.
cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4) [24], GITR (ang. glucocorticoid-induced
tumor necrosis factor receptor — related protein) [25] oraz neuropilina-1 [26]. Jednak
obecnos¢ CD25, CTLA-4 czy GITR wykazano rowniez na powierzchni aktywowanych
limfocytow T efektorowych, co uniemozliwia traktowanie ich jako czasteczek
swoistych wylacznie dla Tregs [19].

Za najbardziej swoisty marker komorek T regulatorowych CD4+CD25+ uwaza
si¢ wewnatrzkomorkowy czynnik transkrypcyjny FoxP3 (ang. forkhead box P3)
(represor transkrypcji IL-2) bedacy glownym regulatorem ich rozwoju i funkcji [27,28],
czagsteczke LAG-3 (CD223) bedaca homologiem CD4 negatywnie regulujagcym
ekspansj¢ limfocytow T i ich homeostaze [29] oraz brak receptora dla IL-7 (IL-7R) —
CD127 [30].

Ponadto, nTreg posiadajg na swojej powierzchni szereg molekut adhezyjnych
(CD11a - LFA-1, CD44, CD54 — ICAM-1, CD103 — agfy integryna, CD58 — LFA-3),
odpowiadajacych za kontakt z komoérkami prezentujacymi antygen (ang. antigen
presenting cells, APC) [31]. Czasteczki odpowiadajace za aktywng migracje, w tym
receptory dla chemokin (CCR4, CCR8, CCR5, CXCR4) [32] oraz CD62L,
umozliwiajgcag migracj¢ limfocytow T z grasicy do weztdw chlonnych [23]. Za
czasteczki odpowiedzialne za aktywacj¢ i proliferacje nTregs uwaza si¢ CD5 i CD71
(receptor dla transferyny) [31].

Komorki T regulatorowe posiadaja rowniez czasteczki charakterystyczne dla
profesjonalnych APC tj. receptory Toll-podobne (TLR4, 5, 7 i 8) [33] oraz HLA-DR
[24].

2.2.  Funkcje limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+

Podstawowg funkcjg limfocytow T regulatorowych jest utrzymanie obwodowej
tolerancji immunologicznej 1 supresja odpowiedzi immunologicznej. Wiaze si¢ to ze
zdolnosciag do zapobiegania patologicznej reakcji immunologicznej przeciw florze

bakteryjnej organizmu, wptywem na tolerancje przeszczepéow, zapewnieniu naturalnej
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tolerancji organizmu matki na obecnos¢ ptodu podczas cigzy oraz regulacji przebiegu
odpowiedzi przeciwinfekcyjnej — wygaszeniu odpowiedzi immunologicznej [34].
Wszystko to jest mozliwe dzigki zdolnosci do hamowania aktywnos$ci innych
limfocytow. Poczatkowo uwazano, ze limfocyty T regulatorowe petnig funkcje
supresorowe tylko wzgledem limfocytow T, hamujac proliferacje naiwnych limfocytow
T oraz hamujac wydzielanie IL-2 przez limfocyty efektorowe, co pozbawiato je ich
aktywnosci. Obecnie wiadomo, ze moga one réwniez hamowac proliferacje
prezentujgcych antygen limfocytow B. Odbywa si¢ to dzigki bezposrednim kontaktom
mie¢dzykomorkowym i wydzielaniu przez limfocyty T regulatorowe czynnikow
cytotoksycznych tj. perforyn i granzymow [35]. Moga one tez hamowaé wytwarzanie
1 zmiang¢ klas przeciwcial produkowanych przez limfocyty B, poniewaz sg one obecne
w strefach komorek B i1 osrodkach rozmnazania wtérnych narzadow limfatycznych,
gdzie po kontakcie komorek T i B nastepuje inicjacja odpowiedzi humoralnej [36].
Stwierdzono, ze zaburzenia w rozwoju lub funkcji tych komoérek sa przyczyna
choréb autoimmunizacyjnych u ludzi i zwierzat. Mutacje w ludzkim genie FOXP3,
wystepujacym na chromosomie X, sg przyczyna ci¢zkiego ptodowego zaburzenia
autoimmunizacyjnego zwanego IPEX (ang. immune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked syndrome). Usunigcie naturalnych Tregs z uzyciem przeciwcial
monoklonalnych  przeciw CD25 indukuje u myszy choroby o podlozu

autoimmunizacyjnym i zapalnym [37].

2.3.  Inne typy limfocytow T regulatorowych

2.3.1. KomorkiTrl

Oprocz naturalnych CD4+CD25+Foxp3+ Tregs, ktore podobnie jak inne
limfocyty T, dojrzewaja w grasicy, Tregs mogg by¢ takze indukowane na obwodzie pod
wplywem ciaglej stymulacji antygenami prezentowanymi przez MHC 1I [38].
Antygenowa stymulacja w obecno$ci IL-10 naiwnych komoérek T in vitro indukuje
powstanie Tregs typu 1 (Trl). Inhibicja limfocytow Thl i Th2 z ich udziatlem przebiega
na drodze mechanizmu zaleznego od cytokin [39]. Komorki Trl nie wykazuja ekspres;ji
FoxP3 Iub wylacznie przejsciowo [40] ale produkuja duze ilosci IL-10 i TGF-f [20],

bedacych glownymi czynnikami immunosupresyjnymi oraz INF-y.
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2.3.2. Komorki Th3

Antygenowa stymulacja naiwnych komorek T w obecnosci TGF-B indukuje
powstanie komorek pomocniczych T 3 (Th3) in vivo i in vitro, ktore produkujg TGF-f
[41,42], IL-4 i IL-10 [39]. Podobnie jak komorki Trl, Th3 wykazuja aktywnos$¢
inhibitorowg zalezng od cytokin [39]. Przynajmniej w niektorych komorkach Th3
TGF-B moze indukowaé ekspresj¢ FoxP3. Wykazano rowniez, ze IL-4 i IL-13 mogag
prowadzi¢ do powstawania Foxp3+ Th3 z naiwnych komoérek T CD4+ w procesie,
ktory jest niezalezny od IL-10 lub TGF-f [41].

2.3.3. Komorki CD8+

Nie tylko komoérki CD4+ moga wykazywac aktywno$¢ immunosupresyjna.
W Kkilku pracach opisano CD8+ Tregs, dzialajace w sposob zalezny od antygenu.
Komérki CD8+CD28- moga hamowac komorki prezentujace antygen, w tym komorki
dendrytyczne, posiadajace ten sam kompleks antygen/MHC, ktory je wzbudzit [43].
Niektore sposrod nich moga produkowaé IL-10 lub TGF-B, ograniczajagc tym samym
aktywacje 1 proliferacje naiwnych komoérek T CD8+. Antygenowa immunizacja
powoduje rozrost zarowno CD4+Foxp3+ Tregs jak i CD8+Foxp3+ Tregs in vivo [44].

2.3.4. Komérki CD4-CD8- (DN)

Podwojnie ujemne CD4- CD8- (DN) Tregs stanowig 1-3% obwodowych
limfocytow u myszy. DN Tregs sa zdolne do supresji allogenicznej odpowiedzi
komorek T in vitro i do przedtuzenia przezycia przeszczepu allogenicznego in vivo [45].
Podobng populacje DN Tregs zidentyfikowano réwniez u ludzi. Komorki te moga

ogranicza¢ wywotang antygenem aktywacjg i proliferacje komorek T [46].

2.3.5. Komorki Tyo

Zidentyfikowano réwniez malg populacje ludzkich komodrek T, ktorych
receptory TCR sg zbudowane z tancuchoéw y i 6. Sa one odmienne od komoérek T
z tancuchami off i moga spetnia¢ funkcje komorek prezentujacych antygen oraz

komorek regulatorowych [47], zdolnych do supresji odpowiedzi naiwnych
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i efektorowych komorek T oraz blokowania dojrzewania i funkcji komorek
dendrytycznych [48]. Tyd Tregs moga wystgpowaé w skorze, jelicie, guzach litych oraz

nacieka¢ guzy sutka i odpowiadac za ich aktywno$¢ immunosupresyjng in vivo [47-49].

Roéznicowanie komoérek CD4+ w  glowne subpopulacje limfocytow

T regulatorowych oraz limfocyty T efektorowe zostato zobrazowane na ryc. 2.

Grasica

oS FoxP3-
nTregs
IL-10
TGF-p
Th3
Tef
FoxP3+ Trl
iTregs

Ryc. 2. Schemat réznicowania komoérek CD4+ w gltowne subpopulacje limfocytow

T regulatorowych oraz limfocyty T efektorowe.

17



WSTEP

3. Rozwdj i aktywnos¢ limfocytow T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+

Dojrzewajace w grasicy tymocyty CD4+CD25+FoxP3+ wykazujg pelng
aktywnos$¢ regulatorowg a powstajg na skutek oddzialywan o wysokim powinowactwie
z autoantygenami prezentowanymi przez zrgbowe komorki grasicy. W przeciwienstwie
do tego co zaobserwowano in vitro limfocyty T regulatorowe wykazuja zdolnos¢ do
znacznej proliferacji in vivo wysoce zaleznej od obecno$ci swoistych antygenow [38].

Tregs nie majg zdolnosci do zapobiegania pierwotnej aktywacji receptorow
efektorowych limfocytow T (TCR) ani wczesnej produkcji I1L-2 przez te limfocyty,
jednakze w wyniku ekspansji Tregs spowodowanej kontaktem z antygenem dochodzi
do hamowania przebiegajacej odpowiedzi immunologicznej. Raz aktywowane
(specyficznym ligandem) maja zdolno$¢ do hamowania aktywnos$ci innych komorek
efektorowych — blokowania produkcji IL-2 (komorki Treg oraz Tef nie musza
rozpoznawac antygenoéw na powierzchni tych samych APC) [50].

Rozwoj 1 aktywno$¢ Tregs sa wysoce zalezne od obecnosci molekut

kostymulujacych, tj. CTLA-4, CD28 czy GITR [25,51].

3.1.  Wplyw FoxP3 na rozwdj i aktywacje limfocytow T regulatorowych

FoxP3 (ang. forkhead box P3) jest biatkiem z rodziny regulatorow transkrypcji
Fox, odpowiedzialnym za wigzanie do DNA i regulacj¢ transkrypcji. Gen FOXP3
zlokalizowany jest na Xpl11.23 1 sktada si¢ ze 144 kbp oraz zawiera 11 kodujacych
regiondw. Biatko FoxP3 charakteryzuje si¢ konserwatywng 110-aminokwasowa
domeng odpowiedzialng za wigzanie do DNA (winged helix domain).

Wykazano, ze poziom mRNA FoxP3 jest 100 krotnie wyzszy w komorkach
CD4+CD25+ w stosunku do komoérek nie zawierajacych czasteczki CD25 zaréwno
w grasicy jak i na obwodzie. Na tej podstawie uznano go za czynnik kontrolujgcy
powstawanie 1 roznicowanie Tregs. Poziom ekspresji FoxP3 jest staly w komorkach
CD4+CD25+ bez wzgledu na sposob oraz stan ich aktywacji [27,52].

Transfekcja naiwnych limfocytow T genem FOXP3 powoduje spadek ich
wrazliwo$ci na stymulacje przez TCR, hamuje produkcje cytokin oraz wzmaga
ekspresje czasteczek charakterystycznych dla nTregs. Ponadto transfekowane komorki

zyskuja inhibitorowe zdolnosci nTregs [53].
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Myszy “scurfy”, charakteryzujace si¢ brakiem funkcjonalnego biatka FoxP3
wykazuja nadwrazliwo$¢ limfocytow CD4+ na stymulacje TCR oraz nadprodukcje
cytokin. Limfocyty T tych myszy cechujg si¢ znacznym wzrostem aktywnosci NFAT
(ang. nuclear factor of activated T cells) i NF-kB w poréwnaniu z limfocytami T myszy
typu dzikiego. Fakt ten powigzano z udzialem czynnika transkrypcyjnego FoxP3 w
hamowaniu produkcji cytokin tj. IL-2, IL-4 i INF-y przez komorki T pomocnicze. Mato
wiadomo na temat tego biochemicznego mechanizmu ale podejrzewa si¢, ze odbywa si¢
to na drodze wigzania i supresji dwoch kluczowych dla ekspresji cytokin czynnikow
transkrypcyjnych - NFAT i NF-xB z rodziny REL poprzez pierwsze 200 aminokwasoéw
na koncu N biatka FoxP3. Blokowanie czynnika NFAT (ang. nuclear factor of activated
T cells) uniemozliwia mu aktywacj¢ transkrypcji IL-4 a z kolei wigzanie FoxP3 do
czynnika NFkB blokuje jego zdolno$¢ do aktywacji transkrypcji antyapoptotycznego
genu A20 [54].

Z kolei mutacje w genie FOXP3 skutkuja rozwojem chorob
autoimmunologicznych (cukrzyca typu 1), chronicznych stanéw zapalnych (alergie,
enteropatie) oraz brakiem tolerancji przeszczepow. Calkowita eliminacja czynnika
FoxP3 (knock-out genu) hamuje rozwdj Tregs i wywotuje letalne choroby zapalne [38].

Pomimo powigzan ekspresji FoxP3 w komorkach CD4+ =z aktywnag
immunosupresja, istniejg dane mowigce o innych funkcjach komoérek FoxP3+
w ukladzie odpornosciowym [50]. Obecnos¢ komorek FoxP3+ in vivo moze by¢
spowodowana wystgpieniem stanu zapalnego, indukujgcego ekspresje FoxP3
w aktywowanych komorkach (iTregs), badz proliferacje nTregs, niekoniecznie za$
aktywna inhibicj¢ odpowiedzi zapalnej. Ponadto, komdrki FoxP3+ moga si¢
przeksztalca¢ w komorki efektorowe 1 produkowaé¢ cytokiny w warunkach
prozapalnych [55]. Z drugiej strony, zaré6wno komorki iTreg jak i nTreg moga
przejawia¢ niestabilng ekspresje FoxP3 in vivo a jego obecnos¢ nie jest bezwzglednym
warunkiem aktywno$ci supresorowej limfocytow T. Zidentyfikowano dotad rozne
subpopulacje Tregs, ktore nie wykazuja ekspresji FoxP3, badz jest ona obecna na
niskim poziomie [56]. Nalezy =zatem ostroznie interpretowa¢ wyniki badan
definiujgcych komoérki Treg w réznych jednostkach chorobowych wytacznie na

podstawie obecnosci czynnika transkrypcyjnego FoxP3 [57].
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3.2. Rola TGF-p w indukeji ekspresji FoxP3 i funkcji limfocytow
T regulatorowych

Mozliwe jest indukowanie ekspresji FoxP3 w naiwnych limfocytach
CD4+CD25- i ich transformacja w komorki CD4+CD25+FoxP3+ o aktywnosci
regulatorowej in vitro i in vivo (zjawisko tolerancji infekcyjnej). Zdolno$¢ t¢ posiada
TGF-B (ang. transforming growth factor — f) [58]. Tregs indukowane obecno$cig
TGF-B (iTregs) przypominaja te wywodzace si¢ z grasicy, jako ze sg anergiczne,
supresorowe i produkuja male ilosci cytokin. iTregs przeksztalcone z obwodowych
CD4+FoxP3- komoérek T s3 w stanie zahamowa¢ wszystkie objawy chorob
autoimmunizacyjnych (stan zapalny okreznicy) po transferze do myszy RAG-/- [59].
Obserwacje prowadzone na cukrzykach, wykazaty, ze ciagta ekspresja TGF-f
w wyspach Langerhansa hamowata chorobe poprzez lokalng ekspansj¢ komorek
CD4+CD25+FoxP3+ [60]. Co wigcej, wykazano ze tolerancja przeszczepu skory jest
znacznie wyzsza u pacjentow otrzymujacych TGF-f [61].

Podejrzewa si¢ rowniez, ze dzigki obecno$ci btonowego TGF-f limfocyty
CD4+CD25+FoxP3+ moga indukowa¢ ekspresje FoxP3, a co za tym idzie wtasciwosci
regulatorowe wsrod sasiadujacych komorek CD4+CD25- na zasadzie bezposrednich
kontaktow miedzykomorkowych [62,63].

TGF-B produkowany przez limfocyty T jest zbedny dla utrzymania Zywotnosci
Tregs ale jest kluczowy dla petlienia przez nie funkcji inhibitorowych. Dowiedziono
tego inaktywujac TGF-B w obwodowych limfocytach CD4+ i CD8+ u myszy, co
w szOstym miesigcu zycia doprowadzito do rozwoju $miertelnego IBD [59,64].

W warunkach in vitro supresja nie jest zalezna wylacznie od wydzielanego
TGF-B, poniewaz wymagany jest bezposredni kontakt komorki supresorowej
1 efektorowej. Model proponowany przez Nakamure postuluje obecnos¢ btonowej,
latentnej formy TGF-B na powierzchni komoérek T regulatorowych oddziatujgcej
z receptorem na powierzchni docelowych komoérek T FoxP3-. TGF-B w formie
aktywnej jak i latentnej, powigzanej z peptydem LAP (latency-associated peptide)
wykazano wylacznie na powierzchni aktywowanych Tregs. Zespol Nakamury wykazat
rowniez, 1z Tregs hamowaty produkcje przeciwcial przez komodrki B a uzycie
przeciwcial przeciw TGF- znosito ich supresyjng aktywno$¢ [62].

Natomiast w warunkach in vivo wykazano prawidlowy rozwdj komoérek Treg

u myszy TGF-B-/- a produkcja TGF-B przez komorki regulatorowe okazata sie
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niekonieczna do hamowania zapalenia w tym modelu eksperymentalnym. Na
przyktadzie zapalenia okre¢znicy dowiedziono, ze TGF-f odgrywa kluczowa role
w hamowaniu odpowiedzi zapalnej, niemniej nie musi by¢ on produkowany przez
Tregs. Podejrzewa si¢, ze Treg mogg indukowa¢ produkcje TGF-B w innych
limfoidalnych jak i nielimfoidalnych komoérkach [59].

3.3. Wplyw IL-7 na dojrzewanie limfocytow T  regulatorowych
CD4+CD25+FoxP3+

CD4+ i FoxP3+ limfocyty regulatorowe wystepuja jako dwa typy komorek
w zaleznosci od $rodowiska, w ktorym nabieraja zdolnosci inhibitorowych. Pierwsze
z nich - nTregs powstaja w grasicy i od poczatku posiadajg wtasciwosci supresorowe,
drugie - adoptywne powstaja z komorek CD4+FoxP3- na obwodzie po kontakcie
z antygenem [65]. Obie subpopulacje posiadaja na swojej powierzchni czasteczke
CD25, odgrywajaca istotng role dla ich przetrwania i umozliwiajaca konkurowanie
0 IL-2 niezbedng dla przetrwania i funkcji komorek efektorowych [66]. Jednakze na
obwodzie przetrwanie i aktywno$¢ naturalnych i adoptywnych Tregs nie zaleza
wylacznie od IL-2 a w przypadku jej braku podejrzewa sig¢, ze sg uwarunkowane
obecnoscig innych cytokin, ktérych receptory zawieraja tancuch y, w tym IL-7. Wiaze
si¢ to z obecnos$cig receptora dla IL-7 — czasteczki CD127 na powierzchni Tregs.
Poczatkowo jej brak uwazano za jeden z markerow limfocytow T regulatorowych,
natomiast teraz wykazano, iz komorki CD25+CD127+ mogg takze zawiera¢ czynnik
transkrypcyjny FoxP3 i by¢ w pelni funkcjonalnymi komérkami supresorowymi. Jedna
z hipotez méwi, ze sg one subpopulacjg komorek ,,pre-Treg”, ktora wymaga ekspozycji
na cytokiny (IL-2 lub IL-7) aby w petni dojrze¢ i naby¢ wiasciwosci regulatorowych.
Wykazano, ze IL-7 aktywuje przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji-5 (STAT-5),
wigzacy si¢ do promotora genu FOXP3 i wzmagajacy jego ekspresje in vitro i in vivo
[67]. W efekcie tego zjawiska powstajg komorki CD25+CD127+FoxP3+, w ktorych
nastgpnie obnizeniu ulega ekspresja receptora dla IL-7 1 przeksztalcaja si¢ one
w tradycyjne komorki CD25+CD127-FoxP3+. Tym samym IL-7 jest cytoking

promujgcg przetrwanie i funkcje supresorowe Tregs [56].
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3.4. Interakcje limfocytow T regulatorowych z komérkami prezentujacymi

antygen

Komérki dendrytyczne naleza do profesjonalnych APC. Tolerancja lub
odpowiedz immunologiczna uzalezniona jest od stanu dojrzatosci tychze komorek.
Niedojrzale komorki dendrytyczne charakteryzuja si¢ ekspresja czasteczki CD80
z rodziny czasteczek B7. W miar¢ dojrzewania wzrasta na nich ekspresja czasteczki
CD86. Kontakt limfocytow Treg z CDS80 nasila a z CD86 hamuje ich funkcje
supresorowe [68,69].

Przy braku infekcji APC cechuje podstawowy poziom ekspresji czasteczek
CD80/86 1 niski MHC II. Dzigki temu ich zdolno$¢ prezentacji autoantygenow przez
APC jest niska. Limfocyty Treg rozpoznajace autoantygeny moga jednak ulec aktywacji
za posrednictwem kostymulujacego sygnatu czasteczki CTLA-4 wigzacej si¢ z bardzo
duzym powinowactwem do CD80/86. Dzigki temu dochodzi do supresji czynnoS$ci
limfocytow autoreaktywnych. Sytuacja zmienia si¢ jednak podczas infekcji, gdy
wystepuje konieczno$¢ aktywacji 1 ekspansji komorek efektorowych. Dochodzi
wowczas do wzrostu poziomu ekspresji czasteczek CD80/86 i MHC II na APC
a aktywnos$¢ supresyjna limfocytow Treg jest obnizana za posrednictwem czasteczki
CD28 o powinowactwie do CD80/86 oraz GITR i IL-2. Oprocz tego, poziom supresji
jest determinowany przez site sygnalu pochodzacego z TCR komorek efektorowych.
Staby sygnal sprawia, ze komorki efektorowe sg podatne na supresje, natomiast silny
sygnat zwigksza ich oporno$¢ na supresje. Wraz ze spadkiem aktywacji APC
i eliminacji czynnika infekcyjnego wlasciwosci supresorowe komorek regulatorowych

sg przywracane [68,69].

4. Mechanizmy blokowania odpowiedzi przeciwnowotworowej z udzialem

komorek T regulatorowych

Okreslono r6zne mechanizmy aktywno$ci immunosupresyjnej komorek Treg,
w tym przebiegajace na drodze humoralnej z udziatem czynnikow rozpuszczalnych oraz
na drodze blokowania limfocytow T zaleznego od czasteczek powierzchniowych i APC
[70,71].
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4.1. Mechanizm z udzialem cytokin blokujacych

Tregs moga wydziela¢ cytokiny blokujace, jak IL-10, TGF-f 1 IL-35
1 wykorzystywa¢ je jako glowne czynniki wzbudzania immunosupresji. Sg one
produkowane w duzej mierze przez niedojrzale APC zlokalizowane w przewodzie
pokarmowym, uktadzie oddechowym 1 kobiecych drogach rodnych. Ulegaja tam one
cigglej ekspozycji na antygeny, w wyniku czego moga zaroOwno bra¢ udziat
w przeksztalcaniu komorek efektorowych w supresorowe, jak i ogranicza¢ dostep
komorek potencjalnie patogennych [34].

IL-10 bierze udziat w kontroli odpowiedzi wrodzonej poprzez hamowanie
lokalnej i systemowej akumulacji komoérek bioragcych w niej udzial oraz odgrywa role
w powstawaniu subpopulacji limfocytow regulatorowych Trl. Cze$¢ komorek
regulatorowych przejawia obecnos$¢ zwigzanego z btong TGF-f (jego brak prowadzi do
wykorzystania wolnego TGF-B). Mutacje w genie receptora dla TGF-B powoduja
niewrazliwo$¢ komorek na dziatanie TGF-f 1 ucieczke spod kontroli Tregs. TGF-8
moze bezposrednio oddzialywa¢ na potencjalnie patogenne komorki efektorowe,
blokujac ich réznicowanie i funkcje efektorowe lub wywotywa¢ w nich ekspresje
FoxP3 i funkcje regulatorowe [72].

Znaczenie IL-10 i TGF-p w regulacji odpowiedzi immunologicznej okreslono na
modelach zwierzgcych. Myszy IL10-/- i TGF-p-/- rozwijaja choroby zapalne
z niekontrolowang  odpowiedza  immunologiczng.  Udzial  tych  cytokin
w funkcjonowaniu Tregs udokumentowano na postawie stwierdzenia, ze CD4+CD25+
Tregs uzyskane z myszy IL10-/- lub TGF-$-/- byty mniej skuteczne niz naturalne Tregs
w zapobieganiu rozwoju choroby zapalnej jelit (IBD), ktéra moze by¢ indukowana
przez adoptywny transfer naiwnych CD4+CD25- komorek T do myszy
limfopenicznych Rag-/- lub SCID. Oprocz tego IL-10 i TGF-p odgrywajg istotng role
w kontrolowaniu reakcji alergicznych z udzialem Tregs. Wydaje si¢ tez, ze IL-10
i TGF-B sa waznymi mediatorami w ochronie przeciw eksperymentalnej
autoimmunologicznej encephalomyelitis (EAE) [73], mysim modelu uzywanym do
badan ludzkiego stwardnienia rozsianego (MS). Badania przeprowadzone na myszach
NOD wykazaty, ze Tregs wykorzystuja TGF-f3 do ograniczania rozwoju cukrzycy typu
| [74,75]. Poniewaz Tregs s3a zaangazowane w indukcj¢ tolerancji na nowotwor
[70,71,76], znaczenie IL-10 i TGF-B dla funkcji Tregs badano zarowno u chorych na

nowotwor jak 1 na modelach mysich nowotworéw. W badaniach wykorzystujacych
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model nowotworow indukowanych UV i myszy IL10 -/- wykazano, ze 1L-10 odgrywa
kluczowg rol¢ w supresji mediowanej przez CD4+CD25+ Tregs [77].

W badaniach wykorzystujacych antygenowo swoisty model mysiego raka jelita
grubego wykazano, ze CD4+CD25+ Tregs znosza odrzucenie guza z udziatem CD8+
komorek T przez swoistg supresje cytotoksycznos$ci nowotworowo swoistych komoérek
CD8+. TGF-p wydaje si¢ by¢ niezbedny dla supresji poniewaz ekspresja dominujaco-
negatywnego receptora TGF-B przez komorki CD8+ powoduje ich opornos$¢ na supresje
zalezng od Tregs. Te oporne na Tregs komorki CD8+ cechuje niezaburzona
cytotoksyczno$é, co jest zwigzane z nasilong zdolno$cia do niszczenia komorek
nowotworowych [72]. Wykazano tez, ze peptyd blokujacy, ktory wiaze TGF-B
Z powierzchnig Tregs, moze nasila¢ odpowiedz przeciwnowotworowa przez blokowanie
funkcji Tregs [78]. Zaobserwowano réwniez odwrotng zalezno$¢ migdzy aktywacja
komorek NK i ekspansjag Tregs u chorych z GIST (gastrointestinal stromal tumor).
Stwierdzono, ze ludzkie Tregs wykorzystuja blonowe wigzanie TGF-f do
bezposredniego blokowania funkcji efektorowych komoérek NK 1 blokowania
receptorow NKG2D na powierzchni tych komorek [79]. Moga wiec Tregs
wykorzystywa¢ TGF-B do eliminowania zaréwno komoérek T CD8+ jak i NK
z odpowiedzi przeciwnowotworowej. Badania nad Tregs uzyskanymi od chorych
z rakiem ptaskonabtonkowym glowy i szyi wykazaly, ze ludzkie Tregs sa zdolne do
supresji odpowiedzi przeciwnowotworowej z udzialem mechanizméw zaleznych od IL-
10 jak i TGF-p [80]. W uzupetnieniu do nich, wykazano, ze mysie Tregs produkuja
nowg blokujaca cytoking, IL-35. Odgrywa ona wazng role w przebiegajagcym
z udziatem Tregs tagodzeniu IBD [81]. Nie jest jednak konstytutywnie eksponowana
przez ludzkie Tregs [82]. Myszy z niedoborem IL-35 nie wykazujg objawoéw chorob
zapalnych lub autoimmunizacyjnych [83]. Nie ukazaly si¢ doniesienia na temat
znaczenia IL-35 w funkcjonowaniu Tregs w przebiegu choréb nowotworowych.

Dowiedziono, ze cytokiny immunosupresyjne nie s3 jedynym mechanizmem
immunosupresji, poniewaz limfocyty Treg u myszy z delecja genow kodujacych kazda

z czasteczek nadal pozostawaty funkcjonalne [34].

4.2.  Mechanizm z udzialem cytotoksycznoS$ci

Komorki T CD8+ i komoérki NK na drodze perforynowo/granzymowej eliminuja

komorki zakazone przez wewnatrzkomorkowe patogeny lub komorki nowotworowe. Te
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cytotoksyczne limfocyty wykorzystuja perforyng do trasportu granzyméw do komoérek
docelowych, gdzie granzymy A i B indukuja apoptoze¢ na drodze degradacji DNA.
Myszy z niedoborem perforyny (Prfl-/-) sg bardziej podatne na spontaniczne chtoniaki,
co sugeruje, ze droga perforynowo/granzymowa odgrywa istotng role w nadzorze
Immunologicznym w niektorych typach nowotworéw [84]. Jednak ostatnie badania
sugeruja, ze Tregs moga wykorzystywaé cytotoksycznos¢ z udziatem perforyny
i granzymow jako mechanizm supresji. Wykazano, ze ludzkie Tregs aktywowane przez
przeciwciata przeciw CD3 1 przeciw CD46 wykazujg ekspresje granzymow A 1 B
1 moga zabija¢ autologiczne komorki uktadu odpornosciowego. To zabijanie z udziatem
Tregs jest zalezne od perforyny i niezalezne od FasL. Komorki CD4+ i CD8+
stymulowane przez przeciwciata monoklonalne przeciw CD3/CD28 (jak tez niedojrzale
mieloidalne komorki dendrytyczne i monocyty) sa szczegdlnie wrazliwe na lize zalezng
od Treg [85]. Podobnie, aktywowane Tregs blokuja proliferacj¢ limfocytow B
stymulowanych LPS i indukuja ich $§mier¢. Komorki te wykazuja ekspresje granzymu B
i perforyn [35]. W badanich in vivo, z wykorzystaniem systemu inokulacji guza
i adoptywnego transferu Tregs wykazano, ze droga perforynowo-granzymowa odgrywa
kluczowa rolg w supresji odpowiedzi na nowotwér z udzialem Tregs. Wykazano
réwniez, ze o ile granzym B jest niecobecny w spoczynkowych Tregs u myszy, to jest
indukowany przez lokalne czynniki w mikrosrodowisku guza [85]. Oprocz perforyn
1 granzymOw wykazano, ze Tregs CD4+CD25+Foxp3+ uzyskane od chorych z rakiem
ptaskonablonkowym glowy 1 szyi, w przeciwienstwie do izolowanych od zdrowych
dawcow, wykazujg ekspresje FasL. Komorki te pod wplywem aktywacji i wysokich
dawek IL-2, mogg eliminowa¢ autologiczne komorki CD8+ (ale nie CD4+) na drodze
apoptozy z udzialem Fas/FasL [86]. Wykazano rowniez, ze aktywowane in vitro mysie
Tregs moga indukowaé apoptoze komorek efektorowych CD4+ 2z udziatem
TRAIL/DR5 (tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand/death receptor 5)
[87].

4.3. Mechanizm z udzialem czasteczek powierzchniowych

Inhibitorowy efekt wywierany przez komorki Treg jest uzalezniony od ekspresji
dwoch czasteczek. Sa to tancuch a receptora dla IL-2 (CD25) oraz czasteczka CTLA-4
(CD152). Pierwszy z nich uczestniczy w bezposrednim mechanizmie inhibicji, druga

w posrednim, wptywajac na APC [50,88].
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4.3.1. Udzial CD25 w bezpoSrednim mechanizmie inhibicji

Jedng z podstawowych cech charakteryzujacych komoérki Treg jest wysoka
ekspresja tancucha a receptora dla IL-2 (CD25). Same Tregs nie produkuja IL-2 ale jej
obecno$¢ wytwarzana przez aktywowane lub autoreaktywne limfocyty T oraz DC jest
niezb¢dna dla ich funkcji supresorowych i przezycia [89]. Sgsiedztwo komorek
regulatorowych pozbawia wiec komorki efektorowe podstawowego czynnika wzrostu,
prowadzi do zahamowania ich proliferacji i apoptozy [50]. Proces ten przebiega bez
obecnosci APC i mozna go okreslic mianem delecji poliklonalnej (ang. polyclonal
deletion, PCD), jako ze supresja przebiegajaca z udziatem Tregs nie jest antygenowo-
zalezna [88]. PCD nie obejmuje tez procesow cytolitycznych (np. aktywacji biatka Fas),
bezposrednich kontaktoéw komoérkowych ani mechanizméw zaleznych od granzymow,
czasteczek z rodziny receptorow TNF czy perforyn [57].

Proces pozbawiania komorek efektorowych cytokin przebiega dwojako. Po
pierwsze, Tregs konsumujg czynniki wzrostu wydzielane przez sasiadujace komorki
efektorowe we wczesnej fazie aktywacji. Po drugie, ograniczaja zdolno$¢ samych Tef
do produkcji cytokin w podzniejszej fazie aktywacji. Dzieje si¢ tak, poniewaz
pozbawione IL-2 Tef nie sg stymulowane na drodze dodatniego sprze¢zenia zwrotnego
do wzmozonej produkcji cytokin. Proces ten, bez udziatu Tregs, ma poczatek we
wczesnej fazie aktywacji kiedy limfocyty ThO w duzych ilo$ciach produkujg IL-2.
Aktywuje to ekspresje receptorow dla IL-2 0 wysokim powinowactwie, co wzmacnia
wrazliwos¢ na nig komorek efektorowych. Efektem koncowym jest produkcja innych
cytokin, proliferacja i aktywacja komorek efektorowych [50].

W wyniku spadku poziomu cytokin dochodzi do aktywacji biatka Bim
nalezacego do rodziny Bcl-2 oraz aktywacji apoptozy od niego zaleznej. Jest ono
odpowiedzialne za apoptoz¢ w wielu komodrkach hematopoetycznych zaleznych od
cytokin wzrostu i przezycia [90]. Fakt ten potwierdzity eksperymenty z udziatem myszy
ze znokautowanym genem Bim (Bim-KO), ktorych limfocyty efektorowe opieraty si¢
supresji z udziatem aktywowanych Tregs aktywnie produkujgc cytokiny nawet
w poznej fazie aktywacji. Potwierdza to hipotezg, ze Tregs wptywaja na zalezng od
cytokin proliferacj¢ efektorowych limfocytow T poprzez zabijanie ich w sposob

antygenowo-niezalezny in vivo [57].
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Wydaje si¢ jednak, ze Tregs mogg prowadzi¢ do $§mierci komorek efektorowych
na drodze zuzycia innych, poza IL-2, cytokin, jako ze pozostawaly one zdolne do
supresji komorek efektorowych ze znokautowanym genem IL-2 (IL-2 KO). Podejrzewa
si¢, ze moze to dotyczy¢ cytokin kluczowych dla przezycia Tregs, czyli tych, ktorych
receptory posiadaja tancuch vy, tj. IL-4 czy IL-15. Zaobserwowano, ze dodatek tych
cytokin chronit komérki efektorowe przed apoptoza in vitro [91].

Poziom cytokin 1 obecnos$¢ biatka Bim wplywaja rowniez na przezycie samych
limfocytow T regulatorowych, ktore w sytuacji deficytu cytokin, ktorych receptory
posiadajg tancuch y ging na drodze apoptozy [91].

4.3.2. Posredni mechanizm z udzialem blokowania komorek prezentujacych

antygen

Drugim, posrednim sposobem ograniczania odpowiedzi immunologicznej
z udzialem Tregs jest ich wptyw na APC, w tym DC. W badaniach wzajemnych
oddziatywan Tregs, Tef i DC w $rodowisku weztow chlonnych z zastosowaniem
mikroskopii przyzyciowej wykazano, ze o ile aktywno§¢ Tef jest ograniczana
w obecno$ci wzrastajacej liczby Tregs, to nie stwierdzono stabilnych asocjacji miedzy
tymi komoérkami. Natomiast Tregs sa zdolne do bezposrednich interakcji z DC
wiazacymi antygen, ograniczajac tworzenie si¢ stabilnych zwigzkéw miedzy Tef i DC
W czasie prezentacji antygenu [92]. Wydaje sig, ze staly kontakt Treg - DC prowadzi do
zablokowania aktywacji Tef [93].

Limfocyty Treg wplywaja na komorki APC za posrednictwem czasteczki
CTLA-4. Wpykazano, ze swoisty niedobor CTLA-4 w Tregs jest przyczyna
spontanicznego rozwoju systemowych chorob limfoproliferacyjnych
I autoimmunizacyjnych u myszy. Ponadto, moze on indukowa¢ silng odpowiedz
przeciwnowotworowg przez oslabienie supresorowych wiasciwosci Tregs. Jest wiec
CTLA-4 podstawowg czasteczka efektorowg odpowiedzialng za wzbudzanie tolerancji,

w tym takze tolerancji na nowotwor [94] (ryc. 3).

4.3.2.1. Ekspresja enzymu IDO i rozklad tryptofanu

Oprécz ograniczania zdolnosci APC do aktywowania innych komorek T,

interakcje CTLA-4 na powierzchni Tregs z jej ligandami z grupy B7 na powierzchni
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APC prowadza do produkcji enzymu IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) przez te
drugie. Jest to enzym odpowiedzialny za rozpad tryptofanu, aminokwasu kluczowego
dla proliferacji limfocytow T [95]. Degradacja tryptofanu generuje ponadto
proapoptotyczne metabolity i blokuje na poziomie transkrypcji produkcj¢ IL-2 przez
komorki CD25- [96]. IDO powoduje zatem supresje komorek T (gtownie Thl)

I promuje tolerancj¢ guza (ryc. 3).

Kontakt CTLA-4 (Treg) z czasteczka B7 (DC)

l

Ekspresja enzymu IDO (ang. indoleamine 2,3-dioxygenase) w DC

\ > | Kyinurenina

Kwas 3-hydroksyantranilowy (HA)

l

Oksygenaza hemowa (HO-1) w Treg

Biliwerdyna
@D — (- > Chen)

Efekt supresji gtéwnie Thl

Ryc. 3. Przebieg supresji limfocytow T efektorowych na drodze oddziatywan
CTLA-4/B7.

Anergia komorek efektorowych
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Plazmocytoidalne komorki dendrytyczne produkujace IDO izolowane z zajetych
przez nowotwor weztow chtonnych sg zdolne do bezposredniego aktywowania Tregs
w warunkach restrykcji MHC na drodze zaleznej od CTLA-4. Aktywowane Tregs
powoduja wzrost ekspresji ligandéw programowanej $mierci 1 i 2 (PD-L1 i PD-L2) na
komorkach dendrytycznych, co prowadzi do blokowania odpowiedzi ze strony
efektorowych komoérek T [97]. Te badania sugerujg, ze dodatnie sprze¢zenie zwrotne
miedzy komoérkami dendrytycznymi wykazujagcymi ekspresje IDO 1 Tregs
wykazujacymi ekspresje CTLA-4 moze prowadzi¢ do zablokowania efektorowych
komorek T i spowodowa¢ immunotolerancj¢ guza. Podobnie jak w przypadku cytokin
immunosupresyjnych okazato si¢ jednak, ze delecja genow kodujacych CTLA-4 oraz

PD-1 nie pozbawiato Tregs ich wtasciwosci supresyjnych [34].

4.3.2.2. Immunosupresja w efekcie zjawiska trans-endocytozy

Inny mechanizm sugeruje udziat CTLA-4 w zaburzeniu adhezji limfocytow T do
komorek prezentujacych antygen na drodze bezposredniego wigzania CTLA-4 do APC
i tym samym blokowania dostepu do nich limfocytom efektorowym [95].

Dotychczas sugerowana zasada dziatania CTLA-4 opierala si¢ na
wewnatrzkomorkowym  przekaznictwie sygnatu supresji z udzialem domeny
cytoplazmatycznej [98]. Niedawno przedstawiono model zewnatrzkomorkowy,
w ktorym to czasteczka CTLA-4 wykazuje zdolno$¢ do trans-endocytozy, czyli
migdzykomodrkowego transferu swoich ligandow (CD80 1 CD86) z powierzchni APC do
wnetrza komorek, na ktorych powierzchni si¢ znajduje. Eksperymenty z udziatem
CD86 wykazaty, iz ligand ten jest internalizowany w calo$ci 1 degradowany wewnatrz
komorki CTLA-4+, nie pozostajac na jej powierzchni, jak to si¢ dzieje w zjawisku
trogocytozy, charakterystycznym dla wigkszosci receptorow. Sama czasteczka CTLA-4
nie ulega degradacji [99]. Jako Ze obie czasteczki z rodziny B7 sa ligandami zarowno
dla CTLA-4 jak i CD28, ich deplecja przeprowadzana z udzialem CTLA-4 pozbawia
komorki dendrytyczne ich wlasciwosci aktywujacych, uniemozliwiajac CD28-zalezna
aktywacje 1 roéznicowanie naiwnych komorek T. Jest to proces zalezny antygenowo

[94].
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4.4. Inne mechanizmy

W uzupelieniu do omowionych powyzej, proponuje si¢ obecnie tez inne
mechanizmy supresji przebiegajace z udziatem Tregs. Na przyktad, Tregs wykazuja
ekspresje ektoenzymow CD39 i CD73, ktére mogg rozszczepia¢ zewnatrzkomérkowy
ATP, co generuje immunosupresyjng adenozyn¢ blokujaca funkcje efektorowych
komorek T przez aktywacj¢ adenozynowego receptora 2A [100]. Tregs wykazuja
wysoki poziom cyklicznego adenozynomonofosforanu (CAMP). W czasie kontaktu
z efektorowymi komoérkami T, Tregs moga dostarczaé cAMP do komorek
efektorowych, co potencjalnie blokuje synteze IL-2 i proliferacje komorek T [101].
Brak IL-2 aktywuje proapoptotyczne biatko Bim, co prowadzi efektorowe komorki T
do apoptotycznej Smierci [50].

5. Kontrola  odpowiedzi immunologicznej z udzialem czgsteczek
powierzchniowych CD28, CTLA-4 oraz GITR

CD28 i CTLA-4 (ang. cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4) sg
receptorami swoistymi gtownie dla limfocytow T. Podczas gdy czasteczka CD28 jest
obecna na powierzchni wigkszosci spoczynkowych i aktywowanych limfocytow T,
obecno$¢ CTLA-4 ograniczona jest do komorek aktywowanych. Wyjatek stanowia
Tregs, z jej konstytutywng ekspresja. Oba receptory wiagzg si¢ do czasteczek z rodziny
B7 - CD80 (B7-1) oraz CD86 (B7-2), znajdujacych si¢ na powierzchni APC [94].
Zasadnicza réznica dotyczy powinowactwa z jakim wigzg one Swoje ligandy.
W przypadku CTLA-4 jest ono 20-100-krotnie wyzsze w poréwnaniu z czasteczka
CD28. Obie czasteczki wigzg si¢ czesciej (0k. 10-krotnie) z ligandem CD80 [98].
Kontakt pomigdzy receptorami i ich ligandami odbywa si¢ poprzez konserwatywny
motyw aminokwasowy zlokalizowany w zewnatrzkomorkowej domenie CD28
i CTLA-4 [95].

Mimo podobienstw strukturalnych, czasteczki te pelnig przeciwne funkcje.
CD28 promuje (przy udziale stymulacji TCR) a CTLA-4 tlumi (na poziomie
przekazywania sygnatdow TCR oraz CD28) odpowiedz efektorowych limfocytow T
[102]. Przeciwnie, CTLA-4 na limfocytach Treg jest niezbedna do petnienia przez nie
funkcji supresorowych in vivo i in vitro. Dowiodly tego eksperymenty z udzialem

myszy ze znokautowanym genem CTLA-4, ktére gingty przed osiggnieciem dojrzatosci
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na skutek wieloorganowego zapalenia. Knock-out genu nie uposledzal rozwoju ani
zywotnosci komorek Treg, wptywat jedynie na ich funkcje [103]. Dodatkowo, brak tej
czgsteczki na aktywowanych efektorowych limfocytach T, prowadzi do ich
niekontrolowanej aktywnos$ci. Upo$ledzone Tregs nie sg w stanie przeciwdziata¢ ich
spontanicznej aktywacji 1 roznicowaniu W Kierunku subpopulacji Thl i Th2,
odpowiedzialnych za wystepowanie choréb autoimmunologicznych i alergii. Ekspresja
CTLA-4 na aktywowanych limfocytach T w sytuacji jej braku na powierzchni
limfocytow T regulatorowych nie jest w stanie zapobiec patologicznej odpowiedzi
immunologicznej [94].

Ekspresja CTLA-4 w Tregs jest kontrolowana przez czynnik transkrypcyjny
FoxP3. Jej wysoki poziom przy jednoczesnym niskim poziomie ekspresji ligandow
CD80 i CD86 na APC prowadzi do preferencyjnego wigzania CTLA-4 z ligandami,
obnizajgc tym samym ich dostgpnos$¢ dla czasteczki CD28. W efekcie limfocyty T
efektorowe pozbawiane sg sygnalu kostymulacji. Powyzszy mechanizm supresji jest
zaledwie jednym z przebiegajacych z udziatem Tregs, ktorych wybor zalezy zapewne
od mikro$rodowiska i fazy odpowiedzi immunologicznej, jednakze jego uposledzenie
nie moze by¢ rekompensowane przez zaden inny, nawet wzmozony mechanizm.
Dlatego tez, CTLA-4 jest kluczowym narzedziem kontroli supresorowych funkcji Tregs
w stanach autoimmunizacji, alergii oraz w przebiegu defektywnej odpowiedzi
przeciwnowotworowej [104].

GITR (ang. glucocorticoid-induced tumour necrosis factor receptor - related
protein, TNFRSF18) jest czasteczkg z rodziny receptorow czynnikow martwicy
nowotworu TNF-R (ang. tumor necrosis factor receptor). Ulega on wysokiej ekspresji
na powierzchni komoérek Treg oraz w nizszym stopniu na powierzchni naiwnych
komorek T, gdzie jego ekspresja wzrasta po aktywacji. GITR ligand (GITR-L) jest
obecny na powierzchni wielu komoérek, w tym $rodbtonka, limfocytow B, makrofagow
oraz komoérek dendrytycznych pochodzenia szpikowego (BMDC, ang. bone marrow-
derived dendritic cells) [105].

Rola sygnalizacji GITR-GITR-L jest bardzo kontrowersyjna. Poczatkowo
uwazano, ze znosi ona przeprowadzang przez Tregs supresje limfocytow efektorowych
in vitro, przetamuje tolerancje immunologiczng wzgledem autoantygenéw oraz
niektorych komoérek nowotworowych in vivo [106,107]. Przeciwnie, najswiezsze
doniesienia dowodza, Ze sygnalizacja poprzez GITR preferencyjnie aktywuje ekspansje

komorek Treg in vitro i in vivo z zachowaniem ich funkcji supresorowych [105].
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GITR funkcjonuje jako koaktywator zaréwno limfocytow efektorowych, jak
i regulatorowych gdy sa one hodowane oddzielnie [108]. Jednakze w mieszaninie
preferencyjnie aktywowane sg Tregs. Zatem aktywacja GITR w Tef nie wystarcza do
ich ucieczki spod supresji Tregs. Wyzwala natomiast produkcje, niezbednej dla funkcji
i przezycia komorek regulatorowych, IL-2, prowadzac do wzrostu ich liczebnosci in
vivo. Proliferujace Tregs sa funkcjonalnie kompetentne [109]. Nalezy jednak dodac, ze
GITR nie jest niezbedny przy produkcji IL-2, jako ze myszy GITR-/- cechujg sie¢
normalng liczbg komorek Treg i brakiem objawow choroby autoimmunizacyjnej [105].
Niemniej jednak, oparty na stymulacji GITR przebieg odpowiedzi immunologicznej
z preferencyjng aktywacja Tregs ma zdecydowanie bardziej charakter przeciw- niz
prozapalny [110]. Postugujac si¢ modelem alergii wykazano, ze sygnalizacja poprzez
GITR-L w plazmocytoidalnych DC, jest powigzana z aktywacja IDO-zaleznej $ciezki
blokowania odpowiedzi immunologicznej. Ponadto, GITR warunkuje opornos¢ na
apoptoze indukowang przez TCR, co thumaczy oporno$¢ Tregs na selekcje negatywnag
w grasicy [25].

6. Limfocyty T regulatorowe w mikrosrodowisku nowotworu

Liczne badania wigzg Tregs z indukcjg tolerancji na nowotwoér [70,71,76].
Poniewaz antygeny nowotworowe pochodza od gospodarza i wiele antygenow
zwigzanych z nowotworem to takze antygeny wilasne, komodrki Treg rozpoznajg
nowotwor jako wiasny, co aktywnie promuje tolerancj¢. Badania na mysich
nowotworach wykazaly, ze deplecja Tregs moze znamiennie nasili¢ odrzucanie guza
i odwrotnie, transfer tych komorek moze zablokowa¢ przeciwnowotworowa odpowiedz
z udziatem swoistych komorek CD8+ [111]. Tregs sa tez zdolne do inhibicji funkcji
efektorowych komorek NK, ktore kontrolujg wzrost guza in vivo [79]. Wykazano, ze
Tregs moga wywolywaé supresje zarowno odpowiedzi wrodzonej, jak 1 nabyte;j.
Wysoki odsetek Tregs stwierdza si¢ w krazeniu chorych na roézne typy nowotworow
[71] a zwigkszone naciekanie guza nowotworowego przez Tregs jest zwigzane
z gorszym przebiegiem klinicznym nowotworow pochodzenia nablonkowego, takich

jak rak jajnika, sutka czy rak watrobowokomorkowy [112].
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6.1. Powstawanie antygenowo-specyficznych limfocytow T regulatorowych

w mikrosrodowisku nowotworu

Istnieja trzy domniemane drogi powstawania antygenowo-specyficznych Tregs
w mikrosrodowisku nowotworu. Pierwsza méwi, ze naiwne limfocyty CD4+ stajg si¢
antygenowo-specyficznymi Tregs po kontakcie z antygenem w mikrosrodowisku
nowotworu. Kolejna zaktada, ze naiwne limfocyty CD4+ przeksztalcane sg najpierw
w antygenowo-specyficzne komorki CD4+ efektorowe (Thl lub Th2) a nastepnie
w antygenowo-specyficzne Tregs dzigki chronicznej, stabej stymulacji antygenami
1 obecnosci cytokin supresorowych w mikrosrodowisku nowotworu. Natomiast wedlug
ostatniej nTregs sa aktywowane ligandami prezentowanymi przez komorki

nowotworowe w efekcie czego staja si¢ antygenowo-specyficznymi Tregs [47].

6.2. Aktywacja limfocytéw T regulatorowych indukowana przez nowotwoér

Istnieje wiele dowodow na to, ze guz moze wptywaé na swoje $rodowisko
komorkowe w celu ograniczenia odpowiedzi immunologicznej. Mechanizmy aktywacji
Tregs indukowane przez guz sa procesami wielostopniowymi i przebiegajacymi
z udzialem wielu sygnalow. Duzg liczb¢ CD4+CD25+Foxp3+ Tregs wykazano
w krazeniu 1 w mikrosrodowisku guza chorych z rakiem pluc, sutka, jelita grubego,
zoladka, watroby, trzustki, jajnika, bialaczkg, chtoniakiem i czerniakiem [71]. O ile
nacieki z komoérek CD8+ sg zwigzane z korzystng prognoza, to wzrost stosunku Tregs
do komorek CD8+ rokuje skrocenie czasu przezycia chorych [113]. Sugeruje to, ze
zalezno$¢ pomigdzy limfocytami regulatorowymi i efektorowymi w mikrosrodowisku
nowotworu ksztaltuje balans migdzy odpornos$cia i tolerancja.

Wyniki wielu badan sugeruja, ze nowotwor moze ogranicza¢ odpowiedz
immunologiczng przez promowanie rekrutacji, ekspansji i aktywacji Tregs [114].
Sygnat chemokinowy wydaje si¢ odgrywac istotng rol¢ w tym procesie. W przypadku
raka jajnika wykazano, ze komorki nowotworowe i makrofagi w mikro$rodowisku guza
produkuja chemoking CCL22, ktéra przycigga Tregs do masy guza. Thumaczy to
mechanizm, na drodze ktérego guz kreuje miejsce immunologicznie uprzywilejowane.
Z kolei badania chorych z rakiem przewodu pokarmowego wykazaly, ze ekspresja
chemokin CCL17 i CCL22 w obrebie guza koreluje ze wzrostem jego naciekania przez

Tregs [115]. Wykazano, ze Tregs sg wybiorczo rekrutowane i aktywowane w obrebie
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naciekow limfocytarnych otaczajacych pierwotne guzy sutka. Ich ocena ex vivo
sugeruje, ze te komorki CD4+CD25+Foxp3+ mogg by¢ naturalnymi Tregs
wykazujagcymi ekspresje receptora chemokinowego CCR4 i selektywnie przycigganymi
do mikrosrodowiska guza przez interakcje CCR4/CCL22. Komorki te mogg by¢
wybiodrczo aktywowane przez komorki dendrytyczne, prezentujace antygeny zwigzane
z guzem, ktore wywotuja proliferacje Tregs w §rodowisku guza, co pocigga za soba
blokowanie aktywacji komorek efektorowych, ucieczke komoérek nowotworowych spod
nadzoru uktadu odpornosciowego i w koncu progresjc nowotworu [116]. Tregs
indukowane przez guz moga powstawac zaréwno z naturalnych Tregs, jak i z naiwnych
komorek T [117].

Sygnaty plynace z interakcji TCR-antygen sa determinantami grasiczej selekcji
i réznicowania Tregs [118]. Kontrolujg tez ich obwodowa aktywacje¢ i proliferacje
[119]. Stosowanie szczepionek antygenowych w leczeniu nowotworow jednoczes$nie
wzbudza Tregs i komorki efektorowe. Jednak Tregs mogg miec relatywnie wyzsze
powinowactwo do antygenu w poréwnaniu z komorkami efektorowymi [88].
W rezultacie ekspansja Tregs moze by¢ dominujacym elementem odpowiedzi na
szczepionki nowotworowe, ttumigc ekspansje swoistych nowotworowo efektorowych
komorek T i prowadzgc do wzrostu tolerancji na antygeny nowotworowe [117].

Dodatkowo, sygnat cytokinowy reguluje rozwdj, funkcje i homeostaze komorek
Treg. IL-2 jest niezbedna dla ich ekspansji i aktywacji [120] a IL-4, IL-7 i IL-15 moga
wspierac te procesy [121,122]. Pozostaje niewyjasnione, czy ktdras z cytokin z rodziny
IL-2 jest wlaczona w aktywacje TregS indukowang przez nowotwor. Wiele guzow
i zwigzanych z guzem komorek uktadu odpornosciowego produkuje IL-10 i TGF-B,
ktére promuja proliferacj¢ naturalnych Tregs a takze konwersje nieregulatorowych
komorek T w Tregs [70,71]. Podobnie jak inne komorki CD4+, Tregs sa aktywowane
w warunkach restrykcji MHC klasy Il. Jednak wigkszo$¢ guzéw nie wywodzi sig
z komorek prezentujacych antygen, nie wykazuje ekspresji antygendow MHC klasy 11
1 nie moze prezentowaé antygenow bezposrednio komoérkom Treg CD4+.
W  konsekwencji antygeny nowotworowe z wigkszym prawdopodobiefstwem sa
krzyzowo prezentowane przez APCs podczas indukowanej przez guz aktywacji Tregs.
Wykazano, ze komorki dendrytyczne wykazujace fenotyp niedojrzatych komorek
mieloidalnych sg rekrutowane do drenujacych weztow chlonnych w czasie progresji

guza i ze te DC selektywnie promuja proliferacj¢ naturalnych Tregs na drodze zalezne;j
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od TGF-p [123]. Plazmocytoidalne DC izolowane z drenujacych guz weztéw chtonnych
aktywuja Tregs w procesach wykorzystujacych MHC 11, CTLA-4 i IDO [97].

7. Apoptoza limfocytow T regulatorowych — kontrola odpowiedzi

immunologicznej

W poczatkowej fazie odpowiedzi immunologicznej stosunek limfocytow
efektorowych do inhibitorowych jest wyzszy, poniewaz limfocyty Tef proliferujg
szybciej niz limfocyty Treg. Jednak w miar¢ przebiegu odpowiedzi immunologicznej
Tregs konsumuja IL-2 i proliferuja, jednocze$nie powodujac apoptoze zaleznych od
IL-2 komorek CD4+, uniemozliwiajagc im tym samym transformacj¢ w efektorowe
komorki Th1, Th2 czy Th17 [50].

Wrazliwo$¢ limfocytow T regulatorowych na apoptoz¢ jest zmienna
W przebiegu odpowiedzi immunologicznej, zalezna od stanu ich aktywacji oraz
odwrotnie proporcjonalna do wrazliwosci limfocytéw T efektorowych. Podatno$¢ Tregs
na apoptoze indukowang CD95L (FasL) w przeciwienstwie do opornosci wykazywanej
przez spoczynkowe limfocyty T umozliwia zapoczatkowanie odpowiedzi
immunologicznej. Z kolei podatnos¢ limfocytow efektorowych na apoptoze
indukowang przez aktywacje (AICD) w przeciwienstwie do opornosci wykazywanej
przez limfocyty Treg umozliwia wygaszenie odpowiedzi immunologicznej. Smieré
pozostatych po wygaszeniu odpowiedzi immunologicznej Tregs odbywa si¢ na drodze
apoptozy wywotanej przez rozpuszczalny lub wystepujacy na umierajacych komorkach
efektorowych FasL, oraz obnizenia poziomu IL-2 produkowanej przez efektorowe
limfocyty T [124].

Proces obnizania poziomu cytokin i indukcji apoptozy z udziatem Tregs moze
w roéznym stopniu dotyka¢ komorki docelowe. Zalezy to od tego czy odpowiedz
immunologiczna jest pro- czy przeciwzapalna oraz czy odpowiedz komorek
efektorowych jest skierowana przeciw drobnoustrojom czy tez antygenom wiasnym.
Ponadto, na ich funkcje ma tez wplyw faza odpowiedzi immunologicznej oraz obecno$¢

cytokin w srodowisku [50].
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8. Limfocyty T regulatorowe celem immunoterapii nowotworéw

Immunosupresja z udzialem Tregs pozostaje jedng z gtownych przeszkod dla
efektywnej immunoterapii nowotwordw. Szczepionki oparte na antygenach
nowotworowych sg efektywne w ograniczonym zakresie [125], poniewaz moga
aktywowa¢ Tregs i znacznie thumi¢ odpowiedz przeciwnowotworowsa [117]. Obecnie
kilka sposoboéw postgpowania majacych na celu eliminacj¢ Tregs lub hamowanie ich
funkcji daje wymierne, znajdujace odzwierciedlenie w badaniach przedklinicznych
1 klinicznych, korzysci. Denileukin diftitox (Ontak) jest rekombinowanym biatkiem
fuzyjnym sktadajacym si¢ z toksyny diphtheria i ludzkiej IL-2. Poczatkowo stosowano
je w leczeniu skérnych chtoniakéw T komoérkowych charakteryzujacych si¢ wysoka
ekspresja tancucha o receptora dla IL-2 (CD25) w blonie komodrkowej. Ontak wiaze si¢
z receptorem dla IL-2, jest internalizowany na drodze endocytozy i1 blokuje synteze
biatek, powodujac $mier¢ komorki [81]. Badania kliniczne wykazaty, ze Ontak cechuje
selektywna toksyczno$§¢ wobec Tregs. Obiektywna odpowiedZ kliniczng uzyskano
w leczeniu chorych z przerzutami czerniaka, raka jajnika i nowotworéw ukladu
krwiotworczego [81,126]. Przeciwciala monoklonalne przeciw CTLA-4 (ipilimumab
1 tremelimumab) sg w trakcie badan fazy 1 i fazy II u chorych z przerzutami czerniaka
[127]. Poniewaz CTLA-4 jest eksponowana zarowno na efektorowych komorkach T,
jak i na Tregs, doktadny mechanizm efektu blokady tej czasteczki nie jest catkowicie
poznany [125]. Obecne badania wykazujg, ze deplecja Tregs lub zablokowanie ich
funkcji moze nasili¢ odpowiedz przeciwnowotworowa na modelu mysim 1 u chorych na
raka. Jednak ten sposob postepowania moze takze wyidukowac choroby o podilozu
autoimmunizacyjnym [76,88]. Blokada CTLA-4 u chorych jest zwigzana z zapaleniem
jelita grubego, skory i pecherzykow ptucnych [125]. Lepsze zrozumienie mechanizméow
aktywacji Tregs indukowanej przez guzy i ich wptywu na funkcje tych komoérek moze
stanowi¢ gldéwny kierunek rozwoju innowacyjnych podejs¢ selektywnie przetamujacych
tolerowanie guza z udziatem Tregs, bez eliminacji tolerancji na wiasne antygeny. Tregs
mozna aktywowa¢ na roznych poziomach i1 wykorzystujac rézne mechanizmy
wzbudzania odpowiedzi immunologicznej [128]. Najnowsze badania wskazuja kilka
krytycznych punktow w zakresie indukowanej przez guz aktywacji Tregs, takich jak
rekrutacja z udzialem chemokin, stymulowana przez APC proliferacja i indukowana
przez cytokiny proliferacja i / lub réznicowanie. Ponadto, wykazano, ze spoczynkowe

Tregs nie wykazuja ekspresji granzymu B. Jest on indukowany w Tregs zwigzanych
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z nowotworem. W przeciwienstwie do myszy FOXP3-/-, TGF-4-/- lub CTLA-4-/-, ktore
zawsze ulegaja chorobom autoimmunizacyjnym, myszy pozbawione obydwu kopii
genu kodujgcego granzym B (GzmB-/-) wykazujg znamiennie nasilong zdolno$¢ do
odrzucania nowotworow przeszczepialnych [85]. Wydaje si¢ wiec, ze selektywne
blokowanie Tregs zwigzanych z nowotworem, np. na drodze blokowania granzymu B,
moze by¢ skuteczniejsze od globalnej delecji tych komorek, poprawiajac odpornosé
przeciwnowotworowg, przy jednoczesnym zachowaniu zdolnosci Tregs do

zapobiegania procesom autoimmunizacyjnym.
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W chorobach nowotworowych stwierdza si¢ wzrost aktywnosci i odsetka
limfocytow T regulatorowych. Kluczowa kwestig jest okreslenie, czy Tregs zwigzane
z nowotworem tlumig odpowiedz przeciwnowotworowa przy pomocy mechanizmow
innych niz te, ktore przeciwdziataja autoimmunizacji. Wiedza ta mogtaby doprowadzi¢
do wprowadzenia strategii leczenia opartych na swoistych dla nowotworu funkcjach
komorek T regulatorowych.

Celem pracy bylo wykazanie wzrostu liczebnosci komorek T regulatorowych
w mikrosrodowisku zaawansowanej choroby nowotworowej, manifestacjg ktorej jest
wysigk optucnowy, z elementami ich charakterystyki czynno$ciowej. Cel ten

realizowano poprzez:

1. Ocen¢ odsetka limfocytow T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+
w mikrosrodowisku nowotworowych wysiekéw optucnowych w poréwnaniu

z wysigkami nienowotworowymi

2. Okreslenie st¢zenia TGF-B w mikrosrodowisku nowotworowych wysigkow

optucnowych w poréwnaniu z wysigkami nienowotworowymi

3. Oceng zaleznosci pomiedzy odsetkiem limfocytow T regulatorowych
CD4+CD25+FoxP3+ a st¢zeniem TGF-f w mikrosrodowisku nowotworowych

i nienowotworowych wysigkow optucnowych

4. Oceng wzglednego poziomu transkryptu genu FOXP3 wsrod wyizolowanych
komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych i nienowotworowych

wysigkow optucnowych
5. Ocen¢ wzglednego poziomu transkryptu genéow CTLA-4, CD28 oraz GITR

wsrod wyizolowanych komoérek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych

I nienowotworowych wysigkow optucnowych

38



CELE PRACY

6. Oceng zalezno$ci pomiedzy wzglednym poziomem transkryptu badanych genow
(FOXP3, CTLA-4, CD28 oraz GITR) w komoérkach CD4+CD25+ pozyskanych

z nowotworowych i nienowotworowych wysiekow optucnowych.
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1. Wysieki oplucnowe

Przebadano material pochodzacy od 111 chorych z wysickami oplucnowymi.
Chorzy ci byli hospitalizowani na Oddziale Onkologii Klinicznej z Pododdziatem
Dziennej Chemioterapii Wielkopolskiego Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii oraz
w Klinice Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Byli to chorzy z IV stopniem zaawansowania choroby
nowotworowej (dane zaczerpnigte z historii chorob pacjentdéw). Oceny stopnia
zaawansowania choroby dokonano na podstawie VIl edycji klasyfikacji TNM dla raka
phuca, wydanej pod auspicjami Mie¢dzynarodowego Towarzystwa Badan nad Rakiem
Phuca (IASLC, ang. International Association for the Study of Lung Cancer). Okreslenie
stopnia zaawansowania raka pluca obejmuje stan guza pierwotnego (cecha T),
regionalnych weztéw chionnych (cecha N) i narzadow, w ktérych moga wystepowad
przerzuty (cecha M). Laczna ocena cech TNM pozwala na okreslenie stopnia
zaawansowania raka phluca [129]. Material zostal pozyskany droga torakocentezy
i poddany badaniom cytologicznym. W 78 wysigkach metoda cytometrii przeptywowej
oceniono odsetek komorek T regulatorowych oraz stezenie cytokiny TGF-f1, w 33
przeprowadzono badania molekularne. Materiat biologiczny podzielono na 3 grupy:
wysieki oplucnowe pochodzace od pacjentow z chorobg nowotworowg zawierajgce
komorki nowotworowe (48), wysigki pochodzace od pacjentow z choroba
nowotworowa, u ktérych w badaniu cytologicznym nie stwierdzono obecno$ci komorek
nowotworowych (23) i nienowotworowe wysicki optucnowe (40). 33 wysigki
przeznaczone do oceny molekularnej podzielono wytacznie na 2 grupy (nowotworowg
zawierajacag komorki nowotworowe i nienowotworowa). Wysigki nienowotworowe
pochodzity od chorych z wysiekowym zapaleniem optucnej, niewydolnos$cig krazenia
i gruzlica ptuc. Zaden z pacjentéw z nowotworowym wysiekiem oplucnowym nie byl
poddany terapii przeciwnowotworowej. Szczegbélowe dane dotyczace grup

przebadanych wysiekow przedstawia tab. 1.
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Tab. 1. Zestawienie przebadanych wysiekow.

Liczba przypadkow
Grupa wysiekéw Badania .
immunofenotypowe, mgiﬁirll;?ne
stezenie TGF-B1

I. Wysieki nowotworowe z komérkami

) 29 19
nowotworowymi
Rak gruczotowy oskrzela 29 14
Rak drobnokomoérkowy oskrzela 4
Miedzybtoniak 1
II. Wysieki nowotworowe bez komorek 23
nowotworowych
Rak gruczotowy oskrzela 23
ITI. Wysi¢ki nienowotworowe 26 14

1.1. Przygotowanie osadu komoérek z wysiekow oplucnowych

Ptyny wysigkowe byty pobierane do sterylnych probowek 50 ml zawierajacych
2000 IU heparyny 1 przesaczane przez gaz¢ jalowa w celu uzyskania klarownego ptynu.
Nastepnie byly wirowane przez 10 min przy 500 x g w temp. pokojowej. Supernatanty
byly nastepnie mrozone i przechowywane w temp. -70°C do czasu oceny stezenia
TGF-B1. Natomiast osady komorkowe byly przekazywane do oceny cytologicznej

i wykorzystywane do analizy cytometrycznej lub molekularne;j.

1.2.  Badania cytologiczne

Kropla uzyskanego po zwirowaniu plynéw osadu byta umieszczana na szkietku
podstawowym. Po wykonaniu rozmazu materiat byt utrwalany preparatem Cytofix™
(Samko, Polska), a nastgpnie po uwodnieniu barwione hematoksyling i eozyna.
Preparaty byly oceniane pod katem obecnosci lub braku komorek nowotworowych
(ryc. 4). We wszystkich przypadkach wyniki oceny cytologicznej zostaty potwierdzone
wynikami badan histopatologicznych materialu uzyskanego droga bronchoskopii

i danymi klinicznymi.
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Ryc. 4. Obraz cytologiczny jednego z badanych nowotworowych wysickow
optucnowych.
2. Badania cytometryczne

2.1.  Ocena odsetka komorek T regulatorowych w wysiekach oplucnowych

Ocene odsetka komorek T regulatorowych w obrebie limfocytow wysiekow
optucnowych przeprowadzono metoda cytometrii przeplywowej z zastosowaniem
gotowego zestawu Human Treg Flow™ Kit (FOXP3 Alexa Fluor® 488 / CD4
PE-Cy5 / CD25 PE, BioLegend®, USA). Charakterystyke uzytych przeciwcial oraz
szczegotowy sktad zestawu przedstawia tab. 2 1 3. Odczynniki uzyte do oznaczen spoza
zestawu zostaly przedstawione w tab. 4.

Zgodnie z zaleceniami producenta na dno probowek cytometrycznych podawano
20 pl mieszaniny przeciwciat przeciw CD4 PE-Cy5 oraz przeciw CD25 PE (anti-human
CD4 PE-Cy5 / CD25 PE Cocktail, BioLegend®, USA). Nastepnie dodawano 0,5-1x10°
komorek na probowke, mieszano i inkubowano przez 20 min w temp. pokojowej

chronigc przed dostepem s$wiatta. Po uptywie tego czasu dodawano 1 ml buforu
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ptuczacego (Cell Staining Buffer, BioLegend®, USA), wirowano przez 5 min przy
250 X g a nastgpnie usuwano supernatant. W nastepnym etapie komorki utrwalano
i permeabilizowano. W tym celu przygotowywano rozcienczenie buforu utrwalajacego
1 permeabilizujacego dostepnego w zestawie (4x FOXP3 Fix/Perm buffer, BioLegend®,
USA), mieszajac 1 czg§¢ wyjsciowego buforu (4x) z 3 czgsciami PBS. Do powstatego
w wyniku wirowania osadu dodawano 1 ml otrzymanego roztworu. Tak przygotowany
material mieszano i inkubowano przez 20 min w temp. pokojowej chronigc przed
dostepem s$wiatta. Po zakonczeniu inkubacji komorki wirowano przez 5 min przy
250 X g a nastepnie usuwano bufor utrwalajacy i permeabilizujacy. Osad plukano
w buforze pluczacym poprzez S5-minutowe wirowanie przy 250 x g a nastgpnie
supernatant odrzucano. Przygotowywano rozcienczenie buforu permeabilizujacego
btong komorkowa (10x FOXP3 Perm buffer, BioLegend®, USA), mieszajac 1 czgsé
wyjsciowego buforu (10x) z 9 czgéciami PBS. Tak przygotowanym roztworem
jednokrotnie plukano komorki, wirujac je przez 5 min przy 250 X g a nastgpnie usuwano
supernatant. Osad komodrkowy zawieszano w 1 ml powyzszego buforu
permeabilizujacego btone komoérkows, mieszano i inkubowano w temp. pokojowej
chronigc przed dostepem $wiatta. Po uptywie 15 min mieszaning wirowano, usuwano
supernatant a pozostaty osad zawieszano w 100 ul buforu permeabilizujagcego blone
komoérkowa. Po utrwaleniu komoérek 1 permeabilizacji blon komodrkowych
przystgpowano do barwienia cytoplazmatycznego wewnatrzkomorkowego czynnika
transkrypcyjnego FoxP3. Do probowek zawierajacych wyznakowane przeciwcialami
przeciw CD4 i przeciw CD25 komorki dodawano 5 ul przeciwciata przeciw FoxP3
(Alexa Fluor® 488 anti-human FOXP3, BioLegend®, USA) lub odpowiednio 5 pl
mysiej kontroli izotopowej 1gG1, « (Alexa Fluor® 488 Mouse IgG1, k isotype control
BioLegend®, USA), w celu okreslenia nieswoistej fluorescencji tta stosowanych
przeciwcial. Po doktadnym zmieszaniu osadu komorkowego z przeciwciatami materiat
inkubowano przez 30 min w temp. pokojowej chronigc przed dostgpem S$wiatta. Po
uptywie tego czasu dwukrotnie ptukano komorki, kazdorazowo dodajgc do nich po 1 ml
buforu ptuczacego 1 wirujac przez 5 min przy 250 x g w temp. pokojowej. Na koniec
bufor usuwano a osad zawieszano w 0,5 ml buforu ptluczacego. Akwizycje 20000

komorek przeprowadzano przy pomocy aparatu FACSCanto (BD Biosciences, USA).
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Tab. 2. Charakterystyka przeciwcial uzytych do oceny cytometrycznej komorek
T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+.

Symbol przeciwciala Fluorochrom Klon Zrédlo
CD4, CD25 Cocktail PE-Cy5/ PE RPA-T4/BC96 | BioLegend®, USA
FoxP3 Alexa Fluor® 488 259D BioLegend®, USA
Mouse 1gG1, k
) Alexa Fluor® 488 MOPC-21 BioLegend®, USA
isotype control

Tab. 3. Szczegdtowy sktad zestawu Human Treg Flow™ Kit (FOXP3 Alexa Fluor®
488 / CD4 PE-Cy5/ CD25 PE), (320401, BioLegend®, USA).

Odczynnik Numer katalogowy Zrédlo
anti-human CD4 PE-
) 78930 BioLegend®, USA
Cyb/CD25 PE Cocktail
Alexa Fluor® 488 anti-human
79467 BioLegend®, USA
FOXP3
Alexa Fluor® 488 Mouse
) 79486 BioLegend®, USA
IgG1, k isotype control
FOXP3 Fix/Perm buffer and
421403 BioLegend®, USA
FOXP3 Perm buffer

Tab. 4. Odczynniki nie zawarte w zestawie Human Treg Flow™ Kit (FOXP3 Alexa
Fluor® 488 / CD4 PE-Cy5 / CD25 PE, BioLegend®, USA).

Odczynnik Numer katalogowy Zrédlo
Cell Staining Buffer 420201 BioLegend®, USA
Premixed PBS Buffer, 10x 11666789001 Roche Diagnostics, Niemcy
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2.2. Analiza danych

Do analizy danych wykorzystywano oprogramowanie FACSDiva (BD
Biosciences, USA). Limfocyty identyfikowano w uktadzie FSC/SSC oraz w oparciu
o ekspresj¢ CD45 i brak ekspresji CD14 (ryc. 1). Odsetek komorek T regulatorowych
oceniano na podstawie ekspresji CD4/CD25/FoxP3. Ryc. 5 przedstawia przyktad oceny
odsetka komorek T regulatorowych w jednym z badanych wysiekéw optucnowych.
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Ryc. 5. Przyktad oceny odsetka komoérek T regulatorowych wsrod limfocytow wysigku
optucnowego; A — bramka na limfocytach (P1), B — bramka na limfocytach
CD4+CD25+ (P3), C — kontrola izotypowa, D — odsetek komoérek T regulatorowych
wykazujacych ekspresja FoxP3 w oparciu o iloczyn logiczny (P2 and P3).
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3. Pomiar stezenia TGF-B1 w wysi¢gkach oplucnowych

Stezenie TGF-B1 w wysigkach optucnowych pozyskanych od 78 pacjentow,
u ktérych zostala przeprowadzona analiza cytometryczna, okreslono w dwoch
powtorzeniach przy uzyciu zestawu do oceny immunoenzymatycznej ELISA
Quantikine® Human TGF-B1 (R&D Systems®, USA). Szczegotowy skiad zestawu oraz

odczynniki uzyte do oznaczen spoza zestawu przedstawiono w tab. 51 6.

3.1.  Oznaczenie stezenia TGF-f1

Procedure¢ rozpoczynano od aktywacji letentnej formy TGF-B1, wydzielanej
w warunkach fizjologicznych w formie kompleksow LAP 1 LTBP do
immunoreaktywnej. W tym celu do 40 ul wysicku optucnowego dodawano 20 ul 1IN
HCI, mieszano i inkubowano przez 10 min w temp. pokojowej w celu obnizenia pH
srodowiska. Proby neutralizowano poprzez dodanie 20 ul 1,2 N NaOH w 0,5M
HEPES. Aktywowane proby rozcienczano 20-krotnie dodajac do 10 ul aktywowane;j
proby 190 ul kalibracyjnego buforu rozcienczajacego (1x Calibrator Diluent RD5-53,
R&D Systems®, USA).

Do kazdej z testowanych studzienek ptytki mikrotitracyjnej podawano 50 pl
buforu rozcieficzajacego proby (Assay Diluent RD1-73, R&D Systems®, USA).
Nastepnie do pierwszych osmiu dotkow dodawano 50 pl rozcienczonych (1x Calibrator
Diluent RD5-53, R&D Systems®, USA) standardow poczynajac od najwyzszego
stezenia (TGF-B1 Standard, R&D Systems”™, USA). Do pozostatych dotkéw dodawano
50 ul kontroli i aktywowanych, rozcienczonych wysiekow oplucnowych. Kontrole
negatywng reakcji stanowit czysty bufor rozcienczajacy proby. Zawarto$¢ dotkow
ptytki delikatnie mieszano, przykrywano zalaczong w zestawie folig 1 inkubowano przez
2 godz. w temp. pokojowej. Po uptywie tego czasu ptytke 4-krotnie ptukano,
kazdorazowo dodajac po 0,4 ml buforu ptuczacego (1x Wash Buffer, R&D Systems”,
USA). Do calkowicie opréznionych dotkéw dodawano po 100 pl poliklonalnych
przeciwcial przeciw TGF-B1 polaczonych z peroksydaza chrzanowg (TGF-Bl1
Conjugate, R&D Systems®, USA) na czas kolejnych 2 godz. w temp. pokojowej.
Nastepnie powtarzano procedur¢ ptukania i dodawano po 100 ul roztworu substratu

(Color Reagent A + B, R&D Systems®, USA). Inkubacje przeprowadzano chroniac
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proby przed dostgpem $wiatta przez 30 min w temp. pokojowej. Nastepnie blokowano
reakcje enzymatyczng dodajac po 100 ul roztworu stopujacego reakcje (Stop Solution,
R&D Systems®, USA). Zawarto$¢ dotkéw plytki mieszano i okreslano warto$¢ gestosei
optycznej w kazdej studzience w ciggu 30 min od zatrzymania procesu za pomocg
czytnika ELISA Multiskan Bichromatic (Labsystems, Finlandia). Pomiar przebiegat
przy dhugosci fali 450 nm i dlugos$ci fali referencyjnej 540 nm. Wartosci stezen dla

poszczegbdlnych prob okreslano na podstawie krzywych standardowych.

Tab. 5. Szczegotowy sklad zestawu Quantikine® Human TGF-pl (DB100B, R&D
Systems®, USA).

. Numer ,
Odczynnik Zrodlo
katalogowy
TGF-B1 Microplate 891124 R&D Systems®, USA
TGF-B1 Conjugate 893003 R&D Systems®, USA
TGF-B1 Standard 891126 R&D Systems®, USA
Assay Diluent RD1-21 for cell culture
895215 R&D Systems®, USA
supernates samples

Assay Diluent RD1-73 for serum/plasma

895541 R&D Systems®, USA
samples

Calibrator Diluent RD5-53 Concentrate 4x 895587 R&D Systems®, USA
Wash Buffer Concentrate 25x 895024 R&D Systems®, USA
Color Reagent A 895000 R&D Systems®, USA
Color Reagent B 895001 R&D Systems®, USA
Stop Solution 895174 R&D Systems®, USA
Plate Covers - R&D Systems”, USA

Tab.6. Odczynniki niezawarte w zestawie Quantikine® Human TGF-pl (R&D
Systems®, USA).

Odczynnik Numer katalogowy Zrédlo
Kwas chlorowodorowy (HCI) 71763 Fluka Analytical
Wodorotlenek sodu (NaOH) 35274 Fluka Analytical
HEPES H3375-25G Sigma-Aldrich
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4, Izolacja komérek CD4+CD25+ z wysiekéw oplucnowych

Komérki CD4+CD25+ wyizolowano z wysickow oplucnowych pochodzacych
od 33 pacjentow (tab. 1) z zastosowaniem zestawu do izolacji komodrek na ztozach
magnetycznych - CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit human (Miltenyi Biotec,
Niemcy). Szczegotowy sktad zestawu oraz spis odczynnikow uzytych do izolacji spoza
zestawu zawiera tab. 7 1 8. Izolacja komoérek CD4+CD25+ byla przeprowadzana
w dwoch etapach. Pierwszy obejmowal uzyskanie frakcji komoérek CD4+, ktora
nastepnie byta zawezana do subpopulacji komoérek CD4+CD25+. Efektem koncowym
izolacji bylo uzyskanie kazdorazowo od pacjentow zaréwno komoérek badanych
CD4+CD25+ jak rowniez komorek CD4+CD25-, stanowigcych grupe kontrolng
w dalszych badaniach.

4.1.  Selekcja negatywna — uzyskanie frakcji komorek CD4+
4.1.1. Magnetyczne znakowanie komorek CD4-

Okreslano liczbg komoérek znajdujacych si¢ w osadzie uzyskanym w wyniku
wirowania ptynu wysigkowego przy predkosci 300 X g przez 5 min w temp. pokojowej.
Na kazde 10" komérek dodawano 90 pl buforu ptuczacego (Running Buffer, Miltenyi
Biotec, Niemcy) i 10 pul mieszaniny biotynylowanych przeciwciat (Biotin-Antibody
Cocktail, Miltenyi Biotec, Niemcy). Zawarto$¢ probowek mieszano i inkubowano przez
10 min w temp. 4-8°C. Po tym czasie na kazde 10’ komoérek dodawano 20 pl
przeciwciat przeciw biotynie skoniugowanych z kulkami magnetycznymi (Anti-Biotin
MicroBeads, Miltenyi Biotec, Niemcy) i ponownie inkubowano przez 15 min w temp.
4-8°C. Komorki nastgpnie ptukano dodajac 1-2 ml buforu ptuczacego i wirujac przy
predkosci 300 x g przez 10 min w temp. 4-8°C. Utworzony w wyniku wirowania
supernatant odrzucano. Kazde 10® komérek z uzyskanego osadu zawieszano w 0,5 ml

buforu ptuczacego i wykorzystywano do separacji magnetyczne;.
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4.1.2. Separacja magnetyczna — eliminacja komérek CD4-

W celu eliminacji komérek CD4- kolumne¢ typu LD (LD Column, Miltenyi
Biotec, Niemcy) umieszczano w polu magnetycznym separatora (MACS Separator,
Miltenyi Biotec, Niemcy) i przemywano 2 ml buforu ptuczacego. Na tak przygotowang
kolumne¢ nanoszono mieszaning komoérek zwigzanych z przeciwciatami. Komorki nie
posiadajace czasteczki CD4 byly zatrzymywane na kolumnie podczas gdy niezwigzane
z przeciwcialami komoérki CD4+ przeptywaty przez nig swobodnie. Pusta kolumne

dwukrotnie ptukano 1 ml buforu ptuczacego a catos¢ eluentu zbierano.

4.2.  Selekcja pozytywna — uzyskanie frakcji komorek CD4+CD25+
4.2.1. Magnetyczne znakowanie komérek CD4+CD25+

Mieszaning uzyskanych, niewyznakowanych komoérek CD4+ wirowano przy
predkosci 300 x g przez 10 min a nastepnie usuwano supernatant. Kazde 10" komorek
z uzyskanego osadu zawieszano w 90 pl buforu ptuczacego i dodawano 10 pl
przeciwcial przeciw CD25 skoniugowanych z kulkami magnetycznymi (CD25
Microbeads, Miltenyi Biotec, Niemcy). Probe mieszano i inkubowano w temp. 4-8°C.
Po uptywie 15 min komorki ptukano 10-20-krotng objgtoscig buforu ptuczacego
1 wirowano przy predkosci 300 x g przez 10 min. Nastgpnie usuwano supernatant

a kazde 10® komoérek zawieszano w 0,5 ml buforu ptuczacego.

4.2.2. Separacja magnetyczna — uzyskanie frakcji komérek CD4+CD25+

W celu pozyskania komorek CD4+CD25+ kolumne typu MS (MS Column,
Miltenyi Biotec, Niemcy) umieszczano w polu magnetycznym separatora i przemywano
0,5ml buforu phluczacego. Na tak przygotowang kolumne nanoszono mieszaning
komorek zwigzanych z przeciwciatami komoérek. Komoérki posiadajace oprocz
czasteczki CD4 rowniez wyznakowang magnetycznie czasteczke CD25 byty
zatrzymywane na kolumnie, podczas gdy komoérki CD4+CD25- przeptywaty przez nig
swobodnie. Pustg kolumng ptukano trzykrotnie 0,5 ml buforu ptuczacego i calosc
eluentu zbierano. Znajdujace si¢ w nim komorki CD4+CD25- stanowily grupe

kontrolng w dalszych badaniach. Aby uwolni¢ komoérki CD4+CD25+ zwigzane z
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kolumng, usuwano jg z separatora i podawano pod ci$nieniem, za pomocg zalgczonego

ttoczka, 1 ml buforu przemywajacego. W celu zwigkszenia czystosci frakcji komorek

CD4+CD25+ powtarzano procedurg separacji magnetycznej z uzyciem nowej kolumny

MS. Ryc. 6 przedstawia cytometryczng ocen¢ produktu izolacji komoérek CD4+CD25+.
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Ryc. 6. Ocena produktu izolacji komérek CD4+CD25+. A, B — ex vivo; C, D — po

izolacji.

Tab. 7. Szczegoélowy sklad zestawu CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit,

human (130-091-301, Miltenyi Biotec, Niemcy).

Odczynnik

Numer katalogowy

Zrodio

1ml CD4+ T Cell Biotin-

) ] 120-001-464 Miltenyi Biotec, Niemcy
Antibody Cocktail, human

2ml Anti-Biotin MicroBeads 120-000-900 Miltenyi Biotec, Niemcy

1ml CD25 MicroBeads 120-001-596 Miltenyi Biotec, Niemcy
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Tab. 8. Odczynniki niezawarte w zestawie CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit
human (Miltenyi Biotec, Niemcy).

Odczynnik Numer katalogowy Zrédlo
LD Columns 130-042-901 Miltenyi Biotec, Niemcy
MS Columns 130-042-201 Miltenyi Biotec, Niemcy
Running Buffer 130-091-221 Miltenyi Biotec, Niemcy
MidiMACS Separator 130-042-302 Miltenyi Biotec, Niemcy
MiniMACS Separator 130-042-102 Miltenyi Biotec, Niemcy
MultiStand 130-042-303 Miltenyi Biotec, Niemcy

5. Pomiar wzglednego poziomu transkryptu wybranych genow limfocytéw

CD4+CD25+ z wysigkow oplucnowych

Badania molekularne  przeprowadzono na limfocytach CD4+CD25+
wyizolowanych z wysigkow pochodzacych od 33 pacjentow (tab. 1). W tym celu
izolowano RNA, ktoére przepisywano na matryce ¢cDNA. Nastepnie przeprowadzano
iloSciowa ocen¢ ekspresji genow z zastosowaniem metody tancuchowej reakcji
polimerazy z pomiarem ekspresji genow w czasie rzeczywistym — Real-Time PCR

(QRT-PCR).

5.1. Izolacja calkowitego RNA

Catkowity komoérkowy RNA izolowano z zastosowaniem zestawu TRIzol® Plus
RNA Purification System (Life Technologies, USA). Cata procedura bazowala na
zmodyfikowanej metodzie Chomczynskiego — Sacchi [130]. Sktad zestawu oraz
odczynniki wykorzystane do izolacji catkowitego RNA niezawarte w zestawie

przedstawia tab. 9 i 10.

5.1.1. Separacja fazowa

Osad komorkowy nie przekraczajacy 5-10x10° komoérek poddawano lizie w 1 ml
mieszaniny fenolu i izotiocyjanianu guanidyny (TRIzol® Reagent, Life Technologies,

USA). Mieszaning inkubowano w temp. pokojowej przez 5 min, w celu catkowitego
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rozbicia jadrowych kompleksow biatkowych. Nastepnie do probowek dodawano 0,2 ml
chloroformu (POCH, Polska) i wytrzasano przez 15 s. Mieszaning inkubowano przez
2-3 min w temp. pokojowej. Po uplywie tego czasu proby wirowano przy predkosci
12000 x g przez 15 min w temp. 4°C. W wyniku wirowania nastepowat rozdziat prob na
dolna, czerwong fenolowo-chloroformowa fazg zawierajaca biatka 1 struktury
subkomorkowe, interfaz¢ zawierajaca DNA oraz gorng, bezbarwng wodng faze
zawierajaca RNA. Jej objetos¢ wynosita srednio 0,6 ml. Fazg wodng przenoszono do
nowej probowki i dodawano taka samg objetos¢ 70% etanolu (POCH, Polska), tak aby

uzyskaé koncowe stezenie wynoszace 35%. Proby doktadnie mieszano.

5.1.2. Uzyskanie oczyszczonego RNA na kolumnach

Maksymalnie 0,7 ml proby przenoszono do kolumny (Spin Cartridge, Life
Technologies, USA) umiejscowionej w probowce zbiorczej (Collection Tube, Life
Technologies, USA) i wirowano przy predkosci 12000 x g przez 15s w temp.
pokojowej. Przesacz zlewano a kolumng umiejscawiano ponownie w tej samej
probéwce. Powyzsze czynno$ci powtarzano az do przesaczenia cato$ci proby.
Nastepnie dodawano 0,7 ml buforu pluczacego 1 (Wash Buffer I, Life Technologies,
USA) i wirowano przy predkosci 12000 x g przez 15s w temp. pokojowej. Przesacz
zlewano a kolumng¢ umieszczano W nowej probowce. Nastgpnie dodawano 0,5 ml
buforu ptuczacego 11 z dodatkiem etanolu (Wash Buffer Il, Life Technologies, USA)
i wirowano przy predkosci 12000 x g przez 15 s w temp. pokojowej. Przesacz zlewano
a kolumne przenoszono do tej samej probowki w celu powtorzenia procedury. Pustg
proboéwke wirowano przez 1 min w temp. pokojowej w celu wysuszenia membrany ze
zwigzanym RNA. Kolumne umieszczano w docelowej proboéwce zbiorczej (Recovery
Tube, Life Technologies, USA). W celu wymycia zwigzanego z kolumng RNA na jej
srodek podawano 30 ul wolnej od RNaz wody, czekano 1 min a nastgpnie wirowano
przez 2min przy predkosci >12000 x g w temp. pokojowej. Usuwano kolumne
a znajdujace si¢ W probowce oczyszczone catkowite RNA przechowywano do czasu

dalszych analiz w zamrazarce niskotemperaturowej (-70°C).
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System (12183555, Life

Odczynnik Numer katalogowy Zrodlo
TRIzol® Reagent 15596-026 Life Technologies, USA
Wash Buffer | 466002 Life Technologies, USA
Wash Buffer Il 466003 Life Technologies, USA
RNase-Free Water 466004 Life Technologies, USA

Spin Cartridges (with ) )
collection tubes) 466005 Life Technologies, USA
Collection Tubes 460627 Life Technologies, USA
Recovery Tubes 466007 Life Technologies, USA

Tab. 10. Odczynniki niezawarte w zestawie TRIzol® Plus RNA Purification System
(Life Technologies, USA).

Odczynnik Numer katalogowy Zrédlo
Alkohol etylowy EtOH 396480427 POCH, Polska
Chloroform 234430427 POCH, Polska

5.2.  Pomiar stezenia uzyskanego calkowitego RNA

Pomiar stezenia RNA oznaczano przy dhugosci fali A= 260 nm z zastosowaniem
spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific NanoDrop Products, USA),
uzywajac kazdorazowo do analizy 2 pul proby badanej. Aparat kalibrowano
zastosowanym rozpuszczalnikiem (RNase-Free Water, Life Technologies, USA).
Uzyskany wynik odczytywano stosujac program komputerowy ND-1000 v3.5.2
(Coleman Technologies Inc., USA).

5.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)
Calkowite wyizolowane RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji,
polegajacej na uzyskaniu pojedynczo-niciowej matrycy cDNA na bazie RNA

z udzialem enzymu odwrotnej transkryptazy (polimerazy DNA zaleznej od RNA).
W tym celu uzywano zestawu Transcriptor First Stand cDNA Synthesis Kit (Roche
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Diagnostics, Niemcy). Jego sktad przedstawia tab. 11. Probki zamrozonego catkowitego
RNA rozmrazano, wirowano oraz umieszczano na czas skladania reakcji na lodzie.
W sterylnych, wolnych od nukleaz probowkach przygotowywano mieszaning matrycy
ze starterami, sktadajgcg sie z 1 ul oligo(dT) (Anchored-oligo(dT)1g Primer, 50 pmol/pul,
Roche Diagnostics, Niemcy) oraz objgtosci catkowitego RNA odpowiadajacej 1 pg na
probe. Cato$¢ mieszaniny uzupetlniano woda do objgtosci 13 ul (Water PCR-grade,
Roche Diagnostics, Niemcy). Mieszaning podgrzewano przez 10 min w temp. 65°C
w termocyklerze z ogrzewang pokrywa (Mastercycler EP Gradient, Eppendorf) w celu
denaturacji ll-rzgdowe;j struktury RNA. Po uptywie czasu proby umieszczano na lodzie
a nastepnie dodawano nastepujace sktadniki mieszaniny reakcyjnej: 4 ul buforu
(Transcriptor RT Reaction Buffer, 5x conc., Roche Diagnostics, Niemcy), 0,5 ul
inhibitora RNaz (Protector RNase Inhibitor, 40 U/ul, Roche Diagnostics, Niemcy), 2 ul
dNTP (Deoxynucleotide Mix, 10 mM, Roche Diagnostics, Niemcy) oraz 0,5 ul
odwrotnej transkryptazy (Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 U/ul, Roche
Diagnostics, Niemcy). Nast¢pnie mieszaning dobrze mieszano i inkubowano 30 min
w temp. 55°C. W celu inaktywacji odwrotnej transkryptazy proby podgrzewano
w temp. 85°C przez 5 min a nast¢pnie umieszczano na lodzie lub w temp. -20°C w celu

dhuzszego przechowywania. Uzyskany cDNA stuzyt jako matryca do reakcji gRT-PCR.

Tab. 11. Sktad zestawu Transcriptor First Stand cDNA Synthesis Kit (04896866001,
Roche Diagnostics, Niemcy).

Odczynnik Numer katalogowy Zrédlo

Transcriptor Reverse Transcriptase 04896366001 Roche Diagnostics,
(20 U/pl) Niemcy

Transcriptor RT Reaction Buffer 04896866001 Roche Diagnostics,
(5x) Niemcy

Protector RNase Inhibitor (40 U/ul) 04896866001 RocheN[_)iagnostics,
iemcy

Deoxynucleotide Mix (10mM each 04896866001 Roche Diagnostics,
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Niemcy

Anchored-oligo(dT)yg Primer 04896866001 Roche Diagnostics,
(50 uM) Niemcy

Water, PCR-grade 04896866001 Roche Diagnostics,
Niemcy
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5.4. Amplifikacja cDNA z uzyciem metody qRT-PCR

Poziom ekspresji genéw FOXP3, CD28, GITR oraz CTLA-4 oznaczano
w dwoch powtdrzeniach technikg qRT-PCR z wykorzystaniem zestawu Light Cycler
480" Probes Master (Roche Diagnostics, Niemcy), aparatu Rotor Gene 6000 oraz
dotaczonego do niego oprogramowania w wersji 1.7 (Corbett Research, Australia).
Sktad uzytego zestawu oraz wykorzystanych odczynnikow spoza zestawu przedstawia
tab. 121 13.

Reakcje przeprowadzano z uzyciem polimerazy typu hot-start, nieaktywnej
w temp. ponizej 75°C. Enzym aktywowany jest podczas 10-minutowej preinkubacji
w temp. 95°C, a proces ten polega na oderwaniu nietrwatych w wysokiej temperaturze
grup blokujacych aktywno$¢ enzymu. Zaleta stosowania polimerazy tego typu jest
eliminacja nieswoistych produktéw powstajacych w trakcie sktadania reakcji.

W reakcjach stosowano znakowane fluorescencyjnie sondy hydrolizujace typu
TagMan. W metodzie tej wykorzystuje si¢ swoista dla amplifikowanego fragmentu
DNA sonde, wyznakowana na koncach czasteczkami fluorochroméw. Na koncu
5’ znajduje si¢ znacznik reporterowy a na koncu 3’ czasteczka wygaszajaca
fluorescencje. Kiedy sonda jest nienaruszona, wygaszacz znajdujacy sie blisko reportera
thumi jego fluorescencj¢. Podczas reakcji PCR sonda zostaje zdegradowana dzigki
aktywnosci 5 nukleazowej polimerazy. Rozdziat obu fluorochroméw umozliwia emisje
fluorescencji przez reporter. Wzrost fluorescencji monitorowany jest po kazdym
zakonczonym cyklu elongacyjnym. Poziom fluorescencji jest wprost proporcjonalny do
ilosci powstajacego produktu. Uzycie sond hydrolizujacych typu TagMan znakowanych
fluorescencyjnie umiejscowionych pomiedzy parg starterow PCR, rozwigzuje problem
nieswoistosci fluorescencyjnej obecnej przy zastosowaniu barwnika SYBR Green 1.

Zmiany intensywnosci fluorescencji w przebiegu reakcji qRT-PCR odpowiadajg
3 fazom reakcji. Pierwsza charakteryzuje si¢ brakiem przyrostu ilosci produktu.
W drugiej dochodzi do bardzo szybkiego przyrostu fluorescencji i nazywa si¢ ja faza
logarytmicznego wzrostu. Moment, w ktoérym reakcja amplifikacji wchodzi w tg fazg
(Cp, ang. crossing point) zalezy wytacznie od poczatkowej ilosci matrycy. W trzeciej
fazie nastgpuje zahamowanie przyrostu ilosci produktu w wyniku wyczerpania si¢
substratow reakcji amplifikacji 1 nosi ona nazwe fazy plateau.

Reakcje qRT-PCR przeprowadzano w sterylnych probowkach, do kazdej z nich
dodajac 20 pl mieszaniny reakcyjnej o nastepujacym sktadzie: 10 pl Light Cycler 480"
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Probes Master Mix (Roche Diagnostics, Niemcy), 2 ul mieszaniny starteréw (0,5 pM,
Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow, Polska) i sond
(0,2 uM, Roche Diagnostics, Niemcy), 3 ul H,O (Roche Diagnostics, Niemcy) oraz 5 ul
cDNA.

Stosowano nastepujgce pary starterow dla poszczegdlnych genéw w reakcji Real-Time

PCR:

GAPDH
forward primer: 5° GCATCCTGGGCTACACTGA 3’
reverse primer: 5 CCAGCGTCAAAGGTGGAG 3’

FOXP3
forward primer: 5> AGGAGGATGGACGAACAGG 3’
reverse primer: 5 CACATCCAGGGCCTATCATC 3’

CD28
forward primer: 5° CATGGCCCAAGTCTGTCTTT 3’
reverse primer: 5° TGTATGTCGGGCATGCTACT 3’

CTLA-4
forward primer: 5> CCGTGCCCAGATTCTGAC 3’
reverse primer: 5 AAACAACCCCGAACTAACTGC 3’

GITR
forward primer: 5> GACCGAAGACGCCAGAAG 3°
reverse primer: 5° CTCACACCCACAGGTCTCC 3’

Do amplifikacji genéw wykorzystywano sondy hydrolizujace typu TagMan; dla

gené6w GAPDH, CTLA-4 oraz GITR stosowano sonde nr 82 a dla genow FOXP3 oraz
CD28 sondg nr 13 (Universal ProbeLibrary Probes, Roche Diagnostics, Niemcy).
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Reakcje amplifikacji prowadzono zgodnie 2z nastgpujagcym profilem
czasowo-temperaturowym:
preinkubacja (aktywacja polimerazy) — temp. 95°C, 10 min
amplifikacja — 55 cykli:

denaturacja (rozdzielenie nici DNA) — temp. 95°C, 10 s

annealing (przylaczanie starteréw) — temp. 95°C, 30 s

elongacja (synteza nici komplementarnej) — temp. 72°C, 2 s

chtodzenie aparatu — temp. 40°C, 30 s

Do oceny ekspresji analizowanych gendéw postugiwano si¢ wzgledng metoda

ilosciowa (ang. relative quantification) 24

. Umozliwia ona ustalenie wzglednej
réznicy miedzy badanymi prébami (krotno$ci wzrostu, zmiany ilosci specyficznego
cDNA w badanych grupach). Wyniki oznaczen ilosciowych cDNA badanych gendéw
normalizowano wzgledem gendéw referencyjnych, czyli cDNA gendéw konstytutywnych,
ktorych ekspresja jest wzglednie stala, na wysokim poziomie i nie podlega zmianom
w grupach badanych. W tym celu wykorzystywano gen kodujacy dehydrogenaze
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH, ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenaze). Ryc. 7 przedstawia przyktadowy obraz krzywych amplifikacji genu

metodg qRT-PCR.

gg 5 10 15 20 25 cyeke 30 35 40 45 50
Ryc. 7. Obraz reakcji Real-Time PCR, krzywe amplifikacji genu CD28 wraz
z kontrolg negatywna reakcji (H20).
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Tab.12. Sklad zestawu Light Cycer 480" Probes Master (04707494001, Roche

Diagnostics, Niemcy).

Odczynniki Numer katalogowy Zrodlo
Light Cycler® 480 Probes Roche Diagnostics,
_ 04707494001 )
Master PCR Mix Niemcy
Light Cycler® 480 Probes Roche Diagnostics,
04707494001 )
Master H,O, PCR-grade Niemcy

Tab. 13. Odczynniki niezawarte w zestawie Light Cycer 480® Probes Master (Roche

Diagnostics, Niemcy).

Odczynniki Numer katalogowy Zrédlo
Para starterow dla Pracownia Sekwencjonowania DNA i
genu GAPDH - Syntezy Oligonukleotydow, Polska
Para starterow dla Pracownia Sekwencjonowania DNA i
genu FOXP3 . Syntezy Oligonukleotydow, Polska
Para starterow dla Pracownia Sekwencjonowania DNA i
genu CD28 - Syntezy Oligonukleotydow, Polska
Para starterow dla Pracownia Sekwencjonowania DNA i
genu CTLA-4 - Syntezy Oligonukleotydow, Polska
Para starterow dla Pracownia Sekwencjonowania DNA i
genu GITR . Syntezy Oligonukleotydéw, Polska
Universal Probe ) _ )
Library, Probe 082 04689054001 Roche Diagnostics, Niemcy
Universal Probe ) _ )
Library, Probe 013 04685121001 Roche Diagnostics, Niemcy
6. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem programu
Statistica 6.0 (StatSoft, Inc) oraz Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft).
Prezentowane wyniki badan stanowig $rednig (+SEM) pomiaréw uzyskanych

z przeprowadzonych powtorzen kazdego eksperymentu. W analizie zastosowano testy
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nieparametryczne w zwigzku z tym, ze uzyskane wyniki badan nie byly zgodne
z rozkladem normalnym. Roéznice w odsetku komorek T regulatorowych
CD4+CD25+FoxP3+ oraz stezeniu TGF-B1 pomi¢dzy 3 badanymi grupami wysiekoOw
analizowane byly testem Kruskala-Wallisa oraz post testem Dunna a w przypadku
2 grup testem U Manna-Whitneya. Do analizy wzglednego poziomu transkryptu genow
pomi¢dzy 2 badanymi grupami wysigkow wykorzystano test U Manna-Whitneya.
Zaleznos¢ odsetka komoérek T regulatorowych od st¢zenia TGF-B1 oraz korelacje
pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu poszczegdlnych genow
zobrazowano wartoscig wspotczynnika korelacji rangowej Spearmana.

Roéznice migdzy grupami przyje¢to za statystycznie istotne na poziomie istotno$ci:

* dla p<0,05

** dla p<0,01

*** dla p<0,001

p>0,05 — brak istotnosci statystycznej.
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WYNIKI

1. Odsetek limfocytow T regulatorowych w wysiekach oplucnowych

Analiza statystyczna z zastosowaniem testu Kruskala-Wallisa oraz post testu
Dunna wykazata roznice istotne statystycznie W zakresie odsetka limfocytow
T regulatorowych pomiedzy grupg wysiekOw nowotworowych zawierajacych komorki
nowotworowe a grupg wysickow nienowotworowych (p=0,000009), pomie¢dzy grupa
wysigkdw nowotworowych bez komoérek nowotworowych a grupg wysickow
nienowotworowych (p=0,0015) oraz brak rdznicy istotnej statystycznie pomigdzy
dwoma grupami nowotworowymi (p=1,00). Za pomocg tesu U Manna-Whitneya
wykazano rdéznice istotne statystycznie pomigdzy sumg grup wysickow

nowotworowych a grupg wysickow nienowotworowych (p=0,000002) (ryc. 8).

14 14 . — .
T Fokk o I
5 1z} ] = 40 e
JEal =
= =
g 10| ] g 0}
= £
5 B 1 5 &}
g s ] g sl
- [
E AT 1 o4y
=1 L=
E 2t E E 2t
z =
= O T = 0O

-2 s s -2

| 1l 1l 1l
14 T 14 T T
i ok

S 12t ] £ 12 S
oul =
=3 =
S o} ] g 1}
£ £
5 3 : 5 &
£ gl | 7 gl
- -
B 4T 1 B4y 1
E - ] E = | J
= = $ @ m Medianz
= o} ] = Ot 1 E25%-75%

= . . 2 T Min-Maks

| I I+l 1

Ryc. 8. Porownanie odsetka limfocytow Treg pomigdzy grupami wysiekow
optucnowych; | — nowotworowe wysigki optucnowe z komoérkami nowotworowymi, 11
— nowotworowe wysieki optucnowe bez komorek nowotworowych, Il — wysieki

nienowotworowe; **dla p<0,01, ***dla p<0,001, p>0,05 — brak istotnosci statystyczne;j.
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2. Stezenie TGF-B1 w wysiekach oplucnowych

Srednie wartosci stezenia TGF-B1 w nowotworowych wysiekach optucnowych
zawierajacych komorki nowotworowe ksztaltowaty si¢ na poziomie 2857 pg/ml,
w grupie nowotworowych wysickow optucnowych bez komoérek nowotworowych
2999 pg/ml a w grupie wysiekéw nienowotworowych 2745 pg/ml. Analiza statystyczna
z zastosowaniem testu Kruskala-Wallisa oraz post testu Dunna nie wykazala rdznic
istotnych statystycznie pomigdzy zadng z grup nowotworowych w stosunku do grupy
nienowotworowej (p=1,00 oraz p=1,00), w obrgbie grup nowotworowych (p=1,00) ani
z zastosowaniem testu U Manna-Whitneya pomiedzy sumg grup nowotworowych

a grupg nienowotworowa (p=0,9702) (ryc. 9).
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Ryc. 9. Poréwnanie stezen TGF-B1 pomigdzy grupami wysigkow optucnowych; I —
nowotworowe wysigki oplucnowe z komoérkami nowotworowymi, Il — nowotworowe
wysieki optucnowe bez komodrek nowotworowych, III — wysigki nienowotworowe;

p>0,05 — brak istotnosci statystycznej.
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3. Zaleznos¢ odsetka komorek T regulatorowych od stezenia TGF-p1

w mikrosrodowisku wysieku oplucnowego

Warto$ci wspodtczynnika korelacji Spearmana wykazaly brak zalezno$ci
pomiedzy stezeniem TGF-B1l a odsetkiem komodrek T regulatorowych w wysigkach
oplucnowych z grupy nowotworowej zawierajacej komorki nowotworowe, grupy
nowotworowej bez komorek nowotworowych, grupy nienowotworowej ani tez z grupy

wszystkich nowotworowych wysiekow optucnowych.

4. Wzgledny poziom transkryptu genéw FOXP3, CD28, CTLA-4 oraz GITR
w komorkach CD4+CD25+ pozyskanych z wysiekow oplucnowych

Zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu wszystkich 4 analizowanych
gené6w wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysiekow
optucnowych wzgledem poziomu transkryptu wérod komorek CD4+CD25-, ktory zostat
przyjety za 1. Poziom transkryptu genu FOXP3 wzrost $rednio 21-krotnie (mediana
9-krotnie), genu CTLA-4 21-krotnie (mediana 8-krotnie), genu GITR 23-krotnie
(mediana 8-krotnie) a najnizszy, bo 8-krotny (mediana 3-krotny) wzrost zanotowano dla
genu CD28 (ryc. 10).
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Ryc. 10. Wzgledny poziom transkryptu genéw FOXP3, CD28, GITR oraz CTLA-4
w grupie komoérek CD4+CD25+ w stosunku do grupy komérek CD4+CD25-.
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Wzgledny poziom transkryptu poszczegdlnych genow wsréd komorek
CD4+CD25+ wzgledem komorek CD4+CD25- zostal porownany pomigdzy grupa
wysickow nowotworowych zawierajacych komorki nowotworowe a grupa wysiekow
nienowotworowych. Dla genu FOXP3 wynosit on $rednio 30 (mediana 15) w grupie
nowotworowej i 9 (mediana 7) w grupie nienowotworowej, dla genu CTLA-4 32
(mediana 19) w grupie nowotworowej i 7 (mediana 5) w grupie nienowotworowej, dla
genu CD28 12 (mediana 4) w grupie nowotworowej i 2 (mediana 1) w grupie
nienowotworowej oraz dla genu GITR 35 (mediana 9) w grupie nowotworowej i 7
(mediana 7) w grupie nienowotworowej. Do analizy statystycznej wykorzystano test
U Manna-Whitneya. Istotny statystycznie wrost wzglednego poziomu transkryptu
W grupie nowotworowej zawierajacej komorki nowotworowe w stosunku do
nienowotworowej wykazano dla genu FOXP3 (p=0,047), genu CTLA-4 (p=0,009) oraz
genu CD28 (p=0,017) (ryc. 11 —13).
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Ryc. 11. Wzgledny poziom transkryptu genu FOXP3 w komorkach CD4+CD25+
pozyskanych z wysickow nowotworowych zawierajacych komorki

nowotworowe 1 wysigkéw nienowotworowych; * dla p<0,05.
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Ryc. 12. Wzgledny poziom transkryptu genu CTLA-4 w komodrkach CD4+CD25+

pozyskanych

nowotworowe i wysiekoéw nienowotworowych; ** dla p<0,01.

z wysickow nowotworowych
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Ryc. 13. Poziom transkryptu genu CD28 w komodrkach CD4+CD25+ pozyskanych

z wysickow nowotworowych

zawierajagcych  komorki

1 wysickow nienowotworowych; * dla p<0,05.

nowotworowe
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Nie stwierdzono natomiast rdéznic istotnych statystycznie pomiedzy
analizowanymi grupami dla genu GITR (p=0,43) na podstawie warto$ci mediany, mimo
ze warto$ci $rednich wzglednych poziomow transkryptu w poszczegolnych grupach
bardzo si¢ roznity (35 vs. 7). Brak rdznic istotnych statystycznie wynikal ze znacznych
rozrzutow uzyskanych wartosci (wzgledny poziom transkryptu: 1 - 270 w grupie

nowotworowej, 0,5 - 16 w grupie nienowotworowej) (ryc. 14).
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Ryc. 14. Wzgledny poziom transkryptu genu GITR w komorkach CD4+CD25+
pozyskanych z wysickow nowotworowych zawierajagcych komorki
nowotworowe 1 wysiekdw nienowotworowych; p>0,05 — brak istotnos$ci

statystycznej.

S. Korelacje pomiedzy wzrostami wzglednych pozioméw transkryptu gendéw
FOXP3, CD28, CTLA-4 oraz GITR w komérkach CD4+CD25+ pozyskanych

z wysiekow oplucnowych

Korelacje pomiedzy wzrostami wzglednych pozioméw transkryptu badanych
genow okreslono warto§ciami wspotczynnika korelacji Spearmana (Rs).

Analiza korelacji wzrostow wzglednych pozioméw transkryptu badanych genow
objeto komorki CD4+CD25+ pozyskane ze wszystkich wysiekéw optucnowych
(tab. 14).
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Tab. 14. Wartosci wspolczynnika korelacji Spearmana okreslajace zaleznosci pomiedzy

wzrostem wzglednego poziomu transkryptu poszczegdlnych gendéw wsrod

komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysigkow optucnowych.

Rs/p FOXP3 CD28 GITR CTLA-4
FOXP3 - Rs=0,794452 | Rs=0,386698 | Rs=0,749332
p=0,0000001 | p=0,026 p=0,000001

CD28 Rs=0,794452 | - Rs=0,233957 | Rs=0,892714
p=0,0000001 p=0,19 p=0,0000001

GITR Rs=0,386698 | Rs=0,233957 | - Rs=0,495655
p=0,026 p=0,19 p=0,003355

CTLA-4 Rs=0,749332 | Rs=0,892714 | Rs=0,495655 | -
p=0,000001 p=0,0000001 | p=0,003355

Uzyskane warto$ci p oznaczaja, iz wylacznie korelacja wystepujaca pomigdzy

wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genéw CD28 i GITR nie byla istotna

statystycznie (ryc. 15 — 20).
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Ryc. 15. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglgdnego poziomu transkryptu genu FOXP3

I CD28 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysiekow

optucnowych.
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Ryc. 16. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu FOXP3

i GITR wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysigkow

optucnowych.
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Ryc. 17. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu FOXP3

I CTLA-4 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysiekow

optucnowych.
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Ryc. 18. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu CD28

i GITR wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysigkow

optucnowych.
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Ryc. 19. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu CD28

I CTLA-4 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysiekow

optucnowych.

68



120

WYNIKI

GITR/GAPDH

o
100
80 ]
I
g °
< —
Q L
¥
40 -
i o° °
|_
(@] ° s
20 o
8
B o,
S
20
50 0 50 100 150 200 250

300

Ryc. 20. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu GITR

optucnowych.

i CTLA-4 wérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich wysigkow

Ta sama analiza korelacji wzrostow wzglednych poziomow transkryptu

badanych genow zostata przeprowadzona wsrdod komorek CD4+CD25+ pozyskanych

z nowotworowych wysiekow optucnowych zawierajacych komoérki nowotworowe

(tab. 15).

Tab. 15. Wartosci wspotczynnika korelacji Spearmana okreslajace zaleznosci pomigdzy

wzrostem wzglednego poziomu transkryptu poszczegdlnych gendéw wsrod

komoérek CD4+CD25+ pozyskanych z

oplucnowych zawierajacych komorki nowotworowe.

nowotworowych  wysiekow

Rs/p FOXP3 CD28 GITR CTLA-4
foxp3 - Rs=0,828070 | Rs=494737 Rs=0,743860
p=0,000012 p=0,031 p=0,000261

CD28 Rs=0,828070 | - Rs=0,412281 | Rs=0,868421
p=0,000012 p=0,079 p=0,000001

GITR Rs=494737 Rs=0,412281 | - Rs=0,650877
p=0,031 p=0,079 p=0,002544

CTLA-4 Rs=0,743860 | Rs=0,868421 | Rs=0,650877 | -
p=0,000261 p=0,000001 p=0,002544
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Podobnie jak w przypadku analizy korelacji wzrostu wzglednego poziomu
transkryptu wéroéd wszystkich komoérek CD4+CD25+ wzgledem komoérek CD4+CD25-,
wylacznie korelacja wystepujaca pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu

gendéw CD28 i GITR nie byta istotna statystycznie (ryc. 21 — 26).
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Ryc. 21. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglgdnego poziomu transkryptu genu FOXP3
i CD28 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych

wysigkow optucnowych zawierajacych komorki nowotworowe.
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Ryc. 22. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglgdnego poziomu transkryptu genu FOXP3
i GITR ws$réd komoérek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych

wysiekow optucnowych zawierajacych komorki nowotworowe.
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Ryc. 23. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu FOXP3

i CTLA-4 wérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych

wysiekdéw oplucnowych zawierajacych komoérki nowotworowe.
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Ryc. 24. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu CD28

i GITR ws$réd komoérek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych

wysiekow oplucnowych zawierajagcych komorki nowotworowe.

71



CTLA-4/GAPDH

120

100

80

60

40

20

-20

o

15 20 25 30 35 40 45
CD28/GAPDH

WYNIKI

Ryc. 25. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu CD28

i CTLA-4 wérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych

wysiekdéw oplucnowych zawierajacych komoérki nowotworowe.
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Ryc. 26. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu GITR

i CTLA-4 wsréd komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych

wysiekow oplucnowych zawierajagcych komorki nowotworowe.
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Analogicznie, analizg korelacji wzrostow wzglednych poziomow transkryptu

badanych gendow objeto komorki CD4+CD25+ pozyskane z nienowotworowych

wysiekéw optucnowych (tab. 16).

Tab. 16.

Warto$ci wspotczynnika korelacji Spearmana okreslajace zaleznosci pomiedzy
wzrostem wzglednego poziomu transkryptu poszczegdlnych gendéw wsrod

komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych wysiekow

oplucnowych.
Rs/p FOXP3 CD28 GITR CTLA-4
FOXP3 - Rs=0,652747 Rs=0,116484 Rs=0,665934
p=0,011385 p=0,6916 p=0,009323

CD28 Rs=0,652747 - Rs=-0,468132 | Rs=0,617582

p=0,011385 p=0,0913 p=0,018605
GITR Rs=0,116484 Rs=-0,468132 | - Rs=0,178022

p=0,6916 p=0,0913 p=0,5425
CTLA-4 Rs=0,665934 Rs=0,617582 Rs=0,178022 -

p=0,009323 p=0,018605 p=0,5425

Wyniki analizy pokazaly istotng statystycznie korelacje pomiedzy wzrostem
wzglednego poziomu transkryptu genow FOXP3 i CD28, FOXP3 i CTLA-4 oraz CD28
i CTLA-4, natomiast brak pomiedzy genami FOXP3 i GITR, CD28 i GITR oraz CTLA-4
i GITR (ryc. 27 — 32).
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Ryc. 27. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu ranskryptu genu FOXP3
i CD28 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych

wysiekdéw oplucnowych.
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Ryc. 28. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu FOXP3
i GITR wsrdd komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych

wysiekow oplucnowych.
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Ryc. 29. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu FOXP3

i CTLA-4 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych

wysiekdéw oplucnowych.
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Ryc. 30. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglgdnego poziomu transkryptu genu CD28

i GITR wséréd komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych

wysiekow oplucnowych.
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Ryc. 31. Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu CD28

i CTLA-4 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych

wysiekdéw oplucnowych.
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Ryc. 32. Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu GITR

i CTLA-4 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych

wysiekow oplucnowych.
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Badania nad wysickami nowotworowymi stwarzaja mozliwo$¢ poznania
zalezno$ci wystgpujacych pomiedzy ludzkim uktadem odporno$ciowym i nowotworem.
Istotnym wydaje si¢ poznanie mikrosrodowiska wysigku nowotworowego
1 mechanizmow immunosupresyjnych funkcjonujagcych w nim. Wsrdéd limfocytow
obecnych w wysigkach, komorki Treg stanowig nawet do 30% wszystkich limfocytow
[131,132]. Poniewaz nie znaleziono nowotworu w przebiegu ktorego nie dochodzitoby
do generacji Tregs, podejrzewa si¢, ze deplecja tych komodrek in vivo wzmocnitaby
odpowiedz przeciwnowotworowg. W badaniach na modelach zwierzecych wykazano,
ze zastosowanie przeciwcial monoklonalnych przeciw CD25 znaczaco wzmocnito
odpowiedz przeciwnowotworowa poprzez obnizenie liczby komoérek CD4+CD25+
in vivo [133-135].

Zarowno W  krwi  obwodowej pacjentow z  nowotworami, jak
1 w mikro$rodowisku nowotworu stwierdza si¢ podwyzszony odsetek limfocytow
CD4+CD25+FoxP3+ [131,136-139]. Zespo6t badawczy Mao potwierdzil te obserwacje,
wykazujgc znacznie podwyzszong liczbe komoérek CD4+CD25+FoxP3+ w krwi
pacjentow z  nowotworami  przelyku,  zZotadka, plic = oraz = rakiem
watrobowokomorkowym w stosunku do krwi 0sob zdrowych. W obrgbie grupy chorych
na nowotwor nie wykazano rd6znic pomiedzy rakami ptaskonablonkowymi
a gruczolakorakami, co sugerowalo, ze mechanizm promujacy ekspansj¢ komorek
regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+ u pacjentdéw z réznymi typami histologicznymi
raka jest zblizony [140]. Delong z kolei badat wysieki optucnowe powstate w przebiegu
NDRP, raka piersi oraz migdzybtoniaka. Pomiary cytometryczne wykazaty znacznie
wyzszy odsetek funkcjonalnych komorek CD4+CD25+ w wysigkach optucnowych
w NDRP i raku piersi w stosunku do migdzybtoniaka. Zaobserwowano jednakze pewna
heterogennos¢, albowiem pojedynczy pacjenci w obrebie grupy z migdzybtoniakiem
charakteryzowali si¢ wyjatkowo wysokimi wartosciami procentowymi komorek
T regulatorowych. Nie wiadomo jednak czy obnizona w stosunku do rakow
ptaskonabtonkowych liczba Tregs w wysickach w przebiegu miedzybtoniaka jest
powiazana ze stabsza immunosupresja w tym $rodowisku. Niewykluczone, ze Tregs
u pacjentow z miedzybtoniakiem sg bardziej efektywne w hamowaniu limfocytarnej

odpowiedzi przeciwnowotworowej. Powyzszych obserwacji nie potwierdzity pomiary
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odsetka komorek T regulatorowych we krwi obwodowej tych samych pacjentdéw, jako
ze nie stwierdzono réznic pomiedzy 3 analizowanymi grupami [141].

Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych wykazaty rdznice istotne statystycznie
w odniesieniu do odsetka komoérek T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+ pomig¢dzy
grupa wysigkow nowotworowych zawierajacych komorki nowotworowe a grupa
wysigkdw nienowotworowych, grupa wysieckow nowotworowych bez komorek
nowotworowych a grupg wysiekow nienowotworowych oraz pomigedzy sumg wysickow
nowotworowych (z komoérkami nowotworowymi 1 bez) a  wysickami
nienowotworowymi. Nie wykazano natomiast roznic istotnych statystycznie pomigdzy
obiema grupami wysiekow nowotworowych. Wysieki nowotworowe z komodrkami
nowotworowymi charakteryzowaly si¢ najwyzszym odsetkiem komoérek Treg sposrod
wszystkich badanych grup. Sugeruje to udzial komoérek nowotworowych we
wzmozonej generacji, proliferacji badz migracji komorek CD4+CD25+FoxP3+
z obwodu do mikrosrodowiska nowotworu.

Wolf i wsp. stwierdzili, ze Tregs izolowane z krwi obwodowej pacjentéw
nowotworowych charakteryzuja si¢ znacznie obnizong liczbg kolistych czasteczek DNA
- TRECs (ang. T-cell receptor rearrangements excision circles), skroconymi
telomerami oraz wysokg aktywno$cig telomerazy. Moze to sugerowaé, ze Wzrost
poziomu tych komorek jest wynikiem aktywnej proliferacji na obwodzie, nie za$
migracji do mikrosrodowiska nowotworu z wtoérnych narzadow limfatycznych [142].
Jednakze, sama proliferacja nie mogtaby prowadzi¢ do tak znaczacej ekspansji ani
thumaczy¢ faktu, iz wzrost odsetka komorek CD4+CD25+FoxP3+ korelowat ze
spadkiem odsetka komoérek CD4+CD25- [140,143]. Nowotwor kreuje $rodowisko
zblizone do chronicznego zapalenia 1 jest zrodtem chemokin odpowiedzialnych za
migracje, ale rowniez cytokiny TGF-B. Ostatnie badania sugeruja, ze konwersja
komoérek CD4+CD25- w CD4+CD25+FoxP3+ wiasnie z udziatem TGF-B moze by¢
glowng przyczyna podwyzszonego poziomu komorek Treg w mikrosrodowisku
nowotworu [144,145]. Powstawanie w pelni funkcjonalnych komorek T regulatorowych
CD4+CD25+FoxP3+ u  pacjentow  nowotworowych  hamuje  odpowiedz
przeciwnowotworowg i Sprzyja rozwojowi nowotworu. W celu udowodnienia tej tezy
Valzasina i wsp. przeanalizowali odsetek i funkcje komoérek CD4+CD25+FoxP3+
u myszy oraz wykazali ich szybkie, trwajace zaledwie 48 dni odradzanie po deplecji
przy zastosowaniu przeciwciala monoklonalnego przeciw CD25 oraz tymektomii.

Dodatkowo,  wskazat  konwersj¢  limfocytow  CD4+CD25- w  komorki

78



DYSKUSJA

CD4+CD25+FoxP3+, a nie proliferacj¢ istniejacych komoérek Treg, jako gléwny
mechanizm ich rozplemu u myszy z nowotworami, wykazujac ze procent komorek
CD4+CD25- przechodzacych w CD4+CD25+FoxP3+ byl 2-krotnie wyzszy
w porownaniu do myszy bez nowotworu [146].

Chcac  udowodni¢  mozliwos¢  transformacji  komoérek  CD4+CD25-
w CD4+CD25+FoxP3+ pod wptywem TGF-f [144,145], zespoét Mao przeprowadzit
hodowle komoérkowe limfocytow CD4+CD25- wzbogacone supernatantami wysiekOw
nowotworowych oraz mediami otrzymanymi po hodowli komdrek nowotworowych
z dodatkiem czynnikow aktywujacych TCR, tj. monoklonalnym przeciwcialem przeciw
CD3 i IL-2. W obu s$rodowiskach wykazano wczesniej wysoki poziom TGF-f.
Cytometryczny pomiar odsetka komoérek CD4+CD25+FoxP3+ oraz pomiar poziomu
MRNA genu FOXP3 z zastosowaniem gRT-PCR wykazaty, ze doszto do konwersji
komoérek CD4+CD25- w komérki CD4+CD25+FoxP3+. Powstale komorki
prezentowaty zdolnosci supresorowe, podobne do wykazywanych przez powstajace
W grasicy nTregs, jako ze wzrost odsetka komoérek CD4+CD25+FoxP3+ byt odwrotnie
proporcjonalny do zdolnosci proliferacyjnych i produkcji IFN-y przez komorki
CD4+CD25- w obu hodowlach. Zdolnosci stymulacyjne uzytych supernatantow
i mediow byly poréwnywalne, co potwierdzitlo hipoteze, iz zroédtem substancji
stymulujacych transformacj¢ sa komoérki nowotworowe a gldéwnym czynnikiem
odpowiedzialnym za konwersje jest TGF-B. Potwierdzono to eksperymentami
z neutralizacja TGF-B przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych. Stopien konwersji
limfocytow znacznie si¢ obnizyl, jednakze nadal pozostawal wyzszy niz w grupie
kontrolnej. Wytlumaczeniem tego faktu moze by¢ niepelne blokowanie TGF-B. Nie
mozna jednak wykluczyé, ze w procesie transformacji, poza wspomniang cytokina,
biorg udziat inne, stymulujace zwigzki pochodzenia nowotworowego [140].

Zdolnos¢ TGF-B do indukcji komorek supresorowych z CD4+ komorek
T u ludzi, pozostaje kwestig sporng. Istnieje wiele danych dowodzacych udziatu TGF-3
w indukcji komorek FoxP3+, jednakze jego rola w indukowaniu funkcji supresorowych
jest dyskusyjna. W warunkach in vitro neutralizacja TGF-p nie wptywa na zmiang
funkcji komorek Treg, natomiast in vivo znosi ich ograniczajacy proces zapalny wptyw
w chorobie zapalnej jelit (ang. inflamatory bowel disease) i cukrzycy typu | [147,148].
Czeg$¢ autoréw uznaje, ze TGF-B nie jest w stanie przeksztalca¢ komorek CD4+
w supresorowe, jako ze komorki Tef aktywowane IL-2 oraz TGF-f po uptywie

1 tygodnia nie stawaly si¢ anergiczne i1 intensywnie proliferowaty. Ttumaczono to

79



DYSKUSJA

obecnoscig nieaktywnej, zmetylowanej formy TGF-f [149]. Inni z kolei zaktadaja, ze
po uplywie tego czasu komorki T efektorowe sa juz cze$ciowo zrdznicowanymi
komorkami supresorowymi a po ponownej stymulacji stajg si¢ anergiczne, wykazujg
ekspresje btonowego TGF-p a proliferacja innych komorek efektorowych jest znacznie
zahamowana. Swiadczytoby to, ze zaréwno w modelu mysim jak i u ludzi komérki
CD4+CD25- sg przeksztatcane w CD4+CD25+FoxP3+ pod wptywem TGF-f, jednakze
u cztowieka proces ten jest wolniejszy [150].

Pochodzenie TGF-B w ptynach wysi¢kowych nie jest doktadnie poznane. Moze
si¢ on dostawac pasywnie do wysicku z krwioobiegu, badz tez by¢ syntetyzowany przez
komorki migdzybtonka lub inne komorki ptynu wysickowego. TGF-B produkowany
przez te pierwsze, wzmaga nastgpnie jego produkcje przez komorki zapalne wysigku.
W wysigkach zapalnych dominuje produkcja TGF-B przez komoérki migdzybtonka
optucnej, natomiast w wysickach nowotworowych gtownie przez komorki
nowotworowe [151].

Atanackovic i wsp. wykazali 5-krotnie wyzszy poziom TGF-B w wysigkach
nowotworowych, u chorych na raka piersi, przetyku, trzustki oraz migsaka, w stosunku
do wysigckow nienowotworowych. Analiza poziomu mMRNA TGF-B w komorkach
wysieku nowotworowego wykazata, ze za podwyzszony poziom tej cytokiny
w mikro$rodowisku nowotworu sa odpowiedzialne gtownie monocyty ale réwniez
limfocyty T oraz komorki nowotworowe. Ponadto, wykazano, ze wzmozona, lokalna
produkcja TGF-p w mikrosrodowisku nowotworu powigzana jest z wyzszym odsetkiem
komorek CD4+CD25+FoxP3+. Dowiodta tego analiza z zastosowaniem metody
gRT-PCR, ktora wykazata 3-krotny wzrost ekspresji genu FOXP3 wsrod komorek
CD4+ pozyskanych z wysiekow, w stosunku do obwodowych CD4+ tego samego
pacjenta. U pacjentow z wysigkami nienowotworowymi zalezno$¢ byta odwrotna [152].

Sikora i wsp. otrzymali spojne z powyzszymi wyniki W zakresie ste¢zenia TGF-p.
Na podstawie analizy nowotworowych i nienowotworowych wysickow optucnowych
wysuni¢to wniosek o statystycznie istotnym wyzszym poziomie cytokiny w grupie
nowotworowej w porownaniu z nienowotworow3a [14].

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pomiaréw stezenia TGF-P przeprowadzone
na grupie wysickow nowotworowych zawierajacych komorki nowotworowe,
nowotworowych bez komdrek nowotworowych oraz nienowotworowych nie wykazaty
réznic pomiedzy analizowanymi grupami. Nie zaobserwowano tez kKorelacji pomiedzy

odsetkiem limfocytow CD4+CD25+FoxP3+ w poszczegolnych grupach a stezeniem
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TGF-B. Podobne dane uzyskaly inne zespoty badawcze. Cheng i wsp. zbadali stezenie
TGF-B w grupach wysigkow zapalnych i nowotworowych, nie wykazujac istotnych
statystycznie roéznic [151]. Podobnie Ceyhan i wsp. [153] oraz Chung i wsp. [13].
W odniesieniu do badan wlasnych nie mozna jednak wykluczy¢, ze poziom aktywnego
TGF-B in vivo koreluje z odsetkiem Tregs. Nalezy bowiem uwzgledni¢ fakt, ze
procedura testu immunoenzymatycznego ELISA obejmuje etap aktywacji latentnej
formy TGF-B (kompleksy LAP i LTBP). W konsekwencji wyniki testu pokazujg
stezenie catkowitego TGF-B w wysieku, tacznie z nieaktywnym, nie biorgcym udziatu
w konwersji limfocytow CD4+CD25- w CD4+CD25+FoxP3+. Nie wiadomo zatem,
jakie jest realne stezenie aktywnego TGF-B w badanych wysigkach oplucnowych.
Ponadto, TGF-p moze wystgpowa¢ w formie wolnej, ktora zostala zmierzona oraz
w formie zwigzanej z btong komodrek Treg. Mozna wigc przypuszczaé, ze W Sytuacji
braku roznic w stezeniu wolnej, badanej cytokiny, za wzrost odsetka komorek Treg
w mikrosrodowisku nowotworowego wysigku optucnowego odpowiedzialne byto
zjawisko konwersji komorek CD4+CD25- w komorki CD4+CD25+FoxP3+, wtasnie
z udziatem btonowego TGF-f. Dodatkowo TGF-p moze by¢ produkowany przez inne
komorki oprocz nowotworowych, tj. limfocyty T czy makrofagi. Te ostatnie
wystepujace we wszystkich typach wysiekéw moga by¢ w duzej mierze odpowiedzialne
za wysoki 1 porownywalny poziom TGF-B we wszystkich analizowanych grupach.
Ponadto, w niektorych typach raka, jak np. w raku drobnokomoérkowym ptuca, komorki
rakowe nie produkujg TGF-B, o czym $wiadczy brak jego mRNA w tych komodrkach
[154]. W tej sytuacji do produkcji TGF-B, na drodze niepoznanych mechanizmoéw,
nowotwor angazuje niedojrzate, mieloidalne komorki dendrytyczne [123].

Z kolei grupa Duysinx’a mimo, ze nie wykazala roznic istotnych statystycznie
pomiedzy grupa wysigkéw nowotworowych i nienowotworowych, zauwazyla znaczny
wzrost stezenia TGF- w przypadku wysigkdw od pacjentéw z migsakiem w stosunku
do tych powstatych w nastepstwie raka pluca. Swiadczyloby to, ze rézne typy
nowotworow wywotuja odmienng odpowiedz uktadu immunologicznego [155]. Wydaje
si¢, ze wyniki badan prowadzonych przez zespdét Delong’a potwierdzily to
przypuszczenie. Pomiary cytokin wykazaty, iz w wysiekach pochodzacych od
pacjentow z migdzybtoniakiem poziom VEGF, IL-6, IL-10 oraz TGF-B byt wyzszy niz
w wysigkach pochodzacych od pacjentéw z NDRP i rakiem piersi. W szczegolnosci
dotyczyto to TGF-p, ktérego poziom byt 6-krotnie podniesiony [141]. Podobne wyniki
uzyskal Maeda i wsp., w ktorych badaniach poziom TGF-p byt 3 - 6-krotnie

81



DYSKUSJA

podniesiony w wysickach od pacjentow z miedzybtoniakiem w stosunku do innych
wysiekow [156]. Mozna to wyjasni¢ faktem, ze oprocz komorek Treg, wiele innych
powigzano z produkcja TGF-B, w tym w duzych ilo$ciach nowotworowe komorki
mi¢dzybtoniaka [157,158]. Podobnie jak w przebiegu niniejszej pracy, tutaj rOwniez nie
wykazano pozytywnej korelacji pomigdzy odsetkiem komorek Treg a stezeniem TGF-.

Tak wigc, zalezno$ci pomigdzy komorkowymi i cytokinowymi czynnikami
immunosupresyjnymi wysiekoéw nowotworowych sg zmienne w zalezno$ci od typu
histologicznego nowotworu, a optymalne terapie przetamujace supresje odpowiedzi
antynowotworowej powinny by¢ konstruowane z uwzglednieniem histogenezy
nowotworu. Ponadto, powyzsze obserwacje sugeruja, iz waznym elementem terapii
moze by¢ nie tylko selektywna eliminacja komoérek T regulatorowych, ale réwniez
cytokin immunosupresyjnych.

Ze wzgledu na obecnos¢ TGF- w wysiekach wszystkich badanych grup, mozna
przypuszczaé, ze w puli znajdujacych si¢ w nich limfocytow T regulatorowych
wiekszos¢ stanowig indukowane Tregs. TGF-f przeksztatcajac komorki CD4+CD25-
w iTregs indukuje w nich ekspresje genu FOXP3. Wykazano, ze zdecydowana
wiekszos¢ wysp CpG promotora genu FOXP3 w naiwnych komoérkach CD4+CD25-
jest zmetylowana, podczas gdy w Tregs niemalze wszystkie sg zdemetylowane.
[159-165]. Zatem mechanizm, za posrednictwem ktorego TGF-B wplywa na
zwigkszenie ekspresji genu FOXP3, obejmuje zjawiska epigenetyczne, tj. acetylacje
histonow w regionie wzmacniacza transkrypcji oraz demetylacje wysp CpG
w pierwszym intronie genu FOXP3 [166-168]. Komorki nTreg charakteryzuja sig
catkowita demetylacja wysp CpG w locus genu FOXP3 i wykazuja stabilng ekspresje
FoxP3, podczas gdy powstale pod wptywem TGF- komorki iTreg maja w réoznym
stopniu zdemetylowane wyspy CpG 1 nie wykazuja konstytutywnej ekspresji FOXP3
w sytuacji deficytu TGF-f [159,169]. Ponadto, teoria ekspresji FoxP3 przy udziale
TGF-B, prowadzaca do powstania iTregs poparta jest faktem, iz Smad3 — czynnik
transkrypcyjny aktywowany TGF-B - wiaze si¢ do wzmacniacza transkrypcji,
odgrywajacego kluczows rolg we wzroscie ekspresji genu FOXP3 [170].

Podtoze molekularne indukcji FoxP3 w rozwijajacych si¢ komorkach Treg jest
kontrolowane przez wiele $ciezek sygnatowych obejmujacych receptory limfocytow
T (TCR), receptory Toll-podobne (TLR), IL-2, przekazniki sygnatu i aktywatory
transkrypcji (STAT), biatko Smad, TGF-B, molekuty kostymulujace (CTLA-4, GITR),
kinazy PI3K/Akt/mTOR oraz biatko Notch [171-173].
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Wan i Flavell [20] wykazali na mysim modelu, ze kluczowa dla funkcji Tregs
1 ochrony przed autoimmunizacja jest nie tylko obecnos¢ FoxP3 [174,175] ale rowniez
poziom jego ekspresji [176]. Obnizony skutkowal rozwojem  chordb
autoimmunizacyjnych. Na podstawie tego zasugerowano, ze czynnik transkrypcyjny
FoxP3 jest najbardziej specyficznym markerem komorek Treg a jego ekspresja jest
unikatowa cecha tych komorek [53,177].

Jednakze, z czasem stwierdzono, ze ekspresja FoxP3 nie jest ograniczona
wyltacznie do komodrek T regulatorowych. Moga ja wykazywac przejsciowo
aktywowane komorki efektorowe CD4+CD25- w obecnosci lub przy braku TGF-B, co
nie zapewnia im jednak aktywnosci supresorowej, czy tez supresorowe komorki Trl
i Th3 [40,149,178]. Wykazuja ja rowniez komorki nowotworowe [179], np. raka
trzustki [180,181], raka piersi [181,182], czerniaka [183] czy niedrobnokomoérkowego
raka pluca [184]. Obecnos¢ nowotworowych komoérek FoxP3+ wykazujacych
aktywno$¢ inhibitorowg wzglgdem proliferujacych limfocytow T in vitro wraz ze
wzrostem odsetka limfocytow T regulatorowych naciekajacych mikrosrodowisko
nowotworu jest negatywnym czynnikiem rokowniczym, prognozujagcym rozwoj
choroby i sklonno$¢ do przerzutowania [184]. Wyjatkiem jest podtyp raka piersi,
charakteryzujacy si¢ ekspresja HER-2. Poniewaz FoxP3 moze funkcjonowac zaré6wno
jako aktywator jak i represor transkrypcji [185], w tym przypadku hamuje transkrypcje
dwoch gtownych onkogendow w raku piersi — HER-2 oraz SKP-2 [186,187], ma zatem
dziatanie przeciwnowotworowe [182].

W przeprowadzonych w ramach obecnej pracy badaniach poziomu transkryptu
gendw, w tym FOXP3, dzigki zastosowaniu systemu selekcji na zlozach
magnetycznych analizowane byty wylacznie komorki CD4+CD25+ oraz CD4+CD25-.
Poniewaz za wiasciwe komorki T regulatorowe uwaza si¢ tylko te z ekspresja FoxP3,
analiza poziomu transkryptu tego genu w puli wyizolowanych komoérek CD4+CD25+
I CD4+CD25- pozwolita na poréwnanie zawarto$ci komoérek Treg w badanych grupach.
Poziom ekspresji genu FOXP3 w grupie komérek CD4+CD25+ byt srednio 21-krotnie
wyzszy (mediana 9-krotnie) w stosunku do grupy kontrolnej, obejmujacej komorki
CD4+CD25-, co stanowi potwierdzenie dostepnych danych literaturowych [28,52,53].
W  grupie komoérek CD4+CD25+ pozyskanych z wysickow nowotworowych
zawierajacych komorki nowotworowe poziom transkryptu genu FOXP3 byt istotnie
statystycznie wyzszy w poroéwnaniu do grupy nienowotworowej. Wyzszy poziom

transkryptu genu moze swiadczy¢ o wyzszej ekspresji genu i biatka FoxP3 i silniejszych
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funkcjach regulatorowych tych komoérek. Wykazano, ze wzrost ekspresji FOXP3 jest
zwigzany z obnizeniem ekspresji czynnika martwicy nowotworow (TNF), IL-2,
czynnika stymulujgcego kolonizacj¢ granulocytow i monocytow (GM-CSF) oraz innych
pozapalnych cytokin, z drugiej strony za$§ z podwyzszeniem ekspresji cytokin
immunosupresyjnych, tj. 1L-10, TGF-B czy oksygenazy hemowej (HO) [168]. Nie
mozna jednak jednoznacznie stwierdzi¢, czy wzrost poziomu transkryptu wynikat z jego
podwyzszenia w obrgbie subpopulacji Tregs, czy tez jej wigkszej liczebnosci wérod
komorek CD4+CD25+ w $rodowisku wysigkow nowotworowych w stosunku do
nienowotworowych. System selekcji przeprowadzony na ztozach magnetycznych nie
pozwolit bowiem na izolacjc komoérek na podstawie obecnosci czynnika
wewnatrzjadrowego, jakim jest FoxP3. Ta ostatnia mozliwo$¢ bylaby zgodna
z zaobserwowanym wczesniej w przebiegu niniejszej pracy, podwyzszonym odsetkiem
limfocytow Treg CD4+CD25+FoxP+ w grupie nowotworowe;j.

Potwierdzeniem tej tezy mogg by¢ obserwacje zespotu Xu i wsp., ktory zbadat
zalezno$¢ pomigdzy odsetkiem komorek T regulatorowych a poziomem mRNA genu
FOXP3 u pacjentow z rakiem przetyku przed i po chemioterapii. W badaniach tych
wykazano spadek obu czynnikéw po chemioterapii, sugerujgc ze chemioterapia moze
blokowaé¢ ekspresj¢ czynnika FoxP3 na poziomie transkrypcji i obniza¢ odsetek
limfocytow T regulatorowych [188]. Obserwacje te pozostaja w zgodzie z danymi
innych zespotow [143,189-190]. Trudno okresli¢ czy spadek ekspresji genu FOXP3 byt
konsekwencjg chemioterapii, czy tez efektem obnizenia liczby komorek
T regulatorowych. Wydaje si¢ jednak, ze swoista inhibicja ekspresji genu FOXP3 moze
by¢ efektywna strategia terapeutyczng w leczeniu ludzkich nowotworéw. Jej efektem
moze by¢ iloSciowe ograniczenie populacji Tregs i w konsekwencji nasilenie
odpowiedzi uktadu immunologicznego. Korelacja wystepujaca pomigdzy odsetkiem
komorek Treg a poziomem mRNA genu FOXP3, potwierdzita zwigzek tego czynnika
transkrypcyjnego z subpopulacja Tregs [188]. Analizowani przeze mnie pacjenci byli
pacjentami nieotrzymujacymi wczesniej chemioterapii, co moze tlumaczy¢ wysoki
poziom transkryptu genu FOXP3.

Z kolei Yuan i wsp. przeanalizowali poziom transkryptu genu FOXP3 i ekspresji
biatka FoxP3 wsrdéd komorek Treg naciekajgcych nowotwodr (TILs) od pacjentow
w roznych stadiach raka Zzotadka. Okazalo si¢, Ze oba poziomy korelowaly ze stadium
zaawansowania nowotworu i byty najwyzsze w IV stadium choroby. Ekspresja biatka

FoxP3 na komoérke CD4+CD25+FoxP3+ byla wyzsza w wartowniczych weztach
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chlonnych i wérdéd limfocytéw naciekajagcych nowotwér w porownaniu do krwi
obwodowej pacjentow oraz ptynu otrzewnowego. Podwyzszony poziom mRNA genu
FOXP3 byt obserwowany juz od II stopnia zaawansowania choroby i wzrastat do 1V,
pokazujagc ze akumulacja Tregs w tkankach nowotworowych jest obecna juz na
wczesnych etapach rozwoju nowotworu. Dowodzitoby to, iz poza wzrostem liczby
komorek Treg w mikrosrodowisku nowotworu dochodzi rowniez do wzrostu poziomu
transkryptu genu FOXP3 wsrod komorek Treg [191].

Zjawisko to jest szczegolnie widoczne wilasnie w raku ptuca, gdzie wzmozona
aktywno$¢ komorek Treg jest spowodowana wysokim poziomem cyklooksygenazy
indukowanej (COX-2) oraz jej produktu - prostaglandyny E, (PGE). Sharma i wsp.
wykazali, ze poza hamowaniem apoptozy komorek nowotworowych, wzmacnianiem
ich proliferacji i migracji oraz hamowaniem przeciwnowotworowej odpowiedzi
efektorowych limfocytow T, PGE; indukuje réwniez ekspresje FoxP3 w komorkach
CD4+CD25+. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty znaczny wzrost poziomu
transkryptu genu oraz biatka FoxP3 wsérdéd tych komorek w bogatym w PGE;
srodowisku nowotworowym. Przejawiatly one aktywnos$¢ supresorowa, zalezng od
stezenia PGE; [192].

Wydaje si¢ zatem, ze uzyskany w toku obecnej pracy wynik moze by¢ efektem
zarowno wyzszego odsetka komorek T regulatorowych wsréd komorek CD4+CD25+
w wysigkach nowotworowych, jak i1 zwigkszonego poziomu transkryptu w obrebie
subpopulacji Tregs w wyniku stymulujgcych czynnikéw wydzielanych przez komorki
nowotworowe.

Niemniej jednak, wzrost poziomu mMRNA genu FOXP3 w wysiekach
nowotworowych pozostawal w zgodzie z wczesniejszymi obserwacjami innych
zespolow, wigzacych go ponadto ze ztym rokowaniem. Niezaleznie Wolf i wsp. [131],
Matsuura i wsp. [193] oraz Gutpa i wsp. [194] analizowali poziom transkryptu FOXP3
u chorych na raka piersi 1 zaobserwowali zgodnie znaczacg korelacje pomigdzy jego
wysokim poziomem, stopniem zaawansowania choroby, obecnoscig przerzutow
w weztach chlonnych oraz krotszym czasem przezycia wsrod pacjentek wykazujacych
obecnos¢ receptorow estrogenowych lub progesteronowych. Réwniez w raku jajnika
zespot Wolf i wsp. powigzat wysoki poziom mRNA genu FOXP3 ze zlg prognoza,
w szczegblnosci ze skroceniem catkowitego czasu przezycia oraz przezycia wolnego od
progresji nowotworu. U pacjentek z niskim poziomem mRNA FOXP3 ryzyko wznowy

lub $mierci bylo zredukowane o 60% [195]. Gorsze rokowanie powigzane z wysokim
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poziomem mMRNA FOXP3 wykazali takze Capriotti i wsp. na przyktadzie skérnego
chtoniaka T-komorkowego. Niemniej jednak poziom transkryptu genu FOXP3 nie byt
traktowany jako czynnik rokowniczy ze wzgledu na brak korelacji pomigedzy nim a
ekspresjg biatka [196]. Fakt ten moze by¢ wynikiem zmian zachodzacych na poziomie
post-translacyjnym [181].

W sprzecznosci z powyzszymi pozostaja wyniki Alvaro i wsp. przeprowadzone
na pacjentach z ziarnicg ztosliwa, u ktorych wysoki poziom ekspresji genu FOXP3
powiazano z lepszg przezywalno$cig [197]. Wytlumaczeniem wydaje si¢ by¢ fakt, iz
komorki T regulatorowe moga bezposrednio hamowaé proliferacje komorek
nowotworowych je§li wywodza si¢ one z linii komoérek B, jak ma to miejsce
w przypadku ziarnicy zlosliwej. Dowiedziono tego na mysich modelach,
przedstawiajacych bezposredni efekt hamujacy komoérek T regulatorowych na funkcje
i przezycie limfocytow B [198,199].

Réznice w poziomie transkryptu genu FOXP3 w obrebie analizowanych grup
moga wynikaé, z przyczyn wspomnianych powyzej, bedacych wynikiem supresyjnego
wptywu mikro$rodowiska nowotworu na uklad immunologiczny. Istnieja jednak
doniesienia, méwigce iz mozliwa jest utrata ekspresji czynnika transkrypcyjnego FoxP3
w Tregs pod wpltywem aktywacji w $rodowisku cytokin prozapalnych [200-202] lub
limfopenicznym [200,203]. Odbywa si¢ to na drodze zaleznej od IL-6, ktora wzmaga
ekspresje oraz aktywnos¢ DNMT1. Ta z kolei, metylujac wzmacniacz transkrypcji genu
FOXP3 obniza jego ekspresje, ostabiajac tym samym supresorowe funkcje Tregs
[169,204,205]. Co wiecej zauwazono, iz komoérki Treg w nastgpstwie obnizenia
ekspresji FoxP3 wykazywaly wzrost ekspresji czasteczek charakterystycznych dla
subpopulacji limfocytow Th2 [206] i Th17 [202] oraz spadek tych charakterystycznych
dla komorek Treg.

Zjawisko to, jak pokazaly eksperymenty prowadzone przez Hansmanna i wsp.,
dotyczylo wytacznie komorek pamieci CD45RA-, podczas gdy naiwne CD45RA+
Tregs prezentowaty staly poziom ekspresji FoxP3 [204]. Informacja ta moze miec¢
znaczenie przy wyborze komorek Treg do celow terapeutycznych, wskazujac na
przydatno$¢ wytacznie naiwnych komorek CD45RA+.

W chwili obecnej nie jest jasne czy powstawanie komorek Th z FoxP3+ jest
wynikiem ich plastycznosci $rodowiskowej czy tez jest to mala populacja
nieregulatorowych komodrek powstajacych juz we wczesnej ontogenezie, ktore

wykazuja przejsciowa ekspresje FoxP3, tracac ja 1 przeksztatcajac si¢ w komoérki Th
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w $rodowisku zapalnym lub limfopenicznym [207]. W obecnej pracy grupa wysickow
nienowotworowych byta w przewazajace] mierze grupa wysiekow zapalnych, co
$wiadczytoby o mozliwosci obnizonego poziomu transkryptu genu FOXP3 w tej grupie
wlasnie w wyniku jednego z wymienionych zjawisk.

Nalezy nadmieni¢, iz poziom transkryptu genu FOXP3, mimo Ze znacznie
podwyzszony w grupiec komoérek CD4+CD25+, byt rowniez obserwowany wsrod
komorek grupy kontrolnej CD4+CD25-. Wytlumaczeniem tego stanu rzeczy moze by¢
fakt, ze ekspresje FoxP3 poza komorkami Treg oraz wspomnianymi wczesniej
komoérkami nowotworowymi, moga réwniez Wykazywaé w sposob krotkotrwaty
aktywowane komorki T efektorowe CD4+CD25-, w obecnosci lub przy braku TGF-f.
Ta przejsciowa ekspresja nie nadaje im jednak aktywno$ci supresorowej. Innymi
komorkami CD4+ mogacymi wykazywaé przynajmniej przejsciowa ekspresje FoxP3 sa
komorki regulatorowe Trl i Th3 [39]. Stad grupa kontrolna, obejmujaca wszystkie
komorki CD4+, moze wykazywac pewien poziom ekspresji FOXP3.

Argumenty te przemawiajg za faktem, ze ekspresja czynnika transkrypcyjnego
FoxP3 nie jest cecha jednoznacznie okreslajaca subpopulacje limfocytow
T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+. Moga ja bowiem przej$ciowo przejawiac
komorki T efektorowe, regulatorowe Trl i Th3 lub nowotworowe a same komorki Treg
moga ja traci¢, przeistaczajac si¢ w komorki pomocnicze Th2 lub Th17. Zatem, w celu
trafnego zidentyfikowania tej subpopulacji limfocytow T nalezy uwzgledni¢ ekspresje
innych, charakterystycznych dla niej czasteczek, takich jak CTLA-4 czy GITR.

Podczas gdy czasteczka CD28 ulega ekspresji na powierzchni wigkszos$ci
spoczynkowych i aktywowanych limfocytow T, obecnos¢ CTLA-4 jest ograniczona
wylacznie do limfocytow T aktywowanych. Mimo podobienstw strukturalnych,
receptory te petnia funkcje antagonistyczne: CD28 promuje odpowiedz T-komoérkowa,
wplywajac na aktywacje I proliferacj¢ limfocytow T oraz produkcje cytokin, CTLA-4
za$ ja hamuje. Wyjatkiem sg limfocyty T regulatorowe, ktore charakteryzujg si¢
konstytutywna  ekspresja  czasteczki CTLA-4. Inhibitorowa rola CTLA-4
w funkcjonowaniu Tregs jest nadal kontrowersyjna. Z jednej strony myszy
z wylaczonym genem CTLA-4 wykazujg ekspresj¢ FoxP3 i funkcje supresorowe [93],
z drugiej za$ strony stosowanie przeciwcial monoklonalnych przeciw CTLA-4 mimo, ze
nie wptywa na ich rozwoj, znosi supresorowe funkcje Tregs in vivo i in vitro [94,208].
Jak pokazaly eksperymenty z udziatlem retrowirusowej transfekcji, zdolnosci

supresorowe korelowaly z wyzszym poziomem ekspresji CTLA-4. Zarowno Wing
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I wsp. [94], jak i Schmidt i wsp. [209] zaobserwowali, ze inkubacja CTLA-4+ komorek
Treg z komodrkami prezentujagcymi antygen obnizato ekspresj¢ czasteczek CD80 i CD86
na powierzchni tych ostatnich. Poniewaz czasteczki z grupy B7 sg ligandami zaréwno
dla CTLA-4, jak i CD28, ich deficyt hamuje CD28-zalezng aktywacj¢ limfocytow
T efektorowych. Komorki T regulatorowe zapewne korzystaja z wielu mechanizméw
immunosupresji, jednak defekt mechanizmu przebiegajacego z udziatem czasteczki
CTLA-4 pozbawia komorki Treg zdolnos$ci do utrzymania tolerancji immunologiczne;j,
nawet gdy inne mechanizmy stajg si¢ bardziej aktywne aby go zrekompensowac. Jest
wigc CTLA-4 czasteczka zaangazowana w supresorowe funkcje komorek Treg.
Natomiast receptor CD28 spetnia najprawdopodobniej ta samg funkcje w komorkach
T regulatorowych jak i T efektorowych, czyli promuje ich proliferacje i przetrwanie.

Zmierzony w przebiegu obecnej pracy poziom transkryptu genu CTLA-4
w grupie komorek CD4+CD25+ byl 21-krotnie wyzszy (mediana 8-krotnie) niz
w grupie komérek CD4+CD25- i korelowal ze wzrostem poziomu transkryptu genu
FOXP3. Obserwacje te pozostaja w zgodzie z danymi uzyskanymi przez Zheng i wsp.,
ktorzy wykazali podniesiony w stosunku do limfocytow T efektorowych poziom
ekspresji obu receptorow w komoérkach T regulatorowych oraz wystepujaca pomiedzy
nimi korelacj¢ [210]. Badania te zostaly przeprowadzone na poziomie biatka
1 sugerowaty, iz czynnik transkrypcyjny FoxP3, wraz z innymi takimi jak NFAT, moze
by¢ regulatorem promotora transkrypcji genu CTLA-4 [211]. Sugerowatoby to, iz
zdolnos¢ FoxP3 do wywolywania funkcji supresorowych w komorkach Treg, zalezy od
jego poziomu 1 zdolnosci do promowania ekspresji CTLA-4. Jednakze obserwacje
Zheng i wsp. pokazaty, ze FoxP3 nie jest absolutnie potrzebny do ekspresji CTLA-4,
jako ze komorki transfekowane CTLA-4 nie zawsze wykazywaty ekspresj¢ FoxP3
[210]. Przeciwnie, najnowsze doniesienia sugeruja, ze to CTLA-4 moze prowadzi¢ do
powstawania FoxP3+ komorek Treg. Miatoby to si¢ odbywaé na drodze tworzenia
kompleksow CTLA-4 z MHC II oraz TCR pomiedzy limfocytami T a komorkami
prezentujagcymi antygen w czasie ich aktywacji. Proces ten mialby by¢ zalezny od
endogennej produkcji TGF-p [212,213].

Poréwnujac wyniki przeprowadzonych badan zaobserwowano znacznie wyzszy
poziom transkryptu genu CTLA-4 w grupie komoérek CD4+CD25+ pozyskanych
z wysigkow nowotworowych zawierajacych komorki nowotworowe w stosunku do tych

otrzymanych z wysigk6w nienowotworowych. Obserwacje te byly spojne
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z dokonanymi przez inne zespoly na grupach pacjentow nowotworowych w innych
typach raka.

Rak piersi wydaje si¢ by¢ najlepiej przebadanym nowotworem pod katem
ekspresji genu i biatka CTLA-4. Jaberipour i wsp. przeprowadzili badania poziomu
transkryptu genu FOXP3 oraz CTLA-4, wykazujac znaczny ich wzrost w komorkach
jednojadrzastych u pacjentek z rakiem piersi w stosunku do grupy kontrolnej. Ponadto,
zostala wykazana znaczna korelacja pomiedzy wzrostem transkryptu obu genow
w grupie pacjentek z rakiem piersi. W przypadku genu CTLA-4 wzrost byt 16-krotnie
wyzszy u pacjentek we wezesnym stadium choroby, 12-krotnie wyzszy u pacjentek bez
przerzutow oraz 10-krotnie wyzszy u pacjentek o niskim stopniu zto§liwosci raka
w stosunku do grupy kontrolnej. Natomiast ekspresja mRNA genu FOXP3 byta
19-krotnie wyzsza we wszystkich trzech grupach pacjentek w stosunku do grupy kobiet
bez nowotworu. Obserwowany znaczny wzrost poziomu transkryptow u pacjentek we
wczesnym stadium choroby §wiadczyt, ze komorki T regulatorowe sg funkcjonalne juz
w poczatkowych etapach rozwoju raka piersi. Podobnie jak w przedstawionych
w ramach pracy doktorskiej wynikach, zaobserwowano, iz wyzsza ekspresja mRNA
CTLA-4 we krwi obwodowej pacjentek korelowata z wyzszg ekspresja mRNA FOXP3
[214].

Z kolei Bi i wsp. zmierzyli poziom mRNA genu CTLA-4 w niezmienionych
1 objetych rakiem piersi tkankach, wykazujac istotny statystycznie wzrost wsrod
pacjentek, ktory korelowat ze stopniem zaawansowania choroby [215]. Rowniez Ohara
I wsp. potwierdzili te obserwacje, wykazujac wzrost poziomu mRNA CTLA-4
w tkankach pozyskanych od pacjentek we wczesnych i1 pdznych stadiach raka piersi
w stosunku do zdrowej grupy kontrolnej [216]. Kosmaczewska i wsp. potwierdzili ta
tendencj¢ na poziomie biatka wsérdd pacjentek z rakiem szyjki macicy, wskazujac na
odmienng kinetyke ekspresji CTLA-4, powigzang z wczesniejsza 1 silniejszg inhibicja
limfocytow T efektorowych w porownaniu do os6b zdrowych [217].

Wyjatkiem byly wyniki badan przeprowadzone przez Lee 1 wsp. na grupie
pacjentow z rakiem jelita grubego. W przeciwienstwie do powyzszych doniesien,
zaobserwowali oni spadek poziomu transkryptu genu CTLA-4 we wszystkich stadiach
choroby nowotworowej w poréwnaniu z grupg nienowotworowg [218].

We wszystkich powyzszych przypadkach analizy przeprowadzone na tkankach,
komorkach jednojadrzastych lub calkowitej populacji limfocytow T, nie pozwalaty na

odnoszenie ekspresji CTLA-4 wytacznie do subpopulacji Tregs.
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Podobnie jak w przypadku wszystkich komoérek CD4+CD25+, w badaniach
obejmujacych niniejsza pracg doktorska, wystepowata korelacja pomiedzy wzrostem
poziomu transkryptu genu CTLA-4 i FOXP3 w obrgbie grup, cho¢ stabsza niz w grupie
wszystkich  komorek  CD4+CD25+. W  przypadku grupy nowotworowe;j
wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ fakt, iz silna korelacja pomigdzy poziomem
transkryptu obu gendéw wystepuje po aktywacji komoérek T regulatorowych i utrzymuje
si¢ do momentu podjecia przez nie podzialow komoérkowych, kiedy to ekspresja FoxP3
spada [210]. A zatem w Srodowisku nowotworowym, w ktorym notuje si¢ wyzszy
odsetek komorek Treg, czesciej dochodzi do podziatéw komodrkowych i utraty ekspresji
FoxP3. Natomiast jeszcze stabsza, mimo ze wcigz istotna statystycznie, korelacja
pomiedzy wzrostami transkryptu obu gendéw obserwowana w grupie wysiekow
nienowotworowych moze by¢ efektem nizszego odsetka limfocytow T regulatorowych
w grupie komoérek CD4+CD25+. Pociaggnetoby to za soba obnizenie poziomu
transkryptu genéw FOXP3 i CTLA-4 z komoérek T regulatorowych, natomiast poziom
MRNA CTLA-4 pochodzacego z aktywowanych limfocytow T efektorowych
znajdujacych si¢ wrod komorek CD4+CD25+ nie uleglby zmianie. W efekcie poziomy
ekspresji mMRNA CTLA-4 i FOXP3 moglyby nie wzrasta¢ proporcjonalnie.

W chwili obecnej dostgpna jest duza ilo§¢ doniesien dotyczacych poziomu
ekspresji innych molekut o charakterze inhibitorow oraz ich ligandow w populacji
obwodowych limfocytow T. Loos 1 wsp. wykazali podniesiony poziom ekspresji gendw
receptorow CTLA-4 i PD-1 oraz ich ligandéow B7-1, B7-2, B7-H1, B7-DC w raku
trzustki, wykazujac ponadto, iz B7-H1l-dodatnie nowotwory charakteryzowaty si¢
wyzszym odsetkiem komoérek Treg w stosunku do B7-H1-ujemnych, bedac tym samym
bardziej opornymi na odpowiedz antynowotworowag [219]. Rowniez Thomson i wsp.
wykazali na przyktadzie raka nerki zwigzek ligandu B7-H1 ze zlym rokowaniem,
szybkim tempem rozwoju choroby, sktonnoscig do tworzenia przerzutow 1 w koncu
podniesionym ryzykiem $mierci [220]. Z kolei ligand B7-H4 ulegat nadekspresji w raku
jajnika [221]. Oddziatywania pomig¢dzy receptorami PD-1 oraz PD-2 (ang. programmed
death) i ich ligandami PD-L1, PD-L2 zostaly rowniez powigzane z ucieczkg nowotworu
spod kontroli uktadu immunologicznego. Analizy ekspresji wspomnianych receptoréw
oraz ich ligandow na poziomie transkryptu oraz biatka przeprowadzone na grupie
pacjentow z rakiem przetyku [222] oraz trzustki [223] wykazaly, iz pacjenci
z podwyzszonym ich poziomem majg mniejszg szans¢ na przezycie. Zatem ekspresja

receptorow limfocytow T o charakterze inhibitorowym oraz ich ligandow moze by¢
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czynnikiem rokowniczym w przebiegu choroby a interakcje zachodzace pomiedzy nimi
celem terapii antynowotworowej.

Obecnie duze zainteresowanie skupia si¢ na obecno$ci czasteczki CTLA-4
w komorkach nowotworowych. Mimo, ze jej obecno$¢ zostata wykazana w tkankach
pacjentow z NDRP [224], prognostyczna rola wysokiego poziomu mRNA CTLA-4 oraz
ekspresji tej czasteczki w szybkiej progresji choroby zostala jak dotad wykazana tylko
na grupie pacjentek z rakiem piersi [225]. Przeciwnie, w CLL wysoki poziom mRNA
genu CTLA-4 zostal powigzany z dobrym rokowaniem, sugerujac inhibitorowy wptyw
receptora CTLA-4 na rozrost komérek B-CLL [226].

W przeciwienstwie do powyzszych obserwacji, Salvi i wsp. zaobserwowali
1,5-krotny wzrost ekspresji CTLA-4 w niedrobnokomérkowym raku pluca w stosunku
do pozostatych typoéw histologicznych, co bylo powigzane z lepszym rokowaniem
[227]. Thumaczy¢ to mozna faktem, iz CTLA-4 przekazuje negatywny sygnat
komoérkom rakowym, tak jak to ma miejsce w przypadku limfocytow T efektorowych.
Oddzialywania CTLA-4 na powierzchni komdrek NDRP z ligandami B7 na
powierzchni komoérek z mikrosrodowiska nowotworu, prowadza do inhibicji proliferacji
komorek raka phuca i indukcji ich apoptozy [228,229].

Podobnie jak w przypadku ekspresji genu CTLA-4 zauwazalny byt takze istotny
statystycznie wzrost poziomu transkryptu genu CD28 wsrdod komorek CD4+CD25+
w stosunku do komoérek CD4+CD25-. W pordéwnaniu do wzrostow obserwowanych
w przypadku pozostatych analizowanych gendéw, byl on najnizszy, bo niespelna
8-krotny (mediana 3-krotny).

Sygnalizacja na drodze kontaktow receptora CD28 z czasteczkami z grupy B7
jest kluczowa dla aktywacji i réznicowania limfocytow T, w tym Tregs [230]. Sygnat
ptynacy ze tych oddziatywan aktywuje komorki T poprzez obnizanie progu sygnalizacji
TCR, indukowanie i utrzymywanie produkcji IL-2 [231] oraz wzmaganie ekspresji
antyapoptotycznego biatka Bcl-xI [51,232]. Brak wywieranej przez CD28 stymulacji
prowadzi do nieefektywnego powstawania i proliferacji limfocytow T in vitro i in vivo
[233], czyli ich anergii i apoptozy. Potwierdzily to obserwacje myszy pozbawionych
receptora CD28 lub z blokadg oddziatywan CD28-CD80/86, u ktorych dochodzito do
obnizenia reakcji na patogeny infekcyjne i antygeny allograftow oraz ograniczenia
GVHD i astmy [234,235]. Brak CD28 skutkuje zarowno spadkiem aktywnosci i liczby
antynowotworowych komoérek T efektorowych, jak i limfocytow T regulatorowych.

Wystepowanie na powierzchni komoérki T efektorowej receptora CD28 nie jest
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ograniczone, jak w przypadku czasteczki CTLA-4, wylacznie do stanu aktywacji.
Wydaje si¢ wiec, ze powszechna obecno$¢ CD28 zar6wno na spoczynkowych jak
i aktywowanych limfocytach T efektorowych i regulatorowych jest przyczyng matych
roznic w poziomach ich transkryptu pomiedzy grupa komorek CD4+CD25- oraz
CD4+CD25+. Jednakze wystepujace roznice mogg wynikaé z obecnosci w grupie
komoérek CD4+CD25+ limfocytow T regulatorowych pozyskanych z wysickow
nowotworowych, mogacych wzmagac¢ aktywnos$¢ limfocytow Treg poprzez silniejszg
ekspresje receptora CD28. Ponadto, zaobserwowano znaczng korelacje¢ pomig¢dzy
wzrostem transkryptu genu CD28 i CTLA-4. Swiadczy to, iz w Tregs obecnych
w wysigkach oplucnowych stopien aktywacji byl powigzany z prezentowanymi przez
nie zdolno$ciami supresorowymi. Mozna podejrzewaé, iz w przypadku limfocytow
T efektorowych, gdzie receptory te pelnia funkcje antagonistyczne, powyzsza korelacja
miataby charakter negatywny.

Natomiast znaczne réznice w poziomie transkryptu wystepowaty pomiedzy
komoérkami CD4+CD25+ pozyskanymi z wysigkOw nowotworowych zawierajacych
komorki nowotworowe 1 nienowotworowych. W literaturze brak wynikow
analogicznych porownan. Wszystkie przeprowadzone do tej pory badania poziomu
transkryptu badz ekspresji biatka CD28 obejmowaty calg populacje limfocytow T krwi
obwodowej lub limfocyty T naciekajace tkanki obj¢te procesem nowotworzenia. \Wang
1 wsp. zbadali poziom mRNA czasteczki CD28 w roéznych grupach wiekowych wsrod
pacjentow chorych na NDRP, sugerujac wzrost ryzyka zachorowania wraz z wiekiem.
Obserwowany byt spadek poziomu transkryptu genu CD28, ktéremu towarzyszyt
wzrost poziomu transkryptu genu receptora apoptotycznego CD95. W tym badaniu
poziom mMRNA CD28 obwodowych limfocytoéw byt znacznie nizszy wsrdd starszych
pacjentow z NDRP w poréwnaniu do oséb zdrowych w tym samym przedziale
wiekowym oraz u 0sob starszych zdrowych w poréwnaniu z mtodymi zdrowymi [236].
ZespOt Pan’a otrzymal takie same wyniki na poziomie biatka [237]. Generalnie,
u pacjentow z NDRP wystepowat spadek mRNA CD28 i wzrost CD95, czyli spadata
aktywacja komorek T a wrzrastala ich apoptoza. Bylo to powigzane ze stopniem
zaawansowania choroby, stopniem zr6znicowania komoérek nowotworowych
I obecno$cig przerzutow W weztach chtonnych. Sugeruje to, ze poziomy transkryptu
CD28 i CD95 odgrywaja istotng role w rozwoju raka ptuca. Jako ze badanie to objgto
catkowitg populacje limfocytéw obwodowych, zaobserwowany spadek poziomu mRNA

oraz bialka CD28 byl najprawdopodobniej powigzany z utratg aktywnosci przez
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limfocyty T efektorowe, nie za$ regulatorowe, co szczeg6lnie u osoéb starszych moze
prowadzi¢ do ostabienia funkcji uktadu odpornosciowego i rozprzestrzenienia komoérek
nowotworowych [236].

Obserwacje te potwierdzil rowniez na poziomie biatka zesp6t Gruber'a
analizujac ekspresje receptora CD28 u pacjentek z rakiem piersi. Wykazal on jej spadek
wsrod obwodowych limfocytow T, szczegolnie cytotoksycznych CD3+ i CD8+, przy
jednoczesnym wzroscie ekspresji receptora CD95 w stosunku do grupy kontrolnej
[238].

Hoser i wsp. réwniez wykazali podniesiony odsetek CD95+ limfocytow CD4+
I CD8+ we krwi obwodowej pacjentow z NDRP w poréwnaniu do oséb zdrowych
[239]. Wedlug Walkera i wsp. [240] to wtasnie sygnat ptynacy z sygnalizacji Fas-FasL
prowadzi do szybkiego i znacznego spadku ekspresji receptora CD28 na limfocytach
T i nastepujacej apoptozy tych komorek.

Podobne wnioski wyciagnicto na podstawie badan przeprowadzonych na
pacjentach z rakiem jelita grubego. Analizujac poziom transkryptu genu CD28, Lee
1 wsp. wykazali jego istotny spadek wsrdd pacjentow nowotworowych w stosunku do
0sob zdrowych. Ponadto, zaobserwowali znacznie wyzszy stosunek ekspresji mRNA
genu CD28 do CTLA-4 w grupie pacjentow nowotworowych z zajeciem naczyn
chlonnych w poréwnaniu do pacjentow wolnych od przerzutdw, co w uzupetnieniu do
analizy immunohistochemicznej, mogtoby stanowi¢ narzedzie diagnozujace progresje
raka [218].

Kosmaczewska i wsp., prowadzac badania na pacjentkach z rakiem szyjki
macicy, potwierdzili te obserwacje na poziomie biatka zauwazajac, ze spadek ekspresji
receptora CD28 dotykat w szczegdlnosci komorki CD8+ [217].

Tak wiec stwierdzony przez wielu badaczy spadek poziomu transkryptu genu
CD28 i jego biatkowego produktu analizowany w catkowitej populacji limfocytow
T dotyczyl glownie limfocytow T efektorowych. Ewentualny wzrost poziomu
transkryptu CD28 w, stanowiacej maty procent catkowitej populacji komoérek T,
subpopulacji limfocytow T regulatorowych mogt nie wptywaé znaczaco na wynik.
Dane te sg zgodne z obecnym stanem wiedzy, wigzagcym stany nowotworowe ze
spadkiem aktywacji limfocytow T efektorowych i zniesieniem ich antynowotworowego
wplywu [72,241]. Nie neguja one jednak uzyskanych w przebiegu pracy doktorskiej
wynikow. Wyzszy poziom transkryptu genu receptora CD28 w grupie nowotworowe;j

swiadczy o wyzszym stopniu aktywacji komorek T regulatorowych w tym srodowisku
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w stosunku do nienowotworowego. Silna korelacja pomie¢dzy uzyskanym wzrostem
poziomu transkryptu genu CD28 i CTLA-4 zdaje si¢ potwierdza¢ powyzsza hipoteze,
swiadczac o zwigzku aktywacji limfocytow Treg z ich wzmozonymi funkcjami
supresorowymi. Dla odmiany, ta sama Kkorelacja obserwowana w grupie
nienowotworowe] byla stabsza, co moglo by¢ spowodowane nizsza aktywnoS$cia
limfocytéw Treg lub mniejszym ich odsetkiem w grupie komorek CD4+CD25+. W tym
ostatnim przypadku poziom mRNA receptora CTLA-4, ktorego glownym zrodltem sg
komorki CD4+CD25+FoxP3+ bytby nizszy w stosunku do poziomu mRNA receptora
CD28 wystepujacego takze na pozostaltych komorkach CD4+CD25+.

Wiadomo, ze GITR jest obecny na powierzchni limfocytow T regulatorowych
oraz w mniejszym stopniu rowniez na powierzchni naiwnych limfocytow T, gdzie jego
ekspresja wzrasta po ich aktywacji [25]. Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy
doktorskiej badania poziomu transkryptu genu GITR potwierdzity obecny stan wiedzy,
jako ze poziom jego mMRNA w komoérkach CD4+CD25+ w stosunku do komorek
CD4+CD25- byt $rednio 23-krotnie wyzszy (mediana 8-krotnie). Ponadto, wystgpowaty
istotne statystycznie korelacje pomiedzy wzrostem poziomu transkryptu genu GITR
a wzrostem poziomu transkryptu genéow FOXP3 oraz CTLA-4, réwniez powigzanych
z subpopulacja limfocytow T regulatorowych, wskazujac na znamienng jej obecno$é
wsréd pozyskanych komorek CD4+CD25+. Podobnie jak w przypadku czasteczki
CTLA-4, obecnos¢ transkryptu genu GITR w grupie komorek CD4+CD25- moze by¢
spowodowana ich stanem aktywacji.

Wysoki poziom ekspresji GITR na powierzchni niestymulowanych limfocytow
Treg sugeruje jego istotny udziat w funkcjonowaniu tych komorek, jednakze jego rola
budzi kontrowersje. Cze$¢ badaczy opowiada si¢ za teorig o stymulujacym wptywie
receptora GITR na proliferacj¢ 1 funkcje supresorowe limfocytow Treg. Liao 1 wsp.
wykazali, iz oddziatywanie receptora GITR z jego ligandem — GITR-L, wybidérczo
stymuluje ekspansj¢ limfocytow Treg z zachowaniem ich funkcji supresorowych,
zarbwno w warunkach in vitro jak i in vivo, co mogloby by¢ wykorzystane do
wzbudzania tolerancji [105]. Podobne obserwacje zostaty poczynione przez zespo6t van
Olffen’a, ktory wykazat, ze GITR jest molekulg stymulujaca proliferacj¢ zaréwno
limfocytow T regulatorowych, jak i T efektorowych in vivo [108]. Levings z kolei
pokazal, ze stymulacja receptora GITR przeciwcialem monoklonalnym lub ligandem,
mimo ze nie aktywowata limfocytow Treg, nie znosita réwniez ich funkcji

supresorowych [242]. Podkreslono jednak, ze wystepuja zasadnicze roznice w efekcie
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jaki wywoluje stymulacja GITR-GITR-L pomigdzy ludzkim i mysim systemem
odporno$ciowym, jako ze ludzki GITR-L nie znosi supresorowych funkcji Tregs,
w przeciwienstwie do mysiego [110].

W literaturze brak doniesien na temat pomiarow poziomu transkryptu genu
GITR wsrod pacjentow nowotworowych. Dostepne dotycza gtéwnie schorzen o podiozu
autoimmunologicznym. Zarowno Luczynski i wsp. analizujgc limfocyty Treg u dzieci
z cukrzycg typu I [243], jak i Ramirez i wsp. [244] analizujgc limfocyty T u pacjentow
z wywotlanymi infekcjg  wirusa HTLV-1  neurologicznymi  zjawiskami
autoimmunologicznymi, wykazali obnizony poziom mRNA genu GITR w stosunku do
obejmujacej osoby zdrowe grupy kontrolnej. Poniewaz u pacjentow z chorobami
autoimmunologicznymi dochodzi do uposledzenia funkcji badZz spadku liczebnosci
limfocytow T regulatorowych, niski poziomu transkryptu genu GITR wydaje si¢ by¢
uzasadniony.

Natomiast uzyskane w przebiegu pracy doktorskiej wyniki badan prowadzonych
na grupie pacjentdw nowotworowych, wykazaly wzrost poziomu transkryptu genu
GITR w grupie komoérek CD4+CD25+ pozyskanych z wysigkow nowotworowych
zawierajacych komoérki nowotworowe w stosunku do nienowotworowych. Réznica ta
jednakze nie byla istotna statystycznie ze wzgledu na szeroki zakres uzyskanych
wynikéw. Niemniej jednak, wyzszy poziom mRNA genu GITR u pacjentow
nowotworowych, podobnie jak w przypadku pozostatych analizowanych genoéw, moze
swiadczy¢ o wigkszej aktywnosci inhibitorowej komorek Treg w mikrosrodowisku
nowotworu lub, co pozostaje zgodne w wczesniejszymi badaniami, o wyzszym odsetku
komorek Treg CD4+CD25+FoxP3+ wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
z wysigkdw nowotworowych. W grupie nowotworowej korelacje pomiedzy wzrostem
poziomu transkryptu genu GITR i wzrostem poziomu transkryptu genéw FOXP3
i CTLA-4 byly analogiczne do tych wystepujacych w calej grupie komorek
CD4+CD25+. Swiadczy to prawdopodobnie o duzym udziale komorek z koekspresja
czynnika transkrypcyjnego FoxP3 oraz receptorow CTLA-4 1 GITR w grupie wysigkow
nowotworowych. Natomiast w grupie wysiekdw nienowotworowych nie stwierdzono
powyzszych korelacji. Wytlumaczeniem tej sytuacji wydaje si¢ by¢ nizszy odsetek
komorek CD4+CD25+FoxP3+ w grupie komorek CD4+CD25+. Zatem na skutek
spadku liczebnosci komorek Treg poziom transkryptu genu FOXP3 w grupie komorek
CD4+CD25+ uleglby znaczniejszemu obnizeniu niz poziom transkryptu genow GITR

i CTLA-4, jako ze obie czgsteczki mogg wystepowaé roéwniez na powierzchni
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aktywowanych limfocytow T efektorowych, stanowigcych pewien procent komorek
CD4+CD25+. W zwiagzku z powyzszym, zaskakujacy jest brak korelacji pomiedzy
poziomem mRNA gendéw GITR i CTLA-4.

Powyzsza interpretacja wynikdw, oparta na teorii o pozytywnym wplywie
oddziatywan GITR-GITR-L na supresorowe funkcje Tregs, wymaga potwierdzenia na
poziomie biatka. Przemawia za nig rowniez spostrzezenie Baltz i wsp., iz GITR-L jest
obecny na powierzchni wigkszosci komorek linii nowotworowych, w tym raka ptuca
[245]. Obserwacje te potwierdzity kolejno analizy przeprowadzone na nowotworach
okreznicy, odbytu i zoladka z zastosowaniem cytometrii przeptywowej, qRT-PCR oraz
technik immunohistochemicznych. Zatem wspotwystepowanie limfocytow Treg
i komorek nowotworowych w  mikrosrodowisku nowotworu  sprzyjatoby
oddziatywaniom GITR na powierzchni limfocytow Treg z GITR-L na powierzchni
komoérek nowotworowych i tym samym wzmocnieniu supresorowych wlasciwosci
Tregs. Ponadto, obecno$¢ GITR-L na powierzchni komoérek nowotworowych
powigzano ze wzrostem produkcji cytokiny immunosupresyjnej TGF-B przez te
komorki [245], co mogloby dalej prowadzi¢ do ekspansji Tregs. W ten sposob
mikrosrodowisko nowotworu mogloby ostabia¢ antynowotworowa odpowiedz uktadu
immunologicznego. Jednakze Cho i wsp., powigzali obecnos¢ GITR-L na powierzchni
komorek nowotworowych ze wzrostem infiltracji limfocytow T CD8+
w mikrosrodowisku nowotworu [246], co $wiadczytoby, iz oddziatywania GITR-L na
powierzchni komorek nowotworowych z receptorem GITR na powierzchni
aktywowanych limfocytow T CDS8+ sprzyja ich proliferacji 1 wzrostowi opornosci na
supresje ze strony Tregs [107,109,247,248], przyczyniajac si¢ tym samym do
wzmocnienia odpowiedzi antynowotworowe;j.

W przeciwienstwie do przytoczonych powyzej danych stoja liczne doniesienia,
moéwigce o negatywnym wplywie receptora GITR na zdolnosci supresorowe Tregs
[25,106,248-251]. Wskazujg na to obserwacje pokazujace, iz stymulacja receptora
GITR znosi funkcje supresorowe Tregs wzgledem limfocytow CD4+CD25- in vitro
oraz tolerancj¢ immunologiczng wzgledem komoérek rakowych in  vivo
[25,106,107,109,247,252]. Dowiedziono tego w eksperymentach opartych na hodowli
komorek T regulatorowych, T efektorowych oraz prezentujacych antygen, w ktorych
dodatek przeciwciata anty-GITR (DTA-1) lub rozpuszczalnego GITR-L obnizat
supresorowe funkcje Tregs [25,106,253]. Ten sam efekt zostal zaobserwowany przez

zespOt [107] po zastosowaniu linii komorkowej z ekspresja GITR-L. Zatem obecnos¢
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komoérek T GITR+ chroni przed zjawiskami autoimmunologicznymi, podczas gdy
stymulacja GITR prowadzi do IBD [253] a w mysim modelu transplantacyjnym do
ostrego odrzutu przeszczepu [254]. Réwniez Kim i wsp. uwazajg, iz ekspresja GITR-L
na powierzchni APC tydzien po przeszczepie skory jest przyczyng inaktywacji Tregs
I odrzutu przeszczepu [251].

Badania ex vivo wykazaty zréznicowany poziom ekspresji receptora GITR na
powierzchni limfocytow T w zaleznoSci od stadium choroby. Podwyzszony poziom
ekspresji GITR na powierzchni komorek CD4+CD25+ u pacjentow z ziarniniakiem
Wegenera korelowal z aktywnoscig choroby [255]. Natomiast obserwowany w toczniu
rumieniowatym uktadowym podwyzszony poziom ekspresji GITR u pacjentow
z aktywna postacig choroby w stosunku do formy nieaktywnej, moze $wiadczy¢
o wzmozonej aktywacji komorek T efektorowych i ich niewrazliwos$ci na supresorowy
wplyw Tregs [256]. Podobnie, w efekcie stymulacji receptora GITR na powierzchni
CD4+ komorek T u nosicieli wirusa HIV, produkcja one wiecej TNF-o oraz INF-y oraz
wzrasta ich oporno$¢ na apoptoze [257].

Nie zostalo jednak jednoznacznie okre§lone, czy przetamanie tolerancji
immunologicznej bedace efektem sygnalizacji GITR-GITR-L jest spowodowane
uposledzeniem funkcji supresorowych Tregs [25], stymulacjg oraz ucieczka limfocytow
T efektorowych spod kontroli Tregs [107], czy tez kombinacjg obu tych zjawisk
[109,258,259]. Najbardziej prawdopodobny wydaje si¢ zatem wariant mowigcy, iz
ekspresja GITR oraz GITR-L oraz jej wptyw na aktywnos$¢ limfocytow T zalezy od
stadium aktywacji komorek oraz fazy odpowiedzi immunologicznej. Tak wigc,
interakcja GITR-GITR-L na wczesnym etapie odpowiedzi immunologicznej
przyczyniataby si¢ do aktywacji limfocytow T efektorowych a na pozniejszych do jej
wygaszania poprzez stymulowanie supresorowych funkcji Tregs wzglgdem limfocytow
T efektorowych [258].

Przeprowadzone w przebiegu obecnej pracy pomiary poziomu transkryptu
genéw FOXP3, CD28, CTLA-4 oraz GITR, byty pierwszymi przeprowadzonymi na
nowotworowych 1 nienowotworowych wysiekach oplucnowych. Uzupeiniaja one
obecny stan wiedzy o lepsze zrozumienie mechanizméw aktywacji Tregs indukowanej
przez mikrosrodowisko nowotworu i ich wptywu na odpowiedz antynowotworow3.
Moze to stanowi¢ istotny kierunek rozwoju innowacyjnych immunoterapii
nowotworow. Nadrzgdnym celem jest okreslenie procedur selektywnie przelamujacych

tolerowanie guza z udzialem TregS, bez eliminacji tolerancji na wlasne antygeny.
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Charakterystyczne dla Tregs czasteczki FoxP3, CTLA-4 oraz GITR, w powigzaniu
z pelnionymi przez Tregs funkcjami supresorowymi sg potencjalnym celem takich
terapii, bez wzgledu na fakt, czy inhibicja wymienionych czasteczek prowadzi do
obnizenia aktywnos$ci Tregs, czy tez wzrostu aktywnosci limfocytow T efektorowych
oraz ich opornosci na inhibicje. Uzasadnione wydaje si¢ taczenie podejs$é
przetamujacych supresj¢ Tregs i tolarancj¢ nowotworu, pamigtajac, ze skutecznos¢ tych
terapii jest zalezna od wielu czynnikoéw, tj. rodzaju i1 agresywnos$ci howotworu, czasu
aplikacji, warunkow panujacych w mikrosrodowisku nowotworu, fazy odpowiedzi

immunologicznej czy rodzaju modelu (ludzki, mysi) [260].
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WNIOSKI

1. Mikrosrodowisko nowotworowego wysieku optucnowego ogranicza wydolnos¢
uktadu odpornosciowego na drodze kreowania populacji komorek

T regulatorowych

2. Nie udato si¢ wykaza¢ udziatu TGF-p w tym procesie

3. Wyzszy wzgledny poziom transkryptu gendéw czasteczek warunkujacych funkcje
komorek T regulatorowych w nowotworowych wysigkach optucnowych

w stosunku do nienowotworowych $wiadczy o nasileniu wiasciwosci

supresorowych tych komoérek w mikrosrodowisku nowotworu.
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Tab.

Tab.

Tab.
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Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10.

11.

12.

13.

14.

Zestawienie przebadanych wysigkow.

Charakterystyka przeciwciat uzytych do oceny cytometrycznej komorek
T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+.

Szczegdtowy skiad zestawu Human Treg Flow™ Kit (FOXP3 Alexa
Fluor® 488/CD4 PE-Cy5/CD25 PE), (320401, BioLegend®, USA).
Odczynniki nie zawarte w zestawie Human Treg Flow™ Kit (FOXP3
Alexa Fluor® 488/CD4 PE-Cy5/CD25 PE, BioLegend®, USA).
Szczegolowy sktad zestawu Quantikine® Human TGF-B1 (DB100B,
R&D Systems®, USA).

Odczynniki niezawarte w zestawie Quantikine® Human TGF-p1 (R&D
Systems®, USA).

Szczegotowy sklad zestawu CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation
Kit, human (130-091-301, Miltenyi Biotec, Niemcy).

Odczynniki niezawarte w zestawie CD4+CD25+ Regulatory T Cell
Isolation Kit human (Miltenyi Biotec, Niemcy).

Sktad zestawu TRIzol® Plus RNA Purification System (12183555, Life
Technologies, USA).

Odczynniki niezawarte w zestawie TRIzol® Plus RNA Purification
System (Life Technologies, USA).

Sktad zestawu Transcriptor First Stand cDNA Synthesis Kit
(04896866001, Roche Diagnostics, Niemcy).

Sktad zestawu Light Cycer 480° Probes Master (04707494001, Roche
Diagnostics, Niemcy).

Odczynniki niezawarte w zestawie Light Cycer 480® Probes Master
(Roche Diagnostics, Niemcy).

Wartosci wspotczynnika korelacji Spearmana okreslajace zaleznosSci
pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu poszczegdlnych
gendw wséréd komoérek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich

wysiekow oplucnowych.
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Warto$ci wspotczynnika korelacji Spearmana okre$lajace zalezno$ci
pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu poszczego6lnych
genow wsrod komoérek CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych
wysiekow oplucnowych zawierajagcych komorki nowotworowe.

Wartosci wspodtczynnika korelacji Spearmana okreslajace zaleznoS$ci
pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu poszczego6lnych
genow wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych z nienowotworowych

wysiekow oplucnowych.

Obraz immunofenotypowy komoérek wysigku optucnowego.

Schemat roznicowania komorek CD4+ w gltowne subpopulacje
limfocytow T regulatorowych oraz limfocyty T efektorowe.

Przebieg supresji limfocytow T efektorowych na drodze oddzialywan
CTLA-4/B7.

Obraz cytologiczny jednego z badanych nowotworowych wysigkéw
optucnowych.

Przyktad oceny odsetka komoérek T regulatorowych wsrod limfocytow
wysigku optucnowego.

Ocena produktu izolacji komoérek CD4+CD25+. A, B — ex vivo;
C, D — po izolacji.

Obraz reakcji Real-Time PCR, krzywe reakcji amplifikacji genu CD28
wraz z kontrolg negatywna reakcji (H20).

Poréwnanie odsetka limfocytow Treg pomigdzy grupami wysiekoéw
optucnowych.

Poréwnanie st¢zen TGF-B1 pomiedzy grupami wysigkow oplucnowych.
Wzgledny poziom transkryptu genéw FOXP3, CD28, GITR oraz CTLA-4
w grupie komorek CD4+CD25+ w stosunku do grupy komorek
CD4+CD25-.

Wzgledny poziom transkryptu genu FOXP3 w komodrkach CD4+CD25+
pozyskanych z wysiekdw nowotworowych zawierajagcych komorki
nowotworowe i wysiekow nienowotworowych.

Wzgledny poziom transkryptu genu CTLA-4 w komorkach CD4+CD25+
pozyskanych z wysigkdw nowotworowych zawierajacych komorki

nowotworowe i wysiekow nienowotworowych.
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Poziom transkryptu genu CD28 w komoérkach CD4+CD25+ pozyskanych
z wysigkow nowotworowych zawierajacych komoérki nowotworowe
i wysiekow nienowotworowych.

Wzgledny poziom transkryptu genu GITR w komoérkach CD4+CD25+
pozyskanych z wysigkdw nowotworowych zawierajacych komorki
nowotworowe i wysieckow nienowotworowych.

Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
FOXP3 i CD28 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
ze wszystkich wysiekow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
FOXP3 i GITR wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich
wysigkow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
FOXP3 i CTLA-4 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
ze wszystkich wysiekow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
CD28 i GITR wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych ze wszystkich
wysigkow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
CD28 i CTLA-4 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
ze wszystkich wysiekow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
GITR i CTLA-4 wsérod komoérek CD4+CD25+ pozyskanych
ze wszystkich wysiekow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
FOXP3 i CD28 wsréd komorek CD4+CD25+ pozyskanych
z nowotworowych wysiekow oplucnowych zawierajacych komorki
nowotworowe.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
FOXP3 i GITR wsréd komoérek CD4+CD25+ pozyskanych
z nowotworowych wysiekow oplucnowych zawierajacych komorki
nowotworowe.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu

FOXP3 i CTLA-4 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
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z nowotworowych wysickow oplucnowych zawierajacych komorki
nowotworowe.

Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
CD28 i GITR wéréd komoérek CD4+CD25+  pozyskanych
z nowotworowych wysickow oplucnowych zawierajacych komorki
nowotworowe.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
CD28 i CTLA-4 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
z nowotworowych wysickow oplucnowych zawierajacych komorki
nowotworowe.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
GITR i CTLA-4 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
z nowotworowych wysiekéw oplucnowych zawierajacych komorki
nowotworowe.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu ranskryptu genu
FOXP3 i CD28 wsrod komoérek CD4+CD25+ pozyskanych
z nienowotworowych wysiekow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
FOXP3 i GITR wsérdd komoérek CD4+CD25+ pozyskanych
z nienowotworowych wysiekow optucnowych.

Korelacja pomiedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
FOXP3 i CTLA-4 wsrod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
z nienowotworowych wysiekow oplucnowych.

Korelacja pomigedzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
CD28 i GITR wsérod komoérek CD4+CD25+  pozyskanych
z nienowotworowych wysigkéw optucnowych.

Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
CD28 i CTLA-4 wsérod komorek CD4+CD25+ pozyskanych
z nienowotworowych wysiekow optucnowych.

Korelacja pomigdzy wzrostem wzglednego poziomu transkryptu genu
GITR i CTLA-4 wsérod komoérek CD4+CD25+ pozyskanych

z nienowotworowych wysiekow optucnowych.
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Komoérki T regulatorowe (Tregs) stanowig matg populacje (5-10%)
obwodowych limfocytow T CD4+. Charakteryzuja si¢ one obecnoscig czasteczek
powierzchniowych CD4, CD25, CTLA-4, GITR oraz czynnika transkrypcyjnego
FoxP3. Sposrdd nich FoxP3 wydaje sie by¢ najbardziej wiarygodnym markerem, jako
ze jego obecnos$¢ warunkuje ich rozwdj i funkcje. Gtowna rolg Tregs jest hamowanie
aktywnosci komorek uktadu odpornosciowego i indukowanie tolerancji obwodowe;j.
Zaburzenia czynnosciowe i iloSciowe Tregs przyczyniaja si¢ do rozwoju chorob
nowotworowych, infekcyjnych, autoimmunizacyjnych, alergii czy odrzucen
przeszczepow.

Tregs powstajg gtownie w grasicy, ale rowniez na obwodzie. Sugeruje si¢, ze
TGF-B jest zaangazowany w ten proces, indukujac powstawanie FoxP3+ Tregs z ich
naiwnych prekursoréw. Ponadto, aktywnos$¢ i1 funkcje Tregs sa wynikiem zaleznosci
wystepujacych pomigdzy CTLA-4, CD28 oraz GITR, jako Ze wplywaja one na
zdolnoséci stymulacyjne komoérek prezentujacych antygen (APC). Tregs na drodze
supresji moga skutecznie hamowac¢ odpowiedZ przeciwnowotworowa. Mozliwos¢
kontroli supresorowych funkcji Tregs lub/oraz ich liczebnosci w mikrosrodowisku
nowotworu jest obiecujacym podejsciem terapeutycznym w leczeniu nowotworow.

Okreslono odsetek Tregs, stezenie TGF-B oraz wzgledny poziom transkryptu
genow FOXP3, CTLA-4, CD28 oraz GITR w nowotworowych i nienowotworowych
wysigkach optucnowych. Odsetek Tregs, okreslony na podstawie ekspresji czasteczek
CD4, C25 oraz FoxP3, zostal zmierzony metoda cytometrii przeptywowej. Stezenie
TGF-B okreslono technikg ELISA a wzgledny poziom transkryptu badanych genéw
reakcja Real-Time PCR z zastosowaniem sond hydrolizujacych typu TagMan.

Wykazano istotny statystycznie wzrost odsetka Tregs w nowotworowych
wysiekach optucnowych zawierajacych komorki nowotworowe w porownaniu
z wysieckami nienowotworowymi, w nowotworowych wysiekach oplucnowych bez
komorek nowotworowych w porownaniu z wysiekami nienowotworowymi oraz
pomiedzy sumag wysigkow nowotworowych a wysigkami nienowotworowymi. Nie
wykazano roznicy istotnej statystycznie pomig¢dzy grupami wysigkOw nowotworowych.
Stezenie TGF-p w badanych $rodowiskach bylo poréwnywalne i nie wykazano

korelacji pomiedzy nim a odsetkiem Tregs. Wzgledny poziom transkryptu gendéw
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FOXP3, CTLA-4, CD28 oraz GITR byt wyzszy w grupie komoérek CD4+CD25+
w stosunku do komoérek CD4+CD25-. Wzgledny poziom transkryptu genow FOXP3,
CTLA-4 oraz CD28 byt istotnie statystycznie wyzszy w komodrkach CD4+CD25+
pozyskanych z wysigkéw nowotworowych w porownaniu z komorkami CD4+CD25+
pozyskanymi z wysigkow nienowotworowych. Wystepowaty korelacje pomigdzy
wzrostami wzglednych poziomoéw transkryptu badanych gendéw z wyjatkiem genu
GITR i CD28 w grupie wszystkich komorek CD4+CD25+ oraz grupie komorek
CD4+CD25+ pozyskanych z nowotworowych wysiekoéw optucnowych. W grupie
komorek CD4+CD25+ pozyskanych z wysigkow nienowotworowych nie wystepowaty
korelacje pomigdzy genem GITR a pozostatymi genami.

Wyzszy odsetek Tregs 1 wyzszy wzgledny poziom transkryptu genow
kodujacych czasteczki bedace gldéwnymi regulatorami aktywno$ci i funkcji Tregs
(szczegolnie FOXP3, CD28 i CTLA-4) w wysigckach nowotworowych w poroéwnaniu
z nienowotworowymi sugeruje, ze komorki te pelnig istotng role w regulacji

odpowiedzi immunologicznej w mikrosrodowisku nowotworu.
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SUMMARY

SUMMARY

Regulatory T cells (Tregs) are a small subset (5-10%) of the overall CD4+ T cell
population. They are characterized mainly by the expression of CD4, CD25, CTLA-4,
GITR surface molecules and FoxP3 transcription factor. Among them FoxP3 seems to
be the most relevant marker, as its presence is required for Tregs development and
function. Tregs can profoundly suppress host immune responses and induce
self-tolerance. Thus, functional and quantitative imbalance of Tregs can cause
numerous lesions including cancers, allergies, autoimmune, transplantation and
infectious diseases.

Tregs differentiate mainly in the thymus, but this process occurs also in the
periphery. It is suggested that TGF-f is involved in this process, inducing differentiation
of FoxP3+ Tregs from naive precursors. Furthermore, relationships between CTLA-4,
CD28 and GITR are responsible for Tregs activity and function as they influence
antigen presenting cells (APC) stimulatory capacity. Tregs using their suppressive
mechanism can efficiently inhibit anticancer response, leading to immune tolerance of
tumor cells. Thus, the ability to control the suppressive function or/and number of Tregs
in the cancer microenvironment has a promising therapeutic approach.

The percentage of Tregs, level of TGF-B and relative level of FOXP3, CTLA-4,
CD28 and GITR genes transcripts in malignant and non-malignant pleural effusions
were measured. The percentage of Tregs; as defined (CD4+CD25""FoxP3+); was
determined by means of multicolor flow cytometry system. TGF-B level was defined
using human TGF-B1 ELISA kit. Relative level of studied genes transcripts was
measured by Real-Time PCR with a use of hydrolysis TagMan probes.

Statistically significant increase in percentage of Tregs was found in malignant
pleural effusions containing malignant cells comparing to non-malignant, malignant
pleural effusions without malignant cells comparing to non-malignant and in both
groups of malignant effusions comparing to non-malignant. However levels of TGF-$
in all analyzed groups were comparable and no correlation was observed between
concentration of TGF-f and percentage of Tregs. Relative levels of FOXP3, CTLA-4,
CD28 and GITR genes transcripts were higher in CD4+CD25+ cells comparing to
CD4+CD25-. Relative level of FOXP3, CTLA-4 and CD28 genes transcripts was
significantly higher in CD4+CD25+ cells from malignant pleural effusions comparing
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to non-malignant. There were correlations between levels of all genes transcripts except
GITR and CD28 in a whole group of CD4+CD25+ cells and CD4+CD25+ cells from
malignant pleural effusions. There were no correlations between GITR and any other
gene among CD4+CD25+ cells from non-malignant pleural effusions.

Higher level of Tregs and higher relative transcripts level of genes coding
molecules which are key players in activity and suppressive function of Tregs
(especially FOXP3 and CTLA-4) in malignant pleural effusions as compared to

non-malignant, imply theirs essential role in cancer immunosuppressive mechanism.
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