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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW
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1 STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byto okreslenie struktury i funkcji czynnika supresyjnego, tzw.
OX-TsF, wydzielanego przez limfocyty T i wykazujgcego zdolno$¢ zahamowania
reakcji nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon u myszy szczepu CBA/J.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze funkcjonalnie aktywng skfadowg OX-TsF,
uwalniang przez limfocyty supresyjne CD8, jest regulacyjny RNA. Aktywnosé
regulacyjna OX-TsF wykazywana jest w jego ekstrakcie DNA/RNA znad hodowli
limfocytow supresyjnych oraz w czystej frakcji RNA. Regulacyjng funkcje
poszczegolnych form OX-TsF charakteryzuje efekt dawki. Badany czynnik wykazuje
ponadto wrazliwos¢ na dziatanie RNazy A, a jego rozdziat na zelu agarozowym
dowodzi, ze frakcja rybonukleinowa zawiera odcinki o dtugosci pomiedzy 10 a 90
nukleotydow.

W pracy wykazano, ze OX-TsF wydzielany jest do nadsaczu hodowli limfocytow
supresyjnych w postaci egzosomow. Stanowig one mechanizm transportujgcy
supresyjne RNA od komoérek regulacyjnych do efektorowych, a biona
mikropecherzyka zapewnia miejsca wigzgace fragmenty przeciwciat, warunkujgcych
dostarczenie sygnatu w sposdb antygenowo specyficzny do $cisle okreslonej
komorki efektorowej. Fragmenty te produkowane sg przez limfocyty B1, indukowane
w momencie naskdérnego uczulenia haptenem.

Wywotanie supresji przez OX-TsF nie wymaga sygnalizacji przez uktad zgodnoSci
tkankowej i zachodzi¢ moze na drodze indukcji apoptozy komorek efektorowych
nadwrazliwosci kontaktowe;j.

Rozszerzeniem zatozeh pracy doktorskiej sgq przywotane w dyskusji jeszcze nie
opublikowane wyniki uzyskane przez zespdt dra hab. Krzysztofa Bryniarskiego.
Obejmujg one badania na myszach knock-out, definiujgce komponenty: supresyjng
oraz antygenowo-specyficzng czynnikéw supresyjnych limfocytéow T.

Efekt regulacyjny mediowany przez OX-TsF obserwowany jest w mysim modelu
nadwrazliwosci kontaktowej, stuzgcym do oceny funkcji limfocytow T. Wydaje sie
prawdopodobnym, ze supresyjna funkcja badanego przez nas czynnika moze by¢ w
przysztosci wykorzystana w terapii schorzen, ktérych patogeneza zwigzana jest z

zaburzong funkcjg limfocytow T efektorowych.



2 ABSTRACT

The aim of this study was to define the structure and function of a suppressor factor
(OX-TsF), released by T lymphocytes and possessing an ability to inhibit the contact
hypersensitivity response to oxazolone in CBA/J mice.

The experiments performed revealed that the active compound of OX-TsF, secreted
by suppressive CD8" lymphocytes, belongs to the family of short regulatory RNAs.
The function of OX-TsF was observed in both phenol-chloroform extract from
supernatants of Ts cultures and chromatographically purified RNA fraction of the
tested factor. Additionally, dose-response relation was shown to be a characteristic of
OX-TsF action. The tested factor was sensitive to RNase treatment, and its
electrophoresis on agarose gel proves that the RNA fraction comprises particles of
the size of 10-90 nucleotides.

This work gives evidence for the exosomal mechanism of OX-TsF release by T
lymphocytes into the culture supernatants. Not only do the exosomes transport the
factor from regulatory to effector cells, but also provide the joint sites for the antibody
fragments, which in turn enable the antigen-specific delivery of the suppressive
signal. The antibody fragments are the second subfactor of OX-TsF, produced by B1
lymphocytes induced by skin sensitization with the tested hapten, oxazolone, and
accounting for the antigen specific action of the factor.

OX-TsF mediates suppression of the contact hypersensitivity in non-MHC-restricted
way and its function may tentatively involve the apoptosis of the effector cells.

The topic of this thesis is extended in the latest work by Krzysztof Bryniarski. The
reference to the unpublished results of the experiments of his group on gene knock-
out mice can be found in the discussion and provides further insights into the nature
of the compounds of antigen-specific T-cell suppressor factors.

In this work the regulatory role of OX-TsF is tested in the murine model of contact
hypersensitivity, which is widely used as a tool to examine function of T lymphocytes.
It seems likely that the observed suppressive effect in the future may be used in a
therapeutic approach to the diseases which result from the impaired function of

effector T cells.



3 WSTEP

Komorki uktadu immunologicznego chronig ustréj przed wielorakimi patogenami

- atakujgcymi organizm przez tzw. wrota zakazenia (uktad oddechowy, pokarmowy,
uszkodzona skora i sluzowki) a nastepnie szerzacymi sie w ustroju zewnatrz- i
wewnatrzkomorkowo, oraz odgrywajg role w kontroli komérek réznigcych sie w
zakresie antygenow MHC od komorek ustroju. Niezbednym warunkiem tej ochrony
jest istnienie mechanizmow umozliwiajgcych prawidtowe odréznienie czynnikow
infekcyjnych i komorek obcych (prowadzace do odpowiedzi odpornosciowej) od
czynnikbw nieszkodliwych i komorek wiasnych (prowadzace do tolerancji).
Zaznaczyc trzeba, ze jako obce rozpoznawane sg takze komaérki wiasne, ktére ulegty
transformacji nowotworowej oraz nieprawidtowo dobrane przeszczepy, niezgodne
pod wzgledem antygenbw MHC. W kazdy ze wspomnianych procesow
zaangazowane sg odmienne typy komorek, spetniajgce swe funkcje za
posrednictwem wyspecjalizowanych mechanizméw. Mechanizmy te sklasyfikowaé
mozna jako wrodzone, oparte na szybkiej i nieswoistej reakcji komorek tzw.
pierwszej linii obrony (monocyty/makrofagi, neutrofile, limfocyty ILL) oraz nabyte,
precyzyjnie ukierunkowane i ztozone reakcje wynikajace z interakcji wielu typow
komérek i mediowane przez swoiste antygenowo limfocyty. Limfocyty sg najbardziej
zréznicowang populacjg komérek uktadu immunologicznego. W zaleznosci od
fenotypu komodrek, w obrebie limfocytbw wyrdznia sie szereg subpopulacii.
Poszczegdlne subpopulacje réznig sie tez zakresem petnionych funkcji. Niektére z
nich spetniajg role efektorowg (Tef, B), bezposrednio reagujgc na czastke
immunogenng, inne za posrednictwem wydzielanych cytokin sterujg aktywnoscig
wiasciwych komorek wykonawczych odpowiedzi immunologicznej. Kolejng grupe
stanowig limfocyty regulacyjne, ktére dzieli sie na supresyjne (Ts) i kontrasupresyjne
(Tes), a efektem ich kooperacji jest optymalizacja odpowiedzi odpornosciowej (Ryc.
3.1).
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Podziat limfocytow ze wzgledu na petnione funkcje

Limfocyty T o receptorze antygenowym TCR1 (yd), limfocyty NKT wyposazone w
TCR2 (ap) o waskiej swoistosci i markery komérek NK oraz limfocyty B1 nalezg do
wspomnianej powyzej grupy limfocytow odpowiedzi nieswoistej (ILL) []. Wszystkie te
populacje zaangazowane sg w poczatkowe stadia odpowiedzi odpornosciowe;.
Wykorzystujg one mechanizmy wiasciwe dla wyspecjalizowanych limfocytow T i B
(cytotoksyczno$¢ komoédrkowa, produkcja przeciwciat), aczkolwiek skierowane
nieswoiscie przeciw grupom antygendéw, np. polisacharydom bakteryjnym, biatkom
szoku cieplnego, antygenom komoérkowym zmienionym podczas transformacji
nowotworowej. Obok udzialu ILL we wspomaganiu szybkiej odpowiedzi
immunologicznej o niskiej swoistosci podkreslic nalezy ich funkcje w regulacji

odpowiedzi adoptywnej, zaréwno na drodze supresji jak i kontrasupresji.



3.1 LIMFOCYTY T

3.1.1 MECHANIZMY DZIALANIA EFEKTOROWYCH LIMFOCYTOW T
Reakcje odpornosciowe mediowane przez limfocyty T okresla sie mianem
odpowiedzi komoérkowej. Obejmuje ona reakcje nadwrazliwosci typu péznego (DTH),
w klasycznej formie zwigzane z Th1 CD4", oraz reakcje cytotoksyczne limfocytéw Tc
CD8" lub rzadziej CD4" [2]. Faza indukcji odpowiedzi komérkowej zachodzi w strefie
przykorowej weztow chtonnych potozonych w rejonie miejsca kontaktu z antygenem.
Swoisty receptor TCR naiwnych limfocytéw T rozpoznaje antygen prezentowany w
kontekscie MHC odpowiedniej klasy przez komodrki APC. Najefektywniejszymi
komérkami prezentujgcymi antygen sa komorki dendrytyczne, wykazujgce
konstytutywng ekspresje zarowno MHCI, jak i MHC II. Jako APC funkcjonowa¢ moga
takze makrofagi, zdolne do prezentacji antygenéw sfagocytowanych drobnoustrojow
oraz limfocyty B, prezentujgce antygeny spinocytowane za posrednictwem swoistych
BCR. Do efektywnego rozpoznania antygenu niezbedne jest stabilne potgczenie
komoérek, osiggane z udziatem molekut adhezyjnych (ICAM-1 i ICAM-2 komorki APC
oddziatujg z LFA-1 limfocyta T, a CD2 limfocyta T z LFA-3 APC) i wspomagane
przez wspotrozpoznanie MHC przez kooperujgce limfocyty (MHCIlI w przypadku
limfocytéw CD4*, MHCI przez limfocyty CD8"). Kolejnym niezbednym sygnatem jest
rozpoznanie patogennosci budowy antygenu, prowadzace do ekspresji molekut B7.1
(CD80) i B7.2 (CD86) na komodrkach APC, przekazujacych nastepnie sygnat
kostymulacji limfocytom T za posrednictwem ich receptorébw CD28, przy czym
limfocyty T CD8" wymagajg silniejszego sygnatu niz Th1 CD4". Ostatnim
komponentem jest srodowisko cytokinowe, warunkujgce typ wytwarzanej odpowiedzi
immunologicznej. W wyniku wymienionych proceséw dochodzi do aktywaciji
odpowiednich limfocytow efektorowych i wytworzenia limfocytéw pamieci.

Faza efektorowa odpowiedzi komoérkowej to reakcja uczulonych limfocytéw na
powtodrnie napotkany swoisty antygen. W przypadku limfocytéw efektorowych Th1
nastepuje ona w zakazonej tkance, do ktérej komorki te migrujg z naczyn
krwionosnych w odpowiedzi na sygnat chemokinowy. Antygen prezentowany jest
limfocytom efektorowym Th1 w kontekscie MHC klasy Il przez makrofagi, ktére nie
sg zdolne samodzielnie wyeliminowa¢ patogenu, m.in. w przypadku
wewnatrzkomoérkowych zakazen bakteryjnych jak Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae czy Leishmania donovani. Celem interakcji tych komorek jest

zwiekszenie zdolno$ci makrofagdbw do wewnatrzkomorkowego  zabijania



drobnoustrojéw. Ponadto nasileniu ulega migracja fagocytéw do miejsca zakazenia.
Aktywacja makrofagéw jest stymulowana wydzielanym przez Th1 interferonem
gamma oraz oddziatywaniem receptorowym pomiedzy CD40L (CD154) na
komérkach T a CD40 na makrofagach.

Natomiast antygenowo-swoisty receptor TCR efektorowego limfocyta T
cytotoksycznego CD8" rozpoznaje $cisle okreslong strukture antygenu
prezentowanego w kontekscie MHC klasy |. W ten sposdb prezentowane sg
antygeny powstate wewnagtrzkomoérkowo, np. w trakcie infekcji wirusowych i
niektérych bakteryjnych, a podczas procesu nowotworowego — antygeny
nowotworowe badz zmienione antygeny wiasne. Limfocyty cytotoksyczne biorg takze
udziat w odrzucaniu przeszczepionych komérek, prezentujacych odmienne MHC.
Efektem rozpoznania przez komorki Tc jest indukcja apoptozy komorki-nosnika
kompleksu Ag-MHCI. Prowadzi do niej precyzyjne uwalnianie z ziarnistosci limfocyta
Tc monomerdw perforyny, ktére w obecnosci podwyzszonego stezenia jondw wapnia
polimeryzujg tworzac w btonie atakowanej komorki pory, przez ktore dostajg sie do
jej wnetrza czgstki o wtasciwym dziataniu cytotoksycznym: proteolityczne granzymy
A i B oraz granulizyna [3]. Mediatory te aktywujg kaspazy, co prowadzi do aktywacji
apoptozy [4,5]. Dodatkowym mechanizmem indukujagcym apoptotyczng Smieré
komoérki jest oddziatywanie ligandu Fas limfocyta z czgstkg Fas na komorce
docelowej, prowadzace do uwolnienia z mitochondriow cytochromu ¢ oraz aktywacji
kaspaz [6]. Jak wczesniej wspomniano, zarobwno komoérki T CD8* jak i T CD4*
wykazujg aktywno$¢ cytotoksyczng. W przypadku tych pierwszych dominujgcym
mechanizmem jest egzocytoza ziarnistosci, natomiast te drugie w przewadze
wykorzystujg interakcje Fas-FasL [7]. Cytotoksycznos¢ komérek T wzmagana jest
przez uwalniane przez nie cytokiny, gtdwnie TNFa i IFNy.

Limfocyt Tc jest zatem komorkg wykonawcza, podczas gdy reakcja komorkowa
mediowana przez limfocyty Th1 w fazie efektorowej wykorzystuje zdolnosci béjcze
fagocytéw. Oba typy odpowiedzi obserwuje sie w reakcjach nadwrazliwosci typu

pdznego.

3.1.2 MECHANIZMY DZIALANIA REGULATOROWYCH LIMFOCYTOW T
Mechanizmy immunologiczne niosg ze sobg ryzyko uszkodzenia zdrowych tkanek
organizmu, a wiec muszg pozostawac¢ pod kontrolg obwoddw regulacyjnych.

Kontrola ta obejmuje tez wytworzenie stanu tolerancji na antygeny



niechorobotwércze dla ustroju. Moze ona byc¢ realizowana przez catkowitg fizyczng
eliminacje komdrek immunologicznych, ich blokade funkcjonalng lub ustalenie stanu
niewrazliwosci na antygeny. Poczatkowo uznawano, ze funkcje tg realizuje specjalna
klasa limfocytéw T, tzw. limfocyty supresyjne (Ts) [8] o fenotypie CD8*. Obecnie
wiadomo, ze komoédrkami o funkcji supresyjnej moga byC limfocyty o fenotypie
CD8'CD28, CD4'CD25*, CD4*CD25, limfocyty Tyd, komodrki NKT, a takze
produkujace interleukine 10: komorki dendrytyczne, limfocyty B oraz komérki NK, jak
réwniez monocyty i makrofagi [9-12].

Zréznicowane populacje limfocytow T modulujg odpowiedZz odpornosciowg na
réznych etapach jej rozwoju [13]. Indukcja odpowiedzi immunologicznej, zaréwno
komérkowej jak i humoralnej, podlega kontroli populacji limfocytow ILL, ktére
ukierunkowujg reakcje immunologiczne juz we wrotach zakazenia, w momencie
ekspozycji na obcy antygen, alergen czy autoantygen. Nastepnie dojrzewanie
odpowiedzi immunologicznej modulowane jest poprzez dewiacje immunologiczna,
proces wzajemnej negatywnej regulacji limfocytow Th1 i Th2. Z kolei uruchomione
juz szlaki odpowiedzi immunologicznej pozostajg pod nadzorem wyspecjalizowanych
subpopulacji limfocytow regulacyjnych i ma to miejsce nie tylko w warunkach
stymulacji patogenami (wtasciwa regulacja immunologiczna), lecz takze w przypadku
toczacych sie proceséw alergicznych czy autoagresyjnych, w przebiegu ktorych
immunoregulacja czesto ulega zaburzeniu [14].

We wstepnej fazie odpowiedzi odpornosciowej w procesie ukierunkowywania
naiwnych limfocytéw do roznicowania sie do odmiennych subpopulacji biorg udziat
wspomniane wczesniej ILL. Stanowig one populacje regulacyjne wytwarzajgce
odpowiednie do aktywujgcego bodzca antygenowego $rodowisko cytokinowe, ktore
bezposrednio moduluje dalszy przebieg reakcji odpornosciowej. W zaleznosci od
sposobu indukcji, zaktywowane regulacyjne limfocyty T gamma delta CD4" mogg
wydziela¢ IL-4 badz IL-12. W pierwszym przypadku dochodzi do generowania
odpowiedzi o charakterze humoralnym, skierowanej na eliminacje patogenow lub
alergenéw pozakomorkowych. Z kolei silna aktywacja limfocytow TCR1 i sekrecja IL-
12 ukierunkowujg reakcje immunologiczng na tor komorkowych proceséw
cytotoksycznych [15].

W ptucach pod wptywem alergenéw wziewnych dochodzi do indukcji innej populacji
ILL - komorek NKT, produkujacych znaczne ilosci IL-4 i IL-13, co stymuluje rozw¢j i

aktywacje komérek Th2 oraz generowanie dojrzewania limfocytéw B produkujgcych
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IgE [16]. Natomiast NKT stymulowane patogenem produkujg IL-17 i prowadzg do
aktywacji neutrofili w drogach oddechowych oraz do indukcji nadreaktywnosci drog
oddechowych [17].

Wazng role w ukierunkowywaniu odpowiedzi immunologicznej odgrywajg tez komorki
dendrytyczne. Niedojrzate DC wykazujg wysoka ekspresje liganda Notch — Jagged-1,
ktéry odpowiada za uruchomienie reakcji mediowanych przez Th2. Natomiast
stymulacja TLR na komorce dendrytycznej aktywuje jej dojrzewanie i pobudza
odpowiedz Th1-zalezng, co zwigzane jest ze wzrostem ekspresji innego liganda
Notch — Delta-4 [18].

Kolejnym mechanizmem regulacyjnym jest wzajemne negatywne oddziatywanie
subpopulacji limfocytow Th1 i Th2, prowadzace do uprzywilejowania toczacej sie
odpowiedzi, okreslane mianem dewiacji immunologicznej [19,20]. Aktywacja
kluczowych dla odpornosci humoralnej limfocytow Th2 powoduje réwnoczesne
zahamowanie odpowiedzi komoérkowej Th1-zaleznej. Odbywa sie to na drodze
cytokinowej, bowiem wytwarzane przez limfocyty Th2 cytokiny (IL-4, IL-10 i IL-13)
hamujg produkcje cytokin wydzielanych przez limfocyty Th1 i odpowiedz przez nie
mediowang [21], aktywujac jednoczesnie odpornos¢ humoralng, z rearanzacjg
gendw kodujacych immunoglobuliny i przetagczaniem klas przeciwciat. Odwrotnos$cig
tego stanu jest blokujacy aktywnosé limfocytow Th2 wptyw interferonu gamma,
podstawowej cytokiny wydzielanej przez limfocyty Th1. Stan zaburzonej rownowagi
miedzy populacjami limfocytdw pomocniczych moze by¢ uznawany za jedng z
przyczyn chorob alergicznych i autoimmunizacyjnych.

Limfocyty T regulatorowe (Treg) modulujg juz aktywne procesy immunologiczne.
Duzg ich grupe stanowig limfocyty CD4" rozpoznajgce antygen w kontekscie uktadu
zgodnos$ci tkankowej klasy Il (MHCII). Sposrod nich za gtbwne uznaé¢ mozna
subpopulacje: CD25'Foxp3*, Th3 i Tr1. Ponadto, dziatanie regulacyjne wykazujg
réwniez wspomniane wczesniej limfocyty T CD8" [22], jak réwniez nowo opisane
limfocyty T CD4"CD8" regulatorowe skornej odpornosci immunologicznej [23] oraz
limfocyty Th17. Limfocyty Treg, oprécz odmiennych fenotypdw, roznig sie miedzy
sobg miejscem powstawania, dojrzewania, mechanizmami aktywaciji i dziatania.
Wsrod czynnikow za posrednictwem ktorych komorki regulatorowe petnig swa role
wyrézni¢ nalezy cytokiny supresyjne IL-10 i TGFB. Wptywajg one na funkcje komorek
efektorowych ukfadu immunologicznego bezposrednio, jak réwniez poprzez

zapewnienie srodowiska dla indukcji odpowiednich Treg. Wydzielanie TGF[3 stanowi
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wazny element aktywnosci regulatorowych komérek Th3 i CD4*CD25"Foxp3*. TGF(
wykazuje m.in. dziatanie hamujgce na proliferacje i aktywacje komorek T oraz
prezentacje antygenu przez komorki APC [24]. Poprzez stymulacje czynnikow
traskrypcyjnych Smad i ATF cytokina ta powoduje zahamowanie ekspresii
granzymow B i IFNy w komorkach cytotoksycznych [25]. TGFB moze hamowac
produkcje IL-4 przez limfocyty Th2 [21], z zachowaniem fenotypowego charakteru
wytworzonej juz populacji. TGFB spetnia istotng role w hamowaniu rozwoju astmy,
poprzez redukcje zapalenia i reaktywnosci dréog oddechowych, w tym odpowiedzi
zapalnej w ptucach. Wykazano tez, ze TGFp uwalniany moze by¢ przez komorki
nowotworéw [26], co stanowi mechanizm prowadzacy do unikania przez nie
komorkowej odpowiedzi immunologicznej [25].

Na aktywnos$¢ limfocytow Th1 wplywa takze IL-10. Cytokina ta negatywnie reguluje
ich proliferacje, przezywanie i aktywnos¢ cytokinotwérczg. W przypadku silnego
pobudzenia TCR limfocytow Th1 komorki te uwalniajg IL-10, ktéra zwrotnie hamuje
toczacq sie odpowiedz immunologiczng [27,28]. Pod wptywem IL-10 zmniejszeniu
ulega takze ekspresja MHC klasy Il i molekut B7 (CD80/86) oraz ICAM-1 (CD54) na
makrofagach, co zmniejsza ich zdolnos¢ do efektywnej prezentacji antygenu, a w
efekcie prowadzi do zahamowania odpowiedzi komérkowej [29]. Za posrednictwem
IL-10 limfocyty Treg1 oraz T CD4"CD25'Foxp3* aktywujg produkcje 1gG4 i hamujg
IgE, a takze wzmagajg wydzielanie IgA2 na Sluzéwkach. IL-10 na drodze
mechanizméw wspolnych z TGFB bierze udziat w supresji rozwoju astmy [30]. Z
badan doswiadczalnych w modelach autoimmunizacyjnych EAE czy cukrzycy typu 1
wynika, ze IL-10 moze byC¢ wydzielana przez komorki NKT w miejscu aktywacji
procesu autoagresji i aktywowacé sygnaty autotolerancji, modulujgc proces dewiacji

immunologicznej [16,17].

3.1.2.1. LIMFOCYTY T REGULACYJNE CD4*
3.1.2.1.1. CD4+CD25+Foxp3+

Obecnie najwiecej uwagi poswieca sie limfocytom T regulacyjnym o fenotypie

CD4*CD25'Foxp3”. Klasyfikuje sie je jako naturalne Treg (nTreg) [30,31]. Dojrzewajg
one w grasicy, gdzie w przeciwienstwie do pozostatych komérek T, w procesie
selekcji pozytywnej muszg sie wykaza¢ wyzszym powinowactwem do antygendow
wiasnych, gdyz ich funkcjg jest zapobieganie procesom autoimmunizacyjnym. Moga

tez powstawac¢ na obwodzie — na drodze transformacji od fenotypu CD4°'CD25 do
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CD4'CD25'Foxp3* pod wptywem niskich dawek antygenu, TGFB i IL-2, a takze
kwasu retinowego czy witaminy D [22]. Proces ten zachodzi¢ moze podczas infekcji
patogenami lub w procesie odpowiedzi przeciwnowotworowej, a nowopowstate
limfocyty regulacyjne iTreg Foxp3®, tak jak naturalne Treg Foxp3*, wykazujg dziatanie
supresyjne zaréwno na komoérki T efektorowe — Th1, Th2 i Th17, jak i na komdorki
dendrytyczne [16].

TGFp jest niezbednym czynnikiem warunkujgcym powstanie TregFoxp3* w grasicy.
Wptyw TGFB na ten proces zaznacza sie w pobudzaniu ekspresji markera
charakterystycznego dla omawianych komorek, czynnika transkrypcyjnego Foxp3
oraz hamowaniu ich apoptozy w mechanizmie anergii klonalnej [32]. Wydzielanie
TGFB stanowi ponadto istotny mechanizm regulacyjny wykorzystywany przez
omawiane komorki: poprzez bezposrednig supresje aktywnosci komorek
efektorowych i prezentujgcych antygen, jak rowniez przez zapewnienie
odpowiedniego srodowiska cytokinowego do roznicowania naiwnych komoérek T w
kierunku iTreg oraz Th17. TGFB jest tez autokrynnym czynnikiem pobudzajgcym
indukcje i proliferacje iTregFoxp3* [32]. Poza wydzielaniem TGFB omawiane komorki
petnig swe funkcje réwniez za posrednictwem wspomnianego czynnika Foxp3, ktory
oddziatujgc z czynnikiem transkrypcyjnym AML1/Runx1 w efektorowych limfocytach
T hamuje ekspresje genow IL-2 oraz IFNy w tych komdrkach, co prowadzi do
zahamowania ich aktywacji i proliferacji [33]. CD4"CD25'Foxp3® moga réwniez
wydziela¢ IL-10 oraz hamowac¢ aktywacje komérek efektorowych przez receptorowe
oddziatywanie z komorkami APC. Ten mechanizm supresji polega na interakciji
CTLA-4 (CD152) i LAG-3 (lymphocyte activation gene) na naturalnych regulacyjnych
limfocytach T z ich ligandami na komodrce prezentujacej (APC) - odpowiednio:
CD80/86 i MHCII, co powoduje zahamowanie dojrzewania i aktywacji limfocyta
efektorowego w mechanizmie anergii klonalnej. Ponadto interakcja CD152-CD80/86
pobudza sekrecje IDO (idoleamine 2,3-dioxygenase), ktéra aktywuje przemiane
tryptofanu do proapoptotycznych metabolitéw [30,31,34] uruchamiajgc kolejny
mechanizm supresji. Oprocz wspomnianej roli w utrzymaniu autotolerancji, limfocyty
CD4*CD25'Foxp3* biorg udziat w zapobieganiu odrzucaniu przeszczepéw, a u
myszy zmniejszajg eozynofilie w drogach oddechowych. Brak regulacyjnych komérek
CD25*, bedacy skutkiem defektu genu FOXP3, powoduje XLAAD (X-linked
autoimmunity-allergic dysregulation syndrome), zespét objawiajacy sie egzema,

wzrostem poziomu IgE, eozynofilig, alergiami pokarmowymi, a w koncu
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autoimmunizacjg [16,34,35]. Obnizony poziom limfocytow FOXP3* i wydzielanego
przez nie TGFB obserwuje sie u pacjentéw z astma.

Nie zawsze jednak nTreg sg wystarczajgco efektywne, by zahamowaé rozwdj
procesu autoimmunologicznego. Dzieje sie tak m.in. w cukrzycy | typu, kiedy to
komérki nTreg wykazujg zmniejszong efektywnos¢, a autoreaktywne limfocyty CD4*
sg oporne na supresje przez nie mediowana. Dodatkowym czynnikiem jest
niestabilnos¢ nTreg, ktore w obecnosci prozapalnego srodowiska cytokinowego,
towarzyszgcego procesowi autoimmunizacyjnemu, mogg ulega¢ rdznicowaniu w
kierunku Th1 lub Th17. Pojawity sie jednak doniesienia o iTreg, ktore wykazujg
wiasciwosci supresyjne nTreg, sg stabilne in vivo, a dodatkowo majg zdolnos$é
przeksztatcania sie w komorki pamieci [36]. Komorki te sg indukowane in vitro z
naiwnych limfocytow CD4" w Scisle okreslonych warunkach: obecnosci cytokin IL-2 i
TGF[ oraz unieruchomionego przeciwciata anty-CD3. Badania nad tymi iTreg zostaty
przeprowadzone w mysim modelu cukrzycy o podtozu autoimmunizacyjnym.
Stwierdzono, ze komoérki te zapobiegaty rozwojowi cukrzycy, a w przypadku juz
toczacego sie procesu miaty dziatanie terapeutyczne. Efekt regulacyjny iTreg
wywotywany byt przez wydzielane cytokiny: TGFB i IL-10, ktére hamujq proliferacje
naiwnych komérek T, roznicowanie limfocytow pomocniczych i wydzielanie IFNy
przez komorki efektorowe. Ponadto, iTreg wydzielajg IL-2, ktéra jest czynnikiem
promujgcym przezywanie nTreg, a wspolnie z TGFB stymuluje réznicowanie iTreg z
naiwnych CD4" in vivo. Omawiane komorki wykazujg stabilno$¢ in vivo, niezaleznie
od sSrodowiska cytokinowego. Stwierdzono, ze jest to wynikiem transferu ze
Srodowiska in vitro do in vivo i zwigzanym z tym zanikiem stymulacji TCR i
cytokinowej, co prowadzi do przeksztatcenia iTreg w komorki pamieci. Zmniejszeniu
ulega ekspresja receptora IL-2 (CD25), zwiekszeniu natomiast ekspresja receptora
IL-7, cytokiny warunkujacej proliferacje komorek pamieci CD4". Tak zroznicowane
komorki sg dlugowieczne — w modelu mysim wykazywaty zdolnos¢ przezycia i

funkcjonowania do dwdch lat [37].

3.1.2.1.2 CD4'Th3

Inng grupg komorek regulacyjnych sg limfocyty pomocnicze typu 3 (CD4* Th3), ktére
powstajg na obwodzie z naiwnych limfocytow CD4°'CD25 w wyniku indukgciji

antygenami wiasnymi badZz obcymi, podawanymi drogg pokarmowg [31]. Swag
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regulacyjng funkcje spetniajg gtownie w przewodzie pokarmowym, gdyz tam
wystepujg komoérki dendrytyczne produkujgce zaréwno IL-10, jak i TGFB, cytokiny
niezbedne do ich rozwoju. Limfocyty Th3 za posrednictwem wydzielanego TGFf
mogg hamowac obie populacje limfocytéow pomocniczych — Th1 i Th2, wzmagajac
jednoczesnie produkcje IgA, a w modelach doswiadczalnych hamujg tez

autoreaktywne limfocyty [16].

3.1.2.1.3 CD4" Tr1
Z kolei limfocyty Tr1 o fenotypie CD4*CD25 to indukowana grupa komorek

regulacyjnych, ktére podobnie jak Th3, powstajg z naiwnych limfocytow T na
obwodzie, w wyniku stymulacji antygenowej. Regulujg odpowiedz immunologiczng
gtownie w uktadzie oddechowym, gdzie komérki DC produkujg IL-10 niezbedng do
ich rozwoju. Fizjologicznie Tr1 za posrednictwem wydzielanej IL-10 mogg regulowac
zarébwno Th1, jak i Th2. Alergeny dostajace sie do ukfadu oddechowego w
normalnych warunkach indukujg Tr1, co prowadzi do stanu tolerancji [16,22].
Nieodpowiednie srodowisko cytokinowe - niedostateczna produkcja IL-10 a
zwiekszona IL-4 i IL-13 prowadzi¢ moga do zniesienia tolerogennego dziatania Tr1

oraz rozwoju alergii i astmy.

3.1.2.1.4 CD4" Th17

Stosunkowo niedawno opisana populacja limfocytow Th17 wymaga do réznicowania

odpowiedniej sygnalizacji cytokinowej, bedacej mieszaning pro- i przeciwzapalnych
cytokin — odpowiednio IL-6 i TGFB, a charakteryzuje sie silng sekrecjg prozapalnej
IL-17A. Fizjologicznie aktywuje ona obrone przeciwbakteryjng i przeciwgrzybiczg. W
przebiegu infekcji szczegolnie trudnymi do eliminacji patogenami, ostry proces
zapalny moze przeksztatci¢ sie w dtugotrwaty i destrukcyjny proces chroniczny.
Stymulacja Th17 wysokimi dawkami autoantygenéw ze zniszczonych procesem
zapalnym tkanek witasnych prowadzi czesto do indukcji autoagresiji [38].

Populacja limfocytow Th17 nie jest jednorodna; w zaleznosci od konfiguracji cytokin
(gtownie stezenia TGFB) indukowane komorki charakteryzujg sie ekspresjg
odmiennych czynnikdw transkrypcyjnych oraz sekrecjg roznych cytokin. Brak lub
niedobér TGFB podczas indukcji Th17 skutkuje zréznicowaniem w kierunku fenotypu

zblizonego do Th1 oraz rozwojem reakcji autoimmunizacyjnych. Ponadto, populacja
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ta jest niestabilna — w warunkach braku TGF3 moze traci¢ zdolnos¢ sekrec;ji IL-17 na
korzys¢ IFNy [39].

3.1.2.2 LIMFOCYTY T REGULACYJNE CD4CD8

Uwage badaczy i klinicystbw zwracajg takze podwojnie negatywne (CD4°CD8)
regulacyjne limfocyty T o poliklonalnym receptorze TCRaB. Opisano udziat tych
komorek w indukciji tolerancji po przeszczepach allogenicznych, zapobieganiu reakcji
przeszczep przeciw biorcy oraz supresji rozwoju cukrzycy o podiozu
autoimmunologicznym w modelu zwierzecym [40]. Komorki te nie sg populacjg
jednorodng, nie wyrézniono markera dla nich charakterystycznego, co moze byé
zwigzane z postulowanymi roznymi drogami ich réznicowania [40]. Przypuszcza sie,
ze mogq by¢ wczesnymi niezroznicowanymi komorkami grasiczoniezaleznymi lub
powstawa¢ w grasicy na drodze alternatywnego do uznawanego toku ontogenezy
limfocytow T. Inne hipotezy zakfadajg ich powstawanie na obwodzie, poprzez
odréznicowanie komorek pojedynczo pozytywnych w odpowiedzi na bodzce nie do
konca jeszcze sprecyzowane. Mechanizmy wykorzystywane przez limfocyty CD4
CD8 takze cechujg sie réznorodnoscig. Moga uwalnia¢ IFNy [41] i IL-10 [40], dziata¢
cytotoksycznie na efektorowe komorki CD8* [42] i CD4* [40], komérki DC [43], NK
[44] oraz limfocyty B [45], czy w koncu hamowac ekspresje molekut kostymulujgcych
na komérkach DC [43], zmniejszajac ich zdolno$¢ do pobudzania limfocytow
efektorowych. Podwojnie negatywne limfocyty regulacyjne do swej aktywacii
wymagajg kontaktu z komodrkami dendrytycznymi, od ktérych pozyskujg
prezentowany antygen wraz z fragmentem btony zawierajgcym kompleks MHC-Ag
(trogocytosis) [42]. Za posrednictwem tego antygenu mogg oddziatywaé z
antygenowo-swoistymi limfocytami CD8", by nastepnie zaindukowac ich apoptoze. W
przeciwienstwie do juz szeroko testowanych w klinice limfocytéw nTreg Foxp3®,
komérki podwdjnie negatywne petnig zatem swe funkcje wytacznie na drodze
antygenowo-specyficznej, co warunkuje mozliwos¢ ich bezpieczniejszego

stosowania w terapii [40].

3.1.2.3 LIMFOCYTY T REGULACYJNE CD4'CD8"
Eksperymentalne badania aktywacji procesu tolerancji poprzez transdermalng
indukcje komorek regulacyjnych réznymi biatkami dowodza, ze przezskérna aplikacja

réznych biatek (MBP, OVA) indukuje u myszy powstanie populacji limfocytow
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regulacyjnych o fenotypie CD4*CD8". Komoérki te wykazujg zdolnos¢ sekrecji TGF(,
ktéry mediuje antygenowo-nieswoistg tolerancje na hapteny i biatka alergenow
wywotujgcych nadwrazliwosc¢ typu poznego i nadwrazliwos¢ kontaktowg w modelu
mysim [23,46]. Populacja ta, indukowana poprzez aplikacje biatka drogg naskorna,
wykazuje takze silne dziatanie immunosupresyjne na aktywnie toczace sie procesy
autoagresyjne w modelu mysiego stwardnienia rozsianego - experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) [47,48] czy mysiego modelu reumatoidalnego
zapalenia stawow — collagen induced arthritis (CIA) [49]. Najnowsze wyniki badan
klinicznych nad wprowadzeniem transdermalnej indukcji autotolerancji na antygeny
biatka ostonki mielinowej (MBP) u ludzi chorych na stwardnienie rozsiane
dokumentujg mozliwos¢ indukcji swoistych limfocytow regulacyjnych, ktére prowadzag
do istotnego zmniejszenia dolegliwosci a takze czestosci nawrotéw rzutéw choroby w
tej jednostce autoagresyjnej [50]. Nie potwierdzono mozliwosci indukcji u ludzi
populacji regulacyjnej limfocytow T CD4*CD8", ktorg opisano w modelu mysim.
Uzyskane wyniki badah wskazujg, ze u cziowieka funkcje immunoregulacyjng po
transdermalnej aktywacji swoistym biatkiem MBP przejmuje indukowalna i
antygenowo swoista populacja limfocytéw Treg1 o fenotypie CD4" IL-10". Istotny jest
fakt, ze limfocyty te aktywujg supresje toczacego sie procesu autoagresyjnego u

chorych na stwardnienie rozsiane [50].

3.1.2.4 LIMFOCYTY SUPRESYJNE T CD8"

Aktywnosc¢ immunoregulacyjna (gtéwnie supresyjna) limfocytéw supresyjnych T CD8*
realizuje sie z udziatem cytokin hamujgcych odpowiedz komérkowg (TGFR i IL-10),
mechanizmu zluszczania receptorow TCR [51,52] blokujgcych rozpoznanie
autoantygenu na APC oraz przypuszczalnie poprzez nowoodkryty mechanizm
sekrecji mikroRNA [53-55].

3.1.2.4.1 Regulacja poprzez interferencje RNA
Odkrycie zjawiska hamowania ekspresji gendw przez dwuniciowy RNA (dsRNA,

double-stranded RNA) - interferencji RNA (RNAIi) [56], zasugerowato mozliwosé
regulacji proceséw fizjologicznych, w tym funkcjonowania ukfadu immunologicznego,
przez interferencyjny RNA. Stwierdzono, ze krotkie odcinki RNA, dziatajace wespét z
katalitycznym  biatkiem Ago-2, indukowaC mogg zahamowanie ekspres;ji

komplementarnych do siebie odcinkéw mRNA [57], a wiec zablokowanie syntezy
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odpowiedniego biatka. Szacuje sie, ze nawet 30% genomu podlega regulacji przez
RNA [58], co czyni go istotnym elementem kontroli procesow wzrostu, réznicowania i
metabolizmu wiekszosci komérek ustroju. Mate, regulacyjne RNA (srRNA, short
regulatory RNA) podzielone zostaty na szereg klas, wsrod ktérych za gtéwne uznaé
mozna micro RNA (miRNA) i small interfering RNA (siRNA). MiRNA jest
fizjologicznym (endogennym) regulatorem ekspresji gendw. MiRNA charakteryzujg
sie dlugoscia pomiedzy 20 a 23nt, a ich formy prekursorowe (pri-miRNA)
zakodowane sg w genomie. Geny kodujgce miRNA mogg stanowi¢ odrebne
jednostki transkrypcyjne, ale najczesciej sg elementem introndw gendw kodujacych
biatka. Pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA), o dtugo$ci mogacej przekraczaé
1000nt [54], generowany jest przez RNA polimeraze |l w jadrze, a nastepnie podlega
katalitycznej obrébce przez enzymy z klasy RNaz Ill. Na pierwszym etapie,
katalizowanym przez rybonukleaze Drosha, powstaje 60-70-nukleotydowy pre-
miRNA, o strukturze spinki do wioséw, a wiec zawierajgcej fragment dwuniciowy.
Jest on transportowany do cytoplazmy w sposéb aktywny (w obecnosci GTP) [59] z
udziatem kompleksu biatkowego o aktywnosci GTPazy i zawierajgcego receptor
dsRNA. U ssakéw biatkiem tym jest eksportyna 5 (Xpo5) [60]. W cytoplazmie
rybonukleaza Dicer generuje dwuniciowy RNA, zawierajgcy na koncu 3’ dwa
niesparowane nukleotydy. Jest on 20-23-nukleotydowym dupleksem, od ktérego
jedna z nici (tzw. miRNA*) jest nastepnie uwalniana i zwykle degradowana przez
biatko z rodziny Argonaute/Piwi, Ago2. Druga ni¢, czyli dojrzaty miRNA, tworzy
hybryde z kompleksem efektorowym RNP, ktéra skanuje ni¢ mRNA w poszukiwaniu
docelowej sekwenciji, przynajmniej czesciowo komplementarnej do miRNA, w czym
uczestniczy importyna P [61]. Gtdwnym komponentem RNP jest biatko z rodziny
Argonaute/Piwi (Ago/Piwi). Ma ono budowe domenowa, a poszczegdlne domeny
petnig istotne funkcje w realizacji interferencji RNA. Sasiadujgca z domeng N-
koncowg domena PAZ oraz srodkowa MID, odpowiadajg za wigzanie odpowiednio 3’
i 5 konca interferujgcego RNA. Domena C-koncowa, Piwi, wykazuje aktywnosc¢
RNazy H [62] a wiec jest endonukleazg swoistg dla dwuniciowych RNA [63]. W
zaleznosci od stopnia dopasowania miedzy interferujgcym a wyciszanym RNA,
skutkiem ich interakcji moze by¢ enzymatyczne (katalizowane przez Ago-2) rozciecie
oraz catkowita degradacjia mRNA badz zmniejszenie ekspresji biatka przez
zahamowanie translacji, co wigze sie uniemozliwieniem przylgczenia czynnika

inicjujgcego translacje (elF4E) lub przedwczesng dysocjacja rybosoméw [64].
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Pierwszy mechanizm zachodzi w przypadku catkowitej komplementarnosci miedzy
regulacyjnym RNA a mRNA. Jesli dopasowanie ma miejsce jedynie pomiedzy tzw.
seed region (odcinek o dtugosci 6-7 nukleotydéw na 5' koncu miRNA) a elementami
rozpoznajgcych miRNA (MREs, miRNA recognition elements) na 3' koncu mRNA
[65], dochodzi do zahamowania translacji. Oprocz powyzej opisanej regulacji na
poziomie potranskrypcyjnym (PTGS, post-transcriptional gene silencing) RNA moze
kontrolowaé ekspresje gendéw na poziomie transkrypcji (TGS, transcriptional gene
silencing) - przez modyfikacje epigenetyczne materiatu genetycznego, np. metylacje
chromosomow i formowanie heterochromatyny [66]. We wszystkich przypadkach
koncowym efektem jest zablokowanie syntezy biatka kodowanego przez wyciszony
mRNA (Ryc. 3.2).

dupleks miRNA
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miRNP-mRMNA
| Ryc. 3.2
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i, INTERFERUJACE RNA [67].

Wspomniane wyzej rézne mechanizmy wyciszenia docelowego mRNA, polegajace
na zahamowaniu translacji, degradacji transkryptu czy zmianie struktury chromatyny,

roznig sie rodzajem efektorowego kompleksu biatkowo-rybonukleinowego (RNP), z
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ktorym dana klasa srRNA oddziatuje. | tak rozciecie docelowej nici RNA odbywa sie z
udziatem kompleksu RISC (RNA-induced silencing complex), zahamowanie translacji
wymaga kompleksu miRNP (microribonucleoprotein), a regulacja ekspresji genu
przez wptyw na strukture chromatyny jest realizowana w kooperacji z kompleksem
RITS (RNA-induced transcriptional gene silencing) [68]. Rola TGS w regulaciji
ekspresji gendéw u ludzi nie jest jeszcze do konca potwierdzona. Mechanizm supres;ji
translacji opisano natomiast m.in. dla biatek enzymatycznych, cytokin, biatek
promujgcych apoptoze, czynnikow transkrypcyjnych, a nawet biatek niezbednych
wirusom do replikacji [69,70]. Dlatego naturalnym wydaje sie szeroki zakres funkcji
miRNA jako regulatorow ekspresji genow, realizowanych m.in. na wielu
ptaszczyznach funkcjonowania uktadu immunologicznego [57]. Dotychczas opisano
szereg czastek miRNA (m.in. odcinki nazwane miR-150 [71], miR-181a [72], miR-223
[73]), ktore petnig istotng funkcje w regulacji rozwoju, réznicowania i apoptozy
komérek uktadu immunologicznego. Niektore regulujg odpornos$ciowg odpowiedz
swoistg i nieswoistg ustroju poprzez wptyw na wydzielanie cytokin prozapalnych (np.
miR-146 [74], miR-155 [75], miR-16 [76]), inne kontrolujg aktywno$¢ enzymow
regulujgcych funkcje limfocytow T (miR-181a [72]), czy produkcje przeciwciat (miR-
155 [77]). Ponadto biorg udziat w interakcjach wirus-gospodarz (np. miR-32 [78]), jak
réwniez w hamowaniu rozprzestrzeniania sie ruchomych elementow genetycznych,
takich jak transpozony (klasa piRNA) [70].

Integralno$¢ mechanizmoéw generujgcych miRNA  w  limfocytach regulacyjnych
(supresyjnych) warunkuje ich skutecznos¢ w kontrolowaniu odpowiedzi
immunologicznej. Wykazano, ze selektywny knock-out rybonukleazy Dicer w
komorkach Treg Foxp3® prowadzi do ich dysfunkcji, co ujawnia sie odblokowaniem
kontroli limfocytow efektorowych [ systemowg  aktywacjg  reakc;ji
autoimmunologicznych [79]. Wyniki badan tych wskazujg, ze funkcja limfocytow
supresyjnych jest zwigzana z miRNA, nie dajg jednak odpowiedzi, jaki jest jej
mechanizm - czy miRNA wytworzone w danej komorce dziatajg w jej obrebie,
regulujgc aktywnosc¢ supresyjng, czy tez sg eksportowane poza komorki i na
zasadzie parakrynnej lub endokrynnej wptywajg hamujgco na komorki docelowe.
Mechanizm wydzielania egzosomow i mikropecherzykow jest istotnym komponentem
komunikacji miedzykomorkowej. Ich zrédtem mogg by¢ prawdopodobnie wszystkie
komorki, w tym zaréwno komorki macierzyste i leukocyty, jak i ptytki krwi oraz

komérki guza nowotworowego [80], wykorzystujgce egzosomy do transportu

20



bioaktywnych lipidow, biatek oraz mRNA. Komunikacja poprzez wydzielanie kwasow
rybonukleinowych upakowanych w pecherzykach btonowych zostata juz opisana
m.in. dla zarodkowych komoérek macierzystych, mastocytow i komoérek z tkanki guza.
Zarodkowa komoérka macierzysta wydziela egzosomy zawierajgce swoiste mRNA,
transportowane nastepnie do komorek progenitorowych uktadu hematopoetycznego i
stymulujgce w nich okreslone zmiany fenotypowe [81]. Opisano tez mikropecherzyki
wydzielane przez tkanke guza, transportujgce mRNA do monocytow w bezposrednim
sgsiedztwie guza, aktywujace je do wydzielania cytokin nasilajgcych wzrost guza i
ttumigcych odpowiedz immunologiczng [82]. Co wiecej, egzosomy zawiera¢ mogq
tez czgstki miRNA [83]. Postawiono hipoteze, ze mikropecherzyki obecne we krwi
obwodowej w warunkach fizjologicznych zawierajg miRNA, co zwigzane jest z ich
funkcjg w komunikacji pomiedzy komorkami réznych tkanek i indukcji w nich zmian
ekspresji gendw [84]. Ostatnie doniesienia dowodza, ze miRNA transportowany
miedzy komorkami w mikropecherzykach jest aktywny biologicznie [85]. Badano
mikropecherzyki wydzielane przez komorki ludzkiej linii monocytowo-makrofagowej
(THP-1). W odpowiedzi na bodzce zapalne komorki te selektywnie upakowywaly i
wydzielaty w pecherzykach miR-150. MikroRNA to petni swa funkcje poprzez
supresje czynnika transkrypcyjnego c-Myb, odgrywajacego role w regulacji
proliferacji, r6znicowania i migracji komorek [86]. Celem zdefiniowania wptywu miR-
150 przekazywanego w pecherzykach, inkubowano THP-1 z ludzkimi komdrkami
Srodbtonka (HMEC-1). W komdrkach tych zaobserwowano znaczny wzrost miR-150,
ktory nie korelowat ze wzrostem pre-miR150, co wskazuje na internalizacje
pecherzykdw, a nie pobudzenie ekspresji endogennego miR-150. Egzogenny miR-
150 zmniejszat ekspresje c-Myb w komorkach-biorcach i aktywowat zdolnosé
migracji HMEC-1.

3.2 REAKCJE NADWRAZLIWOSCI TYPU POZNEGO (DTH)

Nadwrazliwos¢ typu pdznego (DTH) jest alergiczng odpowiedzig komorkowg [87].
Reakcja ta przeciwstawiana jest pozostatym trzem typom alergii wedtug podziatu
Gella i Coombsa, zdominowanym przez mechanizmy humoralne. Komodrkowa
odpowiedz immunologiczna w DTH mediowana jest przez specyficzne limfocyty T:
CD4" (w przypadku uczulenia antygenami bakteryjnymi) lub rzadziej CD8" (w
przypadku antygenoéw wirusowych). Nadwrazliwosc¢ typu pdznego pefni istotng role w

obronie organizmu przed bakteriami wewnagtrzkomorkowymi, miedzy innymi takimi
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jak Listeria monocytogenes, Yersinia pestis i Mycobacterium species. Jak
wspomniano, reakcje obserwowane w przebiegu DTH mogg by¢ mediowane
zaréwno przez limfocyty Th1 CD4" [88] jak i Tc CD8" [89], a wiec mogg stanowi¢
model dziatania limfocytow efektorowych w procesach odpowiedzi komoérkowej na
patogeny oportunistyczne, odrzucania przeszczepow, reakcji przeszczep przeciw
biorcy (GvHD), odpornosci przeciwnowotworowej czy w koncu niektérych procesow

autoimmunologicznych.

3.2.1 NADWRAZLIWOSC KONTAKTOWA (CS)

Nadwrazliwos¢ kontaktowa (CS) jest forma nadwrazliwosci typu poéznego [90].
Alergia ta rozwija sie po miejscowym naskornym lub przeznabtonkowym (skora,
btony Sluzowe) kontakcie z haptenami, ktérymi mogg by¢ takie substancje jak zwigzki
chemiczne (np. uzywane w przemysle kosmetycznym i fotograficznym), substancje
naturalne (np. pentadekakatechol bluszczu trujgcego), leki (penicylina, chinina), czy
jony metali ciezkich takich jak nikiel czy chrom. W reakcji CS wyrdznia sie dwie fazy:
indukcji i efektorowa.

Z chwilg pierwszej depozycji haptenu na skére komorki uktadu immunologicznego
otrzymujg dwa sygnaty — sygnat antygenowy, wynikajgacy z potgczenia haptenu z
biatkami ustroju z powstaniem neoantygenu oraz dodatkowy sygnat stymulujacy,
zwigzany ze wzmozeniem uwalniania endogennych glikolipidow [91]. Neoantygen
jest pochtaniany i przetwarzany przez naskorkowe komorki dendrytyczne (komorki
Langerhansa, LC), ktére jednoczesnie zaczynajg wydziela¢ interleukine 1.
Interleukina ta poprzez zmniejszenie ekspresji E-kadheryny w komorkach LC
umozliwia ich oderwanie od keratynocytdw i rozpoczecie procesu migracji do
lokalnych weztéw chtonnych. Ekspresja E-kadheryny jest hamowana zaréwno
autokrynnym oddziatywaniem IL-1B na LC, jak i stymulowanym tg cytoking
wydzielaniem TNFa przez keratynocyty [92]. Niezbedna dla efektywnej migraciji
komérek Langerhansa przez bariere skérno-naskorkowg i skore wiasciwg jest tez
nasilona ekspresja okreslonych molekut adhezyjnych, metaloproteinaz i receptorow
chemokinowych [93]. Wspomniane wczes$niej cytokiny (IL-18 i TNFa) stymulujg
réowniez proces dojrzewania naskérkowych komoérek dendrytycznych - LC, ktore
dotarty do lokalnych weztow chtonnych sg juz typowymi komorkami dendrytycznymi
(DC), a wiec wykazujg silng ekspresje antygenéw MHC klasy |l i molekut

kostymulujgcych. DC aktywnie prezentujg antygen swoistym, naiwnym limfocytom
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Th1, warunkujac ich proliferacje jako efektorowych limfocytow TCRaB*CD4* (Th1)
fazy poznej oraz komorek pamieci immunologicznej w 3.-4. dniu po immunizaciji.
Oprocz wiasciwosci taczenia sie z biatkami ustroju z utworzeniem neoantygenu,
hapteny pobudzajg takze odpornos¢ wrodzong [94]. Nikiel, bedacy silnym alergenem
kontaktowym u ludzi, ma zdolnos¢ aktywacji TLR-4 [95]. W przypadku wiekszosci
haptenéw nie jest to jednak efekt bezposredni. Odpowiedz nieswoista mediowana
jest za posrednictwem wyzwolonych przez hapteny sygnatéw zniszczenia komorki
(DAMPs), takich jak wolne rodniki tlenowe (ROIs) czy ATP i prowadzi do pobudzenia
receptorow TLR i oligomeryzacji inflamasomow [94]. ROIs indukujg w komorce
rozktad kwasu hialuronowego na niskoczgsteczkowe pochodne, ktére sg
rozpoznawane przez TLR-2 i TLR-4. ATP natomiast za posrednictwem btonowego
receptora P2X7 aktywuje wewnagtrzkomorkowy kompleks inflamasomu. Transdukcja
sygnatu na obu tych szlakach prowadzi do zwiekszenia uwalniania prozapalnych
cytokin IL-18 i IL-18, a pobudzenie TLR-4 dodatkowo nasila uwalnianie IFNa i IFN.
Jak wykazano w mysich modelach, delecja genéw TLR-2 i TLR-4 [96] badz
elementow inflamasomu (czgstki adaptorowej Asc, biatka z rodziny receptorow Nod-
podobnych Nirp, kaspazy1 [97,98]), znoszace nieswoistg komponente indukcji
nadwrazliwosci kontaktowej, prowadzi do niemoznosci wywotania reakcji CS lub
Znacznego zmniejszenia jej nasilenia [94].

Drugim komponentem fazy indukcji CS jest prezentacja endogennych glikolipidéw
komérkom NKT przez komorki dendrytyczne skory wiasciwej w  kontekscie
nieklasycznych antygenéw MHC |, CD1d. W wyniku tej interakcji NKT wydzielajg
IL-4, ktéra natychmiastowo aktywuje limfocyty B1 do migracji z jamy otrzewnowej do
lokalnych weztéw chtonnych i Sledziony [99]. Tam w ciggu jednej doby przeksztatcajq
sie w komoérki produkujgce przeciwciata klasy IgM swoiste dla aktywujgcego je
haptenu. Przeciwciata te majg zasadnicze znaczenie w fazie efektorowej CS. W
miejscu ponownego wprowadzenia do organizmu haptenu tworzg z nim kompleksy
immunologiczne, co prowadzi do aktywacji uktadu dopetniacza z uwolnieniem
fragmentéw Cb5a. Fragmenty te stymulujg wydzielanie cytokin, chemokin i serotoniny
przez mastocyty i ptytki krwi. Reakcja ta wywotuje zwiekszony naptyw powstatych w
fazie indukcji limfocytow efektorowych Th1 do miejsca depozycji haptenu,
rozpoznania antygenu prezentowanego przez profesjonalng APC — komorke
dendrytyczng i uwalniania szeregu cytokin. Wsrod nich wyrézni¢ mozna cytokiny

pobudzajace proliferacje komorek — IL-2 i GM-CSF oraz IFN-y i TNF-a, indukujgce w
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keratynocytach ekspresje MHCII i molekut adhezyjnych ICAM oraz sekrecje cytokin:
IL-1, IL-6, GM-CSF [92]. ICAM-1 wigze receptor LFA-1 (CD11a) obecny na

powierzchni komorek limfo- i mieloidalnych.
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MECHANIZM REAKCJI NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ
Opis ryciny w tekscie.

B1 — limfocyt B1; C5a — fragmenty C5a dopetniacza; DAMPs — wzorce molekularne
zwigzane z uszkodzeniem; DC — komérki dendrytyczne; MAS — mastocyty; MON —
monocyty; NEU — neutrofile; NKT — limfocyty NKT; PC — komoérka plazmatyczna; PLT
— ptytki krwi; Th1 ef — limfocyty Th1 efektorowe; Th1 mem — limfocyty Th1 pamieci;
TLR — receptory Toll-podobne

Prowadzi to do infiltracji limfocytow do naskoérka oraz mobilizacji monocytéw i
granulocytéw krwi obwodowej do miejsca toczgcej sie reakcji. Dodatkowo wydzielane
przez keratynocyty cytokiny stymulujg aktywacje i proliferacje komorek T oraz DC.
Makroskopowo procesy fazy efektorowej manifestuja sie charakterystycznym
zaczerwienieniem i obrzekiem, osiggajacym szczyt w 24-48h po kontakcie z
haptenem [23] (Ryc. 3.3).
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W 1968r. reakcje alergiczne typu komodrkowego zostaty wspolnie zaklasyfikowane
przez Gella i Coombsa do IV typu nadwrazliwosci [100]. Od tego czasu wiedza na
temat subpopulacji limfocytow T i mnogosci proceséw przez nie mediowanych
poszerzyta sie znacznie, doprowadzajgc do wydzielenia podtypéw DTH. W
zaleznosci od rodzaju syntetyzowanych przez limfocyty T cytokin, rézne typy
komorek mogag by¢ aktywowane i obraz kliniczny DTH manifestuje sie odmiennie
[101]. Typ IVa, ktéry odpowiada klasycznym reakcjom DTH i CS, wigze sie z
aktywacjg makrofagdbw przez IFNy i TNFa wydzielane przez limfocyty Th1.
Zaktywowane makrofagi sg zrédtem cytokin, chemokin i cytotoksyn. W typie IVb
opisuje sie aktywacje eozynofili przy udziale uwalnianych przez limfocyty Th2
interleukin: 4, 5 i 13 oraz eotaksyny. Typ 1Vd obejmuje reakcje zwigzane z rekrutacjg
neutrofili przez limfocyty T produkujace interleukine 8 i GM-CSF. Typ IVc zwigzany
jest z cytotoksycznoscig komoérek T, zarébwno CD8" jak i CD4* (udziat perforyny i
granzymow, co prowadzi do apoptozy). Ponadto sugeruje sie, ze cytotoksycznosé
komorkowa moze wspoétuczestniczy¢ w mechanizmie wszystkich czterech podtypéw
DTH [102]. Pichler i wsp. zauwazyli, ze obraz kliniczny nadwrazliwosci na rézne leki
zalezy od typu komorek zaangazowanych w dang odpowiedz alergiczng, co z kolei
jest wynikiem struktury i chemicznej aktywnosci terapeutyku [101]. Lek moze
zachowywaé¢ sie jak hapten i w sposdéb kowalencyjny modyfikowaé biatka
rozpuszczalne badz powierzchniowe komorek, prowadzac do indukcji odpowiedzi
immunologicznej. Drugg koncepcjg jest koncepcja prohaptenu, a wiec uzyskania
cechy immunogenowosci przez chemicznie nieaktywny (tzn. niezdolny do taczenia
sie z biatkami) lek dopiero po jego metabolicznej obrébce w komodrce. Trzecig
mozliwoscig aktywacji CS jest bezposrednie przytgczenie leku w sposéb labilny do
receptora TCR badz do czastki MHC, uwarunkowane witasciwosciami fizyko-
chemicznymi oraz przestrzenng strukturg terapeutyku. Ten mechanizm nie wymaga
processingu antygenu i prowadzi do szybkiego pobudzenia limfocyta T. Opisana
réznorodno$¢ proceséw prowadzacych do nadwrazliwosci mediowanej przez
limfocyty T skutkuje odmiennym obrazem klinicznym, ale rowniez przebiega wedtug
pewnych schematéw, co implikuje koniecznos¢ doktadnego badania tych procesow i
daje nadzieje na terapeutyczne wykorzystanie ich znajomosci w przysztosci.

Wprowadzony w 1968r. przez Ashersona i Ptaka [103] mysi model nadwrazliwosci
kontaktowej do dzi§ pozostaje podstawowym narzedziem stosowanym do badania

mechanizméw funkcjonowania limfocytow T in vivo. W modelu tym wykorzystuje sie
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mozliwos¢ aktywnego uczulenia zwierzat za pomocq szeregu haptenéw (np. TNP,
DNCB, OX) oraz przeniesienia stanu nadwrazliwosci przez komorki limfoidalne
weztéw chtonnych i sledzion osobnikéw uczulonych na syngeniczne osobniki naiwne
[103]. Podobnie jak to opisano dla nadwrazliwosci typu poznego na leki,
nadwrazliwos¢ kontaktowa wywotywana przez hapteny cechuje sie réznorodnoscig
przebiegu. W zaleznosci od rodzaju haptenu stosowanego w celu indukcji uczulenia,
drogi jego podania i gatunku/szczepu zwierzecia, komorkg efektorowg CS nie
zawsze jest klasyczny efektorowy limfocyt CD4" Th1, jak to ma miejsce w przypadku
stosowania haptenu chlorku pikrylu (TNP-PCI) u myszy CBA/J. Opisano mysie
modele CS, w ktorych centralng komorkg jest limfocyt cytotoksyczny Tci1 (np.
uczulenie haptenami DNFB, DNCB i OX myszy szczepéw C57 i Balbc) [104-106].
Ponadto wykazano, ze u myszy pozbawionych genu interleukiny 17 nie dochodzi do
rozwoju petnej alergii na DNFB, z czego wnioskowa¢ mozna o istotnym udziale
limfocytow T CD8" wydzielajgcych IL-17 w tej nadwrazliwosci [107]. U myszy
pozbawionych limfocytow T i B wykazano natomiast mozliwos¢ przeniesienia CS za
pomocg watrobowych komorek NK i zaleznos¢ tego procesu od cytokin: IFNy i IL-12
[108].

3.2.1.1 REGULACJA NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ

Fizjologicznie, po uptywie 48-72 godzin od ponowego kontaktu z haptenem reakcja
CS ulega wyciszeniu za posrednictwem uwalnianej przez makrofagi i keratynocyty
prostaglandyny E, hamujgcej produkcje IL-1 i IL-2. Znaczaca role odgrywajg tez
cytokiny supresyjne (TGFp i IL-10) wydzielane gtdéwnie przez limfocyty regulatorowe,
ale réwniez przez keratynocyty [92]. TGFB hamuje rozprzestrzenianie sie stanu
zapalnego oraz blokuje proliferacyjne efekty IL-1 i IL-2 [23]. IL-10 natomiast hamuje
wydzielanie cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a) oraz poprzez
zmniejszenie ekspresji MHCII na APC obniza ich zdolnos¢ do prezentacji antygenu
oraz antygenowo-swoistg proliferacje komérek Th1. Ponadto keratynocyty, pomimo
ekspresji MHCII, nie posiadajg na swej powierzchni molekut kostymulujgcych, co w
konsekwencji prezentacji przez nie antygenu indukuje tolerancje na drodze anergii
klonalnej limfocytéw efektorowych. Réwniez enzymatyczna i komoérkowa degradacja
kompleksu biatkowo-haptenowego ma wptyw na zahamowanie CS.

Jak wspomniano, w mysim modelu CS o charakterze odpowiedzi decyduje typ

haptenu i droga jego podania (w tym typ komdrek uzywanych jako nosnik haptenu)
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oraz szczep zwierzat doswiadczalnych [109]. R6ézne komorki efektorowe warunkujg
odmienny przebieg reakcji nadwrazliwosci, a w konsekwencji uruchamiane
mechanizmy supresji mogq by¢ zroznicowane. W przypadku nadwrazliwosci na
hapteny, limfocyty supresyjne aferentne (Ts aff) CD8", indukowane dozylnym
podaniem znakowanych haptenem immunoglobulin [110], na drodze jeszcze nie
poznanego mechanizmu hamujg powstawanie limfocytéow efektorowych Th1 w fazie
indukcji CS. Dozylne podanie wysokiej dawki antygenu lub syngenicznych komérek
znakowanych haptenem indukuje natomiast limfocyty supresyjne eferentne (Ts eff)
CD8" [111]. Blokujg one zdolnos¢ komoérek efektorowych CS do przeniesienia
nadwrazliwosci na syngenicznych, naiwnych biorcéw. Postuluje sie, ze ich funkcja
jest realizowana za posrednictwem czynnika supresyjnego (TsF), ktérego istotng
komponentg moze by¢ niskoczgsteczkowy RNA [112]. Ten nowy mechanizm supresji

komodrkowej odpowiedzi immunologicznej jest tematem niniejszej pracy.

3.2.1.1.1. Rola TsF w regulaciji reakciji nadwrazliwosci kontaktowej

W ukfadzie eksperymentalnym po dozylnym podaniu myszom haptenu w formie
rozpuszczalnej lub wyznakowanych nim komorek syngenicznych (erytrocyt, limfocyt,
makrofag) dochodzi do indukcji stanu tolerancji, w ktérym niemozliwe jest wywotanie
reakcji uczuleniowej na dany hapten [113,114]. Tolerancja ta warunkowana jest
przez limfocyty supresyjne eferentne, ktére hamujg faze efektorowg reakcji CS [110].
Limfocyty myszy, ktére otrzymaty kolejno hapten dozylnie i naskornie wytwarzajg
takze in vitro rozpuszczalny czynnik supresyjny (TsF), ktéry hamuje funkcje
uczulonych limfocytow efektorowych CS, podobnie jak czynig to komorki Ts [114].
Indukcje TsF przeprowadza¢ mozna przy uzyciu roznych haptenéw (TNP, DNP, OX),
a otrzymane czynniki, testowane w formie nadsgczy komorek limfoidalnych lub
nadsgczy wyizolowanych z nich komérek T [114] wykazujg specyficzno$é
antygenowg [115]. Dotychczasowe badania wykazaty, ze TsF sktada sie z dwoch
komponentow [111], z ktdérych Zzaden osobno nie dziata supresyjnie, ale ich
potgczenie skutkuje petng aktywnoscig supresyjng. Uczulenie naskorne indukuje
limfocyty B1 do uwalniania antygenowo-swoistego komponentu TsF, bedacego
czescig immunoglobuliny IgM (tancuch lekki) [91]. Druga skiadowa indukowana jest
dwukrotng immunizacjg myszy dozylnym podaniem znakowanych haptenem
syngenicznych erytrocytow mysich i jest produktem limfocytéw supresyjnych.

Zaproponowano, ze jej dziatanie jest zwigzane z obecnoscig niewielkich fragmentéw

27



RNA (siRNA, miRNA lub rybozymu), ktore jak wykazano to w innych uktadach majg
dziatanie regulacyjne na funkcjonowanie gendéw komorki [116]. Rybonukleinowy
charakter aktywnego komponentu czynnika potwierdzony zostat na dwéch drogach.
Wykazano, ze TsF jest wrazliwy na RNaze, w tym RNaze Il rozktadajgca
dwuniciowe RNA, ale nie na DNaze i proteazy (trypsyne i proteinaze K) [112].
Ponadto przeprowadzono oczyszczanie czynnika od nadsaczu znad hodowli
komérek supresyjnych (TsF SN), przez wyekstrahowang z niego metodg
Chomczynskiego frakcje fenolowo-chloroformowg mieszaniny kwasow nukleinowych
DNA i RNA (TsF PCE), az do postaci czystego RNA (TsF QRNA), uzyskanego
poprzez zastosowanie chromatografii na kolumnach Qiagen. We wszystkich trzech
formach TsF wykazat zdolno$¢ znaczgacego zahamowania rozwoju reakcji
nadwrazliwosci kontaktowej. Ponadto stwierdzono, ze czysty izolat DNA z TsF PCE
nie wykazuje zadnych wiasciwosci supresyjnych. Kolejnym krokiem byto poznanie
struktury RNA w czynniku TNP-TsF QRNA. Aktywnos¢ TNP-TsF QRNA znoszona
jest przez RNaze lll, co dowodzi, ze aktywng supresyjnie sktadowg jest dwuniciowy
kwas rybonukleinowy. Rozdziat elektroforetyczny TNP-TsF QRNA na sekwencyjnym
zelu poliakrylamidowym doprowadzit do uzyskania w elektroforegramie pieciu
prazkéw, z ktérych dwa (stanowigce faktycznie jeden duzy), wykazujg aktywnosé
immunosupresyjng. Szczegotowe badania wykazaty, ze ten odcinek RNA ma 75-80
zasad [117], a analiza bioinformatyczna wskazuje, ze badang czastkg moze by¢
miR150 lub jego prekursor [118]. Wykazano ponadto, ze egzosomy wyizolowane z
nadsgczy komorek produkujgcych TsF posiadajg wiasciwosci supresyjne. TsF moze
wiec byC czastkg krotkiego, regulacyjnego RNA (miR150), transportowanego z

komorki supresyjnej do efektorowej w formie egzosomow [119].
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4 CEL BADAN

Tematem niniejszej pracy sg badania struktury i funkcji czynnika supresyjnego
indukowanego w modelu zwierzecym poprzez dozylng indukcje tolerancji u myszy
szczepu CBA/J wysokimi dawkami oksazolonu skoniugowanego z syngenicznymi
erytrocytami oraz nastepujaca po niej naskdérng immunizacjg tym samym haptenem.
Cel badan byt wielostopniowy.
Na wstepie ze wzgledu na niespOjne dane literaturowe przeprowadzona zostata
ocena fenotypu efektorowych limfocytow oksazolonowo-swoistych indukowanych w
aktywnym uczuleniu oksazolonem u myszy szczepu CBA/J.
Gtownym celem badan byta jednak ocena wiasnosci biologicznych czynnika
supresyjnego OX-swoistego z uwzglednieniem jego produkcji i kolejnych etapéw
oczyszczania (ekstrakcja, rozdziat chromatograficzny):
. ocena dawki czynnika supresyjnego, koniecznej do zahamowania reakcji CS
w modelu in vivo (w transferze z uczulonymi limfocytami T) i w systemie in vitro (w
biotescie proliferacyjnym);
. okreslenie swoistosci antygenowej OX-TsF;
. eksperymentalne zbadanie, czy czynnik supresyjny w generowaniu sygnatu
hamowania reakcji nadwrazliwosci kontaktowej wykazuje restrykcje MHC-zalezng;
. okreslenie, jaki jest fenotyp limfocytéw odpowiedzialnych za produkcje
sktadowej RNA czynnika supresyjnego oraz czy dla dziatania kompletnego czynnika
OX-swoistego konieczne sg molekularne interakcje miedzy sktadnikami
produkowanymi przez limfocyty B1i Ts.
W ostatnim etapie badah podjeta zostata préba okreslenia mechanizmu dziatania
czynnika supresyjnego na komorki efektorowe CS:
. okreslenie wptywu czynnikdw supresyjnych na aktywnos¢ sekrecyjng
wybranych cytokin efektorowych limfocytéw T o charakterze zaréwno prozapalnym
(IFN-y, IL-6 i IL-17 ), jak i przeciwzapalnym (IL-10);
. ocena wptywu dziatania czynnika supresyjnego na indukcje apoptozy
efektorowych limfocytow CS metodg cytofluorymetryczna.

W Swietle doniesien o mozliwosci aktywnego wydzielania przez komorki
czastek regulacyjnego RNA upakowanych w egzosomach [84] oraz naszych
wstepnych badan w systemie wuczulenia innym haptenem — TNP [117],

przetestowana zostata réwniez hipoteza o wydzielaniu czynnika supresyjnego w
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postaci egzosomow w odniesieniu do komorek supresyjnych aktywnych w systemie

uczulenia oksazolonem.
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5 MATERIALY | METODY

5.1 ZWIERZETA DOSWIADCZALNE

W doswiadczeniach uzywano myszy wsobnych szczepu CBA/J [H2k], Balbc [H2d]

i C57/BL6 [H2b] obu pfci, w wieku 8-10 tygodni. Zwierzeta pochodzity z hodowli
Katedry Immunologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie
oraz zwierzetarni Yale University School of Medicine, New Haven, CT, USA (The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA)

Zwierzeta hodowano w warunkach standardowych, skarmiano paszg i pojono wodg
ad libitum, zgodnie z zaleceniami komisji etycznej ds. zwierzat laboratoryjnych przy
UJ. Na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach uzyskano zgode Komis;ji
Etycznej nr 28/2009 z dnia 23.04.2009 oraz nr 40/2011 z dnia 28.05.2011.

5.2 ODCZYNNIKI

DPBS (zbuforowana fosforanami sdl fizjologiczna bez jonéw Ca?" i Mg®*), aceton,
EDTA (s6l sodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego), wodorotlenek sodu,
octan sodu (wszystkie P.O.Ch.S.A., Gliwice, Polska); kwas siarkowy (VI) (PPH
Standard Sp. z o. o., Lublin, Polska); oksazolon (4-Ethoxymethylene-2-phenyl-2-
oxazolin-5-one; Aldrich Chem. Co., Milwaukee, WI, USA); oliwa extra vergine (Basso
Fedelee Figli s.r.l., Wtochy); btekit trypanu (Searle Diagnostic, High Wycombe Bucks,
Anglia); kwas trojnitrobenzenosulfonowy TNBSA (Eastman Chemicals, Rochester,
NY, USA); podwajnie rekrystalizowany chlorek pikrylu [chlorek 2.4,6-trinitrofenylu
PCI] (Chemtronix, Swannanoa, NC, USA);

kwas kakodylowy i kakodylan sodu, fenol:chloroform 5:1 pH 4,7, fenol, etanol,
chloroform, bromek 3[4,5-dwumetylotiazolo-2-yl]-2,5-dwufenyltetrazolu  (MTT),
RNaza A (wszystkie Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Qiagen® RNA/DNA Kkit,
woda pozbawiona RNaz (Qiagen, Valencia, CA, USA); dopetniacz kréliczy
liofilizowany (Biomed Lublin, Lublin, Polska); surowica ptodowa cieleca FCS (Gibco
Invitrogen, Nowy Jork, USA); Goat Anti-Rat IgG MicroBeads (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Niemcy), marker wielkosci DNA pEGFPC1-C5/Masp | (Molecular
Cellular and Developmental Biology, Yale University, New Haven, CT, USA), marker
wielkosci niskoczgsteczkowego RNA (USB Corp., Cleveland, OH, USA)

bufor TBE 10x do elektroforezy, na 1litr buforu:
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121,14g TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); 3,72g Na.EDTA, 51,329
kwasu borowego (oba P.O.Ch.S.A., Gliwice, Polska)
agaroza (Biorad, Hercules, CA, USA), bromek etydyny (American Bioanalytical,
Natick, MA, USA)
zestawy do oznaczania cytokin metodg ELISA: BD OptEIA™ Set Mouse IFN-y, BD
OptEIA™ Set Mouse IL-6, BD OptEIA™ Set Mouse IL-10 (wszystkie BD Biosciences,
San Diego, CA, USA) oraz mouse IL-17A ELISA Ready-Set-Go! (eBioscience, San
Diego, CA, USA)
Zestaw do cytofluorymetrycznej oceny apoptozy AnnexinV-FITC (BD Biosciences,
San Diego, CA, USA)

5.3 LINIE KOMORKOWE | PRZECIWCIALA MONOKLONALNE

Linia komérkowa HT-2 (ATCC, Manassas, VA, USA)

Przeciwciata monoklonalne anty-CD4, wyizolowane metodg chromatografii
powinowactwa na kolumnach ProtA Seph4B w Katedrze Immunologii UJ CM z
supernatantéw hybrydomy GK 1.5 Rat IgG2b anti-mouse CD4 (dzieki uprzejmosci
Yale University, New Haven, CT, USA).

Przeciwciata monoklonalne anty-CD8, wyizolowane standardowg (j.w.) metodg
chromatografii powinowactwa w Katedrze Immunologii UJ CM z supernatantow
hybrydomy TIB105 Rat IgG2b anti-mouse CD8 (dzieki uprzejmosci Yale University,
New Haven, CT, USA).

Przeciwciata monoklonalne anty-CD3 znakowane APC (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego, CA, USA)

5.4 PODLOZA HODOWLANE

podtoze RPMI 1640 (CytoGen GmbH, Sinn, Niemcy)

bezbiatkowe podtoze MDM (przygotowywane w Katedrze Immunologii UJ CM):
podtoze RPMI 1640 (CytoGen GmbH, Sinn, Niemcy) suplementowane:
5mM 2-mekaptoetanol 100x, 2mM glutamina GlutaMAX 100x, 10mM Hepes -
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethane Sulfonic Acid (wszystkie Gibco
Invitrogen, Nowy Jork, USA); 100mM kwas pirogronowy, 0,1mM mieszanina
aminokwaséw NEAA - MEM Non-essential Amino Acid Solution 100X (oba
Sigma-Aldrich CO LTD, Irvine, Wielka Brytania); gentamycyna (100mg/1000m|
MDM) (KRKA, Novo Mesto, Stowenia) [120]
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podtoze do hodowli linii HT-2

podtoze RPMI 1640 (CytoGen GmbH, Sinn, Germany) suplementowane:

5mM 2-mekaptoetanol, 2mM glutamina GlutaMAX 100x, 10mM Hepes 100X
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethane Sulfonic Acid, 5% surowica ptodowa
cieleca FCS (wszystkie Gibco Invitrogen, Nowy Jork, USA); 0,025M glukoza,
17,8mM dwuweglan sodu (oba P.O.Ch.S.A., Gliwice, Polska); gentamycyna
(100mg/1000ml) (KRKA, Novo Mesto, Stowenia); ludzka rekombinowana IL-2
(rhIL-2) (100U/ml) (Sigma-Aldrich CO LTD, Irvine, Wielka Brytania)

5.5 APARATURA

Komora laminarna do pracy jatowej (Heraeus Instruments, Hannau, Niemcy);
wirdwka z chtodzeniem (Heraeus Sepatech, Osterode, Niemcy); mikroskop Swietiny
Jenaval (Carl Zeiss, Jena, Niemcy); komora Burkera do liczenia komorek (Fein-
Optik, Bad Blankenburg, Niemcy); $ruba mikrometryczna (Mitutoyo, Japonia);
mieszadto hematologiczne (Wigo, Pruszkéw); spektrofotometr UV/VIS (Infinite M200
Tecan, Mannedorf, Szwajcaria); ultrawiréwka (Beckman Coulter, typ Optimal L-100
XP z rotorem SW32 Ti; Brea, CA, USA); cytofluorymetr Becton Dickinson FACS
Canto™ 1l (BD Biosciences, San Jose, CA, USA); aparat do elektroforezy (EASY-
CAST™ Electrophoresis System, model nr B1A, Owl Scientific Inc., Owl Separation
System, Woburn, MA, USA); pipety automatyczne (FinPipet); jatowy sprzet
jednorazowy wykonany z polipropylenu: probowki 15ml, 50ml (Sarstedt, Tuttlingen,
Niemcy); butelki polistyrenowe hodowlane, ptytki hodowlane (TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Szwajcaria); ptytki 96-cio dotkowe do testéw ELISA
(Corning, Nowy Jork, USA), prébéwki do ultrawirowania (Beckman Centrifuge Tubes
no. 344058; Beckman Coulter, Brea, CA, USA); saczki 0,45um i 0,22um (Millipore,
Billerica, MA, USA); saczki 0,1um (Pall Life Sciences, NY, USA)

5.6 PRZYGOTOWANIE KOMOREK | BIALEK
5.6.1 IZOLACJA LIMFOCYTOW WEZtOW CHEONNYCH | SLEDZION

Wezly chtonne pachowe i pachwinowe oraz $ledziony dawcow komorek
limfoidalnych pobierano do zimnego (4°C) podioza RPMI. Nastepnie narzady
rozcierano delikatnie miedzy dwoma mikroskopowymi szkietkami podstawowymi ze
szlifem, uzyskujgc zawiesine komodrkowg. Zawiesina ta przesgczona byta przez

sgczek nylonowy o $rednicy oczek 80um, a nastepnie kilkukrotnie przeptukana w
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RPMI, a ostatecznie zawieszona w DPBS i uzywana w dalszych procedurach

(hodowle i transfery komérkowe).

5.6.2 ZNAKOWANIE ERYTROCYTOW HAPTENAMI (OX i TNP)
Krew pobierano na antykoagulant (0,1% EDTA), poprzez skrwawianie (w narkozie

wziewnej 30% Isoflurane) naiwnych syngenicznych dawcoéw. Po zwirowaniu krwinki
czerwone oddzielono od osocza.

Wstepnie przygotowano roztwér oksazolonu, rozpuszczajgc 10mg OX w 1ml
alkoholu absolutnego (96%), a nastepnie wkraplajac tak otrzymany roztwér do 20ml
ogrzanego do ok.70°C DPBS. Po schiodzeniu do temperatury pokojowej roztwor ten
wykorzystano do wyznakowania 1ml upakowanych (100%) mysich erytrocytéw,
uprzednio zawieszonych w 9ml DPBS (10%mRBC). Krwinki znakowano przez 10
minut, w temperaturze pokojowej, bez dostepu sSwiatta, na mieszadle
hematologicznym, po czym niezwigzany z erytrocytami nadmiar haptenu odptukano
w DPBS z 1% FCS, a nastepnie kilkukrotnie w czystym DPBS. Zawiesine krwinek
znakowanych OX (OX-mRBC) doprowadzono do koncentracji 10% i uzyto do indukgiji
tolerancji dawcéw OX-TsF.

Procedure znakowania TNP-mRBC wg Rittenberga i Pratta przedstawiono i opisano
w pozycji [114]. Do znakowania 1ml upakowanych erytrocytow uzyto 40mg TNP
rozpuszczonego w 7ml buforu kakodylanowego (pH=7) i mieszanine tg inkubowano
przez 20 minut w ciemnosci w temperaturze pokojowej na mieszadle
hematologicznym [114], a nastepnie postepowano jak w przypadku procedury

uzyskiwania OX-mRBC.

5.6.3 ZNAKOWANIE BIALEK OKSAZOLNEM

Mysig gamma-globuline (MGG) izolowano z surowicy metodg stracania z siarczanem
amonowym oraz kwasem kaprylowym [121] i poddano znakowaniu oksazolonem.
Wstepnie przygotowano 5mg/ml roztwér MGG w 0,05M buforze EDTA (pH 8,4) oraz
1% roztwor oksazolonu w 96% alkoholu. Otrzymane roztwory potagczono w proporcji
0,75ml oksazolonu na 25ml biatka, powoli wkraplajgc roztwér haptenu do biatka i
znakowano w temperaturze pokojowej, w ciemnosci na rolerze przez noc. W celu
wychwycenia nadmiaru niezwigzanego haptenu nastepnego dnia przeprowadzono
dialize otrzymanego roztworu do DPBS z 1% natywng surowicg FCS, a nastepnie

roztwor OX-MGG dializowano wobec czystego DPBS. Stosunek molowy biatka do
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haptenu (OX) wyliczono po oznaczeniu ekstynkcji przy dtugosci fali 280nm
(charakterystycznej dla biatka) oraz 330nm (swoistej dla oksazolonu) [122],

przyjmujac, ze 1M OX wykazuje absorbancje réwng 24000 [123].

5.7 PRODUKCJA | OCZYSZCZANIE OX-TsF [114] (Ryc. 5.1)

5.7.1 IMMUNIZACJA DOZYLNA | NASKORNA

W celu uzyskania kompletnego czynnika OX-TsF, mysich dawcow tego czynnika
immunizowano dwukrotnie (w dniu 0. i 4.), dozylnym podaniem 10% syngenicznych
erytrocytow znakowanych oksazolonem (OX-mRBC, metodyka w punkcie 5.6.2) w
ilosci 200ul/biorce. Nastepnie, w 8. dniu dawcéw tych uczulono naskérnie 3%
roztworem OX w alkoholu absolutnym, aplikowanym na ogolong skére brzucha oraz
tapy w ilosci 150ul/biorce.

Alternatywnie stosowano dwie grupy dawcow, uczulanych tylko dozylnie, badz tylko
naskornie. Zwierzeta te postuzyly do otrzymania odpowiednio komponentu RNA oraz
biatkowego czynnika supresyjnego.

Do doswiadczen badajgcych swoisto§¢ antygenowg czynnikdw supresyjnych
przygotowano dodatkowo czynnik supresyjny swoisty dla haptenu TNP. Dawcow
immunizowano analogicznie do dawcow OX-TsF, w pierwszym etapie podajgc
dwukrotnie i.v. po 200l 10% TNP-mRBC (w 0. i 4. dniu), a nastepnie naktadajgc (w
8. dniu) na ogolong skoére brzucha oraz tapy po 150upl 5% roztworu PCl w
mieszaninie acetonu i alkoholu 96% (w stosunku 1:3).

Kontrolny czynnik Sham-F uzyskiwano wedtug analogicznej procedury, jednak bez
uzycia haptenu, tj. myszy dwukrotnie szczepiono dozylnie 10% syngenicznymi
nieznakowanymi erytrocytami, a nastepnie naktadano im na ogolong skoére brzucha

mieszanine acetonu i alkoholu 96%.

5.7.2 HODOWLA KOMOREK LIMFOIDALNYCH | ZBIOR NADSACZY

W dniu 11. dawcow OX-TsF poddano narkozie i zabito przez dyslokacje kregéw
szyjnych i pobrano od nich wezty pachowe, pachwinowe oraz sledziony. Z
otrzymanych narzadéw wyizolowano komorki limfoidalne (Materiaty i Metody, punkt
5.6.1), ktore nastepnie zawieszono w koncentracji 2x10” komarek/ml w bezbiatkowym
podtozu MDM i hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze 5%
CO.. Po 48h nadsacz znad hodowli zebrano, zwirowano przy 700g przez 10 minut,

osad odrzucono (usuniecie zywych oraz martwych komorek). Nadsgcz ponownie
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zwirowano, przy 3000g w cigagu 30 minut. Otrzymany OX-TsF SN byt bezposrednio
uzywany do dalszych testow, przechowywany w temperaturze —20°C badz stuzyt do
dalszego oczyszczania OX-TsF.

Jednoczesnie produkowano kontrolny czynnik negatywny (NF), otrzymywany jako

nadsacz hodowli (j.w.) komorek limfoidalnych naiwnych dawcow.

5.7.3 IZOLACJA EGZOSOMOW

Egzosomy izolowane byly zaréwno ze $wiezego, jak i uprzednio zamrozonego
nadsgczu hodowli komoérek limfoidalnych dawcow OX-TsF, a takze z nadsgczu
hodowli komorek limfoidalnych dawcow naiwnych (zrodio kontrolnego czynnika
negatywnego, NF). Postuzono sie zmodyfikowang metodg wg Théry et. al. (2006)
[124].

Wstepnie nadsgcza zwirowano przy przyspieszeniu kolejno 700g przez 10 minut
oraz 3000g przez 30minut, w temperaturze 4°C. Etap ten pozwala na usuniecie
martwych komorek oraz komorkowego debris, ktore po kazdym wirowaniu odrzucane
sq w postaci pelety. Dodatkowo przeprowadzono oczyszczanie tak otrzymanych
supernatantéw metodg ultrafiltrowania, za pomocg sgczenia z uzyciem sgczkéw o
srednicy oczek kolejno: 0,45-0,22-0,1um.

Tak przygotowany nadsgacz poddany =zostat procedurze ultrawirowania, przy
predkosci 100 000g przez 70minut, w temperaturze 4°C. Nadsgcz odrzucono, a
pelete odptukano w DPBS i powtornie poddano ultrawirowaniu (100 000g, 70min,
4°C).

Ostateczny supernatant odrzucono, a uzyskang pelete zawieszono w matej ilosci
DPBS (~1/100 objetosci supernatantu uzytego do izolacji egzosoméw) i testowano w

modelu nadwrazliwosci kontaktowe;.

5.7.4 EKSTRAKCJA MIESZANINA FENOL-CHLOROFORM

Czynnik supresyjny poddano ekstrakcji wg Chomczynhskiego [125].

OX-TsF SN zmieszano z réowng iloscig mieszaniny fenol:chloroform (5:1, pH 4,7),
wytrzasano przez 2 minuty i poddano wirowaniu przy 2500g, w temperaturze 4°C,
przez 20minut. Otrzymano 2 frakcje; gérng - wodna, zawierajgca DNA i RNA, oraz
dolng - fenolowo-chloroformowa, do ktorej zostaty wyekstrahowane biatka oraz
zanieczyszczenia, np. barwnik. Frakcje wodng zebrano i poddano powtdrnej

ekstrakcji z mieszaning fenol-chloroform (5:1, pH 4,7), tym razem w stosunku 1:0,66.

36



Frakcje wodng zebrano i w celu wytrgcenia kwaséw nukleinowych dodano 3M octan
sodu (w ilosci 0,1 objetosci fazy wodnej) oraz 96% etanol (w ilosci 3-krotnej objetosci
frakcji wodnej i octanu sodu), a mieszanine inkubowano przez noc w temperaturze
-20° C. Nastepnego dnia cato$¢ wirowano (4000g, przez 35 minut, w temperaturze
4°C). Supernatant odrzucono, osad rozpuszczono w wodzie destylowanej i poddano
reekstrakcji z fenolem (pH 8), w stosunku 1:1. Otrzymang po wirowaniu (4000g, 20
minut, w temperaturze 4° C ) frakcje wodng zebrano i ekstrahowano chloroformem,
dodanym w ilosci 1/3 objetosci frakcji wodnej, a nastepnie wirowano (4000g, 10
minut, w temperaturze 4°C) w celu usuniecia zanieczyszczen probki, jak i
pozostatosci fenolu. Kwasy nukleinowe obecne we frakcji wodnej ponownie zostaty
poddane strgcaniu z octanem sodu i alkoholem oraz inkubaciji przez noc (j.wcz.), po
czym prébke wirowano (4000g, 35 minut, w temperaturze 4°C), supernatant
odrzucono a osad (zawierajacy RNA i DNA) przeptukano 75% etanolem (usuwajac
octan) i rozpuszczono w wodzie destylowanej wolnej od RNaz. Czystosé
otrzymanego ekstraktu fenolowo-chloroformowego OX-TsF (OX-TsF PCE) oceniono
poprzez spektrofotometryczny pomiar absorbancji przy dtugosciach fali 260 oraz
280nm. Uzyskany stosunek absorbancji 260/280, wyzszy od 1,7, uznawano za

wiasciwe oczyszczenie kwasow nukleinowych z kontaminacji biatkowe;j.

5.7.5 CHROMATOGRAFIA POWINOWACTWA (KOLUMNY QIAGEN)

Ekstrakt fenolowo-chloroformowy OX-TsF, jak i NF oczyszczano do postaci czystego
RNA (QRNA) na kolumienkach chromatograficznych, zgodnie z instrukcjg
producenta Qiagen RNA/DNA kit, numer katalogowy 14162.
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SCHEMAT OTRZYMYWANIA OX-TsF
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Ryc. 5.1
SCHEMAT INDUKCJI | OCZYSZCZANIA CZYNNIKA SUPRESYJNEGO

SWOISTEGO DLA NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ NA OKSAZOLON

5.7.6 ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAt CZYNNIKOW SUPRESYJNYCH
LIMFOCYTOW T NA ZELU AGAROZOWYM

2,5% zel do elektroforezy otrzymano przez rozpuszczenie 7,5 gramdéw agarozy w
300ml uprzednio przygotowanego buforu TBE. Roztwor agarozy kilkukrotnie
doprowadzono do wrzenia w kuchence mikrofalowej, po czym po ostudzeniu do ok.
50°C dodano 15ul bromku etydyny, stosowanego w stezeniu 10mg/ml. Zel wylano do

komory aparatu z natozonym w celu utworzenia studzienek startowych grzebieniem.
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Po zastygnieciu agarozy komore uzupetniono buforem startowym TBE, a grzebien
usunieto.

Rozdziatowi elektroforetycznemu poddano ekstrakty fenolowo-chloroformowe OX-
TsF, TNP-TsF oraz NF, a takze ich frakcje DNA i RNA, otrzymane w wyniku
rozdziatu chromatograficznego na kolumnach Qiagen. Do odpowiednich studzienek
naktadano po ok. 10ul probki, zawierajgcej odpowiednio rozcienczony (od 0,5 do
14g) badany czynnik badz jego frakcje w znanym i statym pomiedzy prébkami
stezeniu oraz 10x stezone: bufor TBE oraz barwnik barwigcy agaroze.

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono w czasie 25 minut przy napieciu 110V i
natezeniu 50mA. Elektroforeze przeprowadzono wzgledem standardu wielkosci.
Odczytu rozdziatu dokonywano w UV, a obraz fotografowano i poddano obrébce

programem Photoshop.

5.8 TESTY NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ

5.8.1 AKTYWNE UCZULENIE HAPTENEM W MODELU NADWRAZLIWOSCI
KONTAKTOWEJ U MYSZY

W modelu tym uczulenie nastepuje w ciggu 4-7 dni po depozycji haptenu na ogolong
skore brzucha. W tym czasie nastepuje indukcja haptenowo-swoistych limfocytow
efektorowych. Ponowna aplikacja tego samego haptenu (challenge) na matzowiny
uszne powoduje po 24-48h od challenge ich obrzek. Wielkos¢ obrzeku obliczana jest
jako roznica miedzy gruboscia matzowiny, zmierzong za pomocg Sruby
mikrometrycznej, przed challenge i po nim, a wyrazana jest w jednostkach

Ux102mm.

W modelu nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon do uczulenia stosuje sie 3%
roztwor tego haptenu w alkoholu 96%, naktadany w ilosci 150ul na ogolong skére
brzucha oraz fapy, a do wywotania reakcji CS (challenge) — 0,4% roztwor oksazolonu

w mieszaninie oliwy i acetonu (1:1), w ilosci po 10ul na obie powierzchnie obu uszu.

5.8.2 ADOPTYWNY TRANSFER NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ

Nadwrazliwos¢ kontaktowg przenie$¢ mozna za pomocg limfocytéw efektorowych od
uczulonych dawcdéw na naiwnych, syngenicznych biorcow, tak ze juz pierwszy
bezposredni kontakt z haptenem (w momencie challenge) wywota u tych zwierzat
reakcje alergiczng. Komoérki efektorowe przed ich dozylnym transferem poddawac

mozna manipulacjom in vitro, takim jak inkubacja z czynnikiem supresyjnym badz
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selekcja negatywna lub pozytywna z uzyciem przeciwciat, stad jest to podstawowe
narzedzie badawcze stosowane w niniejszej pracy.

Do transferu CS wuzywano mieszaniny komoérek wezibw chionnych (2/3
transferowanych komorek) i $Sledzion (1/3 transferowanych komoérek) (Materiaty i
Metody, punkt 5.6.1) uczulonych dawcow w ilosci 7x10” komdrek w przeliczeniu na
syngenicznego biorce.

Wynik reakcji nadwrazliwosci kontaktowej obrazuje przyrost grubosci matzowiny
usznej — réznica miedzy pomiarem bazalnym, wykonanym przed transferem, a
pomiarem w 24-48h po powtérnym kontakcie z haptenem (challenge) (Materiaty i
Metody, 5.8.1). W kazdym doswiadczeniu wykorzystujgcym test nadwrazliwosci
kontaktowej wyodrebnia sie obok grup badanych grupe kontroli negatywnej oraz
kontroli pozytywnej. Kontrola negatywna to grupa zwierzat naiwnych, u ktoérych
dokonano jedynie kontrolnego natozenia haptenu na matzowine uszng (challenge),
bez wczesniejszego transferu komorek. Wielko$¢ nieswoistego opuchniecia
obserwowanego w tej grupie odejmowana jest kazdorazowo od wartosci obrzeku dla
grup badanych oraz kontroli pozytywnej. Kontrole pozytywng transferu stanowig
biorcy limfocytow uczulonych, ktorych nie poddawano in vitro zadnym manipulacjom,
a obrzek matzowiny usznej u tej grupy zwierzat, po odjeciu wartosci kontroli
negatywnej, traktujemy jako 100% odpowiedzi CS w transferze. Odpowiedz CS grup
badanych jest poréwnywana do kontroli pozytywnej i wyrazana w standardowych
jednostkach CS lub procentach odpowiedzi pozytywnej. Jesli odpowiedz CS ulega
zahamowaniu, to supresja ta moze by¢ wyrazona w procentach i jest ona
procentowg réznicg pomiedzy odpowiedzig w grupie kontroli pozytywnej a grupie

badanej, w ktorej zaobserwowano zahamowanie reakcji CS [103].

5.8.3 TEST SUPRESJI NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ

Supresje CS wywotywano przez inkubacje komorek efektorowych bezposrednio
przed transferem z zawiesing komorek supresyjnych (4x10” komorek
supresyjnych/7x10” komorek efektorowych) lub z badanym czynnikiem supresyjnym
w ilosciach zaleznych od stopnia oczyszczenia czynnika: supernatant OX-TsF
3ml/7x10” komdrek efektorowych, ekstrakt fenolowo-chloroformowy OX-TsF
32ug/7x10” komorek efektorowych, czyste RNA OX-TsF 6ug/7x10” komdrek

efektorowych. Inkubacje przeprowadzano w fazni wodnej (temp. 37°C), przez 30

40



minut, a nastepnie komorki odptukiwano w MDM. Osad komoérek zawieszano w
DPBS i przesaczano przez saczek nylonowy bezposrednio przed ich transferem.

Zahamowanie supresji CS uzyskiwano poprzez taczng inkubacje (40 minut, taznia
wodna temp. 37°C) komorek efektorowych, komoérek supresyjnych/czynnika
supresyjnego oraz RNazy A. W celu zniesienia funkcji komoérek supresyjnych enzym
ten stosowano w 5-krothym nadmiarze, w stosunku do wymaganej minimalnej ilosci
50ug/biorce. W przypadku ekstraktu fenolowo-chloroformowego zastosowano 9ug
RNazy na kazdy mikrogram czynnika. Minimalne stezenie RNazy usuwajgce
aktywnos¢ biologiczng wyznaczono in vitro poprzez elektroforeze trawionego

standardowego RNA rybonukleazg A.

5.9 SELEKCJA NEGATYWNA KOMOREK

Do negatywnej selekcji komorek uzyto przeciwciat monoklonalnych, skierowanych
przeciw markerom powierzchniowym charakterystycznym dla gtéwnych subpopulacji
limfocytow T oraz dopetniacza kroliczego. Przeciwciata monoklonalne stosowano w
ilosci 100ug/10® komdrek. Dopetniacz, zgodnie z zaleceniem producenta, wstepnie
rozcienczano DPBS (w stosunku 1:24) i uzywano w ilosci 1ml/10” komodrek. Komaorki
poddawane selekcji negatywnej inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami oraz
dopetniaczem przez 45minut, w temperaturze 37°C, w tazni wodnej. Nastepnie
mieszaniny wirowano przy 1200rpm przez 7 minut, nadsgcz odrzucano. Komorki

przesaczano, przeliczano i zawieszano w DPBS.

5.10 SELEKCJA POZYTYWNA KOMOREK

Do pozytywnej selekcji komodrek uzyto mikroziarenek paramagnetycznych
optaszczonych kozimi przeciwciatami anty-szczurzymi. Przeciwciata te wigzg
tancuchy ciezkie i lekkie 1gG monoklonalnych przeciwciat anty-CD8, ktorymi
uprzednio optaszczano komoérki limfoidalne. Pozytywnej selekcji dokonano zgodnie z
protokotem producenta mikroziarenek MicroBeads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Niemcy).
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5.11 OZNACZENIA IMMUNOFLUORESCENCYJNE

5.11.1 HODOWLA KOMOREK

Komorki efektorowe CS uzyskiwano uczulajgc ich dawcéw oksazolonem naskérnie
(Materiaty i Metody, punkt 5.7.1). Zawiesine komérek w koncentracji 10° komorek/ml
podtoza MDM hodowano w obecnosci antygenu OX-MGG (100ug/ml) na ptytkach
ptaskodennych, w dotkach w objetosci 2ml. W celu zbadania wptywu czynnika
supresyjnego na indukcje apoptozy komérek efektorowych CS, do wybranych dotkéw
dodawano OX-TsF w postaci PCE (5ug/ml) lub egzosomoéw (25ul/ml) badz kontrolnie
odpowiednio NF PCE i egzosomy czynnika Sham-F. Kontrole stanowity komorki
efektorowe hodowane w MDM jedynie w obecnosci OX-MGG.

Komorki kontrolne hodowano w szesciu dotkach, grupy badane natomiast w
triplikatach. Hodowle prowadzano w inkubatorze w temp. 37°C, w atmosferze 5%

CO.. Nadsgcza zbierano po 24h hodowli.

5.11.2 PREPARATYKA ZNAKOWANIA KOMOREK DO OZNACZEN W
CYTOFLUORYMETRZE PRZEPLYWOWYM

W celu okreslenia indukcji apoptozy limfocytéw efektorowych, uzyskane z hodowli
(Materiaty i Metody, punkt 5.11.1) komérki znakowano odpowiednio rozcienczonymi
przeciwciatami monoklonalnymi anty-CD3 sprzegnietymi z barwnikiem APC,
sprzezong z pochodng fluresceiny (FITC) aneksyng V (przytaczajacq sie do komorek
apoptotycznych) oraz jodkiem propidyny, wnikajgcym do wnetrza martwych komorek
i barwigcych ich DNA na czerwono (marker nekrozy lub pdznej apoptozy). Do analizy
uzyto cytofluorymetr BD FACS Canto™ Il z oprogramowaniem FACSDiVa (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

5.12 BADANIE AKTYWNOSCI SEKRECYJNEJ KOMOREK
5.12.1 HODOWLA KOMOREK

Komorki efektorowe CS uzyskiwano uczulajgc ich dawcow oksazolonem naskérnie
(Materiaty i Metody, punkt 5.7.1). Zawiesine komérek (w koncentracji 10° komorek/ml
podtoza MDM) hodowano w obecnosci antygenu OX-MGG (100ug/ml) na 24-
dotkowych ptytkach ptaskodennych, w objetosci 2ml. W celu zbadania wptywu
czynnika supresyjnego na aktywnos¢ cytokinotworczg komorek efektorowych CS, do
wybranych dotkéw dodawano OX-TsF w postaci PCE (5ug/ml), QRNA
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(3ug/7x10’komdrek) Ilub egzosomoéw (25ul/ml) badz analogiczne stezenia
odpowiednich form NF (PCE, QRNA, egzosomy). Kontrole stanowity komorki
efektorowe hodowane w MDM jedynie w obecnosci antygenu OX-MGG.

Wszystkie grupy przygotowano w trzech powtorzeniach. Hodowle prowadzono w
temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO;, suplementujac 5% FCS w 2. godzinie
(czas wymagany do aktywacji komoérek czynnikami TsF). Nadsgcza zebrano po 24h

(do oznaczen IL-6 i IFNy) oraz po 48h (do oznaczeh IL-10 oraz IL-17).

5.12.2 OZNACZANIE CYTOKIN METODA IMMUNOENZYMATYCZNA
llosciowe oznaczenie cytokin przeprowadzono metodg immunoenzymatyczng ELISA
z uzyciem odpowiednich swoistych dla cytokin przeciwciat oraz swoistych przeciwciat
lI-rzedowych znakowanych enzymem, z wywotaniem reakcji barwnej z uzyciem
chromogenu swoistego dla enzymu i jej oceng spektrofotometryczng. Podstawg
oceny pozioméw cytokin jest proporcjonalnos¢ wartosci absorbancji chromogenu do
stezenia cytokin.

Aktywnosc¢ cytokinotwdrczg badanych komorek oznaczono metodg ELISA, zgodnie z
protokotem producenta odpowiednich zestawow.

96-cio-dotkowe ptaskodenne ptytki o silnej adsorbcji biatka pokryto przeciwciatem
wigzacym i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnego dnia wszystkie
dotki wyptukano, a miejsca na ptytce, ktore nie zwigzaty Ab zablokowano roztworem
1% FCS w DPBS. Po odptukaniu na ptytke naktadano odpowiednie rozcienczenia
probki standardowej oraz badanych. Po inkubacji ptytki ponownie odptukiwano i do
wszystkich dotkow dodawano biotynylowane przeciwciato llI-rzedowe, inkubowano
przez 1 godzine w temperaturze pokojowej, odptukiwano, a nastepnie do dotkéw
dodawano peroksydaze sprzezong ze streptawidyng. Po 30-minutowej inkubacji w
temperaturze pokojowej ptytke odptukano i celem wywofania reakcji barwnej, do
wszystkich dotkéw dodano substrat (chromogen) specyficzny dla zastosowanego
enzymu (TMB - 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna i H.O.). Po odpowiednim czasie
(wymaganym do rozwiniecia reakcji barwnej) reakcje enzymatyczng zatrzymywano
kwasem siarkowym (VI) i w przeciggu 30 minut dokonywano pomiaru absorbanciji
przy A=450nm. Oznaczona wartos¢ absorbancji chromogenu jest proporcjonalna do

stezenia cytokin, ktore wyliczane jest w oparciu o krzywg standardowa.
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5.13 OCENA AKTYWNOSCI OX-TSF IN VITRO

Test MTT jest kolorymetrycznym testem stosowanym do oceny proliferacji komérek
in vitro. Linia komorkowa HT-2 do podziatbw wymaga interleukiny-2.
Wykorzystywany w tescie barwnik MTT metabolizowany jest do formazanéw w
mitochondriach proliferujgcych komérek HT-2, a wiec tych z zachowang sygnalizacjg
zwigzang ze wspomniang cytoking [126]. Komorki HT-2 hodowane sg w podtozu
wzbogaconym IL-2 (100U/ml) oraz m.in. glukozag i FCS (Materiaty i Metody, punkt
5.4). Przed testem in vitro komorki sg odptukiwane od IL-2, a nastepnie nakladane na
ptytke testowg w ilosci 4x10%/dotek. Aktywnos$¢ ekstraktdw czynnikdw supresyjnych w
systemie in vitro przejawia sie zahamowaniem proliferacji komoérek HT-2 [127].
Negatywng kontrole testu stanowig komérki HT-2 hodowane bez IL-2, pozytywng
natomiast te same komorki suplementowane 3U/ml IL-2. Badane czynniki testowane
sg W postaci nierozcienczonej oraz w seriach rozcienczen 3-krotnych: 3x, 9x oraz
27x, z ktérymi hodowane sg komorki HT-2. Wynik testu oceniany jest
kolorymetrycznie, poprzez pomiar absorbacji formazandw przy An.=570nm, co jest
proporcjonalne do aktywnosci proliferacyjnej komérek linii HT-2. Punktem odciecia w
teScie jest zahamowanie 50% proliferujgcych komodrek, wyznaczane wzgledem
wartosci absorbancji formazandéw uzyskanych dla kontroli negatywnej i pozytywne;j.
Efekt ten oceniany jest w zaleznoSci od stopnia oczyszczenia badanych czynnikéw
(nadsacz, ekstrakt fenolowo-chloroformowy, czyste RNA) i wyrazany jako minimalne
stezenie czynnika wystarczajgce dla uzyskania efektu 50% zahamowania proliferac;ji
HT-2.

5.14 STATYSTYCZNE OPRACOWANIE WYNIKOW

Wyniki doswiadczen przedstawiano jako srednie arytmetyczne dla odpowiednich
grup = odchylenie standardowe. Obliczenia statystyczne wykonywano przy pomocy
programéw Microsoft Excel 2003 (Microsoft) oraz Statistica 9 (StatSoft Polska).
Statystyczng istotnos¢ otrzymanych wynikéw oceniano, po sprawdzeniu zatozenia
jednorodnosci wariancji, z wykorzystaniem analizy wariancji ANOVA. Do poréwnan
miedzygrupowych jako testu post-hoc uzywano testu Tukeya, natomiast do
poréwnan grup badanych z grupg kontrolng — testu Dunetta. We wszystkich

przypadkach za znamienne statystycznie uznano analizy, dla ktérych p<0,05.
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6 WYNIKI

6.1 BADANIE FENOTYPU LIMFOCYTOW EFEKTOROWYCH
INDUKOWANYCH OKSAZOLONEM W AKTYWNYM UCZULENIU U
MYSZY SZCZEPU CBA/J

Rozwdj nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon indukowany jest u myszy naskorng
immunizacjg roztworem tego haptenu (Materiaty i Metody, 5.8.1). Komorki limfoidalne
weztdw chtonnych i Sledzion (komorki efektorowe CS, Tef), pobrane w 4. dniu po
uczuleniu, zdolne sg do przenoszenia reakcji na naiwnych, syngenicznych biorcow.
Zjawisko to nazywane jest biernym (adoptywnym) transferem nadwrazliwosci
kontaktowej (Materiaty i Metody, 5.8.2). Wywotanie reakcji CS u myszy-biorcow
komérek efektorowych nastepuje juz po pierwszym kontakcie z antygenem
aplikowanym podczas challenge. W celu okreslenia fenotypu komodrek
przenoszacych CS na oksazolon u myszy szczepu CBA/J, komorki limfoidalne
lokalnych weztéw chtonnych poddano selekcji negatywnej z udziatem przeciwciat
monoklonalnych oraz dopetniacza (Materiaty i Metody, 5.9).

W tescie nadwrazliwosci kontaktowej wykazano, ze wyeliminowanie komoérek CD8" z
puli komoérek limfoidalnych znosi ich zdolnos¢ do przeniesienia CS w badanym
uktadzie (Ryc. 6.1.1, grupy C i D) (wielkos¢ reakcji odpowiednio: 1,5+0,56 i
1,6+0,47). Eliminacja komorek CD4* natomiast nie wptywata na zdolnos$¢ komoérek do
przenoszenia reakcji CS (4,6+0,90) (Ryc. 6.1.1, gr. B).
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Kombrk WIELKOSC REAKCJI CS

omork ia: Ux102mm] + SD 0

GRUPA: efektorowe Inkubacja: [ ] o

: mAb + ¢ odpowiedzi CS
OX-swoiste

A * - 100

B + antyCD4 121

C + antyCD8 153 40
antyCD4

D * * 41
antyCD8

Ryc. 6.1.1

WPLYW NEGATYWNEJ SELEKCJI KOMOREK EFEKTOROWYCH NA TRANSFER
CS

Naiwnym myszom szczepu CBA/J podano dootrzewnowo komorki efektorowe OX-
CS (7x10” komorek/biorce), uzyskane od syngenicznych dawcow (gr. A, kontrola
pozytywna transferu) (Materiaty i Metody, pkt. 5.8.2). W celu oceny fenotypu tych
komoérek przed transferem poddano je selekcji negatywnej z zastosowaniem mAb
anty-CD4 lub/i anty-CD8 oraz dopetniacza (grupy B, C, D). Nastepnie w celu
wywotania reakcji CS na obie strony matzowin usznych myszy natozono hapten, a po
24h oceniono wielko$¢ reakcji CS dokonujac pomiaru grubosci matzowiny usznej
$rubg mikrometryczng (Mitutoyo). Wyniki testu przedstawiono w jednostkach
przyrostu grubosci matzowiny usznej [Ux10?mm], po ich pomniejszeniu o warto$¢
opuchniecia obserwowanego w grupie kontroli negatywnej, ktéra poddana zostata
jedynie natozeniu haptenu na matzowine uszng (grupa nieujeta w wynikach). Wyniki
wyrazone sg jako $rednie arytmetyczne + SD.

Kazda z grup doswiadczalnych liczyta po 5 myszy.

Znamiennos¢ statystyczna:
gr.Avsgr.C, gr. Avs gr. D— p<0,05
gr.Bvsgr.C,gr.Bvsgr. D — p<0,01
gr. Avs gr. B — brak znamiennosci
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6.2 OCENA SUPRESYJNEJ AKTYWNOSCI OX-TSF

Nadwrazliwos¢ kontaktowa jest negatywnie regulowana przez limfocyty supresyjne
(Ts), indukowane dozylnym podaniem duzych dawek haptenu sprzezonego z btong
syngenicznych erytrocytow. Komorki te uniemozliwiajg rozwoj reakcji CS w modelu
aktywnego uczulenia, a inkubowane z komérkami efektorowymi przed ich transferem
do naiwnych biorcéw znoszg zdolnos¢ Tef do przeniesienia reakcji CS. Rycina 6.2.1
przedstawia aktywacje tolerancji na oksazolon przez dozylne podanie wysokich
dawek tego haptenu (gr. B, wielkos¢ reakcji 1,2+0,58). W stanie tym nie jest mozliwe

wywotanie reakcji CS, ktéra obserwowana jest w grupie kontrolnej (gr. A; 8,6+0,72).

WIELKOSC REAKCJI CS

- - 0,
GRUPA: | OXMRBC | o5y 6c [Uxmm?] + SD b
iv odpowiedzi CS
A - + 100

8,62

B + + .—< 1,23 14

Ryc. 6.2.1
INDUKCJA  TOLERANCJI W MODELU AKTYWNEGO UCZULENIA
KONTAKTOWEGO

Reakcje CS indukowano w sposob aktywny (Materiaty i Metody 5.8.1), immunizujac
naskornie myszy szczepu CBA/J (gr. A i gr. B). Zwierzeta w grupie B uprzednio
poddane zostaty indukcji tolerancji poprzez dozylne podanie wysokiej dawki haptenu
sprzezonego z btong syngenicznych erytrocytow (OX-mRBC). Wielkos¢ reakcji CS
oceniono w tescie usznym.

Grupy badane liczyty po 5 osobnikow.

Znamiennos¢ statystyczna:
gr. Avs gr. B — p<0,01
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W modelu nadwrazliwosci kontaktowej na chlorek pikrylu wykazano, ze limfocyty
weztdow chtonnych i sledzion myszy, ktére otrzymaty hapten kolejno dozylnie i
naskornie wydzielajg tzw. czynnik supresyjny limfocytéw T (TsF), wykazujacy
aktywnos¢ supresyjng — hamowania zdolnosci komoérek efektorowych do biernego
transferu CS. Analogiczny czynnik mozna indukowaC¢ w systemie uczulenia
oksazolonem.

Czynnik supresyjny swoisty dla nadwrazliwosci kontaktowej indukowanej przez
oksazolon (OX-TsF) w podstawowej formie uzyskiwany jest jako nadsacz znad
hodowli komorek supresyjnych (OX-TsF SN). Nadsgcz ten wykazuje aktywnosé
supresyjna, wyrazang w zdolnosci zahamowania transferu biernego nadwrazliwosci
kontaktowej na oksazolon przez swoiste komorki efektorowe. W poréwnaniu do
kontroli pozytywnej transferu, zastosowanie OX-TsF SN powoduje zmniejszenie
wielkosci CS o 45-97%. W doswiadczeniach przeprowadzonych w niniejszej pracy,
OX-TsF SN stosowany jest jako kontrola supresji CS (patrz m.in. Ryc. 6.3.1, 6.4.2,
6.6.1). Nadsacz ten moze by¢ poddany ekstrakcji fenolowo-chloroformowej do
postaci mieszaniny DNA-RNA (OX-TsF PCE), z ktérego nastepnie metodg
chromatografii powinowactwa wyizolowa¢ mozna czysty RNA (OX-TsF QRNA).
Utrzymujaca sie w miare oczyszczania czynnika zdolnos¢ OX-TsF do zahamowania
transferu CS sugerowata, ze to kwas rybonukleinowy jest wiasciwg czastkg
mediujacg supresje. W celu potwierdzenia tej tezy przeprowadzono doswiadczenia
badajace zaleznos¢ miedzy obserwowanym efektem regulacyjnym a dawkg OX-TsF.
Zaleznos¢ tg testowano zarowno w odniesieniu do mieszaniny kwaséw nukleinowych
czynnika (OX-TsF PCE) (Ryc. 6.2.2) jak i czystego RNA (OX-TsF QRNA) (Ryc.
6.2.3). W pierwszym z doswiadczen komorki efektorowe nadwrazliwosci kontaktowe;
na oksazolon przed ich transferem do naiwnych biorcéw poddano inkubacji z
czterema réznymi dawkami ekstraktu fenolowo-chloroformowego czynnika. Analiza
wptywu réznych dawek OX-TsF PCE na nadwrazliwos¢ kontaktowg na oksazolon
(Ryc. 6.2.2, gr. B - 32ug/biorce, gr. C — 23ug/biorce, gr. D — 11ug/biorce, gr. E —
5ug/biorce) przyniosta potwierdzenie istnienia zaleznosci pomiedzy dawkag czynnika
a obserwowang supresjg. Trzy najwyzsze sposrdéd zastosowanych dawek
wykazywaty statystycznie istotne dziatanie supresyjne (odpowiednio: 1,3+0,68;
3,1£0,78; 3,0+0,99). Najwyzszg efektywnos¢ zahamowania CS otrzymano w grupie
B, cho¢ analiza statystyczna nie wykazata réznic pomiedzy wielkoscig reakcji w

grupach B, C i D. Wptyw OX-TsF na przeniesienie nadwrazliwosci kontaktowej nie
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byt natomiast obserwowany u zwierzat z grupy E, ktérym transferowano komorki

efektorowe inkubowane z najnizszg (5ug/biorce) dawkg OX-TsF PCE.

. WIELKOSC REAKCJI CS
Komorki [Uxmm?] + SD % %
GRUPA: | efektorowe | Inkubacja: odpowiedzi | supres;ji
OX-swoiste CS CS
A + - 100 0
6,66
OX-TsF
B + PCE 20 80
32ug/rec
OX-TsF
C + PCE 13125 47 53
23ugl/rec
OX-TsF
D + PCE 45 55
11ug/rec
OX-TsF
E + PCE 104 -
5ug/rec
0 2 4 6 8 10
Ryc. 6.2.2

OCENA EFEKTU DAWKI W DZIALANIU OX-TsF PCE

Komorki efektorowe CS na oksazolon przed ich transferem do naiwnych biorcow

CBA/J

inkubowano =z ekstraktem fenolowo-chloroformowym

(PCE)

czynnika

supresyjnego swoistego dla oksazolonu w czterech réznych dawkach (gr. B, C, D,
E). Wielkos¢ reakcji CS oceniono w tescie usznym i pordwnano do grupy kontrolnej

(gr. A).

Grupy badane liczyty po 4 osobniki.

Znamiennosc statystyczna:
gr. Avs gr. B —» p<0,005
gr.Avsgr.C,gr. Avsgr.: D — p<0.05

gr. A vs gr. E — brak znamiennosci

gr. Bvs gr. C vs gr. D — brak znamiennosci
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Podobng zalezno$s¢ wykazaty wyniki kolejnego doswiadczenia, w ktorym analizie
poddano zwigzek pomiedzy stezeniem zastosowanego czystego RNA (OX-TsF
QRNA, Ryc. 6.2.3) a wielkoscig supresji CS. OX-TsF QRNA inkubowano z
komorkami efektorowymi w trzech dawkach: 6ug, 1ug oraz 0,3ug na 7x10’komérek
(Ryc. 6.2.3, grupy odpowiednio: B, C, D). Statystycznie istotng supresje
obserwowano w grupach, ktérym podano OX-TsF QRNA w ilosci 6ug i 1ug
(odpowiednio: 3,9+1,56, i 7,8+0,32). Najnizsza zastosowana dawka QRNA (0,3ug)
badanego czynnika nie byla wystarczajgca do wywotania efektu supresji (gr. D;
9,6+£0,69). Jednoczesnie wykazano, ze frakcja jednoczasowo wyizolowanego
chromatograficznie DNA nie posiada wtasciwosci supresyjnych (gr. E). W grupie tej
zaobserwowano przyrost grubosci matzowiny usznej o 10,1+1,01, poréwnywalny do

wielkosci reakcji w grupie kontrolnej (gr. A; 9,8%1,7).
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Komérki WIELKOSC I;{EAKCJI CS % %
GRUPA: | efektorowe | Inkubacja: [Uxmm™] + SD odpowiedzi | supres;ji
OX-swoiste CS CS
A + - 979 100 0
OX-TsF
B + QRNA 39 40 60
6ug/rec
OX-TsF
C + QRNA 77 79 21
1ug/rec
OX-TsF
D + QRNA H 9,56 98 2
0,3ug/rec
OX-TsF 101
E + QDNA 103 0
6ug/rec | |
0 5 10 15
Ryc.6.23
AKTYWNOSC SUPRESYJNA FRAKCJI QRNA | QDNA CZYNNIKA

SUPRESYJNEGO. OCENA EFEKTU DAWKI W DZIALANIU OX-TsF QRNA

Aktywnos$c¢ frakcji czystego DNA i RNA OX-TsF oceniano w modelu biernego
transferu CS. Komorki efektorowe uczulonych oksazolonem dawcéw (7x107
komoérek/biorce) bezposrednio przed transferem do naiwnych, syngenicznych
biorcow poddawano inkubacji z OX-TsF QRNA oraz OX-TsF QDNA w ilosciach
podanych w tabeli oraz Materiatach i Metodach, punkt 5.8.3. Sposdb wywotania i
oceny reakcji CS znajduje sie w opisie Ryc. 1, jak i w rozdziale Materiaty i Metody,
punkt 5.8.2.

Grupy badane liczyty po 4 myszy.

Znamiennos¢ statystyczna:

gr.Avsgr.B, gr. Avs gr. C —» p<0,05
gr.Avsgr. D, gr. Avs gr. E —» brak znamiennosci
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Ponadto podjeta zostata proba izolacji egzosomow bezposrednio z supernatantu
hodowli komorek produkujacych OX-TsF. Aktywnos$¢ uzyskanych egzosomow
przetestowano w modelu biernego transferu CS (Ryc. 6.2.4). Egzosomy te (OX-TsF
exos, gr. D) wykazujg aktywnosé porownywalng do OX-TsF SN (gr. B) (odpowiednio:
0,84£0,24 i 0,2+0,22) i stabilng dla supernatantow przechowywanych przed izolacjg
egzosomow w temp. -20°C (gr. F) (1,9+0,59). Kontrolnie w modelu CS przetestowano
aktywnos¢ supresyjng nadsgczy znad pelety egzosomow po ich izolacji metodg
ultrawirowania (gr. E i gr. G) (Materiaty i Metody, punkt 5.7.3). Uzyskane wyniki
wskazujg na brak ich aktywnosci supresyjnej (wielkos¢ reakcji CS odpowiednio:
5,7£0,86 i 4,4+0,89). Nadsgcza znad hodowli komorek limfoidalnych weztow
chtonnych i $ledzion zwierzat naiwnych (NF SN, gr. C), egzosoméw z nich
izolowanych (NF exos, gr. H), jak i nadsgczy znad egzosoméw NF (gr. |) nie
wykazywaty zdolnosci supresji reakcji CS (wielkos¢ reakcji CS odpowiednio:
5,5+0,79; 4,840,51; 7,2+0,59).
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WIELKOSC REAKCJI CS % %

GRUPA- Komoarki Inkubacja: [Uxmm?] + SD odpowiedzi supres;ji
" | efektorowe TsF CS CS
B + OX-TsF SN r - 4 96
c + NF SN e 106 0
D + OX-TsF ‘ 15 85
exos. 078
SN znad

€XO0sS.

F + OX-TsF 1,88 37 63
exos. zamr. '

SN znad

c ol odE | TR - o 15
€ex0s. zamr.
H + NF exos. 484 94 6

SN znad

NF exos. 140 0

+
~
=
~

o
(S}
~
o
o
>

Ryc. 6.2.4
AKTYWNOSC  SUPRESYJNA EGZOSOMOW IZOLOWANYCH z
SUPERNATANTOW KOMOREK SUPRESYJNYCH

Egzosomy izolowano metodg ultrawirowania (Materiaty i Metody, punkt 5.7.3) z
supernatantéw komoérek produkujgcych OX-TsF, zaréwno $wiezych, jak i
przechowywanych w temp.-20°C, a kontrolnie takze z supernatantéw komorek
dawcow naiwnych. Do inkubacji z komorkami efektorowymi OX-CS stosowano
dawke egzosomodw uzyskang ze standardowej ilosci supernatantu niezbednego do
zahamowania reakcji CS (3ml/biorce). Aktywnos¢ poszczegdlnych czynnikéw
oznaczano testem usznym nadwrazliwosci kontaktowe;.

Kazda z grup badanych liczyta 4 myszy.

Znamiennos$¢ statystyczna:

gr. Avs gr. B — p<0,0001

gr. Avs gr. D — p< 0,0005

gr.Avsgr. F— p<0,01

gr.Avsgr.C,gr.Avsgr.E,gr. Avsgr.G,gr.Avsgr.H,gr.Avsgr.l;gr.Dvsgr. F
— brak znamiennosci
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Wiekszos¢ doswiadczen w niniejszej pracy przeprowadzona zostata w modelu
biernego transferu CS, ze wzgledu na wspomniang mozliwo$¢ poddawania komérek
okreslonym manipulacjom in vitro. Doswiadczenia te dowodzg hamujgcego wptywu
czynnika na wywotanie reakcji nadwrazliwosci kontaktowej. Dla petniejszego
okreslenia funkcji OX-TsF jego aktywnos¢ przetestowano takze w modelu aktywnego
uczulenia, badajgc wptyw czynnika na toczacy sie reakcje CS. OX-TsF podawano
osobnym grupom eksperymentalnym dootrzewnowo w 25. godzinie po challenge w
dwoch formach: ekstraktu fenolowo-chloroformowego, w dawce 250ug na biorce, lub
egzosomow, w ilosci 500l na mysz. Pomiary przeprowadzono w 48., 72. oraz 96.
godzinie po wywotaniu reakcji CS (Ryc. 6.2.5). W okresie tym warto$¢ opuchniecia
matzowiny usznej w grupie kontroli pozytywnej utrzymywata sie na statym poziomie
(Srednia warto$¢todchylenie standardowe odpowiednio: 4,0+1,8; 4,9+2,23;
4,0+1,58). Zaobserwowano natomiast stopniowe zmniejszenie nasilenia reakcji CS u
zwierzat, ktorym podano OX-TsF — zarowno w formie PCE, jak i egzosoméw. W
poréwnaniu do wielkosci reakcji CS obserwowanej w odpowiednich punktach
czasowych w grupie kontroli pozytywnej, efekt supresji nadwrazliwosci kontaktowej
przez OX-TsF PCE i egzosomy OX-TsF wykazywat statystyczng istotnoS¢ w 72.
(odpowiednio: 0,8+1,08 i 1,5t1,4) oraz 96. godzinie (odpowiednio: 0,3+0,53 i
0,8%£1,16). Tendencje do zahamowania reakcji CS przez egzosomy OX-TsF
obserwowano juz w 48. godzinie po challenge (2,3%£1,9), chociaz nie byta ona
statystycznie istotna. Dla OX-TsF dostarczanego w formie PCE okres 24 godzin nie
byt wystarczajacy do optymalnej dystrybucji sygnatu supresyjnego w warunkach

toczacej sie odpowiedzi CS (5,5+1,30).
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6
'\5’5 4,85
5 A)/‘\A
4 - ¢ ——qr. A
4,01 4,03
3 —=— gr. B +OX-TsF PCE
2,28 ip 25h po challenge
' gr. C +OX-TsF exos
? 1,45 ip 25h po challenge
1 i\(:JS
0,77 0,34
O T
48h 72h 96h
Ryc. 6.2.5

WPLYW OX-TsF NA ZAHAMOWANIE TOCZACEJ SIE REAKCJI CS

Czynnik podawano biorcom z rozwinietg nadwrazliwoscig kontaktowg na oksazolon
po 25 godzinach od jej wywotania. Stosowano OX-TsF w dwdéch postaciach: PCE (w
dawce 250ug/mysz) oraz egzosomoéw (w dawce 500ul/mysz). Obie formy czynnika
podawane byly dootrzewnowo, a wielkos¢ reakcji oceniana w tescie usznym w 48,
72.196. godzinie po challenge.

Grupy badane liczyty po 4 osobniki.

Znamiennos¢ statystyczna:

po 48 godzinach:

gr.Avsgr.B,gr. Avsgr. C, gr. Bvs gr. C - brak znamiennosci
po 72 godzinach:

gr. Avs gr. B - p<0,01

gr. Avs gr. C —» p<0,05

gr. B vs gr. C —= brak znamiennosci

po 96 godzinach:

gr.Avsgr. B, gr. Avs gr. C - p<0,005

gr. B vs gr. C = brak znamiennosci
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Obok aktywnosci supresyjnej w modelu in vivo OX-TsF wykazuje wiasciwosci
regulacyjne in vitro - zdolno§¢ zahamowania proliferacji linii komérkowe;j IL-2 zaleznej
(Tab. 6.2.1). Supresja ta nie jest antygenowo specyficzna, gdyz obserwowana jest
zaréwno w przypadku czynnika TNP- jak i OX-swoistego. Ponadto, aktywnosc¢
czynnikdbw badana testem HT-2 wzrasta w miare oczyszczania czynnika — od

supernatantu, przez PCE do najwyzszej w przypadku QRNA.

Najnizsze stezenie aktywne

Probka supresyjnie Ilo§é .
lilos¢/dotek]=[ilosé10%om.] + SD  Powtorzen
OX-TsF SN 200l 5
TNP-TsF SN 100l 5
NF SN brak aktywnosci w ilosci 200l 2
OX-TsF PCE 0,68ug £ 0.62 9
TNP-TsF PCE 0,22ug + 0.21 23
NF PCE brak aktywnosci w ilosci 3,7ug 16
OX-TsF QRNA 0,20ug £ 0.05 3
TNP-TsF QRNA 0,13ug £ 0.08 13
NF QRNA brak aktywnosci w ilosci 2jug 2

Tab. 6.2.1

WPLYW CZYNNIKOW SUPRESYJNYCH NA AKTYWNOSC PROLIFERACYJNA IL-
2-ZALEZNEJ LINIl KOMORKOWEJ HT-2

W tabeli przedstawiono najmniejsze ilosci czynnika supresyjnego oksazolonowo-
swoistego, trojnitrofenolowo-swoistego oraz negatywnego czynnika kontrolnego w
formach supernatantu (SN), ekstraktu fenolowo-chloroformowego (PCE) i frakcji RNA
(RNA), powodujgce 50% zahamowanie proliferacji linii komérkowej IL-2-zaleznej
(HT-2). Efekt ten oceniany jest kolorymetrycznie, poprzez pomiar absorbancji
formazanow, powstajgcych w mitochondriach proliferujgcych komorek.
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6.3 RYBONUKLEINOWY CHARAKTER OX-TSF

Jak wspomniano, czynniki supresyjne zachowujg swg aktywno$¢ podczas
oczyszczania od nadsaczy znad hodowli limfocytow supresyjnych, przez ekstrakty
fenolowo-chloroformowe do czystego RNA, a w miare izolacji wzgledna ilo$¢
czynnika potrzebnego do zahamowania funkcji limfocytow efektorowych spada
(odpowiednio: 3ml, 32ug, 6ug/14g). Sugeruje to, ze aktywna regulacyjnie sktadowa
OX-TsF jest czastkg RNA.

Ekstrakt fenolowo-chloroformowy OX-TsF jest oczyszczong z biatek mieszaning
kwasow nukleinowych, zawierajgcg 95% DNA i 5% RNA. Dodatkowe potwierdzenie
tezy, ze wtasciwym komponentem supresyjnym czynnika jest kwas rybonukleinowy
uzyskano traktujgc OX-TsF PCE rybonukleazg A, a nastepne testujgc tak otrzymang
posta¢ czynnika w modelu adoptywnego transferu CS. W celu usuniecia pozostatosci
enzymu, PCE po inkubacji z RNazg (40minut, 37°C) poddano procesowi reekstrakcji
z fenolem/chloroformem. W tescie biernego przeniesienia nadwrazliwosci
kontaktowej na oksazolon jako kontroli supresji uzyto OX-TsF w formie nadsaczu
znad hodowli (Ryc. 6.3.1, gr. B) oraz petnego ekstraktu fenolowo-chloroformowego
(gr. C). W obu przypadkach zaobserwowano statystycznie istotne zahamowanie
reakcji CS (warto$¢ reakcjixodchylenie standardowe odpowiednio: 2,5+1,37 i
3,8+1,13), w stosunku do kontroli pozytywnej (gr. A; 9,1%+2,29). Wykazano, ze OX-
TsF PCE traktowany RNazg utracit zdolnos¢ do supresji reakcji CS (gr. D; 9,5
+2,50).
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Komorki WIELKOSC REAKCJI CS % %

GRUPA: | efektorowe | Inkubacja z: [Uxmm?] + SD odpowiedzi | supresji
OX-swoiste cS CS
A + - 100 0
+ OX-TsF SN 27 73
c + OX-TsF PCE 41 59

OX-TsF PCE
D * + RNaza 104 0
Ryc. 6.3.1

WPLYW RNazy NA AKTYWNOSC OX-TsF W FORMIE PCE

Komorki efektorowe swoiste dla nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon uzyto
bezposrednio do transferu (kontrola pozytywna, grupa A) lub wczesniej poddano
inkubacji z 3ml OX-TsF w formie nadsgczu (grupa B) badz z 32ug ekstraktu
fenolowo-chloroformowego (grupy C i D). Do mieszaniny inkubacyjnej podawane;j
zwierzetom grupy D dodano rowniez 0,3mg RNazy A (Materiaty i Metody, punkt
5.8.3).

Grupy badane liczyty po 3 osobniki.

Znamiennos¢ statystyczna:

gr. Avs gr. B — p<0,01

gr. Avs gr. C — p<0,05

gr. Avs gr. D — brak znamiennosci
gr. B vs gr. C — brak znamiennosci

W celu okreslenia wielkosci rybonukleinowego komponentu oksazolonowo-swoistego

czynnika  supresyjnego  przeprowadzono rozdziat ekstraktow  fenolowo-
chloroformowych oraz czystych frakcji DNA i RNA badanego czynnika, czynnika
swoistego dla TNP oraz czynnika negatywnego (NF) na zelu agarozowym (Materiaty
i Metody, punkt 5.7.6). Dla poszczegdlnych czynnikdw uzyskano elektroforegramy o
analogicznych wzorach prazkowych (Ryc. 6.3.2). Analiza $ciezek rozdziatu pozwala
zauwazy¢, ze ekstrakty fenolowo-chloroformowe poszczegdlnych czynnikéw (Sciezka
2. - NF PCE, sciezka 5. - OX-TsF PCE, sciezka 8. - TNP-TsF) sktadajg sie z sumy
prazkéw charakterystycznych dla odpowiadajgcych im indywidualnie rozdzielonych
frakcji DNA (Sciezki 3., 6. i 9.) oraz RNA (Sciezki 4., 7. i 10.). Ponadto, uzyskane
elektroforegramy dowodzg, ze frakcja czystego RNA czynnikdw, zawierajgca

interesujgcy nas komponent supresyjny (aktywnos¢ potwierdzona po elucji z zelu w
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teScie biernego transferu CS, dane nieprzedstawione) sklada sie z krotkich,

prawdopodobnie niekodujgcych RNA, o dtugosci pomiedzy 10 a 90 nukleotyddw.

864 bp

637 =

576 a

531

474 ” ]

e el . W

147/127 '

92/77

67/60

40/36 . -

28/22

Ryc. 6.3.2

Elektroforegramy

chloroformowych oraz czystych frakcji DNA i
limfocytow T (OX-TsF i TNP-TsF) oraz negatywnego czynnika kontrolnego (NF) w

obecnosci wzorcow wielkosci: DNA i niskoczgsteczkowych RNA.

Na poszczegdlne sciezki natozono:

1.

el e Al

—_ O

marker wielkosci DNA pEGFPC1-C5/Masp |
NF PCE (DNA/RNA)

NF QDNA

NF QRNA

OX-TsF PCE (DNA/RNA)

OX-TsF QDNA

OX-TsF QRNA

TNP-TsF PCE (DNA/RNA)

TNP-TsF QDNA

TNP-TsF QRNA

marker wielkosci niskoczasteczkowego RNA

uzyskane w  wyniku rozdziatu

ekstraktow

10 11

100 nt

: 90/60
F 9 55/50
' 45/30

30/20
15/10

fenolowo-

RNA czynnikdw supresyjnych
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6.4 FENOTYP KOMOREK SUPRESYJNYCH PRODUKUJACYCH
AKTYWNY KOMPONENT CZYNNIKA SUPRESYJNEGO SWOISTEGO
DLA NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ NA OKSAZOLON U MYSZY

SZCZEPU CBA/J
Fenotyp komodrek produkujacych sktadowg RNA OX-TsF badany byt z uzyciem

dwoch technik: selekcji negatywnej oraz selekcji pozytywne;.

6.4.1 SELEKCJA NEGATYWNA

Komorki supresyjne izolowane byly z weztéw chionnych i sSledzion pobranych od
dawcéw, u ktérych zaindukowano produkcje OX-TsF (Materiaty i Metody, punkt
5.7.1). W celu potwierdzenia wtasciwosci supresyjnych tych komérek inkubowano je
in vitro z komérkami efektorowymi CS, przed ich dozylnym transferem do naiwnych
biorcow. Grupa ta, stanowigca kontrole supresji, nie rozwinetfa reakcji CS (Ryc. 6.4.1,
gr. B, wartos¢ reakcji 0,0£0,01). Eliminacja limfocytow CD8" z puli komorek
supresyjnych (z zastosowaniem przeciwciat monokolonalnych anty-CD8 oraz
dopetniacza) powodowata zniesienie efektu supresji i rozwdj CS (gr. D, przyrost
grubosci matzowiny usznej 7,3+0,42). Podobny efekt uzyskano poprzez dodanie do
mieszaniny inkubacyjnej limfocytéw efektorowych i supresyjnych rybonukleazy A (gr.
C, wielkos¢ reakcji CS 7,3+0,31). Zjawisko braku supresji wystepujgce po selekcji
negatywnej limfocytow supresyjnych CD8" zrekonstytuowa¢ mozna z uzyciem OX-
TsF uprzednio wyizolowanego do postaci czystego RNA (Materiaty i Metody, punkt
3.7.5) (gr. E, wielkosc¢ reakcji CS 0,6+0,36). Powyzsze doswiadczenie dowodzi, ze
komérkami produkujgcymi aktywny supresyjnie komponent OX-TsF sg limfocyty
CD8" oraz ze czynnik ten przynajmniej w czesci skiada sie z kwasu

rybonukleinowego.
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Komorki WIELKOSC REAKCJI CS . .
efektorowe . [Uxmm?] + SD oo o
GRUPA: OX- Inkubacja: odpowiedzi supresji
swoiste Cs CS
7,38
B + + kom. Ts 00 0 100
+kom. Ts +
c * RNaza A 4 730 99 1
+ (kom. Ts +
+ (kom. Ts +
mAbCDS8 + c’) I—< 059
= ¥ + OX-TsF 8 92
QRNA
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Ryc. 6.4.1

WPLYW SELEKCJI NEGATYWNEJ KOMOREK SUPRESYJNYCH NA REGULACJE
CS

Swoiste dla OX komorki efektorowe CS (7x10” komorek/biorce) przed transferem do
naiwnych biorcéw inkubowane byty in vitro z komérkami supresyjnymi OX-Ts (4x10’
komorek/biorce). W grupie C mieszanine inkubacyjng traktowano RNazg A (Materiaty
i Metody, punkt 5.8.3), a w grupach D i E inkubowano z przeciwciatem
monoklonalnym anty-CD8 oraz dopetniaczem kréliczym (Materiaty i Metody, punkt
5.9). Mieszanina transferowana do myszy z grupy E wzbogacona zostata ponadto
OX-TsF QRNA. Odpowiednie mieszaniny podawane byty biorcom dootrzewnowo.
Wielko$¢ reakcji CS oceniono w tescie usznym.

Grupy badane liczyty po 5 myszy.

Znamiennos¢ statystyczna:
gr.Avsgr.B, gr. Avs gr. E - p<0,0005
gr.Bvsgr.C, gr. Bvs gr. D - p<0,0005
gr.Cvsgr. E, gr. Dvsgr. E - p<0,0005
gr. B vs gr. E = brak znamiennosci
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6.4.2 SELEKCJA POZYTYWNA

Czes¢ komorek supresyjnych indukowanych j.w., po izolacji i wyznakowaniu
przeciwciatami monoklonalnymi anty-CD8, poddano selekcji pozytywnej na ziarnach
magnetycznych optaszczonych przeciwciatami kozimi anty-szczurzymi IgG (Materiaty
i Metody, punkt 5.10). Uzyskano rozdziat puli komérek na limfocyty CD8" oraz
komérki CD8. Obie uzyskane populacje, jak i komorki nie poddane selekcji,
hodowano przez 48h w bezbiatkowym podtozu MDM. AktywnosS¢ supresyjng
uzyskanych supernatantow testowano w modelu biernego przeniesienia
nadwrazliwosci kontaktowe.

Analiza przedstawionych na Ryc. 6.4.2 wynikéw potwierdza, ze komérki uwalniajgce
OX-TsF majg fenotyp CD8". Grupa B, otrzymujaca komoérki efektorowe inkubowane z
OX-TsF SN stanowita kontrole supresji (wielkos¢ reakcji 0,13+0,08). Porownywalny
wynik reakcji otrzymano w grupie, w ktorej limfocyty T efektorowe przed transferem
inkubowane byly z OX-TsF uzyskanym w supernatancie limfocytéw CD8* (gr. C,
0,7£0,33). Inkubacja komorek efektorowych z supernatantem komoérek CD8 nie

spowodowata supres;ji reakcji CS (gr. D, 4,4+0,58).
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WIELKOSC REAKCJI CS

Komorki Inkubacja: ) % %
GRUPA: | efektorowe | + OX-TsF [Uxmm™] + SD odpowiedzi | supresii
OX-swoiste SN CS CS
B ¥ Ts cells |<0,125 3 97
C + CD8" cells }0“ 14 86
D + CD8 cells - 4 98 2
Ryc. 6.4.2

WPLYW SELEKCJI POZYTYWNEJ KOMOREK SUPRESYJNYCH CD8" NA
AKTYWNOSC CZYNNIKOW OTRZYMYWANYCH W SUPERNATANTACH
HODOWLI

OX-swoiste komorki efektorowe (7x10” komorek/biorce) przed transferem do
naiwnych biorcow CBA/J poddawane byty inkubacji z supernatantami hodowli
komorek supresyjnych (OX-TsF SN) (gr. B), komorek supresyjnych CD8" (gr. C) oraz
komérek CD8 (gr. D). Po inkubacji komorki efektorowe odptukano i podawano
naiwnym biorcom dootrzewnowo. Wielko$¢ reakcji CS oceniono w tescie usznym.
Grupy badane liczyty po 5 osobnikow.

Znamiennos¢ statystyczna:

gr. Avs gr. B - p<0,001
gr.Avsgr.C,gr. Cvsgr. D - p<0,01
gr. B vs gr. C - brak istotnosci
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6.5 RESTRYKCJA MHC-ZALEZNA

W celu okreslenia, czy OX-TsF w swym dziataniu supresyjnym wykazuje restrykcje
MHC-zalezng, przetestowano zdolnos¢ czynnika uzyskanego od szczepu CBA/J
(H2k) do zahamowania reakcji CS w grupach myszy odmiennych szczepéw — Balbc
(H2d) oraz C57B6 (H2b), u ktéorych CS indukowano biernym transferem
syngenicznych komorek efektorowych OX-swoistych, w poréwnaniu do supresji
obserwowanej u myszy CBA/J. Analiza wynikow doswiadczenia, przedstawionych na
Ryc. 6.5.1, wykazata, ze dziatanie OX-TsF nie wymaga sygnalizacji przez ukfad
MHC. Czynnik supresyjny wykazywat aktywnos¢ zaréwno w odniesieniu do
kontrolnych komoérek efektorowych szczepu CBA/J (gr. D) (wielko$¢ reakcji CS
1,4+0,12), jak i w pozostatych szczepach badanych — Balbc (gr. B) i C57/BL6 (gr. F)
(wielkos¢ reakcji CS odpowiednio: 2,0+0,56 i 0,9+0,63).
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Komorki Inkubacja: WIELKOSC REAKCJI CS % %

GRUPA: efektorowe OX-TsF [Uxmm?] + SD odpowiedzi | supresiji
OX-swoiste PCE CS CS
A Balbc - - 535 100 0
B Balbc CBA/J 38 62

4,01
D CBA/ CBA/J B 34 66
E C57/BL6 - | R 100 0
F C57/BL6 CBA/J - oss 19 81
0 2 4 6 8
Ryc. 6.5.1

OCENA RESTRYKCJI MHC-ZALEZNEJ

Reakcje CS wywotano osobno w trzech szczepach myszy (Balbc [H2d], CBA/J [H2k]
i C57/BL6 [H2b]), dokonujgc biernego transferu syngenicznych komodrek
efektorowych (gr. A, C, E). Grupom badanym: B, D oraz F podano dozylnie
syngeniczne komorki efektorowe uprzednio inkubowane z OX-TsF PCE uzyskanym z
supernatantéw komorek supresyjnych myszy szczepu CBA/J. Znamiennosé
statystyczna okreslana byta dla par porownan: kontrola pozytywna — grupa badana,
w obrebie danego szczepu. Dodatkowo przeprowadzono poréwnanie grup badanych
pomiedzy szczepami.

Grupy badane liczyty po 4-5 osobnikow.

Znamiennos¢ statystyczna:

gr.Avsgr.B,gr.Cvsgr.D, gr. Evsgr. F - p<0,05
gr. Bvs gr. D vs gr. F = brak znamienno$ci
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6.6 KOMPONENTY OX-TSF

Uprzednio wykazano, ze kompletny czynnik supresyjny sktada sie z dwoch
komponentéw [111]. Pierwszy z nich produkowany jest przez komorki supresyjne i
wykazuje aktywnosc¢ supresyjng, drugi natomiast nadaje czynnikowi specyficznosc
antygenowaq i produkowany jest przez limfocyty B1. Celem kolejnego eksperymentu
byto zbadanie, czy do petnej aktywnosci czynnika niezbedne sg oba jego
komponenty. Czynnik indukowany byt osobno w trzech grupach zwierzat — pierwsza
poddana byta standardowej procedurze indukcji OX-TsF (Materiaty i Metody, punkt
5.7.1), druga uczulana byla jedynie dozylnie syngenicznymi erytrocytami
znakowanymi oksazolonem, a trzecia otrzymata hapten jedynie naskérnie. Komorki
limfoidalne weztéw chtonnych i Sledzion poszczegodlnych grup zwierzat poddane byty
48-godzinnej hodowli w bezbiatkowym podtozu MDM. Otrzymane supernatanty
inkubowano z komoérkami efektorowymi CS przed ich transferem do naiwnych
biorcow.

Wykazano aktywnos¢ supresyjng w trzech grupach (Ryc. 6.6.1). Wielkos¢ reakcji w
grupie B, ktérej transferowane byly komorki efektorowe inkubowane z kompletnym
czynnikiem OX-TsF, w poréwnaniu do grupy kontrolnej A zmniejszyta sie o 45%
(4,51£0,33 vs 8,3%£1,32). Najwyzszg supresje zaobserwowano jednak w grupie C,
ktora otrzymata Tef inkubowane z supernatantem komorek indukowanych jedynie
uczuleniem dozylnym (OX-mRBC-F) (3,6£0,97). Podobnie, inkubacja komodrek
efektorowych z mieszaning supernatantow komorek zwierzat immunizowanych tylko
dozylnie oraz tylko naskornie powodowata statystycznie istotne zmniejszenie
wielkosci reakcji CS (gr. E) (4,0£0,52). Efekt ten w obu przypadkach nie byt jednak
statystycznie istotnie rézny od wartosci uzyskanych w grupie B. Supernatant hodowli
komérek indukowanych jedynie immunizacjg naskorng (OX-F) pozostawat bez
negatywnego wpltywu na zdolnos¢ komorek efektorowych do przeniesienia reakciji
CS na naiwnych biorcéw (gr. D) (9,5+0,96).
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Komorki | Inkubacja: | WIELKOSC REAKCJICS % %

GRUPA: | efektorowe | komponent [Uxmm~] + SD odpowiedzi | supres;ji
OX-swoiste TsF CS CS
A + - 100 0
B + OX-TsF 55 45

compl.
C + OX-mRBC-F 43 57
D + OX-F 114 0
OX-mRBC-F
E + T OXF 48 52
Ryc. 6.6.1

KOMPONENTY CZYNNIKA OX-TsF

Myszom CBA/J podano komoérki efektorowe inkubowane z OX-TsF kompletnym
(gr. B) lub czynnikami niekompletnymi: indukowanymi tylko immunizacjg dozylng (gr.

C) badz jedynie immunizacjg naskérng (gr. D).

Grupa E otrzymata komorki

inkubowane z mieszaning czynnikow niekompletnych. Wielko$¢ reakcji CS oceniono
w tescie usznym.

Grupy badane liczyty po 4 osobniki.

Znamiennos¢ statystyczna:
. C - p<0,005

. E = p<0,01

. B = p<0,05

gr.Avsgr
gr.Avsgr
gr.Avsagr
gr.Avsagr
gr.Bvsgr

. D - brak znamiennosci

. C vs gr. E = brak znamiennosci
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6.7 SWOISTOSC ANTYGENOWA CZYNNIKOW SUPRESYJNYCH
LIMFOCYTOW T

Swoistos¢ antygenowa badanego czynnika supresyjnego w formie ekstraktu
fenolowo-chloroformowego (OX-TsF PCE) badana byta w dwoch uktadach.
Testowano aktywnosc¢ supresyjng czynnika indukowanego podwdjnym uczuleniem
trojnitrofenylem w modelu nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon (Ryc. 6.7.1) i
odwrotnie: czynnik supresyjny swoisty dla nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon
testowano w modelu nadwrazliwosci kontaktowej na trojnitrofenyl (Ryc. 6.7.2). W obu
przypadkach za kontrole supresji stuzyty czynniki indukowane haptenem zgodnym ze
stosowanym modelem.

Wyniki obu doswiadczen wykazaty, ze czynniki supresyjne limfocytow T
charakteryzujg sie specyficznoscig antygenowg. CS indukowana oksazolonem
ulegata zahamowaniu jedynie pod wptywem swoistego czynnika OX-TsF (Ryc. 6.7.1;
gr. B; 1,3%0,68), a nie wptywaty na nig TNP-TsF (gr. D; 7,2+0,56) i czynnik
negatywny, uzyskiwany z weztéw chtonnych i Sledzion zwierzat naiwnych (NF) (gr. C,
5,3+£0,31).

Nadwrazliwos¢ kontaktowa na trojnitrofenyl regulowana moze byc¢ tylko czynnikiem
indukowanym TNP (Ryc. 6.7.2, gr. B; 0,41£0,31) i nie podlega supresji przez OX-TsF
zastosowany nawet w wysokiej dawce (gr. C; 3,7+0,61) oraz NF (gr. D; 4,0£0,08).
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WIELKOSC REAKCJI CS

Komorki 2 % %
GRUPA: | efektorowe | Inkubacja: [Uxmm™) + SD odpowiedzi | supres;ji
OX-swoiste CS CS
A + - 100 0
6,66
OX-TsF
B + PCE 13 20 80
32ug/rec
TNP-TsF
C + PCE 7.2 108 0
32ug/rec
NF PCE 15
D * 23ug/rec 79 21
0 2 4 6 8 10
Ryc. 6.7.1

SWOISTOSC ANTYGENOWA CZYNNIKOW SUPRESYJNYCH W MODELU

NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ NA OKSAZOLON

Komorki efektorowe CS na oksazolon przed ich transferem do naiwnych biorcow
CBA/J inkubowano z czynnikiem supresyjnym swoistym dla oksazolonu (gr. B),
czynnikiem supresyjnym swoistym dla trdjnitrofenolu (gr. C) oraz czynnikiem
negatywnym (gr. D). Wielko$¢ reakcji CS oceniono w tescie usznym.

Grupy badane liczyty po 4 osobniki.

Znamiennos¢ statystyczna:
gr. Avs gr. B - p<0,005
gr.Avsgr. C, gr. Avs gr. D — brak znamiennosci
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WIELKOSC REAKCJI CS

Komorki 2 % %
U + 8D
GRUPA: efektorowe Inkubacja: [Uxmm~] odpowiedzi | supres;ji
TNP-swoiste CS CS
A + - —— 39 100 0
TNP-TsF
B + PCE } 1) 10 90
32u/rec
OX-TsF 37
C + PCE ' 93 7
32u/rec
D + NF PCE i 4 100 0
21ug/rec ‘ ‘ ‘
0 1 ‘Z ‘3 4 5
Ryc. 6.7.2

SWOISTOSC ANTYGENOWA CZYNNIKOW SUPRESYJNYCH W MODELU

NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWEJ NA TROJNITROFENYL

Komorki efektorowe CS na TNP przed ich transferem do naiwnych biorcow CBA/J
inkubowano z czynnikiem supresyjnym swoistym dla TNP (gr. B), czynnikiem

supresyjnym swoistym dla OX (gr. C) oraz czynnikiem negatywnym (gr. D). Wielko$¢
reakcji CS oceniono w tescie usznym.
Grupy badane liczyty po 4 osobniki.

Znamiennos¢ statystyczna:
gr. Avs gr. B - p<0,0005
gr.Avsgr. C; gr. Avs gr. D - brak znamiennosci
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6.8 OCENA INDUKCJI APOPTOZY KOMOREK EFEKTOROWYCH CS
PRZEZ OX-TsF

Jedng z metod stuzgcych do oceny apoptozy jest analiza cytofluorymetryczna z
wykorzystaniem znakowania komorek aneksyng V sprzezong z izotiocyjanianem
fluoresceiny (AnV-FITC) oraz jodkiem propidyny (Pl). Aneksyna posiada zdolnosc¢
wigzania sie z fosfatydyloseryng, ktéra we wczesnym etapie programowanej smierci
komérki ulega przemieszczeniu z wewnatrzkomorkowej czesci btony na jej
zewnetrzng warstwe. Komorki bedgce w tym stadium wykazujg fluorescencje zielong
(FITC). Jednoczesna ocena czerwonej fluorescencji, pochodzgcej od wigzacego sie
z DNA jodku propidyny, pozwala na zroznicowanie komorek na
wczesnoapoptotyczne (AnV+PI-) oraz pdéznoapoptotyczne i nekrotyczne (AnV+PI+)
[128]. W niniejszej pracy metode tg wykorzystano do zbadania wptywu czynnika
supresyjnego oksazolonowo-swoistego w formie egzosoméw oraz ekstraktu
fenolowo-chloroformowego, jak i czynnikdw kontrolnych: Sham-F (w postaci
egzosomow) oraz NF (w postaci PCE), na indukcje apoptozy komorek efektorowych
nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon. Ocenie poddano przezywalnos$¢ zaréwno
puli komorek, jak i wyselekcjonowanych sposréd nich limfocytow CD3*. Analiza
uzyskanych wynikéw (Ryc. 6.8.1) pozwala zauwazy¢ tendencje do wzrostu odsetka
komorek CD3* znajdujgcych sie w fazie nekrozy (AnV+PI++) w grupach hodowanych
w obecnosci OX-TsF egzosoméw (15,64%), OX-TsF PCE (16,76%) oraz Sham-F
egzosomow (14,13%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (10,86%). Efekt ten nie
wystepuje w grupie poddanej wptywowi NF PCE (8,3%). Zaobserwowano tez
zwiekszenie ilosci komorek bedacych w pdznej fazie apoptozy (AnV+PI+) w grupach
hodowanych w obecnosci egzosomoéw czynnika OX-TsF i czynnika Sham-F.
Tendencja ta obserwowana byta zaréwno w puli komérek efektorowych CS
(odpowiednio 8,51 i 5,75%), jak i limfocytow CD3" (odpowiednio 13,67 i 12,71%) i
porownywana do analogicznie wyznakowanych komérek kontrolnych (3,93 i
11,35%). Odsetek komoérek znajdujgcych sie we wczesnym stadium apoptozy byt
porownywalny miedzy komdérkami kontrolymi a poddanymi inkubacji z egzosomami
OX-TsF i Sham-F oraz NF PCE. OX-TsF natomiast powodowat wzrost odsetka
komérek wczesnoapoptotycznych z 2,85% w puli komérek kontrolnych do 13,79%, a
wsrod limfocytow CD3* z 0,92% do 7,3%.
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Ryc. 6.8.1

WPLYW OX-TsF NA INDUKCJE APOPTOZY KOMOREK EFEKTOROWYCH CS -
ANALIZA CYTOFLUORYMETRYCZNA

W celu oceny indukcji apoptozy komorek efektorowych nadwrazliwosci kontaktowej
komorki te hodowano przez 18h w obecnosci jedynie OX-MGG (gr. A) badz tacznie z
testowanymi czynnikami (gr. B — OX-TsF PCE, gr. C — egzosomy OX-TsF,

gr. D — egzosomy Sham-F, gr. E — NF PCE), po czym poddano znakowaniu
aneksyng sprzezong z FITC oraz jodkiem propidyny. Dodatkowo zastosowane
przeciwciato monoklonalne anty-CD3 skoniugowane z fluorochromem APC pozwolito
na selekcje komérek CD3" oraz analize przezywalnosci wtasciwg dla tej populaciji.
Przedstawione w tabeli wartosci procentowe uzyskano po odjeciu wartosci
fluorescenciji uzyskanych dla kontroli testu — komorek nie znakowanych
fluorochromami (wykazujgcych autofluorescencje).

FSC — detektor swiatta przechodzacego

SSC — detektor $wiatta rozproszonego pod katem 90°

FL1 — detektor fluorescencji zielonej (FITC)

FL3 — detektor fluorescencji czerwonej (PI)

FL4 — detektor fluorescencji niebieskiej (APC)
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6.9 OCENA WPLYWU OX-TsF NA AKTYWNOSC
CYTOKINOTWORCZA EFEKTOROWYCH LIMFOCYTOW
OKSAZOLONOWO-SWOISTYCH

Analiza wynikow oceny sekrecji cytokinowej w nadsaczach OX-swoistych limfocytéw
weztdw chtonnych hodowanych w obecnosci antygenu OX-MGG oraz poddanych
dziataniu OX-TsF wykazata brak wplywu czynnika na aktywacje sekrecji badanych
cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych. We wszystkich oznaczeniach uzyskano

wartosci przyjete za bazalne w badaniach aktywnosci sekrecyjnej limfocytéw.

IL-6 IL-10 IL-17 IFN
CYTOKINY: | i | fogimil | togimi] | [pgimi
GRUPA:
Komorki efektorowe + OX-MGG 13,1 0,0 3,1 25,4
Komorki efektorowe + OX-MGG + OX-TsF PCE 13,1 0,0 472 25,4
Komorki efektorowe + OX-MGG + OX-TsF QRNA 13,1 0,0 3,1 25,4
Komorki efektorowe + OX-MGG + OX-TsF exos 13,1 0,0 3,1 25,4
Komoérki efektorowe + OX-MGG + NF PCE 13,1 0,0 <3,1 25,4
Komorki efektorowe + OX-MGG + NF QRNA 13,1 0,0 3,1 25,4
Komorki efektorowe + OX-MGG + NF exos 13,1 0,0 <3,1 25,4

Tab. 6.9
OCENA WPLYWU OX-TsF NA AKTYWNOSC CYTOKINOTWORCZA KOMOREK
EFEKTOROWYCH OX-CS

Indukcja sygnatéw cytokinowych w nadsgczach znad hodowli limfocytow
wyizolowanych z weztébw chtonnych pachowych i pachwinowych od zwierzat
aktywnie uczulonych oksazolonem (limfocyty efektorowe). Komérki hodowane byly w
obecnoéci antygenu OX-MGG, a grupy badane poddane dziataniu czynnika
supresyjnego OX-TsF (PCE, QRNA, egzosomy) lub analogicznych form kontrolnego
czynnika negatywnego (NF).
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7 DYSKUSJA

Nadwrazliwos¢ kontaktowa (CS) jest formg nadwrazliwoéci typu péznego (DTH),
alergii mediowanej przez limfocyty T. Historycznie opisywano jg jako reakcje
warunkowang obecnoscig uczulonych, specyficznych limfocytow pomocniczych Th1,
ktére za posrednictwem wydzielanych cytokin rekrutujg wtasciwe komorki
wykonawcze fazy efektorowej — monocyty i granulocyty. Obecnie wiadomo, ze
limfocyty Th1 nie sg jedynymi komérkami zaangazowanymi w rozwéj IV typu
nadwrazliwosci. W modelach zwierzecych opisano reakcje CS mediowane przez
rézne typy limfocytow, indukowanych w zaleznosci od budowy chemicznej uzytego
do immunizacji haptenu, sposobu jego dostarczenia oraz szczepu zwierzecia
doswiadczalnego. Obserwacje kliniczne i prace zespotu Pichlera dowodza, ze rézne
objawy alergii na leki zwigzane sg z odmienng budowg terapeutykéw, a obraz zmian
klinicznych jest wynikiem r6znych mechanizméw rozpoznania alergenow przez uktad
immunologiczny, prowadzacych do aktywacji odmiennych komorek efektorowych.
Mysi model nadwrazliwosci kontaktowej, w ktorym rozwoj CS aktywowany jest przez
naskorng aplikacje haptenu (m.in. PCI, OX, DNFB) [103] stanowi optymalne
narzedzie badawcze stosowane do oceny funkcji limfocytéw T in vivo. Poznane
dzieki mozliwosci biernego transferu CS na naiwnych biorcéw przez komorki
limfoidalne uczulonych dawcéw [129] mechanizmy wywotania, rozwoju, a w koncu
regulacji reakcji CS znaczaco pogtebity wiedze na temat funcjonowania subpopulac;ji
limfocytow T.

Wykazano m.in., ze dozylna immunizacja wysokimi dawkami haptenu w formie
rozpuszczalnej [113] badz sprzezonej z powierzchnig syngenicznych komorek
(erytrocyt, limfocyt, makrofag) [114] wywotuje u myszy stan tolerancji, w ktérym
niemozliwa jest indukcja CS (Ryc. 6.2.1). Stan ten jest wynikiem aktywacji
odpowiednich populacji komoérek, wsrdéd ktérych wyselekcjonowane supresyjne
limfocyty T wykazujg zdolno$¢ hamowania biernego transferu CS [114]. Jesli po
aktywacji tolerancji zwierzeta poddane sg dodatkowo naskornej aplikacji haptenu,
limfocyty lokalnych weztéw chtonnych i sledzion uwalniajg tzw. czynnik supresyjny.
Doswiadczalnie otrzymywany jest on in vitro jako bezkomdrkowy nadsacz hodowli
limfocytow supresyjnych, wykazujacy aktywnos¢ réwnowazng komdrkom
supresyjnym w hamowaniu przenoszenia reakcji CS przez limfocyty efektorowe

uczulonych dawcéw do naiwnych biorcow.
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W niniejszej pracy badano strukture i funkcje czynnika supresyjnego swoistego dla
oksazolonu, powstanie ktdérego indukowano u myszy szczepu CBA/J poprzez
dozylng indukcje tolerancji wysokimi dawkami oksazolonu skoniugowanego z
syngenicznymi erytrocytami oraz nastepujgcg po niej naskorng immunizacjg tym
samym haptenem. Uprzednio prowadzone badania nad supresjg mediowang przez
czynniki supresyjne limfocytéw T w gtdwnej mierze dotyczyly czynnika swoistego dla
nadwrazliwosci kontaktowej na tréjnitrofenyl (TNP). Odpowiedz CS na hapten TNP
indukuje powstanie klasycznej populacji efektorowych limfocytow CD4*, co wg
Pichlera prowadzi do rozwoju podtypu IVa nadwrazliwosci typu pdznego. Hapten
TNP/PCI swg budowg chemiczng rézni sie znaczaco od oksazolonu, co sugerowato
odmienny sposéb indukcji odpowiedzi efektorowej CS przez te hapteny. Stanowito
tez przestanke do zbadania fenotypu limfocytéw efektorowych zaangazowanych w
odpowiedz indukowang oksazolonem.

W poczatkowym etapie badan ze wzgledu na niepetne dane literaturowe okreslony
zostat fenotyp komorek efektorowych nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon u
myszy szczepu CBA/J. Wyeliminowanie z puli komoérek weztéw chtonnych i Sledzion
myszy CBA/J aktywnie uczulonych oksazolonem komoérek CD8* znosito zdolno$¢
przeniesienia uczulenia w biernym transferze CS na naiwnych, syngenicznych
biorcéw. Jednoczesnie stwierdzono, ze negatywna selekcja komoérek CD4* nie
hamowata przeniesienia nadwrazliwosci w transferze adoptywnym. Analiza wynikéw
doswiadczenia (Ryc. 6.1.1) dowodzi, ze komorkami efektorowymi nadwrazliwosci
kontaktowej w uczuleniu na oksazolon u myszy szczepu CBA/J sg limfocyty T o
fenotypie CD8".

Obserwacja ta pozostaje zbiezna z pracami opisujgcymi dominujacg role limfocytow
T cytotoksycznych CD8* jako komoérek efektorowych CS wywotywanej silnymi
haptenami [130,131]. Nadwrazliwos¢ kontaktowg mediowang przez te komorki
opisano m.in. dla wuczulenia kontaktowego myszy szczepu C57/BL6 na
dinitrofluorobenzen (DNFB) [132] oraz na oksazolon [133]. Haptenowo-swoiste
limfocyty CD8" indukowane sg podczas pierwszego kontaktu z antygenem, podobnie
jak w przypadku Thief. W przeciwienstwie do klasycznego przebiegu uczulenia
wymagajg one prezentacji neoantygenu przez LC w kontekscie MHC klasy I. W fazie
wywotania CS juz w 6. godzinie po ponownej aplikacji haptenu limfocyty Tc
efektorowe dzieki receptorom zasiedlania CLA migrujg z krwi do skoéry, miejsca

powtdrnego kontaktu z haptenem. Rozwdj fazy efektorowej manifestuje sie indukcjg
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apoptozy keratynocytow przez infiltrujgce nabtonek limfocyty Tc [132]. Obserwacje te
potwierdzono w doswiadczeniach, w ktérych uzyto myszy z niesprawnymi
mechanizmami cytotoksycznosci. Zwierzeta pozbawione genow warunkujgcych
funkcjonowanie obu mechanizméw: wydzielania perforyny oraz receptorowego
Fas/FasL nie rozwijaty reakcji na DNFB, pomimo obecnosci limfocytow Tc CD8?,
zdolnych do sekrecji IFNy. Cytokina ta w rozwoju CS petni jedynie funkcje
wzmacniajgca; indukujgc ekspresje receptora Fas na keratynocytach zwieksza ich
podatnos¢ na indukcje apoptozy. W uktadzie tym limfocyty T CD4" petnig funkcje
komoérek regulatorowych, kontrolujgcych aktywno$¢ komoédrek efektorowych za
posrednictwem sekrecji cytokin: IL-4 i IL-10 [134]. Supresyjng funkcjg limfocytow
CD4* z puli komoérek limfoidalnych ttumaczyé mozna uzyskane przez nas
(statystycznie nieistotne) zwiekszenie reakcji CS u myszy, ktérym transferowano
komorki efektorowe pozbawione limfocytow CD4*, w poréwnaniu do zwierzat, ktore
otrzymaty catg pule komorek (Ryc. 6.1.1).

Badania prowadzone przez Ptaka i wsp. w latach 80tych ubiegtego wieku wykazaty,
ze niezbedna do indukcji czynnikow supresyjnych dwuetapowa — dozylna i naskorna
- immunizacja tym samym haptenem prowadzi do aktywacji dwoch typow komorek
[111]. Uczulanie naskérne haptenem aktywuje komorki Ly-1" Ly-2° (CD5'CD8),
produkujace antygenowo-specyficzny komponent TsF. Dozylne podanie haptenu
natomiast indukuje komoérki Ly-1- Ly-2* (CD5CD8"), uwalniajgce drugg sktadowag
czynnika. Tylko kooperacja obu populacji skutkuje wytworzeniem czynnika w petni
aktywnego supresyjnie. W latach 80tych przypuszczano, ze obie wspomniane
populacje sg limfocytami T [135,136]. Obecnie uwaza sie, iz wspomniane komorki
CD5" sg limfocytami B1 [91]. Komorki te sg aktywne w fazie indukcji CS. Do ich
aktywacji dochodzi po naskornym kontakcie z haptenem, a produkowane przez nie
haptenowo-swoiste przeciwciata klasy IgM warunkujg rozwdj petnej reakcji CS w
fazie wywotania. Drugi etap indukcji czynnika supresyjnego - immunizacja naskérna -
odpowiada procedurze aktywnego uczulenia kontaktowego. Wytwarzane przez
komérki B1 przeciwciata petnig tu jednak odmienng funkcje - suplementujg
supresyjng sktadowg czynnika, nadajac jej swoisto$¢ antygenowag. Moze miec to
zwigzek z opisanym przez Ptaka i wsp. wystepowaniem antygenowo-specyficznego
produktu zaindukowanych drogg uczulenia naskoérnego limfocytéw w rdéznych,
monomerowych i polimerowych, formach [137]. Wykazano, Ze polimery dzieki

posiadaniu wielu miejsc wigzgcych antygen wspétdziatajg z komponentem
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supresyjnym w hamowaniu reakcji CS, ale nie sg zdolne przenies¢ nadwrazliwosci
na naiwnych biorcow. Przeciwnie, forma monomerowa przenosi nadwrazliwos¢, ale
nie bierze udziatu w formowaniu aktywnego TsF.

Natomiast sktadowa indukowana podczas dozylnej aktywacji tolerancji produkowana
jest przez wtasciwe komorki supresyjne, juz w latach 80-tych okreslone jako limfocyty
T [114]. Dokfadny fenotyp tej populacji pozostawat jednak nieokreslony. W niniejszym
projekcie przeprowadzono dwa typy doswiadczen stuzgace uzupetnieniu tej wiedzy w
odniesieniu do czynnika supresyjnego aktywnego w nadwrazliwosci kontaktowej na
oksazolon (OX-TsF) u myszy szczepu CBA/J. Negatywna selekcja komorek
limfoidalnych CD8" weztéw chtonnych i $ledzion myszy, u ktérych zaindukowano
produkcje OX-TsF prowadzita do zniesienia zdolnosci tych komoérek do
zahamowania transferu CS przez komorki efektorowe OX-swoiste. Dla potwierdzenia
uzyskanego wyniku, czes¢ puli komérek weztow chtonnych i $ledzion dawcow OX-
TsF poddano selekcji pozytywnej na ziarenkach magnetycznych, ostatecznie
otrzymujac 3 grupy komoérek: komorki nieselekcjonowane, komoérki CD8* oraz
komérki CD8. Wykazano, ze tylko OX-TsF wuzyskany z hodowli komodrek
nieselekcjonowanych oraz CD8" wykazuje aktywnos¢ supresyjna. Spojne rezultaty
obu doswiadczen dowodzag, ze komorki produkujgce aktywng sktadowg OX-TsF
nalezg do populacji limfocytéow CD8* (Ryc. 6.4.1 16.4.2).

Supresja nadwrazliwosci kontaktowej na inny hapten, trojnitrofenyl, mediowana z
udziatem wczesniej opisanego, TNP-swoistego czynnika réwniez angazuje limfocyty
Ts CD8" [119]. Limfocyty supresyjne o fenotypie CD8" stanowig pierwsza opisang
populacje komorek regulatorowych. Obecnie natomiast znaczna cze$¢ uwagi
badaczy poswiecana jest komoérkom regulatorowym o fenotypie CD4*. W przypadku
CS na oksazolon opisano negatywng regulacje warunkowang przez komorki
regulatorowe Treg CD4°CD25" i Tr1 CD4". Obie te populacje petnig swe funkcje za
posrednictwem uwalnianej IL-10. Ponadto, komérki Treg CD4*CD25" wptywajg na
proces toczenia i przylegania efektorowych komérek T do srédbtonka oraz na ich
proliferacje [138]. Komorki Tr1 natomiast hamujg proces zapalny reakcji CS poprzez
regulacje dojrzewania i roznicowania komorek DC. Powodujg réwniez zmniejszenie
syntezy IL-12 przez komorki APC [23]. Wiadomo takze, ze stosowana w niniejszym
projekcie dozylna aktywacja tolerancji duzg dawka antygenu indukowa¢ moze u
zwierzat TCRa™ lub TCRB™ limfocyty supresyjne TCRyd (fenotyp CD3*, CD4-, CDS8,
CD28"), ktére hamujg bierny transfer CS za posrednictwem wydzielanej IL-4 [139].
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Udowodniony w niniejszej pracy CD8" fenotyp Ilimfocytdow supresyjnych
indukowanych /.v. podaniem wysokiej dawki oksazolonu myszom CBA/J, jest zgodny
z fenotypem komodrek produkujgcych aktywng sktadowg TNP-TsF. Sugeruje to, ze
mimo roéznych komorek efektorowych CS na TNP i OX, regulacja mediowana z
udziatem czynnikow supresyjnych limfocytéw T wykorzystuje podobne mechanizmy.
Mechanizmy te prawdopodobnie sg rézne od sekrecji cytokin, charakterystycznej dla
limfocytow CD4* czy CD4-CD8.

W przypadku czynnika supresyjnego swoistego dla TNP udowodniono, ze aktywny
komponent jest niskoczgsteczkowym kwasem rybonukleinowym. Ekstrakt fenolowo-
chloroformowy tego czynnika tracit swe wtasciwosci w wyniku traktowania RNaza lll,
swoistg dla dwuniciowych RNA, a jego rozdziat na sekwencjonujgcym zelu
poliakrylamidowym doprowadzit do wydzielenia 4 prazkéw, z ktérych dwa
(stanowigce faktycznie jeden duzy) wykazywaty wtasciwosci supresyjne [117]. Prazki
te miaty wielkos¢ ok. 70 par zasad, a wiec odpowiadajgcg rozmiarowi odcinkéw
prekursorowych regulacyjnych miRNA (pre-miRNA) [54].

Przypuszczono, ze rowniez w przypadku OX-TsF supresyjna skladowa moze miec
budowe RNA. Supernatant oksazolonowo-swoistych komoérek supresyjnych,
podobnie jak analogiczny supernatant uzyskiwany w modelu TNP-CS, poddany
ekstrakcji do postaci mieszaniny DNA i RNA zachowywat swe witasciwosci
biologiczne (Ryc. 6.2.2 i 6.3.1). Réwniez kolejny krok oczyszczania, izolacja RNA z
ekstraktu fenolowo-chloroformowego czynnika na kolumnach chromatograficznych,
nie znosit jego wiasciwosci supresyjnych (Ryc. 6.2.3). Co wiecej, wykazano ze
dziatanie OX-TsF QRNA charakteryzuje efekt dawki — supresja reakcji CS
zmniejszata sie w miare obnizania stezenia QRNA w mieszaninie inkubacyjnej, az do
zaniku statystycznie istotnego zahamowania CS w przypadku najnizszego badanego
stezenia — 0,3ug na 7x10’komorek efektorowych (Ryc. 6.2.3). Podobny efekt
zaobserwowano dla zmniejszajgcych sie dawek OX-TsF PCE (Ryc. 6.2.2). Ta
zawierajgca 95% DNA i 5% RNA mieszanina pozostawata aktywna supresyjnie
stosowana w dawce 11ug, natomiast w dawce 5ug na 7x10” komoérek efektorowych
nie wykazywata juz wtasciwosci regulacyjnych.

Dodatkowy dowdd na rybonukleinowy charakter aktywnej sktadowej OX-TsF
uzyskano  wykorzystujagc  enzymatyczng  degradacje  czynnika. Zaréwno
oksazolonowo-swoiste komorki supresyjne, jak i OX-TsF (odpowiednio Ryc. 6.4.1, gr.

E oraz Ryc. 6.3.1, gr. D) byly wrazliwe na dziatanie RNazy A, tzn. inkubacja z tym
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enzymem znosita ich wiasciwosci supresyjne. Przeprowadzony w ramach niniejszej
pracy rozdziat elektroforetyczny OX-TsF, TNP-TsF oraz NF dowiodt, ze kwas
rybonukleinowy bedacy aktywng sktadowg czynnikdw supresyjnych nalezy do grupy
krotkich, regulacyjnych RNA (Ryc. 6.3.2). Mata rozdzielczo$¢ uzyskiwana na
zastosowanym zelu agarozowym nie pozwolita jednak na sprecyzowanie wielkoSci
regulacyjnego komponentu OX-TsF.

Wstepne prace nad czynnikami supresyjnymi limfocytéw T obejmowaty réwniez
badania ich swoistosci antygenowej. Czynniki uzyskiwano toleryzujac ich dawcow
haptenami (TNP, DNP, OX) wolnymi lub sprzezonymi z mRBC, a nastepnie
przeprowadzajgc immunizacje naskorng odpowiednim haptenem. Wykazano, ze
wszystkie czynniki, testowane w formie nadsaczy hodowli komérek suresyjnych,
dziatajg w sposob antygenowo specyficzny, tzn. majg zdolno$¢ supresji CS na
hapten tozsamy z tym uzytym podczas aktywaciji tolerancji [114]. Wykazano rowniez,
ze czynniki mozna oczyszcza¢ metodg chromatografii powinowactwa na kolumnach
Sepharose 4B optaszczonych biatkiem (bovine gamma globulin, BGG) sprzezonym z
haptenami (TNBSA, DNP, OX). Frakcje wigzace sie do odpowiednich kolumn
wykazywaty witasciwosci supresyjne w stosunku do CS wywotanej wiasciwym im
haptenem. TNP-TsF wigzacy sie z kolumng TNP-BGG-Seph 4B hamowat bierny
transfer CS na TNP, a w mniejszym stopniu takze CS na DNP, co mogto by¢
zwigzane z podobienstwem struktury haptenow [115]. Wyniki doswiadczen
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy dowiodly, ze czynnik supresyjny OX-
TsF zachowuje specyficzno$¢ antygenowg w transferze komoérek efektorowych CS
pomimo ekstrakcji fenolowo-chloroformowej do formy PCE (Ryc. 6.7.1). Swoistosc ta
suplementowana jest prawdopodobnie drogq transferu z komoérkami efektorowymi
posiadajgcymi haptenowo-swoistg sktadowg biatkowg czynnika TsF.

Jak wspomniano, warunkiem petnej aktywnosci czynnikow supresyjnych jest
obecnosc¢ obu ich sktadowych. Klasyczny proces indukcji TsF aktywuje w tym samym
osobniku dwie rézne populacje, produktem sekrecji ktérych sg komponenty czynnika.
Nierozwigzanym do tej pory problemem byt sposdb, w jaki podjednostka
antygenowo-specyficzna i supresyjna TsF oddziatujg ze soba, tworzac aktywny
produkt.

W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badaniach struktury czynnika
potwierdzono, uprzednio opisany dla TNP-TsF, supresyjny charakter czynnika

oksazolonowo-swoistego powstatego po tgcznej inkubacji supernatantow komorek
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indukowanych osobno: naskérnym uczuleniem oksazolonem lub dozylnym
szczepieniem OX sprzezonym z mRBC (Ryc. 6.6.1). We wczesniej
przeprowadzanych doswiadczeniach supernatanty komoérek uzyskanych na drodze
pojedynczej immunizacji stosowane osobno nie powodowaty zahamowania reakcji
CS, cho¢ obserwowano pewng aktywnos¢ komponentu uzyskanego przez
immunizacje dozylng [111], znaczaco jednak mniejszg od supresyjnego dziatania
czynnika kompletnego czy zrekonstytuowanego potaczeniem supernatantéw.
Aktywnosc¢ supresyjna komponentu indukowanego dozylnym podaniem oksazolonu
sprzezonego z erytrocytami (OX-mRBC-F) w naszych doswiadczeniach okazata sie
natomiast wysoka i statystycznie tozsama z zahamowaniem reakcji CS przez czynnik
kompletny i potgczenie jego komponentow.

Wyjasnieniem obserwowanych przez nas zjawisk: swoistosci antygenowej czynnika
pozbawionego komponentu biatkowego (OX-TsF PCE) oraz supresyjnej aktywnosci
czynnika uzyskanego jedynie przez immunizacje dozylng (OX-mRBC-F) moze byé
potwierdzone przez nas wystepowanie TsF w formie egzosoméw. Szukajgc
odpowiedzi na pytanie o przekazywanie czynnika pomiedzy komorkami
regulatorowymi a efektorowymi nadwrazliwosci kontaktowej przetestowaliSmy
hipoteze o transporcie czynnikow supresyjnych (zarowno TNP-TsF, jak i OX-TsF) w
postaci egzosomow (Ryc. 6.2.4). Wyizolowane przez nas z supernatantéw hodowli
komoérek limfoidalnych dawcéw toleryzowanych mikropecherzyki okazaly sie by¢
zdolne do hamowania transferu reakcji CS. Przypuszczamy, ze btona egzosomu nie
tylko stanowi zabezpieczenie dla przenoszonego regulacyjnego RNA, ale réwniez
zawiera miejsca wigzace przeciwciata lub ich fragmenty. W toku indukcji czynnika
supresyjny RNA moze by¢ selektywnie wprowadzany do egzosomu, do ktérego
przytagczane sg roéwniez fragmenty przeciwciat, nadajgce catemu ukfadowi
specyficzno$¢ antygenowa. Fragmenty te pochodzi¢ mogg od zaktywowanych
naskorng immunizacjg limfocytéw B1. Pamieta¢ nalezy, ze komorki efektorowe CS
otrzymywane sg jako pula komorek weztow chtonnych i sledzion, w ktorej znajdujg
sie tez zaktywowane haptenowo-swoiste limfocyty B1. Niekompletny czynnik OX-
mRBC-F moze wiec ulec rekonstytucji w trakcie inkubacji poprzedzajacej transfer.
Podobnie, oczyszczony in vitro do postaci mieszaniny DNA-RNA, supresyjnie
aktywny OX-TsF moze zosta¢é wprowadzony do egzosoméw o swoistosci
antygenowej, przypuszczalnie wydzielanych przez limfocyty B1 obecne wsrod

komdérek uzytych do biernego transferu CS. Potwierdzeniem tych zatozen mogg by¢
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doswiadczenia przeprowadzone przez Bryniarskiego i wsp. (dane nie opublikowane,
artykut zgtoszony do publikacji) z wykorzystaniem egzosomoéw wyizolowanych od
dawcéw uczulonych chlorkiem pikrylu jedynie naskérnie (PCI-F). Czastki te nie
wykazujg aktywnosci supresyjnej, ale funkcja ta moze by¢ im nadana poprzez
transfekcje czystym RNA czynnika supresyjnego (TsF QRNA) wyizolowanym z
uprzednio wyprodukowanych czynnikow, niezaleznie od ich swoistosci antygenowej
(TNP, OX), a nawet z czynnika pozbawionego swoistosci antygenowej (Sham-F).
Inkubacja PCI-F egzosoméw z RNA czynnika negatywnego nie prowadzi do
uzyskania przez nie aktywnosci supresyjnej. Bez wzgledu na rodzaj komponentu
supresyjnego, suplementowane nim PCI-F egzosomy wykazujg zdolnos¢ supresii
specyficzng wzgledem haptenu TNP (dane nie opublikowane, artykut zgtoszony do
publikacji). Sugeruje to, ze za swoisto$¢ antygenowg czynnikdw supresyjnych
limfocytow T odpowiada sktadowa powstata po immunizacji naskérnej — egzosomy
zaopatrzone w przeciwciata lub ich fragmenty. Potwierdzenie tej tezy przyniosty
kolejne eksperymenty przeprowadzane przez Bryniarskiego i wsp. na myszach
zmodyfikowanych genetycznie — pozbawionych gendw zwigzanych z produkcjg
przeciwciat (JHD™"). Myszy tego szczepu poddano indukcji tolerancji antygenowo-
niespecyficznej oraz z uzyciem haptenow TNP i OX, a z nadsgczéw hodowlanych
odpowiednich komoérek limfoidalnych otrzymano egzosomy, ktdre nie wykazywaty
aktywnosci supresyjnej w modelu TNP-CS. Wiasciwos$¢ tg mozna byto natomiast
zaobserwowa¢ po inkubacji badanych egzosomow z syntetycznymi fancuchami
lekkimi przeciwciat, skierowanymi przeciw determinantom trojnitrofenolu. Podobnie
jak w poprzednim doswiadczeniu, niezaleznie od haptenu uzytego do indukcji
tolerancji, swoistos¢ antygenowa egzosoméw warunkowana byta przez
suplementowane in vitro fancuchy lekkie — fragmenty rozpoznajace hapten TNP
ukierunkowywaty supresyjne dziatanie RNA na nadwrazliwos¢ kontaktowg na TNP
[140].

Badania przeprowadzone do tej pory przez Bryniarskiego i wsp. pozwalajg sadzic, ze
za regulacyjng funkcje czynnikow supresyjnych limfocytow T odpowiedzialne jest
mikroRNA-150 [118]. Analiza molekularna TNP-TsF wykazata, ze czastka ta ulega
nasilonej ekspresji w aktywnej supresyjnie frakcji czynnika. Ponadto, inkubacja TNP-
TsF w postaci egzosoméw lub chromatograficznie wyizolowanego RNA (QRNA) z
sekwencjami komplementarnymi do miR-150 (antagomirami) znosi supresyjne

dziatanie czynnika. Teza ta zostata rowniez potwierdzona dla czynnika swoistego dla
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oksazolonu. U myszy pozbawionych genu dla miR-150 uzyskanie stanu tolerancji na
OX nie byto mozliwe (Suppl. ryc. 7.1), a nadsacz hodowli komérek limfoidalnych
zwierzat poddanych immunizacji dozylnej i naskdrnej nie wykazywat zdolnosci
zahamowania transferu CS na naiwnych biorcéw (Suppl. ryc. 7.2) (dane
nieopublikowane, artykut zgtoszony do publikacji). U zwierzat tych dochodzito jednak
do rozwoju nadwrazliwo$ci na ten hapten, co sugeruje, ze brak miR-150 jest
selektywnie zwigzany z uposledzeniem funkcji komorek supresyjnych.

Ponadto wykazano [118], Zze nieaktywne regulacyjnie egzosomy OX-TsF
wyizolowane z nadsgczow hodowlanych komédrek dawcéw miR-150" zyskujg
wiasciwosci supresyjne po inkubacji z syntetycznymi odcinkami miRNA-150. Myszy
miR-150 ko oprocz interesujgcego nas mikroRNA 150 nie posiadajg rowniez jego
partnera — nici miR-150*. Transfekcja egzosomoéw wyizolowanych od myszy
wspomnianego szczepu syntetycznymi czgstkami miR-150%, lub kontrolnymi,
nieaktywnymi regulacyjnie odcinkami krotkiego RNA nie przywracata im jednak

wtasciwosci supresyjnych.
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Aktywacja Aktywna WIELKOSC REAKCJI CS % %
GRUPA: tolerancji | immunizacja [Uxmm™] + SD odpowiedzi | supresiji
OX OX CS CS
A (miR150ko) - + ‘ 73 100 0
B (miR150ko) + + - 17 107 0
C (C57/BI6) - + 68 100 0
D (C57/BI6) + + ‘ 2,28 32 68
0 5 10
Supp. ryc. 7.1

PROBA WYWOLANIA STANU TOLERANCJI U MYSZY POZBAWIONYCH GENU
DLA miRNA150 (miR1507)

Reakcje nadwrazliwosci kontaktowej wywotano poprzez aktywne uczulenie
oksazolonem u myszy miR1507 (H2b)(gr. A), jak i u myszy szczepu C57/B6 (H2b) (gr.
C). Préba toleryzacji zwierzat pozbawionych miRNA-150 nie powiodta sie (gr. B), w
przeciwienstwie do zahamowania reakcji CS obserwowanego w grupie
toleryzowanych myszy C57/BI6 (gr. D).
Grupy badane liczyty po 4-5 osobnikdw.

Znamienno$¢ statystyczna:

gr. A vs gr. B = brak znamiennosci
gr. Cvs gr. D - p<0,0005
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Komérki || oo, WIELKOSC REAKCJI CS % %
GRUPA: | efektorowe | nrubacia. [Uxmm?] £ SD odpowiedzi | supresji
ox-cs | f9#osomy CS CS
A + - 100 0
OX-TsF
B ¥ WT ‘ 223 29 71
OX-TsF e I
c * miR150ko o 118 0
6 3
E ¥ miR150ko B3 " 0
0 5 10 15
Supp. ryc. 7.2 ] ] )
TESTOWANIE SUPRESYJNYCH WEASCIWOSCI EGZOSOMOW

WYIZOLOWANYCH Z SU’PERNATANTOW KOMOREK  LIMFOIDALNYCH
TOLERYZOWANYCH DAWCOW SZCZEPU miR150™

Aktywnosc supresyjng egzosomow testowano w transferze biernym po inkubacji z
komérkami efektorowymi OX-CS uzyskanymi od dawcow wild type (C57/B6).
Testowano egzosomy uzyskane od dawcéw toleryzowanych, w poréwnaniu do
egzosomow wyizolowanych z supernatantow komoérek zwierzat naiwnych. W obu
przypadkach uzyto zaréwno zwierzat szczepu C57/B6 (wild type), jak i myszy
miR150™".

Grupy badane liczyty po 5 osobnikow.

Znamiennos¢ statystyczna:

gr. Avs gr. B - p<0,0005

gr.Avsgr.C,gr. Avsgr.D, gr. Avs gr. E = brak znamiennosci
gr.Bvsgr.C, gr.Bvsgr.D, gr.B vs gr.E - p<0,0005
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Pomimo tego, ze wiekszos¢ prac charakteryzujgcych miRNA zostata opublikowana

w ostatniej dekadzie, juz w latach pieédziesigtych XX w. opisano tzw. transfer factor
(TF), czynnik izolowany z leukocytéw zwierzat uczulonych, zdolny do przenoszenia
informacji immunologicznej (w tym wypadku nadwrazliwosci kontaktowej) na osobniki
naiwne. Wykazano, ze transfer factor jest odporny na trawienie DNazg, trzustkowg
RNazg (rozktadajaca jednoniciowy RNA) i trypsyng [141], natomiast dziatanie RNazy
Il (specyficznej dla dwuniciowych RNA) powodowato brak oczekiwanej aktywnosci
TF [142]. Transfer factor byt tez czastkg na tyle matg, ze przechodzit przez btone
dializacyjng, nie mégt wiec by¢ ani biatkiem, ani czastka je kodujaca [143]. Juz wtedy
sugerowano, ze transdukcja sygnatu za posrednictwem kwasu rybonukleinowego
moze realizowac sie przez jego komplementarnos¢ badz do czgstek hamujgcych
transkrypcje biatka badz do okreslonego odcinka DNA, co prowadzi¢ miato do
aktywacji jego transkrypcji. Niemniej jednak, na skutek niedostatecznego rozwoju
immunologii i biologii molekularnej w tamtym okresie badania te nie wywotaty
wiekszego zainteresowania, a w zwigzku 2z niemozno$cig sprecyzowania
mechanizmu dziatania TF byty traktowane jako swego rodzaju ciekawostka i nie
doczekaty sie gruntownego zbadania ani kontynuaciji [144].

W Swietle obecnej wiedzy na temat interferencji RNA, teza o przekazywaniu
informacji — zaréwno przeniesienia nadwrazliwosci, jak i sygnatu supresyjnego,
miedzy komorkami uktadu immunologicznego za posrednictwem niekodujacych
odcinkow RNA jest uzasadniona. W przypadku czynnikdw supresyjnych limfocytow T
efektem regulacyjnego dziatania ich rybonukleinowego komponentu jest
zahamowanie reakcji nadwrazliwosci kontaktowe;.

W pracy przedstawiono dowody na to, ze supresyjng sktadowg OX-TsF jest miR-150,
a wiec regulacja mediowana przez opisywane przez nas egzosomy zwigzana jest z
zablokowaniem w komérkach biorgcych udziat w przebiegu CS ekspresji mRNA o
sekwenciji przynajmniej czesciowo komplementarnej wzgledem miR-150. Doniesienia
innych grup badawczych opisujg wielokierunkowe dziatanie tego mikroRNA. W
uktadzie immunologicznym zaznacza sie ono szczegoOlnie w trakcie réznicowania
limfocytow T i B. MiR-150 jest regulatorem tych procesow, jego poziom jest niski w
komérkach prekursorowych limfocytow, narasta w miare ich dojrzewania, az do
stadium spoczynkowego limfocyta, po czym znowu spada w aktywowanych
komoérkach [145]. Wzrostowi poziomu miR-150 podczas réznicowania tymocytow od

komérek podwodjnie negatywnych do podwojnie pozytywnych, a nastepnie
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pojedynczo pozytywnych towarzyszy spadek stezenia NOTCHS3, jednej z czastek
regulowanych przez miR-150. W badaniach eksperymentalnych dowiedziono, ze
transfekcja linii biataczkowych z limfocytow T czgstkami miR-150 wywotuje efekt
proapoptotyczny i antyproliferacyjny, prawdopodobnie réwniez za posrednictwem
NOTCH3 [146]. Opisano rowniez regulacyjny wptyw miR-150 na rozwoj komorek NK
oraz iNKT [147]. MikroRNA-150 wywiera odmienny wptyw na te populacje: pobudza
réznicowanie i dojrzewanie NK, natomiast w przypadku iNKT powoduje spadek ich
liczby. Ponadto, miR-150 blokujac ekspresje czynnika transkrypcyjnego c-Myb
kontroluje rozwoj limfocytow B. Eksperymentalna nadekspresja miR-150 hamuje
transformacje komorek pro-B do pre-B i powoduje brak limfocytéw B1, natomiast u
zwierzat miR-150" pomimo normalnego rozwoju limfocytow T i B2 obserwuje sie
znacznie zwiekszong liczbe komorek B1 [86]. Supresja wspomnianej czastki c-Myb
przez miR-150 prowadzi¢c moze do apoptozy komodrek B, co zwigzane jest z
indukujacym wptywem c-Myb na czynnik antyapoptotyczny Bcl-2 [148].

Prawdopodobnie réwniez poprzez oddziatywanie z c-Myb miR-150 pobudza
trombogeneze, aktywujgc réznicowanie komérek prekursorowej linii erytrocytarno-
megakariocytarnej w kierunku megakariocytéw [149]. Ponadto zmniejszony poziom
miR-150 zaobserwowano u pacjenéw z sepsa, jednoczesnie nie stwierdzajgc u nich
jednak zmian w liczbie krwinek biatych. Sugeruje to wieloptaszczyznowg regulacje
funkcjonowania ukfadu immunologicznego przez miR-150. Oprécz wspomnianego
wptywu na rozwdj i réznicowanie komorek odpornosciowych wykazano, ze
sekwencja miR-150 jest komplementarna do ok. 20 genow kodujgcych biatka
zwigzane z przebiegiem odpowiedzi immunologicznej, m.in. MAPK, Wnt, ErbB i
mTOR, w tym takze cytokiny: IL-10, TNFa i IL-18. W przypadku pacjentow z sepsg
stwierdzono negatywng korelacje miedzy poziomem miR-150 a stezeniem tych
cytokin w surowicy, szczegodlnie zaznaczong w przypadku IL-18, co doprowadzito do
propozycji zastosowania stosunku stezenia miR-150 do IL-18 w osoczu jako markera
sepsy i jej ciezkosci [150]. IL-18 jest cytoking o plejtropowym dziataniu, w zaleznosci
od srodowiska cytokinowego moze bra¢ udziat w aktywacji zarobwno odpowiedzi
Th1-, jak i Th2- oraz Th-17-zaleznej. W synergii z IL-12 pobudza uwalnianie cytokin
zwigzanych z odpowiedzig Th1-zalezng (IFNy, GM-CSF, TNFa, IL-1), aktywuje
cytotoksycznosc limfocytow T i NK oraz nasila ekspresje niektorych receptorow
chemokinowych. Przy braku IL-12, IL-18 moze natomiast indukowa¢ produkcje IL-4 i

IL-13 w komdrkach NK, mastocytach i bazofilach [151].
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Istniejg réwniez doniesienia dotyczace wptywu miR-150 na migracje komorek. W
mysim modelu niedotlenienia miesnia sercowego mikroRNA to hamujac ekspresje
receptora chemokinowego CXCR4 na komérkach jednojadrowych szpiku zmniejsza
ich naptyw do krwi obwodowej [152]. Przeciwnie, w badaniach in vitro wykazano, ze
transportowany w mikropecherzykach miR-150 poprzez supresje c-Myb zwieksza
migracje komoérek srodbtonka HMEC-1 [85].

Nierozwigzana pozostaje kwestia, ktéry z etapéw rozwoju badz modulacji CS
regulowany jest przez badane czynniki supresyjne limfocytow T. Woyniki
przeprowadzonych przez nas doswiadczenh badajacych bezposredni wptyw OX-TsF
na aktywnos¢ cytokinotworcza wyizolowanych komorek efektorowych CS na
oksazolon nie wykazaty statystycznie istotnych réznic pomiedzy komorkami
kontrolnymi a poddanymi dziataniu OX-TsF. Biorgc pod uwage, ze jedng z sekwencji
regulowanych przez mikroRNA-150 jest czynnik c-Myb, indukujacy antyapoptotyczne
biatko Bcl-2, przeprowadzono takze analize cytofluorymetryczng indukcji apoptozy
komoérek efektorowych CS przez OX-TsF. Uzyskane rezultaty powinny by¢ jednak
interpretowane z rozwaga. Znaczne zwiekszenie odsetka komorek we wczesnej fazie
apoptozy w grupie hodowanej w obecnosci OX-TsF PCE wynika¢C moze raczej z
zaburzenia homeostazy komoérek przez wprowadzenie znacznej ilosci kwasow
dezoksyrybonukleinowych (95% ekstraktu fenolowo-chloroformowego OX-TsF), niz
ze specyficznego dziatania supresyjnego RNA czynnika. Analiza wptywu egzosomow
uwalnianych przez komoérki limfoidalne uzyskane od dawcow oksazolonowo-
swoistego TsF, jak i haptenowo-niespecyficznego czynnika Sham-F sugeruje, ze
powodujg one nasilong nekroze badanych komorek. Z analizy uzyskanych w trakcie
do$wiadczenia wykreséw typu dot-plot wynika, ze w puli komdérek CD3* barwigcych
sie zarowno FITC jak i Pl wyrdézni¢ mozna dwie subpopulacje, roznigce sie
intensywnoscig fluorescencji pochodzacej od jodku propidyny. W pracy przyjeto, ze
populacja silniej fluoryzujgca to komorki nekrotyczne, stabszy sygnat przypisany
zostat limfocytom w stadium péznej apoptozy. Pamietac nalezy jednak, ze
zastosowana metoda generalnie nie pozwala na odréznienie komorek bedacych w
poznej fazie apoptozy od komorek nekrotycznych — w obu przypadkach komorki sg
podwojnie pozytywne. Opisywany przez nas efekt nekrozy moze by¢é w
rzeczywistosci sygnatem poéznej apoptozy subpopulacji komorek, do ktérych sygnat
supresyjny przekazywany w formie egzosoméw (zarowno OX-TsF, jak i Sham-F)

zostat dostarczony bardziej efektywnie — Smier¢ komérki nastgpita istotnie wczesniej
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niz przeprowadzono pomiar. Nieznana kinetyka procesu apoptotycznego w
odniesieniu do oddziatywania OX-TsF — komorki efektorowe, zapewne dodatkowo
zalezna od formy czynnika, uniemozliwia wyciggniecie jednoznacznych wnioskéw co
do mechanizmu smierci badanych komoérek. Sugestia o mozliwym wptywie czynnika
supresyjnego oksazolonowo-specyficznego na apoptoze limfocytow efektorowych
specyficznych wzgledem tego haptenu wydaje sie by¢ jednak stuszna (Ryc. 6.8.1).

W wiekszosci doswiadczen w niniejszej pracy stosowano model biernego transferu
nadwrazliwosci za posrednictwem komorek efektorowych dawcow, a efektem
supresji byta niemoznos¢ wywotania fazy efektorowej u biorcow. Potwierdzona
zostata jednak takze zdolnosS¢ czynnika do zahamowania juz rozwinietej fazy
efektorowej nadwrazliwosci kontaktowej. W rozwoju i przebiegu tej fazy bezposredni
udziat, obok limfocytéw efektorowych fazy péznej i komorek pamieci, biorg rowniez
inne populacje, takie jak mastocyty, ptytki krwi, komorki dendrytyczne, keratynocyty,
a w koncu makrofagi i neutrofile oraz komorki regulacyjne: supresyjne i
kontrasupresyjne. Migracja tych komoérek oraz interakcje miedzy nimi opierajq sie na
wielorakich mechanizmach, takich jak sekrecja cytokinowa i chemokinowa,
oddziatywanie receptorowe, a zapewne nierzadko rowniez przekazywanie czgstek
regulacyjnego RNA. Biorgc pod uwage powyzsze mechanizmy oraz w zwigzku ze
wspomnianym wielokierunkowym dziataniem wtasciwego supresyjnego komponentu
TsF — mikroRNA-150, zatozy¢ nalezy, ze funkcja czynnikow supresyjnych limfocytow
T nie musi by¢ realizowana poprzez bezposredni wptyw na komérki efektorowe CS.
Za teza tag przemawia réwniez fakt, ze niezaleznie od fenotypu komodrek
efektorowych CS (Th1 CD4" w przypadku CS na TNP, Tc CD8" dla CS na OX)
komponent supresyjny TsF jest taki sam. Sugeruje to ponadto, ze efekt regulacyjny
czynnikéw supresyjnych limfocytéw T realizowany jest na etapie wspdélnym dla obu
podtypéw CS. Jest wysoce prawdopodobne, ze etapem tym jest prezentacja
antygenu, a TsF wpltywa na aktywnos¢ limfocytow efektorowych CS za
posrednictwem komorek APC. Juz wczes$niejsze badania Ptaka i wsp. nad TsF
wskazywaty, ze ma on zdolno$¢ wigzania sie z makrofagami [115]. Opisano réwniez,
ze obok wptywu na limfocyty efektorowe, czynniki supresyjne mogq kooperowaé z
makrofagami, prowadzgc do uwolnienia przez te ostatnie tzw. makrofagowego
czynnika supresyjnego (MsF), wzmacniajacego dziatanie TsF w sposob antygenowo

niespecyficzny [153].

89



Wykazana w testach in vitro zdolnos¢ czynnika do zaburzenia odpowiedzi komodrek
na IL-2, objawiajgca sie zahamowaniem proliferacji linii komérkowej IL-2-zaleznej,
wskazywa¢ moze, ze w obecnosci TsF aktywacja limfocyta efektorowego w
momencie prezentacji antygenu ulega zahamowaniu.

Wspomnie¢ nalezy tez o przeprowadzonych w latach 80tych doswiadczeniach,
mogacych sugerowac, ze komdrkg docelowg dla TsF jest limfocyt kontrasupresyjny
[154]. Autorzy zwrdcili uwage, ze do biernego transferu CS, oprécz komoérek
efektorowych, niezbedne sg limfocyty kontrasupresyjne, znoszace funkcje
naturalnych komorek supresyjnych biorcy. Eksperymentalna blokada tych ostatnich
poprzez traktowanie cyklofosfamidem umozliwia rozwdj reakcji CS, nawet w
przypadku inkubacji transferowanych komoérek z czynnikiem supresyjnym. Z puli
komérek uzywanych do transferu CS to limfocyty kontrasupresyjne, wyizolowane
dzieki ich zdolnosci do adherencji do lektyny Vicia villosa, okazaty sie byc¢
regulowanymi przez TsF, ktory znoszgc ich ochronny wptyw na wiasciwe komorki
efektorowe prowadzit do uwidocznienia naturalnej supresji i niemoznosci wywotania
nadwrazliwosci kontaktowej u biorcéw komorek efektorowych [154].

Wspomniane mechanizmy dziatania TsF — indukcja apoptozy limfocytow
efektorowych, wptyw na proces prezentacji antygenu lub na pozytywng regulacje CS
Z pewnoscig nie sg jedynymi mozliwymi. Plejotropowo$¢ funkcji miR-150 sktania do
przypuszczenia, ze rowniez wykorzystujacy jego regulacyjne dziatanie TsF
kontrolowaé moze wiecej niz jeden z elementow sktadajacych sie na patomechanizm

reakcji CS. Rozwigzanie tej kwestii wymaga dalszych badan (Ryc. 7.3).
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Ryc. 7.3
MOZLIWE MECHANIZMY DZIALANIA OX-TsF

Powstanie czynnika supresyjnego swoistego dla nadwrazliwo$ci kontaktowej na
oksazolon wymaga indukcji dwoch typow komoérek, Ts oraz B1, produktami ktorych
sq odpowiednio komponent supresyjny i antygenowo-swoisty OX-TsF. Skladowe te
kooperujg za posrednictwem egzosomodw, dostarczajgcych sygnat supresyjny do
komérek docelowych. Pochodzenie egzosomdéw nie jest pewne; mogg one byé
produktem komorek uwalniajgcych komponenty czynnika lub mogg by¢ wydzielane
przez inne komérki. Funkcja OX-TsF realizowana jest z udziatem miRNA-150, ktory
indukowa¢ moze apoptoze komorek efektorowych CS. Pozostate zasugerowane
mechanizmy wynikajg z opisanego przez inne grupy plejotropowego dziatania miR-
150, a ich potwierdzenie w odniesieniu do OX-TsF wymaga dalszych badan.
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Niemniej jednak, opisywany mechanizm regulacyjny, wykorzystujacy supresje funkcji
limfocytow T za posrednictwem niekodujgcych odcinkdw RNA, w przysziosci
stanowi¢ moze podstawe efektywnej terapii schorzen w patomechanizmie ktérych
role odgrywa zaburzona funkcja komérek T. Wyniki przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy doswiadczen, badajgcych wtasciwosci oksazolonowo-swoistego
czynnika supresyjnego dowiodty, ze regulacji mediowanej przez TsF podlegajg nie
tylko limfocyty Th1, ale réowniez Tc, a zatem Zze mechanizm ten moze byé
wykorzystywany do kontroli funkcji obu tych populacji. Wykazano réowniez, ze funkcja
OX-TsF nie wymaga sygnalizacji przez uktad zgodnosci tkankowej MHC, gdyz
czynnik supresyjny pozostawat aktywny niezaleznie od tego, czy stosowany byt u
myszy szczepu, u ktérego zostat zaindukowany, czy u zwierzat o odmiennych
antygenach MHC. Dowiedziono ponadto, ze czynniki supresyjne limfocytow T
wydzielane sg w formie egzosomdéw. Stosowana przez nas procedura indukcji
czynnika aktywuje dwie populacje komorek, limfocyty B1 oraz supresyjne komorki T
uwalniajgce odpowiednio antygenowo-swoistg i regulacyjng sktadowg czynnika. W
pracy wykazano, ze kooperacja tych komponentéw, ktora skutkuje wytworzeniem
aktywnego czynnika mozliwa jest dzieki wykorzystaniu struktury egzosomow.
Pecherzyki te stanowig uktad transportujacy sygnat regulacyjny, ukierunkowany
antygenowo-specyficznie na docelowe komorki dzieki zakotwiczonym na ich
powierzchni fancuchom lekkim przeciwciat. W przysztosci umozliwi¢ to moze synteze
mikropecherzykow przenoszacych pozadang informacje regulacyjng do komorek

wykazujgcych ekspresje okreslonego antygenu.
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6. WNIOSKI
Przedmiotem niniejszej pracy byt swoisty dla oksazolonu czynnik supresyjny (OX-
TsF), o aktywnosci biologicznej hamowania reakcji nadwrazliwosci kontaktowej (CS)
na oksazolon u myszy szczepu CBA/J.

1 Wykazano, ze komoérkami efektorowymi tej reakcji sa limfocyty T CD8".

2 Dokonano oceny struktury OX-TsF:

2.1 Do petnej aktywnosci OX-TsF niezbedna jest obecnos¢ dwoch jego
komponent, uwalnianych przez ré6zne subpopulacje komoérek - limfocyty B1
produkujace skltadowg antygenowo-swoistg oraz limfocyty T supresyjne
uwalniajgce komponent regulacyjny. Bezposrednia kooperacja tych
komorek nie jest niezbedna, czynnik moze ulec rekonstytucji w warunkach
in vitro, pod warunkiem obecnosci obu sktadowych.

2.2 Populacja uwalniajgca aktywng sktadowa czynnika sg limfocyty
supresyjne T CD8".

2.3 Supresyjny komponent OX-TsF jest kwasem rybonukleinowym:

2.3.1 OX-TsF zachowuje aktywnos¢ po izolacji do formy mieszaniny
DNA i RNA (OX-TsF PCE) oraz do czystej frakcji RNA (OX-TsF
QRNA);

2.3.2 aktywnos¢ form czynnika: OX-TsF PCE i OX-TsF QRNA
charakteryzuje efekt dawki, zanik efektu supresyjnego obserwowano
przy stosowaniu OX-TsF w dawkach odpowiednio 5ug i 0,3ug na
biorce;

233 zaréwno OX-TsF, jak i produkujgce go komorki supresyjne sag
wrazliwe na dziatanie RNazy;

2.3.4 frakcja RNA czynnika zawiera krotkie odcinki kwasow
rybonukleinowych (10-90 nukleotyddw).

24 OX-TsF wydzielany jest w postaci egzosoméw, stanowigcych
mechanizm przenoszacy sygnat supresyjny do komérek docelowych oraz
umozliwiajgcych interakcje pomiedzy sktadowymi czynnika. Egzosomy te
wykazujg aktywnos$c¢ regulacyjng rownowazng innym formom OX-TsF.

3 Zdefiniowano funkcje OX-TsF:

3.1 OX-TsF wykazuje zdolnos¢ zahamowania zaréwno wywofania fazy

efektorowej reakcji nadwrazliwosci kontaktowej na oksazolon w modelu

biernego przeniesienia CS, jak i supresji aktywnego uczulenia.
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3.2  Aktywnos¢ supresyjna OX-TsF obserwowana jest takze in vitro — jako
efekt zahamowania proliferacji linii komoérkowej IL-2-zaleznej (HT-2).

3.3 OX-TsF jest antygenowo swoisty, tzn. wykazuje zdolnos¢ zahamowania
reakcji nadwrazliwosci kontaktowej wywotanej przez oksazolon, ale nie
przez inne hapteny.

34 Funkcja OX-TsF nie podlega restrykcji MHC; czynnik wykazuje
aktywno$¢ supresji CS niezaleznie od szczepdw myszy dawcéw oraz
biorcow czynnika.

3.5 Nie wykazano regulacyjnego wptywu czynnika na sekrecje badanych
cytokin przez limfocyty T efektorowe.

3.6 Jednym z mozliwych mechanizmow dziatania czynnika jest indukcja
apoptozy antygenowo-swoistych limfocytow efektorowych nadwrazliwosci

kontaktowe;.
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