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WYKAZ UZYTYCH SKROTOW

Ab
ACD
Ag

APC

CAMP

CCL
CCR
CD
CD40L
CHS
CIA

CLA

coLL 1l

CTLA-4

CXCL
CXCR
DC
DDC

DC-SIGN

DNCB

przeciwciato (ang. antibody)

alergiczne kontaktowe zapalenie skory (ang. allergic contact dermatitis)
antygen (ang. antigen)

komoérka prezentujgca antygen (ang. antigen presenting cell)
dopetniacz (ang. complement)

cykliczny  3'6'-adenozynomonofosforan  (ang. adenosine  3',5'-cyclic

monophosphate)

ligand chemokiny typu CC (ang. CC chemokine ligand)

receptory dla chemokin podklasy CC (ang. receptor CC chemokin)
czynnik roznicowania (ang. cluster of differentiation)

ligand receptora CD40 (ang. CD40 ligand)

reakcja nadwrazliwosci kontaktowej (ang. contact hypersensitivity)
kolagenowe zapalenie stawdw (ang. collagen induced arthritis)

antygen limfocytéw zasiedlajgcych skére (ang. cutaneous lymphocyte

associated antigen)
kolagen typu Il (ang. collagen II)

antygen-4 zwigzany z limfocytem T cytotoksycznym (ang. cytotoxic

T-lymphocyte-associated antigen-4)

ligand chemokiny typu CXC (ang. CXC chemokine ligand)

receptory dla chemokin podklasy CXC (ang. receptor CXC chemokin)
komorka dendrytyczna (ang. dendritic cell)

skoérne komorki dendrytyczne (ang. dermal dendtitic cells)

nieintegryna swoista dla komoérek dendrytycznych chwytajgca ICAM-3 (ang.
dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin)

dinitrochlorobenzen (ang. dinitrochlorobenzene)
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DNFB

DNP-BSA

DPBS

DTH

EAE

EC
ELISA
FACS
Fas
FasL
FcR
FCS
FITC

Foxp3

FSC

GALT

GM-CSF

HEPES
HEV

HLA

ICAM

1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (dinitrofluorobenzen) (ang. dinitroflourobenzene)

albumina bydleca skoniugowana z dwunitrofenylem (ang. dinitrophenylated

bovine serum albumin)

pozbawiona jonow wapnia i magnezu, zbuforowana fosforanami sol

fizjologiczna (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
nadwrazliwosc¢ typu poznego (ang. delayed-type hypresensitivity)

eksperymentalne autoimmunizacyjne zapalenie mdzgu i rdzenia kregowego

(ang. experimental autoimmune encephalomyelitis)

naskorna (ang. epicutaneous)

test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
analiza cytofluorymetryczna (ang. fluorescence-activated cell sorting)
receptor dla cytokin nadrodziny TNF (ang. TNF receptor superfamily member)
ligand receptora Fas (ang. Fas ligand)

receptor dla fragmentu Fc przeciwciata (ang. Fc receptor)

ptodowa surowica cieleca (ang. fetal calf serum)

izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)

czynnik transkrypcyjny limfocytéw T regulatorowych (ang. forkhead box

transcription factor)

natezenie Swiatta rozproszonego w kierunku biegu promienia lasera (ang.

forward scatter)

tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego (ang. gut-associated lymphoid

tissue)

czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéow i monocytow (ang.

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
N-(2-hydroksyetyl) piperazyna-N’-2-kwas 2 etanosulfonowy
zytka pozawtosowata z wysokim srédbtonkiem (ang. high endothelial venule)

antygeny ludzkich leukocytow kodowane w MHC (ang. human leukocyte

antigens)
dozylnie (ang. intravenous)

miedzykomorkowa molekuta adhezyjna (ang. intercellular adhesion molecule)
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ICOS

IFN

KLH

LC

LFA

LN

LNC

LT

mADb

MBP

MHC

MIP

MLN

MLNC

MMP

MPO

MS

NF-AT

NK

NKT

OVA

OX

kostymulator indukowanly (ang. inducible co-stimulator)

interferon (ang. interferon)

immunoglobulina (ang. immunoglobulin)

interleukina (ang. interleukin)

receptor dla IL-1 typu | (ang. interleukin 1 receptor, type I)

biatko indukowane przez interferon (ang. interferon inducible protein)
hemocjanina migczaka skatoczepu (ang. keyhole limpet hemocyanin)
komorki Langerhansa (ang. Langerhans' cells)

antygen zwigzany z czynnoscig limfocytéw (ang. Lymphocyte function-

associated antigen)

wezet chtonny (ang. lymph node)

komorki weztdow chtonnych (ang. lymph node cells)

leukotrieny (ang. leukotrienes)

przeciwciata monoklonalne (ang. monoclonal antibody)

zasadowe biatko mieliny (ang. myelin basic protein)

gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
biatko zapalne makrofagéw (ang. macrophage inflammatory protein)
wezet chtonnych krezkowy (ang. mesenteric lymph node)

komorki weztdw chtonnych krezkowych (ang. mesenteric lymph node cells)
metaloproteinaza macierzy (ang. matrix metalloproteinase)
mieloperoksydazy (ang. myeloperoxidase)

stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis)

czynnik jgdrowy pobudzonych limfocytow (ang. nuclear factor of activated T

cell)

komoérka NK (ang. natural killer - naturalny zabdjca)
limfocyt NKT (ang. natural killer T lymphocyte)
owoalbumina (ang. ovoalbumin)

oksazolon (ang. oxazolone [4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one])
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OX-Ig
PCI
PE
per os
PGD,

RANTES

RC
ROI's
RPMI
SN
SPL
SPLC

SSC

TAP

TARC
Tc

TCR
Tef
TGF

Th

Thy
TNCB
TNF
TNF-R2

TNP

mysie immunoglobuliny (Ig) wyznakowane OX

chlorek pikrylu (ang. picryl chloride); TNP-CI lub TNCB
fikoerytryna (ang. phycoerythrin)

doustnie

prostaglandyna D, (ang. prostaglandin D,)

regulowany przez aktywacje; ekspresja i wydzielanie przez prawidtowe
limfocyty T (ang. regulated on activation normal T cells expressed and

secreted)

dopetniacz kréliczy (ang. rabbit complement)

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen intermediates)
RPMI 1640, podtoze do hodowli komérek

supernatant (ang. supernatant)

Sledziona (ang. spleen)

komorki Sledziony (ang. spleen cells)

natezenie swiatta rozproszonego w kierunku prostopadtym do kierunku biegu

promienia lasera (ang. side scatter)

biatko transportujgce fragmenty antygenu (ang. transporter associated with

antigen processing)

rodzina chemokin (ang. thymus and activation-regulated chemokine)
limfocyt cytotoksyczny (ang. T cytotoxic cell)

receptor limfocytow T (ang. T-cell receptor)

limfocyt T efektorowy (ang. T effector cell)

transformujgcy czynnik wzrostu (ang. transforming growth factor)
limfocyt pomocniczy (ang. T helper cell)

grasica (ang. thymus)

trinitrochlorobenzen (ang. trinitrochlorobenzene); PCI lub TNP-CI
czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)
receptor 2 dla TNF (ang. TNF-receptor 2)

trinitrofenyl (ang. trinitrophenyl)
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TNP-CI chlorek trinitrofenylu (ang. trinitrophenyl chloride); PCl lub TNCB

Trl limfocyt regulacyjny typu 1 (ang. type 1 regulatory T cell)

Treg limfocyt T regulacyjny (ang. regulatory T cell)

uv promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet radiation)

VCAM czgsteczka adhezyjna $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular cell adhesion
molecules)

VLA antygen bardzo pézny (ang. very late antigen)

Indeks " lub - oznacza istnienie (%) lub brak () odpowiedniej cechy

Znak —/— oznacza defektywng homozygote, z niefunkcjonalnym genem danej

cechy
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Il ® WSTEP

1.1. REAKCJA NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWE]

Nadwrazliwos¢ kontaktowa (CHS) jest reakcjg immunologiczng rozwijajgca sie po
miejscowej ekspozycji (skora, btony sluzowe) na substancje niskoczgsteczkowe zwane
haptenami; jest ona jedng z form nadwrazliwosci typu pdéznego (DTH delayed type
hipersensitivity) [1]. Reakcja CHS przebiega w dwoéch kolejno wystepujgcych po sobie
etapach. Hapteny tgczac sie kowalencyjnie z biatkami ustroju tworzg neoantygeny, ktore
indukujg powstanie uczulonych limfocytéw, a przy powtérnym zetknieciu sie
z homologicznym zwigzkiem uczulajgcym dochodzi do wywotania reakcji immunologicznej,
objawiajgcej sie zaczerwienieniem, obrzekiem z tworzeniem sie pecherzy, ztuszczaniem
sie naskorka oraz Swigdem w miejscu depozycji haptenu [2].

Reakcja CHS jest procesem ziozonym, w ktérym uczestniczg m.in. komorki
prezentujgce antygen (APC), komorki efektorowe limfocyty Thl CD4" lub Tcl CD8*
mastocyty, limfocyty B-1, komérki NKT oraz leukocyty krwi obwodowej (monocyty
i neutrofile) [3, 4]. Ostatnie badania wskazujg, ze izolowane z watroby komérki NK mogg

rowniez wywotywac reakcje CHS [5].

1.1.1. KONTAKTOWE ZAPALENIE SKORY.

Klasycznym przyktadem reakcji CHS u ludzi jest alergiczne kontaktowe zapalenie
skory (ACD, allergic contact dermatitis). Stale rosngca liczba osdb cierpigcych na
schorzenia alergiczne, stwarza coraz wieksze problemy natury spoteczno-ekonomicznej
odbijajgc sie na jakosci zycia pacjentéow, a tym samym na wydajnosci pracy. Kontaktowe
zapalenie skéry powstajgce w wyniku ekspozycji na substancje chemiczne w miejscu pracy
stanowi okoto 30% wszystkich choréb zawodowych, w tym az 80% z tych choréb dotyczy
rak [6].

llos¢ czynnikow etiologicznych ACD jest bardzo wysoka, w samym przemysle
stosuje sie ponad 100000 substancji chemicznych, a kazdego roku syntetyzuje sie 2000
nowych. W chwili obecnej zidentyfikowano ponad 3700 czasteczek, ktére mogg byé

alergenami kontaktowymi [7]. Do substancji powszechnie wywotujgcych uczulenia
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kontaktowe u ludzi zaliczamy: jony metali ciezkich (chrom, nikiel, zelazo, kobalt), lateks,
terpentyne, substancje zapachowe oraz konserwujgce zawarte w kosmetykach
(np. p-fenylenodwuamina), niektoére leki (np. neomycyna, benzokaina, antybiotyki [-
laktamowe tj. penicyling,), substancie chemiczne wytwarzane przez rosliny
(pentadekakatechol — substancja zawarta w bluszczu trujgcym) jak réwniez hydrochinon —

uzywany w przemysle fotograficznym [8, 2].

1.1.2. REAKCJA CHS U ZWIERZAT DOSWIADCZALNYCH.

Wiedza na temat patofizjologii ACD pochodzi gtéwnie z modeli zwierzecych, w
ktérych wywotuje sie indukowane haptenami zapalenie skéry, tzw. reakcje nadwrazliwosci
kontaktowej. Reakcje takg mozna wywota¢ u myszy, swinek morskich [9] oraz szczuréw
[10].

U zwierzat doswiadczalnych, w tym réwniez u myszy, reakcje CHS wywotuje sie
poprzez aplikacje roztworu haptenu w rozpuszczalniku organicznym na uprzednio ogolong
skore [1]. Do najczesciej uzywanych haptendéw naleza: chlorek pikrylu (PCl; TNP-CI —
chlorek trinitrofenylu, TNCB - trinitrochlorobenzen), dinitrofluorobenzen (DNFB),
dinitrochlorobenzen (DNCB) oraz oksazolon (OX).

W zaleznosci od szczepu myszy oraz rodzaju haptenu uzytego do immunizaciji,
reakcja CHS moze przebiegaé przy wspétudziale swoistych limfocytow pomocniczych Thl
CD4" lub swoistych limfocytow cytotoksycznych Tcl CD8". Pierwszy typ odpowiedzi mozna
indukowa¢ immunizujac myszy szczepu CBA/J o haplotypie H-2 haptenem TNP-CI [11,
12]. Natomiast reakcje, w ktorej funkcje efektorowg petnig limfocyty Tc1 mozna wywotac
u myszy szczepu C57BL/6 (haplotyp H-2°) aplikujgc na ogolong skére TNCB, DNFB,
DNCB, lub OX oraz u myszy szczepu BALB/c (haplotyp H-2% podajac na skére DNFB,
DNCB lub OX [13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20]. Jednakze wedtug niektérych doniesieh nie
mozna wywotaé¢ odpowiedzi spolaryzowanej w jednym kierunku, a komorki efektorowe Thl
CD4" i Tcl CD8" wspdtuczestniczg w reakcji, wywotujgc reakcie CHS u myszy szczepu
C57BL/6 uczulonych DNFB lub OX [21].
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1.2. MECHANIZM REAKCJI NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWE]

Reakcja CHS, bez wzgledu na rodzaj komdérek efektorowych, przebiega w dwoch
kolejno po sobie wystepujgcych etapach, obejmujgcych faze indukcyjng oraz faze
efektorowg. W niniejszej pracy ograniczono sie do doktadnego opisu badanej reakcji CHS

zaleznej od komoérek Tc1.

1.2.1. FAZA INDUKCJI REAKCJI CHS.

Faza ta rozpoczyna sie w chwili pierwszego kontaktu z haptenami, prowadzi do
pochtoniecia haptenéw zwigzanych z biatkami naskérka przez komorki dendrytyczne (DC),
a nastepnie do powstania antygenowo swoistych komérek T CD4" lub T CD8" w weztach
chtonnych oraz wytworzenia sie komérek pamieci immunologicznej. Jak wykazano po raz
pierwszy w reakcji CHS Th1 zaleznej, uczulenie haptenem aktywuje takze komodrki NKT
watroby oraz limfocyty B-1 jamy otrzewnej. W modelu tym, limfocyty T efektorowe emigrujg
z weztbw chionnych i rozpoczynajg typowg dla siebie wedrowke pomiedzy krwig,
a narzgdami chionnymi. Podobne obserwacje poczyniono w modelu CHS Tcl zaleznej.
W fazie indukcji nie wystepujg objawy kliniczne.

Komérki NKT w watrobie ulegajg aktywacji przez uwolnienie w nastepstwie
uczulenia haptenem endogennych glikolipidéw rozpoznawanych w kontekscie antygenow
CD1a [22, 23]. Komorki te juz po siedmiu minutach od immunizacji wydzielajg IL-4 ktora
stymuluje antygenowo swoiste limfocyt B-1. Limfocyty B-1 (zwane komérkami fazy
wczesnej) o fenotypie Thyl® CD5* CD3" CD4 CDS8" ulegajg aktywaciji w jamie otrzewnej juz
w pierwszej godzinie od immunizacji haptenem [24, 25]. Nastepnie komorki B-1 wedrujg do
Sledziony i lokalnych weztow chtonnych, gdzie w ciggu jednego dnia przeksztatcajg sie
w komorki syntetyzujgce IgM, swoiste dla uzytego haptenu TNP-CI [26].

W modelu reakcji CHS zaleznej od komorek CD8" rowniez wystepuje podobny
mechanizm inicjacji reakcji CHS. Z dotychczasowych doniesien wynika, ze naskoérna
aplikacjag haptenu DNFB (u myszy szczepu BALB/c) powoduje powstanie komorki fazy
wczesnej o unikalnym fenotypie Thyl® CD5" CD3  CD4 CD8, ktéra jest antygenowo
swoista i ulega petnej aktywacji w obecnosci IL-4 uwalnianej przez limfocyty NKT [27,28].
Wykazano takze, ze w reakcji CHS Tc1 zaleznej istotng role odgrywajg réwniez komorki
TCRyd".
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1.2.2. HAPTENY.

Hapteny sg niskoczgsteczkowymi substancjami (mniej niz 1kD), a ich penetracja
przez naskorek zalezy gtéwnie od polarnosci czgsteczki, nastepuje szybciej dla czgsteczek
lipofilnych a wolniej dla haptenow hydrofilnych [29]. Hapteny nie sg immunogenne, dopiero
po kowalencyjnym badz nie-kowalencyjnym potaczeniu z biatkami naskoérka, tworza
kompleksy zwane neoantygenami, i wtedy nabywajg immunogennosci. Wiekszos¢
haptenow jest czgsteczkami elektrofilowymi, ktore tgczg sie z resztami nukleofilowymi
biatek znajdujgcych sie w naskérku [30]. Jony metali nie wigzg sie kowalencyjnie, lecz
tworzg stabe potaczenia z resztami aminokwasowymi biatek. Hapteny czesto wystepuja
w postaci nieaktywnych pro-haptenéw, ktére wymagajg dodatkowego metabolizmu in vivo
w naskorku. Przyktadem jest poliaromatyczny weglowodor dimetylobenzantracen (DMBA),
p-fenylenodwuamina oraz substancje fotouczulajgce, ktére muszg by¢ aktywowane przez
swiatto UV, by zwigza¢ sie z biatkami naskérna [31, 32]. Niektére sole metali ulegaja
przeksztatceniu chemicznemu w skorze, np. szeSciowartosciowa sol chromu
przeksztatcona w trojwartosciowg staje sie wysoce reaktywng formg zdolng wigzaé sie
Z biatkami [33].

W chwili obecnej nie jest do konca jasne dlaczego niektére hapteny preferencyjnie
dajg odpowiedz Th1 lub Tc1 zalezng. Hapteny mogg wigzac sie z biatkami wystepujgcymi
pozakomdérkowo lub mogg sie przytgcza¢ do biatek powierzchniowych na komdrkach,
nastepnie zosta¢ pochtoniete i przetworzone wewnatrz przedzialu endosomalno-
lizosomalnego i zaprezentowane w kontekscie MHC klasy Il limfocytom CD4". Natomiast
az kilka mechanizmdéw moze sie przyczynia¢ do tego, ze hapteny zostang zaprezentowane
komérkom Tc1. Hapteny hydrofobowe rozpuszczalne w tluszczach mogg penetrowaé
przez btone komodrkowg i tgczyé sie z biatkami w cytoplazmie, a nastepnie byc¢
prezentowane w kontekscie MHC klasy |, np. DNFB oraz substancja zawarta w bluszczu
trujgcym - pentadekakatechol [34]. Alternatywnie, hapteny mogg wigzaé¢ sie do biatek
pozakomérkowych, ktére majg odpowiednig konformacje czasteczkowa, aby byé
pochtaniane przez fagolizosomy, a nastepnie prezentowane przez molekuty MHC Kklasy |
[35]. Poniewaz hapteny fgczg sie z resztami aminokwasowymi jest rowniez mozliwe,
ze czesC haptenébw moze bezposrednio wigza¢ sie do peptydow wewngtrz rowka
wigzagcego MHC klasy | lub Il, bez wczeéniejszego przetwarzania wewnatrzkomorkowego
[36, 37]. Z kolei nikiel moze zachowywac sie jak superantygen i by¢ bezposrednio wigzany
do receptora TCR / MHC, poza rowkiem wigzgcym [38, 39, 40].

Hapteny zostaty sklasyfikowane ze wzgledu na mozliwo$¢ wywotania reakcji ACD
u cztowieka. Silne hapteny (np. OX lub DNFB), zazwyczaj wywotujg reakcje nadwrazliwos$ci

u wszystkich ludzi. Natomiast wiekszo$¢ kontaktowych alergenow zalicza sie do stabych
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haptendw, ktore wywotujg ACD jedynie u okoto 5% os6b dla soli metali i ponizej 0,01% dla
substancji takich jak p-fenylenodwuamina czy eugenol [4]. Nie wiadomo skad wynika
réznica w zdolnosci haptenéw do generowania CHS.

Reakcja nadwrazliwosci kontaktowej dla stabych i $rednich haptenéw moze
rozwing¢ sie po latach ciagtej ekspozycji na dany zwigzek uczulajgcy. Natomiast dla
silnych haptenédw mozna wywotaé reakcje juz po pierwszym kontakcie z haptenem
tzw. pierwotna ACD. Reakcja ta ma identyczny przebieg jak w klasycznej CHS sktadajgcej

sie z fazy indukcyjnej i efektorowej [41].

1.2.3. POCHLANIANIE ANTYGENOW, DOJRZEWANIE I MIGRACJA KOMOREK DENDRYTYCZNYCH.

W reakcji CHS biorg udziat dwa rodzaje komoérek dendrytycznych (DC, dendritic
cells): komérki Langerhansa (LC, Langerhans cells) wystepujgce w naskoérku oraz skoérne
komoérki dendrytyczne (DDC, dermal dendtitic cells) w skérze wtasciwej [42]. Jednakze
dokfadny udziat w wywotaniu fazy indukcyjnej oraz fenotyp komérki DDC nie jest do konca
poznany. Komoérki LC ulegajg funkcjonalnej przemianie z komorki rozpoznajgcej
i pochtaniajgcej antygen w dojrzalg komorke DC prezentujgcg antygen, o silnych
wiasciwosciach immunostymulujgcych [43]. W reakcji zaleznej od komodrek Tc1 komérki
dendrytyczne wykazujg fenotyp MHC klasy 1"/ II" [44, 45].

Naskorna aplikacja haptenu jest czynnikiem wywotujgcym mobilizacje i migracje
komoérek dendrytycznych ze skory do weztdw chtonnych [46]. Zaledwie po pietnastu
minutach od aplikacji haptenu komoérki LC zostajg pobudzone do syntetyzowania mRNA
dla IL-1B [47]. Wydzielana IL-1B dziata autokrynnie na komorki LC poprzez receptor IL-1RI
oraz pobudza keranocyty do syntezy GM-CSF oraz TNF-a, ktory wigzgc sie z receptorem
TNF-R2 na komorkach LC jest sygnatem do wedrowki tych komorek z naskorka do weziéw
chtonnych [48, 49, 50]. W naskérku komérki LC pozostajg w kontakcie w keranocytami za
posrednictwem E-kadheryn. Potgczenie TNF-a i IL-1B z ich receptorami na LC powoduje
obnizenie ekspresji E-kadheryn i czgsteczek adhezyjnych w btonie komodrkowej LC
powodujgc utrate potgczen z otaczajgcymi keranocytami oraz nawigzanie interakcji ze
strukturami btony podstawnej i macierzy pozakomoérkowej tkanki tgcznej [51, 52]. Jednakze
niektore badania dowodzg, ze nadrzedng cytoking odpowiedzialng za migracje LC
aktywowanych haptenem do weztéw chtonnych nie jest IL-18 i TNF-a lecz IL-18 [53].

Aby LC mogty przej$¢ z naskodrka do skory wiasciwej i potem do weztéw chtonnych
wydzielajg enzymy, metaloproteinazy MMP3 i MMP9, ktére powodujg degradacje
czagsteczek adhezyjnych i trawienie biatek btony podstawnej i macierzy pozakomérkowe;j

[54]. Po rozluznieniu potaczen z keranocytami, LC wydtuzajg wypustki dendrytyczne
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i ,przeslizgujg sie” miedzy komodrkami naskorka w kierunku btony podstawnej [55].
Metoloproteinazy sg rowniez odpowiedzialne za przejscie E-kadheryn i pro-TNF-a w formy
aktywne biologicznie. Kiedy LC znajdujg sie w skorze wiasciwej nastepuje wzrost ekspresji
receptora chemokinowego CCRY7, dla ktérego ligandami sg chemokiny MIP-33 (CCL19)
i CCL21. Interakcja miedzy CCL21 i CCRY7 jest niezbedna by komorki LC przedostaty sie
do aferentnych naczyn limfatycznych i dalej jako komadrki welonowate dotarty wraz z limfg
do strefy przykorowej weztéw chtonnych, gdzie przeksztatcajg sie w komaérki dendrytyczne
splatajace [56].

Wspomniane komérki dendrytyczne przetwarzajg i prezentujg antygen limfocytom
T. Antygeny, ktore powstajg wewnagtrzkomérkowo sg przetwarzane i prezentowane
w kontekscie MHC klasy |, limfocytom TCRaB CD8'. Zdenaturowane biatka
cytoplazmatyczne tgczg sie z ubikwityng i w proteasomach sg degradowane na peptydy
0 dlugosci 8 — 10 aminokwaséw. Dalej transportowane sg przez retikulum
endoplazmatyczne, aby potgczy¢ sie z MHC |. Transport odbywa sie przy udziale
produktow gendéw TAP-1 i TAP-2. Nastepnie kompleksy peptyd — MHC | sg przenoszone
na powierzchnie komérki APC przez aparaty Goldiego i prezentowane naiwnym limfocytom
T [57].

Obecnos¢ w otoczeniu TNF-a i IL-18 powoduje wzrost ekspresji molekut
adhezyjnych tj. CD54 (ICAM-1), CD58 (LFA-3), a6 integryny i roznych izoform CD44, ktére
zapewniajgc interakcje LC z macierzg pozakomdrkowg umozliwiajg migracje komorkom
LC. Czynniki odpowiedzialne za migracje LC zaangazowane sg rowniez w proces
dojrzewania tych komoérek. Ekspresja receptoréw takich jak receptor mannozowy, FcR
i CDla spada podczas dojrzewania komoérek LC, jak réwniez zanikajg ziarnistosci
Birbecka, a mechanizm odpowiedzialny za makropinocytoze i fagocytoze antygendéw jest
blokowany. Dochodzi do wzrostu ekspresji antygenéw zgodnosci tkankowej MHC klasy |
i 1l molekut kostymulujgcych: CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CD40 i receptoréw
chemokinowych CCR4, CCR7, CXCR4 na powierzchni LC [58, 59].

1.2.4. AKTYWACJA LIMFOCYTOW T EFEKTOROWYCH CHS.

Cyrkulujgce naiwne limfocyty CD4" i CD8" przechodzg do strefy parakortykalne;
wezta chtonnego poprzez kapilary z wysokim srodbtonkiem (HEV) w odpowiedzi na
chemokiny wydzielane przez komérki DC [60]. Aktywacja naiwnych limfocytéw T wymaga
dwoch sygnatéw: interakcji receptora TCR z MHC z peptydem w rowku wigzgcym oraz
sygnatu kostymulujgcego i sekrecji cytokin i chemokin wydzielanych przez komérki DC.

Potgczenie TCR z kompleksem peptyd — MHC | aktywuje czynnik NF-AT, ktory reguluje
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transkrypcje genu dla IL-2, ktoéra jest gtdbwng cytoking odpowiedzialng za proliferacje
i aktywacje komoérek T. Fizyczny kontakt miedzy limfocytem T i komorkg APC powoduje
przebudowe biony komoérkowej pozwalajgc na interakcje receptorow TCR — MHC
i potgczenie sie molekut kostymulujgcych. Btona komoérkowa dojrzatych DC wykazuje
wysoki poziom molekut niezbednych do aktywacji limfocytow T. Pos$rod czgstek
zaangazowanych w interakcje komérek DC i limfocytéw T znajdujg sie: CD40L tgczacy sie
z CD40 znajdujgcym sie na limfocycie T, integryna CD54 tgczacg sie z LFA-1
(CD11a/CD18), CD58 fgczacg sie z CD2 oraz lektyna DC-SIGN (CD209) taczaca sie
Zz ICAM-3/2 [61]. Nastepnie aktywowane limfocyty T proliferujg i réznicujg sie w komorki
pamieci oraz komorki TCRaB"CD8" (Tcl) efektorowe fazy pozniej reakcji CHS. Komorki

efektorowe pojawiajg sie po okoto czterech dniach od depozycji haptenu na skorze.

1.2.5. MIGRACJA LIMFOCYTOW T EFEKTOROWYCH DO KRWI I SKORY.

Kiedy limfocyty T zostang zaktywowane emigrujg z wezidw chionnych przez
eferentne naczynia limfatyczne do krwiobiegu, co jest zwigzane z wydzielaniem chemokin
i modyfikacjg ekspresji receptorow dla adresyn. Uczulone limfocyty T moga staé sie
komodrkami efektorowymi, ktére migrujg do miejsca zapalenia lub komdrkami pamieci, ktére
cyrkulujg w organizmie nawet latami az przy kolejnym kontakcie z haptenem stang sie
komodrkami efektorowymi.

Powstajg dwa typy komodrek T pamieci. Pierwszy rodzaj komérek pamieci
obwodowej stanowig komodrki T nie posiadajgce receptora CCR7. Sg to limfocyty, ktére
wystepujg w skorze i krwi, natomiast nie mogg recyrkulowaé¢ do weztéw chtonnych. Przy
kolejnym kontakcie z haptenem, dziatajg natychmiast jako komorki efektorowe wydzielajac
IFN-y. Migracja komérek T z krwi do skory zachodzi przez kapilary HEV poprzez interakcje
miedzy receptorami CLA i CCR4 z ich ligandami E- i P-selektyng oraz TARC (CCL17)
znajdujgcymi sie na komdrkach endotelialnych. Konieczna jest rowniez interakcja miedzy
VLA-4 i LFA-1 na limfocycie T z VCAM-1 i ICAM-1 na komorkach endotelialnych [62]. Drugi
rodzaj pamieci, to pamie¢ centralna, zwigzana z limfocytami T, ktore posiadajg receptor
CCR7 i majg zdolnos¢ recyrkulacji do weztéw chtonnych, lecz nie mogg by¢ rekrutowane
do tkanek. Limfocyty te majg za zadanie stymulowac¢ komorki dendrytyczne i przy kolejnym

kontakcie z antygenem przeksztatcajg sie w komérki CCR7" [63].
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1.2.6. FAZA EFEKTOROWA REAKCJI CHS.

Faza efektorowa reakcji CHS rozwija sie lokalnie w miejscu wywotania reakc;ji tj. po
powtornej aplikacji haptenu w innym miejscu niz w czasie immunizacji. W reakcji tej mozna
wyrozni¢ dwie kolejno po sobie wystepujgce fazy: faze wczesng wystepujgca juz dwie
godziny od kolejnego kontaktu z haptenem, gdzie kluczowg role odgrywajg inicjujgce
limfocyty B-1, ktére pod wplywem IL-4 uwalnianej przez limfocyty NKT wydzielajg
przeciwciata IgM oraz faze pdzng rozwijajacg sie po okoto 24 godzinach, a mediowang
przez efektorowe limfocyty TaB" [64].

W modelu reakcji CHS indukowanej haptenem TNP zaleznej od komorek Th1
CD4", wytworzone po uczuleniu przeciwciata IgM anty-TNP swoiscie reagujg z haptenem
ponownie aplikowanym na skére, tworzgc kompleksy immunologiczne aktywujgce uktad
dopetniacza na drodze klasycznej [65, 66]. W trakcie aktywacji komplementu dochodzi do
powstania miedzy innymi fragmentu C5a, ktéry poprzez receptory znajdujgce sie w btonie
komoérkowej aktywuje mastocyty i ptytki krwi prowadzgc do uwolnienia wielu czynnikéw
naczynioruchowych takich jak: serotonina, cytokiny (TNF-a, GM-CSF), chemokiny oraz
leukotrieny (LT) i prostaglandyny PGD, [1, 67, 68]. Czynniki te stymulujg endotelium do
ekspresji molekut adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1, co ufatwia toczenie sie, adhezje
i przechodzenie krgzgcych limfocytow T do miejsca zapalenia [69]. Limfocyty B-1
dodatkowo rekrutujg do miejsca zapalenia limfocyty Tyd", ktore prawdopodobnie powstajg
w $ledzionie podczas fazy indukcyjnej i sg komdrkami asystujgcymi limfocytom Taf
efektorowym [70, 71]. Ich funkcja nie jest do konca jasna, ale wiadomo, ze sg komorkami
niezbednymi do rozwinigcia sie petnej odpowiedzi zapalnej. W modelu reakcji CHS
zaleznej od limfocytéw Tcl CD8"* zachodzg takie same procesy inicjujgce faze efektorowg
jak w modelu Th1 zaleznym [27, 28, 72, 73, 74].

Przycigganie cyrkulujgcych limfocytdw T z naczyn nastepuje dzieki interakcji
L-selektyny i receptoréw zasiedlania CLA (cutaneous lymphocyte-associated antygen) na
limfocycie T z P- i E-selektyng na komodrkach srédbtonka, co powoduje toczenie sie
limfocytow po $rédbtonku [75]. Adhezja komérek T do $rodbtonka nastepuje dzieki
interakcji integryny LFA-1 (CD11a/CD18) z receptorem ICAM-1 (CD54) na srodbtonku
i VLA-4 (a48;) z VCAM-1. To powoduje zatrzymanie komoérek T na Srodbtonku, ktére
nastepnie migrujg do skory wtasciwej i dalej do miejsca depozycji haptenu [76].

Limfocyty Tc1 efektorowe po rozpoznaniu antygenu w kontekscie MHC klasy | na
komoérkach LC uwalniajg wiele cytokin. W tym m.in.: IFN-y, ktéry wzmaga produkcje
w skorze: IP-10, IL-1, IL-6, TNF-a, GM-CSF i MIP-2 (CXCLS8), ktére wywotujg masywny

naptyw neutrofilow, komérek DC oraz monocytéw, ktore przeksztatcajg sie w makrofagi
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[77, 78]. IFN-y wydzielany przez limfocyty CD8" aktywuje miejscowo wystepujgce
makrofagi i powoduje uwalnianie wolnych rodnikow tlenowych (ROI’s).

Obecnos¢ haptenu nie tylko powoduje rekrutacje komorek efektorowych T, ale
takze aktywuje komorki rezydujgce w skérze, m.in. keranocyty, ktére sg gtéwnym zrédiem
GM-CSF, TNF-a i IL-1 [79]. Keranocyty wydzielajg takze chemokine CXCL1, ktéra jest
chemoatraktantem dla neutrofildw. Intensywno$¢ naptywu neutrofilbw wptywa na ilos¢
limfocytéw efektorowych Tc1, ktére sg rekrutowane do miejsca zapalenia, a tym samym
wplywa to na intensywnos¢ reakcji CHS [80]. Wedilug ostatnich badan miejscowo
wystepujgce mastocyty, sg waznymi komérkami regulatorowymi odpowiedzialnymi za
wzmochienie zapalenia. Mastocyty produkujg TNF-a i MIP-2, ktére sg niezbedne do
rekrutacji neutrofildw [72]. Niektére doniesienia moéwig takze, ze oprécz IFN-y wazng role
w reakcji CHS odgrywa IL-17A, ktora jest produkowana przez komoérki CD8' Ty.17. Cytokina
ta prawdopodobnie jest odpowiedzialna za rekrutacje neutrofildw do miejsca zapalenia
[81, 82].

Ponadto w trakcie reakcji CHS, komorki CD8" manifestujg swojg cytotoksycznosé
poprzez interakcje biatek Fas / FasL oraz wyrzut perforyn i grazymoéw [16, 83, 84].
Gtownym celem ataku cytotoksycznego sg keranocyty znajdujgce sie w miejscu zapalenia,
ktére ging na drodze apoptozy [85]. Uszkodzenie naskérna utatwia penetracje haptenu
obecnego w skorze, ktory wzmaga zapalenie. Perforyny, uwolnione przez limfocyty CD8"
przyczyniajg sie do produkcji RANTES, MIP-1a i MIP-1B, ktére mediujg rekrutacje
monocytdw i granulocytow [86].

Wynikiem opisanych zmian w miejscu reakcji jest zaczerwienienie i obrzek.
Natomiast za powolne ustepowanie objawow zapalenia odpowiedzialne sg komorki

T regulatorowe CD4", ktére limitujg uszkodzenia.

1.3. REGULACJA REAKCJI NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWE]

Reakcja CHS mediowana przez komorki Tcl CD8*, ktére wydzielajg IFN-y jest
negatywnie regulowana przez limfocyty T CD4", co zostato potwierdzone w wielu
osrodkach naukowych w réznych modelach zwierzecych, m.in. odpowiedz myszy szczepu
BALB/c na hapteny DNFB i OX czy tez reakcja u myszy szczepu C57BL/6 na immunizacje
TNCB lub DNFB [18, 87, 88, 89, 90]. Komorki regulacyjne (Treg) CD4" regulujg zaréwno

dtugos¢ i nasilenie reakcji CHS i dziatajg w fazie indukcyjnej i efektorowej odpowiedzi.
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Wykazano, ze komorki CD8" produkujg IL-2, ktéra jest niezbedna dla funkcjonowania
komorek Treg CD4"CD25" [91].

Komorki T efektorowe (Tef) CD8" oraz komorki Treg CD4" powstajg w fazie
indukcyjnej reakcji CHS poprzez kontakt z tymi samymi komdrkami prezentujgcymi
antygen. Jednakze komérki Treg CD4" i Tef CD8" powstajg niezaleznie od siebie [19, 92].
Inne badania wykazaty, ze komoérki DC, ktére aktywujg komorki regulacyjne muszag
posiadaé na swojej powierzchni antygeny zgodnosci tkankowej MCH klasy Il [45].
Najnowsze badania nad regulacjg reakcji CHS wykazaty, ze komorka regulacyjna ma
fenotyp CD4"CD25 Foxp3* oraz ze jest aktywowana w fazie indukcji podczas immunizaciji
haptenem. W fazie indukcji odpowiedzi komoérki Treg eliminujg komérki DC na drodze
apoptozy zaleznej od interakcji Fas-FasL, ograniczajgc tym samym indukcje komoérek Tef
CD8" [93]. Dojrzate komorki DC, prezentujgce pochioniete kompleksy hapten-biatko
w weztach chionnych wykazujg ekspresje molekuty Fas, podczas gdy populacja komérek
Treg posiada receptor FasL. Konsekwencjg interakcji Fas - FasL jest spadek ilosci
komoérek DC zdolnych do indukcji komoérek Tef [94, 95]. W innym o$rodku naukowym
wykazano, ze reakcja CHS na hapten DNFB jest regulowana przez komorki Treg
antygenowo swoiste, ktére majg wysokg ekspresje markera ICOS i wydzielajg IFN-y, IL-10
oraz IL-17 [96].

Inne badania wykazaty, ze komorki regulacyjne znajdujgce sie w weztach chtonnych
hamujg reakcje CHS w fazie indukcji poprzez nawigzanie szczelinowych potgczen
miedzykomorkowych z komérkami DC (gap junctions). Komunikacja ta powoduje przeptyw
przekaznikdbw m.in. cAMP i jonoéw wapnia, co powoduje obnizenie ekspresji molekut
kostymulujgcych CD86 na powierzchni komérek DC znoszac aktywacje i proliferacje
limfocytéw T CD8" [97].

Z kolei Gorbachev i wps. wykazali, ze monoklonalne przeciwciato anty-CD154
powoduje zahamowanie rozwoju komorek CD8". Reakcja ta nie polega na bezposrednim
blokowaniu interakcji miedzy biatkiem kostymulujgcym CD40 obecnym na komodrkach DC,
a receptorem CD154 obecnym na komorkach T, lecz mechanizm ten jest zwigzany
z posrednim oddziatywaniem mAb-anty-CD154 na komorki regulatorowe, ktore ograniczajg
zdolno$é komorek DC do aktywowania komérek T CD8" [98].

W fazie efektorowej CHS nastepuje szybka rekrutacja komoérek CD8" Tef,
a nastepnie obserwowany jest powolny naptyw komoérek CD4" Treg, odpowiedzialnych za
hamowanie objawdw zapalenia. Rozny przyptyw limfocytow T CD4" i T CD8" moze
wynika¢ z roznej ekspresji receptorow chemokinowych. Rekrutacja komoérek Tcl jest pod
kontrolg IP-10 (CXCL10). Natomiast rekrutacja limfocytéw CD4" jest pod kontrolg MDC
(CCL22) oraz TARC (CCL17) i ich receptora CCR4 na aktywowanych limfocytach T CD4"
[61].
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Komorki Treg CD4"CD25" w fazie efektorowej reakcji CHS Tc1 zaleznej, wywotane;
haptenem TNCB hamujg reakcje zapalng ograniczajgc naptyw leukocytéw do miejsca
toczgcej sie reakcji zapalnej. Ograniczenie naptywu leukocytéw do miejsca zapalenia jest
wynikiem uposledzenia procesu toczenia i przylegania leukocytow do komérek srodbtonka
naczyn [90]. Wykazano rowniez, ze kontakt bezposredni miedzy komorkg Tef, a komérkg
Treg nie jest konieczny dla osiggniecia supresji, natomiast niezbedna jest obecnos¢ IL-10.
Mozliwe jest, ze IL-10 hamuje interakcje adhezyjne leukocyt / endotelium poprzez spadek
ekspresji E-selektyny lub powoduje spadek wydzielania TNF-a w miejscu zapalenia, co
nastepnie ogranicza ekspresje ICAM-1 na srédbtonku. Kolejne badania tego samego
zespotu wykazaty, ze naturalnie wystepujgce komorki Treg CD4'CD25" hamujg reakcje
CHS w fazie efektorowej poprzez uwalnianie adenozyny w wyniku interakcji CD39 / CD73.
Adenozyna hamuje ekspresje E- i P-selektyny uniemozliwiajgc tym samym adhezje
leukocytéw do srédbtonka [99].

Badania w modelu Tcl-zaleznej CHS indukowanej haptenem OX wykazaty, ze
istniejg dwie populacie komorek Treg CD4'CD25" i CD4'CD25 Tr1. Komorki Treg
CD4'CD25" wymagajg bezposredniego kontaktu z komorkg Tef, lecz same nie wydzielajg
cytokin. Natomiast komorki te aktywujg inng populacje komorek regulacyjnych, zwang
komorkami Tr1, ktére wydzielajg 1L-10 oraz TGF- [100]. W ludzkim modelu reakcji CHS
na nikiel dowiedziono, ze komoérki regulacyjne Trl, poprzez wydzielanie IL-10 blokujg
dojrzewanie i roznicowanie komérek DC oraz hamujg produkcje IL-12 [101]. Inne
publikacje donoszg, ze komorka regulacyjna Trl CD4" dziata poprzez wydzielanie IL-4 oraz
IL-10 [77, 102].

Kolejnym mechanizmem regulujgcym negatywnie odpowiedz CHS jest supresja
wywotana poprzez naskérng (EC) aplikacje antygenu biatkowego. Badania nad naskérnie
indukowang supresjg sg prowadzone w Katedrze Biologii MEdycznej Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum i zostang szczegétowo omoéwione w rozdziale 1.4.

W literaturze Swiatowej jest niewiele doniesien na temat pozytywnej regulacji reakcji
CHS zaleznej od komorek Tc1. Wiadomo jedynie, ze podanie mAb anty-IL-12 powoduje
zahamowanie reakcji Tc1 zaleznej, sugerujac ze IL-12 ma istotng role w indukowaniu
reakcji CHS [103]. Pdzniejsze badania potwierdzity tg hipoteze, udowadniajgc, ze
podawanie IL-12 podczas immunizacji haptenem znosi efekt supresyjny komodrek Treg

CD4" powodujgc nasilenie i przedtuzenie czasu trwania reakcji CHS [104].
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1.4. TOLERANCA POKARMOWA

Powszechnie wiadomo, Ze podanie antygenu na btony Sluzowe Ilub drogg
pokarmowg, poza wywotaniem lokalnej odpowiedzi immunologicznej na sluzéwkach
prowadzi jednoczes$nie do powstania stanu tolerancji na obwodzie. Zjawisko to lezy
u podstaw tolerancji Sluzowkowej (np. tolerancja pokarmowa) i zabezpiecza organizm
przed indukcjg odpowiedzi na antygeny niepatogenne. Doustne podanie niskiej dawki
antygenu prowadzi do wystgpienia aktywnej supresji, natomiast traktowanie wysokg dawkag
antygenu prowadzi do anergii klonalnej i deplecji limfocytéw efektorowych [105]. Odmiang
tolerancji sluzowkowej jest supresja wywotana podaniem antygenu donosowo. Jej
mechanizm wydaje sie by¢ podobny do tego, ktoéry wystepuje w przypadku toleranciji
pokarmowej.

W wielu modelach zwierzecych, stanowigcych odpowiedniki ludzkich chorob
autoimmunizacyjnych, bada sie wptyw podawania autoantygenéw drogg pokarmowg na
rozwoj choroby. Stwierdzono, ze podanie odpowiednich antygendéw per os prowadzi do
ztagodzenia przebiegu eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia rdzenia
kregowego i moézgu (EAE), eksperymentalnego zapalenia stawow (CIA),
eksperymentalnego zespotu antyfosfolipidowego, eksperymentalnej insulinozaleznej
cukrzycy (IDDM), eksperymentalnej autoimmunologicznej miastenii (EAMG) oraz
eksperymentalnego zapalenia nerwow obwodowych (EAN). Jednakze okreslenie
mechanizmu tolerancji pokarmowej jest trudne, ze wzgledu na rézny wiek testowanych
zwierzat, podioze genetyczne, rodzaj mikroflory bakteryjnej, dawke oraz strukture
podawanego antygenu. Skutecznos¢ doustnego lub donosowego podania antygenu
w terapii testowano takze u chorych na stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie
stawdw, zapalenie btony naczyniowej oka oraz u pacjentéw z alergig na nikiel [106].

Metale ciezkie takie jak nikiel czy chrom mogg wywotaé reakcje CHS. Wykazano, ze
mozna wytworzy¢ tolerancje pokarmowg na te metale w modelu zwierzecym u myszy oraz
$winek morskich. Wytworzone komérki Treg nalezg do populacji limfocytéw T CD8", sg
antygenowo swoiste i mozna je ,przeszczepi¢” do naiwnych biorcéw. Stan areaktywnosci
immunologicznej utrzymuje sie minimum przez okres dwoch lat [107, 108]. U chorych
z alergig na nikiel zaobserwowano ostabienie objawdw chorobowych na skutek spadku
iloci limfocytow T reaktywnych [109].

Dotychczasowe badania nad tolerancjg pokarmowg wykazaty, ze karmienie
szczurow rasy Lewis matymi dawkami zasadowego biatka mieliny (MBP) hamuje rozwdj
EAE powodujgc powstanie komorek regulacyjnych CD8", ktore hamujg komorki efektorowe

Thl. Badania te potwierdzono na myszach transgenicznych, gdzie wykazano, ze
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powstajgce komorki regulacyjne nalezg do populacji CD8" jak rowniez CD4*. Opisane
komorki regulacyjne sg identyczne pod wzgledem budowy TCR oraz restrykcji MHC
komoérek efektorowych Th1, lecz wydzielajg cytokiny przeciwzapalne (TGF-B, IL-4, IL-10),
ktére hamujg dziatanie komorek efektorowych [110, 111].

Inne badania wykazaty, ze doustne podanie niskiej dawki DNFB, poprzedzajgce
skérng immunizacja DNFB powoduje zahamowanie reakcji CHS poprzez wytworzenie
komdrek regulacyjnych CD4*, ktore ostabiajg rozwoj komorek CD8" Tef w weztach
chtonnych [17].

Podawanie duzych dawek antygenu drogg pokarmowg powoduje przenikanie
antygenu do krgzenia w postaci natywnej lub jedynie czesciowo zmienionej. U myszy
traktowanych duzymi dawkami owoalbuminy (OVA) obserwuje sie delecje klonow
antygenowo swoistych limfocytow T. Ponadto pod wptywem duzych dawek antygenu
powstajg limfocyty regulacyjne CD4", ktore sg nieswoiste antygenowo, wykazujg duzg
ekspresje molekuty FasL oraz wydzielajg IL-10 i TGF-B. Prawdopodobnie komorki te
powstajg w watrobie lub tkance limfatycznej przewodu pokarmowego (GALT) [112].

Z kolei w zwierzecym modelu kolagenowego zapalenia stawow (CIA), podanie
kolagenu typu Il (COLL 1) drogg pokarmowg przed wywotaniem choroby, powoduje
powstanie w kepkach Payera limfocytow Treg CD4'CD25"Foxp3*. Wspomniane komorki
regulacyjne hamujg synteze IFN-y oraz przeciwciat 1gG2a, przy jednoczesnym wzroscie
produkciji przeciwciat o izotypie IgGl. Ponadto u zwierzat traktowanych COLL Il
zaobserwowano powstawanie limfocytow Th2, produkujgcych IL-4 i IL-10 oraz limfocytow
Th3 wydzielajgcych TGF-B [113]. Podobne efekty zaobserwowano podczas podania
COLL Il myszom drogg donosowg [114]. Niestety pozytywne wyniki badan na zwierzetach
nie przyniosty efektéw u ludzi. Prawdopodobnie obserwowany brak efektu spowodowany
jest rozng budowg ukfadu pokarmowego, inng budowg COLL Il w zaleznosci od gatunku,

jak rowniez moze wynikac z réznic w dawce podawanego antygenu [115].

1.5. TOLERANCA IMMUNOLOGICZNA INDUKOWANA
NASKORNA APLIKACJA ANTYGENU BIALKOWEGO

Skore przez szereg lat traktowano jako miejsce, w ktérym stosunkowo tatwo mozna
indukowa¢ silng odpowiedz immunologiczng, ktdérej klasycznym przyktadem jest reakcja
CHS, podczas gdy skorze jako miejscu, w ktorym mozna indukowaé tolerancje nie

poswigcano wiekszej uwagi [25]. Poniewaz skora i btony $luzowe majg podobng funkcje
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w organizmie, jest prawdopodobne, ze EC aplikacja antygenu poza wywotaniem lokalnej
odpowiedzi immunologiczne moze réwniez indukowac stan tolerancji na obwodzie przy
spetnieniu okreslonych warunkow immunizaciji. Wykazano, ze u myszy EC podanie biatka
OVA prowadzi do wywotania alergicznego zapalenia skory przy udziale limfocytow Th2
wydzielajgcych IL-4 [116]. Ponadto wykazano, ze immunizacja antygenem biatkowym
prowadzi do rozwoju astmy u myszy [117]. W oparciu o wspomniane obserwacje mozna
przypuszczaé, ze aplikacja antygenu biatkowego na skére przy spetnieniu odpowiednich
warunkéw immunizacji moze indukowaé postawanie komoérek T produkujgcych cytokiny
przeciw zapalne, zdolne do zahamowania odpowiedzi Th1 zalezne,.

Badania prowadzone od kilku lat w Katedrze Biologii Medycznej UJ CM wykazaty,
ze faktycznie EC aplikacja antygenu biatkowego w postaci opatrunku z gazy lub emulsji
w kremie wywotuje stan tolerancji, prowadzacy do zahamowania odpowiedzi komdrkowej
na TNP w modelu CHS CD4" Th1 zaleznej [118, 119, 120, 121]. Supresja reakcji CHS
wywotana EC podaniem antygenu biatkowego nie wykazuje swoistosci antygenowe;j i jest
wynikiem dziatania limfocytow TCRoB*CD4'CD8" wywierajgcych swoje dziatanie
regulacyjne za posrednictwem uwalnianego TGF-B [122].

Dalsze  badania  prowadzone w  modelach  zwierzecych  schorzen
autoimmunizacyjnych wykazaly, ze EC aplikacja antygenu biatkowego hamuje rozwéj oraz
tagodzi przebieg EAE [123, 124, 125, 126] oraz CIA [127, 128]. Co wiecej supresja
indukowana poprzez skoére jest réwnie skuteczna w spowolnieniu reakcji odrzucania
przeszczepu [129]. Skuteczno$¢ naskornego podania antygenu w terapii testowano takze
u chorych na stwardnienie rozsiane (MS). Pacjentom aplikowano naskérnie peptydy
mieliny, co powodowato aktywacje komoérek LC w skorze oraz powstanie unikalnej
populacji komoérek DC w weztach chtonnych. Ponadto obserwowano powstanie Tregl,
ktére silnie hamowalty autoreaktywne limfocyty T skierowane przeciw antygenom mieliny,
uwalniajgc IL-10 i ograniczajgc produkcje IFN-y i TGF- [130].

We wszystkich opisanych ukfadach badanych testowano skutecznos¢ EC
indukowanej tolerancji w negatywnej regulacji odpowiedzi CHS CD4" Th1 zalezne;.
W chwili obecnej nie jest wiadome, czy EC aplikacja antygenu biatkowego jest w stanie
negatywnie regulowaé odpowiedz komorkowg zalezng od limfocytéw CD8" Tc1. W zwigzku
Z tym, w niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto prébe oceny skutecznosci EC

indukowanej supresji w hamowaniu CD8" Tc1 zaleznej reakcji CHS [131, 132].
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2 o CEL PRACY

1. Sprawdzenie hipotezy: ,Czy mozliwe jest zahamowanie reakcji nadwrazliwosci
kontaktowej Tcl CD8" zaleznej, poprzez naskorng aplikacje antygenu biatkowego
DNP-BSA skoniugowanego z albuming bydlecg i okreslenie optymalnej dawki

antygenu, ktéra hamuje reakcje zapalna.

2. Préba przeniesienia stanu tolerancji immunologicznej na naiwnych syngenicznych
biorcéw za pomocg komoérek narzadow limfatycznych wyizolowanych od dawcéw EC
toleryzowanych antygenem biatkowym DNP-BSA oraz okreslenie minimalnej ilosci

komoérek zdolnych do hamowania reakcji CHS.

3. Okreslenie fenotypu i swoistosci antygenowej komoérek odpowiedzialnych za zjawisko

EC indukowanej tolerancji oraz ocena czasu trwania wywotanej supresiji.

4. Okreslenie mechanizmu EC indukowanej supresji.
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3 ® MATERIALY I METODY

3.1. MATERIALY

3.1.1. ZWIERZETA DOSWIADCZALNE.

W doswiadczeniach wykorzystano samce i samice szczepu BALB/c (haplotyp
H-2% i szczepu C57BL/6 (haplotyp H-2°), ktére pochodzity ze zwierzetarni Katedry
Biologii Medycznej Uniwersytetu JagielloAskiego Collegium Medicum w Krakowie.
Wykorzystano réwniez samce i samice szczepu B10.PL (haplotyp H-2") oraz wywodzace
sie z niego szczepy defektywne: TCRO-/- (myszy nie posiadajgce limfocytow T
z receptorem TCRyd), CD1d-/- (myszy nie posiadajgce limfocytow NKT CD1d zaleznych),
oraz B,m (myszy, u ktérych brak limfocytow CD8"). Wymienione szczepy byly darem
Dr C. A. Janewaya, Jr. (Yale University School of Medicine, Howard Hughes Medical
Institute, New Haven, CT, USA).

Wszystkie myszy byty w wieku 8-10 tygodni, byty karmione jatlowg paszag
Labofeed H z wytworni pasz ,Morawski” i pojone autoklawowang wodg. Badania byty
prowadzone zgodnie w wymogami Komisji Bioetycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach Uniwersytetu Jagiellonskiego, na podstawie zezwolenia nr Zi/299/2006.
Kazda badana grupa eksperymentalna zwierzgt sktadata sie srednio z pieciu myszy,
a doswiadczenia powtarzano trzykrotnie.

Zwierzeta doswiadczalne byly poddawane narkozie Vetbutalowej do procedur

przyzyciowych oraz eutanazji.

3.1.2. ODCZYNNIKI.

[*H]-tymidyna (Lacomed, Rez, RC, USA); 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (DNFB;
Sigma, St. Louis, MO, USA); 2-merkaptoetanol (Sigma, St. Louis, MO, USA); aceton
(Chempur, Piekary Slaskie, Polska); aminokwasy (NEAA; Gibco, Grand Island, NY, USA);
btekit Evans’a (Evans blue; Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA); btekit trypanu (Gibco,
Grand Island, NY, USA); bufor HEPES (Gibco, Grand Island, NY, USA); formamid (Sigma-
Aldrich St Louis, MO, USA); hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA); KH,PO, bezwodny (J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA); kroliczy
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dopetniacz o niskiej toksycznosci (RC; Pel-Freeze Biologicals, Brown Deer, WI, USA);
kwas pirogronowy (PA; Sigma, St. Louis, MO, USA); L-glutamina (Sigma, St. Louis, MO,
USA); mAb anty-mysie / szczurze Foxp3-APC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA);
mAb anty-mysie CD152 (CTLA-4) (Biolegend, San Diego, CA, USA); mAb anty-mysie
CD25-PE IL-2Ra, p55 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA); mAb anty-mysie CD4-PE-
Alexa Fluor 610 (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA); mAb anty-mysie
TCRB-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA); mAb chomicze IgG — kontrola
izotypowa (Biolegend, San Diego, CA, USA); Na,HPO, x 7 H,O (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA); oliwa z oliwek Extra Vergine (Costad’Oro, Spoleto, Wiochy); orto-
dianizynodihydrochloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); penicylina i streptomycyna
(Gibco, Grand Island, NY, USA); perhydrol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); ptodowa
surowica cieleca (FCS; PAA Laboratories, Pasching, Austria); podioze hodowlane RPMI
1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA);standard dla biatka (Calbiochem, Merck KGaA,
Darmstadt, Niemcy); standard dla MPO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); zbuforowana
fosforanami sol fizjologiczna bez jonéw Ca'™ i Mg™ (DPBS; Sigma, St. Louis, MO, USA);
zestaw do separacji mysich komoérek T CD4°CD25" (Miltenyi BioTek GmbH, Auburn, CA,
USA).

3.1.3. ANTYGENY BIALKOWE.,

Albumina surowicy bydlecej skoniugowana z dwunitrofenylem (DNP-BSA;
Biosearch Technologies, Inc., Novato, CA, USA), wspétczynnik podstawienia wynosi 31
czgsteczek DNP na jedng molekute BSA (DNP3;-BSA); biatko jaja kurzego (OVA -
owoalbumina; ovoalbumin, grade V; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); biatko zasadowe
mieliny z rdzenia kregowego i mozgu swinki morskiej (MBP; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) oraz immunoglobuliny mysie skoniugowane 2z oksazolonem (OX-lg;
OX - 4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Immunoglobuliny (Ig) zostalty wyizolowane z surowicy szczepu myszy CBA/J metodg
McKinney’a i Parkinson’a [133], a nastepnie wyznakowane haptenem OX wedtug metody
opracowanej przez Eisena’a [134]. Uzyskane w ten sposob Ig, wyznakowane OX posiadaty
wspotczynnik podstawienia 20 czgsteczek OX na jedng molekute Ig (OXy-1g). Procedure
znakowania mysich Ig wykonat dr hab. n. przyr. Krzysztof Bryniarski z Katedry Immunologii

Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum.
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3.1.4. PRZECIWCIALA MONOKLONALNE WYKORZYSTANE W EKSPERYMENTACH OCENIAJACYCH

FENOTYP KOMORKI REGULACYJNE].

Do selekcji negatywnej uzyto przeciwciata monoklonalne (mAb) anty-mysie
oczyszczone na biatku A (protein A) [135] uzyskane z supernatantéw produkowanych
przez nastepujgce linie komorkowe: anty-TCRp (klon H57-597) otrzymane od Dr R. Kubo
(Cytel Inc., La Jolla, CA., USA); anty-TCR®d (klon UC7-13D5) uzyskane od Dr J. Bluestone
(University of California, San Fransisco, CA., USA); anty-CD4 (klon TIB 207) i anty-CD8
(klon TIB 105.3) bedgce darem Dr C. A. Janewaya, Jr. (Yale University School of Medicine,
Howard Hughes Medical Institute, New Haven, CT. USA). Wymienione mAb byly
wyprodukowane przez dr hab. n. przyr. Krzysztofa Bryniarskiego oraz dr Marie Ptak
z Katedry Immunologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum. Ponadto uzyto
przeciwciata anty-mysie CD25, IL2-R tahcuch a, p55 (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA).

3.1.5. ODCZYNNIKI ZASTOSOWANE DO POMIARU STEZENIA CYTOKIN W TESCIE ELISA.

Do oznaczen cytokin uzyto nastepujgcych zestawédw: zestaw do pomiaru stezenia
IFN-y (BD OptEIA Set Mouse IFN-y; BD Biosciences San Diego, CA, USA); zestaw do
pomiaru stezenia IL-4 (BD OptEIA Set Mouse IL-4; BD Biosciences San Diego, CA, USA);
zestaw do pomiaru stezenia IL-10 (BD OptEIA Set Mouse IL-10; BD Biosciences San
Diego, CA, USA); zestaw do pomiaru stezenia IL-12 (BD OptEIA Set Mouse IL-12 (p40);
BD Biosciences San Diego, CA, USA); zestaw do pomiaru stezenia IL-13 (DuoSet ELISA
mouse IL-13; R&D Systems Inc., McKinley Place, NE, USA); zestaw do pomiaru stezenia
IL-17E (DuoSet ELISA mouse IL-17E; R&D Systems Inc., McKinley Place, NE, USA) oraz
zestaw do pomiaru stezenia TNF-a (BD OptEIA Set Mouse TNF-a; BD Biosciences, San
Diego, CA, USA);

W oznaczeniach poziomu TGF-B uzyto nastepujgcych przeciwcial: mAb
anty-TGF-B1 optaszczajgce szczurze anty-mysie, anty-ludzkie, anty-Swinskie (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA) i mAb anty-TGF-B detekcyjne
biotynylowane szczurze anty-mysie, anty-ludzkie, anty-Swinskie (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA). Dodatkowo wykorzystano: H,SO, (Chempur, Piekary
Slgskie, Polska); HCI (Chempur, Piekary Slgskie, Polska); NaHCO; (J.T.Baker,
Phillipsburg, NJ, USA); NaOH (J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA); streptawidyna
znakowana peroksydazg chrzanowg HRP (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA);
substrat TMB do testu ELISA (BD OptEIA; BD Biosciences, San Diego, CA, USA);
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TGF-B1 standard (R&D Systems Inc., McKinley Place, NE, USA); Tween 20 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

3.1.6. MATERIALY I APARATURA.

Jatowy sprzet jednorazowy wykonany z plastiku: probéwki, pipety, szalki Petriego
(Sarstedt, Numbrecht, Germany); kolumny MD i MS do separacji magnetycznej (Miltenyi
BioTec Inc., Auburn, CA, USA); komora Birkera do liczenia komoérek (Fein Optik, Wieden,
Austria); okraggtodenne 96-dotkowe ptytki hodowlane (BD Falcon, Franklin Lakes, NY,
USA); opatrunek z gazy (DuoDerm Extra Thin; ConvaTec, Princeton, NJ, USA); plaster
(3M Viscoplast S.A., Polska); piytki do hodowli komérkowej 75 mm, z insertem
Z potprzepuszczalnej btony o srednicy porow 0,4 um (Costar Corning Inc., Corning, NY,
USA); ptytki do pomiaru absorbancji 96-dotkowe MaxiSorp (NUNC Thermo Fisher Scientific
Inc, Rochester, NY, USA); ptytki do pomiaru biatka 96-dotkowe (NUNC Thermo Fisher
Scientific Inc, Rochester, NY, USA); ptytki z ptaskim dnem do hodowli komérkowych
24-dotkowe (BD Falcon, Franklin Lasek, NY, USA); sruba mikrometryczna (Mitutoyo,
Tokyo, Japan); wycinak do pobierania wycinkéw tkankowych - biopsy punch 0,6 mm (Fray
Products Corp., Buffalo, NY, USA);

Cytofluorymetr przeptywowy (FACS Calibur S, Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA); czytnik absorbancji Synegry HT (Miltenyi BioTek Inc., Auburn, CA, USA); inkubator
CO; (Heraeus Instruments, Hannau, Niemcy); komora laminarna do pracy jatowej (Heraeus
Instruments, Hannau, Niemcy); licznik scyntylacyjny promieniowania  (Liquid scintillation
counter 1205; Wallac, Waltham MA, USA); taznia wodna (DHN sp. z o.0., Warszawa,
Polska); magnes do separacji MidiIMACS (Miltenyi BioTek Inc., Auburn, CA, USA);
mikroskop optyczny (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany); urzadzenie do
zbierania komoérek w tescie proliferacji (Combi Cell Harvester; Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA); vortex (IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Niemcy); waga
analityczna (Sartorius AG, Goettingen, Germany); wirbwka z chtodzeniem (Heraeus

Instruments, Hannau, Niemcy); zamrazarka wysokiego mrozenia (Sanyo GmbH, Niemcy).
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3.2. METODY

3.2.1. INDUKCJA STANU TOLERANCJI PRZEZ NASKORNA (EC) APLIKACJE ANTYGENU BIALKOWEGO.

W grupie myszy, w ktérej wywotywano stan tolerancji, w dniu ,0” na ogolong skére
grzbietu aplikowano opatrunek z gazy o powierzchni 1 cm? nasgczony 100 pl roztworu
antygenu  biatkowego DNP-BSA (albumina surowicy bydlecej skoniugowana
z dwunitrofenylem) rozpuszczonego w DPBS w ilosci 100 pug / mysz. Dodatkowo dotgczono
grupe myszy, ktoérej w opatrunku aplikowano wytgcznie 100 yl / mysz DPBS. Grupa ta
stanowita kontrole pozytywng. Opatrunki zostaty przymocowane do grzbietu za pomocg
plastra i pozostawione przez cztery dni. Po usunieciu opatrunkéw zastepowano je
Swiezymi gazikami z antygenem, ktdre pozostawiono przez kolejne trzy dni.

W doswiadczeniach okreslajgcych swoisto$¢ antygenowg wywotywanej supresji,
zwierzetom aplikowano w opatrunku 100 ug / mysz DNP-BSA, OVA (biatko jaja kurzego),
MBP (biatko zasadowe mieliny) lub OX-lg (immunoglobuliny mysie skoniugowane
z oksazolonem) w 100 pl DPBS przez okres siedmiu dni.

W dniu ,+7” opatrunki zostaty zdjete, a zwierzeta aktywnie uczulano haptenem
DNFB w celu wywotania reakcji nadwrazliwosci kontaktowej (procedura 3.2.2.) lub
pobierano narzady limfatyczne (procedura 3.2.7.). Przebieg doswiadczenia przedstawiono

na Schemacie 1.

3.2.2. WYWOLANIE I POMIAR REAKCJI NADWRAZLIWOSCI KONTAKTOWE] (CHS) Tc1l CD8+

ZALEZNE] IN VIVO U MYSZY.

Po tygodniowej toleryzacji antygenem biatkowym badz traktowaniu samym DPBS,
(dzien ,+7”, Schemat 1) myszy aktywnie uczulano haptenem w celu indukcji reakcji CHS.
W tym celu po usunieciu opatrunkéw, na ogolong skére brzucha o powierzchni 2 cm?,
zwierzetom aplikowano 25 pl haptenu DNFB (dinitrofluorobenzen) o stezeniu 0,5%
rozpuszczonego w roztworze aceton:oliwa z oliwek (w stosunku 4:1). Pie¢ dni pdzniej
(dzien ,+12”, Schemat 1) myszy ponownie eksponowano na hapten wywotujgc faze
efektorowg CHS (tzw. challenge) podajac zwierzetom na kazdg strone matzowiny usznej
5 pl haptenu DNFB o stezeniu 0,1% rozpuszczonego z rozworze aceton:oliwa z oliwek
(w stosunku 4:1). Po uptywie 24 godz. dokonywano pomiaru przyrostu grubosci matzowiny
usznej za pomocg Sruby mikrometrycznej. Pomiar zerowy wykonywano tuz przed

podaniem haptenu na uszy [44, 136, 137]. Wyniki wyrazono w jednostkach x 10?mm + SE.
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Nieswoistg reakcje zapalng uszu okreslano u zwierzat naiwnych, ktore stanowity
kontrole negatywng, u ktérych wywotywano reakcje efektorowg (challenge). W tej grupie
myszom aplikowano na skére brzucha wytgcznie roztwor aceton:oliwa, a nastepnie
podawano im hapten DNFB na uszy (wywotanie tylko fazy efektorowej CHS). Grupa
kontroli negatywnej byta dotgczona do wszystkich nizej opisanych eksperymentéw.
Przyrost grubosci matzowiny usznej w kontroli negatywnej po 24 godz. od aplikacji haptenu
na uszy, $rednio wyniést 2 jednostki. Wartos¢ kontroli negatywnej odejmowano od

pomiaroéw uzyskanych w grupach badanych.

| Schemat 1. Wywotanie stanu tolerancji poprzez EC aplikacje antygenu
oraz indukcja reakcji CHS.

KONTROLA POZYTYWNA GRUPA TOLERYZOWANA
@ Dzien “0” EC aplikacja DPBS Dzien “0” EC aplikacja antygenu
- np. DNP-BSA
@ @
@ Dzien “+4” EC aplikacja DPBS Dzien “+4” EC aplikacja antygenu
= np. DNP-BSA

=

| d

Dzien “+7”usunigcie opatrunkow
immunizacja 0,5% DNFB (na ogolong skoére brzucha)

= =

O O

v v

’/ Dzien “+12” pomiar zerowy grubo$ci matzowiny usznej,
Wywotanie reakcji CHS (challenge) poprzez aplikacje 0,1% DNFB
(na obydwie strony matzowiny usznej)
@ @
Dzien “+13” pomiar przyrostu grubosci matzowiny usznej
24 godz. po wywotaniu reakcji CHS
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3.2.3. TEST PRZEPUSZCZALNOSCI BLEKITU EVANS’A PRZEZ NACZYNIA WLOSOWATE.

24 godz. po wywofaniu reakcji CHS zwierzetom podano dozylnie (i.v.) 8,3 pl 1%
btekitu Evans’a na gram masy ciata. Po godzinie myszy zabito i z kazdego ucha pobrano
jednakowej wielkosci bioptat o srednicy 6 mm przy pomocy wycinaka (Biopsy punch).
Nastepnie w celu ekstrakcji barwnika z bioptatu do roztworu, bioptaty zanurzono w 0,5 ml
formamidu i inkubowano w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,, przez 18 godzin. Stezenie
btekitu Evans’a oznaczono metoda kolorymetryczng. Absorbancje mierzono przy dtugosci
fali A=565 nm. Stezenie probek badanych odczytano z krzywej standardowej (uzyte

stezenia standardu btekitu Evans’a wyniosty od 0,23 do 30 pg barwnika / ml formamidu).

3.2.4. POMIAR WAGI BIOPTATOW POBRANYCH Z MALZOWIN USZNYCH.

24 godz. od aplikacji haptenu na uszy (challenge) myszy zabito i z kazdego ucha
pobrano jednakowej wielkosci bioptat o $rednicy 6 mm przy pomocy wycinaka (Biopsy
punch). Nastepnie kazdy wycinek wazono na wadze analitycznej. Wage bioptatéw

wyrazono w mg.

3.2.5. OZNACZANIE IFN-y W EKSTRAKTACH BIOPTATOW POBRANYCH Z MALZOWIN USZNYCH.

24 godz. od aplikacji haptenu DNFB na uszy myszy zabito i z kazdego ucha
pobierano jednakowej wielkosci bioptat o $rednicy 6 mm przy pomocy wycinaka (Biopsy
punch). Kazdy wycinek homogenizowano w 150yl DPBS przez 5 min., postugujac sie
recznym homogenizatorem. Nastepnie kazdg probke uzupetniono DPBS do objetosci
0,5 ml. Prébki wirowano przy predkosci 4000 obr / min. przez 3 min. w temperaturze
pokojowej. Supernatanty zbierano i zamrazano w temp. -80°C. Poziom IFN-y oznaczono
testem ELISA.

3.2.6. OZNACZANIE AKTYWNOSCI MIELOPEROKSYDAZY (MPO) W EKSTRAKTACH BIOPTATOW

POBRANYCH Z MALZOWIN USZNYCH.

24 godz. po wywotaniu reakcji CHS myszy zabijano i z kazdego ucha pobrano
jednakowej wielkosci bioptat o srednicy 6 mm przy pomocy wycinaka do miekkich tkanek

(Biopsy punch). Nastepnie kazdy wycinek homogenizowano w 150 pl buforu do
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homogenizacji (0,5% roztwér hexadecyltrimethylammonium bromide w 50 mmol buforze
fosforanowym KH,PO, / Na,HPO,) przez 5 min., uzywajgc reczny homogenizator. Po
zakonczeniu rozdrabniania kazdg probke uzupetniono buforem do homogenizacji do
objetosci 0,5 ml. Homogenat zamrazano w temp. -20°C przez 15 min., nastepnie
rozmrozono w temperaturze pokojowej. Procedure powtérzono trzykrotnie. Prébki
wirowano przy predkosci 4000 obr / min. przez 30 min. w temperaturze pokojowej.
Supernatanty zbierano i oznaczano aktywnos¢ MPO metodag kolorymetryczng. Stezenie
wyrazono w jednostkach MPO na 1 mg biatka.

W celu pomiaru MPO przeprowadzono reakcje enzymatyczng naktadajgc na ptytke
20 I supernatantu i 200 pul substratu dla MPO (0,167 mg / mL orto-
dianizynodihydrochloride w 50 mmol buforze KH,PO,/ Na,HPO,i z 0,0005% H,0,). Probki
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 min. Absorbancje mierzono przy dtugosci
fali A=460 nm, na 96-dotkowych ptytkach do pomiaru absorbancji MaxiSorp. Stezenie
prébek badanych odczytano z krzywej standardowej (uzyte stezenia standardu dla MPO
wyniosty od 0,008 do 0,5 jw 200 pl substratu MPO).

W celu pomiaru stezenia biatka wykorzystano ilosciowy pomiar aminokwasow
aromatycznych, nakfadajgc na ptytke 20 ul supernatantu i uzupetniajgc DPBS do objetosci
200 pl. Absorbancje zmierzono przy dtugosci fali A=280 nm, na ptytkach do pomiaru biatka.
Stezenie probek badanych odczytano z krzywej standardowej (uzyte stezenia standardu
biatkowego wyniosty od 0,015 do 1 mg biatka / ml DPBS).

3.2.7. TEST SUPRES]I ,,TRANSFER IN” REAKC]JI CHS.

Komorki regulacyjne (Treg) indukowano przez EC aplikacje antygenu
biatkowego (DNP-BSA, OVA, MBP lub OX-lg) w dniach ,0” oraz ,+4”. W dniu ,+7”
usunieto gaziki z Ag, a zwierzeta zabijano i pobierano narzady limfatyczne: wezty chionne
pachowe i pachwinowe (LN), wezty chtonne krezkowe, $ledziony (SPL) i grasice.

Pozyskane narzady limfatyczne mechanicznie rozdrabniano i zawieszano w
jatowym DPBS z dodatkiem 1% FCS (ptodowa surowica cieleca). Komoérki wezidw
chtonnych pachowych i pachwinowych (LNC), sledzion (SPLC), weztéw chtonnych
krezkowych (MLNC) i grasic (Thy) uwolnione mechanicznie z macierzy miedzykomaorkowe;j,
oddzielano od resztek tkanek za pomocg gazy nylonowej ($rednica oczek 100 um),
a nastepnie wirowano (1200 obrotéw / min., 10 min., temp. 4°C), ponownie zawieszano
w jatowym DPBS z 1% FCS i wirowano. Po drugim wirowaniu komérki zawieszano w 1 ml

jatowego DPBS. Oceniano mikroskopowo pod wzgledem ilosci i zywotnosci (metoda
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barwienia btekitem trypanu). Zywotnosé komdrek wyniosta srednio 97% we wszystkich
eksperymentach.

Uzyskane komorki podawano drogg dozylng (i.v.) naiwnym biorcom w objetosci
200 pl (ilos¢ podawanych komodrek Treg jest zalezna od rodzaju doswiadczenia). Godzine
pozniej indukowano reakcje CHS poprzez immunizacje 0,5% DNFB. W kontroli pozytywnej
zwierzeta nie otrzymaty komoérek Treg, a jedynie zostaty aktywnie uczulone haptenem.
W piatym dniu od uczulenia wszystkim grupom badanym oraz kontroli negatywnej (naiwne
myszy) podawano na uszy hapten 0,1% DNFB (challenge), zgodnie z procedurg w opisang
w punkcie 3.2.2. Przyrost grubosci matzowiny usznej mierzono 24 godz. od aplikacji
haptenu na uszy. Doswiadczenie przeniesienia stanu supresji do naiwnych biorcow

(,transfer in”) w modelu reakcji CHS przedstawiono na Schemacie 2.

| Schemat 2. Przeniesienie stanu tolerancji do naiwnych biorcéw w modelu
reakcji CHS.

Dzien “0” i “+4” EC aplikacja antygenu np. DNP-BSA
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i .
@ <
Dzien “+7” podanie naiwnym biorcom i.v. zawiesiny komoérek
=5
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&

v

Dzien “+7” immunizacja 0,5% DNFB (na ogolong skére brzucha)
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!

Dzien “+12” pomiar zerowy grubosci matzowiny usznej,
nastepnie challenge - aplikacja na uszy 0,1% DNFB
(na obydwie strony matzowiny usznej)
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3.2.8. ADOPTYWNY TRANSFER REAKCJI CHS TYPU ,, TRANSFER OUT”.

Model adoptywnego transferu reakcji CHS, ,transfer out”, typu ,cell mixing assay”
przedstawiono na Schemacie 3. Polegat on na indukcji dwéch populacji komérek: EC
indukowanych komérek Treg (pozyskanych zgodnie z procedurg 3.2.7.) oraz DNFB-
swoistych komorek efektorowych (Tef), zdolnych do przeniesienia reakcji CHS. Dawcy
komorek Tef pie¢ dni przed transferem, byli aktywnie uczulani 0,5% haptenem DNFB
(procedura 3.2.2.).

Schemat 3. Adoptywny transfer (“transfer out”) w modelu CHS.

INDUKCJA Tef INDUKCJA Treg

Dzien “0” aktywne uczulenie 0,5% DNFB Dzien “0” i “+4” EC aplikacja antygenu
biatkowego np. DNP-BSA

b . ) .
v v

Dzien “+5” izolacja LN i SPL (Tef)  Dzien “+7” izolacja LN i SPL (Treg)

= =
O O

v v

Inkubacja Treg i Tef przez 30min. w temp. 37°C
Podanie naiwnym biorcom i.v. zawiesiny komorek

= =
=

Pomiar zerowy grubosci matzowiny usznej, nastepnie challenge -
aplikacja 0,1% DNFB (na obydwie strony matzowiny usznej)

=

=
[} O

Pomiar przyrostu grubosci matzowiny usznej
24 godz. po wywotaniu reakcji CHS

Dawcéw komorek Treg (w dniu ,+77) oraz dawcéw komorek Tef (w dniu ,+5”)

zabijano, aby pobra¢ LN i SPL. Pozyskane narzgdy limfatyczne rozdrabniano i zawieszano
w DPBS z 1% FCS (procedura opisana w punkcie 3.2.7.). Komoérki Tef w ilosci
7x10’ / biorce (LNC + SPLC w stosunku 1:1) inkubowano z komérkami Treg (LNC + SPLC

w stosunku 1:1, ilos¢ przenoszonych komoérek jest zalezna od rodzaju eksperymentu)
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w 10ml jatowego DPBS z 1% FCS, przez 30 min. w temp. 37°C. Po zakonczeniu inkubacji
zawiesiny komorek ptukano w 50 ml DPBS, wirowano (1200 obrotéw / min., 10 min., temp.
4°C) i zawieszano w 1ml DPBS. Uzyskane zawiesiny komoérek podawano i.v. naiwnym
biorcom w objetosci 200ul / mysz. Pozytywng kontrole transferu stanowity myszy, ktére
otrzymywaly i.v. wylgcznie komoérki Tef w ilosci 7x10” / biorce. Godzine pdzniej
u wszystkich grup wywotywano reakcje CHS, a przyrost grubosci matzowiny usznej
mierzono 24 godz. po podaniu haptenu na uszy, zgodnie z procedura w opisang w punkcie
3.2.2.

3.2.9. TEST PROLIFERAC]I.

W tescie proliferacji wykorzystano komoérki narzgdoéw limfatycznych (LNC) pobrane
od myszy uprzednio poddanych procedurze toleryzacji DNP-BSA i / lub aktywnemu
uczuleniu DNFB (opisane w punkcie 3.2.7. i 3.2.8.). W odpowiednich grupach, po
wyizolowaniu weziéw chtonnych pachowych i pachwinowych, tkanke mechanicznie
rozdrabniano i zawieszano w jatlowym DPBS z dodatkiem 1% FCS. Komdrki LNC
uwolnione mechanicznie z macierzy miedzykomorkowej, oddzielono od resztek tkanek za
pomocg gazy nylonowej, a nastepnie wirowano (1200 obrotéw / min., 10 min., temp. 4°C),
ponownie zawieszono w jatowym DPBS z 1% FCS i wirowano. Po drugim wirowaniu
komorki zawieszono w okoto 4ml jalowego podtoza hodowlanego RPMI 1640. Oceniono
mikroskopowo pod wzgledem ilosci i zywotnosci, ktéra wyniosta $rednio 97%. Zaktadano
hodowle, ktérg prowadzono w jatowym medium RPMI 1640 zawierajgcym 100 U / ml
penicyliny, 100 pg / ml streptomycyny, 2 mM L-glutaminy, 25 mM buforu HEPES, 5x10° M
2-merkaptoetanolu i 10% FCS. Komorki wszystkich grup badanych byty hodowane
w tetraplikatach w okragto-dennych 96-dotkowych ptytkach hodowlanych, w ilosci 3x10°
komodrek na dotek, w obecnosci malejagcych dawek DNP-BSA. Stezenie DNP-BSA
w poszczegodlnych rozcienczeniach wyniosty: 300, 100 oraz 30 pg / ml. Dodatkowo
dotaczono kontrole negatywng, w ktérej komorki LNC inkubowano w medium bez

antygenu, tzw. ,to”’. Koncowa objetos¢ hodowli wyniosta 200 pl / dotek. Hodowle
prowadzono w 37°C, w atmosferze 5% CO, przez 48 godz. Nastepnie do wszystkich
dotkéw hodowli dodano 0,5 uCi / dotek [*H]-tymidyny w 20 ul RPMI 1640 i komorki
inkubowano przez kolejne 18 godz. Intensywnos¢ proliferacji oceniano poprzez
inkorporacje radioaktywnej tymidyny przy uzyciu licznika scyntylacyjnego promieniowania
B. Wyniki pomiaréw przedstawiono na rycinie w postaci srednich arytmetycznych + SE po

odjeciu ,tta” (proliferacja komoérek w nieobecnosci antygenu).
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W eksperymencie oceniajgcym mechanizm dziatania komoérek Treg, komorki Treg
przed zatozeniem hodowli byty naswietlone promieniami y (dawka 650-700 Rad), w celu
zahamowania proliferacji. Wyjatkiem byla grupa kontrolna, gdzie badano proliferacje

samych komorek Treg, ktére nie zostaty poddane napromieniowaniu.

3.2.10. OCENA FENOTYPU KOMORKI REGULACYJNE] METODA ,,NEGATYWNE] SELEKCJI”.

Komorki regulacyjne, ktére indukowano poprzez EC podanie antygenu (100 ug
DNP-BSA / mysz w 100 ul DPBS) przez tydzien, izolowano z LN i SPL dawcow wedtug
procedury 3.2.7. Wyizolowane od myszy komérki LNC i SPLC inkubowano w jatowym
DPBS z dodatkiem 1% FCS z monoklonalnymi przeciwcialami (mAb): anty-CD4,
anty-CD8, anty-TCRp, anty-TCRJ lub anty-CD25 w ilosci 1 ug mAb na 1x10° komérek,
w objetosci 1x10’ komoérek / 1ml zawiesiny. Do kazdej grupy komodrek dodano
rozcienczony dopetniacz kroliczy (RC) (rozcienczenie koncowe 1:25). Kontrole supresiji
stanowita grupa, w ktérej poddano inkubacji komorki Treg wytacznie z RC. Inkubacja
odbyla sie w tazni wodnej, w temp. 37°C i trwata 90 min. Nastepnie komoérki ptukano
(1200 obrotéw / min., 10 min., temp. 4°C), ponownie zawieszano w jatowym DPBS
z 1% FCS i wirowano. Po drugim wirowaniu komoérki zawieszano w 1ml jatowego DPBS.
Oceniano ilos¢ komoérek oraz ich zywotno$¢. Tak przygotowane zawiesiny komérkowe
podawano i.v. biorcom w iloéci 5x10” komoérek / mysz, w objetosci 200 pl.

Godzine pdzniej myszy uczulano 0,5% DNFB na skére brzucha, a pie¢ dni pozniej
wywotywano faze efektorowg reakcji CHS. Przyrost grubo$ci matzowiny usznej mierzono

24 godz. od aplikacji haptenu na uszy.

3.2.11. ANALIZA CYTOFLUORYMERYCZNA (FACS).

Komorki weztdw chtonnych pozyskane od myszy EC traktowanych DNP-BSA
lub DPBS wyizolowano zgodnie z procedurg 3.2.7. Nastepnie zawiesiny LNC
dopetniono DPBS do objetosci 50ml z dodatkiem 1% FCS i catos¢ wirowano.
Odptukane LNC zawieszano w DPBS z 1% FCS, a nastepnie liczono i oceniano
zywotnos¢é, ktéra wynosita 98%. W kolejnym etapie komorki znakowano mAb
sprzezonymi z odpowiednimi fluorochromami. Najpierw znakowano molekuty
powierzchniowe poprzez zastosowanie nastepujgcych mAb: anty-mysie-CD25
znakowane PE, anty-mysie-TCRB znakowane FITC oraz anty-mysie-CD4 znakowane

PE-Alexa Fluor 610. Znakowanie polegato na inkubacji 1x10° komoérek z 0,1 ug
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kazdego z w/w mAb w 100 pl DPBS z 1% FCS. Zawiesiny komérkowe inkubowano
przez 30 min. w temp. 4°C, chronigc przed $wiattem. W kolejnym etapie znakowano
molekute wewnatrzkomoérkowg Foxp-3 za pomocg przeciwciata anty-mysiego /
szczurzego-Foxp3 znakowanego APC, zgodnie z protokotem zatgczonym do zestawu
testowego. Dodatkowo dotgczono kontrole: kontrola negatywna stanowita LNC
nieznakowane, kontrole poszczegdlnych barwnikéw, gdzie LNC znakowano
pojedynczymi mAb z fluorochromem oraz kontrole izotopowe, gdzie do LNC dodawano
mADb: szczurzego IgG2a znakowanego APC, chomiczego - FITC, szczurzego lgG2a -
PE-Alexa Fluor 610 i szczurzego IgG1 - PE.

Nastepnie komoérki uzupetniono jatowym DPBS do objetosci 4 ml i wirowano (1200
obrotéw / min., 10 min., temp. 4°C). Do analizy komérki zawieszano w 300uL DPBS
w probéwkach FACS. Pomiaru dokonano przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS
Calibur S, z zastosowaniem oprogramowania Cell Quest, natomiast do analizy danych

uzyto programu FlowJo.

3.2.12. HODOWLA KOMORKOWA ORAZ OZNACZANIE POZIOMU CYTOKIN W SUPERNATANTACH

METODA ELISA.

Do hodowli komoérkowych uzywano komorki LNC myszy, ktorym na skore
aplikowano DPBS (grupa kontrolna) lub DNP-BSA i / lub DNFB na skére brzucha
(procedura 3.2.7 i 3.2.8.). Komoérki byly hodowane w koncentracji 3x10° / ml
w obecnoéci jatowego antygenu DNP-BSA o koncowym stezeniu 100 ug / ml. Hodowle
prowadzono w jalowym medium RPMI 1640, ktére zawierato 100 U / ml penicyliny,
100 pyg / ml streptomycyny, 2 mM L-glutaminy, 25 mM buforu HEPES, 5x10° M
2-merkaptoetanolu i 10% FCS. Hodowle przeprowadzano w tryplikatach, na piytkach
Falcon 24-dotkowych z ptaskim dnem, w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO,. Po
uptywie 48 godzin zbierano supernatanty do dalszej analizy.

Do oznaczenia stezenia cytokin IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17E, TNF-a i IFN-y
w uzyskanych supernatantach wykorzystano metode immunoeznymatyczng (ELISA)
uzywajgc gotowych zestawow do pomiaru stezenia cytokin, wykorzystujgc ptaskodenne
ptytki. Absorbancje odczytywano przy uzyciu urzadzenia do odczytu absorbancji. Stezenie
probek badanych odczytywano z krzywej standardowe;.

W przypadku oznaczenia stezenia TGF-B uzyskane supernatanty umieszczano na
ptytkach, wstepnie zakwaszano 1 M HC| w stosunku 1:25, a nastepnie neutralizowano
1 M NaOH do pH 7.0 w tych samych proporcjach. Nastepnie ptytki do pomiaru absorbanciji

optaszczano szczurzym mAb anty-mysim-TGF-3, natomiast jako przeciwciato detekcyjne
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uzyto szczurze biotynylowane mAb anty-mysie-, anty-ludzkie-, anty-Swinskie-TGF-p.
Reakcje enzymatyczng wywotano dodajgc enzym peroksydaze chrzanowg skoniugowang
ze streptawidyng oraz substrat (o-fenylodiamina z H,0,), a nastepnie reakcje zatrzymano
3M H,SO,. Pomiar absorbancji dokonywano przy dtugosci fali A=492 nm. Stezenie TGF-3
w supernatantach odczytywano z krzywej standardowej, ktérg wykreslono wykorzystujgc

rekombinowany mysi TGF-B. Prég oznaczalnosci dla TGF- wynosit 30 pg / ml.

3.2.13. INKUBACJA KOMOREK NA PLYTKACH Z WKLADAMI POLPRZEPUSZCZALNYMI.

Komorki Treg i Tef pochodzgce z LNC uzyskano zgodnie z procedurg 3.2.7. i 3.2.8.
Tak uzyskane komérki Treg (5x10’ / biorce) oraz komorki Tef (7x10” komorek / biorce)
inkubowano in vitro na szalkach Petrie’go z wktadami z btony potprzepuszczalnej (system
trans-well chambers), dzieki czemu w szalce umieszczono komoérki Tef, natomiast we
wkfadzie umieszczono komorki Treg, co uniemozliwiato kontakt bezposredni pomiedzy tymi
komdrkami, natomiast nie ograniczyto przeptywu czynnikow rozpuszczalnych np. cytokin.
W grupie kontroli pozytywnej zawierajgcej wytgcznie komérki Tef oraz w grupie kontroli
supresji, gdzie komoérki Treg byly zmieszane z komérkami Tef, zawiesine komodrek
umieszczono na szalce, bez potprzepuszczalnego wktadu. Koncowa objetos¢ zawiesiny
komoérek w jaltowym DPBS z 1% FCS wyniosta 10 ml. Komoérki inkubowano 40 min.,
w temp. 37°C i w atmosferze 5% CO,. Po zakonczonej inkubacji, pobierano komorki
znajdujgce sie na dnie szalek (komoérki Treg znajdujgce sie na wkitadzie zostaly
odrzucone), przenoszono do probdéwek, wirowano (1200 obrotéw / min., 10 min.,
temp. 4°C) i podawano i.v. biorcom w objetosci 200pl.

Dwie godziny po dozylnym podaniu zawiesiny komérek, wywotywano reakcje CHS

poprzez aplikacje 0,1% DNFB na uszy, a reakcje CHS badano 24 godz. pdzniej.

3.2.14. ADOPTYWNY TRANSFER I BLOKOWANIE CTLA-4 (CD152) IN VITRO.

Komorki Treg indukowano u myszy zgodnie z procedurg 3.2.7., poprzez
tygodniowa aplikacje antygenu biatkowego DNP-BSA w ilosci 100pg / mysz. Siddmego
dnia pobrano LN i SPL, mechanicznie rozdrabniano i zawieszano w jalowym DPBS
z dodatkiem 1% FCS, a nastepnie wirowano. Komorki SPLC zostaty poddawane
szokowi osmotycznemu poprzez dodanie 1 ml H,0 oraz 1 ml 1,8% DPBS. Nastepnie
dodawano 50 ml jatowego DPBS z dodatkiem 1% FCS i catos¢ wirowano. LNC i SPLC

zmieszano w stosunku 1:1. Komoérki Tef pobrano od dawcow, ktérzy pie¢ dni wczesnigj
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byli uczulani 0,5% roztworem DNFB zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.2.8.
Z uzyskanych zawiesin komorkowych przygotowano mieszaninge zawierajgcg LNC
i SPLC w stosunku 1:1.

Zawiesiny LNC i SPLC od myszy EC toleryzowanych poddawano separacji za
pomocg gotowego zestawu odczynnikdw do izolacji limfocytow T CD4°CD25"
(przedstawiono na Schemacie 4). W pierwszym etapie przeprowadzono deplecje
komorek CD4 poprzez dodanie koktajlu zawierajacego biotynylowane mAb: anty-
CD8a, anty-CD11b, anty-CD45R, anty-CD49b i anty-Ter-119, co spowodowato
eliminacje limfocytéw T CD8", limfocytow B, komérek dendrytycznych, makrofagow,
komorek NK oraz komoérek erytroidalnych. Dodano réwniez anty-biotynylowane drobiny
magnetyczne oraz mAb anty-CD25 znakowane fikoerytryng (PE). Tak przygotowang
mieszanine natozono na kolumne umieszczong w separatorze magnetycznym (system
MACS). Poprzez ptukanie kolumny buforem, uzyskano populacje komorek CD4*
(w tym CD4'CD25%), ktéra nie byta znakowana. Pozostate komorki wyznakowane
drobinami magnetycznymi zostaty zatrzymane na kolumnie. Nastepnym etapem byto
przeprowadzenie pozytywnej selekcji i rozdzielenie komoérek na populacje CD4'CD25"
i CD4"CD25". W tym celu do zebranych komoérek CD4" dodano drobiny magnetyczne
wyznhakowane przeciwciatami anty-PE, a nastepnie mieszanine przepuszczono przez
kolumne umieszczong w polu magnetycznym. Frakcja, ktéra wyptyneta zawierata
komorki CD4'CD25". Nastepnie kolumne usunieto z pola magnetycznego i ptukano
buforem otrzymujac frakcje CD4"CD25".

Po separacji wyodrebniono dwie frakcje komorkowe: CD4°CD25" i CD4'CD25'.
Komorki zawieszano w 5 ml jatowego DPBS z 1% FCS, wirowano (1200 obrotéw / min.,
10 min., temp. 4°C), liczono oraz oceniano ich zywotno$¢.

Nastepnie komoérki CD4'CD25" i CD4'CD25 (2x10° / biorce) inkubowano
w obecnosci, bgdz bez mAb anty-mysie-CD152 (1ug mAb / 10° komérek). Dotgczono
kontrole supresiji, ktéra stanowita petne komorki Treg, tj. wyizolowane od dawcéw, nie
separowane (5x10° komérek / biorce) oraz kontrole izotypowa, w ktérej do limfocytow
CD4'CD25" dodano mAb chomicze-IgG (1ug mAb / 10° komoérek). Inkubacja trwata 30
min., w temp. 4°C. W nastepnym etapie do wszystkich grup komérkowych dodano
7x10" komérek Tef. Kazdg grupe zawieszono w 10 ml jatowego DPBS z 1% FCS
i inkubowano w tazni wodnej w temp. 37°C przez 30 min., wirowano (1200 obrotéw /
min., 10 min., temp. 4°C), zawieszano w jatlowym DPBS i podawano i.v. syngenicznym
biorcom, w objetosci 200ul.

U biorcow transferu, dwie godziny pdzniej wywotano faze efektorowg CHS
aplikujgc DNFB na uszy. Po uptywie 24 godz. oceniano odpowiedz w tescie reakcji
CHS.
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Schemat 4. |zolacja komoérek przy uzyciu drobin magnetycznych.
Wyznakowanie komérek CD4 biotynylowanymi mAb
‘/j\@ oraz anty-biotynylowanymi drobinami magnetycznymi

Wyznakowanie komérek C25"
mAb anty-CD-25-PE

Deplecja komorek CD4™ w polu magnetycznym
Wyptywajgca frakcja zawiera komorki
bez drobin magnetycznych czyli CD4",

w tym takze CD4'CD25"

e

]
"o

Wyznakowanie komérek CD4"CD25"
‘ drobinami magnetycznymi anty-PE

po wyjeciu kolumny z pola magnetycznego
wyptywajgca frakcja zawiera komérki CD4'CD25"

IDC Selekcja pozytywna komérek CD4"CD25"

y" l Wyptywajgca frakcja zawiera komérki CD4"CD25,
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3.3. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analize statystyczng wynikow opracowano za pomocg dwustronnego testu
t-Studenta. W obliczeniach postuzono sie programem Microsoft Office Excel 2007.
Wartos¢ p<0,05 =zostata przyjeta jako prog istotnosci statystycznej. Wartosci
wszystkich uzyskanych wynikéw zostaly przedstawione w postaci srednich

arytmetycznych + SE. Brak znamiennosci statystycznej oznaczono symbolem p=ns.
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40 WYNIKI

4.1. NASKORNA APLIKACJA ANTYGENU BIALKOWEGO PRZED WYWOLANIEM REAKCJI Tcl CD8* ZALEZNEJ

PROWADZI DO JE) ZAHAMOWANIA.

Myszy szczepu BALB/c poddawano tygodniowe] toleryzacji poprzez EC
aplikacje zmniejszajgcych sie dawek DNP-BSA, od 100 ug do 0,1 ug / mysz (Grupy B -
G) badz traktowano DPBS (Grupa A). W dniu 7 opatrunki usunieto i myszy
immunizowano 0,5% DNFB, a pie¢ dni pdzniej przeprowadzano test CHS. Eksperyment
przeprowadzono wedtug procedury opisanej w Materiatach i Metodach w punktach 3.2.1
i3.2.2.

[ Ryc. 1. Stan tolerancji indukowanej przez skore zalezy od dawki antygenu. |
Grupa EC aplikacja Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwos¢
DNP-BSA kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j x 10% mm + SE )
(ug / myszy) DNFB

B 100 + 19 u

c 30 + 17 i

D 10 + 18 i_

] ' ' = -

G 0,1 + 64 ’_‘

0 2 4 6 8 120 12 14
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Wyniki przedstawione na Ryc. 1 pokazuja, ze optymalna dawka antygenu
biatkowego zdolna do zahamowania CHS miesci sie miedzy 3 a 100 pg /mysz
i zahamowanie reakcji waha sie miedzy 81 a 61% porownujgc do kontroli pozytywnej
(Grupa A). Dawki 1 pg oraz 0,1ug / DNP-BSA nieznamiennie hamujg odpowiedz.
Przyrost grubosci matzowiny usznej w grupie kontroli negatywnej wyniost 1,8 j i wartos¢ te
odjeto od $rednich wartosci w grupach badanych. Istotno$¢ statystyczna: Grupy B - E vs
Grupa A, p<0,01; Grupy F i G vs Grupa A, p=ns.

Powyzsze dane nie tylko dowodzg, ze naskérna aplikacja antygenu DNP-BSA
przed immunizacjg znamiennie hamuje reakcje CHS ale rowniez dowodzg, ze sita supres;ji
jest zalezna od dawki uzytego antygenu.

W dalszych eksperymentach ograniczono sie wylgcznie do stosowania dawki
100 pg DNP-BSA / mysz.

4.2. PRZED WYWOLANIEM REAKCJI CHS EC APLIKACJA ANTYGENU BIALKOWEGO PROWADZI DO

ZMNIEJSZENIA INTENSYWNOSCI REAKCJI ZAPALNEJ W MALZOWINIE USZNEJ.

Powszechnie wiadomo, ze obserwowany obrzek uszu w fazie efektorowej reakcji
CHS jest wynikiem zwigekszonej przepuszczalnosci naczyn i w konsekwencji zwiekszonego
przechodzenia substancji rozpuszczalnych zawartych w surowicy oraz leukocytéw do
tkanek. Celem kolejnych doswiadczenh byto sprawdzenie czy stan tolerancji wywotanej EC
aplikacjg Ag prowadzi do zmniejszenia przepuszczalnosci naczyn i nacieku komdrkowego.
W tym celu myszy szczepu BALB/c, po tygodniowym EC traktowaniu antygenem DNP-BSA
lub DPBS (kontrola pozytywna), immunizowano 0,5% DNFB, a pie¢ dni pozniej
wywotywano faze efektorowg reakcji CHS. Niniejszy eksperyment przeprowadzono
zgodnie ze Schematem 1 opisanym w rozdziale Materiaty i Metody.

Ryc. 2A ilustruje przyrost grubosci matzowiny usznej mierzony za pomoca $ruby
mikrometrycznej 24 godziny po wywotaniu reakcji CHS. EC aplikacja DNP-BSA (Grupa B)
przed uczuleniem haptenem DNFB prowadzi do znamiennego zahamowania reakcji CHS
0 74% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Grupa A), co jest spowodowane mniejszym
obrzekiem tkanek w miejscu aplikacji haptenu. Istotno$¢ statystyczna: Grupa B vs Grupa
A, p<0,001.

W celu potwierdzenia testu makroskopowego, a ponadto uzyskania informaciji
o procesach zachodzgcych w miejscu toczgcej sie reakcji zapalnej, w kolejnych

doswiadczeniach, po uptywie 24 godzin od wywofania reakcji CHS pobierano z kazdego
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ucha bioptat, aby dokonaé pomiaru przepuszczalnosci naczyn, ciezaru, aktywnosci

enzymatycznej mieloperoksydazy (MPO) oraz oznaczenia poziomu IFN-y.

Ryc. 2A. EC toleryzacja DNP-BSA hamuje reakcje CHS - pomiar przyrostu
grubosci matzowiny uszne;j.

Grupa EC aplikacja Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwos¢
antygenu kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j X 10 mm #+ SE )
DNFB

B DNP-BSA + 26 %‘

W celu sprawdzenia czy EC indukowana supresja wptywa na przepuszczalnosé
naczyn, w doswiadczeniu mierzono przenikanie bfekitu Evans’a przez naczynia wtosowate
w matzowinach usznych u zwierzat, ktére wczesniej EC traktowano DNP-BSA i / lub
wywotano u nich reakcje CHS. Po 24 godzinach od aplikacji haptenu na uszy pobierano
wycinek matzowiny usznej celem pomiaru stezenia barwnika, ktére jest proporcjonalne do
przepuszczalnosci naczyh (procedura opisana w punkcie 3.2.3.). Wyniki przedstawione na
Ryc. 2B wykazujg, ze w grupie myszy toleryzowanych przed wywotaniem reakcji CHS
(Grupa B) przepuszczalno$¢ naczyn wiosowatych byta o ponad 80% nizsza niz w grupie
kontroli pozytywnej (Grupa A).

Srednig warto$é stezenia barwnika w kontroli negatywnej, ktéra wyniosta 0,31 pg /
ml, odjeto od warto$ci stezenia w grupach badanych. Wyniki wyrazono w pg / ml + SE.
W celu sprawdzenia przepuszczalnosci barwnika przez naczynia wlosowate u myszy
naiwnych, dotgczono grupe, ktdra otrzymata wytgcznie btekit Evans’a i.v., a po godzinie
pobrano w tej grupie bioptaty uszne (wyniki nie zamieszczone na wykresie). Wartos¢
kontroli wyniosta 0,30 pg / ml (stezenie na poziomie kontroli negatywnej). Istotnosc

statystyczna: Grupa B vs Grupa A, p<0,001.
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Ryc. 2B. EC toleryzacja DNP-BSA hamuje reakcje CHS — test
przepuszczalnosci biekitu Evans’a.

Grupa EC aplikacja  Uczulenie % kontroli Stezenie blekitu Evans’a
antygenu kontaktowe pozytywnej w bioptatach pobranych z uszu
DNFB 24 godz. po wywotaniu reakcji CHS

wyrazone w pg/ml £ SE

B DNP-BSA + 19 }—‘

Wyniki uzyskane w tescie pomiaru obrzeku matzowin usznych potwierdzono takze
pomiarem wagi bioptatéw pobranych z uszu, ktéry odzwierciedlat stopien reakcji zapalnej
(obrzek oraz naciek komérkowy). Ryc. 2C pokazuje, ze masa pobranych wycinkoéw koreluje
Zz pomiarem grubosci matzowiny usznej, tj. EC podanie DNP-BSA (Grupa B) przed
uczuleniem haptenem DNFB prowadzi do spadku masy pobranych wycinkéw (procedura
3.2.4.). Srednig warto$¢ wagi bioptatéw usznych kontroli negatywnej, ktéra wyniosta 7,5
mg odjeto od $redniej wartoéci bioptatdbw w grupach badanych. Wyniki wyrazono
w mg * SE. Istotno$¢ statystyczna: Grupa B vs Grupa A, p<0,01.

Ryc. 2C. EC toleryzacja DNP-BSA hamuje reakcje CHS - pomiar ciezaru
bioptatéw pobranych z uszu.

Grupa EC aplikacja  Uczulenie % kontroli Ciezar bioptatéw pobranych z uszu
antygenu kontaktowe pozytywnej 24 godz. po wywotaniu reakcji CHS
DNFB wyrazony w mg + SE
B DNP-BSA + 46 }_

Poniewaz w miejscu aplikacji haptenu na uszy pojawia sie miejscowy naciek

komoérek zapalnych, postanowiono sprawdzi¢ poziom cytokin prozapalnych. Typowa
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cytoking uwalniang w czasie reakcji nadwrazliwosci kontaktowej Tc1 CD8" zaleznej jest
IFN-y [138, 139]. Ryc. 2D ilustruje doswiadczenie, w ktorym zbadano poziom IFN-y
w ekstraktach bioptatow pobranych z matzowin usznych 24 godziny po wywotaniu reakcji
CHS (procedura 3.2.5.). Naskérna aplikacja DNP-BSA przed immunizacja DNFB
spowodowata 50% spadek stezenia IFN-y (Grupa B) w pordéwnaniu do grupy gdzie
wytgcznie wywotywano reakcje CHS (Grupa A). Sredni poziom IFN-y w grupie kontroli
negatywnej wyniost 82,6 pg / ml, wartos¢ tg odjeto od sredniej wartosci w grupach
badanych. Wyniki wyrazono w pg / ml + SE. Istotnos¢ statystyczna: Grupa B vs Grupa A,
p<0,05.

Ryc. 2D. EC toleryzacja DNP-BSA powoduje zahamowanie CHS - stezenie
IFN-y w ekstraktach bioptatow usznych.

Grupa EC aplikacja  Uczulenie % kontroli Stezenie IFN-y w bioptatach
antygenu kontaktowe pozytywnej pobranych z uszu
DNFB 24 godz. po wywotaniu reakcji CHS

wyrazone w pg/ml + SE

B DNP-BSA + 50

0O 20 40 60 80 100 120 140

Mieloperoksydaza jest markerem nacieku neutrofilowego w miejscu zapalenia,
dlatego w kolejnym eksperymencie zmierzono aktywnos¢ enzymatyczng MPO
w ekstraktach bioptatow pobranych z matzowin usznych. Wyniki przedstawione na Ryc. 2E
dowodzg, ze EC aplikacja antygenu DNP-BSA przed wywotaniem reakcji CHS (Grupa B)
powoduje zahamowanie nacieku neutrofilbw w miejscu ekspozycji na hapten. Oznaczenia
dokonano metodg kolorymetryczng, a stezenie wyrazono w jednostkach MPO na 1 mg
biatka + SE (procedura 3.2.6.). Sredni poziom aktywno$ci MPO w grupie kontroli
negatywnej wyniost 0,045 j / 1 mg biatka, wartos¢ tg odjeto od Sredniej wartosci w grupach
badanych. Istotnos$¢ statystyczna: Grupa B vs Grupa A, p<0,01.

Przedstawione powyzej wyniki dowodza, ze EC aplikacja antygenu biatkowego
DNP-BSA hamuje reakcje CHS, powodujgc powstanie stanu tolerancji immunologiczne;.
W dalszym etapie badan nad EC indukowang supresja, jako gtéwny test stosowano pomiar

przyrostu grubosci matzowiny usznej za pomocg sruby mikrometryczne;.
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Ryc. 2E. EC toleryzacja DNP-BSA hamuje reakcje CHS - pomiar aktywnosci
enzymatycznej MPO w bioptatach pobranych z uszu.

Grupa EC aplikacja Uczulenie % kontroli Aktywnos¢ MPO w bioptatach
antygenu kontaktowe pozytywnej pobranych z uszu 24 godz.
DNFB po wywotaniu reakcji CHS wyrazona

w jedn. MPO + SE / 1mg biatka

B DNP-BSA + 50

4.3. EC APLIKACJA ANTYGENU BIALKOWEGO HAMUIJE PROLIFERACIE KOMOREK TEF IN VITRO.

Aby potwierdzi¢ wyniki badan uzyskanych w modelu reakcji CHS in vivo,
w kolejnym eksperymencie zbadano wptyw EC aplikacji DNP-BSA na proliferacje
komorek Tef in vitro. W tym celu myszom szczepu C57BL/6 aplikowano EC na ogolong
skére grzbietu DPBS — kontrola pozytywna, Rycina 3 (Grupa A) lub DNP-BSA (Grupa
B) w ilosci 100 pg / mysz (procedura 3.2.1). W dniu ,+7” zwierzeta aktywnie
immunizowano 0,5% DNFB (procedura 3.2.2.). Pie¢ dni po uczuleniu, pobierano wezty
chtonne pachowe i pachwinowe, a uzyskane z nich zawiesiny komérek byty hodowane
w obecnosci malejgcych dawek antygenu DNP-BSA przez 48 godzin. Stezenie
DNP-BSA w poszczegolnych rozcienczeniach wyniosto: 300 pg / ml, 100 pg / ml,
30 yg / ml. Nastepnie po dodaniu [*H]-tymidyny i hodowli przez 18 godz. oceniono
inkorporacje radioaktywnej tymidyny. Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 3.2.9. Wyniki przedstawione na Ryc. 3 pokazujg, ze
EC toleryzacja antygenem DNP-BSA (Grupa B) powoduje znamienne zahamowanie
proliferacji komorek Tef LNC w poréwnaniu do komérek Tef myszy traktowanych DPBS
na skore (Grupa A) dla stezenia 300 pg / ml Ag na dotek (p<0,001) i dla stezenia
100 pg / ml Ag na dotek (p<0,02), natomiast nieznamiennie hamuje proliferacje przy
stezeniu 30 pg / ml Ag na dotek (p=ns). Przy nizszych stezeniach Ag nie obserwowano

proliferacji komorek (dane nie pokazane na wykresie).
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Ryc.3. EC toleryzacja antygenem biatkowym hamuje

proliferacje komorek Tef in vitro.
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4.4. STAN TOLERANCJI IMMUNOLOGICZNEJ INDUKOWANY EC APLIKACJA ANTYGENU MOZNA PRZENIESC DO

NAIWNYCH BIORCOW PRZY UZYCIU KOMOREK UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO.

W kolejnym eksperymencie postanowiono sprawdzié¢, czy stan tolerancji
immunologicznej wywotany poprzez EC aplikacje antygenu moze by¢ przeniesiony do
naiwnych (niczym wczesniej nie traktowanych) biorcow oraz za pomocg ktérych
narzagdow immunologicznych jest to mozliwe. W tym celu indukowano komorki
regulacyjne Treg u myszy szczepu BALB/c poprzez EC aplikacje DNP-BSA. Po
siedmiu dniach pobierano wezty chtonne pachowe i pachwinowe (LN), wezty chtonne
krezkowe (MLN), sledziony (SPL) oraz grasice (Thy). W kolejnym etapie naiwnym,
syngenicznym biorcom podawano i.v. zawiesine komoérek Treg w ilosci 5x10’
komorek / mysz. Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie z procedurg 3.2.7. opisang
w Materiatach i Metodach. Dwie godziny po6zniej myszy uczulano DNFB. Myszy
w kontroli pozytywnej (Ryc. 4, Grupa A) nie otrzymaty mieszaniny komoérek Treg, lecz
byty wytgcznie traktowane haptenem w celu indukcji CHS.

Wyniki przedstawione na Ryc. 4 pokazujg, ze stan supresji immunologicznej
indukowany naskérnym podaniem DNP-BSA moze by¢ przeniesiony do naiwnych

zwierzagt, oraz ze komoérki Treg zdolne do hamowania reakcji CHS sg zlokalizowane
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w weztach chtonnych pachowych i pachwinowych (Grupa B), $ledzionie (Grupa D) oraz
grasicy (Grupa E), natomiast sg nieobecne w weztach chtonnych krezkowych (Grupa
C). Dlatego w kolejnych eksperymentach, w ktérych wywotywano supresje, pobierano
i przenoszono wytgcznie LNC i SPLC jako reprezentatywne narzgdy zawierajgce
komorki Treg, podajgc je w stosunki 1:1, w ilosci 5x10” kom / biorce. Istotno$é

statystyczna: Grupy B, D, E vs Grupa A, p<0,05; Grupa C vs Grupa A, p=ns.

Ryc. 4. Stan tolerancji indukowany EC aplikacjg antygenu moze by¢é
przeniesiony do naiwnych biorcow.

Grupa  Zrédio Treg Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwo$¢
indukowanych kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j X 10 mm + SE )
EC aplikacja DNFB
DNP-BSA
B LNC + 39 F
C MLNC + 74 }ﬂ
D SPLC + 60 ‘ F

4.5. STOPIEN ZAHAMOWANIA REAKCJI CHS ZALEZY OD ILOSCI PRZENIESIONYCH KOMOREK TREG.

Postugujgc sie modelem ,transferu in” wykazano, ze zjawisko tolerancji
immunologicznej wywotanej przez EC aplikacje antygenu mozna przenie$¢ na naiwnych
biorcow za pomocg komoérek weztow chtonnych, $ledziony i grasicy. Aby sprawdzic
potencjat dziatania komorek regulacyjnych indukowanych EC podaniem antygenu,
7x10" komorek Tef inkubowano z malejgcymi ilosciami komérek Treg (Ryc. 5):
Grupa B — 4,0x10” kom / mysz, Grupa C — 1,35x10’ kom / mysz, Grupa D — 4,5x10° kom /
mysz, Grupa E — 1,5x10° kom / mysz i Grupa F — 5,0x10° kom / mysz, przed adoptywnym

przeniesieniem do naiwnych syngenicznych biorcéw szczepu BALB/c (procedura
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opisana w punkcie 3.2.8.). Wszystkie grupy myszy godzine po przeniesieniu komorek
zostaty poddane procedurze wywotania fazy efektorowej CHS oraz przeprowadzono
u nich test CHS. Wyniki przedstawione na Ryc. 5 wskazujg iz, minimalna ilos¢ komérek
Treg potrzebnych do zahamowania dziatania 7x10” komoérek Tef wynosi 1,35x107 (Grupa

C). Istotnos¢ statystyczna: Grupy B i C vs Grupa A, p<0,02; Grupy D, E, F vs Grupa A,

p=ns.
Ryc. 5. Stopien zahamowania reakcji CHS jest proporcjonalny do ilosci
uzytych komorek Treg.
Grupa Transfer Treg Transfer Tef % kontroli 24-godz. nadwrazliwo$¢é
indukowanych indukowanych pozytywnej kontaktowa (j x 10 mm + SE )
EC aplikacja DNFB
DNP-BSA

B 4,0 x 10 + 17 }—

C 1,35 x 10’ + 34 —

D 4,5 x 10° + 80 ’ —

0 2 4 6 8 10

4.6. NASKORNIE INDUKOWANE KOMORKI TREG NALEZA DO POPULACII LIMFOCYTOW

TCRaB'CD4'CD25*Foxp3”.

W badaniach nad regulacja odpowiedzi immunologicznej istotne zagadnienie
stanowi scharakteryzowanie komorki odpowiedzialnej za obserwowane zjawisko supresiji.
W celu ustalenia fenotypu komorki supresyjnej in vivo, w pierwszym etapie badan
postuzono sie metodg selekcji negatywnej, w ktoérej transferowano LNC pozbawione

réznych populacji limfocytéow przy uzyciu odpowiednich mAb i dopetniacza. W tym celu
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LNC pozyskane od myszy BALB/c EC traktowanych DNP-BSA inkubowano
z przeciwciatami monoklonalnymi (mAb): anty-CD4 (Ryc. 6a, Grupa C), anty-CD8 (Grupa
D), anty-TCRB (Grupa E), anty-TCR® (Grupa F), anty-CD25 (Grupa G) wraz
z dopetniaczem kréliczym (RC). W kontroli supresji komoérki traktowano samym RC (Grupa
B). Eksperyment opisano w rozdziale Materiaty i Metody w punkcie 3.2.10. Po odptukaniu
komoérek, podawano je i.v. syngenicznym biorcom BALB/c. Dwie godziny poézniej
indukowano u myszy reakcje CHS aplikujgc na skére brzucha hapten (0,5% DNFB), a pie¢
dni pdzniej traktowano zwierzeta 0,1% DNFB na uszy w celu wywofania reakcji CHS.
Przyrost grubosci matzowiny usznej mierzono po 24 godzinach od podania haptenu na
uszy. Kontrole pozytywng stanowity myszy, u ktérych wytgcznie wywotywano reakcje CHS
(Grupa A).

Ryc. 6A. EC indukowana komérka regulacyjna nalezy do populaciji
TCRaB'CD4'CD25".
Grupa Transfer Treg  Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwo$¢
indukowanych  kontaktowe pozytywnej kontaktowa (j x 10% mm + SE )
EC aplikacjg DNFB
DNP-BSA
B petne Treg + a7
C cD4 ¥ 85 }H
D CD8 + 51 |—<
0 4 8 12 16 20

Wyniki przedstawione na Ryc. 6A pokazuja, ze usuniecie komorek CD4, TCRaf
oraz CD25 (Grupy C, E i G) znosi stan tolerancji immunologicznej, podczas gdy deplecja
komorek CD8 albo TCRy® (Grupy D i F) indukowana EC podaniem DNP-BSA nie eliminuje
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supresji. Z niniejszego doswiadczenia wynika, ze komoérka Treg nalezy do populacji
limfocytow TCRaB*CD4'CD25". Istotnos¢ statystyczna: Grupy B, D, F vs Grupa A,
p<0,01; Grupy C, E, G vs Grupa A, p=ns.

Wyniki uzyskane metodg selekcji negatywnej zostaty potwierdzone poprzez
indukcje komérek regulacyjnych u defektywnych szczepéw myszy: TCR®-/- (myszy nie
posiadajgce limfocytéw T 2z receptorem TCRyd), CD1d-/- (myszy nie posiadajgce
limfocytéw NKT CD1d zaleznych), oraz B.m-/- (myszy, u ktérych brak limfocytéw T CD8).
W kontroli supresji, komorki regulacyjne byty indukowane u myszy szczepu kontrolnego
B10.PL. Komorki wyizolowane z weztéw chtonnych i sledzion w/w szczepdw myszy zostaty
podane dozylnie naiwnym biorcom szczepu B10.PL, u ktérych indukowano reakcje CHS,
ktérg testowano 5 dni pozniej. Pozytywna kontrola stanowita grupe zwierzat, u ktorych
wytgcznie wywolywano CHS. Eksperyment przeprowadzono zgodnie z procedurg

przedstawiong na Schemacie 2, opisang w punkcie 3.2.7.

Ryc. 6B. Naskdrnie indukowane komorki regulacyjne nie posiadaja ]
koreceptora CD8 i nie nalezg do populacji limfocytow TCRyd i NKT.
Grupa Transfer Treg  Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwo$¢
indukowanych kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j X 10 mm + SE )
u szczepu DNFB
myszy:
B B10.PL + 32 F
C B2m -/- + 13 }—
D TCRO -/- + 20 |<
E CD1d-/- + 8 i‘
0 4 8 12 16 20 24

Wyniki przedstawione na Ryc. 6B pokazujg, ze mozliwe jest, ze indukowanie
komorek Treg u myszy nie posiadajgcych limfocytéw T CD8 (Grupa C), nie posiadajgcych
limfocytéw T z receptorem TCRyd (Grupa D) oraz takich u ktoérych brak jest limfocytow
NKT (Grupa E). Swiadczy to, ze komérki Treg nie zalezg do populacji limfocytéw TCRy&",
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nie posiadajg na swojej powierzchni koreceptora CD8 oraz nie sg komoérkami NKT
(odpowiednio Grupy D, C i E). Istotnos¢ statystyczna: Grupy B - E vs Grupa A, p<0,001.

Kolejny test, ktéry przeprowadzono miat na celu zbadanie czy EC toleryzacja
antygenem DNP-BSA powoduje powstanie komodrek regulacyjnych, ktére posiadajg
czynnik transkrypcyjny Foxp3.

W tym celu indukowano komoérki Treg u myszy szczepu C57BL/6 poprzez
tygodniowe EC podanie DNP-BSA (Ryc. 6C, Grupa B) lub traktowanie DPBS (Grupa
A). W analizie cytofluorymetrycznej w zawiesinie komoérek LNC wyodrebniono
populacje limfocytéw na podstawie wielkosci i ziarnistosci komoérek (FSC vs SSO),
a nastepnie wybrano populacje limfocytéw TCRaB*CD4", ktérg oceniano na obecnos$¢
molekuty powierzchniowej CD25 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3. Do
doswiadczenia dotgczono kontrole izotypowe dla wszystkich uzywanych przeciwciat.
Stosowng procedure opisano w Materiatach i Metodach w punkcie 3.2.11. Wyniki
przedstawione na Ryc. 6C pokazujg, EC aplikacja DNP-BSA indukuje przyrost odsetka
limfocytow TCRaB"CD4"CD25"Foxp3*. Istotnos¢ statystyczna: Grupa B vs Grupa A,
p<0,01. EC aplikacja DNP-BSA prowadzi takze do wzrostu catkowitej liczby komorek Treg
w weztach chtonnych (1,6x10°+ 0,14 — DNP-BSA vs 0,18x10° +0,22 DPBS).

Podobne obserwacje poczyniono u myszy szczepu BALB/c oraz NOD — nieotyte
myszy cukrzycowe (wyniki nie prezentowane w pracy).

Ryc. 6C. Limfocyty regulacyjne wykazujg ekspresje
czynnika transkrypcyjnego Foxp3.

GrupaA (EC DPBS) Grupa B (EC DNP-BSA)

jL2 9,99 R 15,3
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Podsumowujgc komorki Treg indukowane EC aplikacjg antygenu biatkowego
DNP-BSA nalezg do populacji limfocytow TCRaB*CD4'CD25"Foxp3*. Natomiast limfocyty
TCRyd", CD8" oraz NKT wydajg sie nie odgrywaé istotnej roli w opisywanym fenomenie

supresiji.

4.7. STAN TOLERANCJI IMMUNOLOGICZNEJ INDUKOWANY EC APLIKACJA ANTYGENU BIALKOWEGO JEST

ANTYGENOWO NIESWOISTY.

Kolejnym krokiem w badaniach nad EC indukowang supresjg byto sprawdzenie
czy wykazuje ona swoisto$¢ antygenowg. W tym celu uzyto trzech modeli
doswiadczalnych. W modelu aktywnej toleryzacji myszy szczepu BALB/c eksponowano
na nie reagujgce ze sobg krzyzowo antygeny: DNP-BSA, OVA (owalbumina), MBP
(zasadowe biatko mieliny) oraz OX-lg (immunoglobuliny mysie skoniugowane
Zz oksazolonem). Po tygodniowej EC toleryzacji w/w antygenami, zwierzeta aktywnie
immunizowano 0,5% DNFB, a po uptywie pieciu dni wywolywano faze efektorowg
reakcji CHS (procedura zgodna ze Schematem 1 opisanym w rozdziale Materiaty
i Metody). Wyniki przedstawione na Ryc. 7A pokazujg, ze EC aplikacja DNP-BSA (Ryc.
7TA.1 i 7A.2, Grupy B) oraz antygendéw nie reagujacych krzyzowo z DNP, takich jak
OVA, MBP (Ryc. 7A.1, Grupy C i D) oraz OX-lg (Ryc. 7A.2, Grupa C) znamiennie
hamujg odpowiedz CHS. Wynik ten wskazuje na brak swoistosci antygenowej
obserwowanego zjawiska tolerancji immunologicznej. Istotnos¢ statystyczna: Ryc.
7A.1.: Grupy B - D vs Grupa A, p<0,02; Ryc. 7A.2.: Grupy B, C vs Grupa A, p<0,001.

Wynik tego doswiadczenia zostat potwierdzony w modelu adoptywnego
.transferu in”, gdzie komorki regulacyjne indukowano EC podaniem: DNP-BSA, MBP
i OX-lg. Komérek Treg podawano i.v naiwnym, syngenicznym biorcom szczepu
BALB/c, w ilosci 5x10” kom / biorce (procedura 3.2.7.). Dwie godziny pézniej myszy
uczulano, a nastepnie testowano na odpowiedz kontaktowg. Wyniki przedstawione na
Ryc. 7B potwierdzajg rezultaty uzyskane w modelu aktywnej toleryzacji, dowodzac
brak swoistosci antygenowej badanego fenomenu supresji. Istotno$¢ statystyczna:
Ryc. 7B.1.: Grupy B i C vs Grupa A, p<0,05; Ryc. 7B.2: Grupy B, C vs Grupa A,
p<0,01.
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Ryc. 7A.1.
Grupa EC aplikacja
antygenu
A DPBS
B DNP-BSA
C OVA
D MBP
Ryc. 7A.2.
Grupa EC aplikacja
antygenu
A DPBS
B DNP-BSA
C OX-lg

Ryc. 7A. EC aplikacja antygenu biatkowego przed uczuleniem DNFB
wywotuje stan antygenowo nieswoistej toleranciji.

Uczulenie % kontroli
kontaktowe pozytywnej
DNFB

+ 100
+ 56
+ 71
+ 61

Uczulenie % kontroli
kontaktowe pozytywnej
DNFB

+ 100
+ 51
+ 46

24-godz. nadwrazliwosé
kontaktowa (j x 102 mm + SE )

24-godz. nadwrazliwos¢
kontaktowa (j x 10° mm + SE )
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Ryc. 7B. EC aplikacja antygenu biatkowego przed uczuleniem DNFB
wywotuje stan antygenowo nieswoistej tolerancji — model ,transfer in”.

Ryc. 7B.1.

Grupa Treg Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwos¢
indukowane  kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j X 10 mm #+ SE )
EC aplikacja: DNFB

B DNP-BSA + 30 —

0 2 4 6 8 10 12
Ryc. 7B.2.
Grupa Treg Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwo$¢é
indukowane kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j X 10? mm + SE )
EC aplikacja: DNFB

B DNP-BSA + 30

12 16 20 24

o
N
fo')

W kolejnym modelu tzw. ,transfer out” komorki efektorowe CHS swoiste dla
DNFB byty inkubowane z komérkami regulacyjnymi indukowanymi EC podaniem DNP-
BSA, OVA, MPB lub OX-lg. Do indukcji komérek Tef i Treg oraz jako biorcow uzyto
myszy szczepu BALB/c. Komérki Tef w ilosci 7x10°/ biorce (LNC + SPLC w stosunku 1:1)
inkubowano z komérkami Treg w ilosci 5x10" / biorce (LNC + SPLC w stosunku 1:1),
a nastepnie przenoszono do naiwnych biorcow, u ktérych dwie godziny podzniej
wywotywano reakcje CHS. W kontroli pozytywnej zwierzetom podano wytgcznie komorki
Tef. Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie ze Schematem 3 opisanym w punkcie 3.2.8.
w rozdziale Materiaty i Metody, a wyniki przedstawiono na Ryc. 7C. Istotnos¢
statystyczna: Ryc. 7C.1.: Grupy B-D vs Grupa A, p<0,02; Ryc. 7C.2.. Grupy B,
C vs Grupa A, p<0,01.
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Ryc. 7C. EC aplikacja antygenu biatkowego przed uczuleniem DNFB

wywotuje stan antygenowo nieswoistej tolerancji — model ,transfer out”.

Ryc. 7C.1.
Grupa Treg Transfer % kontroli 24-godz. nadwrazliwos$¢é
indukowane Tef pozytywnej kontaktowa (j X 10° mm + SE )
EC aplikacja:
B DNP-BSA + 20 —
C OVA + 34
0 izP T =
0 2 4 6 8
Ryc. 7C.2.
Grupa Treg Transfer % kontroli 24-godz. nadwrazliwos¢
indukowane Tef pozytywnej kontaktowa ( j x 102 mm + SE )
EC aplikacja:
B DNP-BSA + 19 ‘—4
c  oxg + SN &
0 2 4 6 10
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4.8. STAN TOLERANCJI IMMUNOLOGICZNEJ INDUKOWANY EC APLIKACJA ANTYGENU BIALKOWEGO ZANIKA Z

CZASEM.

Aby okresli¢ jak dlugo utrzymuje sie stan supresji, myszy szczepu BALB/c EC
traktowano 100 yg DNP-BSA, zgodnie z procedurg na Schemacie 1. Nastepnie gaziki z Ag
zostaty usuniete i zwierzeta immunizowano 0,5% DNFB: natychmiast po zdjeciu
opatrunkéw albo jeden tydzien, trzy tygodnie bgdz pie¢ tygodni pdzniej (Ryc. 8, Grupy
B-E). Kontrola pozytywna, ktorej podano DPBS na skére (Grupa A) zostata natychmiast
aktywnie uczulona DNFB po usunigciu gazikéw. Pie¢ dni po uczuleniu u wszystkich grup
myszy wywotano faze efektorowg i badano w tescie CHS. Wykazano, ze stan
areaktywnosci immunologicznej utrzymuje sie okoto trzech tygodni od jego indukcji,
a catkowicie zanika po pieciu tygodniach. Istotnos¢ statystyczna: Grupy B, C, D vs Grupa

A, p<0,001; Grupa E vs Grupa A, p=ns.

Ryc. 8. Stan tolerancji indukowanej przez skére zanika z czasem.
Grupa EC aplikacja Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwos¢
DNP-BSA kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j X 10 mm #+ SE )
(tygodnie po DNFB
usunieciu
opatrunku)
B 0 + 39 ‘
C 1 + 42
D 3 + 36 |
) 5 + N 2020 090=
0 2 4 6 8 10 12 14
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4.9. KOMORKI REGULACYJNE INDUKOWANE NASKORNA APLIKACIA ANTYGENU HAMUJA FAZE INDUKCYINA

| EFEKTOROWA REAKCJI CHS.

Dotychczas przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na wykazanie, ze
tygodniowa EC toleryzacja DNP-BSA prowadzi do powstania komoérek Treg hamujgcych
reakcje CHS. W kolejnym doswiadczeniu postanowiono sprawdzi¢, czy komorki
regulacyjne hamujg indukcje komoérek Tef czy tez blokujg ich dziatanie w fazie
wykonawczej. Aby rozstrzygna¢ niniejszy problem, 5x10° komoérek Treg (LNC, SPLC)
podawano naiwnym syngenicznym zwierzetom (szczep BALB/c) dwie godziny przed
uczuleniem DNFB lub dwie godziny przed wywotaniem reakcji CHS. Pozytywng kontrole
(Ryc. 9, Grupa A) wytgcznie immunizowano 0,5% DNFB. Wszystkie grupy zwierzgt badano
w tescie CHS.

W niniejszym doswiadczeniu ustalono, ze komorki Treg podane zaréwno przed
indukcjg reakcji CHS jak réwniez podane przed wywotaniem reakcji powodujg znamienne
zahamowanie reakcji CHS o okoto 50% wzgledem pozytywnej kontroli. Istotnos¢
statystyczna: Grupy B i C vs Grupa A, p<0,05.

Ryc. 9. Komoérki regulacyjne indukowane EC aplikacjg antygenu hamujg
faze indukcyjng i efektorowg reakcji CHS.
Grupa Transfer Treg  Uczulenie % kontroli 24-godz. nadwrazliwosc¢
indukowanych  kontaktowe pozytywnej kontaktowa ( j x 102 mm + SE )
EC aplikacjg DNFB
DNP-BSA
2 godz. przed
B uczuleniem + 50
DNFB
2 godz. przed ‘ |—
C wywotaniem + 56
reakciji
0 2 4 6 8 10 12 14 16
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4.10. CYTOKINY NIE BIORA UDZIALU W NASKORNIE INDUKOWANEJ SUPRESJI.

W niniejszym eksperymencie postanowiono sprawdzi¢, czy cytokiny
przeciwzapalne sg odpowiedzialne za supresje wywotang EC podaniem antygenu
biatkowego. W tym celu, myszy szczepu BALB/c traktowano przez okres tygodnia
DPBS (Rycina 10A, Grupa A) lub DNP-BSA (Ryc. 10A, Grupa B). W dniu ,+7”
izolowano LNC, ktore nastepnie hodowano z antygenem DNP-BSA przez 48 godzin.
W uzyskanych supernatantach oznaczono poziom nastepujgcych cytokin
przeciwzapalnych: IL-4, IL-10, IL-13, IL-17E, TGF-B. Do$wiadczenie przeprowadzono
wedtug procedury opisanej w punkcie 3.2.12.

Wyniki przedstawione na Ryc. 10A dowodzg, ze EC aplikacja DNP-BSA (Grupa
B) nie indukuje produkcji cytokin przeciwzapalnych. Istotno$¢ statystyczna: Grupa B vs
Grupa A dla IL-4, IL-10, IL-13, IL-17E i TGF-B, p=ns.

Ryc.10A. EC toleryzacja DNP-BSA nie indukuje produkcji cytokin
przeciwzapalnych.

300

250

N
o
o

B Grupa A (EC DPBS)

4 Grupa B (EC DNP-BSA)

Stezenie [pg/ml]
= [
o (o]
o o

a
o

IL-4 IL-10 IL-13 IL-17E~ TGF-B

Powszechnie wiadomo, ze reakcji zapalnej w tym rowniez reakcji CHS
towarzyszy produkcja cytokin prozapalnych. W zwigzku z powyzszym w kolejnym
eksperymencie sprawdzono, czy EC ekspozycja na DNP-BSA przed aktywnym
uczuleniem DNFB zmniejszy produkcje cytokin prozapalnych. W tym celu myszy
BALB/c EC traktowano DNP-BSA (Ryc. 10b, Grupa B) lub DPBS (Grupa A) przez

tydzien, a nastepnie uczulano 0,5% DNFB. Po uptywie 5 dni od immunizacji zostata
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zatozona hodowla z LNC w obecnosci antygenu. Supernatanty zebrane znad hodowli
byty testowane na zawartos¢: IL-12, TNF-a i IFN-y. Wyniki na Ryc. 10B pokazujg, ze
poziom wszystkich testowanych cytokin prozapalnych ulegt obnizeniu po aplikacji
DNP-BSA na skore, gdy poréwnano go z poziomem cytokin u myszy traktowanych
czystym DPBS. Istotno$¢ statystyczna: grupa B vs Grupy A dla IL-12, TNF-a i IFN-y,
p<0,01.

Podsumowujac, cytokiny przeciwzapalne nie biorg udzialu w EC indukowanej
supresji. Manewr EC immunizacji DNP-BSA przed aktywnym uczuleniem DNFB

hamuje produkcje cytokin prozapalnych.

Ryc.10B. EC toleryzacja DNP-BSA przed aktywnym uczuleniem
hamuje produkcije cytokin prozapalnych.

500 - 550 - 7000 -
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4.11. SUBSTANCJE ROZPUSZCZALNE NIE BIORA UDZIAtU W NASKORNIE INDUKOWANEJ SUPRESJI.

W niniejszym eksperymencie postanowiono sprawdzi¢, czy substancje
rozpuszczalne, inne niz dotychczas przetestowane cytokiny biorg udziat w EC
indukowanej supresji. W tym celu 3x10° komoérek Tef hodowano z dodatkiem

supernatantu (SN) zebranego z hodowli LNC wyizolowanych od myszy C57BL/6

Wyniki Strona 62



uprzednio traktowanych DNP-BSA. Cato$¢ hodowano w obecnosci DNP-BSA,
w dwoch roznych stezeniach 100 pg / ml i 30 ug / ml. W kontroli pozytywnej komorki
Tef hodowano z samym Ag (Ryc. 11, Grupa A), a w kontroli supresji hodowano
komorki Tef wraz z komorkami Treg (w stosunku 1:1), w obecnosci Ag (Grupa B). Aby
oceni¢ wytgcznie proliferacie komoérek Tef, przed hodowlg komorki Treg byty
naswietlane promieniami y, by zahamowac ich zdolno$¢ do podziatu. Dodatkowo
dotgczono grupe kontrolng, gdzie hodowano same nienaswietlane komérki Treg z Ag
(Grupa D). Test proliferacji przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w punkcie
3.2.9.

Wyniki przedstawione na Ryc.11 wykazujg, ze komorki Treg hamujg proliferacje
komorek Tef (Grupa B). Efektu takiego nie obserwowano w sytuacji hodowli komérek
Tef z SN (Grupa C). Dodatkowo wykazano, ze komoérki Treg (nienaswietlane) majg
zdolnos¢ do proliferacji w obecnosci antygenu (Grupa D). Istotno$é¢ statystyczna: dla
stezenia Ag 100 ug / ml: Grupa B vs A, p<0,01; Grupy C i D vs A, p=ns; dla stezenia
30 pg / ml: Grupa B vs A, p<0,05; Grupy Ci D vs A, p=ns.

Ryc.11. Substancje rozpuszczalne nie biorg udziatu w EC indukowanej supresiji.
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4.12. NASKORNIE INDUKOWANA SUPRESJA WYMAGA BEZPOSREDNIEGO KONTAKTU POMIEDZY KOMORKAMI

TREG I TEF.

W poprzednich doswiadczeniach wykazano, ze w hamowaniu reakcji CHS
cytokiny przeciwzapalne nie odgrywajg roli. Warto jednak pamietaé, ze komorki
o aktywnosci regulacyjnej mogg hamowaé dziatanie komorek efektorowych nie tylko
przez substancje rozpuszczalne lecz rowniez poprzez kontakt bezposredni pomiedzy
komorkami  Treg-Tef [140, 141]. W zwigzku z powyzszym przeprowadzono
eksperyment, w ktérym myszom szczepu BALB/c podano i.v. komorki Tef ktére
podczas wczesniejszej inkubacji byty oddzielone od komoérek Treg biong
potprzepuszczalng (system trans-well chambers), kiéra pozwala na przenikniecie
czynnikdbw rozpuszczalnych np. cytokin lecz nie pozwala na bezposredni kontakt
komorek (Ryc. 12A, Grupa C). W grupie kontroli supresji podano komérki Tef, ktére
podczas inkubacji znajdowaty sie w bezposrednim kontakcie z komaérkami Treg (Grupa
B), natomiast grupa kontroli pozytywnej otrzymata wytgcznie komoérki Tef (Grupa A).
Komorki Treg i Tef byly pozyskane od myszy szczepu BALB/c zgodnie z procedurg
3.2.7. oraz 3.2.8., natomiast inkubacje komodrek przeprowadzono na podstawie
procedury 3.2.13. Dwie godziny po dozylnym podaniu komdérek, wywotano reakcje
CHS poprzez aplikacje haptenu 0,1% DNFB na uszy i myszy badano w tescie CHS, 24

godziny pézniej.

Ryc.12A. Do zahamowania reakcji CHS wymagany jest kontakt bezposredni N
pomiedzy komérkami Treg-Tef.
Grupa Treg Kontakt z Tef % kontroli 24-godz. nadwrazliwos¢
indukowane  indukowanymi pozytywnej kontaktowa (j X 10? mm = SE)
EC aplikacjg DNFB
DNP-BSA
B + bezposredni 36 | ‘
C + poprzez 108
przepuszczalng
0 4 8 12 16 20
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Wyniki zaprezentowane na Ryc. 12A wskazujg, ze komorki Treg zmieszane
z komérkami Tef (Grupa B) hamujg reakcje CHS o 64% w poréwnaniu do grupy
kontroli pozytywnej. Zahamowania odpowiedzi nie obserwowano przy rozdzieleniu
komorek Treg i Tef podczas inkubacji (Grupa C). Przedstawione wyniki wskazuja, ze
u podstaw EC indukowanej supresji lezy bezposredni kontakt pomiedzy komodrkami
Treg i Tef. Istotnosc¢ statystyczna: Grupa B vs Grupa A, p<0,01; Grupa C vs A, p=ns.

W poprzednim do$wiadczeniu wykazano, ze w mechanizmie supresji potrzebny
jest bezposredni kontakt miedzy komorka efektorowg i regulacyjng. Dlatego w kolenym
doswiadczeniu testowano czy oddzielne dozylne podanie komérek Treg i Tef wptywa
na supresje. W zwigzku z powyzszym przeprowadzono eksperyment, w ktérym naiwne
myszy szczepu BALB/c dostawaly i.v. komorki Treg (w ilosci 5x107) i Tef (w iloSci
7x10’) pochodzgce od syngenicznych dawcow. Zwierzeta w Grupie B (Ryc. 12B)
dostaty mieszaning komorek Treg i Tef poddanych wczesniejszej inkubacji in vitro,
natomiast zwierzeta w Grupie C otrzymaly i.v. komérki Treg i Tef bez uprzedniej
inkubacji in vitro, w odstepie 5 minut (procedure opisano w punkcie 3.2.8.). Grupe
kontrolng stanowity myszy, ktorym podano wytgcznie komorki Tef (Grupa A).
Nastepnie wszystkie grupy zwierzat poddano testowi CHS. Wyniki przedstawione na
Ryc. 12B wskazujg, ze oddzielne podanie komorek Treg i Tef nie zaburza supresii.
Dzieje sie tak prawdopodobnie dlatego, ze w/w komoérki kontaktujg sie ze sobag
w narzadach chtonnych i tam dochodzi do interakcji pomiedzy nimi. Istotnos$é

statystyczna: Grupy B i C vs Grupa A, p<0,001.

Ryc. 12B. Oddzielne podanie komorek Treg i Tef nie zaburza EC indukowanej
supresiji.
Grupa Transfer Treg Inkubacja % kontroli 24-godz. nadwrazliwo$¢
indukowanych w tazni pozytywnej kontaktowa ( j X 10% mm + SE )
DNP-BSA wodnej
oraz/ lub Tef
indukowanych
DNFB:
B TefiTreg + 44 }-‘
. —
C TefiTreg - 45 ﬁ
0 2 4 6 8 10 12
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4.13. MOLEKUtA CTLA-4 ODGRYWA KLUCZOWA ROLE W EC INDUKOWANEJ SUPRESII.

W poprzednich doswiadczeniach wykazano, Ze opisywana supresja wymaga
bezposredniego kontaktu komorek Treg i Tef. Wiadomo, ze w supresji odbywajgcej sie na

drodze bezposredniego kontaktu kluczowg role odgrywa molekuta CTLA-4 (CD152).

Ryc. 13. Kontakt miedzy komérkg Treg i Tef zachodzi przy udziale CTLA-4. ]
Grupa Transfer Treg Transfer Tef % kontroli 24-godz. nadwrazliwos¢
indukowanych indukowanych pozytywnej kontaktowa (j x 10% mm + SE)
DNP-BSA DNFB
B petne Treg + 8
C CD4+ CD25+ + 14
D  CD4+CD25- ¥ 69 |H
CD4+ CD25+
CD4+ CD25-
CD4+ CD25-
G + kontrola + 2 |—<
izotypowa
O 2 4 6 8 10 12

W celu sprawdzenia roli CTLA-4 w EC indukowanej supresji przeprowadzono
niniejsze doswiadczenie, w ktorym izolowano komorki Treg przy uzyciu drobin
magnetycznych. Dawcow komérek regulacyjnych EC toleryzowano DNP-BSA i po uptywie
tygodnia pobierano od nich LN, z ktorych nastepie izolowano populacje komorek
CD4'CD25" oraz CD4'CD25". Limfocyty CD4°'CD25" inkubowano z limfocytami Tef po
uprzednim traktowaniu mAb anty-CD152 (Ryc. 13, Grupa E). W grupach kontrolnych
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komorki Tef inkubowano z limfocytami CD4'CD25", ktére uprzednio traktowano (Grupa F)
lub nie traktowano (Grupa D) mAb anty-CD152. Dodatkowo dotgczono grupy, gdzie
komorki Tef inkubowano z limfocytami CD4'CD25" traktowanymi przeciwciatami
kontrolnymi (kontrola izotopowa, Grupa G) lub samym medium (Grupa C). Kontrole
supresji stanowity komorki Tef inkubowane z nieseparowanymi limfocytami regulacyjnymi
(Grupa B), podczas gdy w kontroli pozytywnej przenoszono jedynie komoérki efektorowe
(Grupa A). Tak przygotowane komorki podawano naiwnym syngenicznym biorcom szczepu
BALB/c, u ktérych dwie godziny pézniej wywotywano reakcje CHS i oceniano jg 24 godziny
pozniej. Doswiadczenie opisano w Materiatach i Metodach w punkcie 3.2.14.

Wyniki przedstawione na Ryc. 13 wykazujg, ze limfocyty CD4'CD25" sg
odpowiedzialne za EC indukowang supresje (Grupa C), a mechanizm ich dziatania zalezy
od molekuty CTLA-4 (Grupa E). Istotnos¢ statystyczna: Grupy B, C, G vs Grupa A,
p<0,001; Grupy D, E, F vs Grupa A, p=ns.
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5 o DYSKUSJA

Organizm czlowieka stale narazony jest na dziatanie licznych czynnikéw
patogennych, dlatego tez niezbedne jest istnienie mechanizmoéw umozliwiajgcych szybkie
rozpoznanie i reagowanie na substancje zagrazajgce zdrowiu i zyciu ustroju. Prawidtowe
funkcjonowanie mechanizméw odpowiedzi immunologicznej swoistej (nabytej) podlega
precyzyjnej regulacji, w ktérej kluczowg role odgrywajg limfocyty T regulacyjne (Treg).
Komoérki Treg sg odpowiedzialne za niedopuszczenie do odpowiedzi na autoantygeny, jak
réwniez regulujg nasilenie i czas trwania odpowiedzi na antygeny obce. Zaburzenia w
dziataniu mechanizméw regulacyjnych mogg prowadzi¢ do rozwoju schorzen
autoimmunologicznych oraz do odpowiedzi na antygeny obojetne, w wyniku czego
dochodzi do rozwoju alergii [142, 143].

Ustréj cztowieka kontaktuje sie z otoczeniem poprzez dwie bariery anatomiczne {j.
skore oraz btony sluzowe. Powszechnie wiadomo, ze podanie antygenu na btony sluzowe
poza wywotaniem lokalnej odpowiedzi immunologicznej na S$luzéwkach prowadzi
jednoczesnie do powstania stanu tolerancji na obwodzie [109, 144]. Zjawisko to lezy u
podstaw tolerancji sluzéwkowej (np. tolerancja pokarmowa). Z kolei skére przez szereg lat
traktowano jako miejsce, w ktérym stosunkowo tatwo mozna indukowa¢ silng odpowiedz
komodrkowg, ktérej klasycznym przyktadem jest reakcja nadwrazliwosci kontaktowej
podczas gdy skoérze jako miejscu, w ktérym mozna indukowac tolerancje nie poswiecano
wiekszej uwagi [145].

Ze wzgledu na znaczne podobienstwo funkcjonalne obu barier anatomicznych,
mozna przypuszczac, ze podobnie jak ma to miejsce w przypadku Sluzéwek podanie
antygenu na skore poza indukcjg odpowiedzi immunologicznej, przy spetnieniu
odpowiednich warunkow pozwoli takze na wywotanie stanu tolerancji immunologicznej.

Wang i wsp. zaobserwowali, ze naskorne podanie owoalbuminy indukuje atopowe
zapalenie skory, ktéremu towarzyszy wydzielanie IL-4 przez limfocyty Th2 z jednoczesng
syntezg przeciwciat IgE oraz IgG1 [146, 147]. Nastepnie Herrick i wsp. wykazali, ze EC
aplikacja OVA wywotuje model zwierzecy astmy u myszy [148]. Powszechnie wiadome
jest, ze cytokiny uwalniane przez komoérki Th2 mogg hamowac¢ odpowiedz zalezng od
limfocytéw Th1 [149]. W oparciu o powyzsze obserwacje wysunieto hipoteze, ze przy
spetnieniu odpowiednich warunkéw, EC immunizacja antygenem biatkowym przed

indukcjg odpowiedzi Th1 zaleznej moze powodowac jej zahamowanie.
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Badania prowadzone od wielu lat w Katedrze Biologii Medycznej UJ CM wykazaty,
ze EC aplikacja antygenu biatkowego, w postaci opatrunku z gazy prowadzi do opdznienia
wystgpienia objawdéw chorobowych oraz hamuje proces =zapalny towarzyszacy
schorzeniom autoimmunizacyjnym u myszy, posrod ktérych znajdujg sie eksperymentalne
zapalenie rdzenia kregowego i mozgu [123, 124, 125, 126] oraz kolagenowe zapalenie
stawdw [127]. Ponadto zaobserwowano, ze manewr EC immunizacji antygenem biatkowym
spowalnia proces odrzucania allogenicznego przeszczepu skory [150]. Dalsze badania
wykazaty, ze EC aplikacja antygenu biatkowego wywotuje stan tolerancji, prowadzacy do
zahamowania odpowiedzi komorkowej na TNP w modelu reakcji CHS CD4" Th1 zaleznej.
Supresja CHS wywotana EC podaniem antygenu biatkowego nie wykazuje swoistosci
antygenowej i jest wynikiem dziatania limfocytow TCRaB*CD4"'CD8" wywierajgcych swoje
dziatanie regulacyjne za posrednictwem uwalnianego TGF-B [118, 120, 121, 151]. Z kolei
badania kliniczne przeprowadzone w grupie pacjentéw chorych na stwardnienie rozsiane
potwierdzity skutecznos$é tej metody w terapii u ludzi [130]. We wszystkich dotychczas
testowanych modelach doswiadczalnych badano skutecznos¢ EC indukowanej tolerancji w
negatywnej regulacji reakcji CD4" Th1 zaleznej. Natomiast do chwili obecnej nie byto
wiadomo, czy niniejsza metoda jest rowniez skuteczna w hamowaniu reakcji CD8"
zaleznej. W zwigzku z tym w niniejszej pracy postanowiono sprawdzi¢, czy EC aplikacja
antygenu biatkowego w postaci opatrunku z gazy jest w stanie negatywnie regulowac
odpowiedz komodrkowg zalezng od limfocytow CD8". Jako model doswiadczalny
wykorzystano reakcje CHS CD8" Tc1 zalezna.

W pierwszym etapie badan pokazano, ze faktycznie EC aplikacja antygenu
biatkowego DNP-BSA przed aktywnym uczuleniem 0,5% DNFB prowadzi do znamiennego
zahamowania reakcji CHS, a proces ten jest zalezny od dawki antygenu, ktéra miesci sie w
przedziale pomiedzy 100 a 3 pg / mysz (Ryc. 1). Obserwowany stan supresji odpowiedzi
kontaktowej zostat zbadany za pomocg pomiaru przyrostu grubosci matzowiny usznej,
zmiany przepuszczalnosci naczyn wlosowatych w miejscu aplikacji haptenu, zmiany
przyrostu ,wagi uszu”, zmiany stezenia IFN-y oraz aktywnosci MPO w homogenatach
bioptatéw usznych (Ryc. 2A — E). Powyzsze wyniki potwierdzono w tescie in vitro,
wykazujgc ze EC aplikacja antygenu biatkowego hamuje proliferacje komoérek Tef reakciji
CHS (Ryc. 3). Powszechnie wiadomo, ze reakcji zapalnej, w tym réwniez reakcji CHS
towarzyszy produkcja cytokin prozapalnych. W zwigzku z powyzszym sprawdzono, czy
EC ekspozycja na DNP-BSA przed aktywnym uczuleniem DNFB zmniejszy produkcje
tych cytokin. Przeprowadzone badania wykazaty, ze manewr EC toleryzacji faktycznie
hamuje produkcje cytokin prozapalnych takich jak IL-12, IFN-y oraz TNF-a (Ryc. 10B).

Mozna wiec przypuszczaé, ze mechanizm EC indukowanej tolerancji jest nastepstwem
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miedzy innymi hamowania wydzielania cytokin prozapalnych przez komorki Tef oraz
komorki APC.

Postugujgc sie modelem ,transferu in” reakcji CHS wykazano, ze badany stan
tolerancji mozna przenies¢ do naiwnych biorcow za pomocg komodrek wezidw chtonnych
pachowych i pachwinowych, sledziony oraz grasicy myszy. Opisywang populacje komérek
zdolnych do przeniesienia supresji nazwano komorkami T regulatorowymi (Treg) (Ryc. 4).

W celu okreslenia fenotypu populacji komérek Treg postuzono sie technikg
.negatywnej selekcji”, gdzie przy pomocy odpowiednich przeciwciat mAb i dopetniacza
usuwano okreslone populacje limfocytow T przed procedurg ,transferu in” (Ryc. 6A).
Wyniki te byly potwierdzone w kolejnym eksperymencie, gdzie do indukcji komorek
regulacyjnych wykorzystano defektywne szczepy myszy pozbawione okreslonych populacii
limfocytow T takich jak: TCR®-/- (myszy nie posiadajgce limfocytow T z receptorem
TCRyd), CD1d-/- (myszy nie posiadajgce limfocytdw NKT CD1d zaleznych), oraz (3,m-/-
(myszy, u ktorych brak limfocytéw CD8") (Ryc. 6B). Ponadto do okreslenia fenotypu
komorki regulacyjnej wykorzystano metode separacji magnetycznej, gdzie przy uzyciu
przeciwciat mAb sprzezonych z drobinami magnetycznymi izolowano komorki, ktére
nastepnie podawano naiwnym zwierzetom i badano ich aktywnos¢ regulacyjng w tescie
CHS (Ryc. 13). Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze komorkg zdolng do
zahamowania reakcji CHS w badanym uktadzie jest limfocyt T o fenotypie
TCRaB*CD4'CD25". Populacje limfocytow TCRyd oraz limfocytéw NKT CD1d zaleznych
wydajg sie nie by¢ zaangazowane w EC indukowanej supresji. Uzyskane wyniki roznig sie
od rezultatéw otrzymanych dotychczas w modelu reakcji CHS wywotanej TNP-CI, gdzie
wykazano, ze EC aplikacja antygenu TNP-Ig powoduje powstanie komoérek o fenotypie
TCRaB*CD4*CD8", gdzie zaréwno populacja limfocytébw CD25" jak i CD25" jest zdolna do
hamowania odpowiedzi [122]. Trudno wyjasni¢ takg rozbieznos$¢. Prawdopodobnie wynika
ona z réznych mechanizmdéw regulujgcych odpowiedz Th1 i Tc1 zalezng [152]. Inne
doniesienia mowig o tym, ze zaréwno immunizacja haptenem, jak rowniez podanie
haptenu drogg pokarmowg indukuje komorki Treg CD4"CD25" [88, 153]. W literaturze o
zasiegu miedzynarodowym mozna takze znalez¢ informacje o tym, ze komorki Treg
zaangazowane w negatywng regulacje reakcji CHS wykazujg ekspresje czynnika
transkrypcyjnego Foxp3® [96, 154, 155]. W celu sprawdzenia, czy EC toleryzacja
antygenem biatkowym powoduje powstanie komoérek Treg wykazujgcych ekspresje
czynnika transkrypcyjnego Foxp3*, myszy EC traktowano DNP-BSA lub wytgcznie DPBS, a
siedem dni p6zniej oznaczano markery powierzchniowe (TCRop, CD4 oraz CD25) na
komoérkach Treg pobranych z LN, a nastepnie komorki testowano na obecnosé czynnika
transkrypcyjnego Foxp3. Przy uzyciu cytometrii przeptywowej zaobserwowano znamienny
wzrost populacji komoérek TCRaB*CD4'CD25"Foxp3* po aplikacji DNP-BSA w poréwnaniu
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do kontroli, traktowanej wytgcznie DPBS (Ryc. 6C). Na uwage zastuguje fakt, ze manewr
EC immunizacji DNP-BSA prowadzit do wzrostu odsetka komorek
TCRaB"CD4"CD25Foxp3” Treg u trzech roznych szczepoéw myszy: BALB/c, C57BL/6 oraz
NOD [132]. Niniejsza obserwacja wskazuje, ze opisywane zjawisko nie jest ograniczone do
jednego szczepu myszy i ma charakter uniwersalny. Warto zaznaczy¢, ze EC immunizacja
DNP-BSA poza zwiekszeniem odsetka komoérek Treg prowadzi takze do wzrostu ich
catkowitej liczby w weztach chtonnych (manuskrypt wystany do druku). Podsumowujac,
wykorzystanie negatywnej oraz pozytywnej selekcji, uzycie defektywnych szczepow myszy
oraz analiza cytofluorymetryczna wykazaty, ze EC aplikacja antygenu DNP-BSA powoduje
powstanie komorek Treg o fenotypie TCRaB*CD4"'CD25"Foxp3”, ktére hamujg odpowiedz
CHS Tc1 zalezna.

Z kolei postugujgc sie modelem adoptywnego transferu reakcji CHS zauwazono, ze
1,35x10" nieseparowanych komérek pochodzgcych z LC (Ryc. 5) i zaledwie 2x10°
oczyszczonych komorek CD4*CD25" izolowanych od myszy EC traktowanych DNP-BSA
(Ryc. 13) jest w stanie zahamowaé dziatanie 7x10” komérek Tef reakcji CHS. Wynik taki
jest zgodny z wczesniejszymi obserwacjami poczynionymi w tutejszej Katedrze, ze
aktywnos$¢ 7x10” komérek efektorowych jest hamowane przez 2x10°komérek supresyjnych
w modelu CHS Th1 zaleznej oraz w modelu zwierzegcym stwardnienia rozsianego [122,
123].

Kolejne badania wykorzystujgce komorki Treg indukowane w réznych punktach
czasowych wykazaty, ze obserwowany fenomen supresji utrzymuje sie przez okres okoto
trzech tygodni od momentu jego indukcji, a nastepnie stopniowo zanika (Ryc. 8). W chwili
obecnej nie jest jasne, dlaczego dochodzi do zaniku aktywnosci komorek regulacyjnych z
uptywem czasu. Jedng w przyczyn takiego stanu moze by¢ stopniowe obumieranie
komoérek Treg spowodowane nieobecnoscig antygenu. Powyzszy wynik potwierdza
doniesienia swiatowe, ze komorki Treg naleza do populacji komérek krétko zyjgcych [156].

Dotychczas przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na wykazanie, ze EC
aplikacja DNP-BSA prowadzi do powstania komdrek regulacyjnych hamujgcych reakcje
CHS, natomiast nie odpowiadajg na pytanie, czy komorki Treg interferujg z powstaniem
komorek Tef CHS, czy tez nie blokujg powstania komorek Tef, natomiast hamujg reakcje w
fazie efektorowej. Aby rozstrzygna¢ niniejszy problem komorki Treg podawano myszom
2 godz. przed immunizacjg DNFB lub 2 godz. przed wywotaniem reakcji CHS (Ryc. 9). W
niniejszym doswiadczeniu wykazano, ze komoérki Treg podane zaréwno przed indukcjg
reakcji CHS jak rowniez podane tuz przed wywotaniem reakcji powodujg jej znamienne
zahamowanie. Najswiezsze wyniki badan nad EC indukowang supresjg wykazaly, ze
podanie komérek nawet 4 godz. po wywotaniu reakcji CHS znamiennie hamuje reakcje

zapalng w uszach [132]. Wyniki te moga swiadczy¢, iz metoda EC tolerancji moze znalez¢
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zastosowanie w terapii juz toczgcego sie procesu zapalnego skory. Obserwacja ta jest
zgodna z badaniami prowadzonymi w modelu zwierzecym EAE, gdzie wykazano, ze EC
podanie MBP w chwili pojawienia sie pierwszych symptoméw choroby prowadzito do jej
zahamowania [125]. Podobne obserwacje poczyniono takze w modelu CIA u myszy [157,
manuskrypt wystany do druku]. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze badania kliniczne
przeprowadzone w grupie chorych na stwardnienie rozsiane potwierdzity skutecznosé
opisywanej metody w terapii schorzen autoimmunizacyjnych [130].

Wyniki badan Ring i wsp. prowadzone nad regulacjg reakcji CHS wykazaty, ze
komérki Treg hamujg zarowno faze indukcyjng oraz efektorowg reakcji CHS [97].
Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki nie wykluczajg mozliwosci, ze komorki Treg
przenoszone w dniu immunizacji DNFB, nie blokujg powstania komérek Tef lecz utrzymujg
sie w organizmie biorcéw do momentu wywofania reakcji CHS, hamujgc jedynie faze
efektorowa.

Istotnym zagadnieniem w badaniach nad regulacjg odpowiedzi immunologicznej
jest swoistos¢ antygenowa obserwowanego zjawiska. W niniejszej pracy postugujgc sie
trzema modelami doswiadczalnymi: aktywnym uczuleniem DNFB, modelem ,transfer in”
oraz ,transfer out” testujgc cztery nie reagujgce ze sobg krzyzowo antygeny DNP-BSA,
OVA, MBP i OX-lIg wykazano, ze EC indukowana supresja jest antygenowo nieswoista
(Ryc. 7A-C). Potwierdza to doniesienia z innego o$rodka naukowego, gdzie zauwazono, ze
w modelu reakcji CHS Tc1 zaleznej powstajg komorki Treg o fenotypie CD4'CD25 'Foxp3®,
ktore sg antygenowo nieswoiste i wywierajg swoje dziatania regulujgce za posrednictwem
molekuty FasL [93]. W klasycznym zjawisku supresji, w ktérym biorg udziat limfocyty T
efektorowe oraz komérki Treg, obydwie populacje komoérek sg swoiste dla tego samego
antygenu [95, 158, 159, 160, 161]. Efekt braku swoistosci EC indukowanej supresji, moze
by¢ spowodowany wydzielaniem przez komorke Treg antygenowo nieswoistych czynnikow
np. cytokin, ktére hamujg odpowiedz immunologiczng mediowang przez komorki Tef o
innej swoistosci. Zjawisko takie nosi nazwe efektu ,przygodnego widza” (bystander
suppression) [162]. W badaniach nad mechanizmami tolerancji pokarmowej
zaobserwowano, ze podanie antygenu per os generuje powstanie komorek Treg, ktore
wydzielajg cytokiny przeciwzapalne takie jak TGF-B, IL-4 oraz IL-10 [163]. Podobne
obserwacje poczyniono w innych modelach doswiadczalnych np. reakcji CHS Th1 zaleznej
oraz EAE, gdzie wydzielany TGF-B powoduje zahamowanie objawéw choroby [122, 125].
W badaniach in vivo oraz in vitro wykazano, ze doustne podanie antygenu prowadzi do
powstania komorek Treg antygenowo nieswoistych, ktére w fazie efektorowej hamujg
odpowiedz immunologiczng za posrednictwem antygenowo nieswoistych cytokin

przeciwzapalnych [156].
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W celu ustalenia mechanizmu EC indukowanej supresji postuzono sie czterema
modelami eksperymentalnymi. Pierwszy z nich polegat na ocenie produkcji cytokin in vitro
przez LNC wyizolowane od myszy EC immunizowanych DNP-BSA. Wczesniejsze badania
nad EC indukowang supresjg odpowiedzi Th1 zaleznej wykazaty, ze komoérki Treg hamujg
reakcje zapalng w modelu reakcji CHS oraz EAE poprzez wydzielany TGF- [122, 123]. W
badanym obecnie modelu reakcji CHS Tc1 zaleznej, wykazano, ze LNC izolowane od
zwierzat EC traktowanych DNP-BSA nie wydzielajg cytokin przeciwzapalnych takich jak:
IL-4, IL-10, IL-13, IL-17E oraz TGF-f3, co sugeruje ze w/w cytokiny nie sg zaangazowane w
proces supresji (Ryc. 10A). Wyniki te, nie wykluczajg jednak mozliwosci, ze w badanej
supresji moga by¢ zaangazowane inne czynniki rozpuszczalne anizeli przetestowane
cytokiny. W zwigzku z powyzszym wykonano test proliferacji in vitro gdzie komorki
efektorowe reakcji CHS byly hodowane 2z naswietlonymi komdrkami Treg Ilub
supernatantem z hodowli LNC pochodzacych od myszy EC immunizowanych DNP-BSA
(Ryc. 11). Wyniki tego eksperymentu wykazaty, ze substancje rozpuszczalne, inne niz
cytokiny, nie biorg udziatu w EC indukowanej tolerancji. Wyniki te mogg sugerowac, ze
badana supresja wymaga bezposredniego kontaktu miedzy komérkag Tef i Treg [140, 164].
Aby sprawdzi¢ niniejszg hipoteze, uzyto systemu bton potprzepuszczalnych pozwalajgcych
na wymiane czynnikdw rozpuszczalnych pomiedzy komérkami Treg i Tef, a tym samym
niedopuszczajgcych do bezposredniego kontaktu komoérek [165]. Niniejsze doswiadczenie
wykazato, ze rozdzielenie komoérek Tef i Treg znosi supresje reakcji CHS. Wykonany
poézniej adoptywny transfer pokazat, ze separacja EC indukowanych komérek Treg od
limfocytéw Tef podczas inkubaciji in vitro, znosi efekt supresji (Ryc. 12A). Dane te sugeruja,
ze musi nastgpi¢ bezposredni kontakt miedzy komorkg efektorowa, a regulacyjng aby
doszto do zahamowania reakcji CHS. Taki rodzaj supresji moze by¢ osiggniety za pomocg
kilku mechanizmow: zabijania komérek Tef albo komodrek prezentujgcych antygen lub
poprzez uposledzenie funkcji komérek APC albo aktywowanych limfocytéw T [166, 167,
168, 169].

W niniejszej pracy wykazano, ze toleryzacjia DNP-BSA prowadzi do powstania
komoérek Treg CD25'Foxp3*. Czynnik transkrypcyjny Foxp3+ reguluje powstawanie i
funkcje limfocytow Treg, jak rowniez wzmaga ekspresje molekut CD25 i CTLA-4, z ktérych
CTLA-4 uczestniczy w jednym z mechanizméw supresji mediowanej przez komérki Treg
[170, 171]. Aby sprawdzi¢, czy molekuta CTLA-4 jest zaangazowana w EC tolerancje,
postanowiono jg zablokowa¢ przeciwcialem mAb podczas inkubacji komérek CD4"'CD25"
Treg, ktora poprzedzata inkubacje komoérek Treg z komorkami Tef. Wyniki przedstawione
na Ryc. 13 wyraznie pokazujg, ze molekuta CTLA-4 jest zaangazowana w supresje.
Interakcja miedzy czgstkg CTLA-4 na limfocycie Treg z receptorem CD80 i CD86 na

komoérce DC jest waznym szlakiem, dzieki ktéremu komérki Treg mogg osiggnaé swojg
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funkcje hamujgca. W Swiatowej literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien, w ktérych mowa
o tym, ze komorki Treg obnizajg ekspresje molekut kostymulujgcych, zarébwno na mysich
jak i ludzkich komérkach DC in vitro oraz obnizajg produkcje cytokin prozapalnych [172,
173]. Podsumowujgc, EC aplikacja antygenu biatkowego DNP-BSA indukuje powstanie
komdrek TCRaB'CD4"CD25Foxp3*, ktére znamiennie hamujg reakcje CHS zalezng od
limfocytéw Tc1. Naskoérnie indukowana supresja wymaga bezposredniego kontaktu
komoérek z udziatem receptora CTLA-4. Mozna przypuszczaé, ze jednym z mechanizméw
supresji moze by¢ zahamowanie ekspresji molekut CD80 i CD86 na komoérkach APC
ograniczajgce mozliwos¢ komorek DC do stymulacji naiwnych limfocytéw T poprzez
receptor CD28. W niniejszej pracy wykazano, ze transfer komoérek Treg hamuje reakcje
CHS zaréwno w fazie indukgcji jak i efektorowe;j.

Mechanizm wykorzystujgcy zdolnosé molekuty CTLA-4 do interferowania z
dziataniem komoérek DC moze ttumaczy¢ hamowanie reakcji CHS po dozylnym podaniu
limfocytow Treg przed aktywnym uczuleniem DNFB, co moze by¢ wynikiem
obserwowanego zahamowania produkcji TNF-a oraz IL-12. Natomiast zmniejszenie
odpowiedzi w fazie efektorowej, po wstrzyknieciu limfocytéw Treg przed wywotaniem
reakcji CHS nie moze by¢ ttumaczony wyzej opisanym mechanizmem. Jest jednak
mozliwe, ze receptor CTLA-4 na komérkach Treg wigze sie z receptorem CD80 i CD86 na
aktywowanych komodrkach T Foxp3" i w sposéb nie do konca jasny obniza funkcje
efektorowg komoérek Tef [174].

Podsumowujgc, przedstawiona w niniejszej pracy metoda indukcji stanu tolerancji
poprzez aplikacje antygenu biatkowego na skore dzieki skutecznosci i prostocie, braku
inwazyjnosci oraz braku widocznych efektéw niepozgdanych sugeruje potencjalng
mozliwos$c¢ jej zastosowania w terapii schorzen alergicznych oraz innych choréb u podstaw,

ktorych lezy przewlekty proces zapalny.
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6 ® WNIOSKI

1. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach BALB/c w modelu Tc1 CD8" zalezne;j
reakcji nadwrazliwosci kontaktowej wykazaty, ze EC aplikacja antygenu DNP-BSA
przed aktywnym uczuleniem 0,5% DNFB hamuje reakcie CHS in vivo. Wyniki
potwierdzono w modelu in vitro, wykazujagc ze EC aplikacja antygenu biatkowego
hamuje proliferacje komoérek Tef. Dodatkowo EC aplikacja DNP-BSA przed uczuleniem
DNFB hamuje produkcje IFN-y, IL-12 oraz TNF-a.

2. Zjawisko EC indukowanej supresji poprzez aplikacje antygenu biatkowego DNP-BSA
na skore jest zalezne od dawki antygenu, ktéra miesci sie w przedziale pomiedzy 100 a

3 pg / mysz. Opisany stan tolerancji utrzymuje sie przez trzy tygodnie.

3. Badania w modelu aktywnego uczulenia, ,transferu in” oraz ,transferu out” reakcji CHS
z wykorzystaniem czterech niereagujacych ze sobg krzyzowo antygenéw: DNP-BSA,
MBP, OVA oraz OX-lg wykazaty brak swoistoéci antygenowej naskérnie indukowane;j

tolerancji.

4. Stosujgc model ,transferu in” oraz model ,transferu out” reakcji CHS wykazano, ze
naskorne podanie antygenu biatkowego prowadzi do powstania komorek regulacyjnych
w weztach chfonnych pachowych i pachwinowych, sledzionach oraz grasicy. Minimalna
ilo§¢ komoérek regulacyjnych potrzebnych do zahamowania CHS wynosi 1,35x10".
Dalsze badania wykazaty, ze indukowane komérki regulacyjne hamuja reakcje CHS w

fazie indukcyjnej i efektorowej.

5. Na drodze ,negatywnej selekcji”, analizy cytofluorymetrycznej oraz przy wykorzystaniu
defektywnych szczepdw myszy TCR&-/- (myszy nie posiadajgce limfocytow T z
receptorem TCRyd), CD1d-/- (myszy nie posiadajgce limfocytow NKT CD1d
zaleznych), oraz B.m-/- (myszy, u ktérych brak limfocytéw CD8) wykazano, ze komérkg
odpowiedzialng za opisywany fenomen supresji jest limfocyt Treg o fenotypie
TCRaB"CD4'CD25"Foxp3".
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6. Mechanizm EC indukowanej supresji wykazano przy uzyciu czterech réznych modeli
doswiadczalnych: ocena produkcji cytokin, test proliferacji komérek Tef nadwrazliwosci
kontaktowej w obecnosci supernatantu z hodowli komorek regulacyjnych, ,transfer out”
po inkubacji komérek Treg i Tef z zastosowaniem bton pétprzepuszczalnych oraz
blokowanie interakcji komoérek Treg - Tef przez zablokowanie molekuty CTLA-4.
Badania te wykazaly, ze w opisywanej supresji niezbedny jest bezposredni kontakt
pomiedzy komorkg Treg - Tef i hamowanie odpowiedzi odbywa sie przy udziale
molekuty CTLA-4. Czynniki rozpuszczalne takie jak cytokiny przeciwzapalne: Il-4, IL-10,

IL-17E oraz TGF- nie sg zaangazowane W opisywany mechanizm supresji.
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8 @ STRESZCZENIE

Powszechnie wiadomo, ze podanie antygenu na btony sluzowe poza wywotaniem
lokalnej odpowiedzi immunologicznej na sluzéwkach prowadzi jednocze$nie do powstania
stanu tolerancji na obwodzie. Zjawisko to lezy u podstaw tolerancji $luzoéwkowej
(np. tolerancja pokarmowa). Z kolei skoére przez szereg lat traktowano jako miejsce,
w ktérym stosunkowo tatwo mozna indukowaé silng odpowiedz komorkowa, ktorej
klasycznym przyktadem jest reakcja nadwrazliwosci kontaktowej (CHS) podczas gdy
skérze jako miejscu, w ktérym mozna indukowac tolerancje nie poswiecano wiekszej
uwagi.

Badania prowadzone od wielu lat w Instytucie Pielegniarstwa i Potoznictwa,
w Katedrze Biologii Medycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum wykazaty,
ze naskérna (EC) aplikacja antygenu biatkowego wywotuje stan tolerancji, prowadzacy do
zahamowania odpowiedzi komorkowej na hapten TNP w zwierzecym modelu CHS CD4"
Th1 zaleznej. Supresja reakcji CHS wywotana EC podaniem antygenu biatkowego
nie wykazuje swoisto$ci antygenowej i jest wynikiem dziatania limfocytow
TCRoB'CD4'CD8" wywierajgcych swoje dziatanie regulacyjne za posrednictwem
uwalnianego TGF-B. Dalsze badania wykazaty, ze EC aplikacja antygenu biatkowego
prowadzi do ztagodzenia objawéw chorobowych towarzyszgcych schorzeniom
autoimmunizacyjnym u myszy, posrod ktorych znajdujg sie eksperymentalne zapalenie
rdzenia kregowego i mézgu (EAE) oraz kolagenowe zapalenie stawéw (CIA). Co wiecej
indukowana supresja przez skore okazata sie efektywna w hamowaniu reakcji odrzucania
przeszczepu allogenicznego u myszy.

W chwili obecnej dobrze sg poznane mechanizmy efektorowe oraz regulacyjne
lezgce u podioza reakcji CHS mediowanej przez limfocyty Thl CD4%, co moze sie
przyczyni¢ do opracowania nowych metod terapii kontaktowego zapalenia skory.

W prezentowanej pracy postugujgc sie¢ modelem reakcji CHS zaleznej od
limfocytow Tc1 CD8" opisano mechanizm supresji wywotanej podaniem antygenu
biatkowego na skoére. W badaniach przeprowadzonych na myszach szczepu BALB/c
postugujgc sie modelem reakcji CHS wykazano, ze EC aplikacja antygenu DNP-BSA przed
aktywnym uczuleniem 0,5% DNFB hamuje reakcie CHS in vivo. Obserwowane
zmniejszenie obrzeku uszu korelowalo z obnizong przepuszczalnoscia naczyn

krwiono$nych, spadkiem przyrostu ,wagi uszu” oraz spadkiem stezenia IFN-y oraz
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aktywnosci MPO w homogenatach bioptatéw usznych. Wyniki te potwierdzono w tescie
in vitro, wykazujgc ze EC aplikacja antygenu biatkowego hamuje proliferacje komorek
T efektorowych (Tef) CHS. Dodatkowo EC aplikacja DNP-BSA przed uczuleniem DNFB
hamuje produkcje IFN-y, IL-12 oraz TNF-q.

Zjawisko EC indukowanej supresji poprzez aplikacje antygenu biatkowego
DNP-BSA na skére jest zalezne od dawki, ktéra miesci sie w przedziale pomiedzy 100
a 3 ug antygenu / mysz. Opisany stan tolerancji utrzymuje sie przez trzy tygodnie.

Z kolei w modelu aktywnego uczulenia, ,transferu in” oraz adoptywnego ,transferu
out” reakcji CHS z wykorzystaniem czterech niereagujgcych ze sobg krzyzowo antygenow:
DNP-BSA, MBP, OVA oraz OX-lg wykazano brak swoistosci antygenowej naskoérnie
indukowanej toleranciji.

W kolejnym etapie badan stosujgc model ,transferu in” oraz model ,transferu out”
reakcji CHS wykazano, ze EC podanie antygenu biatkowego prowadzi do powstania
komoérek T regulacyjnych (Treg) w weztach chionnych pachowych i pachwinowych,
Sledzionie oraz grasicy. Minimalna iloS¢ komoérek Treg potrzebna do zahamowania
7x10" komoérek Tef wynosi 1,35x10° wszystkich komérek LNC i zaledwie 2x10°
oczyszczonych komorek Treg. Dalsze badania wykazaty, Ze podanie komorek
regulacyjnych zaréwno przed indukcjg reakcji CHS jak réwniez przed jej wywotaniem
prowadzi do zahamowania odpowiedzi kontaktowe;j.

Na drodze ,negatywnej selekcji”, analizy cytofluorymetrycznej oraz przy
wykorzystaniu defektywnych szczepow myszy TCR&-/- (myszy nie posiadajgce limfocytow
T z receptorem TCRyd), CD1d-/- (myszy nie posiadajgce limfocytow NKT CD1d
zaleznych), oraz B,m-/- (myszy, u ktérych brak limfocytow CD8) wykazano, ze komodrkg
odpowiedzialng za opisywany fenomen supresji jest limfocyt Treg o fenotypie
TCRaB"'CD4"CD25 Foxp3".

Mechanizm EC indukowanej supresji wykazano przy uzyciu czterech réznych
modeli doswiadczalnych: ocena produkcji cytokin, test proliferacji komorek Tef
nadwrazliwosci kontaktowej w obecnosci supernatantu z hodowli komorek regulacyjnych,
»transfer out” po inkubacji komérek Treg i Tef z zastosowaniem bton potprzepuszczalnych
oraz blokowanie interakcji komérek Treg - Tef przez zablokowanie molekuty CTLA-4.
Badania te wykazaly, ze w opisywanej supresji niezbedny jest bezposredni kontakt
pomiedzy komorkg Treg - Tef i hamowanie odpowiedzi odbywa sie przy udziale molekuty
CTLA-4. Czynniki rozpuszczalne takie jak cytokiny przeciwzapalne: IL-4, IL-10, IL-17E oraz
TGF-B nie sg zaangazowane w opisywany mechanizm supres;ji.

Przedstawiona w niniejszej pracy metoda wywotania stanu tolerancji poprzez EC
aplikacje antygenu DNP-BSA dzieki skutecznosci i prostocie uzycia oraz braku

inwazyjnosci stwarza nowe mozliwosci hamowania odpowiedzi immunologicznej, co moze
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by¢ przydatne w opracowaniu nowych metod leczenia reakcji nadwrazliwosci kontaktowej

z udziatem limfocytéw Tc1 CD8".
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SUMMARY

It is well known that immunization via the digestive tract or nasal mucosa may
induce a strong local response and simultaneously leads to a state of profound
immunosuppression in the periphery. For many years, the skin was considered to be an
organ where immune responses such as contact hypersensitivity (CHS) were easily
induced. However, skin as a site for the induction of tolerance has received very little
attention.

Experiments performed at the Department of Medical Biology at Jagiellonian
University School of Medicine showed that, indeed, epicutaneous (EC) application of
protein antigens resulted in the induction of T regulatory cells (Treg) which were able to
inhibit murine Thl CD4" -mediated contact sensitivity to a TNP-coupled protein. EC
immunization with a protein antigen prior to active contact sensitization was shown to be
mediated by TCRaf* CD4" CD8", in an antigen non-specific manner. The mechanism of
skin-induced suppression relies on the action of the anti-inflammatory cytokine TGF-f.
Recently it was shown that EC application of a protein antigen reduced inflammatory
responses and decreased disease incidence in two different experimental models:
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) and collagen induced arthritis (CIA).
Further work employing allogeneic skin grafts showed that EC immunization with a protein
antigen delayed graft rejection in mice.

The effector and regulating mechanisms of CHS mediated by Thl CD4"
lymphocytes are well known, which may contribute to the development of new methods of
contact skin inflammation treatment.

In this dissertation, it was investigated whether the EC immunization with a DNP-
coupled protein antigen can suppress Tcl CD8'-mediated contact hypersensitivity in
BALB/c mice. We have found that EC immunization with DNP-conjugated bovine serum
albumin (DNP-BSA) prior to sensitization with 0.5% dinitrofluorobenzene (DNFB) did
indeed suppress Tcl CD8"-mediated CHS in vivo when compared with positive control.
The observed reduction of ear swelling was correlating with the depression of vascular
permeability, ear weight, IFN-y concentration and MPO activity in ear homogenates. These
results were confirmed by an in vitro model, where EC deposition of a protein antigen
suppressed proliferation of Tef cells. It was also shown that DNP-BSA application prior to
sensitization with DNFB significantly inhibited production of pro-inflammatory IFN-y, IL-12
and TNF-a.
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In a further experiment it was determined that the optimal dose of EC-applied
DNP-BSA which could suppress CHS ranges between 100 and 3 ug of antigen / mouse
and that the state of unresponsiveness declined with time and lasted for around three
weeks.

Experiments in a model of an active immunization, “transfer in” and adoptive cell
transfer of CHS employing four non-cross-reacting antigens - DNP-BSA, MBP, OVA or
OX-lg - showed that suppression induced via EC immunization with an antigen is antigen
non-specific.

Further experiments, in a model of “transfer in” and adoptive cell transfer of CHS,
demonstrated that suppressive activity could be transferred by cells isolated from
the axillary and inguinal lymph node cells, spleen and thymus of EC-immunized mice.
The lowest number of EC-induced Treg cells which could effectively inhibit Tc1 CD8"-
dependent CHS was 1.35x10” unseparated LNC and only 2x10° of purified Treg cells.
Finally we showed that transfer of EC-induced Treg cells either at the time of immunization
or challenge significantly suppressed CHS response.

The phenotype of the Treg lymphocyte was found using the negative selection
experiment with monoclonal antibodies and rabbit complement, FACS sorting and TCRd-/-
(mice lacking T lymphocytes with the TCRyd receptor), CD1d-/- (mice lacking NKT
lymphocytes DC1d dependent) and 3.m-/- (mice lacking CD8 lymphocytes) mice. These
data suggested that EC immunization with DNP-BSA induced a population of Treg cells
with a TCRaB"CD4"CD25"Foxp3"* phenotype.

In the final section of this dissertation, the mechanism of suppression induced
via EC application of DNP-BSA was discussed. Four different approaches were used:
the expression of cytokine production by lymph nodes, the influence of DNP-BSA-induced
Treg cells on the in vitro proliferation of Tef CHS cells, adoptive transfer of CHS after
the incubation of Treg and Tef cells with application of the trans-well chambers,
and inhibition of interaction between Treg and Tef cells through blockage of the CTLA-4
molecule. These experiments showed that the mechanism of suppression requires direct
contact between Treg and Tef cells and that the participation of the CTLA-4 molecule
is necessary. Moreover, immunization with DNP-BSA does not affect production of
anti-inflammatory cytokines IL-4, IL-10, IL-17E or TGF-p.

In summary, this dissertation describes a novel method of evoking immune
tolerance via EC immunization of DNP-BSA. Because of its effectiveness, ease of induction
and non-invasive protein antigen application, this immunization route may be effective for

a new method of Tc1 CD8"-dependent contact hypersensitivity reaction therapy.
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