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1 WPROWADZENIE

1.1 Limfocyty T regulatorowe

Limfocyty T regulatorowe sa obecnie uznang sktadowa uktadu odpornosciowego,
stanowigc pul¢ komoérek odpowiedzialnych w gtownej mierze za utrzymanie stanu tolerancji
na wlasne antygeny. Po raz pierwszy subpopulacj¢ limfocytow majacg zdolnos¢ hamowania
funkcji innych komoérek immunokompetentnych, opisano na poczatku lat 70 ubiegtego wieku
[1]. Przeprowadzone przez Gershona i Kondo eksperymenty doprowadzity do opisania
zjawiska okreslanego mianem ,tolerancji infekcyjnej”, a tymocyty ja wywotujace nazwano
limfocytami T supresorowymi [2]. Przez kolejne dekady lat 70 i 80 proby blizszego
scharakteryzowania tych komorek, zaréwno pod wzgledem fenotypowym jak
I funkcjonalnym, napotykaty duze trudnosci wynikajace z nieznajomosci charakterystycznych
dla nich markeréw powierzchniowych i/lub molekularnych. Przetomem okazaly si¢ prace
Sakaguchiego i wsp. opublikowane w roku 1995, w ktérych udowodniono, iz komodrkami
odpowiedzialnymi za hamowanie rozwoju autoimmunizacji u myszy s3a limfocyty
T pomocnicze wykazujace na swej powierzchni konstytutywna ekspresj¢ tancucha a receptora
dla IL-2 (CD25) [3]. Komorki te nazwano limfocytami T regulatorowymi (Treg). Ich obecno$é
wykazano rowniez u ludzi, znajdujac je m.in. w krwi obwodowej, grasicy, $ledzionie,
migdatkach i krwi pgpowinowej [4-9]. Ostatecznie stwierdzono, iz funkcj¢ limfocytow Teg
W organizmie cztowieka spetniajg komodrki wykazujace najwyzszg powierzchniowg ekspresje
czgsteczki CD25, tworzace subpopulacje limfocytéow T o fenotypie CD4'CD25™ (lub
CD4*CD25"M),

1.1.1 Charakterystyka limfocytow Tireg

Limfocyty T regulatorowe sa heterogenng grupa komorek. Na podstawie rdznic
W ontogenezie, wyroznia si¢ posrod nich dwie glowne subpopulacje: powstajace w grasicy,
tzw. naturalne, wykazujace ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (ang. forkhead box
P3) - o fenotypie CD4'CD25'Foxp3” (ang. natural regulatory T cells, nTyg), oraz

generowane na obwodzie w okreslonych warunkach ,tolerogennych”, tzw.
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adaptacyjne/indukowane limfocyty T regulatorowe (ang. inducible regulatory T cells, iTyeg)
[10-13].

1.1.1.1 Naturalne limfocyty Treg

Naturalne limfocyty Trq stanowia od 5 do 10% wszystkich krazacych limfocytow
CD4" [14]. Charakteryzuja sic wysoka i stala ekspresja podjednostki o receptora dla IL-2
(CD25), co odrdznia je od aktywowanych limfocytéw CD4" i CD8" wykazujacych nizsza
I jedynie przejsciowa ekspresj¢ tej czasteczki. Jako markery limfocytéw Trg Wymienia si¢
réwniez antygen 4 zwigzany z limfocytem T cytotoksycznym (ang. cytotoxic T lymphocyte-
associated protein 4, CTLA-4), receptor z rodziny TNF indukowany przez
glikokortykosteroidy (ang. glucocorticoid induced TNF-family receptor, GITR), oraz gen 3
aktywacji limfocytow (ang. lymphocyte-activation gene 3, LAG-3) [15-19]. Antygeny te,
petigc role negatywnych regulatoréw procesu aktywacji komorek efektorowych, nie sa
jednak charakterystyczne wytacznie dla populacji limfocytow Treg. INnymi 0znaczanymi na
powierzchni tych komorek antygenami sg: HLA-DR, CD45R0O, CD28, CD27, CD5, CD122,
0OX-40 (CD134), CD62L, TLR5, TLR7, TLR8 [20,21].

Proces powstawania nTry zachodzi w grasicy (Rys. 1) [22-25]. Podobnie, jak
wszystkie limfocyty T posiadajace receptor TCR (ang. T cel lymphocyte receptor) typu o/p,
limfocyty nTg podlegaja procesom pozytywnej i negatywnej selekcji [10,26]. Wykazano, iz
awidnos¢ TCR wystepujacych na prekursorach limfocytéw nT.y do peptydow
prezentowanych przez komorki nabtonkowe grasicy jest duzo wyzsza, w porownaniu do
,,sity” tego oddzialywania w przypadku konwencjonalnych limfocytow T. Rozpoznawanie
z duzym powinowactwem wlasnych antygeno6w nie oznacza jednak dla prekursorow
limfocytow nTeq selekcji negatywnej. Przeciwnie, sprzyja tworzeniu repertuaru
autoreaktywnych limfocytow nTrg, ktore z jednej strony zapobiegaja autoimmunizacji,
a z drugiej moga warunkowaé rozwdj tolerancji na obce antygeny. Opuszczajgce grasice
dojrzate limfocyty NTreq sa komorkami anergicznymi, niezdolnymi do proliferacji i produkcji

IL-2 po stymulacji TCR [27].
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Rysunek 1. Powstawanie limfocytow Tyeg. Komorki bedace prekursorami limfocytow T e podlegaja
w grasicy selekcji pozytywnej, jednak w odroznieniu od konwencjonalnych limfocytow T,
powinowactwo receptorow TCR tych tymocytow do antygenow prezentowanych przez komorki
nabtonkowe kory grasicy (ang. cortical thymic epithelial cells, cTEC) jest znacznie wyzsze.
Selekcja negatywna eliminuje z repertuaru powstajacych limfocytow Ty, jak i konwencjonalnych
limfocytéw T, komorki swoiste dla prezentowanych przez komorki dendrytyczne (ang. dendritic
cell, DC) antygenéw ubikwitynowanych, jak réwniez neutralizuje te z prekursorow
konwencjonalnych limfocytow T, ktére rozpoznajg prezentowane przez komorki nabtonkowe
rdzenia grasicy (ang. medullary thymic epithelial cells, mTEC) antygeny tkankowo-specyficzne
(ang. tissue-specific antigen, TSA). Z kolei, autoreaktywne limfocyty T4 (rozpoznajace z wysokim
powinowactwem antygeny TSA prezentowane przez komorki mTEC) nie podlegaja delecji.
Interakcja komorek Ty z komorkami mTEC, jak i DC w grasicy, zapewnia ponadto kostymulacje
niezbedng dla podtrzymania ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 bedacego markerem
limfocytéw Trq. Powstajace w grasicy komorki Treq tworza pule tzw. naturalnych limfocytow Treg
(NTreg). Z kolei, generowane w tkankach obwodowych, tzw. indukowane limfocyty Treg (iTreg),
powstajg - w obecnosci czynnika TGF- - z konwencjonalnych limfocytow T.

GRASICA : '
selekcja @
pozytywna ‘ @

S -
~ —
B T ——— ~
N

naturalne
limfocyty T,..,

konwencjonalne
limfocyty T
indukowane
’ limfocyty T,.,
Nmorkl nabtonkowe
kory grasicy (cTEC)
ﬁomorkl nabtonkowe
rdzenia grasicy (mTEC)

komorki

TANIOBWODOWE. deninycane (09

selekcja
negatywna

1.1.1.1.1 Rola TGF-Bi IL-2 w powstawaniu limfocytow Treq

Dotychczasowe badania wykazaly, iz czynnikiem krytycznym, koniecznym do
rozwoju nT.g W grasicy, jest obecnos¢ transformujacego czynnika wzrostu B (ang.
transforming growth factor g, TGF-B), ktory stymuluje ekspresje czynnika transkrypcyjnego
Foxp3 [12,28-31]. W przekazywaniu sygnatu udziat biorg dwa typy receptorow btonowych
dla TGF-B: typu I (TBRI, o masie czgsteczkowej 65 kDa), oraz typu II (TBRII, o m. cz. od 85
do 110 kDa). Oba typy receptoréw zbudowane sg z okoto 500 reszt aminokwasowych,
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posiadajg N-terminalng domen¢ wigzaca ligand, region transblonowy oraz domeng¢ C-
koncowa o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej (Rys. 2) [32]. Trzeci typ receptora —
TBRII o m. cz. ok. 600 kDa, nie bierze bezposredniego udziatu w szlaku sygnatowania,
a jedynie utatwia dostep TGF-f do dwoch pozostatych receptorow [33]. Przytaczenie dimeru
czynnika TGF-f do TPRII a nastepnie do TPRI, wykazujgcego duzo mniejsze powinowactwo
do TGF-B, aktywuje wewnatrzkomorkowy szlak  sygnatlowania. W  obrgbie
wewnatrzkomoérkowej domeny GS receptora TPRI dochodzi do fosforylacji reszt seryny
i treoniny. Aktywowany w ten sposob receptor przekazuje sygnat do jadra koméorkowego przy
udziale biatlek z rodziny SMAD. W pierwszej kolejnosci, fosforylacji ulega obecny
w cytoplazmie czynnik Smad-2/3, oddzialujacy bezposrednio z cytoplazmatycznym
fragmentem receptora TPRI. Nastepnie, po potaczeniu z biatkiem Smad-4, podlega
translokacji do wnetrza jadra komoérkowego, gdzie wigzac sie z odpowiednig sekwencja
DNA, regulujac ekspresje okreslonych genow, m. in. kodujacych Foxp3 (Rys. 3).
Negatywnymi regulatorami sygnatu indukowanego przez TGF-B po zwigzaniu z receptorem
sg biatka Smad-7 i Smad-9, ktérych poziom ekspresji wzrasta pod wptywem obecnych
w srodowisku cytokin prozapalnych (np. TNF, IFN-y, IL-6) [29,34].

Rysunek 2. Schemat budowy receptorow wigzacych czynnik TGF-f (TBRI oraz TBRII),

z uwzglednieniem podzialu na poszczegdlne domeny.

TGFBRII
— TGFBRI

domena zewnatrzkomdrkowa

fragment transblonowy
motyw GS

domena o aktywnosci kinazowej

e e

domena C-koncowa
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Rysunek 3. Szlak sygnatowania TGF-B indukujacy ekspresj¢ czynnika Foxp3 w limfocytach T .
Potaczenie czynnika TGF-f z receptorem typu Il (TBRII) inicjuje morfostrukturalne zmiany tego
kompleksu, umozliwiajace przylaczenie do niego receptora typu | (TPRI). Zachodzaca w dalszej
kolejnosci aktywacja domeny kinazowej doprowadza do fosforylacji biatek Smad2-3, ktore
w kompleksie z biatkiem Smad4 podlegaja translokacji do jadra komorkowego indukujac zalezng
od TGF-p ekspresje genow.

TGFBRII

TRANSKRYPCIA

Jak wykazano na modelu zwierzgcym, w przypadku zaburzen spowodowanych
brakiem funkcjonalnie czynnego receptora dla TGF-B, czynnikiem wystarczajacym do
pobudzenia proliferacji i dojrzewania limfocytow Ty byla IL-2, ktéra powodowata
przejsciowy, paradoksalnie nadmierny wzrost liczebnos$ci tych komoérek w krwi obwodowej
miodych osobnikéw [35]. Pomimo istotnej roli, jaka IL-2 odgrywa w proliferacji
i funkcjonowaniu limfocytow NTeg, jej obecnos¢ nie jest jednak konieczna do wzbudzenia
ekspresji czynnika Foxp3 w tymocytach i tym samym, do powstawania tych komorek
w grasicy [36,37].

1.1.1.2 Indukowane limfocyty Treg

Komoérki o potencjale regulatorowym mogg powstawaé rOwniez poza grasicg [38-42].
Generowane z dziewiczych limfocytow T CD4°CD25, komérki iTrey wykazuja zmienng

ekspresje czasteczek powierzchniowych jak np. CD25, GITR czy CTLA-4, a ich powstawanie
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wymaga obecno$ci w srodowisku okreslonych cytokin, a zwlaszcza TGF-f3 [43]. Spotykany
najczgsciej podzial limfocytow T g dokonywany jest w oparciu o ekspresje czynnika Foxp3
i obejmuje komoérki iTreg FOXP3™ oraz komorki iTregFOXp3™. Do komérek nie wykazujacych
ekspresji Foxp3 nalezg limfocyty regulatorowe typu 1 (ang. type 1 regulatory T cells, Trl)
oraz limfocyty T pomocniczymi typu Th3 (ang. T helper-3 cells, Th3). Mechanizm supresji
wywieranej przez komorki Trl, zwigzany jest w gtownej mierze z uwalnianiem cytokin
0 wlasciwosciach immunosupresyjnych, takich jak IL-10 oraz, w mniejszym stopniu, TGF-f.
W szczego6lnych przypadkach komoérki te mogg dodatkowo produkowacé IL-5 oraz IFN-y.
Z kolei, limfocyty Th3 wytwarzaja zwigzany z btong TGF-B, ktory odgrywa istotng role
w wywierane] przez te komorki supresji na drodze kontaktowej [44-46]. Populacja
limfocytow Ty Odpowiada za zjawisko tolerancji potransplantacyjnej, aw miejscu
toczacego si¢ procesu zapalnego hamuje nadmierng, uszkadzajaca tkanki, odpowiedz
immunologiczna [47]. Komorki iTey UMiejscawiaja si¢ glownie w tkance limfatycznej
zwigzanej z blonami §luzowymi jelit oraz dréog oddechowych, gdzie ma miejsce stata

ekspozycja na obce antygeny, glownie bakteryjne oraz wirusowe [48].

Wydaje si¢, iz rozroznienia subpopulacji limfocytow nTreg | iTreg mozna dokonad
w oparciu o ekspresje czynnika transkrypcyjnego Helios, charakteryzujacego pierwszy
z wymienionych typow komorek, jak réwniez w oparciu o powierzchniowg ekspresje biatka
neurofiliny (ang. neurophilin 1, NRP-1) bioracej udziat w wywieranym przez limfocyty nT g
efekcie supresorowym [48-51]. Porownanie cech naturalnych i indukowanych limfocytow

Treg, przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Poréwnanie naturalnych (nTyg) i indukowanych (iTeg) limfocytow Teg.

Cecha Naturalne limfocyty Treg (nTreg) Indukowane limfocyty Treg (iTreg)

Obwodowe narzady limfatyczne, MALT, GALT, tkanki

MIEJSCE POWSTAWANIA Grasica . .
objete stanem zapalnym, przeszczepione narzady
FENOTYP:
-CD25 +++ +/-
- Foxr3 ++ +/-
-GITR ++ -?
- CTLA-4 +++ +/++

m. in. kontakt komdrka-komoérka, TGF-f3,

MECHANIZM SUPRES]I IL-35, grazymy, CTLA-4

TGF-p, IL-10

Antygeny wtlasne, alergeny, bakterie komensalne,

S S LG ACRIS neoantygeny nowotworowe, alloantygeny

EKSPANSJA W WARUNKACH

IN VITRO Stymulacja TCR/CD28, IL-2 CD3, IL-10, TGF-B, kwas retinowy
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W organizmie cztowieka wyrdznia si¢ takze inne komorki o wlasciwosciach
regulatorowych: limfocyty CD8'CD25" wykazujace ekspresje btonowa TGF-B i CTLA-4,
limfocyty T CD8"CD25"Foxp3” produkujace cytokiny przeciwzapalne TGF-p i IL-4 oraz
limfocyty T CD8'CD28" wydzielajace cytokiny charakterystyczne dla limfocytow Th2 [52].
Do tej grupy komorek zalicza si¢ takze niektore limfocyty T o fenotypie TCRap CD4CD8
NK1.1", CD8uo ' TCRap", niektére limfocyty TCRyS" oraz komérki NKT [53-55].

1.1.2 Funkcje limfocytOw Treg

Limfocyty Ty wykazuja dzialanie supresorowe w stosunku do innych komorek
immunokompetentnych. Hamuja aktywacje, proliferacj¢ i réznicowanie, m.in. limfocytow
CD4" i CD8", limfocytéw B, monocytéw, komérek NK, NKT oraz komérek dendrytycznych.
Uczestniczg W zapobieganiu reakcjom autoimmunizacji i nadwrazliwo$ci, w utrzymaniu
tolerancji na antygeny podane doustnie, w zapobieganiu eliminacji bakterii komensalnych
przez uktad odpornosciowy, w ochronie ptodu przed odrzuceniem przez uktad odpornosciowy
matki, jak rdwniez w rozwoju tolerancji potransplantacyjnej. W chorobie nowotworowej
i wprzewlektych infekcjach limfocyty Trg odgrywaja jednakze niekorzystna rolg,
przyczyniajaC si¢ do rozwoju tolerancji na antygeny drobnoustrojow lub antygeny

nowotworowe [6,56,57,58].

1.1.3 Aktywnos¢ supresorowa limfocytow Treg

Wyroéznia si¢ dwie formy oddziatywania limfocytow Trg na limfocyty efektorowe.
Zachodzaca bez udziatu komorek prezentujgcych antygen (ang. antigen presenting cell, APC)
supresja bezpos$rednia, obejmuje w glowne] mierze dziatanie cytokin o witasciwosciach
immunosupresyjnych. Z kolei, posrednia forma oddzialywania limfocytéw Ty na komorki
efektorowe, jest hamowanie aktywnosci komorek APC, czego wynikiem jest zahamowanie
indukcji swoistej odpowiedzi immunologicznej. Niektore z mechanizméw obu typow

supresji, przedstawiono na rysunku 4.
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Rysunek 4. Wybrane mechanizmy supresji wywieranej przez limfocyty T,

ATP, ADP
IL-10
T N
ADENOZYNA =2
GRANZYMY
PERFORYNY

1.1.3.1 Mechanizmy supresji bezposredniej

Gtéwna rolg w supresji wywieranej przez komorki Trg na limfocyty efektorowe,
odgrywaja cytokiny o wlasciwosciach immunosupresyjnych, takich jak TGF-f, IL-10 i IL-35
[59-62]. Zwiazany na powierzchni limfocytéw Trq TGF-B, jak rowniez wydzielana do
srodowiska IL-10, hamuja odpowiedz zapalng, a takze promujg powstawanie indukowanych
limfocytow Treg W tkankach obwodowych. Z kolei, wzrost produkcji IL-35 obserwuje si¢
dopiero po dtuzszym (powyzej 3 dni) okresie aktywacji tych komorek. Kolejny, wydajny
mechanizm supresji bezposredniej, zwigzany jest z wysoka ekspresja czasteczki CD25 na
powierzchni limfocytow Ty, Wchodzacej w sktad receptora o wysokim powinowactwie do
IL-2 [4,63]. Umozliwia to limfocytom Trqg ,.konsumpcje¢” zapasu tej cytokiny w miejscu
swojego dziatania, ograniczajac jej dostepnos¢ dla limfocytow efektorowych. Spadek
poziomu IL-2 skutkuje zahamowaniem proliferacji  limfocytow efektorowych,
prawdopodobnie w wyniku swoistej formy apoptozy zaleznej od proapoptotycznego czynnika
Bim (ang. Bcl-2 interacting mediator of cell death). Zahamowanie cyklu komorkowego

komorek efektorowych moze przebiega¢ rowniez z udzialem biatka galektyny 1, ktora
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wystepujac na powierzchni limfocytow Treg posiada zdolnos¢ wiazania takich czasteczek, jak
CD45, CD43 i CD7 [64]. Bezposrednia supresja komorek efektorowych moze zachodzi¢
w warunkach in vitro takze na drodze cytolizy, po aktywacji limfocytow Treq przeciwciatami
anty-CD3 i anty-CD46. Wydzielane wowczas proteazy serynowe, gtdownie granzymy A i B,
uszkadzaja komorki docelowe w mechanizmie zaleznym od perforyn [65]. Limfocyty Treq
majg takze zdolno$¢ wygaszania aktywnosci komorek efektorowych poprzez blokowanie
transkrypcji kluczowych dla ich funkcjonowania genéw. Wykazano, iz rol¢ tzw. wczesnego
represora pelni w komorkach docelowych biatko ICER (ang. Inducible cAMP Early
Repressor), ktorego ekspresj¢ reguluje wytwarzany przez limfocyty Ty Cykliczny AMP.
Samodzielnie lub w potaczeniu z takimi represorami jak NFAT, PPRG, p21SNFT, ICER,
hamuje w komorkach efektorowych produkcje licznych cytokin, a w szczegolnosci 1L-2
i IL-4 [66,67].

1.1.3.2 Mechanizmy supresji poSredniej

Molekularny mechanizm supresji przy udziale czasteczki CTLA-4 jest najlepiej
poznang forma oddziatywania limfocytow Treq na komorki APC. Interakcja tego biatka z jego
ligandami, tj. CD80 i CD86, wystepujacymi na komorkach dendrytycznych, hamuje
nastepujacy w warunkach fizjologicznych, po kontakcie z komorkami efektorowymi, wzrost
ekspresji tychze molekut [68,69]. W efekcie, zdolnos¢ komorek dendrytycznych do
stymulacji dziewiczych limfocytow T w trakcie interakcji CD80/86-CD28 ulega znacznemu
ograniczeniu, co prowadzi do rozwoju tolerancji immunologicznej. Oddziatywanie
limfocytow Treg z komorkami APC moze ponadto wzmaga¢ w tych ostatnich produkcje biatka
o aktywnosci oksygenazy (ang. indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO). Enzym ten katalizuje
degradacje¢ tryptofanu do kynureniny - proapoptotycznego metabolitu, ktéry wykazuje
dziatanie supresorowe wobec komorek efektorowych, poprzez zatrzymania ich cyklu
komorkowego [70]. Limfocyty Tyeg ,,0stabiaja” rowniez funkcje immunostymulujace komorek
dendrytycznych, za posrednictwem czasteczki LAG-3. Biatko to, bedac homologiem
glikoproteiny CD4, wiaze si¢ z wysokim powinowactwem z wystepujacymi na komorkach
APC czasteczkami MHC klasy I, co indukuje sygnal hamujacy dojrzewanie tych ostatnich
[71]. Do obnizenia poziomu ekspresji czasteczek CD80 i CD86 na powierzchni komorek
dendrytycznych dochodzi réwniez w wyniku oddziatywania biatka FGL-2 (ang. fibrynogen-
like protein 2) produkowanego przez limfocyty Treg, z receptorem hamujacym FcyRIIB (ang.

Fc gamma receptor I1b) obecnym na komoérkach APC [72]. Hamowanie funkcji komorek
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APC wykazuje ponadto obecny na powierzchni ok. 50% ludzkich limfocytow Treg ektoenzym
— CD39, hydrolizujacy zewnatrzkomorkowy ATP do ADP i AMP [73]. Skutkuje to
usuni¢gciem ATP z przestrzeni pozakomoérkowej, co zapobiega indukcji ekspresji czasteczki
CD86 na komorkach APC i wygasza proces zapalny. Immunomodulujgcy efekt usuwania
ATP przez CD39 moze ulec wzmocnieniu poprzez generowanie adenozyny. Proces ten
zachodzi przy udziale 5'-ekto-nukleotydazy (CD73), ktora defosforyluje AMP uzyskiwany
w reakcji katalizowanej przez CD39. Powstajagca w ten sposob adenozyna, wigzac si¢ ze
swoim receptorem - A2A (ang. adenosine A2A receptor) na komorkach dendrytycznych,
wptywa hamujaco na ich funkcj¢ poprzez indukowanie wzrostu wewngtrzkomérkowego
poziomu CAMP [74]. Mechanizm supresji posredniej limfocytow Ty wobec niedojrzatych
komoérek APC wykazuje rowniez biatko neurofilina [75]. Wiaze si¢ ona z komodrkami APC,
przez co wydluza znacznie czas ich oddzialywania z komorkami Trg, zmniejszajac tym

samym zdolno$¢ do prezentacji konwencjonalnych antygenow limfocytom efektorowym.

1.1.4 Czynnik transkrypcyjny Foxp3 - marker limfocytow Treg

Czynnik transkrypcyjny Foxp3, uznawany za najbardziej specyficzny marker
limfocytow Treg, jest odpowiedzialny za powstawanie i prawidtowe funkcjonowanie tychze
komorek. Aktywuje, badz tez hamuje, ekspresje ponad 700 roéznych genow czlowieka [76-
78]. Wykazuje zdolnos¢ wigzania m. in. do promotorow gendéw kodujacych biatka biorace
udziat w przekazywaniu sygnatu (np. ZAP-70, PTPN22), czynniki transkrypcyjne (np.
CREM, Helios, BLIMP1), cytokiny, czasteczki wystepujace na powierzchni komorek,
enzymy biorgce udzial w metabolizmie (gtownie PDE3B) oraz czgsteczki microRNA
(zwlaszcza miR-155), ktore wydaja si¢ odgrywac istotna rol¢ w powstawaniu limfocytow Treg

(Rys. 5).
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Rysunek 5. Regulacja transkrypcji przez czynnik Foxp3. Czynnik Foxp3 reguluje, w sposob
bezposredni, transkrypcje takich genow, jak CD25, CTLA4, CD73 (charakterystyczne dla
limfocytow Tyeg), PDE3b, miR-155, oraz szereg czynnikow transkrypcyjnych (IRF4, IRF6, Helios,
STATS5, BLIMP1, CREM), ktore w dalszej kolejnosci regulujg ekspresje innych genow [78].

CD25, CTLA-4 / m
CD73, ICOS /
Itp- " //’/

czynniki
transkrypcyjne
[ Helios ] [ STAT5 ] BLIMP1

\

Wykazano, iz wzrost poziomu ekspresji Foxp3 powoduje wzrost transkrypcji takich
czasteczek, jak: CD25, CTLA-4 i GITR, jak rowniez CD134, CDI103, CD39, CD73,
odpowiadajac tym samym za rozwoj prawidtowego fenotypu limfocytow Treg [30,79,80].
Natomiast negatywnej regulacji podlega produkcja niektorych cytokin, takich jak np.: IL-2,
IL-4 i IFN-y oraz ekspresja tancucha a receptora dla IL-7 [77,78].

1.1.4.1 Budowa genu FOXP3

Gen FOXP3 zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosomu X, w regionie
11.23-13.3 [81,82]. Sktada si¢ z 11 egzondow i koduje biatko o masie 48 kDa, ztozone z 421
aminokwasow. Gen ten koduje cztery funkcjonalnie czynne domeny biatkowe, tj. domene
FKH (forkhead/winged helix domain), uczestniczaca w wigzaniu z DNA, bogata w proling
domene represorowa, motyw palca cynkowego oraz motyw zamka leucynowego. Dwie
ostatnie biorg prawdopodobnie udziat w dimeryzacji czynnika Foxp3, ktora odgrywa
kluczows role w zachowaniu regulatorowego charakteru biatka. Z kolei, domena represorowa
znajdujaca si¢ na N-koncowym, aminowym odcinku Foxp3, reguluje transkrypcje

kontrolowanych przez Foxp3 genow.
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1.1.5 Rola limfocytow T.e; w patomechanizmie wybranych choroéb

czlowieka

Aktywno$¢ limfocytow Trq tworzy istotny mechanizm regulacyjny, przy pomocy
ktorego uktad odpornosciowy w precyzyjny sposob przyczynia si¢ do zachowania szeroko
pojetej homeostazy. Dotychczasowe badania potwierdzajg, iz zaburzenia dotyczace
liczebnosci i/lub funkcji komérek o fenotypie CD4'CD25"" moga odgrywaé kluczowa role
W patomechanizmie chordb zapalnych/autoimmunizacyjnych, alergicznych, infekcyjnych,
nowotworowych, oraz w zjawiskach immunoregulacyjnych zwigzanych
Z odrzucaniem/utrzymaniem funkcji przeszczepionych tkanek i/lub narzadow.

Obnizony odsetek krazacych limfocytow Tyeg ObSerwowano u pacjentéw cierpiacych
z powodu tocznia rumieniowatego uktadowego (ang. systemic lupus erythematosus, SLE),
w aktywnej fazie choroby [83]. Uposledzone w SLE funkcje supresorowe tychze komorek
prowadzity do utraty tolerancji na wlasne antygeny, co skutkowato poliklonalng aktywacja
limfocytow B i wytwarzaniem autoprzeciwciat [84]. Nieprawidtowosci dotyczace liczebnosci,
jak 1 funkcji limfocytow Ty, opisano réwniez w przebiegu reumatoidalnego zapalenia
stawow (ang. rheumatoid arthritis, RA) [85]. Podczas, gdy poziom tych komorek byt istotnie
obnizony w krwi obwodowej, w stawach objetych procesem zapalnym stwierdzano
podwyzszong ich liczbe, co sugerowalo zdolnos¢ tych komorek do migracji, celem
ewentualnej kontroli nadmiernie intensywnego procesu zapalnego. W badaniach in vitro,
limfocyty Trg uzyskane od pacjentow z RA wykazywaty zdolno§¢ hamowania proliferacji
autologicznych komorek efektorowych, jednakze wywieraty staby efekt supresorowy na
wytwarzanie prozapalnych cytokin (gtéwnie TNFa), zarowno przez limfocyty efektorowe, jak
I monocyty [86]. Podobny, funkcjonalny defekt komoérek regulatorowych, opisano u chorych
z sarkoidoza [87]. Obserwowano gromadzenie si¢ limfocytow Trq W objetych procesem
chorobowym narzadach ale, w przeciwienstwie do pacjentéw z RA, takze wzrost ich
liczebno$ci w krwi obwodowej pacjentow. Ostabiong aktywnos$¢ supresorowa limfocytow Treg
obserwowano ponadto w stwardnieniu rozsianym (ang. multiple sclerosis, MS) oraz
w huszezycy [88,89]. W obu przypadkach, izolowane od pacjentéw komorki CD4'CD25™
wykazywaty obnizong zdolno$¢ hamowania proliferacji i wydzielania cytokin przez limfocyty
efektorowe, w porownaniu z osobami zdrowymi. Coraz czesciej podkresla si¢ takze udziat
limfocytow Ty W patomechanizmie insulinozaleznej cukrzycy typu | (ang. type 1 diabetes,

T1D) [90]. Jak wykazano na modelu mysim, podanie izolowanych komérek CD4'CD25™"
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chroni zwierzeta przed rozwojem tej choroby na wczesnych etapach jej trwania, na co moze
wptywa¢ produkowany przez limfocyty Ty TGF-B. Podejmuje si¢ rowniez pierwsze proby
Kliniczne terapii T1D u dzieci, przy udziale autologicznych, namnozonych i aktywowanych
ex vivo limfocytow Treg.

Uwaza sig, iz zaburzona réwnowaga pomig¢dzy limfocytami Try aktywowanymi
alergenem, a komodrkami efektorowymi Th2, moze by¢ przyczyng wystepowania chorob
alergicznych. Wykorzystujac mysi model astmy wykazano, iz obnizona liczba krazacych
limfocytow Treq Wigzata si¢ z nadreaktywnos$cia oskrzeli, a poziom ekspresji mRNA dla
Foxp3 w popluczynach oskrzelowo-pgcherzykowych byt wyzszy, w porownaniu do grupy
kontrolnej [91,92].

Nieprawidtowosci zwigzane z limfocytami Trq OpiSywano takze w réznego rodzaju
infekcjach wirusowych. Zwiekszong liczbe jak i aktywnos¢ tych komorek obserwowano m.in.
w przewleklym wirusowym zapaleniu watroby typu B 1 C, gdzie limfocyty Ty hamowaty
odpowiedz przeciwwirusowa zalezng od limfocytow T CD4" i CD8", sprzyjajac tym samym
podtrzymywaniu dlugotrwatej wiremii [93,94]. Podobne wyniki uzyskano w przypadku
infekcji wirusem opryszczki pospolitej typu 1 i 2, wirusem Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr
virus, EBV) oraz wirusem cytomegalii, w przebiegu ktorych populacja komorek Tieg
hamowala odpowiedz immunologiczng mediowang przez limfocyty T [95,96]. Z Kkolei,
obnizony poziom prawidtowo funkcjonujacych limfocytow Ty U pacjentow zakazonych
wirusem ludzkiej biataczki z komoérek T (ang. human T-lymphotropic virus 1, HTLV-1),
moze przyczynia¢ si¢ do wystepowania wielonarzagdowych naciekéw limfocytowych [97].
Nie ma bezposrednich dowodoéw na to, ze mediowana przez Tg immunosupresja odpowiada
za nieudang eliminacj¢ wirusa ludzkiego niedoboru odpornosci z organizmu gospodarza.
Wykazano jednak w warunkach in vitro potencjalng zdolnos¢ tych komoérek do wygaszania
mediowanej przez limfocyty T CD4" i CD8" odpowiedzi przeciwwirusowej, co ostatecznie
moze sprzyjac¢ rozwojowi pelnoobjawowej postaci AIDS [98].

Na podstawie badan in vitro mozna wnioskowa¢, iz limfocyty Ty hamuja in vivo
aktywno$¢ immunologiczng skierowang przeciw komoérkom nowotworowym. Podwyzszony
poziom krazacych komorek Treg Opisano w szeregu nowotworow wystepujacych u ludzi, m.in.
w raku jajnika i sutka, raku pluca, zotadka, trzustki, w czerniaku i w chioniakach
nieziarniczych [99-106]. We wspomnianych schorzeniach odsetek limfocytow Tieq krazacych
w krwi obwodowej byt z reguty skorelowany odwrotnie proporcjonalnie ze wskaznikami

przezywalnosci pacjentow.
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1.1.5.1 Zaburzenia limfocytow T, w pierwotnych niedoborach

odpornosci

Zaburzenia dotyczace subpopulacji limfocytow Treg, skutkuja nieprawidtowa regulacja
odpowiedzi immunologicznej. Mogg wigza¢ si¢ z catkowitym lub czeSciowym brakiem tych
komorek, lub z defektami dotyczacymi ich funkcji. Zaburzenia te moga wystepowaé pod
postacig odrgbnych zespotéw pierwotnych niedoborow odpornosci, lub tez jako jeden

z defektow im towarzyszacych.

1.1.5.1.1 Zespot IPEX

Zespot immunodysregulacyjny sprzezony z chromosomem X, z poliendokrynopatia
i enteropatia (ang. Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy  X-linked
syndrome, IPEX), opisany zostal po raz pierwszy w 1982 roku przez Powella [107,108]. Jego
bezposrednig przyczyna jest mutacja genu FOXP3. Objawy kliniczne tego niedoboru
wystepuja juz we wcezesnym dziecinstwie i wynikaja z braku funkcjonalnie czynnych
limfocytow Tre. Najczesciej wystgpuja objawy ze strony przewodu pokarmowego,
obejmujace m.in. cigzkie wodniste biegunki i alergie pokarmowe, zwykle wspotwystepujace
z atopowym zapaleniem skory, a takze endokrynopatie autoimmunologiczne dotyczace
najczesciej trzustki 1 tarczycy. Insulinozalezng cukrzyce typu I wykrywa si¢ juz czgsto
W ciggu pierwszego roku zycia. Do pozostatych objawow naleza: autoimmunizacyjne choroby
hematologiczne (niedokrwisto§¢ hemolityczna z pozytywnym odczynem Coombsa,
matoptytkowos¢ lub neutropenia), choroby nerek (srodmigzszowe zapalenie nerek, btoniaste
ktebuszkowe zapalenie nerek), autoimmunizacyjne zapalenie watroby oraz zaburzenia
neurologiczne. W celu uniknigcia nieodwracalnych zmian wielonarzagdowych, we wczesnej

fazie choroby zalecany jest allogeniczny przeszczep komorek macierzystych szpiku kostnego.

1.1.5.1.2 Niedobor CD25

Opisany w 1997 roku niedobor CD25 — tancucha a wspottworzacego receptor
0 wysokim powinowactwie do IL-2 - wywotuje zblizony do zespotu IPEX (ang. IPEX-like
syndrome) niedobor odpornosci [109]. Glownymi objawami tego schorzenia sg: masywne
powigkszenie obwodowych narzagdéw limfatycznych, hepatosplenomegalia, limfadenopatia,

oraz choroby zapalne jelit. Pacjenci prezentuja ponadto szereg objawdéw ktore nie wystepuja
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w zespole IPEX, przede wszystkim zwigkszong podatno$¢ na infekcje — gtdéwnie wirusami
zrodziny Herpesviridae. Pomimo, iz IL-2 odgrywa kluczowa rol¢ w powstawaniu
limfocytéw Treg, we krwi obwodowej pacjentow stwierdza si¢ zazwyczaj prawidtowy ich
odsetek. Wystepuje jednak znaczne uposledzenie funkcji tych komorek, ktore przejawia si¢

m.in. zahamowaniem produkcji I1L-10.

1.1.5.1.3 Inne pierwotne niedobory odpornosci

Pierwotnym niedoborom odpornosci relatywnie czgsto wspottowarzyszg schorzenia
autoimmunizacyjne. Uwzgledniajac kluczowa rolg limfocytow Trg W utrzymaniu stanu
tolerancji na wlasne antygeny, w grupie pacjentdw ze schorzeniami uktadu odpornosciowego
opisano roéznego rodzaju zaburzenia dotyczace zarowno liczby, jak i funkcji tych komorek.
Niski odsetek limfocytow Ty opisywano u pacjentdéw z zespolem limfoproliferacyjnym
zwigzanym z chromosomem X (ang. X-linked lymphoproliferative syndrome, XLP), ktéremu
towarzyszyly przypadki nieswoistego zapalenia jelit [110,111]. Wyraznie zmniejszong liczbe
komoérek o fenotypie CD4+CD25highFOXp3+ obserwowano rowniez we krwi obwodowej
pacjentow z CVID, u ktérych stwierdzano wspotwystepowanie rdznego typu schorzen
autoimmunizacyjnych [112-116]. U pacjentéw z zespotem Wiskotta-Aldricha, oprocz
obnizonej liczby limfocytéw o fenotypie CD4'CD25", odnotowano rowniez ostabiong
aktywno$¢ supresorowa tych komoérek [117,118]. Zaburzenia dotyczace generowania NTeg
opisano w zespole Omenna, natomiast dotyczace Ty Stwierdzono w zespole hiper-IgE
[119,120].
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1.1.6 Perspektywy wykorzystania terapeutycznego limfocytow Treg

Immunoterapia z uzyciem limfocytow Trey stwarza potencjalnie duze mozliwosci
leczenia réznego typu schorzen o podiozu immunologicznym. W zalezno$ci od potrzeb,
opiera si¢ ona na wytworzeniu u pacjentOw stanu wzmozonej supresji, badz tez aktywacji
uktadu odpornosciowego. W pierwszym przypadku, wzrost liczebnosci i/lub aktywnosci
limfocytow Treg, uzyskuje si¢ m.in. poprzez kontrolowana w warunkach in vitro ekspansje
tych komoérek po stymulacji przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28, w obecnosci IL-2
[121,122]. Indukowane w ten sposob komorki zachowuja swoistos¢ antygenowa i posiadajg
zdolno$¢ hamowania odpowiedzi immunologicznej. Eksperymentalna terapia adoptywna
zuzyciem transferu limfocytow Ty znajduje potencjalne zastosowanie w zapobieganiu
rozwojowi chordb autoimmunizacyjnych, zapalnych, jak rowniez alergicznych. Obecnie
trwaja zaawansowane proby wykorzystania komorek supresorowych w leczeniu
eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia moézgu, zapalenia §luzoéwki zotadka,
zapalenia tarczycy, jajnikow, SLE i choréb zapalnych jelit, a takze wcze$nie wykrytej
cukrzycy typu | u dzieci [123-133]. Planuje si¢ takze zastosowanie tych komorek
w zapobieganiu wystgpienia choroby ,przeszczep przeciwko gospodarzowi” [134].
Opracowywane sg roOwniez strategie terapeutyczne majace na celu zmniejszanie liczebnos$ci
1/lub ostabienie aktywnoS$ci supresorowej limfocytow Treg. Tego typu rozwigzanie moze by¢
wykorzystane w leczeniu przewlektych infekcji wirusowych i bakteryjnych, jak rowniez
W terapii przeciwnowotworowej. W tym celu probuje sie¢ hamowac ekspresje biatka Foxp3,
jego wigzanie z DNA, neutralizuje si¢ cytokiny niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
limfocytéw Treg oraz blokuje czasteczki CD25, CTLA-4 i GITR na ich powierzchni przy

uzyciu odpowiednich przeciwciat monoklonalnych [135-139].

Pomimo ogromnego postepu, jakiego dokonano w poznawaniu mechanizmow
tolerancji obwodowej mediowanej przez limfocyty Ty, pewne kwestie, dotyczace gtownie
ich aktywno$ci supresorowej wobec pozostatych komoérek immunokompetentnych, wciaz
pozostaja niejasne. Ingerencje terapeutyczne skutkujagce zmianami liczebnos$ci limfocytow
Treg 1/lub modyfikacjg ich aktywnoSci, stwarzajg zatem potencjalne zagrozenie niezamierzonej

dysregulacji funkcjonalnej uktadu odpornosciowego.
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1.2 Pierwotne niedobory odpornosci

Pierwotne niedobory odpornosci (ang. primary immunodeficiencies, PIDs) to grupa
genetycznie uwarunkowanych schorzen ukladu odpornosciowego, ktére predysponuja
cierpigcych z ich powodu chorych do czestych i/lub cigzkich infekcji oraz - w wyniku szeroko
pojetej dysfunkcji mechanizméw immunoregulacyjnych — do wystgpowania schorzen

autoimmunizacyjnych, alergicznych oraz nowotworowych.

Srednia czestotliwo$¢ wystapienia PIDs w populacji ogdlnej wynosi (w przyblizeniu)
1:2,500 zywo urodzonych niemowlat, ale r6zni si¢ do$¢ znacznie w zaleznos$ci od rodzaju
niedoboru i badanej populacji [140-143].

Zaawansowanie nowoczesnych metod badawczych, zwtaszcza technik molekularnych,
umozliwito identyfikacje blisko 200 r6znych fenotypowo rodzajow PIDs [144]. Wigkszos¢
z nich, to do$¢ dobrze scharakteryzowane choroby monogenowe, w okoto 170 przypadkach
o ustalonym locus genowym. Odkrycia te wyjasnity przy okazji szereg molekularnych
I komorkowych mechanizmow immunoregulacyjnych. Oszacowano m. in., iz moze istnie¢
ponad 1,000 genéw biorgcych udziat w prawidlowym rozwoju, rdéznicowaniu,
funkcjonowaniu i kooperacji roznych subpopulacji leukocytow. Na tej podstawie zaktada sie,
1z wiele potencjalnie istniejgcych PIDs nie zostato do tej pory zidentyfikowanych, co sugeruje

pilng potrzebe badan nad zrozumieniem patomechanizmoéw tych chorob.

1.2.1 Niedobory odpornosci z przewaga zaburzen produkcji

przeciwcial

Ponad potowe diagnozowanych PIDs stanowig zaburzenia dotyczace produkcji
przeciwcial, wystgpujace najczesciej w wieku rozwojowym, ale diagnozowane rowniez
i U osob dorostych. Pomimo réznorodnych defektow genetycznych lezacych u ich podtoza,
wszystkie niedobory odpornosci humoralnej taczy podobny obraz kliniczny, wynikajacy
z uposledzonej syntezy przeciwcial. Ponad 90% pacjentow prezentuje, zazwyczaj W drugiej
potowie pierwszego roku Zzycia, nawracajace zakazenia uktadu oddechowego, gtéwnie
o etiologii bakteryjnej. Dos¢ powszechne sg réwniez infekcje przewodu pokarmowego,

zakazenia drog moczowych, zapalenia opon modzgowo-rdzeniowych, przewlekle stany
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zapalne kosci, stawow 1 skory [145,146]. Obserwuje si¢ ponadto nawracajace zakazenia
wirusowe oraz wzmozone wystepowanie chorob o podtozu autoimmunizacyjnym [147,148].
Niedobor przeciwcial moze by¢ wynikiem szeregu defektow zaktdcajacych powstawanie i/lub

dojrzewanie limfocytow B, badz tez prawidtowe ich funkcjonowanie [146].

Z powodu wysokich wskaznikow zachorowalnosci i $miertelnosci, kluczowa role
w przypadku niedoboréw odporno$ci humoralnej odgrywa wdrozona odpowiednio wczesnie

specjalistyczna diagnostyka oraz nastepowa specyficzna terapia [145].

Do najczestszych niedoborow odpornosci  humoralnej, ktére charakteryzuje
uposledzona produkcja immunoglobulin przez zwykle obecne limfocyty B, naleza:
przej$ciowa hypogammaglobulinemia wieku dzieciecego (ang. transient
hypogammaglobulinemia of infancy, THI), pospolity zmienny niedobér odpornosci (ang.
common variable immunodeficiency, CVID) oraz wybiorczy (izolowany) niedobor IgA (ang.
selective 1gA deficiency, SIgAD) [149].

1.2.2 Przejsciowa hipogammaglobulinemia wieku dzieciecego (THI)

Pierwotny niedobér odpornosci humoralnej, znany pod nazwa przejSciowe]
hipogammaglobulinemii wieku dzieciecego (THI), opisany zostat po raz pierwszy w 1956
roku przez dwoch amerykanskich immunologow - Davida Gitlina i Charlesa A. Janewaya
[150]. W swoim artykule zatytulowanym ,,Agammaglobulinemia, congenital, acquired and
transient forms”, autorzy uznali ten rodzaj niedoboru za wydtuzenie okresu fizjologicznej
hipogammaglobulinemii niemowlat, ktéry wystepuje z reguly pomigdzy 3 a 6 miesigcem
zycia i jest wypadkowa katabolizmu/zuzywania matczynych immunoglobulin (okres ich
pottrwania wynosi w przyblizeniu 21 dni), oraz opdznionej w czasie syntezy wlasnych. Jako
kryterium diagnostyczne tej choroby przyjmuje si¢ obecnie obnizenie surowiczego poziomu
IgG ponizej dwoch odchylen standardowych (SD) dla badanego przedzialu wiekowego,
ktéremu moze towarzyszy¢ jednoczesnie uposledzone wytwarzania immunoglobulin klasy
IgA, rzadziej IgM [151-153]. Brak $cisle okreslonych kryteriow definiujgcych to schorzenie
powoduje, iz wstepne rozpoznanie ustalane jest dopiero po wykluczeniu innych przyczyn

hipogammaglobulinemii, a definitywna diagnoza stawiana jest z reguly retrospektywnie.
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Przyczyny obnizonej produkcji immunoglobulin u pacjentow z THI oraz mechanizmy ich

pdzniejszej normalizacji, pozostaja w duzej mierze nieznane.

1.2.2.1 Czesto$¢ wystepowania THI

THI jest jednym z czterech najczesciej] wystepujacych pierwotnych niedoborow
odpornosci humoralnej u dzieci. Dotyczy w jednakowym stopniu niemowlat ptci meskiej, jak
i zenskiej, bez wzglgdu na ras¢. Rzeczywiste rozpowszechnienie tej formy
hipogammaglobulinemii pozostaje ciggle kwestig sporng, ze wzgledu na rozbiezne dane
pochodzace z osrodkow diagnozujacych PIDs na calym $wiecie [154]. Ponadto, wiele
przypadkoéw tego niedoboru nie zostaje odnotowanych, ze wzgledu na swoj przejsciowy
charakter lub bezobjawowy przebieg u niektorych chorych oraz brak jednoznacznych
kryteriow diagnostycznych [155]. W USA czgstos¢ wystgpowania THI szacowana jest na
okoto 0,061-1,1 przypadkéw na 1000 zywych urodzen. Z Kolei, na podstawie badan
przeprowadzonych w Japonii wynika, iz stanowi ona 18,5 % PIDs [156]. Jednakze od dawna
sugeruje si¢, ze statystyki te sg zanizone, i czgsto$¢ THI moze by¢ zblizona do obserwowane;j
w przypadku najbardziej powszechnie wystepujacego niedoboru odpornosci humoralne;,
jakim jest SIgAD [156,157]. W oparciu o dane udostgpnione przez organizacje grupujace
badaczy zajmujacych si¢ pierwotnymi niedoborami odpornosci wynika, iz z roku na rok
ro$nie liczba pacjentow objetych diagnostyka i Specjalistyczng opiekg immunologow
Klinicznych. Wzrasta tym samym liczba 0sob, u ktorych poprawnie rozpoznaje si¢ pierwotne
niedobory odpornosci, w tym THI. Liczba rozpoznawanych przypadkow tego niedoboru rozni

si¢ jednak znacznie, W zaleznosci od Kraju.

1.2.2.2 Patomechanizmy THI

Dotychczasowe badania wskazuja na szeroka skale zaburzen zwigzanych
z funkcjonowaniem uktadu odpornosci u pacjentow z THI. Nalezg do nich m.in.: opdznione
dojrzewanie limfocytow B, niedobory limfocytow T pomocniczych (Th), jak réwniez
zaburzenia dojrzewania limfocytow T, co w konsekwencji nieprawidlowej kooperacji
miedzykomorkowej moze skutkowaé rowniez uposledzeniem funkcji limfocytow B [154].
Pomimo wielu zaproponowanych rozwigzan, patomechanizmy rozwoju THI nie sa do chwili

obecnej w pelni poznane.
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1.2.2.2.1 Teoria matczyno-ptodowej niezgodnosci antygenowej

Pierwsza probge wyjasnienia przyczyn przejsciowo obnizonego poziomu
gammaglobulin u dzieci podjat Fudenberg opisujac tzw. matczyno-ptodowa niezgodnosé
antygenowg w obrebie allotypow immunoglobulin [158]. Opierat si¢ on na zatozeniu, iz
antygenowe roznice ludzkich 7S y-globulin (IgG) warunkowane sg przez kodominujace allele
dwoch niezaleznych loci: Gm 1 Inv, podlegajacych dziedziczeniu wedlug praw Mendla.
Przeciwciata anty-globulinowe, specyficzne dla roéznych allotypéw, wykrywano m.in.
W surowicy biorcoOw krwi oraz u dzieci, ktorym z powodu choroby hemolitycznej przetaczano
krew. Czynniki Gm(a) i Gm(b) byly obecne w czasteeczkach 7S y-globulin (IgG) i byty
podstawg wyrdzniania tzw. genetycznych allotypéw y-globulin (typu Gm). Ich powstawanie
warunkowane bylo wystepowaniem mutacji w obrgbie gendéw kodujacych podklasy IgG,
ktore powoduja niewielkie zmiany ich sekwencji aminokwasowych, dzigki czemu u réznych
osobnikow ulegaty ekspresji rézne formy allotypowe. W przeprowadzonych badaniach
wykazano, ze juz niewielka ilos¢ produkowanych przez ptdéd gammaglobulin byta
wystarczajagca do immunizacji matki niezgodnym allotypem Gm, i mogta nastepowaé juz
W 7 miesigcu cigzy. Produkowane w odpowiedzi na alloimmunizacj¢ przez organizm matki
przeciwciata anty-Gm (klasy 1gG) mogty by¢ transportowane do organizmu ptodu i hamowac
u niego produkcje immunoglobulin. Tego typu przeciwciata wykryto w surowicy dwoch
z czterech badanych matek, ktorych dzieci kilka miesigcy po porodzie rozwingly stan
przemijajacej hipogammaglobulinemii. Przeprowadzone kilka lat p6Zniej przez Nathensona

badania, na duzo wigkszej grupie pacjentow, nie potwierdzity w petni tej hipotezy [159].

1.2.2.2.2 THI jako heterozygotyczna posta¢ hipogammaglobulinemii

W oparciu o badania nad rodzinnym wyst¢powaniem PIDs, prowadzone m.in. przez
Soothilla, pojawity si¢ przypuszczenia, iz THI prezentuje heterozygotyczng posta¢ innej
formy hipogammaglobulinemii - dziedziczonej autosomalnie recesywnie [159,160].
Sugerowano, iz THI moze by¢ tagodna manifestacjg efektu ekspresji pojedynczego, blizej
nieznanego genu, objawiajacego si¢ w fenotypie heterozygoty. Obecnie wiadomo, iz rodzinne

wystepowania THI stwierdza si¢ u 20-25% pacjentow, co potwierdzaloby niniejszg teorie.
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1.2.2.2.3 Rola limfocytéw T helper w etiopatogenezie THI

Przeprowadzone w 1981 roku przez Siegela badania wskazaly kolejny mozliwy
patomechanizm rozwoju przejéciowej hipogammaglobulinemii [161]. W grupie 17 pacjentéw
z THI oznaczona liczebnos¢ krazacych limfocytow B, jak i ich zdolno$¢ do syntezy
immunoglobulin (po stymulacji wirusem EBV), nie odbiegaty od normy. Stwierdzono
natomiast wyraznie obnizong zdolno$¢ limfocytow B do syntezy IgG w odpowiedzi na ich
nieswoistg stymulacje mitogenem szkartatki (ang. pokweed mitogen, PWM), ktory rowniez
aktywuje te komorki do produkcji immunoglobulin na drodze niezaleznej od limfocytéw T.
Jednoczesnie, w testach funkcjonalnych, nie wykazano u wspomnianych chorych zwigkszonej
aktywnosci komorek supresorowych. U wszystkich pacjentow z objawowa THI obserwowano
natomiast zmniejszong liczebno$¢ limfocytéw T pomocniczych CD4" (Th), przy czym
poziom tych komorek wzrastat do obserwowanego u zdrowych oséb, w miar¢ normalizacji
stezen immunoglobulin oraz stanu klinicznego chorych. Uzyskane wyniki wskazywaty, iz
przyczyna obnizonej produkcji IgG w THI moga wigc by¢ zaburzenia zwiazane zaréwno
Z liczebnos$cia, jak 1 funkcja limfocytow Th wspomagajacych swoista odpowiedz typu

humoralnego.

1.2.2.2.4 THI jako wynik zaburzonej produkcji cytokin

Oceniajac poziom cytokin w nadsaczach hodowlanych z komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) izolowanych od
pacjentow z THI wykazano w nich zwigkszony, w odniesieniu do zdrowych dzieci, poziom
TNF-0, TNF-B, jak rowniez IL-10 [162]. Obserwacje prospektywne pozwolity stwierdzié, iz
normalizacji poziomu IgG (bez stosowania terapii substytucyjnej immunoglobulinami)
towarzyszyt spadek produkcji obu typéw TNF, natomiast produkcja IL-10 pozostawata
niezmieniona. Hamujacy wplyw egzogennego TNF-a oraz TNF-f na produkcje IgG 1 IgA
przez prawidtowe limfocyty B potwierdzono w badaniach in vitro [163]. W S$wietle
powyzszych obserwacji postuluje si¢, iz podwyzszony w surowicy poziom niektorych
cytokin, w szczegolnosci TNF-o 1 TNF-B, moze odpowiada¢ za polaryzacjag rdéwnowagi
uktadu odpornosciowego W kierunku przewagi aktywnosci funkcjonalnej limfocytow
pomocniczych Thl, kosztem limfocytow Th2. Zjawisko to wydaja si¢ potwierdza¢ wyniki
przeprowadzonych u dzieci z THI dtugoterminowych obserwacji prospektywnych. Niskiemu

poziomowi immunoglobulin w surowicy pacjentow towarzyszyt poczatkowo wysoki poziom
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IL-12 i IL-18, ktore odgrywajg istotng rol¢ w roznicowaniu limfocytow Thl. Z kolei, po
normalizacji poziomu IgG, poziom tych cytokin ulegal obnizeniu [162]. Na obserwowang
U pacjentow z THI przewage odpowiedzi typu Thl moze mie¢ réwniez wptyw podwyzszona
liczebno$¢ monocytow wykazujacych wewngtrzkomoérkows ekspresje 1L-12. Nadmierna
produkcja tej cytokiny (z nieznanych przyczyn) moze wigec by¢ istotnym czynnikiem

patogenetycznym przejsciowej hipogammaglobulinemii u dzieci.

1.2.2.2.5 THI a zaburzona ekspresja czqsteczki CD40 na monocytach

Jednym z mechanizméw regulujacych produkcje przeciwcial jest oddziatywanie
pomigdzy receptorem btonowym CD40, wykazujacym ekspresje na limfocytach B,
monocytach i komoérkach dendrytycznych, a jego ligandem — CD40L (CD154), obecnym na
aktywowanych limfocytach T. Ich wzajemne interakcje odpowiadaja m.in. za zjawisko
przetaczania izotypu przeciwcial produkowanych przez limfocyty B. U dzieci z THI
zaobserwowano spadek poziomu ekspresji czasteczek CD40 na monocytach, podczas gdy
ekspresja CD40L na limfocytach T byta porownywalna z grupa kontrolng. Wyniki
przeprowadzonych badan sugerowaly, iz znaczne obnizenie poziomu ekspresji CD40 na
monocytach u dzieci z THI (37% komorek pozytywnych) w poroéwnaniu z grupa kontrolng
(81% komorek pozytywnych), moze by¢ jednym z czynnikdw odpowiedzialnych za
nieprawidtowe interakcje pomigdzy komorkami prezentujacymi antygen i limfocytami T, co

w konsekwencji moze prowadzi¢ do spadku produkcji immunoglobulin [164].

1.2.2.3 Obraz Kkliniczny i etiologia zakazen w THI

U pacjentéw cierpigcych z powodu PIDs, niezaleznie od rodzaju tego niedoboru,
zakazenia maja charakter przewlekty, nawracajacy, czesto z tendencja do uogolniania sig.
Wywotywane sg nie tylko przez patogenne, ale rodwniez i oportunistyczne drobnoustroje,
a wiekszos¢ infekcji ma bardziej burzliwy przebieg, niz u 0so6b z prawidtowo funkcjonujacym
uktadem odpornosciowym. W przypadku THI, wyodrebni¢ mozna dwie grupy pacjentow.
Pierwsza z nich tworzg dzieci, u ktorych przebieg choroby jest bezobjawowy, a obnizony
poziom immunoglobulin wykrywany jest zazwyczaj przypadkowo w trakcie badania
cztonkow rodzin obcigzonych wystepowaniem niedoboru odpornosci. W drugiej grupie
dzieci, dominujagcym objawem klinicznym, bedgcym najczesciej powodem skierowania celem

przeprowadzenia petnej diagnostyki immunologicznej, sa ci¢zkie zakazenia wystepujace juz
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W pierwszych miesigcach zycia [165,166]. Zwykle dotycza one uktadu oddechowego. Stanom
zapalnym oskrzeli i - nieco rzadziej — ptuc, towarzysza nawracajace, bakteryjne zapalenia
ucha $rodkowego, zatok obocznych i blony Sluzowej nosa oraz jamy ustnej [152]. Rzadziej
rozpoznawane sg infekcje kosci lub stawow. Zakazenia przewodu pokarmowego, drugie pod
wzgledem czestosci wystepowania u pacjentdow z niedoborem przeciwciat, w THI dotycza
okoto 8% pacjentow [166,167]. Z kolei, u ponad potowy stwierdza si¢ w badaniu
histopatologicznym nacieki zapalne w obrebie $luzoéwki jelita cienkiego [165]. W obrazie
Klinicznym THI dos$¢ powszechne sa réwniez schorzenia atopowe, alergie i nictolerancje
pokarmowe, ktore dotycza, wedlug niektorych zrodet, nawet 80% chorych [152,168].
Opisywane jest relatywnie czgste wystepowanie astmy oraz atopowego zapalenia skory
[154,168,169]. Znacznie rzadziej okresowi przej$ciowej hipogammaglobulinemii towarzysza
zakazenia wirusowe 1 grzybicze, cho¢ opisywano przypadki ciezkich infekcji wirusem ospy
wietrznej i potpasca, jak i przewlekte kandydozy jamy ustnej [166]. Ponadto, donoszono
0 zakazeniach enterowirusami, gtdéwnie ECHO lub polio, i to zaréwno szczepem dzikim, jak
tez szczepionkowym [166]. Niewielki odsetek dzieci prezentuje tzw. cigzka objawowa postaé
THI, zwiazang z zapaleniem, najczeSciej meningokokowym, opon mozgowo-rdzeniowych
I mozgu, oraz sepsg bakteryjng, ktora moze doprowadzi¢ do niewydolnos$ci wielonarzadowej,

a nawet by¢ przyczyng zgonu [165,170,171].

1.2.2.4 THI w ocenie laboratoryjnej

Zdecydowana wiekszos¢ pacjentow z THI w badaniach laboratoryjnych prezentuje
obnizone stezenie IgG w surowicy, ponizej dwoch odchylen standardowych dla wieku
(<2SD), ktoremu moga towarzyszy¢ niskie st¢zenie IgA (80% przypadkow), rzadziej IgM
(30-50% chorych) [149]. Oznaczane u ponad polowy pacjentow catkowite stgzenie
immunoglobulin wskazujace na niedobdr przeciwciat, wykazuje poziom nizszy niz 4 g/l,
a stezenie IgG nizszy niz 2 g/l [152,171]. Poziom 1gG ponizej 1 g/l sugeruje juz zazwyczaj
trwaly niedobor odpornosci. Podwyzszone poziomy IgE s3 zazwyczaj skutkiem
wspotistniejacych niekiedy u dzieci z THI schorzen o atopowym podiozu alergicznym.
Badanie morfologiczne krwi moze ujawnia¢ lagodng neutropeni¢, niekiedy réwniez
trombocytopeni¢ [149,157]. Badania immunofenotypu leukocytow krwi obwodowej
(przeprowadzone przy uzyciu metod cytometrii przeplywowej), obejmujace pomiar liczby
bezwzglednej 1 odsetka subpopulacji limfocytéw T, B oraz komorek NK, nie wykazuja

zazwycza] nieprawidtowosci. U niektorych pacjentow obserwuje si¢ niekiedy niewielkie
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zaburzenia ich liczebnosci, najczesciej limfocytow T CD8', w dalszej kolejnosci — CD4"
I limfocytow B [165]. Reaktywnos$¢ limfocytdow oceniana w testach proliferacyjnych po
stymulacji antygenami i/lub mitogenami (fitohemaglutynina, konkanawalina-A, mitogen
szkartatki, antygeny Candida) jest zazwyczaj prawidlowa.

Pomocniczym badaniem odpornosci humoralnej jest ocena st¢zenia swoistych
przeciwcial poszczepiennych. U wigkszosci dzieci z THI stwierdza si¢ prawidtowa
odpowiedZ na antygeny bialkowe (anatoksyna btlonicy, antygeny tezca, krztu$ca) oraz —
u dzieci powyzej 2 roku zycia — na antygeny polisacharydowe (wysokie miano przeciwcial
przeciwko pneumokokom). U niewielkiej liczby chorych obserwowano przejsciowo ostabiong

odpowiedz na szczepionki wirusowe.

1.2.2.5 Leczenie

Pacjenci z THI wymagaja bardzo zréznicowanego podejscia klinicznego. Dzieci
Z pierwszej, asymptomatycznej grupy, nie wymagaja intensywnego/specjalistycznego
leczenia. Pacjenci rozwijajacy objawowa posta¢ tego niedoboru podlegaja statej obserwacji
przez immunologa Klinicznego. Niekiedy wskazana jest u nich tzw. profilaktyka
antybiotykowa, zwlaszcza w okresach zwigkszonego ryzyka rozwoju infekcji w miesigcach
jesienno-zimowych oraz wiosennych. W przypadku wystepujacych u czeSci pacjentow
powiktan autoimmunizacyjnych, konieczne jest zastosowanie leczenia immunosupresyjnego,
ktore niestety moze dodatkowo poglebic¢ istniejacy defekt odpornosci i zwickszaé ryzyko
potencjalnych zakazen [166]. W skrajnych przypadkach, kiedy chorzy prezentuja ciezkie
infekcje i stwierdza si¢ bardzo slabg odpowiedZz poszczepienng, stosowane jest OKresowo
leczenie substytucyjne preparatami immunoglobulin, w postaci wlewow dozylnych (ang.
intravenous  immunoglobulin, IVIG), rzadziej podskérnych (ang. subcutaneous
immunoglobulin, SIG) [149,164,165].

1.2.2.6 Podsumowanie

Okoto 25% pacjentow z THI diagnozowanych jest przed ukonczeniem 6-go m-ca
zycia, kolejne 50% pomigdzy 6 a 12 miesigcem zycia [149,166]. Pomimo poczatkowo
przyjetych twierdzen odnosnie rownomiernego wystgpowania THI u obu pici, wyniki badan
dowodza, 1z nieco ponad 60% przypadkdéw przejsciowej hipogammaglobulinemii dotyczy
pacjentow plci meskiej. U wigkszosci chorych normalizacja poziomu immunoglobulin
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nastepuje pod koniec 2-go roku zycia, ale poziom ten moze pozostawaé ponizej dolnego
zakresu normy dla wieku nawet do 5-go — 6-go roku zycia. [149]. Jak wynika z dostgpnych
statystyk, w grupie pacjentow dtuzej manifestujacych hipogammaglobulinemie, przewazaja
dzieci pici zenskiej. U okoto 20-25% dzieci z rozpoznanym THI, stwierdza si¢ jej rodzinne
wystepowanie, a niekiedy réwniez i innych pierwotnych niedoborow odpornosci, zwtaszcza
izolowanego niedoboru IgA, CVID, a nawet cigzkiego ztozonego niedoboru odpornosci (ang.

severe combined immunodeficiency, SCID).

1.2.3 Inne czesto wystepujace pierwotne niedobory odpornosci

humoralnej

1.2.3.1 Pospolity zmienny niedobdr odpornosci (CVID)

CVID stanowi heterogenng pod wzgledem genetycznym, patogenetycznym
i klinicznym grupe niedoboroéw, z przewagg zaburzen produkcji przeciwciat [165]. Czgsto$é
wystepowania tego schorzenia uzalezniona jest od regionu i badanej populacji, waha sie¢
w szerokich granicach, od 1:10.000 do 1:50.000 zywo urodzonych niemowlat, choé jak
sugeruja ostatnie badania, wskaznik ten moze wynosi¢ nawet 1:1.200 [172]. W przypadku
rasy kaukaskiej, niedobor ten wystepuje u okoto 1 na 25 tys. Zywo urodzonych niemowlat,
rownomiernie u obu pitci [173-175]. CVID diagnozuje si¢ najczesciej pomiedzy 5-8 rokiem
zycia lub w 2 — 3 dekadzie zycia, ale jego wystepowanie nalezy roéwniez rozwazaé
w przypadku dzieci okoto 2-go roku zycia, réznicujac z THI. Spektrum objawow klinicznych
jest zroznicowane, ale dominuja w nim nawracajace infekcje gornych i dolnych drog
oddechowych, ktorych przyczyna sa w gtownej mierze bakterie otoczkowe i drobnoustroje
atypowe. W grupie osob z CVID obserwuje si¢ ponadto zwigkszong czestos¢ wystepowania
schorzen autoimmunizacyjnych, ktére dotycza ok. 20% pacjentéw. Do najczestszych naleza:
pierwotna matoptytkowo$¢ immunologiczna, autoimmunizacyjna anemia hemolityczna,
neutropenia, reumatoidalne zapalenie stawoéw 1 zapalenia naczyn o podtozu
autoimmunizacyjnym. Az jedna trzecia chorych z CVID rozwija choroby limfoproliferacyjne,
ktore manifestujg si¢ najczesciej splenomegalig, uogélniong limfadenopatig, a takze zajeciem
skory. W zespole CVID wyzsze jest ponadto ryzyko wystgpienia raka zotadka oraz jelita
grubego [176,177].
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Gtownym kryterium diagnostycznym tego niedoboru odpornosci jest obnizone —
ponizej 2 SDs wzgledem normy dla wieku - stezenie immunoglobulin IgG, niekiedy takze
IgA oraz IgM [177-179]. U wickszosci chorych stwierdza si¢ prawidlowy lub nieznacznie
obnizony poziom limfocytow B w krwi obwodowej [176,180,181]. W wigkszoSci
przypadkoéw obserwuje si¢ takze obnizong produkcje swoistych przeciwcial poszczepiennych
oraz brak izohemaglutynin. W trakcie dlugoletnich obserwacji chorych z CVID, opisano
liczne przyktady zaburzen dotyczacych liczby i funkcji limfocytow T [182], m. in. zmiany
liczebnosci poszczegdlnych subpopulacji limfocytow T, np. redukcje antygenowo swoistych
komoérek T pamieci, zmniejszenie odsetka populacji komoérek CD4" i wzrost odsetka
limfocytow CD8" [183].

Zaburzenia genetyczne, o charakterze jedno- lub wielogenowym, wykazano do chwili
obecnej u ok. 10 - 15% pacjentéw z CVID [180]. Opisano nieprawidtowos$ci dotyczace gendw
kodujacych czasteczki uczestniczace w przekazywaniu sygnaldow w limfocycie B, biorace
udziat w dojrzewaniu limfocytow B lub w przekazywaniu sygnatu do syntezy przeciwcial
[157]. Stwierdzono m.in. mutacje genu TNFRSF13B kodujacego receptor TACI (ang.
transmembrane activator and calcium-modulating cyclophilin-ligand (CAML) interactor),
genu TNFRSF13C kodujacego BAFF-R (ang. B cell activating factor receptor) [172],
homozygotyczng mutacj¢ genu CDI19, defekt czynnika kostymulujacego limfocytow T —
ICOS (ang. inducible costimulatory molecule) [184], jak rowniez mutacje genow CD81, oraz
MSHS5 [185]. Do najczestszych nalezy mutacja genu TNFRSF13B [165], przy czym reszta
zaburzen nie jest czgstsza niz 1% [172,186]. Ponadto stwierdzono, iz opisane w CVID
zaburzenia genetyczne nie wywolujg hipogammaglobulinemii w sposob bezposredni,
a jedynie zwigkszaja ryzyko jej wystapienia [174].

Doktadny patomechanizm tego schorzenia nadal pozostaje niejasny. Najbardziej
prawdopodobng wydaje si¢ koncepcja, iz zaburzenie wielu roéznych mechanizméow
immunoregulacyjnych znajduje swdj wspolny obraz kliniczny, okreslany jako CVID.
Ze wzgledu na swoj przebieg, czesto nasladujacy w poczatkowej fazie inne niedobory
odporno$ci humoralnej, rozpoznanie CVID moze by¢ opdznione nawet o kilka lat [172].
Trudno$ci diagnostyczne wynikaja z faktu, iz w niektérych przypadkach CVID poczatkowo
moze wystepowaé pod maskami izolowanego lub czg¢sciowego niedoboru IgA, niedoboru
podklas 1gG lub niedoboru swoistych przeciwcial przeciw antygenom polisacharydowym
[174]. Duze trudnosci moze stwarza¢ w pierwszych latach zycia chorego diagnostyka

r6éznicowa CVID i1 THL
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1.2.3.2 Izolowany niedobor IgA (SIgAD)

Izolowany niedobor IgA (SIgAD) jest najczestszym pierwotnym niedoborem
odporno$ci humoralnej. Jego wystepowanie jest zroznicowane, w zalezno$ci od regionu waha
si¢c od 1:300 w krajach Europy i Ameryki, do 1:21000 w populacji japonskiej [187].
W przypadku rasy kaukaskiej, SIQAD rozpoznawany jest w przyblizeniu u 1:500 — 1:600
zywo urodzonych niemowlat. Podstawa definitywnej diagnozy SIgAD jest stwierdzenie
sladowego stezenia IgA w surowicy (i1 wydzielinach) (<0,05g/1), przy prawidtowym poziomie
pozostatych immunoglobulin, oraz wykluczenie innych przyczyn niedoboru przeciwciat
[57,179,188,189]. Definitywna diagnoz¢ mozna postawi¢ dopiero po ukonczeniu przez
dziecko 4 — 5-go roku zycia, po wykluczeniu THI [190]. We krwi obwodowej stwierdza si¢
prawidlowy poziom limfocytow B 1 T. Z reguly zachowana jest rowniez prawidlowa
produkcja przeciwcial poszczepiennych.

Szacuje sig, iz U wigkszosci pacjentow choroba ma przebieg bezobjawowy lub
skapoobjawowy, a samo schorzenie czesto wykrywane jest przypadkowo [149]. U okoto
jednej trzeciej chorych obserwuje si¢ jednakze nawracajace zakazenia bakteryjne i wirusowe,
dotyczace glownie drog oddechowych, ale takze nawracajace zapalenie ucha $srodkowego,
opon mézgowych oraz infekcje drog moczowych i przewodu pokarmowego [145]. Chorzy
cierpigcy na ten niedobdr narazeni s3 na zwigkszone ryzyko rozwoju schorzen
autoimmunizacyjnych (w tym cytopenii immunologicznych) alergicznych oraz chorob
przewodu pokarmowego (gtownie celiakii). Odnotowuje si¢ takze wigkszg zapadalnos¢ na
nowotwory przewodu pokarmowego i schorzenia limfoproliferacyjne (chociaz mniejszg niz
u chorych z CVID) [149,145].

Patomechanizm lezacy u podstaw uposledzonej produkcji IgA pozostaje wciaz
niejasny. Glowna przyczyna SIgAD wydaja si¢ by¢ defekty dojrzewania i koncowego
roznicowania limfocytow B do komorek syntetyzujacych oraz wydzielajacych IgA,
wynikajgce z wadliwego wspotdziatania limfocytow T i B [174]. Uwaza sig, iz dysfunkcja
limfocytow T pomocniczych oraz T supresorowych moze takze odgrywaé role
w patomechanizmie SIgAD [6,11].

Podtoze genetyczne SIgAD nadal pozostaje przedmiotem intensywnych badan. Jak
dotad, u niektorych pacjentow opisano, podobnie jak w przypadku CVID, mutacje w obrebie
genu TNFRSF13B [152]. Opisane nieprawidtowosci tego receptora u pacjentow z CVID
dodatkowo potwierdzaja zblizong etiopatogeneze tych dwoch niedoborow [174,191].

36



Na podstawie dtugoletnich obserwacji potwierdzono rodzinne wystgpowanie SIgAD
u ok. 20-25% chorych [149,173,192,193]. Ponadto, wyniki badan sugeruja, iz CVID moze
rozwing¢ si¢ w pozniejszym wieku u osob z SIgAD, co potwierdzaja przypadki progresji
SIgAD do peloobjawowego CVID, cho¢ opisywano rdéwniez, nieco rzadziej, sytuacje
odwrotng [173,194].

1.2.4 Diagnostyka réoznicowa THI z innymi dzieciecymi postaciami

hipogammaglobulinemii

Hipogammaglobulinemia w okresie niemowlecym i1 wczesnodziecigcym stanowi
istotny problem z punktu widzenia praktyki klinicznej, immunodiagnostyki, terapii
i prognozowania.

Obnizone stezenie jednego lub wiegcej izotopow immunoglobulin. w surowicy,
W powigzaniu z prawidlowym immunofenotypem lub nieznacznymi jedynie odchyleniami
liczbowymi dotyczacymi subpopulacji limfocytoéw, nie pozwala na jednoznaczne ustalenie
rozpoznania niedoboru odporno$ci, oraz na prognozowanie przebiegu klinicznego. W ten
sposob bowiem moga manifestowaé si¢ wszystkie opisane powyzej trzy najczescie)
wystepujace u dzieci postacie hipogammaglobulinemii [165]. Pomimo ogromnego post¢pu
w zakresie molekularnych, genetycznych oraz biochemicznych metod diagnostycznych,
szybkie rozpoznawanie i celna diagnoza, bgdace podstawg skutecznego leczeniu zaburzen
odpornoéci, nadal pozostaja wyzwaniem dla wspolczesnych immunologéw. Srednie
op6znienie w diagnozie wszystkich pierwotnych niedoboréw odporno$ci wynosi obecnie
(w przedziale wiekowym od 2-go miesigca do 54 roku zycia) 21,2 miesigca, a Wskaznik
$miertelnosci siega 25% [144]. Rowniez badania prowadzone nad CVID w Wielkiej Brytanii
dowiodly, iz opdznienie w rozpoznaniu tego konkretnego niedoboru wynosi ponad 3 lata
U dzieci i okoto 6 lat w przypadku dorostych [175,195]. Brak jest natomiast danych
dotyczacych THIL

Trudno$ci w diagnostyce roznicowej hipogammaglobulinemii u dzieci zwigzane s3
z paradoksalng sytuacja dotyczaca: 1) r6znego przebiegu klinicznego u chorych z tym samym
defektem odpornosci, ii) podobnego przebiegu Kklinicznego u chorych z réznymi defektami
odpornosci [165,171]. Rozpoznanie THI jest diagnoza z wykluczenia, stawiang zwykle
retrospektywnie, po osiagnigciu normalizacji stezen wszystkich izotypéw immunoglobulin.

Wiekszo$¢ chorych z THI osigga prawidlowe poziomy immunoglobulin okoto 2-go roku
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zycia. W oparciu o doniesienia literaturowe oraz wyniki obserwacji dlugoterminowych mozna
stwierdzi¢, iz poziom immunoglobulin w surowicy u czgéci pacjentow osiaga odpowiedni dla
wieku zakres normy rowniez pomig¢dzy 24-ym a 36-ym miesiagcem zycia. W pojedynczych
przypadkach ma to miejsce nawet okoto 78-g0 miesigca zycia [149,171]. Zwykle chorzy
z THI, ktorzy okoto 5-go roku zycia w dalszym ciggu manifestuja hipogammaglobulinemig,
zaczynaja by¢ traktowani i leczeni jako osoby z CVID. Pomimo istniejacych ogdlnych
kryteriow klinicznych i laboratoryjnych réznicujacych oba niedobory, w chwili obecnej brak
jest swoistego parametru pozwalajacego we wczesnym dziecinstwie na odréznienie THI od
CVID. Przyktadem moze by¢ ocena produkcji specyficznych przeciwciat poszczepiennych,
ktora czegs¢ autoréow kwestionuje, jako parametr odrézniajagcy CVID od THI. Okazalo si¢
bowiem, iz prawidtowa humoralna odpowiedz poszczepienna nie wyklucza rozpoznania
CVID i odwrotnie, zaburzona produkcja przeciwcial poszczepiennych nie wyklucza
rozpoznania THI [154,196-198]. Roéwniez w przypadku diagnostyki réznicowej THI i SIgAD
problemem jest wlasciwa interpretacja wynikéw badan. Zaobserwowano, ze u pacjentdw
z THI normalizacja poziomu IgG nastgpuje zwykle wczesniej niz IgA, tym samym u czesci
dzieci z przejsciowa hipogammaglobulinemig przez pewien okres mozna obserwowac
utrzymujacy si¢ obnizony poziom IgA, przy prawidlowych poziomach pozostatych izotypow
immunoglobulin [93]. Moze to by¢ blgdnie rozpoznane jako izolowany lub czesciowy
niedobor IgA. Dodatkowym problemem jest brak jasnych kryteriow, ktére umozliwiatyby
wskazanie tych pacjentéw z SIgAD, u ktdrych ryzyko przejscia niedoboru IgA w CVID jest
zwigkszone.

Problemy wynikajace z niewtasciwej lub opdznionej diagnozy majg u dzieci powazne
implikacje terapeutyczne. Wczesna, prawidtowa diagnoza ma istotne znaczenie dla wyboru
leczenia — CVID wymaga terapii substytucyjnej dozylnymi lub podskornymi preparatami
immunoglobulin, podczas gdy pacjenci z THI i SIgAD leczeni sa najczesciej objawowo.
Niepodjecie odpowiednio wczesnie celowanego leczenia u pacjentow z CVID moze by¢
W przysztosci przyczyna ciezkich, zagrazajacych zyciu zakazen oraz nieodwracalnych zmian
narzagdowych prowadzacych do trwatego inwalidztwa lub w skrajnych przypadkach do
$mierci.

W $wietle przytoczonych powyzej faktow, niezbednym wydaje si¢ ustalenie nowych
kryteriow/parametréw immunologicznych, ktore bytyby pomocne w diagnostyce rdéznicowe;]
hipogammaglobulinemii, zwlaszcza THI i CVID o wczesnym poczatku (ponizej 5-go — 6-go
roku zycia), a takze poszukiwanie nowych mechanizméw immunologicznych odgrywajacych

role w etiopatogenezie tychze hipogammaglobulinemii.
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2 CELE PRACY

Przestanka do podjecia niniejszych badan byly obserwacje dotyczace dzieci

z podejrzeniem THI, u ktorych stwierdzono podwyzszony, w odniesieniu do zdrowych

rowiesnikow, poziom krazacych limfocytow T regulatorowych.

2.1 Cel ogdlny

Celem ogo6lnym badan byla proba okreslenia ewentualnej roli, jaka odgrywaja

limfocyty T regulatorowe w etiopatogenezie przejsciowej hipogammaglobulinemii wieku

dzieciecego.

2.2 Cele szczegotowe

W szczegolnosci skupiono si¢ na:

I.  Ocenie liczebnosci limfocytow T regulatorowych w grupie dzieci z ustalonym

retrospektywnie - na podstawie obserwacji dlugoterminowej - rozpoznaniem THI,

w aspekcie:

1.

monitorowania liczebnosci krazacych limfocytow Trg 0d momentu
wystapienia pierwszych objawow klinicznych, do czasu ustalenia ostatecznej
diagnozy;

proby oceny zaleznoséci zmian pozioméw krazacych limfocytéw Treg 0d Wieku,
stezenia immunoglobulin oraz liczebnosci limfocytow B pacjentow grupy

badanej, w odniesieniu do dobranej pod wzgledem wieku grupy kontrolnej;

analizy zachodzacych w czasie zmian poziomu ekspresji mMRNA dla czynnika
transkrypcyjnego Foxp3 w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej
(PBMC) pacjentow oraz oceny tych zmian w zaleznosci od liczby krazacych
limfocytow Treg.
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I[l.  Ocenie wybranych parametrow zwigzanych z powstawaniem i dojrzewaniem

limfocytow Treg, uwzgledniajac:

1. obserwacj¢ zmian poziomoéw oraz produkcji wybranych cytokin (IL-10 oraz
TGF-B), odpowiednio: w surowicy oraz w nadsaczach pochodzacych ze
stymulowanych fitohemaglutyning lub lipopolisacharydem hodowli PBMC,

izolowanych z krwi obwodowej w trakcie kolejnych wizyt pacjentow;

2. analize sekwencji gendéw TGFBR1 i TGFBR2 kodujacych receptory dla TGF-

B, celem poszukiwania ewentualnych mutacji i/lub polimorfizmow.

I1l.  Ocenie funkcjonalnej limfocytow Trq (izolowanych od zdrowych dawcow)
z wykorzystaniem w badaniach modelowych testow czynnosciowych in vitro po
wysortowaniu odpowiednich populacji komorek, polegajacej na:

1.  okresleniu efektu supresorowego limfocytow Ty Na produkcje 1gG przez
limfocyty B wchodzace w sktad autologicznych PBMC;

2. okresleniu zmian proliferacji PBMC pod wptywem wzrastajacej liczby

autologicznych limfocytow Treg.

IV.  Ocenie znaczenia badanych parametrow immunologicznych w diagnostyce réznicowe;j
THI z innymi niedoborami odpornosci humoralnej (CVID i SIgAD) u dzieci do 5 roku

zycia.
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3 PACJENCI 1 METODYKA

3.1 Osoby badane

Badaniami objete zostaly dzieci z pierwotnymi niedoborami odporno$ci humoralnej,
diagnozowane i leczone w Poradni i Oddziale Immunologicznym Uniwersyteckiego Szpitala
Dzieciecego w Krakowie, w latach 2008-2012. Poszczegdlne formy hipogammaglobulinemii
diagnozowano zgodnie z wytycznymi “International Union of Immunological Society” (IUIS)
[199]. Grupy pacjentdw, wylonione retrospektywnie na podstawie dlugoterminowej
obserwacji poziomu immunoglobulin w surowicy oraz stanu klinicznego, prezentowatly

nastepujace rodzaje niedoborow:

e pacjenci z retrospektywnie ustalonym rozpoznaniem przejsciowe;j
hipogammaglobulinemii wieku dziecigcego (THI), u ktorych poziom immunoglobulin

w trakcie trwania projektu ulegt normalizacji;

e pacjenci, u ktorych uprzednio definitywnie zdiagnozowano pospolity zmienny
niedobor odpornosci (CVID), z utrzymujacym si¢ obnizonym poziomem IgG, IgA

oraz ewentualnie IgM;

e pacjenci z izolowanym niedoborem IgA (SIgAD), u ktoérych poziom IgA pozostawat

obnizony ponizej 0,05g/L w trakcie obserwacji trwajacej powyzej trzech lat.

Dobrang pod wzgledem wieku grupe kontrolng utworzyty dzieci, u ktérych badania
laboratoryjne 1 planowa diagnostyka kliniczna ukladu immunologicznego, wykluczyty
zaburzenia odpornosci. Badania objely rowniez grupe dobrowolnych dorostych dawcow,
ktorych krew postuzyla do wykonania testow czynnosciowych in vitro, z wykorzystaniem
PBMC oraz izolowanych limfocytow T. Szczegdétowa charakterystyke grup badanych
I kontrolnej, przedstawia tabela 2.

Na przeprowadzenie opisanych powyzej badan wydane zostaly zgody Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego: nr KBET/107/B/2006 oraz KBET/6/B/2012.
Badaniami objeto jedynie tych pacjentow, ktorych Rodzice badz Prawni Opiekunowie,
poinformowani o celu i rodzaju badan, wyrazili pisemng zgode na udziat w projekcie.
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Tabela 2. Charakterystyka badanych grup pacjentow.

Rozpoznanie Liczebnos¢ Wiek ($rednia £+ SD) Ple¢ [K/M]
THI 68 3+2 18/50
o CVID 32 10+3 11/21
Dzieci
SIgAD 40 7+4 18/22
Grupa kontrolna 87 4+3 38/49
Doro$li Zdrowi 7 36+11 3/4

3.2 Izolacja komdrek jednojqdrzastych

PBMC izolowano z pehlej krwi Zylnej pobranej na antykoagulant EDTA, metoda
wirowania na gradiencie gesto$ci Ficoll/Isopaque (Pharmacia, Uppsala, Szwecja), przy
predkosci wirowania 400 g przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Uzyskane w ten
sposob komorki wykorzystywano do barwien cytometrycznych (od 200 do 500 tys. komorek)
lub stymulowano odpowiednimi mitogenami w trakcie prowadzenia hodowli (okoto 600 tys.
komorek). Okoto 500 tys. PBMC mrozono w temp. -80 °C i przechowywano do czasu

wykonania odwrotnej transkrypcji.

3.3 Ocena ilosciowa limfocytow Treq i limfocytow B

3.3.1 Okreslenie liczby bezwzglednej limfocytow T CD4+

Do probowek typu TruCount (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) zawierajacych
mikrokuleczki (ang. beads) dodawano 100 ul krwi peinej pobranej na EDTA oraz zestaw
dwoch przeciwcial monoklonalnych: anty-CD3-FITC i anty-CD4-PE (BD Biosciences).
Probki inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4 °C, a nastgpnie, w celu lizy
erytrocytow, dodawano 400 pl buforu lizujacego (BD FACS Lysing Solution, BD
Biosciences). Tak przygotowane prébki analizowano za pomoca cytometru przeptywowego
FACSCanto przy uzyciu oprogramowania FACSDiva Software (Becton Dickinson, CA,
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USA). Na podstawie zebranej liczby mikrokuleczek, okreslano liczbe limfocytow CD3*CD4"
w 1 pul krwi pelne;.

3.3.2 Oznaczanie bezwzglednej liczby limfocytow Treg

Oznaczanie liczby komorek CD4'CD25'Foxp3* przeprowadzano przy uzyciu
odczynnikow i przeciwciat wchodzacych w sktad zestawu Human Regulatory T Cell Staining
Kit (eBioscience, San Diego, CA, USA), zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta.
Do otrzymanej zawiesiny PBMC dodawano mieszaning przeciwcial anty-CD4-FITC i anty-
CD25-PE, po czym komorki poddawano utrwalaniu i permeabilizacji. Nastgpnie, dodawano
przeciwciatlo anty-Foxp3-APC, wigzace cytoplazmatyczny marker limfocytow —Tieg.
Rownolegle, komorki znakowano odpowiednio dobrang kontrolg izotypowsa. Probki
analizowano w cytometrze przeptywowym FACSCanto. Liczbg bezwzgledng limfocytow T
regulatorowych o fenotypie CD4"CD25"Foxp3™ okreslano na podstawie liczby bezwzgledne;
limfocytow T CD3"CD4".

3.3.3 Ocena liczebnosci limfocytow B

Ocena liczebnosci limfocytéow B, definiowanych jako komorki o fenotypie CD19%,
prowadzona byta w trakcie rutynowych badan diagnostycznych oceniajgcych subpopulacje
limfocytow krwi obwodowej. Probki inkubowano z przeciwciatami monoklonalnymi
wchodzacymi w sktad zestawu BD Multitest (BD Bioscience), a nast¢pnie analizowano przy
uzyciu cytometru przeplywowego FACSCalibur i oprogramowania CellQuest Software v 3.3
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). Bezwzgledng liczbe
limfocytéow B CD19" okreslano na podstawie catkowitej liczby limfocytow oznaczanej na

analizatorze hematologicznym ABX Micros 60 (ABX Diagnostics, Francja).

3.4 Ocena poziomu immunoglobulin

Stezenie immunoglobuliny IgG oznaczano w surowicy krwi metodg nefelometryczng,

przy uzyciu aparatu BNII nephelometer (Dade-Behring, Deerfield, IL, USA). Ocena poziomu
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immunoglobulin u dzieci z grup badanych prowadzona byta w ramach rutynowych oznaczen
diagnostycznych z wykorzystaniem odczynnikow firmy Siemens Healthcare (Marburg,

Niemcy).

3.5 Ocena ekspresji genu FOXP3 na poziomie mRNA

Analiza ekspresji genu dla czynnika transkrypcyjnego Foxp3 przeprowadzana byta na
poziomie transkryptow (mRNA) metoda PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR).
Procedura ta obejmowala nastepujace etapy: izolacj¢ komodrek jednojadrzastych krwi
obwodowej, izolacj¢ RNA, reakcje odwrotnej transkrypcji oraz amplifikacj¢ cDNA w czasie

rzeczywistym.

3.5.1 Izolacja catkowitego RNA

Izolacje¢ catkowitego RNA z PBMC przeprowadzano przy uzyciu gotowego zestawu
kolumienkowego RNeasy Micro Kit (Qiagen, Holandia), wedtug procedury zalecanej przez
producenta. W pierwszej kolejnosci, komorki poddawano dziataniu buforu lizujacego,
anastgpnie homogenizowano. Po dodaniu etanolu, probki przenoszono na kolumny
specyficznie wigzace RNA. Kolumny przemywano dwukrotnie buforem czyszczacym, po
czym w ostatnim etapie eluowano zwigzane na nich RNA woda wolng od RNAz. Stgzenie
otrzymanych preparatow RNA oceniano spektrofotometrycznie (DU 640B Spectrophotometer
UV/VIS, Beckman Coulter, CA, USA). Stopien czystosci preparatu okreslano na podstawie

stosunku warto$ci absorbancji przy dlugosci fal 260/280 nm.

3.5.2 Odwrotna transkrypcja

W celu syntezy komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy RNA, przeprowadzano
reakcje odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription, RT), z uzyciem odwrotnej
transkryptazy eAMV-RT (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Do probowek typu Eppendorf
dodawano wyizolowane uprzednio RNA, deoksynukleotydy: dATP, dGTP,dCTP, dTTP
(Invitrogen, Carlsbad, USA) oraz startery oligo(dT),s (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
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komplementarne do fragmentu poli-A, ktore umozliwiaty synteze cDNA od 3' konca mRNA.
Sktad mieszaniny, o tacznej objetosci 10 pl, przedstawiono w tabeli 3. Tak przygotowane
probki inkubowano w temperaturze 70°C przez 10 minut w termocyklerze GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) w celu zdenaturowania struktur
drugorzedowych RNA.

Tabela 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji odwrotnej transkrypcji (etap 1).

Sktadnik Stezenie wyjsciowe Stezenie koncowe Objetos¢ na probke

RNA 10-25 pg/ul 1,0 pg/pl 8ul
Nukleotydy:
- dATP 10 mM 0,5mM 0,25ul
-dTTP 10 mM 0,5mM 0,25 pl
-dGTP 10 mM 0,5mM 0,25 pl
-dCTP 10 mM 0,5mM 0,25 pl
oligo(dT)s 70 uM 7 uM 1 ul

Nastepnie, probki przenoszono na 16d i dodawano 10 pl uprzednio sporzadzonej mieszaniny
reakcyjnej, ktorej sktad przedstawia tabela 4. Dalszg inkubacje prowadzono przez 60 minut,
w temperaturze 45°C. Po jej zakonczeniu, uzyskane cDNA wykorzystywano jako matryce

w reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji odwrotnej transkrypcji (etap 2).

Sktadnik Stezenie wyjsciowe | Stezenie koncowe | ObjetoS¢ na probke
Bufor 10x 1x 2 ul
Inhibitor RNaz 40 U/ul 2 U/l 0,5 ul
Odwrotna transkryptaza 20 U/l 1 U/l 1wl
Woda wolna od nukleaz - - 6,5 ul
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3.5.3 PCR w czasie rzeczywistym

W celu oceny ilosciowe] zawartosci transkryptow genu FOXP3, na matrycy
uzyskanego po reakcji RT ¢cDNA, prowadzono reakcj¢ PCR w czasie rzeczywistym. W sklad
mieszaniny reakcyjnej, o koncowej objetosci 10 pl, wchodzity ponadto: pary specyficznych
starterow (Genomed, Polska), roztwor MgCl,, woda (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA) oraz barwnik fluorescencyjny SYBR I Green, bedacy sktadnikiem odczynnika FastStart
DNA SYBR Green Master | Reaction Mix (Roche Biochemicals, Niemcy) (tabela 5).
Przygotowane probki przenoszono do szklanych Kkapilar typu LightCycler (Roche
Diagnostics, Mannheim, Niemcy), wirowano przez 1 minut¢ przy predkosci 1600 obr./minutg,
a nastgpnie umieszczano w termocyklerze do PCR w czasie rzeczywistym — LightCycler 11
(Roche Diagnostics GmbH, Niemcy). Kompleks SYBR Green | — DNA, absorbujacy $wiatto
o dhugosci fali 480, emitowat fluorescencj¢ przy dlugosci fali 530 nm, rejestrowang przez
odpowiednie detektory, a intensywnos$¢ tego sygnalu zwickszata si¢ proporcjonalnie do
wzrostu produktu PCR w kolejnych cyklach amplifikacji. W celu weryfikacji kazdego
zamplifikowanego produktu, zastosowano analiz¢ tzw. krzywej stapiania. Uzyskane
ostatecznie dane opracowywano przy uzyciu oprogramowania LightCycler Software v. 3.5

(Roche Diagnostics).
Sekwencje starterow specyficznych dla transkryptow genow FOXP3 i f-aktyny, oraz

warunki cieplne reakcji PCR w czasie rzeczywistym, przedstawiono, odpowiednio, w tabeli 6

I na rysunku 7.
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Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR w czasie rzeczywistym.

Sktadnik Stezenie wyjsciowe | Stezenie koncowe | Objeto$¢ na probke
cDNA - - 5ul
SYBR Green | 10x 1x 1wl
MgCl, 25mM 1,5 mM 0,6 ul
Primer Forward 10 uM 0,5 UM 0,5 ul
Primer Reverse 10 uM 0,5 uM 0,5 ul
Woda do PCR - - 2,4 ul

Tabela 6. Sekwencje starterow uzytych do PCR w czasie rzeczywistym [200].

Gen Starter Sekwencja startera
FOXP3 -sensowny 5’- GAGAAGCTGAGTGCCATGCA -3°
-antysensowny 5’- AGGAGCCCTTGTCGGATGAT -3’
B-aktyna -sensowny 5’- TCTGGCACCACACCTTCTAC -3°
-antysensowny 5’- GATAGCACAGCCTGGATAGC -3’

Rysunek 7. Warunki cieplne reakcji PCR w czasie rzeczywistym

I I
| |
95°C 1| 95°C |
10 min : 10s :
: h 69°C :
] o 15 S ]
: 64°C B
| 30s : P
| | 4°C
I I
I R 0
: 45 cykli :
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3.5.4 Analiza profilu ekspresji genu FOXP3

Wyniki wzglednej ekspresji genu FOXP3 otrzymywano w postaci wartosci Ct (ang.
treshold cycle), czyli cyklu reakcji PCR, w ktorym nastgpit maksymalny wzrost fluorescencji

wyznaczony w punkcie przecigcia z linig graniczng. Analiza poziomu ekspresji badanego

-AACt
genu, wykonana poprzez obliczenie wartos$ci 2 , umozliwiatla poroéwnanie zawartosci

mRNA w probkach pochodzacych od réznych pacjentow. Wzgledna ilo§¢ transkryptow genu
FOXP3 przeliczano uzywajac wzoru:

probka badana kontrola

-AACt _ 4-[(Ct dla FOXP3 - Ct dla B-aktyny)-(Ct dla FOXP3 - Ct dla B-aktyny)

2 2

Uzyskane wyniki wzglednej ekspresji badanego genu byly normalizowane, zar6wno

wzgledem genu referencyjnego (S-aktyna), jak i wzgledem tzw. kalibratora wewnetrznego,

-AACt
ktorym byla warto$¢ 2 otrzymana w przypadku zdrowej osoby z grupy kontrolnej.

3.6 Oznaczanie poziomu wybranych cytokin

3.6.1 Stymulacja PBMC

W celu oceny produkcji wybranych cytokin, wyizolowane z krwi peinej PBMC
hodowano w obecnosci fitohemaglutyniny w stezeniu 2,5 pg/ml (PHA, Remel Europe,
Dartford, UK) lub lipopolisacharydu w stezeniu 1ug/ml (LPS, Alexis Biochemicals, Lausen,
Szwajcaria). Hodowle prowadzono w medium hodowlanym RPMI-1640 zawierajacym
stabilng glutaminge (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria), z dodatkiem antybiotyku
gentamycyny w stezeniu 25ug/ml (Gibco, Paisley, Wielka Brytania) oraz 10% ptodowej
surowicy cielgcej wolnej od endotoksyny (FCS, Biochrom), w temperaturze 37°C,
w atmosferze 5% CO,, przez 18 godzin, w ptaskodennych 96-dotkowych ptytkach (Nunc,
Roskilde, Dania). Uzyskane z hodowli komorkowych nadsgcze przechowywano

w temperaturze -20 °C do czasu oznaczenia w nich stezen wybranych cytokin.
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3.6.2 Ocena stezenia czynnika TGF-f3

Stezenie czynnika TGF-B w surowicy oraz nadsgczach hodowlanych oznaczano
metodg immunoenzymatyczng z uzyciem zestawu Quantikine ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, USA), zgodnie ze wskazaniami producenta. Odczytu dokonywano na aparacie
El800ns Universal Microplate Reader (Bio-Tek Instruments, VT, USA), przy dlugosci fali
450 nm. Zakres pomiaru stezen TGF- wynosit od 31,2 do 2000 pg/ml.

3.6.3 Ocena stezenia cytokiny IL-10

Stezenie cytokiny IL-10 oznaczano w surowicy i w nadsaczach hodowlanych metoda
cytometric bead array (CBA), wykorzystujaca znakowane fluorescencyjnie mikrokuleczki,
optaszczone przeciwciatami specyficznymi dla oznaczanej cytokiny (BD Bioscience, San
Diego, CA, USA). Analize przygotowanych zgodnie z instrukcja producenta probek
wykonywano na cytometrze przeptywowym FACSCanto, a uzyskane dane opracowywano
przy uzyciu oprogramowania FCAP Array Software (BD Bioscience, CA, USA). Dolna
granica wykrywalnosci IL-10 wynosita 0,13 pg/ml.

3.7 Analiza sekwencji genow TGFBR1 oraz TGFBR2

Oceng¢ wystepowania ewentualnych nieprawidtowosci w sekwencjach genow TGFBR1
i TGFBR2 przeprowadzano metoda sekwencjonowania bezposredniego. Do wstepnego
wykrywania zaburzen w produktach amplifikacji, wykorzystywano przesiewowa metode
analizy heterodupleksow (ang. heteroduplex analysis, HET). Kolejne jej etapy obejmowaty:
amplifikacje = wszystkich badanych egzonow z wuzyciem startera znakowanego
fluorescencyjnie, reakcje tworzenia heterodupleksow oraz ich rozdziat metoda elektroforezy

kapilarnej.
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3.7.1 Izolacja DNA

W celu stwierdzenia ewentualnych zmian genetycznych w obrebie genow TGFBR1
oraz TGFBR2 u pacjentow, w poréwnaniu do osob zdrowych, w pierwszej kolejnosci
izolowano genomowe DNA. Izolacj¢ prowadzono z uzyciem zestawu firmy Qiagen (QIAmp
DNA Mini Kit, Qiagen, Niemcy), zgodnie ze wskazaniami producenta. Krew peing
0 objetosci 200 ul pobrang na antykoagulant (EDTA) odbiatczano przy pomocy proteinazy K,
lizowano buforem lizujacym, a nastgpnie tak przygotowana mieszaning, inkubowano w 56 °C
przez 10 minut. Do probek dodawano etanol (POCH, Gliwice, Polska), po czym catos¢
przenoszono na kolumny wigzagce DNA. Kolumny przemywano dwukrotnie buforami
myjacymi, a w ostatnim etapie, wymywano zwigzane na nich DNA za pomocg buforu
eluujacego. Stezenie wyizolowanego DNA okreslano metoda spektrofotometryczng na
aparacie DU 640B Spectrophotometer UV/VIS (Beckman Coulter, CA) dokonujgc pomiaru
absorbancji przy dlugosci fali 260 nm. Czystos¢ DNA okre§lano na podstawie ilorazu
absorbancji przy dtugosci fali 260 i 280 nm.

3.7.2 Metoda przesiewowa analizy heterodupleksow

3.7.2.1 Amplifikacja egzonéw genéw TGFBR1 i TGFBR2 metoda PCR

Lancuchowa reakcje polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) prowadzono
w celu namnozenia kazdego z dziewigciu egzonéw genu TGFBR1 oraz siedmiu egzonow
genu TGFBR2, z uzyciem nieznakowanego startera sensownego oraz znakowanego
fluorescencyjnie (barwnikiem FAM-6, HEX lub NED) startera antysensownego. Sekwencje
starterOw zamieszczono ponizej (Tabela 7). Matryca dla tej reakcji bylo wyizolowane
uprzednio genomowe DNA. Dla kazdego z egzondéw reakcje prowadzono w osobnych
probowkach. Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 ul, a w jej sklad
wchodzito: DNA, deoksynukleotydy dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, USA), polimeraza DNA
AmpliTaq Gold, odpowiedni bufor, roztwor MgCl, (Applied Biosystems, CA, USA) oraz para
specyficznych starterow (Applied Biosystems) (Tabela 8). Reakcje PCR prowadzono
w probdéwkach typu Eppendorf w termocyklerze GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems), wedlug dobranych dla poszczegodlnych par starteréw warunkow cieplnych

(Rys. 8). Temperatura przytaczania starterow (Tann) byta rozna dla poszczegdlnych egzonow
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I wynosita odpowiednio: 56 °C dla egzonu 1, 3, 41 9 genu TGFBR1 i egzonu 2, 3, 4,51 6
genu TGFBR2; 60 °C dla egzonu 5, 6, 7 i 8 genu TGFBR1 i egzonu 7 genu TGFBR2, 62 °C
dla egzonu 2 genu TGFBR1 oraz 65 °C dla egzonu 1 genu TGFBR2.
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Tabela 7. Startery stosowane w reakcji PCR (egzon 4 genu TGFBR2 z uwagi na swoja wielkos$¢ byt
amplifikowany przy uzyciu dwoch par starterow — a i b) [201, 202, 203].

; Dhugosé
Gen Egzon Starter Sekwencja startera produktu
1 -sensowny 5'- CCTCCGAGCAGTTACAAAGG -3' 319 pz
-antysensowny | 5- GCGCCATGTTTGAGAAAGAG -3 P
2 -sensowny 5- TGCTACATTTCCTTGGGCTT -3' 646 pz
-antysensowny | 5- AACACATACCCAGGAGGCAG -3' P
3 -sensowny 5- CTGACAGAGCTGGTGTGCAT -3' 675 bz
-antysensowny | 5- GGAGCTGACTTATTGATTCGC -3' P
4 -sensowny 5'- CCCTCTAGCAGGAGTTTCTGG -3' 656 pz
-antysensowny | 5- AGGAATGCTATCAAGAGTCAAGA -3 P
-sensowny 5- TTGCAGTGTGTGACTCAGGA -3'
TOFBRL |5 | antysensowny | 5~ GATGCGGTTTTGTCATGTTG -3 458 pz
6 -sensowny 5- GTGGGCTGAAATGCTTTGAT -3' 485 07
-antysensowny | 5- ATTTTCTGGAAGGGCAACCT -3' P
7 -sensowny 5'- AGATCATGAGGCAGATAGTGTG -3' 495 pz
-antysensowny | 5- GCCTTTGTTTTCTCTGGCAC -3' P
8 -sensowny 5- GGAAGTGGCTTGTGGATACAG -3' 509 7
-antysensowny | 5- AAAGGCCACTGCAAATGTTC -3 P
9 -sensowny 5-TCTTTGTCCACCTGCTTTCC -3' 531 pz
-antysensowny | 5- AGTGCACAGAAAGGACCCAC -3' P
1 -sensowny 5- TCGGTCTATGACGAGCAG -3' 178 o7
-antysensowny | 5- GGGACCCCAGGAAGACCC -3 P
5 -sensowny 5- CTCATGACATCAAGTTCATTTG -3' 365 pz
-antysensowny | 5- GGAGACAGAGATACACTGACTGTG -3' P
3 -sensowny 5- TCCAATGAATCTCTTCACTC -3' 242 10z
-antysensowny | 5- CCCACACCCTTAAGAGAAGA -3' P
4a -sensowny 5- CCAACTCCTTCTCTCCTTGTTTTG -3' 444 b7
-antysensowny | 5- TCCAAGAGGCATACTCCTCATAGG -3' P
TGFBR2
b -sensowny 5- GTCGCTTTGCTGAGGTCTATAAGG -3' 540 n7
-antysensowny | 5-CCAGGCTCAAGGTAAAGGGGATCTAGCA-3' P
5 -sensowny 5'- GGCAGCTGGAATTAAATGATGGGC -3' 261 pz
-antysensowny | 5- TGCTCGAAGCAACACATG -3' P
6 -sensowny 5- TTTCCTTTGGCTGCACATG -3' 242 07
-antysensowny | 5- CCTAAGAGGCAACTTGGTTGAATC -3' P
7 -sensowny 5- CCAACTCATGGTGCCCTTTG -3' 252 7
-antysensowny | 5- TCTTTGGACATGGCCCAGCCTG -3' P
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Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji PCR.

Sktadnik Stezenie wyjsciowe Stezenie koncowe | Objetos¢ na probke
DNA 0,5-1,5 ng/ul 0,1 ng/ul 3ul
Startery:
- sensowny 10 uM 0,5 uM 1wl
- antysensowny 10 uM 0,5uM 1l
Polimeraza AmpliTaq Gold 2 U/ul 0,015 U/ul 0,15l
Bufor dla polimerazy 10x 1x 2ul
Nukleotydy:
- dATP 10 mM 0,5mM 0,1 ul
-dTTP 10 mM 0,5mM 0,1 pl
-dGTP 10 mM 0,5 mM 0,1 ul
-dCTP 10 mM 0,5mM 0,1 ul
MgCl, - - 1,2l
H,0 - - 10,8 ul

Rysunek 8. Warunki cieplne reakcji PCR.
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3.7.2.2 Elektroforeza produktow reakcji PCR

W celu sprawdzenia poprawnosci reakcji PCR, produkty tej reakcji rozdzielano
elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym. W celu przygotowania 50 ml Zzelu,
rozpuszczano 0,75 g agarozy (Sigma) w buforze 1XTAE o pH 8,5, ktoérego sktad przedstawiat
si¢ nastepujaco: 2 M Tris (Trizma Base, Sigma), 1 M kwas octowy (Sigma), 5 M EDTA
(Sigma). Mieszaning podgrzewano do catkowitego rozpuszczenia agarozy, PO Czym
dodawano 20 pl roztworu bromku etydyny o stezeniu Img/ml (Sigma, St. Louis, MO). Calo$¢
wylewano na saneczki z grzebieniami i pozostawiano do zastygnig¢cia. Saneczki z zelem
umieszczano w aparacie do elektroforezy (Biotec-Fischer, GmbH, Reiskirchen, Niemcy)
I zalewano buforem 1XTAE.

Probki do rozdziatu przygotowywano poprzez zmieszanie 3 pl produktu PCR, 2 pl
buforu obciagzajacego (Sigma) oraz 10 pl wody. Probki naktadano do poszczegodlnych
studzienek w zelu, do osobnej studzienki naktadano 3 pl markera masowego (Gen Ladder
100, Inno-train Diagnostik GmBH). Elektroforez¢ prowadzano przez okoto 30 minut, przy
napi¢ciu 90 V. Po zakonczeniu rozdziatu zel umieszczano na transiluminatorze w celu
uwidocznienia w $wietle UV rozdzielonych w postaci prazkéw produktéw PCR, zwigzanych

z bromkiem etydyny.

3.7.2.3 Reakcja tworzenia heterodupleksow

Dla kazdego z otrzymanych metoda PCR dziewigciu egzonéw genu TGFBR1 oraz
siedmiu egzonow TGFBR2, przeprowadzono reakcje tworzenia heterodupleksow. Oparta byta
na dodaniu, w rownych stezeniach, produktow PCR uzyskanych od 0soéb z grupy badanej oraz
od zdrowego dawcy, u ktorego wczesniejsze sekwencjonowanie wykluczyto obecno$¢ mutacji
(tzw. DNA kontrolne). Reakcje powstawania heteroduplekséw prowadzono w termocyklerze
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), w dobranych eksperymentalnie
warunkach cieplnych (tabela 9).
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Tabela 9. Warunki tworzenia heterodupleksow.

Etap Temperatura Czas trwania cyklu
Denaturacja 96 °C 10 min
96 °C,
Tworzenie heterodupleksow spadek temperatury 0 0,5 °C 20 s x 72 cykle
w kolejnych cyklach
Zakonczenie procesu 60 °C 30 min

3.7.2.4 Rozdzial heterodupleks6w metoda elektroforezy kapilarnej

Probki uzyskane w reakcji tworzenia duplekséw poddawano rozdziatowi metoda
elektroforezy kapilarnej na sekwenatorze ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem). Powstate homo/heterodupleksy identyfikowano pod wzgledem roznic w ich
ruchliwos$ci w zelu niedenaturujagcym (5% GeneScan Polymer z dodatkiem glicerolu), ktorego
sktad podano w tabeli 10. Na wstepie, kazda z probek DNA rozcieficzano dejonizowana
woda. Nastgpnie do probek (o objetosci 1ul) dodawano 1ul rozcienczonego standardu
wielkosci ROX-1000 (Applied Biosystems, Warrington, Wielka Brytania) oraz 10 pl
dejonizowanej wody. Rozdzial probek prowadzono w kwarcowej kapilarze o dtugosci 47 cm
i srednicy 50um (PE Applied Biosystems, Rotkreuz, Szwajcaria) w warunkach czesciowo
denaturujacych, w temperaturze 30 °C 1 przy napigciu 13 kV. Fluorescencja emitowana przez
sprzgzone ze starterami barwniki byla rejestrowana przez odpowiednie detektory
z zastosowaniem wirtualnego filtra D. Rezultat rozdzialu przedstawiano w postaci
chromatogramu z pikami fluorescencji odpowiadajacymi poszczegdlnym fragmentom
standardu wielkosci 1 uzyskanym dupleksom. Eksperymentalnie dobrane warunki
elektroforezy umozliwialy odréznienie heteroduplekséw od homodupleksow. Uzyskane
wyniki analizowano przy uzyciu oprogramowania 310 Gene Scan 3.1.2 (Applied
Biosystems). W celu oceny charakteru wykrytej zmiany, wytypowane metoda HET egzony

poddano reakcji sekwencjonowania metoda Sangera.
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Tabela 10. Schemat przygotowania 25 ml 5% polimeru z 10% glicerolem.

Sktadnik Objetosée

7% GeneScan Polymer 3,57 ml
10% glicerol 0,5 ml
10xTBE 0,5ml

H,0 0,43 ml

3.7.3 Sekwencjonowanie gendw TGFBR1 oraz TGFBR2

Sekwencjonowanie wytypowanych metodg HET egzonéw genow TGFBR1 i TGFBR2
przeprowadzano zautomatyzowang metodg terminacji  tancucha  (tzw. metoda
,»dideoksynukleotydow” Sangera). Procedura oceny sekwencji genéw kodujacych receptory
dla TGF-B obejmowata nastgpujace etapy: amplifikacj¢ wybranych egzondéw, oczyszczanie
DNA po reakcji PCR, reakcje sekwencyjnego PCR 1 ostatecznie, rozdziatl oczyszczonego
metoda precypitacji DNA na aparacie ABI PRISM 310.

Proces amplifikacji, jak i elektroforezy produktow reakcji PCR, przebiegaty wedlug

tych samych zasad, co w opisanej powyzej metodzie przesiewowe;j.

3.7.3.1 Oczyszczanie produktéow PCR

Uzyskane w poprzednich etapach produkty reakcji PCR poddawane byly nastgpnie
procesowi oczyszczania, ktory polegatl na usunigciu pozostatoéci sktadnikow uzytych do
sporzadzenia mieszaniny reakcyjnej. Probki oczyszczano za pomoca zestawu QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) metoda kolumienkows, wedlug wytycznych
dostarczonych przez producenta. Zwigzane na kolumnach DNA przemywano odpowiednimi
buforami, co miato na celu usuni¢cie zanieczyszczen, w ostatnim zas etapie, wymywano je

buforem Tris o odpowiednio dobranym pH.
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3.7.3.2 Sekwencyjny PCR

Do przeprowadzenia reakcji sekwencyjnego PCR wykorzystano metode Sangera
z uzyciem dNTPs, przy czym matrycg dla tej reakcji byly oczyszczone uprzednio produkty
PCR. Mieszanine reakcyjng, ktorej sklad przedstawiono w tabeli 11, przygotowywano
W objetosci koncowej 20 pl, dodajac oczyszczone DNA, Terminator Ready Reaction Mix
(Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, California, USA) oraz
jeden ze starterow uzytych wczesniej do reakcji PCR. Proces sekwencjonownia kazdego
Z fragmentéw DNA prowadzono dwukierunkowo, przygotowujac po dwie mieszaniny
reakcyjne dla tego samego produktu PCR. Reakcje prowadzono w termocyklerze GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) wedtug programu cieplnego BigDye dostarczonego
przez producenta (Rys. 9).

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR sekwencyjnego.

Sktadnik Stezenie wyjsciowe Stezenie koncowe | Objetos¢ na probke

DNA - - 10 ul
Startery (sensowny lub mny 0.32 M 1l
antysensowny)

Ready Reaction Premix 2,5x 1x 1,2 ul

Bufor Big Dye Sequencing

Buffer 5X 1x 2ul

H,O - - 0,8 ul

Rysunek 9. Warunki cieplne reakcji PCR sekwencyjnego
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3.7.3.3 Precypitacja produktow sekwencyjnego PCR

Precypitacje produktow sekwencyjnego PCR prowadzono przy uzyciu roztworu
EDTA i etanolu. Proces ten miat na celu oddzielenie powstatych fragmentéw jednoniciowego
DNA od pozostatych skladnikow mieszaniny uzytej do przeprowadzenia reakcji PCR.
W pierwszej kolejnosci, do probek dodawano 5 pl roztworu 125 mM EDTA (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) i 60 pl etanolu bezwodnego (POCH), po czym probki energicznie
mieszano i inkubowano przez 15 minut chronigc je przed $wiattlem. Nastepnie probki
wirowano przez 30 min przy 3000 g w temperaturze 4 °C, usuwano nadsgcz i dodawano 60 pl
roztworu 70% etanolu. Probki ponownie wirowano przez 15 min przy 1650 g w temperaturze
4 °C, a nastgpnie dokladnie usuwano nadsacz. Powstalg peletke rozpuszczano w 25 pul
dejonizowanego formamidu (Applied Biosystems). Tak uzyskane probki denaturowano

w temperaturze 95 °C przez 3 min, po czym przenoszono na 16d na okoto 10 minut.

3.7.3.4 Reakcja sekwencjonowania

Rozdziat  elektroforetyczny  produktow  sekwencyjnego PCR  prowadzono
na sekwenatorze kapilarnym ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
w temperaturze 60 °C, z uzyciem polimeru POP-7 (Performance Optimilazed Polimer 7,
Applied Biosystems) oraz kapilary o dlugosci 47 cm i $rednicy 50 um (Applied Biosysytems).
W  odpowiednio dobranych warunkach elektroforezy, fragmenty DNA zakonczone
znakowanymi dideoksyrybonukleotydami (ddNTP), rozdzielane byly pod wzgledem
wielkos$ci. Uzyskane dane przetwarzano przy uzyciu programu Sequencing Analysis Software
(Applied Biosystems). Otrzymane wyniki analizowano za pomocg takich programow, jak:
Ridom TraceEdit (Ridom Bioinformatics) oraz Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd).
Poprawnos$¢ uzyskanych sekwencji kodujacych wybrane egzony oceniano poroéwnujac je
z dostgpng w internetowej bazie Entrez Gene sekwencja referencyjng (ID genu TGFBR1 —
7046, 1D genu TGFBR2 - 7048).

58



3.8 Ocena funkcjonalna limfocytow Treg

Ocen¢ funkcjonalng limfocytow Trg, W oparciu o pomiar produkcji 1gG oraz
proliferacji PBMC, przeprowadzono przy uzyciu wysortowanych limfocytow Treg,
hodowanych w réznej liczbie z autologicznymi PBMC oraz z innymi sortowanymi
populacjami limfocytow roznigcych si¢ poziomem ekspresji czgsteczek CD4 i CD25.
Eksperymenty prowadzono z uzyciem komorek uzyskanych z krwi pelnej pobranej
od zdrowych dawcow (n=7) na antykoagulant EDTA w objetosci okoto 300 ml.

3.8.1 Izolacja limfocytow T, oraz wybranych subpopulacji

limfocytow

Na wstepie, z krwi pelnej izolowano PBMC, zgodnie z procedurg opisang powyze;j.
Uzyskane komorki inkubowano z mieszaning przeciwcial monoklonalnych anty-CD4-FITC
oraz anty-CD25-PE (BD Bioscience) przez 20 minut w temperaturze 4 °C. Po uplywie tego
czasu, komorki zawieszano w 2 ml buforu fosforanowego (ang. phosphate-buffered saline,
PBS), a nastgpnie umieszczano W cytofluorymetrze przeptywowym FACSAria Il (Becton
Dickinson, CA, USA). Proces izolacji poszczegolnych populacji komoérek przebiegat
kilkuetapowo. Jako ze komorkami uzytymi w eksperymencie byly m. in. pelna populacja
PBMC, w pierwszym etapie odpowiednig liczbg PBMC przepuszczano przez sorter w celu
ujednolicenia wptywu procedury sortowania na stopien aktywacji komorek (tzw. ,, dummy
sorting”). Po uzyskaniu odpowiedniej liczby komorek sort taki przerywano, po czym
rozpoczynano — w oparciu tym razem o intensywnos¢ fluorescencji pochodzacej od FITC
I PE — proces izolacji pozostatych subpopulacji. | tak, w drugim etapie, z reszty PBMC,
bramkowano a nastgpnie sortowano jednoczesnie dwie populacje komorek: komorki CD4-
pozytywne wykazujace najwyzsza ekspresje czasteczki CD25 (limfocyty Treg, CD4+CD25high)
oraz komoérki CD4-pozytywne nie wykazujace ekspresji czasteczki CD25 (komorki
CD4'CD25). Po uzyskaniu odpowiedniej liczby komérek sort ponownie przerywano,
zmieniano schemat bramkowania komorek (etap 3) i sortowano komoérki CD4'CD25",
pozbawione populacji komoérek o najwyzszej ekspresji CD25 (CD4*'CD25™"). Strategic
bramkowania 1 izolacji wymienionych subpopulacji komorek, z uwzglednieniem

poszczegolnych etapow, przedstawiono na rysunku 10.
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Rys. 10. Schemat analizy cytofluorymetrycznej, prowadzonej w celu izolacji nastgpujacych
subpopulacji komérek: populacji komoérek o fenotypie CD4" wykazujacych zarazem wysoka
ekspresje czasteczki CD25 (komoérki CD4*CD25""), populacji komoérek CD4* pozbawionych
komoérek o najwyzszej ekspresji CD25 (komorki CD4*CD25") oraz populacji komoérek CD4" nie
wykazujacych ekspresji CD25 (komérki CD4"CD25).
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3.8.2 Zakladanie hodowli PBMC z okreSlonymi wysortowanymi

subpopulacjami komoérkowymi

W celu oceny funkcjonalnej limfocytow Ty (0OCena produkcji 19G oraz ocena
poliferacji PBMC), z wysortowanych subpopulacji limfocytow oraz z przepuszczonych przez
sorter PBMC, zgodnie ze schematem zamieszczonym na rysunku 11, zaktadano odpowiednie
hodowle komoérkowe. Hodowle prowadzono w podtozu RPMI-1640 z dodatkiem 10%
surowicy cielecej (FCS, Biochrom) i gentamycyny w stezeniu 25ug/ml (Gibco),
w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO,, przez 5 dni, w ptaskodennych 96-dotkowych
ptytkach (Nunc). Komorki stymulowano dodawanym do hodowli PWM (Biochrom, Berlin,
Niemcy) o stezeniu koncowym 4 ng/ml. W celu zapewnienia przezycia limfocytow,
do hodowli dodawano rowniez rekombinowang Iludzka IL-2 w stezeniu 300 IU/ml
(PeproTech, NJ, USA). Po zakonczeniu hodowli, oceniano proliferacj¢ komorek, z Kkolei

w nadsaczach hodowlanych oceniano stgzenie 1gG.
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Rysunek 11. Schemat obrazujgcy zaktadanie hodowli z wyizolowanych uprzednio od zdrowych
dawcow populacji komorek, w celu oceny funkcjonalnej limfocytow Ty W warunkach in vitro.
Prowadzono nastgpujace typy hodowli: PBMC przepuszczone przez sorter w liczbie 100 tys.
komérek na dotek (pozycja nr 1), PBMC (100 tys.) z komérkami T, 0 fenotypie CD4*CD25™"
(pozycja nr 2) dodawanymi do PBMC w dwoch roznych stezeniach, tj. 30 tys. i 50. tys., populacje¢
komoérek pozbawionych limfocytow Treq (pozycja nr 3) oraz PBMC z komérkami CD4°CD25
(pozycja nr 4), dodawanymi do hodowli w dwoch réznych stezeniach, tj. 30 tys. i 50. tys.

PBMC
PBMC | komérki CDA*CD25"e | komérki CDA*CD257 | | komérki CDA'CD25 |

PBMC PBMC + komdrki CD4*CD25"s" komérki CD4*CD25- PBMC + komérki CD4*CD25
(100 tys.) (100 tys. + 30/50 tys.) (100 tys.) (100 tys. + 30/50 tys.)

3.8.3 Ocena zmian produkcji immunoglobulin Klasy IgG

Poziom 1gG oznaczany byt w nadsaczach hodowlanych przy uzyciu metody
cytometrycznej CBA, ktora opisano powyzej. Dolna granica wykrywalnosci 1gG wynosita
0,34 ng/ml.

3.8.4 Ocena zmian proliferacji PBMC pod wplywem limfocytow Tyeg

Odpowiedz proliferacyjng PBMC na stymulacje PWM oceniano stosujac metode
opartg o inkorporacj¢ tymidyny znakowanej trytem przez proliferujace komorki. Na szes¢
godzin przed zakonczeniem 5-dniowej hodowli (prowadzonej zgodnie ze schematem
zamieszczonym powyzej), do zawiesiny komorek dodawano roztwor tymidyny znakowanej

trytem o aktywnos$ci 1uCi (Hartmann Analytic, Sterilin, UK) i inkubowano w temperaturze
61



37 °C. Po uptywie tego czasu, komorki przenoszono na specjalne filtry (FilterMAT, Skatron
Instruments, Sterling, VA, USA), ktore umieszczano nastepnie w odpowiednich naczyniach
I zalewano mieszaning scyntylacyjng. Ilos¢ wbudowanej tymidyny korelowata z aktywnoS$cia
radiacyjng probki, ktérg mierzono przy uzyciu licznika scyntylacyjnego LS 1801 (Beckman
Instruments, Fullerton, CA, USA). Uzyskane wyniki podawano w jednostkach zliczen

na minutg (ang. count per minute, cpm).

3.9 Analiza statystyczna wynikow

W celu opracowania uzyskanych danych, postuzono si¢ oprogramowaniem PRISM
GraphPad 4 statistical package (GraphPad Prism, USA). Wyniki badan prezentujace cechy
ilosciowe, charakteryzowano poprzez podanie wartosci S$redniej, mediany, wartosci
minimalnej i maksymalnej oraz odchylen standardowych. W przypadku, gdy nie zostata
potwierdzona zgodno$¢ z rozkladem normalnym, stosowano odpowiednie testy
nieparametryczne. Dla porownywania rozktadu pomigdzy dwoma grupami, uzyty zostat test
Manna-Whitney'a. Natomiast, w przypadku poréwnywania wigkszej liczby grup,
zastosowano test Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna. Zaleznos$ci
pomiedzy dwoma cechami ilo§ciowymi oceniano przy uzyciu wspolczynnika korelacji rang
Spearmana, jak rowniez stosujac regresje liniowa. Czg$¢ wynikow przeprowadzonych badan
przedstawiono w postaci cech jakosciowych. Zaleznosci migdzy tymi cechami analizowano
doktadnym testem Fishera i uznawano za istotne statystycznie, gdy ich poziom istotnosci (p)

byt rowny lub mniejszy od 0,05.
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4 WYNIKI

4.1 Analiza liczebnosci limfocytow Treq w odniesieniu do

wybranych parametrow immunologicznych

Liczb¢ limfocytow Ty Oznaczano w grupie dzieci z THI, CVID oraz SIgAD.
Chorych, u ktorych postawiono wstepne rozpoznaniec THI lub CVID, objcto
dhlugoterminowymi badaniami kontrolnymi (badania typu follow-up) celem ostatecznego
ustalenia diagnozy. Podczas kolejnych wizyt, oprocz oznaczania liczebnosci krazacych
limfocytow Treg, Monitorowano ponadto surowicze stgzenie immunoglobulin IgG oraz
bezwzgledng liczbe limfocytow B. Jednoczesnie, w PBMC izolowanych od pacjentow,

przeprowadzano analiz¢ zmian poziomu ekspresji MRNA dla Foxp3.

4.1.1 Ocena liczebnosci limfocytow Tre u pacjentow z wybranymi

pierwotnymi niedoborami odpornosci humoralne;j

Bezwzgledna liczbe krazacych limfocytow Trg Oznaczono facznie u 140 dzieci
z niedoborami odpornosci humoralnej, tj.: 68 z THI, 32 z CVID, 40 z SIgAD oraz w dobranej
wiekowo grupie kontrolnej liczacej 87 dzieci. Przyktad analizy cytometrycznej,

umozliwiajacej okreslenie liczby krazacych limfocytow Treq, przedstawiono na rysunku 12.
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Rysunek 12. Przyktad analizy liczebnosci limfocytow T, U zdrowego dziecka. Ocena
bezwzglednej liczby krazacych limfocytow Ty przebiegala dwuetapowo. Na wstepie,
w probéwkach typu TruCount oznaczano bezwzgledng liczbe limfocytow T o fenotypie CD3*CD4"
w krwi pelnej, na podstawie liczebnosci zawartych w proboéwce tzw. mikrokuleczek (beads) (A);
W nastgpnym etapie, wyizolowane z krwi petnej PBMC inkubowano z mieszaning przeciwciat
wchodzacych w sktad zestawu do oznaczania limfocytow T.g Na podstawie powierzchniowej
ekspresji biatka CD4 i parametru ziarnistoéci (SSC) identyfikowano populacje limfocytow CD4”
(B); nastgpnie, biorgc pod uwage jedynie komorki CD4-pozytywne, oceniano na nich
powierzchniowg ekspresje czasteczki CD25 i jednocze$nie cytoplazmatyczng ekspresje biatka
Foxp3 (C). Komoérki o fenotypie CD4"CD25"Foxp3* uznawano za limfocyty T, (bramka Q2 na
rys. C). Przeprowadzenie poprawnej analizy zapewniato barwienie dodatkowej probki PBMC
z zastosowaniem przeciwciata 1gG2a-APC (kontrola izotopowa dla Foxp3) (D).

64



Sposrod badanych grup, jedynie u dzieci z THI obserwowano istotnie podwyzszony
(wzglgdem kontroli oraz CVID/SIgAD) poziom limfocytéw Treg (p<<0,001). W przypadku
pacjentow z CVID oraz SIgAD, S$rednia liczebno$¢ krazacych limfocytdow Ty byla
porownywalna z obserwowang u o0sob zdrowych (Rys. 13A). Grup¢ pacjentow z THI
tworzylty dzieci w réznym wieku: 1) u ktérych nastgpita normalizacja poziomu IgG
w surowicy i ogolnego stanu klinicznego, i u ktorych mozna bylo postawi¢ retrospektywna,
pewna diagnoze THI oraz te, ii) u ktérych na podstawie objawow klinicznych i wynikow
badan laboratoryjnych sugerowano rozpoznanie przejsciowej hipogammaglobulinemii. Stad
tez, otrzymane dla 68 pacjentdw z tej grupy liczebnosci limfocytéw Treg pochodza od dzieci
bedacych w roznych stadiach choroby: nadal z hipogammaglobulinemig, lub juz po

normalizacji poziomu IgG.

Obserwujac wyrazne roznice w poziomie krazacych limfocytow Treg W niejednorodnej
pod wzgledem objawdw klinicznych grupie THI, dokonano arbitralnego jej podzialu na dwie
podgrupy (Rys. 13B). Pierwszg z nich, nazwang ,,THI — grupa I”, utworzyty dzieci, u ktorych
obserwowany poziom limfocytow Trq byl wyzszy od najwyzszej wartosci obserwowanej
w grupie kontrolnej, tj. 43 komorek/ul. Sredni poziom limfocytow Treq W tej grupie wynosit
88 komorek/pl. W drugiej — nazwanej ,,THI — grupa II”, $rednia liczebno$¢ limfocytow Treg
wynosita 15 komorek/ul i odpowiadata obserwowanej u zdrowych dzieci. Pomigdzy obiema
grupami zaobserwowano istotne statystycznie roznice w odniesieniu do wieku badanych
chorych: dzieci z grupy | byly wyraznie mlodsze (Srednia wieku: 1,47 +0,79 lat),
w odniesieniu do grupy Il (Srednia wieku: 2,45 +1,06 lat; p<0,0001). W zwiagzku z tym,
podjeto probe analizy zmian liczebno$ci limfocytow Treg W zalezno$ci od wieku pacjentow.
W catej grupie THI (biorac pod uwage wyjsciowe poziomy Treq, Przy pierwszym oznaczeniu
u kazdego z pacjentow) stwierdzono istnienie ujemnej korelacji pomiedzy analizowanymi
parametrami (wspotczynnik korelacji Spearmana r = -0,5132, p<0,001) oraz obserwowano
spadek bezwzglednej liczby limfocytow Treq Wraz z wiekiem (Rys. 14). U starszych dzieci
(w wieku okoto 4-5 lat) poziom limfocytow Treq osiagatl wartosci obserwowane u zdrowych
osob. Odpowiednio, liczebnos¢ limfocytow Treg W grupie kontrolnej pozostawata na statym
poziomie, niezaleznie od wieku dziecka badanego (korelacja nieznamienna statystycznie).
W analizie regresji linowej, wykazano statystycznie znamienne roznice pomiedzy

nachyleniami linii regresji dla grupy kontrolnej i dla grupy THI (p=0,007).
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Rysunek 13. Bezwzgledna liczba limfocytow Trq u dzieci z wybranymi niedoborami odpornosci
humoralnej (THI, CVID, SIgAD), w odniesieniu do grupy kontrolnej (A); oraz po podziale
uwzgledniajagcym liczebno$é tych komorek w grupie THI (B). Nizsza, w poré6wnaniu z rys. A,
liczebno$¢ osob w grupie kontrolnej na rys. B wynika z faktu, iz zostata ona dobrana pod wzgledem
wieku do prezentowanej rownolegle grupy dzieci z THI (zakres wieku w przypadku osob zdrowych
i pacjentow THI miesScit si¢ w przedziale od 6 do 52 miesigca zycia).
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Rysunek 14. Liczebnosci limfocytow Ty, W Odniesieniu do wieku, u wszystkich pacjentow THI
oraz u oso6b zdrowych z dobranej wiekowo grupy kontrolnej. Wykres przedstawia uzyskane dane
wraz z wyznaczonymi liniami regresji.
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W celu oceny dynamiki zmian poziomu limfocytow T, pacjentow nalezacych do
grupy THI-I, w liczbie 33 o0séb prezentujacych najwyzszy ich poziom, objeto obserwacja
dhugoterminowg. U dzieci tych, bedacych (w momencie rozpoczecia obserwacji) w wieku od
6 miesigca do 3 roku zycia, w trakcie kolejnych 3 wizyt monitorujacych stan kliniczny
I parametry immunologiczne, oznaczano m. in. liczebno$¢ badanej subpopulacji limfocytow
Treg. Obserwacje prowadzono do momentu normalizacji poziomu IgG w surowicy Krwi, co
miatlo miejsce u poszczegdlnych pacjentow badanej grupy pomiedzy 1,5 a 4 rokiem zycia.
Podobne obserwacje przeprowadzono u 5 pacjentow z rozpoznaniem CVID. U wszystkich
dzieci z grupy THI-I bezwzglgdna liczba limfocytow Ty ulegala obnizeniu pomigdzy
kolejnymi wizytami osiggajac, przy ostatnim pomiarze, warto§ci obserwowane w grupie
kontrolnej (Rys. 15). W przypadku pacjentow z CVID, nie odnotowano wyraznych zmian
liczebnosci limfocytow Trg W trakcie kolejnych wizyt. Przyktad analizy cytometrycznej
zmian liczebnosci limfocytéw Treg U losowo wybranego chorego z THI, pomig¢dzy pierwsza

| ostatnig (trzecig) wizyta, przedstawiono na rysunku 16.

Ostatecznie stwierdzono iz: i) $rednia liczebno$¢ krazacych limfocytow Ty byla
znamiennie podwyzszona (wzgledem kontroli) jedynie u chorych z grupy THI,
il) U pacjentow z THI obserwowano zalezne od wieku roznice w poziomie krazgcych
limfocytow Treg: mtodsze dzieci (§rednia wieku 1,47+0,79 lat) wykazywatly istotnie wyzsza
(p<0,05) liczebnos¢ limfocytow Treq (Srednia: 88+38 komorek/pl), niz starsze (odpowiednio:
2,45+1,06 lat, 15+8 komorek/ul), iii) prospektywne obserwacje kliniczne wybranych chorych
z THI pozwolily stwierdzi¢, iz podwyzszona liczba limfocytow Trg u miodszych dzieci

obnizata si¢ wraz z wiekiem, az do poziomu warto$ci obserwowanych w grupie kontrolne;.
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Rysunek 15. Poziom limfocytéw Ty U 33 pacjentow z THI (grupa THI-I) i 5 chorych z CVID
podczas trzech kolejnych wizyt, w odniesieniu do pojedynczych pomiaréw wykonanych
u zdrowych dzieci z grupy kontrolnej.
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Rysunek 16. Przyktad analizy cytofluorymetrycznej, obrazujacy Spadek bezwzglednej liczby
krazacych limfocytow T U jednego z pacjentdéw THI poddanych obserwacji dtugoterminowe;.
Liczebnos$¢ limfocytow Ty (0Odczytywana z bramki Q-2) w trakcie pierwszej wizyty wynosita 118
komorek na 1 pl krwi, natomiast w trakcie trzeciej, majacej miejsce 6 miesiecy pozniej wizyty —
19 komorek na 1 pl (wiek dziecka w trakcie pierwszej wizyty wynosit 16 miesiecy).
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4.1.2 Ocena zaleznoSci pomiedzy poziomami IgG, wiekiem,

liczebnos$cia limfocytow B oraz limfocytow Treg

Roéwnolegle z oceng liczby krazacych limfocytow Treg, u kazdego pacjenta z grupy
THI okreslano podczas pierwszego oznaczenia poziom IgG w surowicy krwi oraz
bezwzgledng liczbe krazacych limfocytow B (CD19"). Poziom IgG w grupie THI wzrastat
wraz z wiekiem (wspotczynnik korelacji Spearmana r = 0,5005, p<0,0001), ale wzrost ten,
w porownaniu do obserwowanego u zdrowych osob z grupy kontrolnej, byt wyraznie
spowolniony (Rys. 17). Roznice pomigdzy nachyleniem linii regresji liniowej dla THI i grupy
kontrolnej byty statystycznie istotne (p=0,01). Oceniany pomi¢dzy wizytami poziom IgG
U pacjentow z grupy THI-1 wskazywat na systematyczny wzrost surowiczego stezenia 1gG
w trakcie kolejnych badan (Rys. 18). Oznaczana u wszystkich pacjentow z grupy THI
bezwzgledna liczba krazacych limfocytéw B (CD19") miescita sic w zakresach normy dla
danego wieku i byla porownywalna z poziomami obserwowanymi u dzieci zdrowych
tworzacych grupe kontrolng. W grupie chorych z THI, zmiany liczebnosci limfocytoéw B
w zalezno$ci od wieku, pokrywaly si¢ z analogicznymi zmianami obserwowanymi u dzieci

zdrowych (Rys. 19).
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Rysunek 17. Wykres zmian poziomoéw IgG w zaleznosci od wieku, u wszystkich pacjentéw z THI
i w grupie kontrolnej, z uwzglgdnieniem dolnego i gérnego zakresu norm IgG. Wykres przedstawia
uzyskane dane wraz z wyznaczonymi liniami regresji.
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Rysunek 18. Zmieniajacy si¢ W czasie surowiczy poziomu IgG u pacjentow z grupy THI-I,
obserwowany w trakcie kolejnych wizyt (odstgpy pomiedzy kolejnymi pomiarami byly rézne dla
poszczegodlnych pacjentow i wynosity od 3 do 12 miesigcy).
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Rysunek 19. Poziomy krazacych limfocytow B (CD19%) w odniesieniu do wieku, obserwowane
u wszystkich pacjentow z grupy THI i osob z grupy kontrolnej (przedstawione na wykresie
liczebnosci limfocytow B oznaczane byty u chorych z THI jednorazowo, podczas pierwszej
wizyty). W obrebie grupy kontrolnej liczebno$¢ limfocytow B oznaczono u 25 zdrowych osob.
Wykres przedstawia uzyskane dane wraz z wyznaczonymi liniami regresji.
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W badaniach prospektywnych, ktorymi obj¢ta zostata grupa THI-I, wraz ze spadkiem
liczebnosci krazacych limfocytow Treq Obserwowano, w trakcie kolejnych wizyt, wzrastajacy

poziom surowiczego 1gG (rys. 20).

Badajac zalezno$¢ pomiedzy liczebnoscia krazacych limfocytow Treq @ poziomem 1gG
u 33 dzieci z THI (grupa THI-I), uzyskano istotng statystycznie korelacj¢ pomiedzy badanymi
parametrami (wspoOlczynnik Spearmana r = —0,4888, p<0,0001). Roéznice pomigdzy
nachyleniem linii regresji liniowej dla grupy THI-I, ale nie dla grupy kontrolnej, byly

statystycznie znamienne (rys. 21).
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Rysunek 20. Liczebnosci limfocytow Ty W odniesieniu do poziomow IgG, u pacjentéw THI-I
podczas trzech kolejnych wizyt (w przypadku osob zdrowych z grupy kontrolnej, analizowane

parametry oznaczane byty jednorazowo).
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Rysunek 21. Liczebnosci krazacych limfocytow T,y W odniesieniu do poziomow 1gG u dzieci
zgrupy THI-I oraz w grupie kontrolnej, wraz z wyznaczonymi liniami regresji (w przypadku
pacjentow THI na wykresie przedstawiono dane pochodzace jednoczesnie z wszystkich trzech

kolejnych wizyt).
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Podsumowujac, jedynie u dzieci z THI obserwowano znacznie podwyzszong liczbe
krazacych limfocytéw Treq (komorki o fenotypie CD4"CD25'Foxp3™), w przeciwienstwie do
chorych z CVID i SIgAD, gdzie ich liczebno$¢ byta poréwnywalna z grupa kontrolng.
Ponadto, u pacjentow z THI obserwowano zalezne od wieku roéznice w poziomie tych
komorek. Prowadzone prospektywne obserwacje kliniczne 33 chorych z THI (grupa THI-I)
pozwolity stwierdzi¢, iz podwyzszona liczba limfocytéw Treg u miodszych dzieci malata wraz
z wiekiem, az do wartos$ci obserwowanych w grupie kontrolnej. Ponadto, spadkowi liczby
krazacych komorek Trq towarzyszyla normalizacja poziomu immunoglobulin W surowicy

krwi tych pacjentow.
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4.1.3 Ocena liczebnosci limfocytow Tr. w diagnostyce rdéznicowej

THI z innymi formami hipogammaglobulinemii

Biorac pod uwage dane uzyskane dla pacjentow ponizej 5 roku zycia, podjeto probe

okreslenia podstawowych cech testu diagnostycznego, jakim moglaby si¢ staé ocena

liczebnosci krazacych limfocytow Treg. Na podstawie zamieszczonej ponizej tabeli obliczono

takie wartosci testu, jak: czutos¢, swoistos¢, dodatnie i ujemne wartosci predykcyjne.

Tabela 12. Tabela kontyngencji obrazujaca zalezno$¢ pomigdzy wynikiem testu diagnostycznego
jakim jest ocena liczebnosci krazacych limfocytow Trq u dzieci ponizej 5 roku zycia, a faktycznym
wystepowaniem, lub tez nie wystepowaniem, choroby (THI). ,Wynik negatywny” testu
stwierdzano wowczas, gdy liczebno$¢ komoérek T,y miescita si¢ w przedziale obserwowanym
w grupie kontrolnej (tj. od 0 do 31 komoérek/ul), natomiast za ,,wynik pozytywny” testu uznawano
liczebnosci limfocytow Ty wyzsza niz 31 komorek/ul (fj. wyzsza, niz najwigksza warto$¢
obserwowana w grupie osob zdrowych). Za osoby chore (choroba(+)) uznano wszystkich
pacjentéw z grupy THI. Chorzy z pozostatych grup badanych (tj. z grupy CVID i SIgAD) utworzyli
grupe 0sob, u ktorych choroby (czyli THI) nie stwierdzono.

Rzeczywistos¢ (gold standard)
Choroba (+) Brak choroby (-) Suma
Wynik pozytywny 33 9 42
Test diagnostyczny Wynik negatywny 35 43 78
Suma 68 52 120

Czulo$¢ testu interpretowano jako stosunek wynikéw prawdziwie dodatnich do sumy prawdziwie dodatnich i fatszywie
ujemnych. Swoistos¢ testu wyliczano jako stosunek wynikow prawdziwie ujemnych do sumy prawdziwie ujemnych
i falszywie dodatnich. Warto$¢ predykcyjna dodatnia stanowila stosunek wynikow prawdziwie dodatmnich do sumy
prawdziwie dodatnich i falszywie dodatnich. Warto$¢ predykcyjna ujemna obliczana byta jako stosunek wynikow
prawdziwie ujemnych do sumy prawdziwie ujemnych i falszywie ujemnych.
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Przy uwzglgdnieniu wieku pacjentow mieszczacego si¢ w przedziale od 0,5 do 5 roku
zycia, czulos¢ testu diagnostycznego byla rowna 48,5%, swoisto$¢ testu wynosita 83%,
dodatnia warto$¢ predykcyjna 79%, ujemna warto$¢ predykcyjna 55%. Wynika z tego, iz:
i) ublisko potowy chorych z THI (48,5%) stwierdzono pozytywny wynik testu
(tj. podwyzszong liczbg krazacych limfocytow Treg); 1) wigkszos¢, tj. 83% chorych z CVID
lub SIgAD, miala negatywny wynik testu. Na podstawie powyzszych obliczen mozna
ponadto wykazac¢, iz jezeli liczba oznaczanych w krwi komorek Treq U dziecka w wieku od 6
miesigca do 5 roku zycia przyjmowala wartosci powyzej 31 komorek/ul, to
z prawdopodobienstwem siegajacym 79% mozna byto zaklada¢ rozpoznanie THI. Z kolei,
udziecka, u ktorego poziom tych komorek byt nizszy niz 31 komorek/ul,
z prawdopodobienstwem wynoszacycm 55% mozna byto stwierdza¢ wystepowanie innych
form hipogammaglobulinemii, takich jak CVID lub SIgAD.

Uwzgledniajac fakt, iz wigkszos$¢ chorych z THI (jak wynika z danych literaturowych)
osigga prawidlowe poziomy immunoglobulin okoto 2-go roku zycia, ocen¢ testu
diagnostycznego przeprowadzono dodatkowo u dzieci z grup badanych (THI, CVID, SIgAD)
bedacych ponizej 2 roku zycia. Uzyskane w tym przypadku wartosci przedstawiaty sie
nastepujgco: i) pozytywny wynik testu stwierdzano u ponad potowy chorych z THI (72%);
i) 73% pacjentow z CVID lub SIgAD mialo negatywny wynik testu; iii) w przypadku
uzyskania pozytywnego wyniku testu, z prawdopodobienstwem rownym 90% mozliwe byto
postawienie rozpoznania THI; iiii) w przypadku negatywnego wyniku testu, rozpoznaie CVID

lub SIgAD mozna byto stwierdza¢ z prawdopodobienstwem siggajacym zaledwie 42%.
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4.1.3 Analiza zmian poziomu ekspresji czynnika transkrypcyjnego

Foxp3 w PBMC

Ocen¢ ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 na poziomie mMRNA
przeprowadzono u 33 dzieci z grupy THI-I objetych obserwacja dlugoterminows.
W przypadku kazdego =z pacjentdéw, oznaczenia wykonywano trzykrotnie, z PBMC
izolowanych podczas kazdej wizyty. Wzgledny poziom ekspresji mRNA dla Foxp3
oznaczano wedhlug tego samego schematu rowniez u 5 chorych z potwierdzonym CVID oraz,
jednorazowo, u 5 chorych z SIgAD i 25 zdrowych os6b z grupy kontrolne;j.

W grupie pacjentow z THI odnotowano pomiedzy kolejnymi wizytami wyrazny
spadek poziomu ekspresji badanego genu. Srednie wartosci wzglednego poziomu ekspres;ji
MRNA dla Foxp3 w tej grupie chorych przedstawiaty si¢ nastepujaco: I wizyta 11,7 + 24,18,
Il wizyta 10,22 + 18,91 oraz III wizyta 1,1 £ 1,39 jednostek wzglednych. W trakcie 111 wizyty
(normalizacja poziomu IgG, liczebnosci limfocytéw Trq Oraz stanu klinicznego wszystkich
pacjentow), sredni poziom ekspresji mMRNA dla Foxp3 byt porownywalny z obserwowanym
u zdrowych osob. W grupie chorych z CVID, srednie poziomy ekspresji mRNA dla Foxp3
podczas trzech kolejnych wizyt nie rdéznily sie istotnie zaré6wno pomiedzy soba, jak
i w odniesieniu do grupy kontrolnej. W grupie SIgAD, poziom wzglednej ekspresji badanego
genu nie wykazywat istotnych réznic w poréwnaniu z grupa kontrolng. Srednie, wzgledne
poziomy ekspresji mMRNA dla Foxp3 (+SD) obserwowane w poszczegdlnych grupach

badanych oraz w grupie 0sob zdrowych, przedstawiono na rysunku 22.
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Rysunek 22. Wartosci $rednich pozioméw ekspresji mRNA dla Foxp3 u pacjentéw z pierwotnymi
niedoborami odpornosci (THI, CVID, SIgAD) oraz u oséb zdrowych (kontrola) (w przypadku
grupy THI-T1 CVID, cyfry: I, II, IIT oznaczaja numery trzech kolejnych wizyt).
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Rysunek 23. Wzgledny poziom ekspresji mMRNA dla Foxp3 (wyrazony w jednostkach wzglednych)
przedstawiony dla kazdego pacjenta z grupy THI-1 (n=33) podczas trzech kolejnych wizyt (A),
w odniesieniu do monitorowanej rownolegle bezwzglednej liczby krazacych limfocytow Treq (B)
(cyfry: 1, II, IIT oznaczajg numery kolejnych wizyt). W zamieszczonej ponizej wykresu tabeli,
przedstawiono $rednie warto$ci + SD dla: wieku, wzglednej ekspresji mRNA dla Foxp3 oraz
liczebnosci krazacych limfocytow Trq W grupie dzieci THI-1 podczas trzech kolejnych wizyt.
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W dalszej kolejnosci, indywidualnie dla kazdego z 33 pacjentow z grupy THI-I,
analizowano dynamik¢ zmian poziomu ekspresji genu FOXP3, w odniesieniu do
monitorowanej réwnolegle, w trakcie kolejnych wizyt, liczby krazacych limfocytow Tieg
(Rys. 23). Analizujac liczebno$¢ komorek Trq Zaobserwowano, iz u 31 z 33 dzieci ulegata
ona obnizeniu podczas kolejnych wizyt, u pozostalych dwoch pacjentow byta najwyzsza
podczas drugiej lub trzeciej wizyty (rys. 23 B). Z kolei, najwyzsze wzgledne poziomy
ekspresji mRNA dla Foxp3 odnotowano podczas pierwszego oraz drugiego pomiaru.
Najwyzsze wartosci poziomu ekspresji mRNA dla Foxp3 podczas pierwszej wizyty
zaobserwowano u 10 z 33 pacjentow w grupie THI-I, natomiast podczas drugiej wizyty
obserwowano je u innych 11 chorych (za punkt odcigcia przyjeto najwyzszy poziom
wzglednej ekspresji w grupie THI-I podczas ostatniej wizyty). Spadek ekspresji mMRNA dla
FOXP3 u 32 z 33 pacjentéw nastepowal podczas ostatniej wizyty (rys. 23 A). Analizujac
surowicze poziomy IgG u pacjentow z THI podczas drugiej wizyty, nie obserwowano jednak
istotnych réznic pomiedzy grupa chorych wykazujacych wysoki i niski wzgledny poziom
ekspresji mMRNA dla Foxp3 (dane nie prezentowane).

Badajac zalezno$¢ poziomu wzglednej ekspresji genu FOXP3 od wieku, nie
stwierdzono w grupie THI-I znamiennej statystycznie korelacji pomiedzy badanymi
parametrami (r = -0,1974, p = 0,0623). Analiza regresji liniowej nie wykazata statystycznie
znamiennych r6znic pomig¢dzy nachyleniem linii regresji uzyskanych dla grup pacjentow
i grupy kontrolnej. Podobnie, oceniajac korelacje pomiedzy poziomem ekspresji genu FOXP3
a bezwzgledna liczba krazacych limfocytow Trg, nie obserwowano istotnej statystycznie
zaleznosci pomigdzy analizowanymi cechami w grupie dzieci z THI-I (r = 0,1887,
p = 0,0749). Roznice pomiedzy nachyleniem linii regres;ji liniowej dla grup badanych i grupy

kontrolnej nie wykazywaty istotnej statystycznie znamiennosci.

Podsumowujac, analiza ekspresji genu FOXP3 przeprowadzona u pacjentow
z pierwotnymi niedoborami odpornosci humoralnej (THI, CVID, SIgAD) wykazala istotnie
podwyzszony jego poziom jedynie w grupie chorych z THI, w trakcie pierwszych dwoch
wizyt. Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy poziomem ekspresji genu FOXP3 w PBMC
izolowanych od tych pacjentéw, a monitorowang réwnolegle bezwzgledng liczbg krazacych

limfocytow Treq 0 fenotypie CD4"CD25 Foxp3”™.

78



4.2 Analiza wybranych parametrow zwigzanych

z powstawaniem i funkcjq limfocytow Treq

4.2.1 Ocena poziomu surowiczego oraz produkcji wybranych cytokin

Stezenie cytokin 1L-10 i TGF-B oceniano w surowicy krwi oraz w nadsaczach
pochodzacych z hodowli PBMC stymulowanych LPS lub PHA. Analize wykonano u 33
pacjentow z grupy THI-I oraz u 5 chorych z CVID, poddanych obserwacji dtugoterminowe;j.
Poziom cytokin oznaczono ponadto u 5 pacjentow z rozpoznaniem SIgAD oraz u 25

zdrowych dzieci tworzgcych grupe kontrolna.

4.2.1.1 Poziom IL-10 i TGF-f8 w surowicy krwi

U pacjentow z grup badanych, jak 1 u zdrowych osob, IL-10 nie byl wykrywany
w surowicy. W przypadku TGF-B, najnizszy jego poziom wykazano w grupie kontrolnej
(Rys. 24). Najwyzsze wartosci obserwowano u pacjentow z CVID (Il wizyta) i SIgAD.
W grupie dzieci z THI, poziom TGF-p wzrastat nieznacznie w trakcie kolejnych wizyt, lecz
nie obserwowano istotnych statystycznie roznic, zardwno pomiedzy wizytami, jak

i w odniesieniu do grupy kontrolnej.

Rys. 24. Poziom TGF-B w surowicy krwi pacjentow z pierwotnymi niedoborami odpornosci
humoralnej (THI, CVID, SIgAD) oraz w grupie kontrolnej (cyfry: I, II i III oznaczaja numery
kolejnych wizyt). Ponizej wykresu zamieszczono $rednie wartosci wieku + SD odnoszace si¢ do
poszczegdlnych grup pacjentéw, z uwzglednieniem (w przypadku THI i CVID) kolejnych wizyt.
Wartosci te odnoszg si¢ rowniez do rys. 25 i 26.

p<0,05

p<0,01

TGF-B [ng/ml]

kontrola I 11 111 1 II 111 SIgAD
THI-I CVID

wiek [lata£SD]: 1,470,79 2424072 156073 2,6240,71 3,7+0,4
2,1541,16 1,89+0,74 2,110,73
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4.2.1.2 Produkcja cytokin po stymulacji PBMC in vitro
4.2.1.2.1 Ocena produkcji IL-10

Po stymulacji LPS srednie poziomy IL-10: i) w grupie THI-I, w odniesieniu do grupy
kontrolnej, byty istotnie nizsze podczas wszystkich trzech wizyt, natomiast nie rdznily si¢
pomiedzy sobg, ii) w grupie CVID podczas dwoch pierwszych pomiaréw, nie roznily sie
znamiennie od poziomu obserwowanego w grupie kontrolnej, z kolei podczas trzeciej wizyty
byly istotnie nizsze, iii) u chorych z SIgAD poziom IL-10 byl znamiennie nizszy
w odniesieniu do grupy kontrolnej. Po stymulacji PHA §redni poziom IL-10: i) u pacjentow
zgrupy THI-I byl, w odniesieniu do o0s6b zdrowych, istotnie nizszy jedynie podczas
pierwszej wizyty, przy czym wzrastal w trakcie trwania obserwacji (podczas trzeciej wizyty
$rednie stezenie IL-10 byto znamiennie wyzsze, w porownaniu do obserwowanego podczas
pierwszej wizyty), ii) u chorych z CVID w trakcie trzech kolejnych wizyt ulegat obnizeniu,
przy czym byt istotnie nizszy - w odniesieniu do grupy kontrolnej - dopiero w trakcie trzeciej
wizyty, iii)) w grupie SIgAD byl znamiennie nizszy w poroéwnaniu do grupy kontrolnej.
Srednie poziomy IL-10 w grupach badanych oraz u zdrowych osob, uzyskane

ze stymulowanych LPS i PHA hodowli PBMC, przedstawiono na rysunku 25.

4.2.1.2.2 Ocena produkcji TGF-8

Po stymulacji LPS poziomy TGF-B: i) w grupie THI-I, podczas kazdej z trzech wizyt,
nie roéznity Si¢ istotnie w odniesieniu do grupy kontrolnej, jak 1 pomiedzy soba,
i) u pacjentow z CVID byly — w poréwnaniu do osoéb zdrowych — istotnie nizsze podczas
kazdej z trzech wizyt, przy czym nie r6znily si¢ pomi¢dzy wizytami, iii) w grupie SIQAD nie
wykazywaly znamiennych réznic w odniesieniu do grupy kontrolnej, jednak byty istotnie
wyzsze w porownaniu do kazdej z trzech wizyt w grupie CVID oraz drugiej wizyty w grupie
THI. Po stymulacji PHA poziomy tej cytokiny: i) w grupie THI-I nie wykazywaty istotnych
réznic w odniesieniu do grupy kontrolnej, jak réwniez nie rdznity si¢ pomiedzy sobg ii)
w grupie CVID byty, w poréwnaniu z grupg kontrolna, istotnie nizsze podczas kazdej z trzech
wizyt, natomiast — biorgc pod uwagg wszystkie trzy pomiary — nie roznity si¢ pomiedzy soba,
iii) u chorych z SIgAD nie ro6znity si¢ istotnie w odniesieniu do oznaczanych u oséb z grupy
kontrolnej. Srednie poziomy TGF-B w grupach badanych oraz u zdrowych o0sob, uzyskane ze
stymulowanych LPS i PHA hodowli PBMC, przedstawiono na rysunku 26.
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Rysunek 25. Srednie stezenia IL-10 u pacjentdow z pierwotnymi niedoborami odpornosci (THI,
CVID, SIgAD) oraz u osob zdrowych (kontrola), uzyskane po 18-godzinnej hodowli PBMC
w obecnosci LPS lub PHA (cyfry: I, 1l i Il odnosza si¢ do pacjentow z grupy THI i CVID
i 0znaczaja numery kolejnych wizyt). W przypadku niestymulowanych hodowli PBMC, poziomy
produkcji IL-10 byty bliskie lub réwne 0 (dane nie prezentowane).
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Rysunek 26. Srednie stezenia TGF-p u pacjentdéw z pierwotnymi niedoborami odpornosci (THI,
CVID, SIgAD) oraz u osob zdrowych (kontrola), uzyskane po 18-godzinnej hodowli PBMC
w obecnosci LPS i PHA (cyfry: 1, IT i Il odnosza si¢ do pacjentéw z grupy THI i CVID i oznaczaja
numery kolejnych wizyt). W przypadku niestymulowanych hodowli PBMC, poziom produkcji
TGF-p byt bliski lub rowny 0 (dane nie prezentowane).
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LPS nie indukukowat w PBMC u dzieci z THI (w trakcie trwania obserwacji
dhugoterminowej) poréwnywalnego z osobami zdrowymi poziomu produkcji 1L-10, natomiast
produkcja TGF-p pozostawata (w tych samych warunkach) niezaburzona. Z kolei, produkcja
IL-10 po stymulacji PHA w tej grupie dzieci, poczatkowo nizsza, wzrastata wraz z wiekiem
do poziomoéw porownywalnych z grupg kontrolng, natomiast produkcja TGF-, podobnie jak
po stymulacji LPS, nie byta uposledzona. U pacjentéw z CVID produkcja IL-10 po stymulacji
zarowno LPS, jak i PHA obnizala si¢ wraz z wiekiem, podczas gdy produkcja TGF-B
pozostawata obnizona przez caty czas trwania obserwacji. W grupie SIgAD produkcja 1L-2
po stymulacji PHA oraz produkcja IL-10 po stymulacji LPS jak i PHA byta — w odniesieniu
do grupy kontrolnej — istotnie obnizona, natomiast produkcja TGF- nie byta uposledzona.
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4.2.2 Analiza sekwencji gendw TGFBR1 i TGFBR2

Analize sekwencji genéw kodujacych receptory dla TGF-B przeprowadzono tgcznie
u 33 pacjentow z THI objetych obserwacja dtugoterminowa (THI - grupa 1), jak rowniez u 20
chorych z CVID, 10 chorych z SIgAD i u 25 zdrowych osob tworzacych grupe kontrolna.
Uzyta na wstgpie metoda przesiewowa W postaci analizy heterodupleksow, pozwolita na
wytypowanie tych regionéw kodujacych, ktorych sekwencja réznita sie od sekwencji
referencyjnej (wild-type). W tym celu, kazdy z egzonow genu TGFBR1 i TGFBR2
amplifikowano metoda PCR. Poprawnos$¢ przebiegu reakcji PCR sprawdzano wykonujac
elektroforeze produktow reakcji w zelu agarozowym oraz poréwnujac potozenie prazkow
odnoszacych si¢ do produktow PCR, w odniesieniu do prazkéw markera masowego (Rys.
27). Nastepnie przygotowywano odpowiednie mieszaniny produktow reakcji PCR i na
uzyskanych elektroferogramach analizowano charakterystyczny uktad pikow (przyktad
analizy elektroferograméw dla egzonu dziewigtego genu TGFBR1 przedstawiono na rysunku
28). W celu identyfikacji wykrytych nieprawidtowosci, sekwencjonowano wytypowane
metoda HET egzony badanych genow. Produkty sekwencyjnego PCR poddawano
elektroforezie kapilarnej, a uzyskane wyniki przedstawiano w postaci elektroferogramow,

z ktorych odczytywano nastgpnie sekwencje analizowanego fragmentu DNA.

500 pz—

100 pz—

500 pz—

100 pz —

Rysunek 27. Przyktad elektroforezy produktow PCR dziewieciu egzondéw genu TGFBR1 (A) oraz
siedmiu egzonéw genu TGFBR2 (B); MM — marker masowy, 1-9 oraz 1-7 — numery kolejnych
egzonow, pz — par zasad.
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Rysunek 28. Przyktadowy elektroferogram egzonu dziewiatego genu TGFBR1 u pacjenta z SIQAD,
przedstawiajagcy sekwencje referencyjna (probka kontrolna ,,wild type”) (A) oraz obarczong
polimorfizmem N478S w postaci heterozygotycznej (B). Pojedynczy pik na pierwszym
elektroferogramie pochodzi od homodupleksu WT/WT dla kontroli , wild type”. Na drugim
elektroferogramie widoczne s3 dwa piki, z ktorych jeden powstal na skutek obecnosci
W mieszaninie homodupleksow N478S/ N478S i WT/WT, drugi zas na skutek obecnosci
heterodupleksow N478S/WT.
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4.2.2.1 Wykryte polimorfizmy genéw TGFBR1 i TGFBR2

U dzieci z THI nie stwierdzono zadnych nieprawidtowosci w sekwencji gendw
kodujacych receptory dla TGF-f — TPR1 i TBR2. W obrebie genu TGFBR1 wykryto dwa
rodzaje polimorfizméw, ktorych wystepowanie ograniczalo si¢ jedynie do grupy pacjentow
zCVID (polimorfizm T375T) i SIgAD (polimorfizm N478S). Analiza catego regionu
kodujacego genu TGFBR2 nie ujawnita zadnych opisanych dotychczas w literaturze zmian
nukleotydowych.

4.2.2.1.1 Polimorfizm T375T

Polimorfizm T375T polega na substytucji A w miejscu 1125, w kodonie ACA, przez
C tworzac kodon ACC. Zamiana ta nie powoduje zmiany aminokwasu 375, gdyz oba
wspomniane kodony kodujg treoning. Polimorfizm T375T w postaci heterozygotycznej
1125A/C, wykryto u 6 pacjentow z CVID (30%). Nie stwierdzono jego wystepowania
w zadnej z pozostatych grup badanych, jak rowniez u 0sob z grupy kontrolnej. Na rysunku 29
przedstawiono fragment prawidlowej sekwencji egzonu szdstego genu TGFBR1 oraz

fragment tej sekwencji zawierajacy wspomniany polimorfizm.

sekwencja prawidtowa polimorfizm T375T

1125 1125

| |

Rysunek 29. Wykryte u badanych osob (CVID) warianty polimorfizmu T375T: wariant prawidtowy
1125A/A oraz heterozygotyczny 1125A/C, oba kodujace fenotyp 375T/T.
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4.2.2.1.2 Polimorfizm N478S

Polimorfizm N478S, wykryty w egzonie dziewigtym genu TGFBR1, wynika
z zamiany nukleotydu 47 z A w kodonie AAT kodujgcym asparaging, na G tworzac kodon
AGT kodujacy seryng. Obecno$¢ tego polimorfizmu wykryto w postaci heterozygotycznej
1433A/G (fenotypowo 478N/S) u 2 na 10 osob z grupy SIgAD (20%). U pozostatych
pacjentow oraz u osob kontrolnych nie wykryto tego polimorfizmu, oznaczajac jedynie forme
homozygotyczng 1433A/A (fenotypowo 478N/N). Rysunek 30 przedstawia fragment

sekwencji bez polimorfizmu oraz fragment z polimorfizmem N478S .

sekwencja prawidtowa polimorfizm N478S
1433 1433
C c 0~ r T & & C C & T & G

1 1

Rysunek 30. Wykryte u badanych osob (SIgAD) warianty polimorfizmu N478S: wariant
prawidtowy 478N/N (1433 A/A) oraz heterozygotyczny 478N/S (1433A/G).

Otrzymane wyniki wskazuja zatem, iz w THI nie obserwuje si¢ jakichkolwiek zmian
w obrebie genéw kodujacych receptory dla TGF-B, referujac do grupy przebadanych

W niniejszej pracy pacjentow.
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4.3 Ocena funkcjonalna limfocytow Treg

Oceng¢ czynno$ciowa in vitro limfocytow Trg przeprowadzano uzywajac do badan
krew pobrang od zdrowych dawcow (n=7). Z krwi zylnej izolowano PBMC, ktdre nastepnie
poddawano procesowi sortowania w celu uzyskania nastgpujgcych subpopulacji komorek:
limfocytow T, (komorki o fenotypie CD4*'CD25"™"), populacji komoérek CD4'
pozbawionych komdrek o najwyzszej ekspresji CD25 (komorki CD4*CD25™), jak rowniez
populacji  komorek CD4" nie  wykazujagcych  ekspresji  czasteczki  CD25
(komorki CD4'CD25). W nadsaczach pochodzacych z hodowli niestymulowanych
i stymulowanych PWM, oznaczano — metoda CBA — st¢zenie IgG. Ponadto, w tescie

transformacji blastycznej, oceniano aktywno$¢ proliferacyjng hodowanych komorek.

4.3.1 Wplyw limfocytow Treg na produkcje IgG

Najwyzszg, $rednig produkcje IgG po stymulacji PWM obserwowano w nadsaczach
pochodzacych z hodowli PBMC bez dodatku innych subpopulacji komérek (pozycja 1° na
rys. 31). Statystycznie znamienne obnizenie produkcji IgG, w odniesieniu do stymulowanych
PBMC z pozycji 1°, stwierdzono w przypadku hodowli PBMC z komorkami o fenotypie
CD4'CD25"", dodawanymi do PBMC w dwdoch roznych ,.dawkach” (odpowiednio 30 i 50
tys. komorek) (pozycja 2’ i 3’). Z kolei, w przypadku stymulowanych PWM hodowli
komoérek CD4"CD25" (pozycja 4°), poziom wydzielanej 1gG byl pordwnywalny do tego,
obserwowanego w przypadku stymulowanych hodowli PBMC kontrolnych (pozycja 1),
| zarazem istotnie statystycznie wyzszy, W odniesieniu do hodowli PBMC z dodatkiem
populacji komoérek regulatorowych CD4*CD25"" (pozycje 2° i 3°). W hodowlach PBMC
z komorkami CD4'CD25  (pozycje 5 i 6°), oznaczane poziomy IgG byly poréwnywalne
z wynikami uzyskanymi w przypadku stymulowanych hodowli kontrolnych PBMC w pozycji
1’, a takze wyraznie wyzsze od obserwowanych w hodowlach z dodatkiem komorek
CD4*'CD25"%" (pozycja 2’ i 3°), jednak, w przypadku tych ostatnich, obserwowane roznice

nie byly istotne statystycznie.
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Rysunek 31. Stezenie IgG w nadsaczach pochodzacych z hodowli wysortowanych uprzednio
komorek, niestymulowanych (zakreskowane kolumny o numerze od 1 do 6) i stymulowanych
PWM (kolumny o numerze od 1’ do 6°), ktérych sklad przedstawial si¢ nastgpujaco: PBMC
w liczbie 100 tys. (pozycja nr 1 i 1°), PBMC hodowane w obecnosci odpowiednio, 30 i 50 tys.
komoérek o fenotypie CD4'CD25™" (pozycja 2, 2° oraz 3, 3°), PBMC pozbawione komorek
CD4'CD25"" (komorki CD4'CD25") (pozycja 4 i 4°) oraz PBMC hodowane w obecnoci
odpowiednio, 30 i 50 tys. komérek CD4"CD25  (pozycje 5, 5° oraz 6 i 6°). Wykres przedstawia
warto$ci $rednie £ SD uzyskane z siedmiu niezaleznych eksperymentéw (* p<0,05; ** p<0,01).

W rubrykach zamieszczonej ponizej wykresu tabeli, podano warto$ci p wynikajace z wzajemnego
poréwnania poszczegolnych typéw hodowli komorkowych stymulowanych PWM. W przypadku
hodowli niestymulowanych, nie obserwowano znamiennych réznic w produkcji 1gG.

+* **k

154

oG | pg/ml]

104 —l—
c
0 T T T
5 5 6 6
pozycja 1 2’ 3 4 5 6’

PBMC (100 tys.) e -
PBMC + CD4*CD25"" (100 tys. + 30 tys.) 2’ <0,05 -
PBMC + CD4*CD25"9" (100 tys. + 50 tys.) 3 <0,01 | >0,05 -
komoérki CD4"CD25™ (100 tys.) 4 >0,05 | <0,05 | <0,01 -
PBMC + CD4"CD25 (100 tys. + 30 tys.) 5 >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 -
PBMC + CD4*CD25 (100 tys. + 50 tys.) 6 >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05
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4.3.2 Wplyw limfocytow CD4+CD25high na proliferacje komorek

We wszystkich typach prowadzonych hodowli komoérkowych stwierdzono, wzgledem
komorek niestymulowanych, kilkukrotny wzrost aktywno$ci proliferacyjnej po stymulacji
PWM, (Rys. 32). Chociaz roznice pomigdzy grupami nie osiggnely znamienno$ci
statystycznej, to jednak w obecnosci limfocytow Ty (CD4"CD25"") obserwowano
niewielkie, zalezne od dawki, zahamowanie stymulowanej PWM proliferacji PBMC (pozycja
2°13’). Z kolei, PBMC hodowane z limfocytami T pozbawionymi subpopulacji komorek Tieq
(pozycja 4°) oraz hodowane z dodatkiem populacji komorek CD4'CD25  (pozycja 5° i 6”) —

nie wptywaty na proliferacj¢ komorek.
Podsumowujac, uzyskane w uktadzie modelowym in vitro wyniki potwierdzajg, iz

limfocyty Ty moga wywiera¢ hamujacy wptyw na produkcje¢ 19gG. Ponadto, limfocyty Teg
wydaja si¢ nie mie¢ istotnego wptywu na odpowiedz proliferacyjnag PBMC.
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Rysunek 32. Aktywno$¢ proliferacyjna w hodowlach komorkowych, niestymulowanych
(zakreskowane kolumny o numerze od 1 do 6) i stymulowanych PWM (kolumny o numerze od
1’ do 6”), ktorych sktad przedstawiat si¢ nastgpujaco: PBMC w liczbie 100 tys. (pozycjanr 11 1),
PBMC hodowane w obecnosci odpowiednio, 30 i 50 tys. komoérek o fenotypie CD4*CD25""
(pozycje 2, 2’oraz 3, 3°), PBMC pozbawione komorek CD4*CD25"" (komoérki CD4"'CD25™)
(pozycja 4 i4) oraz PBMC hodowane w obecnoéci odpowiednio, 30 i 50 tys. komoérek CD4"CD25°
(pozycja 5, S’oraz 6 1 6°). Wykres przedstawia warto$ci §rednie = SD uzyskane z siedmiu
niezaleznych eksperymentow.

Aktywno$¢ proliferacyjng wyrazono w postaci indekséw stymulacji (za indeks stymulacji
0 wartosci ,,1” przyjeto warto$¢ obserwowang dla PBMC niestymulowanych). W zamieszczonej
ponizej wykresu tabeli, podano wartosci p wynikajace z wzajemnego poréwnania poszczegolnych
typéw hodowli komoérkowych stymulowanych PWM. W przypadku hodowli niestymulowanych,
nie obserwowano znamiennych roznic w aktywnos¢ proliferacyjne;.
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pozycja 1 2’ 3’ 4 5 6’
PBMC (100 tys.) 1 -
PBMC + CD4"CD25™%" (100 tys. + 30 tys.) 2’ >0,05 -
PBMC + CD4*CD25"" (100 tys. + 50 tys.) 3 >0,05 | >0,05 -
komérki CD4'CD25™ (100 tys.) I’y >0,05 | >0,05 | >0,05 -
PBMC + CD4'CD25" (100 tys. + 30 tys.) 5 >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 -
PBMC + CD4'CD25" (100 tys. + 50 tys.) 6 >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05
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5 DYSKUSJA

Problem pierwotnych niedoboréw odpornosci dotyczy co najmniej 10 milionow ludzi
na S$wiecie [204]. Szacuje sig, iz laczna czgstos¢ wystepowania okoto 250 — 300
zdefiniowanych w chwili obecnej (zaleznie od klasyfikacji) postaci PIDs, przewyzsza liczbe
przypadkow biataczek 1 chloniakéw u dzieci 1 jest czterokrotnie wyzsza w poréwnaniu do
takich schorzen u dzieci, jak mukowiscydoza lub cukrzyca typu | [205,206].
Rozpoznawalno$¢ PIDs jest ciagle niska. Ponad potowe diagnozowanych niedoborow
odpornosci stanowig zaburzenia dotyczace produkcji przeciwcial. Do najczestszych form
hipogammaglobulinemii wieku rozwojowego, w ktorych wykrywa si¢ krazace limfocyty B,
nalezg: THI, SIQAD oraz CVID. Gléwnymi ich objawami sg przewlekle, nawracajace
zakazenia bakteryjne i wirusowe, zagrazajace niejednokrotnie zyciu chorych. Zblizony obraz
Kliniczny oraz nieznajomos$¢ (w wigkszosci przypadkow) podioza genetycznego tych chordb
powoduje, iz diagnostyka roznicowa w obrebie grupy niedoboréw odpornosci humoralnej
udzieci jest trudna, a ostateczne rozpoznanie stawiane jest zazwyczaj z kilkuletnim
op6znieniem. W odréznieniu od SIgAD i CVID, ktore sa schorzeniami stygmatyzujgcymi
chorego na cate zycie, THI — jak obecnie si¢ uwaza — ma charakter przemijajacy. Przyczyny
obserwowanej w tym niedoborze w pierwszych 2-5 latach zycia zaburzonej produkcji
immunoglobulin oraz mechanizmy zwigzane z ich po6zZniejsza, samoistng normalizacja,
pozostaja nadal niewyjasnione. Definitywna diagnoza stawiana jest zazwyczaj
retrospektywnie, co ma istotne implikacje kliniczne, nie tylko dla pacjentéw z THI, ale przede
wszystkim dla dzieci z CVID oraz SIgAD. Najwicksze trudnosci diagnostyczne sprawia
rozroznienie THI od CVID manifestujacych si¢ przed 5 rokiem zycia, ktore to jednostki
chorobowe wymagajg odmiennych strategii terapeutycznych. Dostepne w chwili obecnej testy
diagnostyczne nie pozwalajg na jednoznaczne wyodrebnienie dzieci, ktore, jak w przypadku
THI, spontanicznie wyréwnaja poziom immunoglobulin, i u ktoérych stan kliniczny ulegnie
normalizacji, od tych, ktére posiadajg trwaty niedobor produkcji immunoglobulin wraz ze
wszystkimi jego konsekwencjami. Poznanie patomechanizmu THI i ewentualne ustalenie
podtoza genetycznego tego niedoboru umozliwiloby wczesniejsze rozpoznanie rdéznicowe,
aw przysztosci, by¢ moze, stalo by si¢ podstawg do opracowania nowych strategii

terapeutycznych.
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Celem niniejszego  projektu  badawczego bylo  poszukiwanie  nowych
patomechanizmow lezacych u podtoza THI, w trakcie kilkuletniej obserwacji dzieci
z podejrzeniem tego niedoboru. Podjeto probe ustalenia zwigzku pomigdzy obserwowanym
u wspomnianych pacjentéw okresem przejsciowej hipogammaglobulinemii, a zmieniajaca si¢
w czasie liczba krazacych limfocytow Ty Dodatkowo, probowano odnies¢ wyniki
powyzszych obserwacji do grupy kontrolnej rownoletnich dzieci zdrowych oraz tych,
u ktorych postawiono diagnoze CVID lub SIgAD.

Sposrod badanych grup pacjentéw, jedynie u dzieci z THI obserwowano podwyzszong
liczbe krazacych limfocytow Treg. Poziom tych komorek u dzieci z CVID oraz SIgAD nie
roznit si¢ w istotny sposob od oznaczanego u osob zdrowych z grupy kontrolnej. Limfocyty
Treg definiowano na podstawie poziomu ekspresji czasteczek CD25 na powierzchni komorek
oraz obecnosci cytoplazmatycznego czynnika Foxp3, ktore to biatka uznaje si¢ powszechnie
za markery swoiste dla subpopulacji limfocytow regulatorowych [6,7,21,77]. Wyniki
przedstawiano w jednostkach bezwzglednych, tj. jako liczb¢ komoérek na 1 ul peilnej krwi.
Ten sposob analizy byt niezalezny od zmian proporcji subpopulacji leukocytow, na ktore
przejsciowy wpltyw moga mie¢ zakazenia lub schorzenia autoimmunizacyjne i/lub alergiczne,
charakterystyczne dla wspomnianych grup pacjentow. Do chwili obecnej nie prowadzono
podobnych badan u chorych z przemijajaca postacia hipogammaglobulinemii.

Analiza liczebnosci limfocytow Treqg W 0dniesieniu do wieku, dotyczaca catej grupy
THI wykazata, iz podwyzszona liczebnos¢ tych komoérek byta obserwowana u miodszych
dzieci ($rednia wieku: 1,47 +0,79 lat), natomiast u starszych (srednia wieku: 2,45 +1,06 lat)
wykazywata poziomy poréwnywalne z grupa kontrolng. Obserwacja dlugoterminowa 33
pacjentow z THI (grupa THI-I — od postawienia wstgpnego rozpoznania do ostatecznej
diagnozy) wykazata, ze wyjsciowo podwyzszona u tych dzieci liczba krazacych limfocytow
Trey obnizala si¢ wraz z wiekiem, az do osiagnigcia wartoSci obserwowanych w grupie
kontrolnej. Spadkowi liczebno$ci tych komorek towarzyszyta normalizacja surowiczego
poziomu IgG oraz normalizacja stanu klinicznego chorych. Podobnych zmian nie
obserwowano w dobranej pod wzgledem wieku grupie pacjentow z CVID. Uzyskane wyniki
sugeruja zatem, iz okresowi hipogammaglobulinemi u wigkszo$ci chorych z THI towarzyszy
przejsciowo podwyzszony poziom krazacych limfocytow Trg, ktore moga mie¢ zwiazek

z supresja produkcji immunoglobulin przez limfocyty B. Komorki Ty wydaja si¢ odgrywaé
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istotng role w regulacji odpowiedzi humoralnej. Zaburzenia dotyczace odsetka limfocytow
Treg Obserwowano w szeregu chorob autoimmunizacyjnych przebiegajacych z zaburzona
produkcja przeciwcial. Spadek liczebnosci tych komodrek opisywano m. in. u pacjentow
cierpigcych na krioglobulinemi¢ mieszang w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C
[207] oraz u os6b z indukowanym kolagenem zapaleniem stawow [208]. Z kolei, obnizong
aktywno$¢ limfocytow Treg stwierdzano u chorych na miasteni¢ [209] oraz u osob z anemia
hemolitycznag [210]. Postugujac si¢ modelem zwierzgcym wykazano, iz zmniejszanie liczby
komoérek CD4*CD25"" (przy zastosowaniu m. in. przeciwcial monoklonalnych anty-CD25)
prowadzito do rozwoju schorzen autoimmunizacyjnych i nieprawidtowej produkcji
przeciwciat [208,211]. Z kolei, podawanie limfocytow Trg Myszom z rozwinigtymi
schorzeniami autoimmunizacyjnymi, skutkowalo zmniejszeniem syntezy autoprzeciwcial
[212]. Populacja komorek Ty posiada zdolno$¢ migracji do osrodkéw roznicowania
limfocytow B, gdzie komorki te hamujg zalezng od limfocytéw T indukcje produkcji
immunoglobulin [213]. Do chwili obecnej nie podnoszono jednak roli, jaka moglyby
odgrywa¢ limfocyty Treg W przebiegu pierwotnych niedoboréw odpornosci przebiegajacych
Z zaburzong produkcja przeciwcial.

W grupie THI, u dwanasciorga dzieci ponizej 2-go roku zycia (tj. okoto 30% chorych,
w wieku od 7 do 19 miesiaca Zycia) oznaczona liczebno§¢ komoérek Trg (0d 8 do 31
komorek/ul) miescita si¢ w zakresie typowym dla os6b zdrowych tworzacych grupe
kontrolng. Mozna zatem przypuszczaé, iz w obrgbie grupy chorych z THI moga operowac
rowniez i inne, blizej nieokreslone w obecnej chwili, patomechanizmy sprzyjajace rozwojowi
tego samego rodzaju niedoboru, niezalezne od limfocytOw Treg.

Wyniki uzyskane z analizy liczebnosci krazacych limfocytow Treg W grupie pacjentow
z CVID 1 SIgAD pozostaja w pewnej opozycji do dostgpnych obecnie danych literaturowych.
W przypadku CVID, opisywano nizszy (odsetkowo) — w odniesieniu do 0s6b zdrowych —
poziom komoérek Treg W krwi obwodowej [112-116]. Obserwacje te dotyczyly pacjentow
z CVID, u ktérych odnotowywano wspotistniejgce choroby o podiozu autoimmunizacyjnym
lub zapalnym (m. in.: anemi¢ hemolityczng, goraczke reumatyczng, zanikowe zapalenie btony
sluzowej zotadka, celiakie, zespot Sjogrena, autoimmunizacyjne zapalenie tarczycy lub
watroby oraz choroby zapalne jelit). Jak sugerujg autorzy powyzszych prac, ich obserwacje
wydajg si¢ potwierdza¢ zwigzek pomiedzy zaburzong liczebnoS$cig 1/lub funkcjg komorek Treg,
a rozwojem schorzen autoimmunizacyjnych [10,84,115,214]. Tymczasem, sposrod 35
przebadanych os6b z CVID, zaledwie okoto 20% prezentowato objawy autoimmunizacji (np.

postepujace widknienie ptuc, splenomegalie, matoptytkowos¢, celiakie, nieswoiste zapalnie
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jelit), bez obserwowanych istotnych zaburzen dotyczacych liczebnosci limfocytow Treg (M. in.
znacznego obnizenia ich liczby). Sredni wiek dzieci z CVID wynosit 31,8 lat, podczas gdy
w cytowanych pracach oznaczenia wykonywano u oséb dorostych, ktérych wiek miescit sie
W przedziale od 16 do 75 roku zycia. By¢ moze, wspomniane zaburzenia zwigzane
Z komorkami regulatorowymi rozwijaja si¢ dopiero z czasem trwania choroby 1 s3 raczej jej
skutkiem, niz przyczyna. Z kolei, wczes$niejsze doniesienia wskazujg rowniez, iz odsetek
limfocytow Treg u chorych z SIgAD jest znaczaco nizszy w odniesieniu do dobranej pod
wzgledem wieku grupy kontrolnej. Dotyczylo to zazwyczaj tych pacjentow, ktorzy
manifestowali objawy przewleklego stanu zapalnego [215]. W prezentowanych badaniach,
nie wiecej niz 10% dzieci z grupy SIgAD wykazywalo przewlekle stany zapalne i/lub
choroby autoimmunizacyjne. Ich wystepowanie nie korelowato rowniez z poziomem
limfocytow Trg. Tak wigc, sposob analizy oparty na obserwacji liczebnosci subpopulacji
limfocytow Treg, @ Nie wylacznie ich obrazu odsetkowego (jak w cytowanych obserwacjach
klinicznych), wydaje si¢ korygowac wczesniejsze wnioski oparte na nie w petni miarodajnych
przestankach zwigzanych z wadliwym sposobem ich pomiaru.

Wyniki przedstawionych badah sugeruja po raz pierwszy, iz THI jest szczegdlnym
rodzajem hipogammaglobulinemii, u ktorej podtoza (przynajmniej u czesci chorych) moga
leze¢ zaburzenia immunoregulacyjne zwigzane m. in. ze zwigkszong liczebnoscia
subpopulacji limfocytow Trg. Niemniej jednak, rola tych komoérek w rozwoju i przebiegu

klinicznym THI wymaga szerszych badan.

Analiza wzglednej ekspresji genu FOXP3, przeprowadzona u pacjentow z THI i CVID
(objetych obserwacja dtugoterminowg) oraz u chorych z SIgAD, wykazata jej istotnie
podwyzszony poziom jedynie w grupie dzieci z THI, roznigcy si¢ dodatkowo pomiedzy
kolejnymi wizytami. Odnoszac uzyskane wyniki do bezwzglednej liczby krazacych
limfocytow Treg, nie wykazano istotnej zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami. Biatko
Foxp3 uznaje si¢ za najbardziej swoisty marker limfocytow Trq [77,76]. Mozna by wigc
przypuszczaé, iz podwyzszona ekspresja mRNA dla tego czynnika bedzie korelowaé
ze zwigkszonym poziomem limfocytow Trg Niemniej jednak, uzyskane wyniki nie
potwierdzity w pelni tej zaleznoéci. O ile bezwzgledna liczba krazacych komorek Tieg
w grupie THI-I malata wraz z wiekiem, t0 $redni wzgledny poziom ekspresji mRNA dla

Foxp3 byt relatywnie wysoki (ok. 10-krotnie wyzszy w odniesieniu do oso6b zdrowych)
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podczas pierwszej i drugiej wizyty, dopiero podczas ostatniego pomiaru osiggajac wartosci
obserwowane w grupie kontrolnej.

Analizujac zmiany poziomu ekspresji tego genu indywidualnie dla kazdego z 33
pacjentow W grupie THI-I podczas trzech kolejnych wizyt, obserwowano trzy modele zmian
tej ekspresji. U blisko potowy pacjentow (14 dzieci, 43% chorych) wzgledna ekspresja genu
dla Foxp3 byla najwyzsza podczas pierwszej wizyty, malala w przyblizeniu o polowe
w trakcie drugiego pomiaru, osiggajac w trakcie trzeciej wizyty poziom porownywalny do
wynikow w grupie kontrolnej. U 8 pacjentow (24% chorych), najwyzszy wzgledny poziom
ekspresji mMRNA dla Foxp3 odnotowano podczas drugiej wizyty, przy czym podczas
pierwszego i trzeciego pomiaru, poziom ten byl poréwnywalny do oznaczanego u o0sob
zdrowych. W trzecim z kolei modelu zmian, dotyczagcym 11 chorych (33% badanych), nie
obserwowano istotnych réznic w poziomie ekspresji badanego genu pomiedzy wszystkimi
trzema pomiarami. Podsumowujac, jedynie u 14 dzieci z grupy THI-I (tj. u okoto 42%
wspomnianych pacjentow), poziom ekspresji korelowat z liczba krazacych limfocytow Tieg.
Nie mozna zatem potwierdzi¢ prostej zaleznosci, iz liczebnos$¢ limfocytow T U chorych
z THI koreluje z poziomem ekspresji czynnika Foxp3, ktorego analiz¢ przeprowadzono
wykorzystujac material genetyczny izolowany z catej populacji PBMC, a nie jedynie
z izolowanych limfocytow Trg. RoOwniez przejSciowa ekspresja Foxp3 w indukowanych
komorkach Ty mogla mie¢ wpltyw na otrzymane wyniki analiz. Réznigce si¢ znacznie
poziomy ekspresji genu dla Foxp3 w catej badanej grupie pacjentow mozna thumaczy¢
faktem, iz mRNA posiada wysoka zmienno$¢ na poziomie transkrypcji genow [216,217].
Korelacje miedzy poziomem biatka i mRNA mozna zaobserwowac tylko w przypadku $cisle
kontrolowanych przez komorke warunkow transkrypcji i translacji. Nawet minimalne zmiany
w poziomie ekspresji mMRNA moga skutkowaé brakiem proporcjonalnej zaleznosci pomiedzy
MRNA, a poziomem biatka [218,219,220]. Odwrotng zalezno$¢ pomiedzy liczba limfocytow
Treg, @ poziomem ekspresji czynnika Foxp3, kiedy niskiej liczebnosci komorek Treg
towarzyszyl wysoki poziom wzglednej ekspresji czynnika, mozna tlumaczy¢ mozliwoscig
wystepowania w obrgbie PBMC innych komoérek wykazujacych ekspresje czynnika Foxp3
(takze przejéciowa), do ktorych naleza m. in. limfocyty CD8'CD25" [53-55]. Jako ze
W niniejszej pracy nie analizowano innych, oprécz limfocytow CD4" Trq, komorek

regulatorowych, rozwigzanie tej kwestii wymaga dalszych badan.
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Oceng stezenia IL-10 oraz TGF-B w surowicy krwi pacjentow przeprowadzono ze
wzgledu na ich udokumentowane znaczenie w procesie indukcji limfocytow Ty Oraz ich
prawidlowego funkcjonowania [221]. W przypadku indukowalnych komorek Treg odgrywaja
one zasadniczg rol¢ w mechanizmach immunosupresji, na drodze ktérych limfocyty te
reguluja odpowiedz immunologiczna. Indukowane w obecno$ci TGF-B limfocyty Treg (iTreg)
wydaja si¢ posiada¢ wszystkie wlasciwosci generowanych w grasicy komorek nTieg,
znajdujac zastosowanie m. in. w terapii chordb autoimmunizacyjnych [222]. Biorac pod
uwage powyzsze dane wydawaé by si¢ moglo, iz odpowiednio wyzsze stezenie obu cytokin
w krwi obwodowej moze wpltywaé stymulujgco na powstawanie indukowalnych komorek
Treg.

Analiza stezenia TGF-f w surowicy wykazata, iz poziom tej cytokiny u chorych z THI
nie roznit si¢ jednak istotnie od wynikow uzyskanych w grupie kontrolnej. Z kolei,
znamiennie wyzszy (w odniesieniu do kontroli) poziom tego czynnika wystgpowat u chorych
z SIgAD oraz przejsciowo (tj. tylko podczas II wizyty) u pacjentow z CVID. Biorac pod
uwage oznaczone uprzednio liczebnos$ci krazacych limfocytow Treg W badanych grupach,
wydaje sig¢, iz brak jest zwiazku przyczynowo-skutkowego pomiedzy poziomem TGF-
a liczebnoscia limfocytow Trg W Krwi obwodowej. Nalezy jednak zaznaczyé¢, iz poza
badanymi limfocytami T, istnieja takze inne typy komorek regulatorowych indukowanych
przez TGF-B, tj. limfocyty Trl oraz Th3, nie wykazujace ekspresji czynnika Foxp3 oraz
charakteryzujace si¢ zmiennym poziomem ekspresji czasteczki CD25 na swojej powierzchni
[39,41]. Jako, ze w niniejszej pracy oceniano jedynie liczebnos¢ limfocytow T O fenotypie
CD4'CD25'Foxp3*, nie mozna jednoznacznie okresli¢c wptywu TGF-p na generowanie
wspomnianych populacji komoérek regulatorowych.

Obserwowane w prezentowanych badaniach warto$ci surowiczego stezenia IL-10
u wszystkich badanych oséb byly ponizej progu czulodci testu. Wczesniejsze obserwacje
wskazywaly na pozytywna korelacj¢ pomiedzy odsetkiem limfocytow Trg W Krwi
obwodowej, a poziomem IL-10 w surowicy [223,224]. Jednakze, badania te prowadzono
U pacjentdw z chorobami nowotworowymi, ktérych przebieg moze by¢ zwigzany z zaburzong

produkcja zardwno IL-10, jak i limfocytow Tieq [225,226,227].

Produkcj¢ obu badanych cytokin oceniano takze po stymulacji PBMC,
wyizolowanych od pacjentow i grupy kontrolnej, przy uzyciu LPS lub PHA.
U pacjentow z THI stwierdzono, iz produkcja TGF-B po stymulacji zarowno LPS jak

i PHA, nie roznita si¢ istotnie od warto$ci uzyskanych w grupie kontrolnej. U pacjentow
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z CVID produkcja TGF-B (zaréwno po stymulacji LPS jak i PHA) pozostawata obnizona
przez caly okres trwania obserwacji, natomiast u pacjentéw z SIgAD byla porownywalna
z grupa kontrolng. Obserwacaj ta jest zgodna z wcze$niejszymi doniesieniami, wskazujacymi
na obnizong produkcje TGF-p przez PBMC izolowane od pacjentow z CVID [228]. Ponadto,
uzyskane wyniki wskazujg na odmienny profil produkcji cytokin w przypadku pacjentéw
zTHI 1 CVID, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami [162]. TGF-f wzmaga
wytwarzanie IgA, umozliwiajac przetaczanie klas i hamujac jednoczesnie wydzielanie IgM
i IgG [229-232]. Niemniej jednak, porownywalna z grupg kontrolng produkcja TGF-p
u chorych z SIgAD moze wskazywac, iz zaburzona produkcja IgA u tych chorych nie wynika
bezposrednio z zaburzonej produkcji TGF-p.

Sposrod komorek regulatorowych, czynnik TGF-B wydzielany jest gldéwnie przez
limfocyty Th3 oraz, w mniejszym stopniu, Trl [41]. Nie mozna zatem wyznaczy¢ prostej
zaleznosci pomigdzy liczba komorek Tyeg, @ poziomem produkcji TGF-B, tym bardziej, Ze nie
oceniano liczebnosci innych subpopulacji limfocytow regulatorowych, za wyjatkiem komorek

CD4"CD25"Foxp3".

Analiza produkcji IL-10 w grupie chorych z THI po stymulacji LPS wykazata istotnie
nizszy jej poziom (w odniesieniu do oso6b zdrowych). Sekrecja tej cytokiny pozostawala
obnizona przez caly czas trwania obserwacji, z kolei po stymulacji PHA - wzrastata w miarg
normalizacji surowiczego poziomu IgG, do wartosci oznaczanych w grupie kontrolnej.
W grupie chorych z CVID obserwowano spadek produkcji I1L-10 wraz z wiekiem, zaréwno
po stymulacji LPS, jak i PHA. Nizszg - w odniesieniu do kontroli — produkcje¢ I1L-10,
obserwowano takze w grupie chorych z SIgAD, po stymulacji LPS 1 PHA.

IL-10 wydzielana jest gtownie przez aktywowane komorki ukladu odporno$ciowego,
aw szczegélnosci przez ~monocyty/makrofagi oraz  subpopulacje  regulatorowe
| przeciwzapalne limfocytow T, takie jak komorki Trl, Ty I Th2 [233]. Wydawaé by si¢
zatem moglo, iz produkcja IL-10 przez stymulowane PBMC u os6b z wyzsza liczebnos$cig
limfocytow Try (SzCzegélnie w przypadku pacjentow z THI) bedzie wyzsza. Jednakze,
dynamika zmian poziomu sekrecji tej cytokiny wydaje si¢ nie korelowa¢ z liczba krazacych
limfocytow Treg w badanych grupach pacjentow.

Poza istotng rola w mechanizmach immunosupresji zaleznych od limfocytow Treg,
IL-10 petni rdwniez role¢ czynnika stymulujacego wzrost limfocytow B. Jest odpowiedzialna
za ich réznicowanie, a takze zapobiega apoptozie tych komorek [234]. Ponadto, stymuluje

limfocyty B do sekrecji immunoglobulin (gtdéwnie przeciwciat klasy 1gG, IgA 1 IgM)
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[229,235]. Zaburzone uwalnianie IL-10 po stymulacji nieswoistej (PHA) mogloby zatem
jedynie czgsciowo thumaczy¢ obserwowany u pacjentow z THI i CVID obnizony surowiczy
poziom immunoglobulin. Natomiast, powracajagca do normy w trakcie kolejnych wizyt
produkcja IL-10 u pacjentow z THI, korelowata ze wzrastajagcym poziomem IgG. Z Kolei,
zaburzona odpowiedz na LPS $wiadczy¢ moze o trwalym, swoistym defekcie
limfocytéw/monocytow wyrazajagcym si¢ nieadekwatng do sytuacji klinicznej produkcja
IL-10 (kontrolujacej w duzej mierze dynamike reakcji prozapalnej) w odpowiedzi na kontakt
z produktami bakteryjnymi, takimi np. jak syntetyzowany przez bakterie Gram-ujemne
lipopolisacharydy.

Obserwowany u chorych z THI profil zmian produkcji IL-10 pozostaje w pewnej
opozycji do jednego z proponowanych mechanizméw rozwoju THI, zwigzanego
z zaburzeniem produkcji cytokin [162,163,195]. Opisano, iz PBMC izolowane od dzieci
z THI w okresie hipogammaglobulinemii, jak i po osiagnieciu prawidtowego poziomu 1gG
I po stymulacji PHA, produkowaty istotnie wigcej IL-10 w odniesieniu do dobranej wiekowo
grupy kontrolnej. Niemniej jednak, sami autorzy wskazywali, iz obserwacja ta byta dos¢
zaskakujaca, spodziewajac si¢ raczej niedoboru IL-10 u tych pacjentdw, niz jej zwiekszonej
produkcji. Taka hipotezg potwierdzaja uzyskane w niniejszej pracy wyniki. Sugerowano
takze, iz przyczyng zwigkszonej produkcji IL-10 byta zwigkszona sekrecja TNF-a, gdyz TNF
zwigksza syntez¢ 1 uwalnianie 1L-10, zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo [236,237].
Jednakze, produkcja TNF-a u badanych w niniejszej pracy pacjentdéw z THI byta obnizona
wzgledem grupy kontrolnej (wyniki nie prezentowane), co pozostaje w zgodzie
ze wspomniang hipotezg. Rozbieznosci dotyczace prezentowanych wynikow moga takze
wigzac si¢ z r6zng liczba badanych pacjentow z THI (w niniejszej pracy grupa ta byla blisko
dwukrotnie wigksza oraz precyzyjnie zdefiniowana w analizie retrospektywnej).

W przypadku chorych z CVID, obnizajaca si¢ produkcja IL-10 z wiekiem moze
skutkowac (podobnie jak u chorych z THI) nieprawidlowa synteza przeciwcial przez
limfocyty B, co z kolei moze prowadzi¢ do spadku surowiczego poziomu immunoglobulin.
Ponadto, cytokina ta bierze udziat w ograniczaniu odpowiedzi zapalnej oraz
autoimmunizacyjnej [238]. Niewykluczone zatem, iz utrzymujacy si¢ w grupie CVID stale
obnizony poziom produkcji IL-10 w odpowiedzi na bodzce stymulujgce jej synteze, sprzyja
nasilonej odpowiedzi prozapalnej, a co za tym idzie, wystgpowaniu réznego rodzaju schorzen
autoimmunizacyjnych, obserwowanych u ok. 20% chorych z tym niedoborem [149].

Podobnie, obnizona produkcja IL-10 w grupie chorych z SIQAD moze wskazywaé na
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zaburzong odpowiedZz prozapalng, ktora takze sprzyja wystepowaniu u tych chorych

schorzeniom autoimmunizacyjnym i/lub alergicznym [149].

Schemat dynamiki zmian produkcji IL-10 oraz TGF-B przez stymulowane PBMC pacjentéw
objetych obserwacjg dlugoterminowg z grupy THI-I i CVID, zobrazowano na rysunku 33.

Rysunek 33. Schemat ilustrujacy dynamike zmian produkcji cytokin po stymulacji LPS (A) i PHA
(B) w przypadku pacjentow poddanych obserwacji dlugoterminowej (THI-I, CVID). Strzatka
pozioma koloru niebieskiego oznacza produkcj¢ cytokiny na stalym, porownywalnym z grupa
kontrolna poziomie; strzatka pozioma koloru czerwonego oznacza produkcje na statym, ale istotnie
nizszym - W odniesieniu do grupy kontrolnej - poziomie; strzatka skierowana w dot koloru
czerwonego obrazuje spadek produkcji pomiedzy kolejnymi wizytami, z zaznaczeniem, iz w trakcie
ostatniego pomiaru jej poziom byt istotnie nizszy, w poréwnaniu do kontroli; strzatka skierowana
do gory koloru niebieskiego obrazuje wzrost produkcji, z uwzglednieniem faktu, iz w trakcie
ostatniego pomiaru poziom cytokiny byt porownywalny z oznaczanym u 0s6b zdrowych.

A)
LPS THI CVID
IL-10 — ~~
B)
PHA THI CVID
IL-10 — ~

Podsumowujac, monitorowanie poziomu TGF-§ oraz IL-10 w surowicy wydaje si¢ nie
mie¢ istotnego znaczenia dla wnioskowania odnosnie patogenezy THI i/lub implikacji
diagnostycznych dla pacjentow z hipogammaglobulinemiami wieku wczesnodziecigcego.
Ponadto, obserwowana u dzieci z THI podwyzszona liczebno$¢ krazacych limfocytow Tieq
wydaje si¢ nie mie¢ zwigzku ze zmianami stgzen surowiczych TGF-f oraz IL-10, jak rowniez
poziomu produkcji obu tych cytokin przez PBMC pacjentow. Natomiast, wzrost produkcji 1L-

10 po stymulacji nieswoistej do pozioméw obserwowanych w grupie kontrolnej moze
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odzwierciedla¢ normalizacj¢ odpowiedzi immunologicznej towarzyszaca normalizacji stanu

klinicznego chorych z THI.

Analiz¢ zmian sekwencji gendéw kodujacych receptory dla TGF-f przeprowadzono
zuwagi na potwierdzone znaczenie szlaku sygnalowania zwigzanego z tym czynnikiem
w rozwoju naturalnych oraz w generowaniu indukowalnych form limfocytow Treg.
Dotychczasowe badania na modelu zwierzecym wykazaty, ze delecja genu TBRI skutkuje
brakiem limfocytow o fenotypie CD4"CD25"Foxp3™ w 3-5 dniu po urodzeniu. Poczynajac
jednak od okoto pierwszego tygodnia po urodzeniu, u tych samych mutantow mysich
obserwowano wzmozony rozwo¢j populacji limfocytow Treg W grasicy oraz znaczacy wzrost
odsetka tychze komoérek w krwi obwodowej [28]. Jak wykazano, wzmozona generacja
limfocytow Try wynikala glownie z nadprodukcji 1 zwigkszonej wrazliwosci na IL-2.
Udowodniono, iz w przypadku braku receptora dla TGF-B, IL-2 byta gtownym czynnikiem
pobudzajacym proliferacje i dojrzewanie tych komorek. Delecja genu dla IL-2 u myszy
z wrodzong nieprawidtlowoscig TPR wigzata si¢ z catkowitym zahamowaniem powstawania
komérek CD4"CD25"Foxp3™. Nadmiernie zwigkszona liczebno$é komérek Treq Ulegata wraz
z wiekiem stopniowej normalizacji [28]. Uwzgledniajac fakt, iz cytowane poOwyzej
obserwacje pochodza z eksperymentdw przeprowadzonych wytacznie na modelu zwierzecym,
istotne wydawato si¢ przeprowadzenie badan majacych na celu sprawdzenie, czy zaburzenia
immunoregulacji u dzieci z THI prowadzace do przejsciowej hipogammaglobulinemii
Z towarzyszacym jej znacznym przejsciowym wzrostem liczebno$ci subpopulacji limfocytow
Treg, sa rowniez zwigzane z defektem genu kodujacego receptor TPR oraz wahaniami
poziomu IL-2.

Przeprowadzona w grupie THI-I analiza gendéw kodujacych receptory TPRI oraz
TBRII nie wykazata jakichkolwiek zmian w ich sekwencji (zarbwno w postaci mutacji jak
I polimorfizméw). Zatem, przejsciowy wzrost liczebnosci limfocytow Treg u tych osob wydaje
si¢ nie mie¢ zwigzku z zaburzeniami strukturalnymi dotyczacymi genéw kodujacych
receptory dla TGF-B. Wydaje si¢ ponadto, iz takze nie ma zwigzku z poziomem IL-2. Stezenie
tej cytokiny w surowicy badanych oso6b bylo ponizej granicy czulosci testu. Z kolei,
produkcja IL-2 przez PBMC pacjentéw z THI po stymulacji PHA wzrastata pomiedzy
kolejnymi wizytami jedynie do pozioméw obserwowanych w grupie kontrolnej (dane nie

prezentowane) Nie wyklucza to jednak istnienia zaburzen w obrebie genéw kodujacych inne
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biatka biorace udzial w przekazie sygnatu po zwigzaniu TGF-3 z receptorem. Dla przyktadu,
mutacje bialek z rodziny SMAD bioragcych udziat w tym szlaku sygnatowania
wewnatrzkomorkowego opisano w wielu chorobach nowotworowych, m. in. u pacjentow
z rakiem brodawkowatym tarczycy, jelita grubego, rakiem jajnika oraz gruczolakorakiem
trzustki [239-243]. Obecno$¢ tychze mutacji wigzala si¢ z utratg prawidtowej odpowiedzi na
TGF-B, szybszym rozwojem nowotworu, czestszym przerzutowaniem do weztow chtonnych
oraz wzmozong angiogeneza.

W badanej grupie pacjentow z CVID, u 6 na 20 chorych stwierdzono obecnos¢
polimorfizmu T375T w postaci heterozygotycznej, zas u 2 na 10 pacjentow z SIgAD
wykazano obecno$¢ polimorfizmu N478S. Wykryty u 30% chorych z CVID polimorfizm
T375T opisano jak dotad jedynie u pacjentki z umiarkowanie zroéznicowanym rakiem
ptaskonabtonkowym szyjki macicy [244]. Pomimo, iz mutacja ta nie zmienia sekwencji
aminokwasowej bialka, to jej umiejscowienie w pozycji 6-tego nukleotydu od granicy egzonu
z intronem moze mie¢ wptyw, jak sugeruja autorzy, na proces sktadania RNA. Polimorfizm
T375T, jak i obserwowany polimorfizm N478S dotyczacy 20% pacjentéw z grupy SIgAD,
wykrywane byly uprzednio u chorych z zespotem Marfana typu I i II. Ich wystgpowanie
korelowano z rozwojem u wspomnianych chorych tzw. fenotypu sercowo-szkieletowego, bez
towarzyszacych tzw. objawow ocznych [245]. Jednakze, analiza sekwencji badanych gendéw
nie byta jak dotad prowadzona u pacjentow z pierwotnymi niedoborami odpornosci
humoralne;j, stad efekt obserwowanych polimorfizmoéw jest nieznany.

Podsumowujac, przeprowadzone badania nie wykazaty charakterystycznych mutacji
1/lub polimorfizméw w obrebie genow kodujacych receptory TBRI 1 TPRII, ktore z jednej
strony uzasadniatlyby zaburzona odpowiedz limfocytéw Trg Na TGF-f (a tym samym
ewentualne nieprawidtowos$ci dotyczacych nabywania funkcji supresorowych), a z drugiej
umozliwity — rozréznienie na poziomie molekularnym THI od innych form

hipogammaglobulinemii wieku wczesnodziecigcego (CVID, SIgAD).

Limfocyty Ty reguluja proliferacj¢ i réznicowanie limfocytow B [59]. Hamuja
réwniez produkcj¢ autoprzeciwcial, jednak mechanizmy, na drodze ktorych do tego dochodzi,
pozostaja niejasne [207-211]. Obserwujac u wiekszosci dzieci z THI podwyzszong liczbe
komoérek Treg W Krwi obwodowej podejrzewano, iz moze mie¢ ona zwiazek z obnizona

produkcja przeciwciat. W celu zbadania mozliwego wptywu podwyzszonej liczby limfocytow
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Teg Na syntez¢ immunoglobulin, przeprowadzono modelowe badania z uzyciem
wysortowanej od zdrowych dawcoéw subpopulacji komorek Treg CD4*CD25"%" oraz
autologicznych PBMC. Hodujac PBMC w obecnosci tychze komoérek zaobserwowano
obnizong produkcje IgG. Rownolegle, nie stwierdzono istotnego wptywu obecnosci komoérek
regulatorowych na odpowiedz proliferacyjng PBMC.

Do chwili obecnej nie badano zaleznosci pomiedzy liczbg limfocytéw Treg a sekrecja
immunoglobulin. Opisano natomiast hamujacy wplyw tych komoérek na funkcje limfocytow
B, zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo [246,247]. Limfocyty B izolowane od chorych
z SLE, hodowane w obecno$ci limfocytow Treg, produkowaty istotnie mniejsza ilos¢ 19G
[246]. Ponadto, badania in vitro z udzialem izolowanych limfocytow Tyeg I limfocytow B
Z migdalkow osob zdrowych, potwierdzily supresorowy charakter komorek Trq wzgledem
limfocytow B, wskazujac jednoczes$nie, iz dzialaja one hamujaco na limfocyty B na drodze
kontaktu bezposredniego, bez udziatu limfocytow Th [247]. Otrzymane w niniejszej pracy
wyniki wydaja si¢ potwierdzaé wnioski ptynace ze wspomnianych powyzej badan.
Obserwowana jako efekt koncowy obnizona produkcja IgG przez PBMC po kohodowli
z limfocytami T, moze wynika¢ z bezposredniej supresji limfocytow B przez dodane
komorki regulatorowe. Ponadto, niezaburzona odpowiedZ proliferacyjna PBMC wskazuje
raczej na supresj¢ funkcji, niz na hamowanie proliferacji limfocytow B przez komorki Tieg.
Hipotezg o wptywie limfocytow Treq Na funkcje, lecz nie liczebno$¢ limfocytow B, wydaja si¢
potwierdza¢ obserwowane w grupie THI prawidlowe poziomy krazacych limfocytow B.

Podsumowujac, obnizony u dzieci z THI poziom IgG moze by¢ wynikiem
przejsciowej supresji funkcji limfocytow B przez limfocyty Treg, przy czym supresja ta nie

wydaje si¢ wigza¢ z wptywem na liczebnos$¢ limfocytow B.

W celu oceny przydatnosci pomiaru liczebnosci krazacych limfocytow Treg
w diagnostyce réznicowej THI z innymi formami hipogammaglobulinemii, analizowano
srednie wartosci liczebnos$ci tych komorek w grupach badanych, uwzgledniajac w analizie
rozne zakresy wiekowe dzieci z niedoborami odpornosci humoralnej. Wykazano, iz u chorych
z THI $rednia liczebno$¢ komorek Treq bylta istotnie wyzsza, zarbwno w odniesieniu do grupy
0sob zdrowych, jak i chorych z CVID i SIgAD, niezaleznie od badanego przedziatu
wiekowego, tj. ponizej 5, 4, 3 i 2 roku zycia (dane nie prezentowane). W kazdym

Z analizowanych zakreséw wieku mozna bylo wyodrgbnié, oprocz dzieci prezentujacych
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podwyzszong liczbe krazacych limfocytow Tyeg, rOwniez tych pacjentow, u ktorych oznaczana
liczebnos¢ miescita si¢ w przedziale typowym dla oséb zdrowych. Przyczyng, dla ktorej
pewien odsetek dzieci z THI ponizej 5, 4, 3, czy 2 roku zycia (odpowiednio: 51,5%, 50%,
44% i 28% chorych) prezentowat prawidtowy (tj. porownywalny z grupg kontrolng) poziom
krazacych limfocytow Ty, moze by¢ fakt, iz u dzieci tych wyréwnanie poziomu
immunoglobulin nastapito relatywnie szybko, przed pierwszym oznaczeniem liczebnoS$ci
limfocytéw Treg. Diagnoze THI u tych osob stawiano na podstawie wczesniejszych pomiarow
poziomu IgG, zanim rozpoczeto monitorowanie chorych pod wzgledem liczebnosci
limfocytow Treg. Dtugoterminowe obserwacje 33 dzieci z grupy THI-I wykazaly, ze dynamika
spadku poziomu limfocytow Trq jest bardzo rézna u poszczegdlnych chorych. Tak wige
w trakcie pierwszego pomiaru poziom limfocytow Ty mogl miesci¢ si¢ juz w granicach
normy. Nalezy =zaznaczyé, iz nie u wszystkich dzieci z THI mechanizm
hipogammaglobulinemii moze by¢ zwigzany z przejsciowo podwyzszonym poziomem
limfocytéw Treg. Podsumowujac, u czgsci pacjentow z THI ponizej 2-go roku zycia ($rednio
ok. 1/3 chorych) diagnostyka rdéznicowa, w oparciu o pomiar liczebnosci krazacych
limfocytow Treg, moze by¢ utrudniona.

Diagnostyka réznicowa THI z innymi formami hipogammaglobulinemii, zwtaszcza
z wigkszoscig przypadkow klinicznych dziecigcej postaci CVID, jest praktycznie niemozliwa
i do chwili obecnej pozostaje istotnym problemem dla Klinicystow. ,,Ztotym standardem”
w rozpoznaniu THI jest normalizacja obnizonego w momencie postawienia wstepnej
diagnozy, poziomu immunoglobulin w surowicy krwi. Zblizony obraz kliniczny THI i CVID
w pierwszych latach zycia stwarza rowniez problemy odnos$nie wdrozenia odpowiedniej
strategii  terapeutycznej, gdyz CVID wymaga terapii substytucyjnej preparatami
immunoglobulin, podczas gdy w THI jest ona zasadniczo przeciwwskazana [171].
Niepodjecie odpowiednio wczesnie leczenia u pacjentow z CVID moze by¢ niestety
przyczyna ciezkich, zagrazajacych zyciu zakazen, prowadzacych w diuzszej perspektywie
czasowej do nieodwracalnych zmian narzadowych, a nawet inwalidztwa. W przesztoSci
podejmowano juz proby zmierzajace do okreslenia parametréw laboratoryjnych, ktore bylyby
pomocne w diagnostyce roznicowej hipogammaglobulinemii, m. in. THI i CVID o wczesnym
poczatku. W prospektywnych obserwacjach klinicznych oceniano m. in. rodzaj oraz przebieg
infekcji, czestos¢ wspotwystepujacych schorzen alergicznych 1 autoimmunizacyjnych,
zdolno$¢ do produkcji IgG w warunkach in vitro, odsetek limfocytow B pamigci po

przetaczeniu klas [248-251]. Niemniej jednak, do chwili obecnej nie istnieje parametr
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diagnostyczny, ktéry pozwalalby jednoznacznie rozroznia¢ te dwa typy niedoboréw
odpornosci.

W ostatnich latach wykazano, iz preparaty IVIG moga przyczynia¢ si¢ do wzrostu
aktywnosci supresorowej limfocytow Treg. OpisSywano m. in. nasilenie proliferacji limfocytow
NTreg W grasicy [252], zwigkszenie liczebnosci lub odsetka tychze komoérek w krwi
obwodowej [253-255], zwickszenie poziomu wewnatrzkomorkowej ekspresji czynnika Foxp3
[256,257], TGF-B, IL-10 [256], a takze wzrost ekspresji czgsteczek CD38 i CD69 na
powierzchni - traktowanych IVIG - komorek Trey [258,259]. Zaktadajac, ze podwyzszona
liczba krazacych limfocytow Try moze mie¢ zwiazek z rozwojem THI, substytucja

preparatami immunoglobulinowymi u tych dzieci wydaje si¢ tym bardziej niewskazana.

Podsumowujac, w $wietle uzyskanych wynikéw zasadnym wydaje si¢ stwierdzenie, iz
ocena liczebnosci krazacych limfocytow Try moze mie¢ pomocnicze znaczenie
diagnostyczne we wezesnym réznicowaniu THI z innymi formami hipogammaglobulinemii
wieku wcezesnodziecigecego (CVID, SIgAD). Niemniej jednak, mechanizmy prowadzace do
wzrostu liczebnosci komorek Treg W Krwi obwodowej oraz mogace odgrywac rolg w supresji

produkcji immunoglobulin in vivo wymagaja dalszych badan.
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6 WNIOSKI

1. Srednia liczebno$é¢ krazacych limfocytow Treq byta znamiennie wyzsza u pacjentow
z THI, w poroéwnaniu do dzieci zdrowych tworzacych grupe kontrolng, jak rowniez
chorych z CVID i SIgAD. Ponadto, podwyzszona liczba tych komoérek byta
charakterystyczna dla dzieci mtodszych (ponizej 2 roku zycia) z podejrzeniem THI
(ok. 72% chorych), natomiast u starszych (od 3 do 5 roku zycia) nie rdznila si¢ istotnie
od dobranej wiekowo grupy kontrolnej. Wyniki te sugeruja, iz podwyzszona
bezwzgledna liczba krazacych w krwi obwodowej limfocytow Treq (warto$¢ odcigcia —
powyzej 31 komorek/ul) u dzieci z podejrzeniem THI moze faktycznie wskazywac na

wystepowanie tego konkretnego niedoboru odpornosci humoralne;.

2. Prospektywne obserwacje kliniczne 33 dzieci z THI (obejmujace okres od momentu
wystgpienia pierwszych objawdéw do czasu ustalenia ostatecznej diagnozy) pozwolity
stwierdzi¢, iz wyjsciowo podwyzszona liczba limfocytow Ty malata z wiekim
osiaggajac pod koniec obserwacji poziomy poréwnywalne z obserwowanymi u 0s6b
zdrowych. Wraz ze spadkiem liczby tych komoérek w krwi obwodowej, stwierdzano
normalizcj¢ poziomu immunoglobulin klasy 1gG w surowicy krwi oraz normalizacje
stanu klinicznego pacjentow. Zmiany te nie byly zwiazane z zaburzeniami poziomu
krazacych limfocytow B. Uzyskane wyniki sugeruja zatem nowy patomechanizm THI,
zalezny od przejsciowej supresji produkcji immunoglobulin przez podwyzszong liczbe

krazacych limfocytow Treg.

3. Prospektywne obserwacje kliniczne 5 pacjentéw z CVID (obejmujace okres od chwili
wystgpienia pierwszych symptomow schorzenia do momentu ustalenia ostatecznego
rozpoznania) wykazaly, iz liczebno$¢ krazacych limfocytow Tyeg, Oznaczana podczas
kazdej z kolejnych wizyt, nie roznita si¢ w sposob istotny od obserwowanej
u rownoletnich dzieci zdrowych. Uzyskane wyniki sugeruja, iz subpopulacja
krazacych limfocytow Ty wydaje si¢ nie mie¢ bezposredniego zwigzku

z patomechanizmami lezacymi u podtoza CVID.

4. Ocena wzglgdnego poziomu ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w PBMC,

przeprowadzona u pacjentow z THI objetych obserwacja dlugoterminowsa, nie
105



wykazata korelacji pomigdzy poziomem mRNA dla Foxp3 a oznaczang réwnolegle
u tych dzieci liczba krazacych limfocytow Treq. Stad tez, analiza ekspresji powyzszego
genu na poziomie transkryptu wydaje si¢ nie mie¢ zwiagzku z liczebnos$cia krazacych

limfocytow Treg.

Poziom IL-10 w surowicy krwi, nie byl wykrywalny zaréwno u pacjentéw z grup

badanych, jak 1 0s6b zdrowych.

Poziomy TGF-B w surowicy krwi, oceniany u pacjentow z THI obje¢tych badaniem
dlugoterminowym, nie roznily si¢ istotnie zaréwno od wartosci obserwowanych
w grupie kontrolnej, jak i pomigdzy kolejnymi wizytami. Monitorowanie poziomu tej
cytokiny nie wydaje si¢ mie¢ zatem istotnego znaczenia w patogenezie THI i/lub

implikacji diagnostycznych dla pacjentéw podejrzanych o THI.

. W grupie dzieci z THI produkcja IL-10 przez PBMC w odpowiedzi na stymulacje
LPS, byla znamiennie obnizona (w odniesieniu do grupy kontrolnej) i nie ulegata
istotnym wahaniom pomig¢dzy kolejnymi wizytami. Oceniana réwnolegle w tych
samych warunkach produkcja TGF-f nie byla istotnie zaburzona. Indukowana PHA
produkcja 1L-10, poczatkowo istotnie nizsza (w odniesieniu do grupy kontrolnej),
wzrastala pomigdzy kolejnymi wizytami, osiggajac ostatecznie wartosci obserwowane
u rownoletnich oséb zdrowych. Z kolei, produkcja TGF- rowniez nie byta istotnie
zaburzona. Wydaje si¢ zatem, iz obserwowana u dzieci z THI podwyzszona
liczebnos¢ krazacych limfocytow Trg nie ma zwiazku ze zmianami dotyczacymi
poziomu produkcji TGF-B przez PBMC, jako czynnika niezbednego dla rozwoju
tychze komorek. Natomiast, obnizony poziom stymulowanej LPS (przez caty okres
obserwacji) lub PHA (we wczesnym dziecinstwie) produkcji 1L-10 przez PBMC tych
chorych, moze wskazywa¢ na tendencje do nadmiernie nasilonej odpowiedzi
prozapalnej u pacjentow z THI. Obserwowany w trakcie kolejnych wizyt wzrost
produkcji IL-10 po stymulacji nieswoistej (PHA) do pozioméw obserwowanych
w grupie kontrolnej, moze odzwierciedla¢ normalizacje odpowiedzi immunologicznej

towarzyszaca normalizacji poziomu immunoglobulin i stanu klinicznego tych chorych.

Obserwowana w grupie pacjentow z CVID (objetych obserwacja dtugoterminows)
produkcja IL-10 po stymulacji LPS lub PHA, obnizata si¢ wraz z wiekiem, natomiast

produkcja TGF-B pozostawata caty czas na obnizonym (wzgledem zdrowych dzieci)
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poziomie. Wyniki te wskazujag na trwalg tendencje do nadmiernie wyrazonej
odpowiedzi prozapalnej u tych chorych. Moze to réwniez czeSciowo thumaczyc
zwiekszong podatno$¢ os6b z CVID na rozwdj schorzeh o podiozu

autoimmunizacyjnym.

9. W grupie SIgAD produkcja IL-10 po stymulacji zaréwno LPS jak i PHA bytla istotnie
obnizona w pordéwnaniu z grupg kontrolng, natomiast produkcja TGF-B nie byla
zaburzona. Wyniki te wskazuja na - podobnie jak u pacjentow z CVID - zaburzona
odpowiedz prozapalng, ktéra takze moze sprzyja¢ wystepujacym u tych chorych

schorzeniom autoimmunizacyjnym i/lub alergicznym.

10. Analiza sekwencji genow TGFBR1 i TGFBR2 kodujacych receptory dla TGF-B,
przeprowadzona w grupie dzieci z THI objetych obserwacja dlugoterminowa oraz
w grupie kontrolnej, nie wykazala zadnych nieprawidlowosci dotyczacych ich
sekwencji. U 30% pacjentow z CVID w obrebie genu TGFBR1 wykryto polimorfizm
T375T, z kolei u 20% dzieci z grupy SIgAD stwierdzono obecnos¢ polimorfizmu
N478S. Analiza catego regionu kodujacego genu TGFBRZ nie ujawnita Zadnych
zmian nukleotydowych. Podsumowujac, w THI nie zaobserwowano zaburzen
strukturalnych dotyczacych gendéw kodujacych receptory dla TGF-B. Stad tez, analiza
sekwencji tych genéw wydaje si¢ nie mie¢ implikacji zardbwno diagnostycznych, jak

i patogenetycznych.

11. Ocena funkcjonalna limfocytow Try przeprowadzona w modelowych warunkach
in vitro potwierdzita ich hamujacy wptyw na produkcje IgG przez limfocyty B
wchodzace w sklad PBMC zdrowych dawcow krwi. Limfocyty T.y wydaja sig
zarazem nie mie¢ istotnego wptywu na stopien proliferacji komorek wchodzacych
w sktad PBMC. Obserwacje te sugeruja, iz wysoka liczebnos$¢ krazacych limfocytow
Treg moze rzeczywiscie przektada¢ si¢ na obserwowany u dzieci z THI obnizony

(przejsciowo) poziom produkcji immunoglobulin in vivo.

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan wskazuja na mozliwg istotna rol¢ limfocytow Treg
w patomechanizmie rozwoju THI (lecz nie CVID oraz SIgAD), a ocena ich liczebnosci
moze pomoéc w  diagnostyce roznicowej THI i innych czestych form

hipogammaglobulinemii (np. CVID i/lub SIgAD) wystepujacych ponizej 2 roku zycia.
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7 STRESZCZENIE

Przejéciowa hipogammaglobulinemia wieku dziecigcego nalezy do jednego z najczesciej
wystepujacych pierwotnych niedoboréw odpornosci humoralnej u dzieci, ktérego ostateczne
rozpoznanie stawiane jest zwykle retrospektywnie. Przyczyny obnizonej produkcji
immunoglobulin u pacjentow z THI oraz mechanizmy ich p6zniejszej normalizacji, pozostajg
ciaggle nieznane. Zasadniczym celem niniejszej pracy byto poszukiwanie nowych
patomechanizmow lezacych u podloza tego niedoboru, jak réwniez ustalenie nowych
kryteriow/parametréw immunologicznych, ktore bylyby pomocne w diagnostyce roznicowe;j
THI z CVID o wczesnym poczatku. W prezentowanych badaniach oznaczano liczebno$¢
krazacych limfocytow Trg 0 fenotypie CD4'CD25'Foxp3”™ oraz analizowano wybrane
parametry zwigzane z ich powstawaniem i funkcjonowaniem. Prospektywne obserwacje
Kliniczne dzieci z THI pozwolity stwierdzi¢, iz wyj$ciowo podwyzszona liczba limfocytow
Treg malata wraz z wiekiem osiagajac pod koniec obserwacji poziomy porownywalne
Z oznaczanymi u 0séb zdrowych. Wraz ze spadkiem liczby tych komoérek w krwi obwodowej,
stwierdzano normalizacj¢ poziomu immunoglobulin klasy IgG w surowicy krwi oraz
normalizacj¢ stanu klinicznego pacjentow. Analizowana rownolegle u dzieci z THI dynamika
zmian poziomoéw produkcji TGF-B jako czynnika niezbednego dla rozwoju limfocytow Treg,
nie wykazala istotnych r6znic w odniesieniu do oséb z grupy kontrolnej. Natomiast, obnizony
poziom stymulowanej LPS lub PHA produkcji IL-10 przez PBMC tych chorych moze
wskazywac na wystepujaca u pacjentow z THI tendencj¢ do nadmiernie nasilonej odpowiedzi
prozapalnej. Ocena funkcjonalna limfocytow Ty przeprowadzona w warunkach in vitro
potwierdzita ich hamujacy wptyw na produkcje IgG przez limfocyty B. Natomiast, analiza
sekwencji genéw TGFBR1 i TGFBR2 kodujacych receptory dla TGF-f nie wykazata zadnych
mutacji/polimorfizmow, ktore moglyby mie¢ zwiazek z badanym niedoborem. Uzyskane
wyniki badan wskazuja na istotng rolg limfocytow Trq W patomechanizmie rozwoju THI (lecz
nie CVID oraz SIgAD), ktory wigze si¢ prawdopodobnie z przej$ciowg supresjg produkcji
immunoglobulin. Ocena liczebnosci limfocytoéw Tregg moze by¢ przydatna w diagnostyce
réznicowej THI z innymi  czestymi  formami  hipogammaglobulinemii  wieku

wczesnodziecigcego.

108



8 ABSTRACT

Transient hypogammaglobulinemia of infancy is one of the most common primary humoral
immunodeficiencies in children, while definitive diagnosis of THI is usually made
retrospectively. The underlying basis of reduced serum immunoglobulins level and their
subsequent mechanisms of normalization are still unknown. The main goal of this study was
to determine new pathomechanisms underlying this immunodeficiency, as well as to establish
new criteria/immunological parameters that would be useful in the differential diagnosis of
THI and early-onset CVID. In this study the number of circulating CD4"CD25"Foxp3™ Treg
cells and several parameters related to the generation and function of these cells were
determined. Prospective clinical observations of children with THI revealed that initially
increased Try numbers decreased with age and reached the values observed in healthy
subjects. The normalization of 1gG levels in serum and withdrawal of clinical symptoms
occuring with the decrease of the T, number in the peripheral blood was observed. TGF-
production, which is a crucial factor for the development of T.q cells, was analyzed in
children with THI and has not revealed any significant differences in comparison to healthy
control subjects. However, low levels of PHA- or LPS- stimulated IL-10 production by
PBMC of these patients, may indicate that they may tend to excessively severe
proinflammatory response. Functional evaluation of T,y cells performed in vitro has
demonstrated their inhibitory effect on the production of IgG by B lymphocytes. However,
the analysis of sequences of TGFBR1 and TGFBR2 encoding genes has not shown any
mutations/polymorphisms that could be responsible for studied deficiency. The obtained data
indicate the important role of Trq cells in the pathogenesis of THI (yet not CVID or SIgAD),
which is probably associated with transient suppression of immunoglobulin production.
Evaluation of Ty cell number may be helpful in the differential diagnosis of THI with other

forms of frequently occurring hipogammaglobulinemias in early childhood.
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