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Wptyw lenalidomidu na interakcje regulatorowych limfocytéw T z komoérkami
chtoniakéw z komaérek B.

Aktywowane limfocyty regulatorowe T CD4'CD25" (Treg) hamujg proliferacje i
réznicowanie prawidtowych limfocytéw B. W wiekszosci badan obserwowano, ze wysoki
odsetek limfocytéw Treg naciekajgcych chtoniaka jest powigzany z dtuiszym przezyciem
chorych na rozlanego chtoniaka z duzych komérek B, chtoniaka grudkowego i klasyczng
posta¢ chtoniaka Hodgkina. Sugerowato to, ze limfocyty Treg mogg regulowad proliferacje
komadrek chtoniaka podobnie jak prawidtowych limfocytéw B. Powstato tez pytanie czy i jak
lenalidomid jako lek przeciwnowotworowy o udokumentowanym szerokim dziataniu
immunomodulujgcym moze wptywa¢ na regulacje proliferacji komoérek chtoniaka przez
limfocyty Treg.

Celem pracy byto zbadanie zdolnosci allogenicznych limfocytéw Treg do supresji
proliferacji komdrek linii chfoniakdw wywodzacych sie z obwodowych limfocytéow B,
zaleznosci dziatania regulacyjnego limfocytow Treg od warunkéw ich aktywacji oraz
okreslenie wptywu lenalidomidu na oddziatywania regulacyjne limfocytow Treg wobec
komadrek chfoniakow.

Ustalone linie komorkowe chtoniaka grudkowego, rozlanego chtoniaka z duzych
komérek B, chtoniaka Burkitta, szpiczaka plazmocytowego i chtoniaka Hodgkina
kokultywowano ze swiezo wyodrebnionymi lub namnozonymi in vitro limfocytami Treg.
Limfocyty T CD4"CD25" otrzymywano z krwi obwodowej zdrowych dawcéw metoda separacji
magnetycznej. Limfocyty Treg namnazano poliklonalnie lub w obecnosci allogenicznych
komérek dendrytycznych, w obecnosci interleukiny 2 (IL-2) i rapamycyny, z populacji
limfocytéw T CD4'CD25' oraz sortowanych limfocytéw T CD4*'CD25'CD127° i
T CD4*CD25'CD127". Hodowle mieszane limfocytéw Treg i komdrek chtoniaka prowadzono
bez obecnosci rapamycyny, bez obecnosci oraz w obecnosci lenalidomidu. Proliferacje
komadrek chtoniaka i limfocytéow Treg badano metodami cytometrii przeptywowej.

Limfocyty Treg namnozone in vitro poliklonalnie z populacji limfocytow
T CD4*CD25" i T CD4'CD25*CD127"° w obecnosci rapamycyny i niskich dawek IL-2 hamowaty
proliferacje 11 sposréd 12 ustalonych linii chtoniakow wywodzacych sie z obwodowych

limfocytéw B oraz proliferacje poliklonalnie aktywowanych autologicznych i allogenicznych



konwencjonalnych limfocytéw T. Swiezo wyodrebnione limfocyty Treg w wiekszosci
przypadkéw czesciowo hamowaty proliferacje linii komérek linii chtoniakow, ale w paru
przypadkach wspomagaty proliferacje komodrek chtoniaka. Linie komdrkowe chtoniakow
wykazywaty rézng podatnosc na dziatanie hamujgce lenalidomidu. W hodowlach mieszanych
lenalidomid wzmacniat supresje proliferacji komorek chtoniaka przez swiezo wyodrebnione
limfocyty CD4*CD25" Treg, jak tez przez limfocyty CD4*CD25" Treg i CD4'CD25'CD127"° Treg
namnozone in vitro w obecnosci rapamycyny, pomimo jednoczesnego hamowania
proliferacji limfocytéw Treg. Lenalidomid wzmacniat réwniez supresje proliferacji komadrek
chtoniaka przez limfocyty Treg namnozone w obecnosci allogenicznych komdrek
dendrytycznych i rapamycyny. Lenalidomid nie zmniejszat efektu supresyjnego namnozonych
limfocytéw Treg wobec konwencjonalnych limfocytow T.

Limfocyty Treg stabilnie utrzymywaty funkcje regulacyjng i ekspresje FOXP3
podczas 5-tygodniowego namnazana w obecnosci rapamycyny, pomimo stopniowego
wzrostu metylacji DNA intronowego regionu genu FOXP3 demetylowanego swoiscie w
limfocytach Treg (TSDR, ang. Treg-specific demethylated region). Limfocyty Treg regulowaty
proliferacje komoérek chtoniaka zaréwno w kontakcie bezposrednim jak i poprzez czynniki
rozpuszczalne. Namnozone limfocyty Treg wydzielaty IL-10 i IFN-y, wykazywaty ekspresje
CTLA-4, CD39, CD73, GARP, TIGIT, GITR, granzymu A, ale nie granzymu B. Ekspozycja
namnozonych limfocytow Treg na lenalidomid nie zmieniata istotnie ekspresji badanych
markerdw. Limfocyty Treg namnazane bez rapamycyny proliferowaty przez krétszy okres
czasu i nie rozwijaty funkcji regulacyjnej w takim samym stopniu jak limfocyty Treg
namnozone w obecnosci rapamycyny.

Limfocyty CD4*CD25" Treg lub CD4*CD25'CD127"° Treg namnozone in vitro w
obecnosci rapamycyny mogtyby by¢ uzyte do hamowania odnowy przetrwatych komérek
chtoniaka po autologicznym przeszczepieniu komodrek krwiotwdrczych oraz do
przeciwdziatania reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi i wznowie chioniaka po
allogenicznym przeszczepieniu komérek krwiotwodrczych u chorych, ktorych chtoniak jest
wrazliwy na regulacyjne dziatanie limfocytow Treg. Potaczenie terapii lenalidomidem z
terapig adoptywna namnozonymi ex vivo limfocytami CD4*CD25* Treg lub CD4*CD25*CD127"°
Treg mogtoby znalez¢ zastosowanie w celu hamowania proliferacji przetrwatych komaérek
chtoniaka u wybranych pacjentéw, u ktdorych chtoniak jest podatny na bezposrednie

przeciwnowotworowe dziatanie lenalidomidu oraz regulacje przez limfocyty Treg.
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