Oddziatywania regulatorowych limfocytow T na komaérki chtoniakow z komérek B.

Wysoki odsetek regulatorowych limfocytow T (Treg) naciekajgcych chtoniaka jest
powigzany z dtuzszym przezyciem chorych na rozlanego chtoniaka z duzych komérek B, chfoniaka
grudkowego i klasyczng posta¢ chtoniaka Hodgkina. Poniewaz aktywowane limfocyty
CD4+CD25+ Treg hamujg proliferacje i rdznicowanie prawidtowych limfocytow B, powstaje
pytanie czy Treg mogg podobnie bezposrednio regulowaé proliferacje komérek chtoniakéw z
obwodowych limfocytéw B.

Celem pracy byfa ocena zdolnosci allogenicznych limfocytow Treg bezposrednio
po wyodrebnieniu z krwi obwodowe] zdrowych dawcéw frakcji wzbogaconej w Treg droga
separacji magnetycznej komérek CD25+ oraz Treg po ich namnozeniu in vitro do supresji
proliferacji ustalonych linii chtoniakdw wywodzgcych sie z obwodowych limfocytow B.

Populacja limfocytow CD25+ wzbogacona w CD4+CD25+FOXP3+Treg byta aktywowana w
obecnosci allogenicznych komoérek dendrytycznych generowanych
z monocytéw (allo-MoDC) Iub poliklonalnie kulkami magnetycznymi optaszczonymi
przeciwciatami anty-CD3, -CD28, -CD28, w obecnosci niskiej dawki IL-2 (10 U/ml),
z rapamycyna lub bez obecnosci rapamycyny. Swiezo wyodrebniane oraz namnazane in vitro
populacje wzbogacone w CD4+CD25+ Treg byty kokultywowane z komérkami ustalonych linii
komdrkowych chtoniaka grudkowego, rozlanego chtoniaka z duzych komdrek B, chtoniaka
Burkitta, szpiczaka plazmocytowego, chtoniaka z komoérek ptaszcza i chtoniaka Hodgkina
w mieszanych hodowlach leukocytarnych (MLC) zaktadanych bez obecnosci rapamycyny.
Komorki chtoniaka znakowano barwnikiem CFSE w celu umozliwienia oceny ich proliferacji
w MLC metodg cytometrii przeptywowe;j.

Swiezo wyodrebniane Treg nie przejawiaty zdolnosci do supresji proliferaciji linii chfoniaka
w MLC. CD4+CD25+Tregs namnazane przez 2-3 tygodnie z rapamycyng powodowaty supresje
proliferacji linii chtoniaka i supresje poliklonalnie stymulowanych autologicznych
i allogenicznych konwencjonalnych limfocytéw T w MLC, jak tez wykazywaty ekspresje FOXP3 i
demetylacje regionu regulatorowego TSDR genu FOXP3. Treg restymulowane poliklonalnie lub

przez allo-MoDC z rapamycyng proliferowaty przez 6-8 tygodni i utrzymywaty funkcje



regulacyjne. Treg namnazane bez obecnosci rapamycyny nie nabywaty funkcji regulacyjnej
wobec komoérek chtonniakédw. Namnozone CD4+CD25+Treg produkowaty IFN-y, perforyne,
granzym A, a w niewielkim stopniu granzym B, TGF-B1 i IL-10. Namnozone CD4+CD25+Treg
wykazywaty ekspresje Helios, CD152 (CTLA-4), CD39, GITR, CD95 (APO-1), CD62L, CD69, CD49d,
CD5, CD132, CD278 (ICOS), CD28, CD27, CD154 (CD40L), CD134 (OX-40).

Treg namnozone in vitro w obecnosci niskiej dawki IL-2 i rapamycyny z frakcji limfocytow
CD25+ Ilub =z frakcji oczyszczonych limfocytéw CD4+CD25+T mogtyby byé uzyte
do supresji przetrwatych komérek chtoniaka po autologicznym przeszczepieniu komadrek
krwiotwdrczych, a po przeszczepieniu allogenicznym do przeciwdziatania reakcji przeszczep
przeciwko gospodarzowi i wznowie chtoniaka u chorych, ktorych chtoniak jest wrazliwy na

regulacyjne dziatanie limfocytéw Treg.
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