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Streszczenie

Regulatorowe limfocyty T (Treg) stanowiq niewielkq subpopulacie komorek CD4+ odpowie-
dzialng za Humienie nadmiernej odpowiedzi immunologicznej, przyczyniajgc sig tym samym do
utrzymania homeostazy ukladu odpornosciowego. Limfocyty Treg mozna wykrywac na podstawie
charakterystycznego immunofenotypu CD4+CD25highFFOXP3+. W wielu przypadkach nowotwo-
row litych (np. rak jelita, pluca, jajnika) obserwowano zwigkszenie liczby limfocytow Treg i stan
ten niekorzystnie wplywal na rokowanie. Limfocyty Treg, poprzez swoje dzialanie supresorowe na
limfocyty T obecne w mikrosrodowisku guza, uposledzajq odpowiedz odpornosciowq skierowangq
przeciwko komorkom nowotworowym, a wiec utrudniajg mozliwosc ich eliminacyi. Sytuacja nie
Jest tak jasna w przypadkach, w ktorych punktem wyjscia rozwoju nowotworu sq komorki ukladu
immunologicznego. Wyniki dotychczasowych nielicznych badan wskazujq, ze w zlosliwych roz-
rostach z dojrzatych limfocytow B liczba thankowych lub obwodowych limfocytow Treg moze by¢
podwyzszona lub obnizona; podobnie ich zwiqzek z rokowaniem moze byc zarowno pozytywny, jak
1 negatywny. Nie mozna wigc przez prostqg analogie do nowotworow litych wnioskowac o funkcyi
limfocytow Treg w chloniakach. Na podstawie badan in vitro postuluge si¢ wrecz, ze limfocyty Treg
mogq petnic funkcje kontrolng wobec chloniakowych limfocytow B, nie dopuszczajgc do klonal-
nego rozrostu tych ostatnich. Wskazywaloby to na zupelnie nowq i jeszcze stabo poznang funkcje
limfocytow Treg. Celem pracy jest podsumowanie wynikow publikacji, w ktorych oceniano rolg
Treg w nowotworach ukladu chlonnego, oraz omowienie kontrowersji dotyczqcych zwigzku Treg
z vokowaniem w tej grupie nowotworow.

Stowa kluczowe: regulatorowe limfocyty T, chtoniaki
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Abstract

Regulatory T lymphocytes (Treg) represent a small subpopulation of CD4+ cells responsible for in-
hibition of excessive immunologic response, contributing in this way to immune homeostasis. Treg
cells are characterized by CD4+CD25highFOXP3+ immunophenotype. In many cases of solid
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tumors (e.g. colon cancer, lung cancer, ovarian cancer) the number of Treg cells is increased and
its elevation s associated with unfavorable prognosis. Treg cells by their capacity to suppress other
T lymphocytes present in tumor microenvironment impair immunologic response against tumor
cells thus contributing to immune evasion by malignancies. The matter is more complicated in
cases where the tumor originates from immune cells. Results from published studies evaluating
Treg cells in B-cell malignancies ave scarce and they show that the numbers of tissue or peripheral
Treg cells can be either decreased or increased. Similarly, Treg number may be associated with
either positive or negative prognosis. Thus, Treg function in lymphomas should not be considered
by simple analogy to solid tumors. On the basis on in vitro studies it was postulated that Treg cells
can control malignant B cells, preventing clonal proliferation of the latter. Therefore it is possible
that Treg cells may play a new, so far poorly understood role in lymphoid malignancies. The aim of
this paper is to review the original articles that analyzed Treg lymphocytes in lymphoid neoplasms
and to discuss the controversies on associations of Tregs with prognosis in this setting.
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Wprowadzenie

Wiadomo, ze stan immunosupresji moze sprzy-
ja¢ rozwojowi choréb nowotworowych czy tez
zwiekszac ryzyko ich wystapienia. W wielu typach
nowotworow obserwuje sie zwiekszong liczbe re-
gulatorowych limfocytow T (Treg, T regulatory),
ktore poprzez swoje hamujace dziatanie na limfo-
cyty T pomocnicze (Th, T helper) i cytotoksyczne
(Tc, T cytotoxic) sprzyjaja ucieczce komorek nowo-
tworowych spod nadzoru immunologicznego i tym
samym przyczyniaja sie do progresji nowotworu.
Badanie potencjalnego zwiazku Treg z nowotwora-
mi moze mieé charakter posredni, czyli dotyczyé
analizy iloSciowej komorek Treg w takim materiale,
jak tkanki guza, wezly chlonne czy ptyny ustrojowe.
Wyniki uzyskane w ten sposob wskazuja jedynie,
ze danej chorobie towarzyszy zwiekszona badz
zmniejszona w stosunku do zdrowych os6b liczba
komorek Treg, bez okreSlenia, czy stan ten jest
przyczyna czy skutkiem nowotworu. Dodatkowa
warto$¢ maja badania okreslajace zwiazek liczby
limfocytow Treg z rokowaniem, a takze analizy
dynamiczne dotyczace zmian liczby limfocytow
Treg w przebiegu choroby.

O ile w badaniach dotyczacych guzéw litych
najczeSciej stwierdza sie zwiekszong liczbe Treg
1 niekorzystny wplyw na rokowanie, o tyle wyniki
badan dotyczacych nowotworow ukladu chlon-
nego sa niespojne. Liczba limfocytow Treg moze
by¢ zwiekszona lub zmniejszona, a jej wplyw na
rokowanie pozostaje niejednoznaczny. Moze to
wynikac z bardziej zlozonej roli komoérek Treg
w patogenezie chtoniakdw. Nowotwory te wywodza
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sie bowiem z komorek uktadu immunologicznego,
w skiad ktorego wchodza rowniez limfocyty Treg.
Dlatego postuluje sie, ze wzajemne oddzialywanie
zmienionych nowotworowo limfocytow z komor-
kami Treg nie musi przebiega¢ zawsze tak samo
1 moze sie rézni¢ w zalezno$ci od podtypu choroby.
Dotyczy to zaréwno linii limfocytow, z ktorych
wywodzi sie chioniak (limfocyty B, T, komorki
naturalnej cytotoksycznoSci [NK, natural killers]),
jak 1 stadium zréznicowania.

Charakterystyka limfocytow Treg
— historia odkrycia,
cechy immunofenotypowe
i mechanizm dzialania

Limfocyty Treg to subpopulacja limfocytéw T
wykazujacych zdolno$¢ do supresji innych komo-
rek immunokompetentnych. Na istnienie takich
limfocytow po raz pierwszy wskazali Gershon
1 Kondo [1] na podstawie obserwacji, ze wsrod
limfocytow T wystepuja rowniez ich nietypowe
formy, ktéore — zamiast wywolywaé — hamuja
odpowiedz immunologiczng. Niemalze rownolegle
Nishizuka i1 Sakakura [2] wykazali, ze tymektomia
u mysich noworodkéw skutkowata uogo6lniong
reakcjg autoimmunizacyjnag, ktora ulegata zahamo-
waniu po wstrzyknieciu zwierzetom limfocytow
T. Na podstawie powyzszych wynikow wysunieto
hipoteze, ze w catej populacji limfocytow T istnieje
subpopulacja komoérek supresorowych o zdolnoSci
do hamowania odpowiedzi autoimmunologicznej.
Jako ze trudno byto okresli¢ immunofenotyp tych
komorek oraz wykazac ich aktywno$¢ supresorowa,
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prace prowadzone do lat 90. nie przyniosly zadnych
nowych informacji. Przefomem bylo odkrycie
Sakaguchiego i wsp. [3] w 1995 roku. Autorzy ci
wykazali, ze spoSrod limfocytow Th komorki odpo-
wiedzialne za hamowanie procesu autoimmunizacji
maja na swej powierzchni receptor dla interleuki-
ny 2 (IL-2) (CD25). Dokladniejsza charaktery-
styka Treg byla mozliwa dopiero w 2001 roku, po
odkryciu czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (fork-
head box P3, scurfin) [4]. Okazalo sie, ze jeSli gen
Foxp3 jest zmutowany, to wywoluje ciezkie scho-
rzenie autoimmunizacyjne u myszy, tak zwanych
scurfy mice. Mutacje w obrebie genu FOXP3 wy-
krywano rowniez u ludzi z ciezkimi zaburzeniami
immunologicznymi IPEX (immune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy X-linked). Czynnik
Foxp3 jest kluczowy dla rozwoju limfocytow Treg
1nabywania przez nie aktywnosci supresorowe;j [5].
Dziata on jako aktywator transkrypcyjny dla takich
genow, jak CD25 oraz CTLA-4, bedac jednocze$nie
represorem transkrypcji genow kodujacych cytoki-
ny charakterystyczne dla limfocytow Thl 1 Th2 [6].
Wykazano, ze transfekcja Foxp3 do limfocytow T
dziewiczych CD4+CD25- powoduje ich przejScie
W stan anergii i nabycie cech fenotypowych oraz
czynno§ciowych komorek Treg, ze zdolnoscig do
hamowania innych komérek ukiadu immunologicz-
nego wiacznie [5].

Okazalo sie, ze FOXP3, podobnie jak CD25,
ulega przejSciowej ekspresji, rowniez w aktywo-
wanych limfocytach niebedgcych komorkami Treg
[7, 8]. Nadal aktualny jest wiec problem braku
dostatecznie swoistego markera do oznaczania
limfocytoéw Treg. Dlatego uzywa sie kilku marke-
row, tak aby mozliwie precyzyjnie identyfikowac te
komorki. Sposrdd limfocytow CD4+ do Treg mozna
zaliczy¢ tylko komorki, ktére wykazuja jednoczes-
nie bardzo wysoka ekspresje powierzchniowego
CD25 oraz wewnatrzkomoérkowo FOXP3, czyli
o fenotypie CD4+CD25highFOXP3+. Uwaza sie,
ze komorki CD4+ o $rednio intensywnej ekspresji
CD25 (CD4+CD25int) to aktywowane limfocyty
Th. W celu identyfikacji Treg coraz czeSciej oznacza
sie rowniez receptor dla IL-7 (CD127), ktory stuzy
jako marker wykluczajacy [9].

Limfocyty Treg moga oddzialywac na komor-
ki docelowe posSrednio oraz bezpos$rednio. Nie-
ktore z czasteczek oddziatujacych bezposrednio
na tyle dobrze charakteryzuja limfocyty Treg,
ze wykorzystuje sie je jako markery pomocni-
cze do immunofenotypowania tych komoérek, na
przyktad CD152 (CTLA-4, cytotoxic T lymphocyte-
-associated antygen) czy GITR (glucocorticoid-
-induced TNF receptor). O tym, jak wazna dla

funkcjonowania limfocytow Treg jest czasteczka
CTLA-4, moze Swiadczy¢ fakt, ze zablokowanie
ekspresji CTLA-4 w Treg znosi ich wlasciwoSci
supresorowe w stosunku do limfocytow T efek-
torowych [10].

OkreS$lanie szczegblowego immunofenotypu
moze by¢ wazne dlatego, ze niektore zaburzenia
zwigzane z limfocytami Treg moga wynikac nie
tyle ze zmian ilo$ciowych, czyli niedoboru czy
nadmiaru Treg, ale rowniez z nieprawidiowego
immunofenotypu tych komoérek. We krwi obwo-
dowej limfocyty Treg stanowig 2-10% komorek
CD4+. Obecne we krwi limfocyty Treg o fenotypie
CD4+CD25highFOXP3+ moga mieé pochodzenie
grasicze — moOwi sie wtedy o tak zwanych lim-
focytach Treg naturalnych (nTreg, natural Treg).
Jednak limfocyty Treg moga powstawaé rowniez
w obwodowych narzadach limfatycznych z komo-
rek CD4+CD25- w drodze indukcji za poSredni-
ctwem IL-2 oraz czynnika wzrostu nowotworow
(TGFB, tumor growth factor ) [11]. Wowczas
mowi sie o tak zwanych limfocytach Treg indu-
kowanych (iTreg, inducible Treg). Bez wzgledu na
swoje pochodzenie limfocyty Treg stanowig hete-
rogenng populacje komoérek zlozong z rozmaitych
subpopulacji. Podejrzewa sie, ze poszczegodlne
subpopulacje moga pelni¢ zréznicowane funkcje,
co wynika chociazby z obecnoSci odrebnych re-
ceptorow chemokinowych wplywajacych na drogi
migracji, lokalizacji, ulatwiajacych zasiedlanie oraz
kontakt z okreSlonymi komoérkami docelowymi.
Wobec tego réwniez potencjal supresyjny limfo-
cytow Treg moze zalezeé od skiadu iloSciowego
1jako$ciowego poszczegolnych subpopulacji i sta-
nowic¢ ich wypadkowa.

Limfocyty Treg, podobnie jak inne limfocy-
ty T, moga mieé fenotyp komoérek dziewiczych
CD45RA+ lub komérek pamieci CD45RA-
-CD45R0O+. Ogromna wiekszo$¢ komorek Treg
(90-95%) wykazuje ekspresje CD45RO, co oznacza,
ze komorki te ulegly juz aktywacji i zostalty w nich
zainicjowane podzialy. Do§wiadczenia wskazujg, ze
nie ma wiekszych r6znic w dzialaniu supresyjnym
Treg dziewiczych i Treg pamieci [12]. Stwierdzono
natomiast, ze tylko Treg dziewicze potrafig dtugo-
trwale utrzymac ekspresje FOXP3 oraz CTLA-4,
czyli fenotyp typowych limfocytow Treg, a co za
tym idzie — wysoka aktywno$c¢ supresorowa. Lim-
focyty Treg pamieci przeciwnie, doS¢ szybko tracily
czynnik FOXP3 i zaczynaly produkowac IL-2 oraz
interferon ¥ (IFNy), czyli tracily wtasciwosci ko-
morek Treg, ulegaly starzeniu 1 apoptozie [13, 14].
Tak duze réznice w czasie zycia limfocytow Treg
dziewiczych 1 Treg pamieci pozwalaja przypuszczaé,
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ze nawet niewielka pula Treg dziewiczych moze
mie¢ znaczenie dla odnowy calej populacji Treg
w sytuacji, gdy zaczyna brakowac limfocytow Treg
pamieci. Wiekszo§¢ limfocytow Treg dziewiczych
po zetknieciu z antygenem daje poczatek komor-
kom Treg pamieci. Jednak w ostatnich badaniach
uwzgledniajacych profil genetyczny oraz lokaliza-
cje tkankowa podkres§la sie catkowita wzajemna
odrebno$§é limfocytow Treg dziewiczych od Treg
pamieci [15].

Limfocyty Treg obecne we krwi obwodowe;]
moga miec na swojej powierzchni determinante DR
MHC II (HLA-DR), ktora jest markerem aktywacji
komorek. Wykazano, ze limfocyty Treg o fenotypie
HLA-DR+ wykazuja wyzsza niz HLA-DR- Treg
ekspresje FOXP3 i sg szczegblnie aktywne supre-
syjnie [16].

Wazna cecha limfocytow Treg jest ich zdolnos¢
migracji do miejsc objetych procesem zapalnym
1 ttumienie odpowiedzi immunologicznej. Umozli-
wiaja to receptory chemokin, takie jak CCR5 czy
CCRY7. Srodowisko zapalne jest bogate w ade-
nozynotrifosforan (ATP, adenosine triphosphate)
uwalniany z rozpadajacych sie komorek. Czesé
komorek Treg (ok. 50%) wykazuje wysoka eks-
presje CD39 (ectonucleoside triphosphate dipho-
sphorhydrolase-1), ektoenzymu hydrolizujacego
ATP do adenozynodifosforan (ADP, adenosine
diphosphate) 1 adenozynomonofosforan (AMP,
adenosine monophosphate) oraz CD73 (ecto-5-nuc-
leotidase), ktory degraduje AMP do adenozyny
[17, 18]. Aktywno$¢ nukleazowa limfocytow Treg
zamienia wiec bogate w ATP Srodowisko zapalne
w pozbawione ATP $rodowisko immunosupre-
syjne. Uwolniona adenozyna hamuje aktywacje
makrofagow 1 komérek prezentujacych antygen
(APC, antigen presenting cells), dlatego nie do-
chodzi do pobudzenia limfocytow T. Oprocz tego
adenozyna wiaze sie do receptora 2A na limfocy-
tach T efektorowych, co skutkuje zahamowaniem
tych ostatnich.

Z kolei tak zwane limfocyty Treg pamieci
centralnej z ekspresja CD62L (L-selektyna, lymph
node homing receptor) stanowig pule komorek Treg
o zdolnoSci do przechodzenia przez zylki o wyso-
kim Srodblonku (HEV, high endothelial venules),
co umozliwia im zasiedlanie wezl6w chlonnych.
Wykazano przy tym, ze limfocyty Treg CD62L+
cechuje bardzo duza aktywno§¢ supresyjna [19].
Wobec tak duzego zréznicowania fenotypowego
limfocytow Treg szczeg6lnie cenne s3 badania,
w ktorych uwzglednia sie poszczegblne subpopu-
lacje Treg, chociazby ze wzgledu na to, ze moga
one petni¢ zréznicowane funkcje.

Istotg dzialania limfocytow Treg jest ich zdol-
no$¢ do ograniczania zbyt nasilonej odpowiedzi im-
munologicznej. Mimo ogromnego postepu wiedzy
zarowno procesy aktywacji limfocytow Treg, jak
1 doktadny mechanizm ich dzialania supresyjnego
nie s3 jeszcze w pelni poznane. Limfocyty Treg
wywieraja efekt inhibitorowy na wiele roznych
komorek ukiadu immunologicznego. Hamowanie
to moze mie¢ charakter bezpo$redni lub poSredni.
Najpierw jednak same limfocyty Treg musza ulec
aktywacji auto- lub alloantygenem. Dopiero wtedy
wydzielajg cytokiny inhibitorowe, takie jak TGFg,
IL-10 oraz IL-35. W wyniku dziatania tych cytokin
w docelowych limfocytach T efektorowych obser-
wuje sie anergie, zahamowanie produkcji IL-2,
obnizenie ekspresji czasteczek kostymulacyjnych
z nastepowym zahamowaniem ich proliferacji oraz
roznicowania. Mechanizm supresji z udzialem
cytokin ma jednak drugorzedne znaczenie; wiek-
sz role przypisuje sie bezposrednim kontaktom
komorka-komoérka. Kluczowg role w tym przy-
padku pelni obecny na komoérkach nTreg receptor
CTLA-4, ktory z duzym powinowactwem wigze
sie do czasteczek kostymulacyjnych CD80/86 na
aktywowanych limfocytach T efektorowych, wy-
wierajac na nie dzialanie supresyjne. Podobnie
CTLA-4 blokuje CD80/86 na komérkach dendry-
tycznych, uniemozliwiajac w ten sposob prezenta-
cje antygenow limfocytom T, co skutkuje brakiem
ich pobudzenia [20]. Ostatnie badania wskazuja,
ze limfocyty Treg moga dodatkowo kontrolowaé
limfocyty T efektorowe poprzez uwalnianie CD25,
ktory wiaze obecng w Srodowisku IL-2, ogranicza-
jac w ten sposob dostepno$cé tej cytokiny dla innych
komorek [21].

Znaczenie limfocytow Treg
w chloniaku Hodgkina

Sposrod chioniakéw stosunkowo najlepiej
udokumentowane badania Treg dotycza klasycz-
nej postaci chioniaka Hodgkina (cHL, classi-
cal Hodgkin lymphoma). Wykazano, ze komorki
Hodgkina/Reed-Sternberga (HRS), majace sto-
sunkowo niewielki udzial w calkowite] masie
nowotworu, wydzielajg czynniki chemotaktyczne
(CCL17, CCL22), dla ktorych receptor (CCR4) jest
obecny na powierzchni naturalnie wystepujacych
limfocytow Treg [22, 23]. RzeczywiScie, w badaniu
zajetych weziow chlonnych wykazano, ze liczba ko-
morek Treg byla podwyzszona w cHL w stosunku
do chtoniakéw nie-Hodgkina (NHL, non-Hodgkin
lymphoma) oraz weztow chtonnych pochodzacych
od 0s6b z grupy kontrolnej [24]. Schreck 1 wsp. [25]
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wykazali, ze spo$rod limfocytow naciekajgcych
wezly chlonne u chorych na HL najliczniej re-
prezentowane sg komorki Th2 i1 Treg. Wiekszy
odsetek limfocytéow Th2 wiazal sie z diuzszym
przezyciem wolnym od choroby (DFS, disease-free
survival) 1 przezyciem wolnym od zdarzen (EFS,
event-free survival). Z kolei wiekszy stosunek Treg
do Th2 w zajetych wezlach chtonnych korelowat
z mniejszym prawdopodobienstwem DFS. Suge-
ruje to, ze limfocyty Th2 moga pelnié istotna role
w odpowiedzi przeciwnowotworowej, natomiast
komorki Treg, podobnie jak w guzach litych, moga
te funkcje hamowac. Z kolei z innych badan wyni-
ka, ze komorki Treg w HL mogg mieé korzystny
wplyw na rokowanie. Alvaro i wsp. [26] wykazali
w cHL, ze niska infiltracja weziow komorkami Treg
(FOXP3+) przy jednoczesnej wysokiej infiltracji
komorkami Tc (TTA-1+) jest niekorzystnym mar-
kerem predykcyjnym (wyrazonym jako krotszy
czas przezycia calkowitego [0S, overall survival],
przezycia wolnego od wznowy [RFS, relapse-free
survival] oraz EFS) 1 na odwr6t — wysoka infiltra-
cja komorkami Treg jest korzystnym czynnikiem
predykcyjnym. Badanie przeprowadzono iz sifu na
materiale tkankowym (TMA, tissue microarrays)
pochodzacym od 257 chorych na cHL. Komoérki
Treg oraz Tc zliczano w obszarach reprezentatyw-
nych, czyli zajetych przez komoérki HRS. Podobnie
w badaniu Tzankova i wsp. [27], obejmujacego
material tkankowy od 280 chorych na cHL, wiek-
sza liczba komoérek FOXP3+ w przeliczeniu na
mm? byla skojarzona z wiekszym prawdopodobiefi-
stwem OS 1 przezycia wolnego od niepowodzenia
leczenia (FFS, failure-free survival). Rowniez w ba-
daniach innych autor6w mata liczba Treg w nacieku
HL korelowata z gorszym rokowaniem [28], a duza
liczba Treg — z lepszym rokowaniem [29].

Na podstawie powyzszych wynikow trudno wy-
ja$nié, dlaczego duza liczba Treg w cHL w jednych
przypadkach zwigzana byta z gorszym, a w innych
lepszym rokowaniem. Wiadomo, ze komorki HRS
pochodzg od bardzo dojrzatych limfocytow B, ktore
utracily duza cze$¢ specyficznych dla zdrowych
limfocytow B genow zwigzanych z r6znicowaniem,
czy powstawaniem receptora komorek B [30]. Po-
niewaz konsekwencje takiej ,utraty tozsamosci”
przez limfocyty B zostaly jeszcze zbyt stabo prze-
badane, nie mozna jednoznacznie odpowiedzieé
na pytanie, w jaki sposob limfocyty Treg moga
ksztaltowad przebieg HL. Warto podkreslic jednak,
ze mikroSrodowisko HL jest na tyle przeksztalcone
przez komorki HRS, ze funkcje poszczeg6lnych
limfocytow naciekajacych obszar chioniaka mogty
rowniez ulec pewnym modyfikacjom.

Znaczenie limfocytow Treg
w chloniakach nie-Hodgkina

W NHL wyniki dotyczace iloSciowej reprezen-
tacji komorek Treg oraz ich wplywu na rokowanie
sg rowniez rozbiezne. Ponadto w przypadku NHL
badania prowadzono na réznym materiale — nie
tylko z zajetych tkanek, ale rowniez z krwi ob-
wodowej, dlatego wyciaganie wnioskOw na temat
roli komorek Treg w NHL jest w znacznej mie-
rze utrudnione.

Wiekszo$¢ analiz wskazuje, ze u chorych wy-
stepuje zwiekszona w stosunku do oséb zdrowych
liczba lub odsetek limfocytow Treg w tkankach ob-
jetych chorobg czy tez we krwi obwodowe;. Liczba
Treg we krwi chorych na chioniaka nie-Hodgkina
z komérek B (B-NHL, B-cell non-Hodgkin lymp-
homa) byla 2-krotnie wyzsza niz u os6b zdrowych
[31]. Rowniez pacjenci z roznymi podtypami NHL
(chtoniak rozlany z duzych komoérek B [DLBCL,
diffuse large B-cell lymphoma], chioniak strefy
brzeznej [MZL, marginal zone lymphoma], chlo-
niak grudkowy [FL, follicular lymphoma], chloniak
z komorek plaszcza [MCL, mantle cell lymphomal)
mieli wyzszy odsetek Treg we krwi oraz wezlach
chlonnych niz grupa kontrolna [32]. W badaniu Lin
1wsp. [33] takze wykazano zwiekszona w stosunku
do grupy kontrolnej liczbe Treg we krwi chorych
na NHL. Przypuszczalnie zwiekszona liczba Treg
u pacjentow z NHL moze mieé zwigzek z tym, ze
komorki NHL, podobnie zresztg jak komorki HL,
wywoluja zmiane fenotypu otaczajacych limfocy-
tow CD4+CD25- na limfocyty o fenotypie Treg
CD4+CD25highFOXP3+, co przynajmniej cze$-
ciowo mogloby zwiekszaé ich liczbe u chorych na
NHL [34]. Jednak wtedy liczba Treg we krwi nie
powinna sie r6zni¢ u pacjentéw oraz zdrowych
0sob, poniewaz wplyw mikrosrodowiska nowo-
tworu ma znaczenie lokalne 1 jest raczej malo
prawdopodobne, by komorki chloniaka mogly
W Wyzej opisany sposob zmienia¢ immunofenotyp
limfocytow obwodowych. W badaniu obejmujacym
grupe 27 pacjentow z DLBCL dowiedziono, ze
— przeciwnie — chorzy mieli znaczaco mniejsza
liczbe komoérek Treg o fenotypie CD4+CD25kigh
FOXP3+ we krwi niz osoby zdrowe [35].

Prognozowanie przebiegu choroby na pod-
stawie liczby Treg w przypadku NHL wydaje
sie bardziej skomplikowane niz w HL. W grupie
45 pacjentéow z roznymi chloniakami NHL liczba
Treg we krwi korelowala pozytywnie z odsetkiem
calkowitych remisji (CR) 1 OS [36]. W grupie pa-
cjentow z DLBCL analizowano sklad limfocytow
naciekajacych guz i wykazano, ze wiekszy odsetek
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Treg korelowal z lepszym rokowaniem [37]. Po-
dobnie w badaniu jednej z autorek niniejszej pracy
1 wsp. w grupie DLBCL stwierdzono, ze pacjentow
z mniejszg liczba krazacych komérek Treg cechuje
krotszy DFS niz osoby z wiekszg liczbg Treg [35].
Mimo zbiezno$ci wynikow uzyskanych przez powyz-
sze grupy badawcze, trzeba zaznaczy¢, ze limfocyty
Treg wykrywano w roznej lokalizacji (weztowe
v. obwodowe Treg). U chorych na roézne podtypy
NHL Tzankov i wsp. [27] wykazali, ze duza liczba ko-
morek Treg w zajetym wezle korelowala z diuzszym
OS w podtypie GC-like DLBCL (germinal center-like
DLBCL) 1 FL, ale juz w podtypie non-GC-DLBCL
(non-germinal center DLBCL) duza liczba Treg byla
niekorzystnym czynnikiem prognostycznym. Na
podstawie powyzszych wynikoOw mozna wyciggnac
wniosek, ze nawet w obrebie jednego typu chloniaka
odsetek komorek Treg moze sie wigzac z lepszym
lub gorszym rokowaniem, w tym przypadku zaleznie
od podtypu histologicznego DLBCL.

Carreras 1 wsp. [38] zaobserwowali, ze duza
liczba limfocytow Treg w wezlach zajetych przez
FL korelowata z dtuzszym OS, natomiast w przy-
padku transformacji FL. do DLBCL obserwowano
zmniejszenie liczby komorek Treg.

Na podstawie powyzszych badan prawdopo-
dobne wydaje sie, ze zmiany iloSciowe komorek
Treg sa specyficzne dla danego typu chloniaka.
Dlatego interpretacja wynikow Treg w chioniakach
powinna by¢ ostrozna, a idealnym rozwigzaniem
bylaby analiza liczby Treg osobno dla kazdego
podtypu chloniaka.

Potencjalne mechanizmy interakcji
limfocytow Treg z komorkami chioniaka

Jak wida¢ z przedstawionych wyzej rozwazan,
mimo niejednoznacznych wynikéw, sktad jako$cio-
wy oraz iloSciowy limfocytéw naciekajacych obszar
chloniaka wydaje sie mie¢ znaczenie dla rokowania
w tych nowotworach. Warto w tym miejscu sie
zastanowic, dlaczego w wiekszo$ci badan nad NHL
komorki Treg maja korzystny wplyw na rokowanie,
natomiast zwiekszona liczba komorek Treg w gu-
zach litych korelowala z gorszym rokowaniem.

Wiadomo, ze mikroSrodowisko nowotworu
sprzyja utrzymaniu i ekspansji komorek Treg
z powodu duzych stezen IL-10, TGF-$ oraz obec-
nosci niedojrzalych komérek dendrytycznych
[39]. Dzieje sie tak zaro6wno w nowotworach li-
tych, jak 1 ukladowych. Matlo tego; w niektérych
chioniakach, miedzy innymi w MCL, DLBCL
1 FL, chioniakowe limfocyty B konwertuja sasia-
dujace limfocyty CD4+CD25- w limfocyty Treg

CD4+CD25+ z ekspresja FOXP3 [40, 41]. To
mogloby ttumaczy¢, dlaczego w obrebie nowotworu
obserwuje sie zwiekszony odsetek komorek Treg.
Jesli jednak zalozy sie, ze limfocyty Treg poprzez
swoje dzialanie immunosupresyjne ttumig odpo-
wiedzZ przeciwnowotworowg ze strony limfocytow
Tc, to ich zwiekszona liczba w tkankach zajetych
chioniakiem (np. wezlach chtonnych) powinna
zawsze sprzyjaC progresji choroby, a tak nie jest.
Jednoczes$nie obecno§é limfocytow Treg w weztach
chionnych nie jest czyms niespotykanym, poniewaz
Treg wykrywa sie w obszarze centréw rozmnazania
oraz na granicy obszaru T-B [42]. Limfocyty Treg
biorg udzial w regulacji produkcji immunoglobulin
(Ig) przez limfocyty B, a niedobor komérek Treg
prowadzi do wzmozonej produkcji przeciwcial
przez limfocyty B i1 wiaze sie z wystepowaniem
niektorych schorzen autoimmunizacyjnych [42,
43]. Powyzsze obserwacje mogg wiec Swiadczyé
o niezbedno$ci limfocytow Treg w prawidiowym
wytwarzaniu przeciwcial przez limfocyty B. Nie
do konca jednak wiadomo, czy niedob6r limfocytow
Treg u zdrowego czlowieka moze sie przyczyniac
do niekontrolowanego rozrostu limfocytow B.
Badania i vitro wskazuja, ze komérki Treg moga
hamowacé aktywnos§¢ limfocytow B nie tylko po-
Srednio poprzez hamowanie limfocytow Th, ale
takze w sposob bezposredni, poprzez supresje
wytwarzania przeciwcial [42]. Lindqvist 1 wsp.
[44] wykazali, ze limfocyty Treg wyizolowane od
chorych na przewlekta biataczke limfocytowa (CLL,
chronic lymphocytic leukemia) 1 od oséb zdrowych
w rownym stopniu ograniczajg aktywno$c¢ limfocy-
tow B w doSwiadczeniach in vitro.

Uwaza sie, ze komorki Treg moga pelnic¢ po-
dwdjna role w patogenezie nowotworow ukladu
chlonnego — poprzez hamujacy wplyw na limfocyty
Tc/Th moga utrudnia¢ udzial tych ostatnich w od-
powiedzi przeciwnowotworowej, a jednoczeSnie
moga niszczy¢ komorki chtoniaka, rozpoznajac
prezentowane przez nie antygeny [45].

Podczas kolejnych stadiow rozwoju limfocytow B,
limfocyty T kontroluja proces ich dojrzewania
poprzez aktywacje czynnikow pro- lub antyapopto-
tycznych czy tez indukcje proliferacji. Nowotwory
z limfocytow B moga by¢ inicjowane na r6znych
etapach ontogenezy, a kilka z nich wywodzi sie
z centroéw rozmnazania grudek chionnych. Niektore
chloniaki wrecz wymagaja ochronnego towarzystwa
prawidiowych limfocytow do przezycia. Jako przy-
ktad moze stuzy¢ chloniak CLL, w ktorym kontakt
nowotworowych limfocytow z limfocytami Th jest
niezbednym elementem progresji nowotworu [46].
Limfocyty Treg, wplywajac hamujaco na Th, mo-
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glyby wiec poérednio pozbawiac¢ komorki chtoniaka

ochrony i1 tym samym ograniczaé jego progresje.

Wykazano, ze limfocyty Treg moga kontrolowac

limfocyty B w sposob antygenowo-specyficzny

(restrykcja TCR-MHC II), poniewaz nowotworowe

limfocyty B maja na swej powierzchni antygeny

gtownego ukiadu zgodno$ci tkankowej (MHC II,

major histocompatibility complex class II), a zabija-

nie za pomoca receptoroOw Smierci i granzymu jest
regulowane na zasadzie rozpoznawania antygenu
przez limfocyty T [45]. W ten proces moga byé
jednak roOwniez zaangazowane inne mechanizmy.
W Swietle powyzszego logiczny wydaje sie
wniosek, ze limfocyty Treg pelnig role w ograni-
czaniu aktywnoSci czy tez nadmiernego rozrostu
limfocytow B, gdyz komorki chioniakowe wy-
wodzace sie z limfocytow B moga by¢ celem dla
inhibitorowej aktywnos$ci komoérek Treg. Mimo
to zwiekszona liczba Treg nie zawsze prowadzi
do wyeliminowania nowotworowych limfocytow
zgodnie z oczekiwaniami wynikajacymi z przyto-
czonych powyzszych badan in vitro. Jest mozliwe,
ze to same komorki chloniaka, a nie otaczajace
limfocyty, maja wiekszy wplyw na mozliwo$¢ ich
eliminacji przez uklad immunologiczny. Przynaj-
mniej w niektorych przypadkach chloniakoéw zbyt
staba prezentacja nowotworowych antygenow
przez nowotworowe limfocyty B sprawia, ze staja
sie one ,niewidzialne” dla limfocytow T, w tym

Treg, ktore moglyby je rozpoznaé i ostatecznie

uSmiercic. Na przykladzie DLBCL wykazano kilka

mechanizmow ucieczki komorek chioniakowych
spod nadzoru immunologicznego, miedzy innymi

poprzez obnizenie ekspresji MHC II [47].
Zaproponowano hipoteze, wedtug ktorej u cho-

rych na chioniaki komorki Treg moga peini¢ cztery

rozne, czasem przeciwstawne, funkcje [48]:

* supresorowe limfocyty Treg — hamuja prze-
ciwnowotworowg odpowiedz odpornosciowa,
gléwnie komorek CD8+, w sposob analogicz-
ny, jak to wykazano w odniesieniu do nowo-
twordow litych. Taka aktywnoS$¢ wykazuja Treg
w HL oraz w wielu NHL;

* nowotworowe limfocyty Treg — komorki te
stanowia punkt wyjScia dla komorek nowotwo-
rowych. Pochodzenie komorek chioniaka z lim-
focytow Treg wykazano w biataczce/chloniaku
zwigzanym z zakazeniem ludzkim wirusem
biataczki z komorek T typu 1 (HTLV-1, human
T-cell leukemia virus type 1) oraz w chioniaku
skornym T-komorkowym;

* limfocyty Treg bezpos$rednio uSmiercajace
komorki nowotworowe — niektore chloniaki
z limfocytow B moga by¢ celem cytotoksycz-

nej aktywno$ci komoérek Treg, co wigzalo-

by sie z przeciwnowotworowym dzialaniem

tych ostatnich;

* niekompetentne limfocyty Treg — wystepuja
u chorych na chtoniaki z komorek T angioimmu-
noblastyczne (AITL, angioimmunoblastic T-cell
lymphoma), w ktorych dysfunkcja komorek
Treg moze by¢ przejawem zaburzen immuno-
logicznych, sprzyjajacych rozwojowi chtoniaka
1 wystapieniu autoagresji.

Autorzy tak zaproponowanej klasyfikacji za-
znaczajg jednak, ze jest to uproszczenie i nie we
wszystkich chioniakach danego rodzaju limfocyty
Treg musza oddzialywac jednakowo. Niewatpli-
wie problem ma szerszy kontekst, zwigzany ze
wzajemnymi interakcjami w mikro$rodowisku
nowotworu. Niestety, za malo jeszcze wiadomo na
temat immunologii komoérek chioniaka, poniewaz
dopiero zrozumienie podstawowych interakcji
miedzy limfocytami T, limfocytami B 1 komorkami
Treg mogtoby dac lepszy wglad w r6znorodno$c
odpowiedzi immunologicznej u pacjentow z nowo-
tworami ukladu chlonnego.

TrudnosSci w interpretacji wynikow Treg
w chloniakach

Analizujac wyniki prac na temat limfocytow
Treg w nowotworach, mozna zauwazyc, ze analiza
Treg w guzach litych dotyczyta giownie krwi obwo-
dowej, natomiast w chioniakach podstawa wynikow
byt material tkankowy pochodzacy z weztow chion-
nych badz z innych tkanek zajetych przez chloniaka,
a rzadziej analiza Treg we krwi.

Nalezy wzia¢ pod uwage co najmniej kilka
czynnikow utrudniajacych jednoznaczna ocene
liczby Treg w lokalizacji tkankowej. Ztozonos¢
utkania limfocytarnego w weztach zajetych przez
chloniaka oraz stan utrwalenia materiatu, jak
rowniez wielko$¢ analizowanego mikroskopowo
obszaru mogg wplywac na ocene nacieku limfo-
cytow, w tym Treg. Z kolei zaburzenia ilo§ciowe
limfocytow Treg we krwi obwodowej nie musza
by¢ zwigzane tylko 1 wylacznie z obecnoscig 1 pro-
gresja chioniaka, szczegodlnie je§li nowotwor jest
ograniczony tylko do wezléw chlonnych. Poza tym
odsetek Treg w lokalizacji obwodowej niekoniecz-
nie musi odzwierciedlaé proporcje Treg w tkance
guza, cho¢ w niektérych badaniach obserwowano
takg zalezno§¢ [32].

Nie do konca wiadomo, czy tkankowe limfocyty
Treg roznig sie w jaki§ sposob od obwodowych.
Jedna grupa badawcza odnotowala r6znice miedzy
limfocytami Treg naciekajacymi wezel chlonny
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a tymi, ktore kraza we krwi obwodowej. Wedlug
Han i wsp. [41] limfocyty Treg pochodzace z lo-
kalizacji wezlowe] wykazuja wieksza aktywnosc
supresorowg (hamowanie komoérek CD4+CD25-)
niz Treg wyizolowane z krwi obwodowe;j czy szpiku
tych samych pacjentéw oraz oséb zdrowych.

Rozhieznosci w wynikach uzyskiwanych przez
rozne grupy hbadawcze moga mie¢ podioze meto-
dyczne. Autorzy prac postugiwali sie czesto nie-
jednolitag metodyka, czyli na przyktad jedni wykry-
wali Treg za pomoca cytometrii przeptywowej, inni
w barwieniach i w ocenie mikroskopowej. Szcze-
go6lnie w tym ostatnim przypadku wykorzystywano
pojedyncze barwienie na obecno$¢ FOXP3, a nie
pelen panel CD4 +CD25highFOXP3+, jaki powin-
no sie zastosowac, aby mie¢ pewnos¢, ze wykrywa
sie limfocyty Treg, a nie na przykiad aktywowane
limfocyty T (o ktérych wiadomo, ze moga miec
podwyzszong ekspresje FOXP3).

Powazng przeszkodg w mozliwoSci porow-
nywania prac réznych autoréw jest tez przewaga
badan prowadzonych w odniesieniu do r6znych
grup chioniakéw, w ktorych w zwigzku ze zréznico-
waniem wynikow Treg dla kazdego typu chloniaka
trudno jest oceni¢ wplyw Treg na cata grupe NHL.

Podsumowanie

Niewatpliwie prace, w ktorych oceniano
wplyw limfocytow Treg na wystepowanie oraz
przebieg kliniczny HL 1 NHL, wnosza wiele no-
wych informacji, ale jednoczesnie sg stosunkowo
nowym obszarem badan. Obecno$¢ limfocytow
Treg w niektérych nowotworach limfoprolifera-
cyjnych jest zwiazana z korzystnym, w innych
za$ z niekorzystnym rokowaniem u chorych.
Z powyzszych prac wynika, ze nie mozna rozu-
mie¢ funkcji limfocytow Treg w chioniaku przez
prosta ekstrapolacje z badan na nowotworach li-
tych. W badaniach in vitro wykazano, ze limfocyty
Treg moga eliminowac chloniakowe limfocyty B.
Mimo obiecujacych wynikow badania te powinny
by¢ interpretowane ze szczeg6lng ostroznoscia,
gdyz ich rezultaty nie sa spojne. Wynikaé to moze
zarOwno z samej metodyki badania (liczba Treg
w tkance chloniakowej v. we krwi obowodowej),
ze zroznicowanych metod oraz marker6w uzytych
do immunofenotypowania limfocytow Treg, jak
1 z analizowanych podtypow chioniakow. Ewen-
tualne wykorzystanie Treg w diagnozowaniu
oraz prognozowaniu przebiegu tych nowotworow
musi by¢ poparte dalszymi rzetelnymi badaniami
opartymi na spo6jnej metodyce 1 trafnie dobra-
nym materiale.
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