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Summary

Regulatory T cells are heterogeneous with sub-populations which differ from each other in their phenotype,
immune inhibitory mechanisms and functioning. These cells are responsible for regulation of immune
response and play a leading role in developing immune tolerance through active suppression. Suggested
functions for regulatory T cells include: prevention of autoimmune diseases by maintaining self-tolerance,
oral tolerance and, moreover, suppression of allergy and pathogen-induced immunopathology. CD4" regula-
tory cells, such as Treg, Tr1 and Th3, are the most comprehensively studied and characterized regulatory
lymphocytes; however, in recent years substantial progress has been made in the phenotypic and functional
characterization of CD8"* regulatory cells. These cells can be divided into two general groups: natural
and induced lymphocytes. Natural regulatory cells develop in the thymus, constitute a stable lineage, while
their induced counterparts are generated under experimental conditions and may or may not have stable
phenotypes. Both types of these cells can be subdivided into several phenotypic groups. The author reviews
the current state of knowledge concerning the best-characterized human and murine CD8* regulatory
Ilymphocytes, i.e., CD8*CD25'Foxp3*, CD8 Foxp3*, CD8'CD122* and CD8*CD28 cells. This paper focuses on
aspects concerning the phenotype and phenotypic markers of these cells, as well as their immune inhibitory

mechanisms.
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Juz 35 lat temu opisywano komorki supresorowe, kto-
re wykazywaly ekspresj¢ czasteczki CDS, ale w zwiaz-
ku z brakiem odpowiednich narzedzi badania nad tym
zagadnieniem zostaty zawieszone na dtugie lata. Biorac
pod uwage rosnaca liczbg publikacji w ostatnich 10 la-
tach, ktore traktuja o tym temacie, mozna powiedzie¢
za Filaci 1 Suciu-Foca (11), ze komorki te ,,wrocity do
gry”. Zaproponowano podziat limfocytéw regulatoro-
wych CD8" na trzy typy (11). Typ pierwszy to komorki
o fenotypie CD8*CD28", ktorych dziatanie opiera sig
na redukcji ekspresji czasteczek kostymulujacych na
komorkach prezentujacych antygen (APC) i jest zalez-
ne od kontaktu komorka—komorka. Typ drugi to row-
niez limfocyty o fenotypie CD8"CD28", ale ich dziala-
nie nie jest zalezne od kontaktu z APC, lecz odbywa si¢
poprzez prOdukC]Q IFN-y 1 IL-6. Typ trzeci, zdaniem
autoroéw, nie posiada zdefiniowanego fenotypu a dzia-
fanie regulatorowe jest realizowane za posrednictwem
sekrecji IL-10. Podziat ten jednak wydaje si¢ nieprzy-
stajacy do obecnego stanu wiedzy i wymaga rearanza-
cji. Pomié i wsp. (28) zaproponowali podziat limfocy-
tow regulatorowych CD8" na naturalne i indukowane
(adaptywne), 1 opierajac si¢ na dostepnych wynikach
badan, do kazdej z tych grup przyporzadkowali rozne
grupy fenotypowe limfocytow CDS8”, w stosunku do
ktorych wykazano dziatanie supresorowe/regulatorowe.

Wsrdd naturalnie wystepujacych limfocytow CD8*
mozna wyr6ézni¢ komorki o fenotypie CD8"CD122*
(7, 31), CD8"CD28 (26), CD8"CD25"Foxp3* (1, 5)
1 jelitowe CD8aa” (29), zas wsrod komorek induko-
wanych limfocyty o fenotypie CD8*CD25"Foxp3* (25),
CD8Foxp3* (13, 18), CD8'CD28" (3, 15, 23),
CD8"CD75s" (43), CD8*CDl11c" (34) i CD8%aa”™ (41).
To przyporzadkowanie nalezy traktowac raczej jako
zestawienie wspodlczesnej wiedzy o fenotypach komo-
rek regulatorowych z populacji CD8" niz jako ich $cis-
ta klasyfikacje, gdyz przy obecnym stanie wiedzy nie
mozna wykluczy¢, ze niektore z tych grup komorek
nie stanowia odregbnych populacji, lecz pokrywaja si¢
ze soba. W dalszej czgsci pracy scharakteryzowane zo-
stang najlepiej poznane limfocyty regulatorowe CDS".

Limfocyty regulatorowe o fenotypie
CD8+CD25*Foxp3* i CD8*Foxp3*

W 2003 r. Cosmi i wsp. (5) wykazali obecnos¢ limfo-
cytow o fenotypie CD8'CD25Foxp3™ w grasicach dzie-
ci. Limfocyty te taczy szereg podobienstw z nTreg (na-
turalnie wystepujace komorki regulatorowe o fenotypie
CD4'CD25Foxp3"): oba typy komorek sa obecne w tych
samych obszarach grasicy, ale, co wazniejsze, konstytu-
tywnie wykazuja ekspresj¢ mRNA dla Foxp3 (czynnik
transkrypcyjny stanowiacy regulator rozwoju i funkcji
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komorek Treg), jak 1 GITR (receptor czynnika martwicy
nowotworu), a ponadto ujawniaja tylko §ladowa, o ile
w ogole, proliferacj¢ w odpowiedzi na allogeniczna
stymulacje. Opisywane komorki wykazywaty dawko-
wo zalezne dzialanie supresorowe na allogeniczna
odpowiedz autologicznych limfocytow CD4'CD25"
1CD8*CD25". Nalezy tez podkresli¢, ze te grasiczne ko-
morki regulatorowe nie ujawniaty obecnos$ci cytotok-
sycznych czasteczek efektorowych (perforyny i granzym
A), a ponadto poliklonalna stymulacja nie wywotata
wydzielania jakichkolwiek cytokin, ale indukowala na
powierzchni komorek ekspresj¢ CTLA-4 (antygen-4
zwigzany z limfocytem T cytotoksycznym) i mTGF-f3
(transformujacy czynnik wzrostu; mTGF- — posta¢
zwiazana z btona komorkowa). W przytaczanych bada-
niach wykazano, ze mechanizm supresorowego dziata-
nia limfocytow CD8"CD25Foxp3* zalezy od kontaktu
komorka—komorka 1 jest zwiazany ze zdolno$cia tych
limfocytow do regulacji w dot ekspres;ji czasteczki CD25
(tancuch a receptora IL-2) na komorkach efektorowych,
czyniac je w ten sposob niewrazliwymi na dziatanie IL-2.
W dziatanie to zaangazowane sa CTLA-4 i mTGF-,
gdyz ich blokowanie powodowato zniesienie regulato-
rowego oddziatywania. Biorac powyzsze pod uwagg,
mozna powiedzie¢, ze wyniki badan Cosmi 1 wsp. (5)
ujawnity w organizmie czlowieka obecno$¢ naturalnie
wystepujacych limfocytow regulatorowych o fenotypie
CD8'CD25Foxp3', ktére pod wieloma wzgledami przy-
pominaja nTreg. Wyniki badan Correale 1 Villa (4)
opublikowane w 2010 r. potwierdzaja istnienie takich
komorek u cztlowieka i wskazuja, ze defekty w zakresie
ich funkcji moga prowadzi¢ do indukeji reakcji auto-
immunologicznych, w tym stwardnienia rozsianego.

W badaniach tych potwierdzono, ze dzialanie regulato-
rowe limfocytéw CD8"CD25"Foxp3* jest zalezne od ich
kontaktu zkomorkami docelowymi. W przeciwienstwie
jednak do wynikow uzyskanych przez Cosmi i wsp. (5),

w dzialanie to wydaja sig¢ rowniez zaangazowane IL-10
1 TGF-B (rozpuszczalna forma), gdyz obserwowano duza
produkcje tych cytokin przez oceniane komorki. Bada-
nia Correale 1 Villa (4) wykazaty ponadto, ze waznym,
o ile nie kluczowym, elementem sktadajacym si¢ na
mechanizm regulatorowego oddzialywania limfocytow
CD8"CD25"Foxp3™ jest indukcja tolerogennych komo-
rek dendrytycznych (DC) w wyniku aktywacji immu-
nosupresyjnego czynnika transkrypcyjnego STAT3
(przekaznik sygnalu 1 aktywator transkrypcji) w tych
komorkach. Aktywacja STAT3 powodowata regulaCJQ
w dot czasteczek kostymulujacych na DC, jak réwniez
zwigkszata w nich ekspresje IDO (1ndoloam1no 2,3-
-dioksygenaza — enzym degradujacy tryptofan), tak jak
czynig to limfocyty CD4"CD25"Foxp3'. Powyzsze ba-
dania wskazuja wigc na wielokierunkowos¢ sposobu
dziatania opisywanych komorek. U myszy wykazano
réwniez obecnos¢ naturalnych limfocytéw regulatoro-
wych CD8'CD25"Foxp3* (1). Nalezy jednak zwroci¢
uwage, Ze poza wyzej przytoczonymi wynikami badan
(1, 4, 5) brak jest w dostgpne;j literaturze danych na te-
mat naturalnego wystgpowania tych komorek, dlatego
tez ich rola nie zostala ustalona. Obecnie przyjmuje sig,
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ze limfocyty te sa zaangazowane w utrzymanie toleran-
cji wobec wilasnych tkanek oraz ze biora udziat w regu-
lacji odpowiedzi immunologicznej m.in. wobec pato-
genow czy komorek nowotworowych (24).

Niezaleznie od naturalnego wystgpowania limfocy-
tow regulatorowych CD8"CD25 Foxp3*, komorki o ta-
kim typie i funkcji moga by¢ rowniez indukowalne (25,
38). Mahic i wsp. (25) wykazali mozliwo$¢ generowa-
nia u cztowieka indukowanych limfocytow regulatoro-
wych CD8"CD25"Foxp3* z komoérek CD8*CD25-
w wyniku ich dlugotrwatej stymulacji antygenowe;. Lim-
focyty te produkowaty IL-10, TGF-B i prostaglandyng
E2, ale nie wydaje sig, aby mialo to wiodace znaczenie
w ich dziataniu hamujacym proliferacj¢ 1 wydzielenie
cytokin przez limfocyty efektorowe, gdyz proces ten
zalezat od kontaktu komodrka—komorka. Intrygujacym
jest fakt, ze limfocyty te nie tylko nie wptywaly na
cytotoksyczne czasteczki efektorowe w limfocytach
CD8", lecz same wykazywaly ich ekspresjg, co, zdaniem
autorow, ma dowodzi¢ dwojakiej natury komorek
CD8'CD25"Foxp3, tj. wspodtistnienia funkcji efektoro-
wej 1 regulatorowe;.

W 2007 r. (38) ukazaly sig wynlkl interesujacych ba-
dan, w ktorych ujawniono wazna rolg indukowanych
limfocytéw CD8"CD25'Foxp3* w utrzymaniu statusu
immunologicznego uprzywilejowania (immune privi-
lege) oka, a wigc w ochronie jego delikatnych struktur
1 narzadow przed niejednokrotnie niszczacym wpltywem
stanu zapalnego. Jednym z elementéw odpowiedzial-
nych za utrzymanie tego statusu jest nablonek barw-
nikowy teczowki (IPE, iris pigment epithelium), m.in.
ze wzgledu na to, ze bierze udzial w utrzymaniu inte-
gralnosci bariery krew/oko. Niezaleznie od tego, we
wzmiankowanych powyzej badaniach Sugita i wsp.
(38) wykazali, ze IPE, najprawdopodobniej za posred-
nictwem mTGF-B, indukowat konwersje¢ limfocytow
CD8'CD25 Foxp3~ do komorek regulatorowych o fe-
notypie CD8"'CD25"Foxp3*, ktore produkowatly IL-10
1 TGF-B 1 wykazywaly wtasciwos$ci supresorowe wo-
bec limfocytow efektorowych. Limfocyty efektorowe
CD8, aby znalez¢ si¢ w cieczy wodnistej komor oka,
po opuszczeniu naczyn krwionosnych teczoéwki i do-
staniu si¢ do jej zrgbu musza przenikna¢ poprzez IPE.
Sugita i wsp. (38) postuluja, ze na tym etapie komorki
nabtonka barwnikowego teczéwki w sposob zalezny od
kontaktu komorka—komorka (tj. zachodzacy z udziatem
mTGF-B 1 czasteczek kostymulujacych serii B7 obec-
nych na ich powierzchni) indukuja konwersj¢ efektoro-
wych limfocytow CD8" do komorek regulatorowych
CD8'CD25'Foxp3*. Limfocyty te maja wywiera¢ nie-
specyficzne dziatanie supresorowe za posrednictwem
produkeji TGF-B i w ten sposob bra¢ aktywny udziat
W powstawaniu 1 utrzymaniu statusu immunologiczne-
go uprzywilejowania przedniego odcinka oka. Zalicza-
nie tych limfocytow w poczet ,.indukowanych™ moze
by¢ dyskusyjne, gdyz nie powstaja w organizmie w od-
powiedzi na stymulacjg antygenowa, jakkolwiek do ta-
kich zostaty przyporzadkowane przez Pomi¢ i wsp. (28).
Naten nlezwyk%y status immunologiczny narzadu wzro-
ku sktada si¢ rowniez zjawisko immunologicznej od-
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mienno$ci komory przedniej oka (ACAID, anterior
chamber-associated immune deviation), ktére jest for-
ma lokalnej i obwodowe;j tolerancji immunologiczne;j,
powstajacej w odpowiedzi na antygen wprowadzony do
przedniej komory oka i utrzymywanej przez antygeno-
wo specyficzne limfocyty regulatorowe, m.in. przez
komorki Treg i limfocyty Tyd". ACAID jest zjawiskiem
niezwykle korzystnym, gdyz zmniejsza ryzyko wysta-
pienia wewnatrzgatkowych zapalen, u podtoza ktorych
leza nieprawidlowe reakcje immunologiczne oraz po-
prawia przezycie przeszczepu rogéwki (27). Wyniki
badan Jianga i wsp. (16) sugeruja, ze réwniez limfocyty
o fenotypie CD8Foxp3* stanowia grup¢ komorek re-
gulatorowych zaangazowanych w wywotanie i utrzyma-
nie ACAID, ale w odréznieniu od komorek opisywa-
nych przez Sugitg i wsp. (38) komorki te sa indukowa-
ne przez antygen, a supresja przez nie wywotywana jest
antygenowo swoista. Za indukowane limfocyty regula-
torowe mozna roéwniez uzna¢ komorki o fenotyple
CDS8*Foxp3* opisane przez Kappg i wsp. (18) i Hahna
1 wsp. (13). Wyniki uzyskane przez pierwsza grupg ba-
daczy (18) wskazuja na mozliwo$¢ generowania anty-
genowo specyficznie dziatajacych komorek regulatoro-
wych CD8*Foxp3* oraz pozwalaja przypuszczac, ze
moga bra¢ one udzial w indukcji tolerancji transplanta-
cyjnej. Splenocyty uzyskane od transgenicznych myszy
Rag-/- (brak dojrzatych limfocytow T i B) z receptorem
TCR swoistym wobec albuminy jaja kurzego (OVA,
owalbumina) aktywowano w obecnos$ci lub nieobecnos-
ci TGF-B z uzyciem APC, ktore wykazywaly ekspresj¢
OVA. W obecnosci tej cytokiny dochodzito do indukcji
limfocytow CD8Foxp3*, ktoére w sposéb zalezny od
APC hamowaty aktywno$¢ OVA-specyficznych limfo-
cytow cytotoksycznych oraz proliferacje OVA-specy-
ficznych komorek CD4*. W badaniach tych stwierdzo-
no réwniez, ze TGF-p jest niezbedny do wygenerowa-
nia limfocytéw CD8Foxp3*, ale podobnie jak IL-10,
nie bierze bezposredniego udziatu w regulatorowym
dziataniu tych komorek. Wyniki innych badan (13) wska-
zuja na rolg indukowanych limfocytow CD8Foxp3™
produkujacych TGF-Bf w hamowaniu reakcji autoim-
munologicznych w mysim modelu tocznia rumieniowa-
tego.

Z powyzszych danych wynika, ze stan wiedzy na
temat komorek regulatorowych CD8*CD25"Foxp3*
1 CD8" Foxp3™ jest stosunkowo niewielki, szczegdlnie
w poréwnaniu do Treg i nie uprawnia do wyprowadza-
nia generalnych konkluzji na ich temat. Wydaje sig, ze
przytaczane wyniki badan nalezy traktowac z pewna
ostroznoscia do czasu, kiedy obecnos¢, rola i sposob
dziatania tych komorek nie zostana gruntownie prze-
badane, ustalone i potwierdzone, tak jak ma to miejsce
w przypadku limfocytow regulatorowych o fenotypie
CD4°CD25"Foxp3™.

Limfocyty regulatorowe
o fenotypie CD8:CD122+ i CD8:CXCR3*
W 1995 r. Suzuki 1 wsp. (39) wykazali, ze u myszy
pozbawionych czasteczki CD122, czyli tancucha f re-
ceptora dla IL-2, dochodzito do nadaktywnosci uktadu
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immunologicznego, wzmozonej granulopoezy i uposle—
dzonej erytropoezy. Cigzka anemia prowadzita do smier-
ci zwierzat w czasie pierwszych 3-4 miesigcy zycia.
Rifa’i 1 wsp. (31) stwierdzili, ze adoptywny transfer
limfocytow CD8"CD122* myszom pozbawionym cza-
steczki CD122 normalizowat te zaburzenia 1 zapobie-
gal $mierci zwierzat. Wykazano ponadto, ze wprowa-
dzenie do myszy transgenicznych Rag-/- limfocytow
CD8'CD122 prowadzito do cigzkiej anemii 1 granulo-
cytozy, a nastgpnie $mierci zwierzat. Wyniki tych badan
wskazywaty, ze przy braku komoérek CD8"CD122" lim-
focyty CD8"CD122" ulegaja spontanicznej aktywacji,
prowadzacej do wyzej wymienionych zaburzen. Uzys-
kane rezultaty pozwolity na sformutowanie wniosku,
ze subpopulacja limfocytow CD8"CD122* stanowi pulQ
naturalnych komorek regulatorowych, co zostato w p6z-
niejszym czasie potwierdzone i doktadniej zbadane (7,
32, 36). Komorki te zmniejszaja produkcje IFN-y przez
docelowe, tj. juz zaktywowane limfocyty CD4" i CD8"
oraz hamuja ich proliferacje. Rozpoznanie komoérek
docelowych ma miejsce za posrednictwem konwencjo-
nalnej interakcji migdzy kompleksem MHC klasy I
a receptorem TCR (32) oraz kostymulujacej interakcji
migdzy receptorem CD28 ijego ligandami CD80/CD86
(36), bez udziatu APC, co odrdznia opisywane komorki
od limfocytow regulatorowych o fenotypie CD4'CD25*
(31, 32, 36). Limfocyty CD8"CD122" po rozpoznaniu
komorek docelowych staja si¢ aktywnymi limfocytami
regulatorowymi produkujacymi IL-10. W badaniach in
vitro bezsprzecznie udowodniono udziat IL-10 w me-
chanizmie ich supresorowego oddziatywania (31, 32,
36). Nie wiadomo natomiast, w jaki sposob limfocyty
te wywieraja swoje dzialanie na komorki docelowe in
Vivo; przypuszcza sig, ze moga by¢ w to zaangazowane
mechanlzrny inne niz sekrecja [L-10 (7, 32).

Na pojawiajace si¢ pytanie, czy komorki regulatoro-
we o fenotypie CD8'CD122" pozostaja w zwiazku/za-
leznos$ciach z limfocytami Treg, nie mozna odpowie-
dzie¢ przy dzisiejszym stanie wiedzy. Zaklada sig
jednak, ze obie grupy komorek zgodnie wspotdziataja
W utrzymaniu immunologicznej homeostazy. Nalezy tez
zwroci¢ uwage, ze limfocyty regulatorowe o fenotypie
CD8'CD122" dziataja na juz zaktywowane komorki
docelowe, co sugeruje, ze ,,wlaczaja si¢” w pdznej fazie
reakcji immunologicznej, biorac raczej udziat w wyga-
szaniu burzliwie przebiegajacych reakcji immunologicz-
nych niz w hamowaniu specyficznych odpowiedzi im-
munologicznych, obejmujacych procesy autoimmuno-
logiczne (32).

Fenotyp CD8'CD122" jest podobnie problematyczny
jak CD4*CD25" w przypadku Treg. Czasteczka CD122
(tancuch B receptora dla IL-2) stanowi niejako odpo-
wiednik czasteczki CD25 (tancuch a receptora dla 1L-2),
a wige pozwala na identyfikacje subpopulacji komorek,
w obrebie ktorych znajduja si¢ limfocyty o wiasciwos-
ciach regulatorowych, lecz nie stanowi ich swoistego
markera. Wiele typow komoérek wykazuje ekspresje
czasteczki CD122, a co wazniejsze, zanim odkryto
wlasciwos$ci regulatorowe limfocytoéw CD8*CD122%,
komorki o takim fenotypie uznawane byly i nadal sa,
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za limfocyty pamigci (40). Pojawia si¢ wigc pytanie,
jakie komorki naprawd¢ obejmuje subpopulacja
CD8'CD122*? Suzuki 1 wsp. (40) wskazali na dwa kie-
runki dzialan, ktére mozna podjaé, aby ustali¢ te¢ kwe-
stig: nalezy znalez¢ marker pozwalajacy zrdéznicowad
oba typy komorek lub zweryfikowaé hipoteze zaktada-
jaca, ze u myszy limfocyty o fenotypie CD8'CD122*
wykazuja dualng nature, a wigc w zaleznos$ci od oko-
liczno$ci moga zachowywac sig jak komorki regulato-
rowe badz jak centralne limfocyty pamigci. U myszy
mozliwe jest zroznicowanie efektorowych komorek pa-
migci od limfocytow regulatorowych, gdyz te pierwsze
charakteryzuje niska ekspresja CD62L (L-selektyna
— receptor zasiedlania) (40), natomiast nie jest mozliwe
zastosowanie tego markera dla rozdziatu komorek re-
gulatorowych od centralnych limfocytow pamigci, gdyz
oba typy komoérek wykazuja wysoka ekspresje CD64L
(CD8"CD122*CD62L"). Wyniki badan opublikowanych
w 2010 r. zdaja si¢ rozwiazywac t¢ problematyczna
kwestig. Dai 1 wsp. (6) odkryli, ze komoérki z subpo-
pulacji CD8"CD122* wykazujace ekspresje receptora
PD-1 (programmed death-1 receptor) posiadaja witasci-
wosci regulatorowe, natomiast limfocyty pozbawione
tego receptora sa komorkami pamigci. W badaniach tych
potwierdzono udziat IL-10 w regulatorowym oddziaty-
waniu komoérek CD8*CD122°PD-17, lecz rowniez wy-
kazano, ze dzialanie to jest zalezne od PD-17, poniewaz
zablokowanie tego receptora znosito supresjg prolifera-
cji komorek docelowych. Wyniki tych badan potwier-
dzity wigc, ze subpopulacja o fenotypie CD8"CD122*
obejmuje dwie odrgbne pod wzgledem czynnos$ciowym
grupy komorek. Sugerowatoby to, ze korelacja migdzy
wystgpowaniem czasteczki CD122 i wlasciwosci regu-
latorowych limfocytow CDS8* jest przypadkowa, co jed-
nak nie wydaje si¢ sluszne. Faktem jest, ze w sposob
bezposredni nie udowodniono powiazania molekuty
CD122 z powstawaniem i/lub utrzymywaniem tych
wiasciwosci, lecz posrednio wskazuje na to nadaktyw-
nos¢ uktadu immunologicznego u myszy pozbawionych
tej czasteczki. Sw1adczq 0 tym rowniez Wyn1k1 badan
uzyskanych przez Lee i wsp. (19). Badacze ci wykazali
bowiem, ze blokowanie czasteczki CD122 u myszy cier-
piacych na autoimmunizacyjne zapalenie mézgu i rdze-
nia kregowego (EAE, experimental autoimmune ence-
phalomyelitis), stanowiace zwierzecy model stwardnienia
rozsianego (MS, multiple sclerosis), wydtuzato istotnie
czas trwania objawéw EAE. Wykazano ponadto, ze
adoptywny transfer limfocytow CD8*CD122* w okre-
sie najwigkszego nasilenia objawow klinicznych istot-
nie je redukowat, wskazujac na wazna rol¢ tych komo-
rek w fazie zdrowienia. Uzyskane wyniki pozwalaja mie¢
nadziejg, ze limfocyty te moga sta¢ si¢ w przysziosci
uzytecznym narzqdzwm klinicznym w kontrolowaniu
zapalenia mozgu 1 rdzenia kregowego na podtozu auto-
immunologicznym, jak np. MS.

Limfocyty regulatorowe o fenotypie CD8*CD122" nie
pokrywaja si¢ z charakteryzowanymi wcze$niej komor-
kami regulatorowymi CD8'CD25Foxp3* i CD8 Foxp3®,
gdyz nie wykazano w ich obrgbie ekspresji Foxp3 (31).
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Limfocyty regulatorowe o fenotypie CD8*CD122" nie
zostaly wykryte w organizmie czlowieka, co wyraznie
nurtowato badaczy, ktorzy odkryli te komorki u myszy.
Zaktadali oni bowiem, ze skoro sa nieodzowne dla utrzy-
mania homeostazy immunologicznej organizmu myszy,
to powinny posiada¢ swoje ,,ludzkie odpowiedniki”,
dlatego tez podjeli badania, majace za cel ich identyfi-
kacj¢ (35). Porownanie profilu ekspresji genow w ob-
rgbie subpopulacji mysich limfocytow o fenotypach
CD8*CD122* i CD8*CD122" ujawnilo preferencyjna
ekspresje receptora chemokinowego CXCR3 przez
pierwsza subpopulacje. W kolejnym etapie badan oce-
niano limfocyty czlowieka o fenotypie CD8'CXCR3"
pod katem obecnosci aktywno$ci regulatorowej 1 stwier-
dzono, ze taka aktywnos$¢ posiadaja. Komorki te, na
podobienstwo limfocytéw CD8"CD122", produkowaly
IL-10 i wykazywaty dziatanie hamujace na syntezg
IFN-y przez komorki CD8*CXCR3". Dlatego tez auto-
rzy przytaczanych badan postuluja, aby uzna¢ limfo-
cyty cztowieka o fenotypie CD8*CXCR3* za odpowied-
nik mysich komorek regulatorowych CD8"CD122*. Nie
zostalo ustalone, czy wspotwystgpowanie receptora
CXCR3 i whasciwosci regulatorowych pozostaje ze soba
w zwiazku, czy tez jest to dzieto przypadku. Pozbawie-
nie myszy czasteczki CD122 prowadzilo do $mierci
zwierzat, podczas gdy brak receptora CXCR3 nie miat
takich nastgpstw, co sugerowatoby brak jego powiaza-
nia z dzialaniem regulatorowym. Shi i wsp. (35) probu-
jajednak broni¢ tezy, ze receptor CXCR3 moze by¢ za-
angazowany w to dzialanie, wskazujac na to, ze u my-
szy CXCR3™", u ktorych wywotano EAE, dochodzito
do wydluzenia czasu wyst¢gpowania objawow klinicz-
nych choroby. Sprawe komplikuje dodatkowo fakt, ze
receptor CXCR3 wystepuje rowniez na komorkach
efektorowych, bierze udzial w migracji 1 rozmieszcze-
niu limfocytow CD8" oraz ma odgrywac¢ kluczowa role
w wywotywaniu ostrego odrzutu przeszczepu (14). Na
pytanie o jednolitos¢ czynnosciowa ludzkich limfocy-
tow o fenotypie CD8"CXCR3*, Shi i wsp. (35) odpo-
wiadaja w analogiczny sposob, jak uczynili to w odnie-
sieniu do mysich komoérek CD8"CD122": albo ta sub-
populacja obejmuje dwie odrgbne pod wzgledem czyn-
nosciowym grupy komorek, tj. regulatorowe i efektoro-
we, lecz brak swoistych markerow uniemozliwia ich
zroéznicowanie, albo limfocyty wchodzace w jej sktad
maja podwojna naturg, a wigc moga si¢ zachowywac
zaréwno jak komorki regulatorowe, jak i efektorowe.
Nalezy mie¢ nadziejg, ze w najblizszym czasie zostang
podjete prace badawcze wyjasniajace/rozstrzygajace t¢
kwestie.

Limfocyty regulatorowe o fenotypie CD8:CD28-

Do najwczesniejszych doniesien, zawierajacych wia-
rygodne dane na temat regulatorowego dziatania komo-
rek z subpopulacji CD8"'CD28", nalezy praca Freedma-
naiwsp. z 1991 r. (12), w ktorej autorzy opisali supre-
sorowe zachowanie takich limfocytow czlowieka. Jed-
nak dopiero badania Najafiana i wsp. (26) prowadzone
na myszach przyniosty przekonywujace dowody na re-
gulatorowa/supresorowa role limfocytow o fenotypie
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CD8*CD28", jak rowniez na ich udziat w mysim mode-
lu choroby autoimmunizacyjnej. Wykazano, ze myszy
nie posiadajace czasteczki CD28 sa naturalnie niewraz-
liwe na czynna indukcje EAE. Mogloby to sugerowac
rolg tej molekuty w indukcji EAE, jednak stwierdzono,
ze réwniez pozbawienie tak zmodyfikowanych myszy
limfocytow CD8" przywraca podatno$¢ na chorobe.
Ponadto myszy pozbawione zarowno czasteczki CDS,
jak 1CD28 (CD8-/-CD28-/-) réwniez wykazywaty wraz-
liwos¢ na EAE. Poza tym wykazano, ze u myszy pozba-
wionych czasteczki CD8 (CD8-/-) rozwijalo si¢ EAE
0 znacznie cigzszym przebiegu, w poréwnaniu do zwie-
rzat kontrolnych, tj. z ekspresja CD8, a adoptywny trans-
fer limfocytow CD8*CD28" do myszy CD8-/- zmniej-
szal istotnie nasilenie choroby, podczas gdy podanie
komoérek CD8"'CD28" nie wplywalo na jej przebieg.
Godne uwagi jest to, ze w niektorych eksperymentach
badacze nie sortowali komoérek o fenotypie CD8"CD28,
lecz po prostu uzywali limfocytoéw CD8* pozyskanych
od myszy pozbawionych ekspresji czasteczki CD28
1 komorki te wykazywaly dziatanie supresorowe porow-
nywalne do limfocytow CD8*CD28", wysortowanych
od myszy niezmienionych genetycznie (26). W bada-
niach tych wykazano, ze limfocyty CD8"CD28 hamo-
watly produkcje IFN-y przez limfocyty CD4" specyficz-
ne dla mielinowej glikoproteiny oligodendrocytow, co
prawdopodobnie lezato u podstaw ich profilaktyczne-
go 1 terapeutycznego dzialania.

Wyniki tych badan jasno wskazuja, ze brak czastecz-
ki CD28 nie jest przypadkowo zbiezny z wystgpowa-
niem wlasciwosci regulatorowych lecz ze faktycznie je
determinuje, jakkolwiek rowniez obecnos¢ czqsteczkl
CD8 jest z nimi powiazana. Nalezy przypomnie¢, ze
czasteczka CD28 wystgpuje konstytutywnie na kilku-
dziesieciu % limfocytow CD4" 1 CD8" (cho¢ z wiekiem
% komorek CD28" znacznie spada, nawet do 10%
w przypadku limfocytéw CD4"), stanowiac ich glowna
molekute kostymulujaca; poprzez oddzialywanie z re-
ceptorami CD80 i CD86 na APC bierze udzial w akty-
wacji (drugi sygnat) limfocytow T (42).

W badaniach in vitro oceniano zard6wno antygenowo
specyficzne, jak i niespecyficzne limfocyty regulatoro-
we o fenotypie CD8"CD28" i na takie dwie grupy po-
dzielono te komorki. Trudno powiedzie¢, czy podziat ten
1 zwigzane z nim konkluzje faktycznie odzwierciedlaja
stan, jaki ma miejsce in vivo. Antygenowo specyficzne
limfocyty regulatorowe CD8'CD28" r6znia si¢ od swo-
ich niespecyficznych odpowiednikéw zarowno pod
wzgledem fenotypowym, jak 1 sposobu oraz sily dziala-
nia. Fenotyp niespecyficznych antygenowo limfocytow
CD8*CD28" zostat gruntownie oceniony w badaniach
Fenoglio i wsp. (8), w ktorych stwierdzono m.in., ze
komorki te sa pozbawione ekspresji czynnika transkryp-
cyjnego Foxp3 oraz czasteczki CD56 (czasteczka adhe-
zyjna wystepujaca m.in. na komérkach NK)), a ponadto
nie wykazuja obecnosci lub ewentualnie niska ekspre-
sj¢ czasteczki CD127, czyli tancucha a receptora IL-7.
Molekuta ta jest zaangazowana w generowanie i prze-
zywalnos$¢ limfocytow pamigcei, a komorki efektorowe
posiadaja jej wysoka ekspresje (17). Opierajac si¢ na wy-

nikach tych badan, mozna okresli¢ fenotyp omawianych
komoérek jako CD8*CD28 CD56 Foxp3 CD127""",
Wykazano ponadto, ze limfocyty te nie wykazywaty pro-
liferacji po stymulacji z uzyciem réznych antygenow,
co sugeruje ich anergiczna naturg (8). Antygenowo nie-
specyficzne komorki CD8"CD28 pozbawione sa czyn-
nika transkrypcyjnego Foxp3 oraz czasteczki CD62L
(33) 1 CTLA-4 (26), podczas gdy ich ekspresj¢ wykazu-
Jja antygenowo swoiste odpowiedniki tych limfocytow
(33). Zaburzenia w generowaniu antygenowo niespe-
cyficznych limfocytow CD8'CD28  obserwowano
w przebiegu réznych choréb autoimmunizacyjnych,
obejmujacych stwardnienie rozsiane, toczen rumienio-
waty 1 twardzing uktadowa (8, 10), co wspiera hipotezg,
ze patogeneza tych chorob moze pozostawaé w zwiaz-
ku z redukch lub utrata whasciwosci regulatorowych,
przez wyzej wymienione komorki (8). Badania z ostat-
nich lat wskazuja, ze limfocyty te moga wywiera¢ dzia-
tanie protekcyjne przed odrzuceniem przeszczepu wat-
roby (20, 21).

Mechanizm regulatorowego wptywu nieswoistych
antygenowo limfocytow CD8"CD28" byl okreslany
przez Filaci i wsp. (9). Stwierdzono, ze komorki te wy-
wieraja dziatanie supresorowe na proliferacje DC oraz
antygenowo specyficznych limfocytow CD4" a ponad-
to hamuja antygenowo specyficzna odpowiedz cytotok-
sycznych limfocytow T poprzez redukcje ekspresji cza-
steczek HLA klasy I na powierzchni komorek docelo-
wych, a w dziataniach tych posredniczy IL-10.

Ludzkie antygenowo specyficzne limfocyty regula-
torowe CD8'CD28 moga by¢ generowane in vitro
w wyniku powtarzanej stymulacji komorek jednojadrza-
stych krwi obwodowej (PBMC) allogenicznymi (23) lub
ksenogenicznymi (3) APC badz tez wtasnymi APC eks-
ponowanymi na dziatanie konwencjonalnych antygenow
(15). Limfocyty te rozpoznaja antygen w kontekscie bia-
tek MHC klasy I na stymulacyjnych APC i powoduja
ich przeksztatcenie w tolerogenne APC, poprzez indu-
kowanie na powierzchni tych komorek hamujacych re-
ceptorow ILT-3 1 ILT-4 (immunoglobulin-like receptors)
oraz poprzez redukcje ekspresji czasteczek kostymulu-
jacych, takich jak CD80 1 CD86 (22, 23). Tak zmodyfi-
kowane APC nie przekazuja limfocytom CD4" wystar-
czajaco silnego sygnatu kostymulujacego, w wyniku
czego dochodzi do wywotania antygenowo specyficz-
nej niereaktywnosci limfocytéw CD4" pomocniczych.
Oprocz anergii tych komorek, tolerogenne APC moga
indukowa¢ powstawanie limfocytow regulatorowych
CD4°CD25" oraz CD8'CD28 (2, 37). Dochodzi wigc
do rodzaju dodatniego sprzezenia zwrotnego z samo-
napedzajaca sig petla, w ktorej tolerogenne APC gene-
ruja powstanie limfocytéw regulatorowych, a te z kolei
indukuja powstanie tolerogennych APC. Ostatnio opu-
blikowane wyniki badan (30) $wiadcza, Zze antygenowo
specyficzne limfocyty regulatorowe CD8"CD28 cechuje
znacznie silniejsze dziatanie supresorowe na komorki
docelowe, w poréwnaniu do ich niespecyﬁcznych od-
p0w1edn1kow Wskazuje to wigc, ze rozpoznanie anty-
genu przez limfocyty CD8"CD28" wzmaga ich whasci-
wosci regulatorowe 1 pozwala mie¢ nadziejg, ze w przy-



szlosci komorki te beda mogly zosta¢ wykorzystane
w antygenowo specyficznej terapii immunosupresyjnej
(30). Zwazywszy na to, ze naiwne limfocyty CD8"CD28~
nie posiadaja czynnika transkrypcyjnego Foxp3 i do-
piero stymulacja antygenowa wyzwala jego ekspresje
(33), mozna stawia¢ hipoteze, ze obecnos¢ Foxp3
w specyficznych antygenowo limfocytach CD8"CD28~
pozostaje w zwiazku z ich wzmocnionym dzialaniem
regulatorowym.
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