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Skin transplantation in mice as an animal model for functional analysis of T regulatory cells

Summary

The role of T regulatory cells (Tregs) in transplantology has been widely studied over the years. The mouse
model of skin transplantation is used as a quick and easy way to monitor the immune response of Tregs, vital
for creation and maintenance of homeostasis and immunological tolerance. This model is extremely useful in
the assessment of allograft rejection and immune tolerance induction dependent on Tregs. The procedure of
skin transplantation is widely used not only in transplantology, but also in studies on the effectiveness of various
immunosuppressive compounds and studies on autoimmune diseases, including diabetes, multiple sclerosis and
albinism. The improved protocol of mouse tail skin grafting is easy to master, and its wide application gives
many opportunities for new solutions in biomedical research.
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Model przeszczepu skory u myszy ma dtugg histo-
ri¢ w badaniach biomedycznych 1 jest stale ulepszany
1 modyfikowany, ze wzgledu na swoje zastosowa-
nie w medycynie. Jednym z tych zastosowan sa
badania nad limfocytami T regulatorowymi (Treg).
Dowiedziono, ze limfocyty T regulatorowe maja
kluczowe znaczenie w powstawaniu i utrzymywaniu
homeostazy oraz tolerancji immunologicznej, biora
udziat w patogenezie chorob autoimmunologicznych,
alergicznych, nowotworowych i w transplantologii.
Manipulacje Treg to obecnie duze pole do badan labo-
ratoryjnych prowadzacych do stworzenia skutecznych
terapii komoérkowych. Szereg projektéw zajmujacych
si¢ aktywnoscig komorek regulatorowych 1 ich rolg
w procesach immunologicznych stanowig badania
z wykorzystaniem modeli zwierzecych. Mysi model
przeszczepu skory to szybki i stosunkowo prosty
sposob monitorowania odpowiedzi immunologiczne;j
mediowanej przez limfocyty T regulatorowe. Model
ten ma szerokie zastosowanie w poszukiwaniu nowych
lekéw immunosupresyjnych, w badaniach biomarke-
row odrzucania przeszczepdéw narzadowych, leczeniu
chorob przeszczep przeciwko gospodarz (GVHD)
(33), leczeniu ran czy w badaniach nad chorobami
autoimmunologicznymi, takimi jak cukrzyca (20, 21,
34), stwardnienie rozsiane czy bielactwo (7, 10, 17).

Rys historyczny

Pierwsi procedurg przeszczepu skory u myszy
szczegotowo opisali w 1951 r. Billingham 1 Medawar
(3) w swoich badaniach nad odpowiedzig immunolo-
giczng. Stworzyli doskonate i uzyteczne narzedzie dla
badan biomedycznych nad odrzutami alloprzeszczepu.
Ich dokonania staty si¢ motorem do modyﬁkacp 1 po-
szukiwania nowych technik przeszczepiania skory.
Opracowali procedure pobierania skrawkow od dawcy,
przygotowania toza do przyjecia skrawkow u biorcy
oraz metody zaktadania opatrunku, chronigcego prze-
szczep. Opisali rowniez pracg ze skrawkami réznego
rodzaju 1 pochodzenia. Skrawki skory petnej grubo-
$ci — pinch grafts pobierane byly przy uzyciu pincety
i skalpela badZz nozyczek, tzw. thiersch grafts — ciensze
—sktadajace si¢ z warstwy naskorka i skory wlasciwej
bez tkanki podskornej, pozyskiwane byly poprzez
rozdzielenie wzdtuzne matzowiny usznej myszy lub
poprzez zdjgeie skalpu z ogona (3). Jako wiasciwe
miejsce do przyjecia przeszczepu — graftu, wskazali
skore grzbietowe] 1bocznej czesci klatki piersiowe;,
wstqpnle pozbaw10nq siersci, gdzie zebra pe}mq funk-
cj¢ stabilizatora miejsca przeszczepu i zmniejszaja
ryzyko przesunigcia si¢ przeszczepianych skrawkow.
W swoich badaniach wyrdznili dwa rodzaje toza: do-
pasowane (fitted grafts), w ktore idealnie wpasowuje



284

si¢ przygotowany skrawek skory oraz otwarte (open
fit grafts), na powierzchni ktérego przeszczepi¢ mozna
byto wieksza ilo$¢ skrawkoéw jednoczesnie. Stosowana
przez nich anestezja wymagata dootrzewnowej iniek-
cji mieszaniny pentobarbitalu sodu (nembutal). Dla
zabezpieczenie rany zakladano myszom opatrunek
z gazy i plastra, ktéry zdejmowany byt po ok. 7 dniach
od wykonanego zabiegu.

Donald i wsp. (2) w 1960 r. inspirujac si¢ wczesniej-
szymi dokonaniami, opracowali wlasng metod¢ prze-
szczepu skory z ogona, w ktorej toze do przeszczepu
wycinali rowniez na ogonie biorcy. Skrawki skory
umieszczano bezposrednio w tozu, nie byty mocowa-
ne, a jedynie zabezpieczane specjalnie opracowanym
opatrunkiem, ktory stanowita szklana, podtuzna tuba
o $rednicy 5 mm, naktadana bezposrednio na ogon, tak
aby w cato$ci zakrywatla miejsca przeszczepu. Na kon-
cu ogona zaktadany byt klips zabezpieczajacy szklang
tube przed zsuwaniem si¢ (2). Ten rodzaj opatrunku
miat umozliwi¢ obserwacj¢ miejsca przeszczepu od
momentu jego wykonania. Podobnie dla uwidocz-
nienia miejsca przeszczepu Sugarbaker 1 Chang (30)
w 1979 r. opisali metod¢ przeszczepu skory z ucha,
gdzie dla skrawka wszywanego w loze nie stosowano
zadnego dodatkowego opatrunku czy zabezpieczenia
rany. Umozliwiato to monitoring przeszczepu od
pierwszego dnia.

Mayumi i wsp. (23) w swojej pracy z 1988 r. opisali
metodyke przeszczepu skory z tulowia. Mysz dawca
poddawana byta eutanazji poprzez dyslokacje kregdw
szyjnych. Nastepnie z catej powierzchni grzbietowe;j
1 bocznej ciala zwierzecia, przy pomocy kremu depi-
lacyjnego usuwana byta sier§¢. Cata skora na odcinku
od szyi do bioder byta pobierana, a w kolejnym etapie
cigta przy pomocy skalpela na mniejsze fragmenty
wielko$ci ok 1 cm?. Tak przygotowane skrawki ptu-
kane byly w roztworze Hanka i przetrzymywane na
lodzie do momentu przeszczepu. Mysz biorca poddana
anestezji poprzez dootrzewnowa iniekcje¢ roztworu
pentobarbitalu sodu i ketaminy byta golona w obrgbie
klatki piersiowej i grzbietu. Przy pomocy nozyczek
wycinano dwa toza, z obu stron ciala zwierzgcia,
umieszczano w nich wczesniej przygotowane skraw-
ki, ktore wszywano przy pomocg nici chirurgicznej.
Opatrunek stanowita jalowa gaza i bandaz oraz plaster
zabezpieczajacy.

Od tego czasu sama procedura wielokrotnie podle-
gata modyfikacjom i ulepszeniom. Naukowcy mierzyli
si¢ z opracowaniem idealnego opatrunku, ktory nie
bedzie przynosit dyskomfortu zwierzgciu, a jednocze-
$nie zabezpieczy przeszczep w pierwszych dniach po
zabiegu przed przesuwaniem si¢ skrawka i probami
pozbycia si¢ go przez zwierze, takiego, ktory umozliwi
wzgledne monitorowanie rany bez zb¢dnego narazania
na stres biorcy przeszczepu. Obecnie stosuje si¢ row-
niez bezopatrunkowe techniki przeszczepiania skory,
szczegolnie przydatne w badaniach nad gojeniem si¢
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ran, gdzie mozliwo$¢ monitorowania procesu gojenia
si¢ przeszczepu jest bardzo istotna. W takim przypadku
zamiast opatrunku toze przeszczepu otacza specjalny
krazek (ring) z tworzywa, ktory mocuje si¢ wokot
rany przy pomocy szwow (22) lub kleju tkankowego.
Najnowsze zdobycze technologii pozwalaja na zatoze-
nie transparentnego, wodoodpornego i elastycznego,
a jednoczes$nie oddychajacego opatrunku w sprayu
(1). Na przestrzeni lat badacze poszukiwali rowniez
wlasciwej metody znieczulania, ktora usprawni pro-
cedure i umozliwi jej bezpieczny przebieg. Obecnie
najpowszechniejsza stosowang metoda jest anestezja
wziewna z 3% izofluranu. Stosuje si¢ rowniez iniek-
cje mieszaniny ketaminy i ksylazyny lub ketaminy
i medetomidyny (8, 29). Metodyka przeszczepu skory
u myszy byla i jest szeroko opisywana, a sam model
nadal jest czgsto stosowany jako idealny dla badan
nad chorobami autoimmunologicznymi, alergicznymi
1nowotworowymi. Optymalng procedurg szczegdétowo
opisano w dalszej czesci pracy.

Procedura przeszczepu skory z ogona myszy

Model przeszczepu skory z ogona znakomicie
sprawdza si¢ w ocenie odrzutu alloprzeszczepu i in-
dukcji tolerancji immunologicznej zaleznej od limfo-
cytow T regulatorowych. Przeszczep skory z ogona
jest procedura stosunkowo prosta do przeprowadzenia,
a sam transplant skory z ogona jest znacznie mniej
podatny na mozliwo$¢ niedokrwienia niz graft skory
petnej grubosci, pobrany z czesci tutowiowej zwierzg-
cia. Dodatkowo eliminuje mikrourazy zwigzane z go-
leniem fragmentow skory owlosionej przeznaczonej
do przeszczepu. Procedura jest wiarygodna, wysoce
powtarzalna i fatwa w monitorowaniu. Charakteryzuje
si¢ rowniez wysoka, blisko 100% przezywalnoscia
zwierzat. Stosowana w tym modelu anestezja wziewna
z 3% izofluranu jest duzo bezpieczniejsza i wigze si¢
zmniejsza ilo$cig ewentualnych powiktan w poréwna-
niu z iniekcyjna, ze wzgledu na skrécony do minimum
czas przebiegu samego zabiegu, jak i wybudzania si¢
myszy, a co za tym idzie — ogranicza stres zwierzecia
zwigzany z calg procedurg.

Przygotowania do zabiegu (ryc. 1):

* miejsce pracy powinno zosta¢ wlasciwie zorga-
nizowane, narze¢dzia, opatrunki i wszelkie pomoce
utozone tak, aby usprawni¢ przebieg procedury;

* niezbedne narzg¢dzia chirurgiczne: nozyczki, pin-
cety nalezy poddac¢ sterylizacji;

» do wykonania zabiegu niezbgdne beda: jatowe
gaziki, plaster opatrunkowy, skalpel, $rodek dezyn-
fekcyjny — roztwor 70% etanolu, octenisept, roztwor
0,9% NaCl, szalka Petriego, 16d;

« zaleca si¢ podanie myszy biorcy przed zabiegiem
dootrzewnowej iniekcji analgetyku, (np. buprenorfiny
w dawce 0,05 mg/kg masy ciala zwierzgcia), zapew-
niajagc w ten sposob dzialanie przeciwbodlowe bezpo-
srednio po zabiegu (8, 29).
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Przygotowanie skrawkow skory z ogona do
przeszczepu (ryc. 2):

» mysz dawce nalezy poddac eutanazji po-
przez dyslokacj¢ kregéow szyjnych lub w apa-
racie do eutanazji z dwutlenkiem wegla;

» zdezynfekowany ogon nalezy nacigc
skalpelem u nasady wzdluz, a nastgpnie przy
pomocy pincety zdje¢ delikatnie skalp z catej
dlugosci ogona, ptat skory umiesci¢ w 0,9%
NaCl w szalce 1 przetrzymywac na lodzie;

* przy pomocy skalpela nalezy pocia¢ frag-
ment skory na mniejsze ok. 10 mm dlugosci
fragmenty i pozostawi¢ w 0,9% NacCl.

Przebieg procedury (ryc. 3):

* mysz biorce nalezy umiesci¢ w pojemniku
indukcyjnym aparatu do anestezji wziewnej
dla matych gryzoni 1 podda¢ znieczuleniu 3%
izofluranem;

 uspione zwierze nalezy utozy¢ na boku
ciata na ptytce operacyjnej z maseczka inha-
lacyjna na pyszczku;

+ dla potwierdzenia, ze zwierz¢ wpro-
wadzono w stan glebokiej anestezji, nalezy
sprawdzic¢ jej czucie glebokie, zaciskajac fatd
skorny miedzy palcami konczyny tylnej;

* bok ciata nalezy doktadnie ogoli¢ przy
pomocy skalpela 1 zdezynfekowac octenisep-
tem;

* uzywajac plncety nalezy chwycié piat
ogolonej skory 1 unies¢ delikatnie do gory,
a nastgpnie przy pomocy nozyczek odcigé
fragment skory, tworzac toze o $rednicy ok.
8 mm?;

» w przypadku krwawienia nalezy osuszy¢
rang przy pomocy Jaiowego gazika;

* przygotowany wczesniej pOJedynczy
skrawek skory z ogona nalezy umlejscoww
bezposrednio w tozu i delikatnie przycisngé
jatowym gazikiem, jezeli okaze si¢ konieczne,
w celu dopasowania graftu, nadmiar skory
mozna delikatnie przycig¢, uzywajac nozy-
czek;

* jatowy gazik wielkos$ci ok. 1 cm? nalezy
umiejscowi¢ bezposrednio w miejscu prze-
szczepu, a nast@pnie zaloZyé plaster opatrunko—
wy wokot klatki piersiowej myszy, tak aby nie
przesunaé przeszczepu, a jednoczes$nie solidnie
przymocowac opatrunek do powtok ciala;

» opatrunek powinien by¢ odpowiednio
ciasno zatozony, ale nie moze powodowaé
dyskomfortu zwierzgcia ani uniemozliwiaé
swobodnego poruszania si¢ zwierzecia, nie
moze tez by¢ zatozony zbyt luzno, co mogtoby
skutkowac jego zsuni¢ciem si¢ albo przesunie-
ciem si¢ samego graftu pod opatrunkiem;

* po przeszczepie mysz biorc¢ nalezy umie-
sci¢ w oddzielnej klatce na czas odzyskania
przez nig catkowitej przytomnosci i obserwo-

Ryec. 3. Etapy procedury przeszczepu skéry z ogona
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Dzien 1

Dzien 5

Ryc. 4. Przeszczep skéry z ogona od myszy CS7BL/6 do
C57BL/6 w kolejnych dniach od wykonania procedury

wac, czy opatrunek nie powoduje dyskomfortu oraz
czy zwierzg¢ nie probuje si¢ go pozbyc

* przed podjeciem czynnos$ci zabiegowych na
kolejnej myszy, narzedzia nalezy zdezynfekowaé
roztworem 70% etanolu.

Opieka pooperacyjna:

* powolujac sie na niektore zrodta ze wzgledu na
stosowang w tej procedurze anestezje wziewna z izo-
fluranem, ktory nie ma dziata analgetycznego, zaleca
si¢ podawanie zwierzgciu po zabiegu syropu z para-
cetamolem w wodzie do picia (4 mg/ml), przez 7 dni
(29);

* bezposrednio po zabiegu zaleca si¢ przetrzymy-
wanie zwierzat w oddzielnych klatkach, ale jedynie do
momentu upewnienia si¢, czy zwierz¢ dobrze zniosto
procedur¢. Nastepnie mozna myszy przelozy¢ do
wspolnej klatki 1 przetrzymywac¢ w grupach kilkuosob-
niczych;

* monitoring zwierzecia po zabiegu powinien sku-
pi¢ si¢ na ocenie ogodlnego stanu zdrowia i behawioru
myszy, pomiarach masy ciata i kontroli pobieranej
paszy i wody;

* monitoring samego przeszczepu ze wzgledu na
opatrunek jest nieco utrudniony; zaleca si¢ zmiang
opatrunku 1 ocen¢ wizualng przeszczepu, udokumen-
towang wykonaniem zdjecia w 1., 3., 5.1 7. dniu od
przeszczepu (ryc. 4, 5), przy czym catkowite usunigcie
opatrunku mozliwe jest juz w 5. dniu od przeprowa-
dzonej procedury przeszczepu skory;

* kazdorazowa zmiana opatrunku i wykonanie
zdjecia przeszczepu wymaga poddania zwierzgcia ane-
stezji wziewnej 3% izofluranem. Mysz nalezy umie-
$ci¢ w pojemniku indukcyjnym aparatu do anestezji
wziewnej dla matych gryzoni i poddac¢ znieczuleniu 3%
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Dzien 7} o

Ryc. 5. Przeszczep skéry z ogona od myszy BALB/c do
C57BL/6 w kolejnych dniach od wykonania procedury, w dniu
3. wida¢ charakterystyczne dla odrzutu zaczerwienienie

izofluranem. U$pione zwierz¢ nalezy utozy¢ na boku
ciala na ptytce operacyjnej z maseczka inhalacyjng
na pyszczku, delikatnie przeciag¢ nozyczkami plaster
wzdtuz ciala zwierzgcia, a nastepnie bardzo delikatnie
usung¢ plaster z gazikiem, starajac si¢ nie naruszy¢
miejsca przeszczepu;

» w przypadku, gdy gazik przyklei si¢ do rany,
nalezy zwilzy¢ go roztworem 0,9% NaCl, usunacé,
a nastgpnie osuszy¢;

* nowy opatrunek nalezy przygotowac identycznie
jak pierwszy z jatowego gazika i plastra opatrunko-
wego.

Przedstawiony powyzej protokét opracowano na
podstawie wlasnej praktyki w zakresie przeprowa-
dzania procedury doswiadczalnej przeszczepu skory
umyszy w badaniach nad analiza wlasciwosci tolero-
gennych limfocytow T regulatorowych, w $wietle ich
wykorzystania jako terapii zmniejszajacej ryzyko od-
rzutu alloprzeszczepow narzadowych oraz z wykorzy-
staniem materiatow zroédlowych (8, 29, 30). Przeszczep
skory w kolejnych dniach obrazuja ryc. 4, 5, 6.

~

Dziefi 14t Dzier a4

B

Ryec. 6. Dzien 14. — przeszczep przyjety (A), przeszczep od-
rzucony (B)
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Limfocyty T regulatorowe

Znaczenie limfocytow T regulatorowych (Treg)
w transplantologii to obecnie szeroko badane zagadnie-
nie. Zarowno u ludzi, jak i na modelach zwierzecych
wykazano, ze za odrzucenie przeszczepu odpowie-
dzialny jest uktad odpornosciowy. Allogeniczne prze-
szczepy skory majg obecnie bardzo duze zastosowanie
w badaniach nad limfocytami Treg, jako tymi, ktore
warunkujg utrzymanie przeszczepu, a takze przeciw-
dzialajg jego odrzuceniu. Wsérod gtownych funkcji
Treg znajduja si¢: wytwarzanie tolerancji na antygen,
odpowiedz przeciwinfekcyjna, przeciwnowotworowa,
poszczepienna odpowiedz immunologiczna, tolerancja
wobec przeszczepow narzadowych (16, 25). Komorki
Treg to bardzo niejednorodna fenotypowo populacja
limfocytow T, sposrdd ktorych do najwazniejszych
subpopulacji wykazujacych czynnosci regulatorowe
zalicza si¢ komorki o fenotypie CD4+CD25+, komorki
NK oraz limfocyty Th1 i Th3 (4, 11). Do tej pory spo-
srod nich najlepiej scharakteryzowang grupe stanowia
limfocyty T CD4+CD25+Foxp3, czyli tzw. naturalne
Treg. W 1995 r. Sakaguchi 1 wsp. (28) jako pierwsi opi-
sali role limfocytow Treg CD4+CD25+ w patofizjolo-
gii chordb autoimmunizacyjnych. Odkryli, ze komorki
te sg kluczem do poznania mechanizmu rozwoju tych
schorzen. Zauwazyli, ze transfer limfocytow T CD4+,
ktére wykazuja na swojej powierzchni ekspresje cza-
steczek CD25 (tancuch a receptora IL-2) do myszy
zapobiega u nich swoistym narzagdowym 1 ogdlno-
ustrojowym chorobom autoimmunizacyjnym oraz
chorobie przeszczep przeciwko gospodarz (GVHD),
jako ze komorki te Wplywajq na utrzymanie tolerancji
immunologicznej poprzez ujemng regulacy; odpowie-
dzi 1mmunologlcznej na antygen wlasny i egzogenny.

Powszechnie uwaza sie, ze limfocyty T regulatorowe
znosza lub ostabiajg zdolnosci limfocytow B do pro-
dukcji przeciwciat pod wptywem antygenu, czyli maja
tzw. dziatanie supresyjne (18, 27, 30). Proces ten za-
chodzi poprzez bezposrednie oddzialywanie na komor-
ki efektorowe, czyli wymaga bezposredniego kontaktu
z komorka docelowa lub posrednio przez wptyw na
komorki prezentujace antygen (komorki dendrytyczne
1monocyty) w drodze mechanizmu opierajgcego si¢ na
produkcji i uwalnianiu supresyjnych cytokin (IL-10,
TGF-B) (6, 14, 16). Specyficznym markerem limfo-
cytow T regulatorowych jest czynnik transkrypcyjny
Foxp3, majacy decydujace znaczenie dla aktywnosci
regulatorowej tych komoérek. Czynnik Foxp3 powstaje
w wyniku translacji genu FOXP3 zlokalizowanego
w chromosomie X (4). Jest jednym z czynnikow
zaangazowanych w rozwoj 1 funkcjonowanie regula-
torowych limfocytow T. Kluczowe znaczenie dla pet-
nionych przez nie funkcji ma budowa biatka FOXP3.
Badania wykazaly, ze mutacje w poszczegolnych
domenach czynnika Foxp3 prowadza do rozwoju cho-
rob z autoagresji czy przewlektych zakazen nie tylko
u zwierzat, ale rowniez u cztowieka. Dowiedziono na
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modelu mysim, Ze czynnik transkrypcyjny Foxp3 pelni
bardzo wazna rol¢ w powstawaniu i roznicowaniu lim-
focytow T regulatorowych (4). Wspotczesne badania
bez watpienia potwierdzaja znaczaca role populacji
limfocytéw T CD4+CD25+ w regulowaniu odpowie-
dzi immunologicznej. W szczeg6lnosci ma to znacze-
nie w badaniach nad chorobami o autoimmunizacyj-
nym podtozu, w alergiach i transplantologii. Odkrycie
czynnika FoxP3 — gldwnego regulatora powstawania
1 funkcjonowania komorek Treg bylo krokiem milo-
wym w poznaniu molekularnych mechanizmoéw, ktore
nimi rzadza. Rola limfocytow regulatorowych zostata
potwierdzona w wielu badaniach opartych na modelach
zwierzecych (6, 14, 15, 20, 21, 34).

Zastosowanie mysiego modelu przeszczepu skory

Transplantacja to czesto jedyna skuteczna metoda
leczenia schytkowej niewydolnosci narzadowej, sta}d
tak duze pole do badan nad poprawg odleglego przezy-
cia i prawidlowego funkcjonowania przeszczepianych
narzadow allogenicznych. Jednym z gtéwnych celow
immunologii transplantacyjnej jest poszukiwanie sku-
tecznych metod indukowania u biorcy specyficznej to-
lerancji wobec antygenow dawcy, ktéra mogtaby sku-
tecznie uchroni¢ pacjenta przed péZznym odrzuceniem
przeszczepu oraz pozwolitaby uniknaé przewlekte;
terapii lekami immunosupresyjnymi (26). Wigksze zro-
zumienie wlasciwos$ci limfocytéw T regulatorowych
ma realne, znaczne korzysci w dziedzinie badan nad
przeszczepami. Fakt, ze mozna by indukowac¢ powsta-
wanie komorek regulatorowych przed przeszczepem
lub we wczesnym okresie po przeszczepieniu, daje
nadzieje na ograniczenie potrzeby nieswoistej terapii
immunosupresyjnej badz nawet catkowite jej wyeli-
minowanie (13).

Jak juz wspomniano, model przeszczepu skory
u myszy to szybka i stosunkowo prosta metoda moni-
torowania odpowiedzi immunologicznej, w szczeg6l-
nosci limfocytow T regulatorowych. Ma on szerokie
zastosowanie w badaniach nad efektywnoscia najroz-
niejszych zwiazkow i preparatow o dziataniu immu-
nosupresyjnym, indukcja tolerancji immunologicznej
oraz wptywem biologicznym przeciwciat blokujacych
(14). Long i wsp. w czasie wieloletniej pracy nad
limfocytami T regulatorowymi wielokrotnie siegali
po ten wiasnie model. Gdy mowi sie o skutecznej,
indukowalnej tolerancji immunologiczne, nalezatoby
przyjrze¢ si¢ dwom gldownym czynnikom, od ktoérych
ona zalezy. Pierwszy to ograniczenie do minimum
potencjalnie szkodliwej reakcji komorek efektoro-
wych biorcy na tkanki dawcy. Drugi to zwigkszenie
do maksimum ilo$ci reaktywnych komorek dawcy
(19). Badania na myszach pozwolily zrozumie¢, jak
wykorzysta¢ odpowiedZ immunologiczng organizmu
1 zjawisko tolerancji immunologicznej w transplan-
tologii, jak leczy¢ pacjentow po przeszczepach aby
zminimalizowa¢ stosowanie lekow immunosupresyj-
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nych, indukujac jednoczes$nie dlugofalowq tolerancje
na tkanki dawcy (19).

Specyficzna i selektywna obojetnos¢ (niewrazliwosc)
immunologiczna na alloantygeny dawcy moze by¢ wy-
wotana in vivo, co potwierdzajg badania. W oparciu
o model przeszczepu skory u myszy dowiedziono,
ze komorki T regulatorowe CD25+CD4+ wykazuja
dtugofalowg tolerancj¢ na alloantygeny dawcy (14).
Limfocyty T regulatorowe mozna podzieli¢ na dwie
populacje: naturalnie wyste;puj agce CD25+CD4+Treg,
ktore wytwarzane sa w grasicy, w obwodzie funk-
cjonujace jako dojrzate komorki T oraz indukowane
CD4+Treg, ktore pochodza z prekursora CD25-CD4+
lub z obwodowych komoérek CD25+CD4+ (19).
Zdolnos¢ limfocytow Treg CD4+CD25+ do hamo-
wania odpowiedzi limfocytow efektorowych stwarza
realng szans¢ wykorzystania ich w terapii immunosu-
presyjnej 0sob po przeszczepach allogenicznych (18).
Wedtug niektorych badaczy, podawanie pacjentom
limfocytéw Treg CD4+CD25+ w okresie przedtran-
splantacyjnym, a nastgpnie po transplantacji narzadu
moze zapobiegac rozwojowi choroby GVHD (18, 32).
W innych badaniach wykazano rowniez, ze limfocyty
Treg zdolne sg rowniez do hamowania funkcji limfo-
cytow Thl oraz Th2, dzigki czemu mogg kontrolowac
odpowiedz immunologiczng w stosunku do alergenow
(12, 18). Dowiedziono réwniez, ze naturalnie pojawia-
jace sie CD4+ Treg powstajace w grasicy, pozostajace
pod transkrypcyjna kontrola foxp3 maja kryterialn
znaczenie dla obwodowej homeostazy. W badaniach
nad naturalnie wystepujacymi FOXP3+CD4+ przed-
stawiono dowody na ochronne dziatanie limfocyty
Treg wzgledem alloprzeszczepu w oparciu o natu-
ralnie wystepujace FOXP3+CD4+ Treg, ale rowniez
FOXP3CD4+ nieregulatorowe (6). Udokumentowano,
ze indukowana tolerancja immunologicznej zaleznej
od alloantygendw moze wielorako oddziatywac na caty
uktad immunologiczny. W odniesieniu do transplan-
tacji klinicznych sugeruje si¢ zwrocenie szczegolnej
uwagi nie tylko na protekcyjnie dziatanie limfocytéw
Treg w stosunku do przeszczepu, ale rowniez na po-
tencjalne znaczenie komorek efektorowych. Biorac
pod uwagg niska liczebnos¢ naturalnych Treg (nTreg)
mozliwo$¢ generowania protekcyjnych Treg in vivo
pochodzacych ze znacznie wigkszej puli alloreak-
tywnych nieregulatorowych limfocytéw T wydaje si¢
atrakcyjng metoda indukcji tolerancji immunologiczne;j
w badaniach klinicznych (6).

Istniejg niepodwazalne dowody na to, jak mysie
modele eksperymentalne podkreslity znaczenie lim-
focytow Treg w transplantologii. Dostarczyly one
waznych informacji odno$nie do dziatania §rodkéw
immunosupresyjnych, pozwolity lepiej zrozumieé
znaczenie czynnika FOXP3 czy w koncu utatwily
strategi¢ planowania dalszych badan nad indukowalnag
tolerancjg immunologiczng Treg-zalezna. Ze wzgledu
na zasadniczg r6znice pomiedzy mysimi i ludzkimi
limfocytami T regulatorowymi trudno jest jednak
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dokona¢ bezposredniego przeniesienia wynikow do
kliniki (19), dlatego tez nalezy rownoczes$nie rozwijac
badania na modelach zwierzecych oraz w ludzkich
badaniach klinicznych.
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