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Abstract
Introduction: At present, severe asthma is a particular clinical problem. An important role is attributed to dysfunction of
nTreg subpopulations of lymphocytes in the pathogenesis of asthma. Therefore, the purpose of this study was to identify
markers of nTreg cell function in patients with severe and mild to moderate asthma.
Material and methods: The study included sixty patients with asthma (30 with severe and 30 with mild to moderate
asthma). The control group comprised 30 healthy volunteers. The diagnosis of asthma was confirmed accordance with
generally accepted recommendations (GINA 2008). nTreg immunophenotype CD4/CD25/CD127/FoxP3/GITR/CD152/CCR5/
/CCR7 was evaluated by multicolor flow cytometry.
Results: We showed a significant reduction in the percentage of nTreg (76%) cells and the expression of CD152 (46.2%) in
patients with severe asthma compared with mild-moderate asthma (85.5% and 86.7%; p < 0.05). It was observed that the
transcription factor FoxP3 expression in nTreg cells positively correlated with FEV1 in patients with severe asthma (r = 0.53;
p < 0.05). It was also found that the ratio nTregCCR5*/TeffCCR5* was significantly reduced in patients with severe asthma
(0.91) compared with mild-moderate (1.58) asthma and control groups (1.55; p < 0.001).
Conclusions: There are phenotypic differences in nTreg lymphocytes between patients with severe and mild-moderate
asthma. This fact may confirm nTreg cell dysfunction and indicate that the potential markers (FoxP3, CD152, CCR5), can be
used to monitor the effectiveness of treatment of bronchial asthma, especially severe disease.
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Streszczenie

Wstep: Cigzka postac astmy oskrzelowej stanowi obecnie szczegélny problem kliniczny. W patogenezie astmy istotng rolg
przypisuje sie dysfunkcji subpopulacji limfocytéw nTreg. Dlatego celem pracy byfa identyfikacja markeréw czynno$ciowych
limfocytéw nTreg u chorych na astme cigzkg i umiarkowang—tagodna.

Materiat i metody: Do badania zakwalifikowano 60 pacjentéw z rozpoznang astmg oskrzelowa (w tym 30 z ciezkg i 30
z umiarkowana—-tagodna postacig choroby). Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych ochotnikéw. Diagnoza astmy oskrzelowej
zostata postawiona zgodnie z powszechnie akceptowanymi zaleceniami — GINA 2008. Materiatem badanym byta krew
zylna pobrana na K,EDTA. Oceng immmunofenotypu CD4/CD25/CD127/FoxP3/GITR/CD152/CCR5/CCR7, limfocytéw nTreg
wykonano technikg wielokolorowej cytometrii przeptywowe;.
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Whyniki: Wykazano, znamienne obnizenie odsetka limfocytéw nTreg (76%) i ekspresji CD152 (46,2%) u chorych na
astme ciezkg w poréwnaniu z astmg umiarkowang—tagodna (85,5% i 86,7%; p < 0,05). Zaobserwowano, ze ekspre-
sja czynnika transkrypcyjnego FoxP3 w limfocytach nTreg dodatnio korelowata z FEV1 u chorych na astme ciezkg
(r=0,53; p < 0,05). Stwierdzono takze, ze obliczony wspéiczynnik nTregCCR5*/TeffCCR5* byt znamiennie obnizony
u chorych na astme cigzkg (0,91) w poréwnaniu do astmy umiarkowanej-tagodnej (1,58) i grupy kontrolnej (1,55;

p < 0,001).

Whioski: Istniejg réznice fenotypowe w subpopulacji limfocytéw nTreg miedzy chorymi na astme ciezkq i umiarkowang—
—fagodna. Fakt ten moze potwierdzi¢ dysfunkcje limfocytéw nTreg i wskazaé na potencjalne markery (FoxP3, CD152,
CCRb), ktére mogg by¢ uzyte do monitorowania efektywnosci leczenia astmy oskrzelowej, a zwtaszcza cigzkich postaci

choroby.

Stowa kluczowe: astma, nTreg, FoxP3, CD152, GITR, CCR5, CCR7

Wstep

Astma oskrzelowa jest chorobg, w ktérej do-
minuje przewlekly proces zapalny umiejscowiony
w drogach oddechowych. W klasycznym ujeciu
immunopatomechanizm astmy charakteryzuje sie
wzmozong produkcja cytokin przez subpopulacje
limfocytéw Th2, nadprodukcja alergenowo swo-
istych przeciwciat klasy IgE, obecnoscia aktywo-
wanych komoérek tucznych oraz populacji granu-
locytéw [1]. Astma nie jest choroba jednorodng —
posiada wiele fenotypow, w ktérych patomecha-
nizm jest odmienny od klasycznego. Jednak
szczeg6lnym problemem klinicznym jest ciezka
astma oskrzelowa, w ktérej moze wystepowac opor-
no$¢ na leczenie glikokortykosteroidami [2]. Dlate-
go wcigz poszukuje sie nowych mozliwosci lecze-
nia ciezkiej postaci choroby i duze nadzieje wiaze
sie z farmakologiczng lub immunologiczna mody-
fikacja funkcji limfocytéw regulatorowych T CD4".

Limfocyty regulatorowe T CD4" sa odpowie-
dzialne za utrzymanie homeostazy, polegajacej na
hamowaniu odpowiedzi immunologicznej w sto-
sunku do wlasnych antygenéw i nadmiernej od-
powiedzi na czynniki zewnatrzpochodne, w tym
alergeny. Subpopulacja limfocytéw Treg CD4" nie
jest jednorodna fenotypowo i funkcyjnie. Wsréd
niej mozna wyréznié, naturalne limfocyty regula-
torowe (nTreg) o podstawowym immunofenotypie,
opisywanym jako CD4*CD25"¢"CD127""Foxp3*
oraz indukowane limfocyty regulatorowe (iTreg)
o immunofenotypach — CD4'CD25"#Foxp3”,
CD4*CD251L-10*IL-4"(Tr1), CD4*TGF-8* (Th3) [3].
Wykazano, ze limfocyty regulatorowe moga spra-
wowacé supresyjna funkcje, poprzez oddziatywanie
w sposéb bezposredni i posredni na komérki efek-
torowe uczestniczace w reakcji zapalnej. Do pet-
nienia funkcji przez limfocyty Treg potrzebna jest
ekspresja czasteczek, ktére jednoczesnie charakte-
ryzuja te subpopulacje. Naleza do nich: CD152
(CTLA-4, cytotoxic T lymphocyte-associated antigen
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4), GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor),
TGF-g (tumor growth factor-f), jak i cytokiny: TGF-
p czy IL-10 [3, 4].

Zaobserwowano, ze limfocyty nTreg moga
wykazywaé dziatanie supresyjne zaréwno we-
wnatrz tkanek limfatycznych, jak i na obwodzie —
w miejscach, gdzie dochodzi do reakcji odporno-
Sciowej [5]. Uwaza sie takze, ze odpowiednia lo-
kalizacja komérek Treg jest niezbedna do prawi-
dlowego dziatania, a zaburzenia w ich migracji
moga by¢ przyczyna ostabienia wlasciwosci supre-
syjnych in vivo. W migracji limfocytéw regulato-
rowych, do miejsca zapalenia kluczowa role odgry-
waja chemokiny i ich receptory. Poczatkowo uwa-
zano, ze dla subpopulacji limfocytéw nTreg naj-
bardziej charakterystyczne sa receptory CCR4
i CCR8. Pézniejsze badania dowiodly obecnoéci na
ich powierzchni réwniez innych receptoréw che-
mokinowych, takich jak CCR5 czy CCR7 [6, 7].
Wykazano miedzy innymi, ze limfocyty Treg po-
zbawione receptora CCR5 charakteryzuja sie osta-
bieniem wtasciwosci supresyjnych, a brak ekspre-
sji receptora CCR7 na tych komérkach hamuje ich
migracje do miejsca procesu zapalnego, co przy-
czynia sie do nadmiernej odpowiedzi immunolo-
gicznej [6, 7].

W badaniach nad limfocytami nTreg najwie-
cej probleméw sprawia jednoznaczna identyfika-
cja. Wyniki badanh wykazaly, ze nie ma jednego
markera, ktéry jest swoisty dla tej populacji komé-
rek. Wiekszo$¢ markeréw charakterystycznych dla
limfocyt6w nTreg pojawia sie réwniez na aktywo-
wanych limfocytach efektorowych [8]. Wykorzy-
stanie techniki wielokolorowej (oémiokolorowej)
cytometrii przeptywowej pozwolito na ocene po-
pulacji limfocytéw nTreg wysortowanych z krwi
obwodowej. Umozliwito r6wniez jednoczesna oce-
ne obecnosci marker6w odpowiedzialnych za funk-
cje oraz receptoré6w chemokinowych.

Warto podkresli¢, ze wyniki badan nad lim-
focytami regulatorowymi T CD4" w patogenezie
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astmy sa sprzeczne, jednak wiekszoé¢ badaczy
postuluje, iz istotng role w jej przebiegu moze od-
grywaé dysfunkcja naturalnych limfocytéow Treg
[9, 10]. Dotychczas nie ma wynikéw prac ekspery-
mentalnych pozwalajgcych na réwnoczesna oce-
ne o$miu charakterystycznych markeréw limfocy-
téw nTreg u chorych na astme. Bazujgc na przed-
stawionych danych, celem zaprezentowanych ba-
dan byta identyfikacja markeréw czynno$ciowych
limfocytéow nTreg u chorych na astme cigzka i ast-
me umiarkowang-tagodng przy uzyciu wielokolo-
rowej cytometrii przeplywowej.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano 60 pacjentéw
z rozpoznang astma oskrzelowg (w tym 30 z ciezka
i 30 z umiarkowang i fagodna postacia choroby).
Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych ochotni-
kéw. Z badania wylaczono osoby palace tyton
i pacjentéw w niestabilnym stanie klinicznym. Na
podstawie historii choréb zebrano dane demogra-
ficzne i kliniczne.

Diagnoze astmy oskrzelowej potwierdzono na
podstawie wywiadu i zmiennos$ci obturacji drég
oddechowych, zgodnie z powszechnie akceptowa-
nymi zaleceniami — GINA 2008 [1]. Stopien ciez-
kosci choroby oceniono zgodnie z definicjg uzyta
w badaniach grupy ENFUMOSA [11].

Pacjenci zakwalifikowani do grupy chorych na
astme ciezka wymagali stalego leczenia wysokimi
dawkami steroidéw wziewnych (= 1600 ug/d. bu-
dezonidu lub beklometazonu, 800 ug/d. flutikazo-
nu lub réwnowaznika). W przypadku przewleklej
doustnej steroidoterapii wymagane dawki lekéw
wynosity 800 ug/d. budezonidu lub beklometazo-
nu, 400 wpg/d. flutikazonu lub réwnowaznika. Po-
nadto pacjenci z astma ciezka wymagali dtugotrwa-
tej terapii dlugodziatajacym -agonista (LABA, long
acting g-agonist; formoterol w dawce 9 mcg/daw-
ke, 2 x d. lub salmeterol 50 mcg/dawke, 2 X d.)
lub doustna teofiling (200-300 mg 1-2 X d.). Mimo
intensywnej terapii przeciwzapalnej, astma w tej
grupie pacjentéw nie byta w pelni kontrolowana,
a w roku poprzedzajacym wlaczenie do grupy ba-
danej pacjenci ci mieli co najmniej jedno zaostrze-
nie choroby podstawowej. Przed postawieniem
ostatecznego rozpoznania astmy ciezkiej wyklu-
czono potencjalne choroby wspoélistniejace oraz
niestosowanie sie pacjentéw do zalecen lekarskich
— jako czynniki utrudniajace uzyskanie optymal-
nej kontroli choroby. Pacjenci wlaczeni do grupy
astmy umiarkowanej—-tagodnej stosowali maksy-
malnie 800 pg/d. budezonidu lub beklometazonu,
500 ug/d. flutikazonu albo réwnowaznika. Wszy-

Tabela 1. Charakterystyka badanej grupy
Table 1. Characteristics of the study group

Astma Astma
ciezka umiarkowana-
Severe —tagodna
asthma Mild-moderate
asthma
n 30 30
Wiek (lata = SD) 49 + 14,5 42 + 13,5
Age (years + SD)
Pte¢ (K : M) 16:14 15:15
Sex (W : M)
Czas trwania choroby (lata = SD) 16 + 8,7 10+ 6,3
Duration of illness (years + SD)
Atopia (% = SD) 82% 88%
Atopy(% = SD)
FEV, (I = SD) 26 +05 35+08
FEV, (% = SD) 55% + 15,9 89% + 16,1
clgk (kUA/L = SD) 272 + 284 251 + 92
ACT (punkty = SD) 10,4 £ 29 22 £ 35

(points = SD)

scy pacjenci wlgczeni do grup badanych nie otrzy-
mywali innych lekéw immunosupresyjnych niz
glikokortykosteroidy. U kazdego pacjenta wykona-
no badanie spirometryczne, punktowe testy skér-
ne oraz test kontroli astmy (ACT). Atopie zdefi-
niowano jako co najmniej jeden dodatni wynik
(> 3 mm) w punktowym teécie skérnym z pane-
lem alergenéw [12]. Charakterystyke badanych
grup przedstawiono w tabeli 1.

Wszyscy pacjenci zostali poinformowani
o celu, metodyce badan i wyrazili pisemna zgode
na udzial w badaniach. Badania przeprowadzono
za zgoda Uczelnianej Komisji Etyki Badan Nauko-
wych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (numer
RNN/17/09/KE).

Materialem badanym byta krew zylna pobra-
na na wersenian dwupotasowy (K,EDTA). Od kaz-
dego pacjenta 8 ml krwi zylnej nawarstwiano na
12 ml podloza Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich).
Komorki jednojgdrzaste (PBMCs) wyizolowano
przez wirowanie 2500 obrotéw na minute przez 30
minut w gradiencie gesto$ci. Bezwzgledna liczbe
i odsetek komoérek jednojadrzastych oznaczano
analizatorem pentra DX 120 w celu sprawdzenia
odsetka zywych, wyizolowanych komérek. Czy-
stoé¢ komérkowa pozwalajaca na przystapienie do
etapu sortowania musiata by¢ wyzsza niz 80% lim-
focytow.

Procedura sortowania
Limfocyty CD4"* wyizolowano w procesie se-
paracji negatywnej — procedura jednostopniowa
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(Miltenyi Biotec, Stany Zjednoczone). Do wyizo-
lowanych w gradiencie gestosci komérek jedno-
jadrzastych dodano mieszanine przeciwciat prze-
ciwko antygenom powierzchniowym: anty-CDS8,
CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR y/
/0 i CD235a (glikoforyna A), sprzezonych z bio-
tyng, po czym komoérki inkubowano 10 minut
w 4°C. Nastepnie dodano przeciwciala monoklo-
nalne przeciwko biotynie sprzezone z kuleczka-
mi magnetycznymi ,MicroBeads” i inkubowano
je z komérkami 15 minut w 4°C. W kolejnym eta-
pie magnetycznej separacji zawiesine komérek
przepuszczono przez kolumne LD. Limfocyty
CD4" przeptywaty przez kolumne LD i zostaty
zebrane do probowki natomiast wszystkie ko-
morki niebedace limfocytami CD4* pozostaty na
kolumnie. Czysto$é wysortowanej populacji lim-
focytow CD4" sprawdzano, znakujac komérki
przeciwcialami anty-CD4 (95% = 2,7) zgodnie
z procedurg firmowa (BD Bioscience), pomiaru
dokonywano cytometrem przeplywowym BD
FACS CANTO II.

Limfocyty o fenotypie CD4"CD25" wysortowa-
no w procesie separacji pozytywnej — procedura
dwustopniowa (Miltenyi Biotec, Stany Zjednoczo-
ne). Do subpopulacji limfocytéw CD4" dodano
kuleczki magnetyczne ,,MicroBeads” anty-CD25.
Po 15-minutowej inkubacji zawiesine komérek
przepuszczano przez kolumne MS. Limfocyty
CD4"CD25" optaszczone kuleczkami magnetycz-
nymi pozostaly na kolumnie, skad byty wyptuki-
wane za pomoca buforu i tloczka. Limfocyty
CD4"CD25, ktére przeszly przez kolumne, zosta-
ly zebrane do oddzielnej probowki. Czystos¢ wy-
sortowanej populacji sprawdzano, znakujac ko-
moérki przeciwciatami anty-CD4, CD25 (93,8%
+ 2,45) zgodnie z procedurg firmowa (BD Bioscien-
ce), pomiaru dokonywano cytometrem przeplywo-
wym BD FACS CANTO II.

Procedura znakowania komérek

Przeciwciatami monoklonalnymi skierowany-
mi przeciwko antygenom powierzchniowym CD4,
CD25, CD127, GITR, CD152, CCR5, CCR7 w steze-
niu zgodnym z procedura firmowg (BD Bioscien-
ce) wyznakowano 100 ul wysortowanych limfocy-
téw. Dobrze wymieszang zawiesine komorek inku-
bowano 20 minut, w ciemnos$ci, w temperaturze
pokojowej (20-25°C). Nastepnie komérki utrwala-
no przez 10 minut odczynnikiem Human FoxP3
Buffer A (BD Pharmingen). W celu zwiekszenia
przepuszczalno$ci blon komérkowych komérki
permeabilizowano buforem C (BD Pharmingen),
intensywnie mieszano i inkubowano przez 30 mi-
nut w temperaturze pokojowej (20-25°C). Nastep-
nie do zawiesiny komoérek dodawano przeciwcia-
fo anty-FoxP3 w stezeniu zgodnym z procedura
firmowa (BD Bioscience). Dobrze wymieszang za-
wiesing wyznakowanych komérek inkubowano
30 minut w ciemnosci, w temperaturze pokojowej
(20-25°C). Do analizy zbierano od 10 000-15 000
limfocytéw CD4" i CD4"CD25".

Do ustawienia napie¢ detektoréw cytometru
wykorzystano BD Cytometer Setup and Tracking
Beads (BD Bioscince). Kompensacje dla 8 koloréw
wykonano, uzywajgc pojedynczo wybarwionej
probki, dla kazdego fluorochromu z panelu uzy-
tych przeciwciat (tab. 2). Ze wzgledu na réwnole-
gle wykorzystanie 8 kanaléw cytometru i zwigza-
nych z tym probleméw z wzajemnag kompensacja
fluorescencji komérek w poszczegdélnych kanatach,
odstapiono od préby analizy koekspresji markeréw
GITR, CD152, CCR5, CCR7. Dodatkowo wykona-
no prébki kontrolne (FMO, fluorescence minus one)
dla oznaczanych antygenéw, ustawiajgc bramki na
wykresach tak, by wszystkie komérki prébki kon-
trolnej zostaly uznane za ujemne. Analizy ekspre-
sji poszczegblnych antygenéw dokonano przy uzy-
ciu oprogramowania FACS DIVA wersja 6.2. Bram-

Tabela 2. Przeciwciata monoklonalne uzyte do oceny immunofenotypu subpopulacji naturalnych limfocytéw regulatorowych T

Table 2. Monoclonal antibodies used to assess the inmunophenotype of natural regulatory T cells

Przeciwciato/Antibody Fluorochrom/Fluorochrome Klon/Clone Producent/Producer
Anty-Human CD4 AmCyan SK3 BD
Anty-Human CD25 FITC M-A251 BD Pharmingen
Anty-Human CD127 PerCP-Cy5.5 A019D5 BioLegend
Anty-Human FoxP3 V-450 236A/E7 BD Horizon™
Anty-Human GITR PE 621 BioLegend
AntyHuman CD152 APC BNI3 BD Pharmingen
Anty-Human CCR5 APC Cy7 2D7/CCR5 BD Pharmingen
Anty-Human CCR7 PE-Cy7 3D12 BD Pharmingen
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Rycina 1. Spos6b bramkowania naturalnych limfocytéw regulatorowych o immunofenotypie CD4*CD25""CD127"*FoxP3*GITR*CD152*
CCR5*CCR7*, wysortowanych z krwi obwodowej, przy uzyciu 8-kolorowej cytometrii przeptywowej. A. Ustawienie bramki na subpopula-
cji limfocytéw CD4*CD25™", B. Ustawienie bramki na subpopulacji limfocytéw CD4*CD25""CD127"". C. Ustawienie bramki na subpopula-
cji limfocytéw nTreg FoxP3*. D. Ustawienie bramki na subpopulacji limfocytéw nTreg CD152*. E. Ustawienie bramki na subpopulacji
limfocytéw nTreg GITR*. F. Ustawienie bramki na subpopulacji limfocytéw nTreg CCR5*. G. Ustawienie bramki na subpopulacji limfocy-
téw nTreg CCR7*

Figure 1. Gating strategy of natural regulatory T cells CD4*CD25"™"CD127"*FoxP3*GITR*CD152*CCR5*CCR7"* sorting from peripheral blood,
by using eight color flow cytometry. A. Gate for subsets of CD4* CD25"". B. Gate for subsets of CD4*CD25""CD127"". C. Gate for nTreg
subsets FoxP3*. D. Gate for nTreg subsets CD152". E. Gate for nTreg subsets GITR*. F. Gate for nTreg subsets CCR5". G. Gate for nTreg

subsets CCR7*

ke dla limfocytéw nTreg ustawiono na podstawie
immunofenotypu CD4*CD25""CD127""Foxp3*,
po czym analizowano odsetek komérek z ekspresja
antygenéw: GITR, CD152, CCR5, CCR?7 i $rednia
intensywno$¢ fluorescencji (MFC, mean fluore-
scence chanel) (ryc.1).

Uzyskane wyniki badan opracowano staty-
stycznie, korzystajac z programu STATISTICA
8.0 PL. Zmienne iloSciowe przedstawiono jako me-
diane, kwartyle gérny i dolny, minimum i maksi-
mum. Do poréwnania dwo6ch grup niezaleznych
uzyto testu U Manna-Whitneya. Do analizy kore-
lacji obliczano wspélczynnik rang Spearmana. Za
istotne statystycznie uznawano wartosci prawdo-
podobiefistwa p < 0,05.

Wyniki

Wykazano, ze odsetek naturalnych limfocytéw
regulatorowych CD4", jak i ekspresja markeréw,
ktére odpowiadaja za ich funkcje, sa obnizone
u chorych na ciezka astme oskrzelowa, w poréw-
naniu z chorymi na astme umiarkowana—-tagodna
i osobami z grupy kontrolne;j.

Wykazano statystycznie znamienne obnizenie
odsetka limfocytéw nTreg o immunofenotypie
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CD4'CD25"#"CD127"*FoxP3" u chorych na ciezka
astme oskrzelowa, w poréwnaniu z grupg chorych
na astme umiarkowang—tagodna (p < 0,05) i bada-
nymi z grupy kontrolnej (p < 0,01) (ryc. 2A,
tab. 3). Dodatkowo odsetek limfocytéw nTreg
FoxP3" dodatnio korelowat z odsetkiem wartosci
naleznej FEV1 u chorych na astme ciezkg (r = 0,53;
p < 0,05). Nie wykazano jednak takiej zaleznosci
u chorych na astme umiarkowang-tagodna. Wyka-
zano brak réznicy w odsetku limfocyté6w nTreg
z ekspresja GITR miedzy chorymi na astme ciezka
a umiarkowang-tagodna. Statystycznie znamienna
r6znice w ekspresji GITR zaobserwowano jedynie
miedzy grupa chorych na astme ciezkg a grupa
kontrolna (p < 0,05) (ryc. 2B, tab. 3). Wykazano
statystycznie znamienng r6znice w odsetku komé-
rek nTreg z ekspresjag antygenu CD152 miedzy
grupa chorych na astme ciezka a umiarkowang-—
fagodna (p < 0,05). Nie stwierdzono natomiast r6z-
nicy w ekspresji CD152 miedzy chorymi na astme
ciezka a grupa kontrolna (ryc. 2C, tab. 3).
Wykazano znamiennie nizszg intensywnos$é
fluorescencji (MFC) dla receptora GITR u chorych
na astme ciezka, w por6wnaniu z chorymi na ast-
me umiarkowang-tagodna i osobami z grupy kon-
trolnej (ryc. 2D, tab. 3). Nie stwierdzono natomiast
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Rycina 2. Poréwnanie odsetka naturalnych limfocytéw regulatorowych CD4*CD25*CD127**FoxP3* i ekspresji markeréw czynno$ciowych
GITR, CD152 na limfocytach nTreg oraz wskaznika $redniej intensywnosci fluorescencji (MFC) dla GITR i CD152 u chorych na astme cigzkg

(SA), umiarkowana—tagodng (MA) i w grupie kontrolnej (NC)

Figure 2. Comparison of the percentage natural regulatory T lymphocytes, CD4*CD25*CD127"*FoxP3* and expression of antigens GITR,
CD152 on nTregs and Mean Fluorescence Chanel (MFC) for GITR and CD152 on nTregs in patients with severe asthma (SA), mild-moderate

(MA) and the control group (NC)

r6znicy w intensywno$ci fluorescencji dla CD152
miedzy badanymi grupami (ryc. 2D, tab. 3).
Analizujac ekspresje receptor6w chemokinowych
CCR5 i CCR7 na limfocytach nTreg wysortowanych
z krwi obwodowej, nie stwierdzono znamiennej r6z-
nicy pomiedzy badanymi grupami (ryc. 3A, tab.4).
Nie wykazano takze statystycznie istotnej r6z-
nicy w intensywnosci fluorescencji (MFC) dla re-
ceptoré6w CCR5 i CCR7 na limfocytach nTreg oraz
miedzy grupa chorych na astme ciezka i umiarko-
wang-tagodng (ryc. 3B, tab. 4). Stwierdzono nato-
miast znamiennie nizsza intensywnosci fluore-
scencji dla receptor6w CCR5 (p<0,001) i CCR7
(p < 0,05) na limfocytach nTreg pomiedzy chorymi
na astme ciezka a grupa kontrolng (ryc. 3B, tab. 4).
Poddano takze analizie ekspresje receptorow
chemokinowych na limfocytach efektorowych.
Stwierdzono ze odsetek komérek CD4*CD25FoxP3’
CCR5" jest znamiennie wyzszy u chorych na astme
ciezkg, w poréwnaniu z pozostalymi grupami
(p < 0,01) (ryc. 4A, tab. 5). Nie zaobserwowano nato-
miast znamiennej statystycznie réznicy w odsetku lim-

focytéw CD4"CD25FoxP3'CCR7* pomiedzy badany-
mi grupami (ryc. 4A, tab. 5). Nie wykazano takze sta-
tystycznie istotnej ré6znicy w intensywnoéci fluore-
scencji (MFC) dla receptoréw CCR5 i CCR7 na lim-
focytach Teff miedzy grupa chorych na astme ciezka
i umiarkowang—tagodna (ryc. 4B, tab. 5). Dowiedzio-
no natomiast znamiennie nizszej intensywnosci flu-
orescencji dla receptoréw CCR5 (p < 0,001) i CCR7
(p < 0,05) na limfocytach Teff pomiedzy chorymi na
astme ciezka a grupa kontrolng (ryc. 4B, tab. 5).

Stwierdzono, ze obliczony wspélczynnik
nTregCCR5*/TeffCCR5" jest znamiennie obnizony
u chorych na astme ciezka, w por6wnaniu z chory-
mi na astme umiarkowana-tagodng i osobami z gru-
py kontrolnej (p < 0,001) (ryc. 5A, tab. 6). Nie za-
obserwowano znamiennych réznic miedzy badany-
mi grupami dla wspélczynnikéw nTreg/Teff i nTreg
CCR7"/Teff CCR7" (ryc. 5B, tab. 6). Nie stwierdzo-
no takZze znamiennych statystycznie réznic w wy-
liczonych wskaznikach MFC nTregCCR5*/MFC Teff
CCR5" i MFC nTreg CCR7*/MFC Teff CCR7"* mie-
dzy badanymi grupami (ryc. 5A i 5B, tab. 6).
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Tabela 3. Zmienne (mediana, dolny i gérny kwartyl, minimum i maksimum) opisujace odsetek naturalnych limfocytéw regu-
latorowych T CD4*, ekspresje ich markeréw czynnosciowych GITR, CD152 oraz wskaznik $redniej intensywnosci
fluorescenciji (MFC) GITR, CD152 na limfocytach nTreg

Table 3.

Variable (median, lower and upper quartile, minimum and maximum) describing the percentage of natural T regu-

latory cells CD4*, expression their markers GITR, CD152 and mean fluorescence intensity (MFC) for GITR, CD152,

on nTregs
nTreg Charakterystyki Astma cigzka  Astma umiarkowana-  Grupa kontrolna
liczbowe Severe asthma —tagodna Control group
Numerical Mild-moderate
characteristics asthma
% CD4*CD25""CD127"*FoxP3* Mediana/Median 76,0 85,5 93,6
Dolny i gérny kwartyl 57,5-81,7 78,9-93,1 84,4-95,7
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 24,7-96,2 63,2-98,1 59,0-96,6
% CD4+CD25"*"CD127"*FoxP3*GITR* Mediana/Median 60,1 83,9 89,0
Dolny i gérny kwartyl 51,4-83,1 74,3-90,5 77,1-90,1
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—-Max 21,1-95,5 43,6-95,6 70,3-93,2
% CD4*CD25"*"CD127"*FoxP3*CD152* Mediana/Median 46,2 86,7 91,4
Dolny i gérny kwartyl 36,5-92,2 79,5-93,6 88,4-91,5
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 23,8-96,6 67,7-95,1 75,9-92,1
MFC nTreg GITR* Mediana/Median 830 1470 1508
Dolny i gérny kwartyl 570-990 612-2664 1445-1535
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—-Max 519-2734 590-3720 760-1754
MFC nTreg CD152* Mediana/Median 1274 1166 1040
Dolny i gérny kwartyl 700-1400 990-1230 987-1060
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 500-1470 847-1290 880-1093
A nTregs CD4*CD25""CD127*"FoxP3* B nTregs CD4"CD25™"CD127""FoxP3*
NS
100 NS 2800 p < 0,001 p < 0,001

%

CCR5"

Badane grupy
Tested groups

CCR7*

MFC

ccrs* Badane grupy
Tested groups

CCR7~

Rycina 3. Poréwnanie odsetka limfocytéw nTreg z ekspresja receptoréw chemokinowych CCR5 i CCR7 oraz wskaznika $redniej
intensywnosci fluorescencji (MFC) dla CCR5 i CCR7 u chorych na astme cigzka (SA), umiarkowang—tagodng (MA) i w grupie

kontrolnej (NC)

Figure 3. Comparison of the percentage nTreg cells expressing the chemokine receptors CCR5 and CCR7 and Mean Fluorescence Chanel
(MFC) for CCR5 and CCR7 in patients with severe asthma (SA), mild-moderate (MA) and the control group (NC)
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Tabela 4. Zmienne (mediana, dolny i gérny kwartyl, minimum, maksimum) opisujace odsetek limfocytow nTreg z ekspresja
receptorow chemokinowych CCR5 i CCR7 oraz wskaznik sredniej intensywnosci fluorescenciji (MFC) dla CCR5 i CCR7 na

limfocytach nTreg

Table 4. Variable (median, lower and upper quartile, minimum, maximum) describing percentage of nTreg cells expressing
chemokine receptors CCR5 and CCR7 mean fluorescence intensity (MFC) for CCR5 and CCR7 on nTregs

nTreg Charakterystyki Astma cigzka  Astma umiarkowana-  Grupa kontrolna
liczbowe Severe asthma —tagodna Control group
Numerical Mild-moderate
characteristics asthma
% CD4*CD25""CD127"*FoxP3* CCR5* Mediana/Median 43,5 30,3 36,8
Dolny i gérny kwartyl 33,3-50,0 21,9-41,9 26,0-44,3
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—-Max 13,5-85,5 10,0-88,9 20,0-76,7
% CD4+CD25"*"CD127"“FoxP3*CCR7* Mediana/Median 78,9 72,5 74,5
Dolny i gérny kwartyl 63,3-84,0 54,7-81,6 66,7-79,6
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 37,7-871 40,2-92,9 50,0-98,0
MFC nTreg CCR5* Mediana/Median 1120 1262 1812
Dolny i gérny kwartyl 1015-1306 1124-1788 1261-2350
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 864-1842 758-2629 962-3694
MFC nTreg CCR7* Mediana/Median 1130 1519 1576
Dolny i gérny kwartyl 957-1381 1002-1797 1387-1876
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 708-1724 688-2199 1106-2898
A Teff CD4*CD25-FoxP3- B Teff CD4"CD25FoxP3" |, 4 5
: ; ' —NC
100 - NS MA 28001 p<0,01 —_——
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Rycina 4. Poréwnanie odsetka limfocytéw T CD4* efektorowych z ekspresja receptoréw chemokinowych CCR5 i CCR7 oraz wskaznika
$redniej intensywnosci fluorescencji (MFC) dla CCR5 i CCR7 u chorych na astme cigzkg (SA), umiarkowana—tagodng (MA) i w grupie

kontrolnej (NC)

Figure 4. Comparison of the percentage T CD4" effector lymphocytes expressing the chemokine receptors CCR5 and CCR7 and Mean
Fluorescence Chanel (MFC) for CCR5 and CCR7 in patients with severe asthma (SA), mild-moderate (MA) and the control group (NC)

Dyskusja

Pomimo licznych prac nad udziatem limfocy-
téw nTreg w patogenezie wielu choréb, nie ma
badan charakteryzujgcych subpopulacje o immu-
nofenotypie CD4"CD25"8"CD127"*FoxP3*GITR"
CD152"CCR5*CCR7" w ciezkiej astmie oskrzelo-
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wej. Wyniki zaprezentowanych badan wykazaly
uzytecznos¢ wielokolorowej cytometrii przeptywo-
wej w charakterystyce immunofenotypu
CD4*CD25"¢"CD127""FoxP3*GITR*CD152"
CCR5'CCR7"* komoérek nTreg. Wykazany obnizo-
ny odsetek limfocytéw nTreg, jak i zmniejszona
ekspresja markeréw, ktére odpowiadaja za ich
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Tabela 5. Zmienne (mediana, dolny i gérny kwartyl, minimum, maksimum) opisujace odsetek limfocytéw efektorowych T
CD4* z ekspresija receptorow chemokinowych CCR5 i CCR7 oraz wskaznik $redniej intensywnosci fluorescencji (MFC) dla

CCR5 i CCR7 na limfocytach efektorowych T CD4*

Table 5. Variable (median, lower and upper quartile, minimum, maximum) describing percentage of effector lymphocytes T
CD4* with expression chemokine receptors CCR5 and CCR7 and mean fluorescence intensity (MFC) for CCR5 and CCR7 on

effector lymphocytes T CD4*

Teff Charakterystyki Astma cigzka  Astma umiarkowana-  Grupa kontrolna
liczbowe Severe asthma —tagodna Control group
Numerical Mild-moderate
characteristics asthma
CD4*CD25FoxP3 CCR5* Mediana/Median 44,9 17,8 22,6
Dolny i gérny kwartyl 33,0-59,1 13,0-41,8 15,2-317,8
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 13,8-72,8 11,2-57,5 8,6-48,7
CD4*CD25FoxP3CCR7* Mediana/Median 81,3 87,1 86,8
Dolny i gérny kwartyl 75,7-90,2 78,6-90,9 76,1-89,5
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 66,8-94,9 65,2-94,9 63,4-96,2
MFC Teff CCR5* Mediana/Median 1293 1424 1869
Dolny i gérny kwartyl 1203-1545 1135-1576 1456-2098
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 1013-2301 899-2547 1043-3523
MFC TeffCCR7* Mediana 1759 2313 2454
Dolny i gérny kwartyl 1505-2198 1273-2649 1824-2654
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 1061-3888 1005-3791 1484-3293

funkcje GITRY, CD152", moze wskazywaé na za-
burzony mechanizm dziatania tych komérek u cho-
rych na astme ciezka. Wyniki badani innych auto-
réw sg czesto sprzeczne, co moze by¢ spowodowa-
ne réznicami w doborze grup badanych, wystepo-
waniem réznych fenotypéw astmy — zwlaszcza
ciezkiej jej postaci — a takze w metodyce badan.
Nalezy podkredlié, ze nie wszyscy badacze oznaczali
ekspresje czynnika transkrypcyjnego FoxP3. Uwa-
za sie, ze brak oceny ekspresji FoxP3, strategiczne-
go markera charakteryzujacego limfocyty nTreg,
ogranicza jednoznaczna identyfikacje i rozdzielenie
tej subpopulacji od limfocytéw efektorowych.

W przeprowadzonych przez Shi i wsp. bada-
niach na wysortowanych limfocytach CD4"CD25"
nie wykazano réznicy w liczbie naturalnych lim-
focytéow regulatorowych we krwi obwodowej,
w grupie chorych na astme i wéréd oséb zdrowych.
Zaobserwowano natomiast wzrost liczby limfocy-
téow nTreg w zaostrzeniach choroby. U chorych na
astme, ze stabilna postacig choroby, liczba limfo-
cytow Treg nie ulegla istotnym zmianom i komér-
ki te wykazywaty zdolno$é do supresji proliferacji
limfocytéw T efektorowych oraz do hamowania
produkciji cytokin przez limfocyty Th1 i Th2.
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W badaniach tych nie oznaczano jednak w limfo-
cytach nTreg obecnosci czynnika transkrypcyjne-
go FoxP3 [13].

Xue i wsp wykazali natomiast obnizenie od-
setka limfocytéw nTreg i ekspresji mRNA dla genu
FoxP3 w limfocytach nTreg u chorych na astme,
zwlaszcza w okresie zaostrzenia choroby [14]. Po-
dobne wyniki uzyskali Mamessier i wsp., ktérzy
rowniez zaobserwowali obnizenie odsetka limfo-
cytow Treg podczas nasilenia choroby [15].

Wielu badaczy podkresla role takze innych
czgsteczek, ktére sg potrzebne do pelnienia funk-
cji przez limfocyty nTreg, nie tylko FoxP3. Czg-
steczka CD152 (CTLA-4) dziata jako negatywny
regulator odpowiedzi immunologicznej. Wyniki
badan u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem
stawow potwierdzaja, ze nieprawidlowa ekspresja
CD152 jest przyczyna zaburzenia supresyjnej funk-
cji limfocytéow Treg [16, 17]. Wazne znaczenie
w dziataniu supresyjnym komérek nTreg odgrywa
takze transbtonowe biatko typu I nalezace do ro-
dziny receptoréw TNF (GITR), ktére konstytutyw-
nie wystepuje na powierzchni limfocytéw nTreg
[18]. O roli tego receptora moga $wiadczy¢ bada-
nia przeprowadzone na hodowlach ludzkich lim-
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Rycina.5. Poréwnanie wspétczynnikéw ekspresji receptoréw CCR5* i CCR7* naturalnych limfocytéw regulatorowych do ekspresji recepto-
row CCR5* i CCR7™ limfocytéw efektorowych. Poréwnanie wspdtczynnikéw $redniej intensywnosci fluorescencji (MFC) dla receptoréw
chemokinowych CCR5 i CCR7 na limfocytach nTreg do $redniej intensywnos$ci fluorescencji (MFC) CCR5 i CCR7 na limfocytach T CD4*
efektorowych

Figure 5. Comparison of the coefficients for natural regulatory cells expressing the chemokine receptors CCR5* and CCR7* to effector
lymphocytes expressing the receptors CCR5" and CCR7*. Comparison coefficients mean fluorescence intensity (MFC) for the chemokine
receptors CCR5 and CCR7 on nTregs to mean fluorescence intensity (MFC) for CCR5 and CCR7 on T CD4* effector lymphocytes

Tabela 6. Zmienne (mediana, dolny i gérny kwartyl, minimum i maksimum) opisujace wspétczynniki ekspresji receptorow
CCR5* i CCR7* naturalnych limfocytéw regulatorowych do ekspresiji receptoréw CCR5* i CCR7* limfocytow efektorowych.
Wspatczynniki sredniej intensywnosci fluorescencji (MFC) dla receptorow chemokinowych CCR5 i CCR7 na limfocytach
nTreg do sredniej intensywnosci fluorescencji (MFC) CCR5 i CCR7 na limfocytach T CD4* efektorowych

Table 6. Variable (median, lower and upper quartile, minimum and maximum) describing coefficients for natural regulatory
cells expressing the chemokine receptors CCR5* and CCR7* to T CD4" effector lymphocytes expressing the receptors
CCR5* and CCR7"*. Mean fluorescence intensity (MFC) for the chemokine receptors CCR5 and CCR7 on nTregs to mean flu-
orescence intensity (MFC) for CCR5 and CCR7 on T CD4* effector lymphocytes

Wspétczynnik Charakterystyki Astma cigzka  Astma umiarkowana—-  Grupa kontrolna
Coefficient liczhowe Severe asthma —tagodna Control group
Numerical Mild-moderate
characteristics asthma
nTreg/Teff Mediana/Median 0,12 0,11 0,11
Dolny i gérny kwartyl 0,09-0,14 0,09-0,12 0,07-0,13
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 0,05-0,27 0,06-0,2 0,03-0,18
nTreg CCR5*/Teff CCR5™* Mediana/Median 0,91 1,58 1,55
Dolny i gérny kwartyl 0,81-1,08 1,17-21 1,05-2,14
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 0,61-1,62 0,63-3,07 0,55-3,01
nTreg CCR7*/Teff CCR7* Mediana/Median 0,87 0,85 0,91
Dolny i gérny kwartyl 0,77-1,02 0,74-0,9 0,77-0,95
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—-Max 0,49-1,24 0,5-1,08 0,67-1,15
MFC nTregCCR5*/MFC Teff CCR5* Mediana/Median 0,84 0,99 0,98
Dolny i gérny kwartyl 0,69-1,04 0,75-1,29 0,75-1,15
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—-Max 0,58-1,16 0,48-1,90 0,55-2,42
MFC nTreg CCR7*/MFC Teff CCR7* Mediana/Median 0,63 0,70 0,72
Dolny i gérny kwartyl 0,54-0,75 0,62-0,79 0,61-0,85
Lower and upper quartile
Min.—Maks./Min—Max 0,41-0,88 0,54-0,84 0,53-1,11
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focytéow, do ktérych dodano przeciwciata blokujg-
ce czastke GITR, co spowodowato obnizenie zdol-
nosci supresyjnych komérek Treg. W zaprezento-
wanych badaniach wykazano, ze limfocyty nTreg
charakteryzuja sie nizsza ekspresja CD152 u cho-
rych astme ciezkg. Zmiany takiej nie zaobserwo-
wano natomiast w ekspresji GITR. Zhang i wsp.
wykazali, ze u chorych na astme limfocyty nTreg
charakteryzujg sie ekspresja CD152, GITR, TLR4
(toll-like receptor 4), LAP/TGF-81 (latency-associa-
ted peptide) i FoxP3 [19]. Nie stwierdzono jednak
znamiennych réznic w odsetku limfocytow nTreg
FoxP3" i ekspresji CD152" i GITR" miedzy pacjen-
tami z ostra i stabilng postacig astmy a grupa kon-
trolna [19].

Uwaza sie, ze dysfunkcja limfocytéw nTreg
moze prowadzi¢ do rozwoju ciezszej postaci ast-
my. Wyniki przedstawionych badan sa zgodne
z tg koncepcjg, czego dowodem jest wykazana wspét-
zalezno$¢ miedzy odsetkiem limfocytéw nTreg
FoxP3" a odsetkiem warto$ci naleznej FEV1 u cho-
rych na astme ciezka. W zaprezentowanych bada-
niach dowiedziono, Ze wraz ze wzrostem odsetka
komorek nTreg wzrasta natezona pojemno$c¢ jedno-
sekundowa. Oznacza to, ze u pacjentéw z ciezka
postacia choroby zwiekszenie liczby komérek nTreg
moze wplynaé na poprawe stanu klinicznego.

Tak jak wspomniano we wstepie, aby pelnié¢
swoja funkcje, limfocyty nTreg musza sie prze-
mieszczacd, a do tego niezbedne sa receptory che-
mokinowe. Wiadomo, ze aktywowane limfocyty
pomocnicze Th1, cytotoksyczne Tc1, regulatoro-
we T wykazuja ekspresje receptora chemokinowe-
go CCR5. Sugeruje sie, ze receptor CCR5 posred-
niczy w migracji komérek efektorowych do miej-
sca zapalenia i z jednej strony moze odgrywac role
prozapalna, z drugiej, gdy wystepuje na po-
wierzchni limfocytéw regulatorowych, moze od-
grywac role przeciwzapalnag [20]. Prozapalna
funkcje tego receptora potwierdzajg badania,
w ktérych wykazano ekspresje CCR5 na limfocy-
tach T efektorowych, w btonie maziowej u pacjen-
téw z reumatoidalnym zapaleniem stawow, a tak-
ze w oSrodkowym ukltadzie nerwowym u myszy
z doS§wiadczalnym autoimmunizacyjnym zapale-
niem mézgu i rdzenia kregowego (EAE, experi-
mental autoimmune encephalomyelitis) [21, 22].
Stwierdzono takze, ze receptor CCR5 uczestniczy
w migracji limfocytéw T do wysp trzustkowych
i jego ekspresja koreluje z ciezkoscia cukrzycy
w zwierzecym modelu do$§wiadczalnym [23].
Wykazano réwniez, ze brak ekspresji CCR5 upo-
§ledza migracje limfocyté6w efektorowych do
miejsc infekcji wirusowych i pasozytniczych (Try-
panosoma cruzei, Toxoplasma gonidii) [24-26].

Dowodéw na przeciwzapalna role receptora
chemokinowego CCR5 dostarczaja badania, w kt6-
rych wykazano, Ze jego brak jest zwigzany z na-
ciekaniem tkanek gospodarza przez alloreaktyw-
ne limfocyty T, ktére dziataja cytotoksycznie.
W badaniach na myszach wykazano, ze limfocyty
regulatorowe CD4*CD25" pozbawione receptora
CCR5 na swej powierzchni sa mniej efektywne
w zapobieganiu reakcji immunologicznej spowo-
dowanej choroba przeszczep przeciwko gospoda-
rzowi (GVHD) [7]. Kallikourdis i wsp. wykazali na-
tomiast, ze limfocyty regulatorowe mozna podzie-
li¢ na dwie subpopulacje: o silnych (CCR5") i sta-
bych (CCR5’) wlasciwosciach supresyjnych. Na
podstawie uzyskanych wynikéw badacze stwier-
dzili, ze limfocyty regulatorowe pozbawione recep-
tora CCR5 charakteryzuja sie mniejsza efektywno-
§cig w utrzymaniu tolerancji immunologicznej
miedzy matka a ptodem. Wyniki te sugeruja, ze
limfocyty Treg CCR5" moga stanowi¢ subpopula-
cje efektorowa limfocytéw regulatorowych [27].
Wydaje sie, ze brak r6wnowagi pomiedzy dwoma
subpopulacjami limfocytéw Treg CCR5" o wilasci-
wosciach przeciwzapalnych i Teff CCR5" o wtasci-
wosciach prozapalnych wplywa na nasilenie pro-
cesu zapalnego. Potwierdzeniem tego faktu moga
by¢ wyniki przedstawionych badan. Zaobserwo-
wane przez autoréw niniejszej pracy obnizenie
wspolczynnika limfocytéw nTreg CCR5" do Teff
CCR5", jak i zwiekszony odsetek limfocytéw efek-
torowych z ekspresja CCR5, moze sugerowac za-
burzenie réwnowagi immunologicznej pomiedzy
tymi subpopulacjami w astmie o cigzkim przebie-
gu. Wyniki zaprezentowanych badan sugeruja tak-
ze przewage prozapalnej funkcji tego receptora, co
moze skutkowac nasileniem reakcji zapalnej i roz-
wojem ciezszej postaci astmy. W pracy Casasa
i wsp. wykazano, ze ekspresja receptora CCR5 na
limfocytach CD4, byta podobna zaréwno u pacjen-
téw z alergia, jak i w grupie kontrolnej [28].

Wiadomo, ze receptor chemokinowy CCR7
spelnia wazng role w inicjacji nabytej odpowiedzi
immunologicznej, posredniczy bowiem w migra-
cji limfocytéw T dziewiczych i regulatorowych do
wtérnych narzadéw limfatycznych. Sugeruje sie
jednak, ze receptor CCR7 moze mie¢ takze znacze-
nie w regulacji odpowiedzi immunologicznej [29].
Wykazano, ze brak ekspresji receptora CCR7 na
limfocytach nTreg jest przyczyna nadmiernego
nasilenia odpowiedzi immunologicznej, co jest
spowodowane defektem w przemieszczaniu sie
tych komérek do weztéw chlonnych, a w konse-
kwencji uniemozliwia ich dzialanie w miejscu za-
palnym [6]. W zaprezentowanych badaniach nie
wykazano réznic miedzy analizowanymi grupami
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w odsetku limfocytéw nTreg CCR7" i wspdlczyn-
niku nTreg CCR7" do Teff CCR7", co sugeruje, ze
u pacjentéw z ciezka astma oskrzelowa migracja
limfocytéw nTreg do wtérnych narzadéw limfa-
tycznych nie powinna by¢ zaburzona na poziomie
komérkowym.

Dane z piSmiennictwa wskazuja na immuno-
regulacyjna role receptor6w CCR5 i CCR?7, totez ich
zmniejszona liczba na powierzchni limfocytéw
regulatorowych i efektorowych moze ostabia¢ mi-
gracje, natomiast zwiekszona liczba — nasila¢
migracje tych komoérek do miejsc, gdzie trwa od-
powiedz immunologiczna. Wykazana w przedsta-
wionych badaniach nizsza intensywnosé fluore-
scencji (MFC) dla receptor6w chemokinowych na
limfocytach nTreg i Teff u chorych na ciezka ast-
me moze wskazywaé posrednio na zmniejszona
gestosc¢ tych receptoréw na ich powierzchni. Mniej-
sza liczba receptor6w prowadzi do stabszej odpo-
wiedzi tych komorek na agonistéw receptoréw
chemokinowych, a co z tego wynika — do mniej-
szej zdolnosci przemieszczania sie tych komoérek
do miejsc objetych reakcja zapalna.

Oceniana ekspresja charakterystycznych mar-
keré6w czynnosciowych i receptoréw chemokino-
wych subpopulacji naturalnych limfocytéow regu-
latorowych u chorych na ciezkg i umiarkowana-—
tagodna astme przy uzyciu wielokolorowej cyto-
metrii przeptywowej pozwolila na potwierdzenie,
ze jest to optymalna metoda do scharakteryzowa-
nia komérek nTreg i odzielenia ich od limfocytéow
efektorowych. Stwierdzony obnizony odsetek lim-
focytéow nTreg o immunofenotypie CD4*CD25""
#CD127""FoxP3*GITR" oraz zaburzenie réwnowa-
gi immunologicznej pomiedzy subpopulacjami lim-
focytéw regulatorowych i efektorowych z ekspresja
receptora chemokinowego CCR5 moga potwierdzaé
ich dysfunkcje. Nie mozna takze wykluczy¢ deple-
cji subpopulacji indukowanych limfocytéw regula-
torowych i zmniejszonej ekspresji markeréw, ktére
odpowiadajg za ich funkcje u chorych na astme.

Whioski

1. Wielokolorowa cytometria przeplywowa
umozliwia jednoznaczna identyfikacje limfocytow
nTreg poprzez ocene wielu marker6w, w tym czyn-
nika transkrypcyjnego FoxP3, co pozwala na od-
dzielenie naturalnych limfocytéw regulatorowych
od efektorowych.

2. Istniejg r6znice fenotypowe miedzy grupa
chorych na astme ciezka i umiarkowana—tagodna
polegajace na obnizeniu ekspresji markeréw czyn-
nos$ciowych subpopulacji limfocytéw nTreg, co
moze potwierdzi¢ ich dysfunkcije.

3. FoxP3, CD152 i CCR5 mogg sie sta¢ marke-
rami efektywnosci leczenia, zwlaszcza ciezkich
postaci astmy. Wyniki przedstawionych badan
sugerujg, ze indukcja limfocytéw nTreg z wysoka
ekspresja FoxP3 i aktywnoscia supresyjna stwarza
nowe mozliwo$ci terapeutyczne, zwlaszcza w ciez-
kiej astmie.
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