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Streszczenie

Reakcja przeszczep przeciwko biorcy (GVHD - graft-versus-host-disease) jest jednym z najpowazniejszych powik-
tan ograniczajgcych stosowanie allogenicznej transplantacji szpiku. Uwaza si¢, ze GVHD jest ztozonym procesem
immunologicznym przebiegajacym w 3 fazach. W fazie pierwszej terapia kondycjonujgca (chemioterapia i/lub irra-
diacja mieloimmunoablacyjna) uszkadza tkanki, odstaniajac antygeny tkankowe biorcy oraz indukuje wydzielanie
cytokin prozapalnych m.in. TNF-a i IL-1. Dochodzi do zwigkszonej ekspresji antygenéw gtéwnego uktadu zgod-
nosci tkankowej — MHC i molekut adhezyjnych, co utatwia limfocytom T dawcy rozpoznawanie alloantygenéw. Fa-
za druga przebiega z udzialem limfocytéw T dawcy, ktére na skutek interakcji z komérkami prezentujgcymi anty-
gen (APC) biorcy ulegajg proliferacji, réznicowaniu i wytwarzajg cytokiny. Cytokiny te (IL- 2 oraz IFN-y) utatwia-
ja ekspansje limfocytéw T, indukujg limfocyty T cytotoksyczne (CTL), stymulujg odpowiedZ komérek NK oraz wy-
twarzanie IL-1 1 TNF-a przez fagocytujace komdrki jednojadrzaste. Faza trzecia, tzw. eferentna, mediowana przez
komorki efektorowe, w tym CTL i NK oraz cytokiny TNF-a i IL-1 oraz tlenek azotu (NO), przebiega z destrukcjg
docelowych dla reakcji GVHD tkanek biorcy. W artykule przedstawiono udziat i wzajemne interakcje limfocytéw
T dawcy, komérek NK, APC oraz udziat poszczegdlnych cytokin w patomechanizmie ostrej reakcji przeszczep prze-
ciw biorcy, bedacej powiktaniem allogenicznej transplantacji szpiku (Adv Clin Exp Med 2004, 13, 6, 1003-1011).

Stowa kluczowe, Th1, Th2, cytokiny, komérki prezentujace antygen, komdrki NK, limfocyty T cytotoksyczne.

Abstract

Graft-versus-host-disease (GVHD) is one of the major complications of allogeneic bone marrow transplantation.
GVHD is initiated by donor T cells specific against the host antigens. The immunobiology and pathophysiology of
acute GVHD can be divided in three sequential phases 1) effects of conditionig, 2) donor T-cell activation that con-
stitute the afferent phase, 3) and effector phase. Conditioning regimen (TBI and/or chemotherapy) leads to the acti-
vation of host cells with secretion of proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1, increased expression of MHC anti-
gens and adhesion molecules. In phase 2 donor T cells interact with host antigen presenting cells which in a con-
sequence underwent proliferation, differentation and secrete cytokines. These inflammatory cytokines (IL-2, IFN-y
enhance T-cell expansion, cytotoxic T cells, NK cells and prime mononuclear cells to produce TNF-a and IL-1.
Inflammatory cytokines in turn stimulate production of chemokines and recruite effector cells into GVHD target
organs. In phase 3 effectors mononuclear phagocytes triggered via secondary signals promote an inflammatory
response which together with CTL and NK leads to host target tissue destruction. This paper summarizes the novel
aspects of the immunobiology of acute GVHD (Adv Clin Exp Med 2004, 13, 6, 1003-1011).

Key words, Th1, Th2, cytokines, antigen presenting cells, natural killer, cytotoxic T cells.

Allogeniczna transplantacja szpiku kostnego przeciwko biorcy (aGVHD) jest jednym z najwaz-
(BMT) jest dzis uznang metoda stwarzajacg moz- niejszych powiklai ograniczajacych stosowanie
liwos¢ wyleczenia schorzen nowotworowych tej formy leczenia [1].

uktadu krwiotwoérczego. Ostra reakcja przeszczep Wystepowanie aGVHD wigze si¢ z reakcja
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limfocytéw T dawcy (obecnych w przeszczepie)
przeciwko antygenom biorcy obecnym na komor-
kach prezentujacych antygen (APC) z nastgpowq
dalszg rekrutacjg 1 aktywacjg limfocytéw T dawcy
oraz monocytéw i makrofagéw (tzw. faza aferent-
na). Na skutek tej dynamicznej interakcji migdzy
komoérkami oraz uwalniania cytokin dochodzi do
destrukcji tkanek docelowych (jelit, przewodéw
z6lciowych watroby oraz skéry) w wyniku apop-
tozy komorek (tzw. faza efektorowa). Klinicznym
nastepstwem tych proceséw immunologicznych
jest choroba przeszczep przeciw biorcy objawiajg-
ca si¢: biegunkg, z6ttaczkg i zmianami skérnymi
o réznym nasileniu.

W zaleznosci od obecnosci czynnikéw ryzy-
ka czgstos¢ wystepowania istotnego klinicznie
aGVHD ocenia si¢ na 10-80% (srednio 40%) [2].

Uznanymi czynnikami ryzyka dla aGVHD sa:
obecnos¢ limfocytow T w przeszczepie, réznice
w tzw. matych antygenach zgodnosci tkankowej
(w przypadku genoidentycznych przeszczepow),
stopieft niezgodnosci w zakresie uktadu HLA (hu-
man leukocyte antigens) miedzy para dawca—bior-
ca, roznica pici pomigdzy parg dawca—biorca (ko-
bieta dawcg przeszczepu dla mezezyzny), alloim-
munizacja dawcy (przetoczenie, porody), wiek
biorcy, rodzaj i dawki chemioterapii/radioterapii
kondycjonujacej, uzycie TBI (total body irradia-
tion), seropozytywnos¢ CMV (wirus cytomegalii),
Zrédlo komoérek hemopoetycznych (szpik kostny
versus komorki hemopoetyczne z krwi obwodo-
wej versus krew pepowinowa), sSrodowisko mikro-
biologiczne biorcy.

Faza pierwsza
— efekt kondycjonowania

Obejmuje okres kondycjonowania, tj. duzych
dawek chemioterapii i/lub napromieniania calego
cialta (TBI). Limfocyty T dawcy znajdujace si¢
w materiale przeszczepowym dostajg si¢ do orga-
nizmu biorcy poddanego gtgbokiej immunosupre-
sji, narazonego na toksyczne dla tkanek leczenie
kondycjonujgce oraz wspotistniejace zakazenie,
zwlaszcza wirusowe. Wymienione czynniki sg od-
powiedzialne za aktywacje komérek biorcy 1 wy-
dzielanie cytokin prozapalnych, TNF-a (tumor ne-
crosis factor-) i IL-1 (interleukina 1) [3]. Obec-
nos¢ cytokin prozapalnych nasila ekspresje mole-
kut adhezyjnych i1 kostymulujacych, receptoréw
dla chemokin oraz antygenéw kompleksu zgodnos-
ci tkankowej MHC (major histocompatibility
complex). Konsekwencjg ,,sygnatéw” z uszkodzo-
nych tkanek jest aktywacja komoérek dendrytycz-
nych (DC) biorcy oraz zapoczgtkowanie pierwot-
nej i wtérnej odpowiedzi immunologicznej [4].

Zwigkszone ryzyko wystapienia aGVHD, zwigza-
ne ze stosowaniem TBI, wynika z apoptozy ko-
morek endotelialnych przewodu pokarmowego
1 zniszczenia nabtonka jelita na skutek napromie-
nienia. Umozliwia to wnikanie bialek immunosty-
mulujacych pochodzenia bakteryjnego — lipopoli-
sacharydéw (LPS), nasilajgcych przebieg drugiej
fazy aGVHD. Zaleznos¢ stopnia nasilenia obja-
woéw aGVHD od intensywnosci leczenia kondy-
cjonujacego oraz poziomu cytokin we wczesnym
okresie potwierdzono zaréwno na modelu zwie-
rzecym, jak i w obserwacjach klinicznych.

Faza druga
— aktywacja komorek T

Aktywacja komoérek T zalezy od interakcji
limfocytéw T dawcy z komdrkami prezentujgcymi
antygen (APCc — antigen presenting cells) biorcy.
Kluczowg dla inicjacji aGVHD rol¢ alloantyge-
néw obecnych na komérkach APC potwierdzono
niedawno na modelu zwierzgcym. U myszy bedg-
cych chimerami antygeny klasy I i II uktadu HLA
byly jedynie obecne na komérkach APC, a komor-
ki nabtonka jelit byly pozbawione antygendow
HLA, mimo to wystgpity objawy ostrej GVHD
w przewodzie pokarmowym. Potwierdzono w ten
sposdb, ze obecnos¢ samych komérek APC wy-
starczy do aktywacji limfocytow T dawcy [5].

Alloantygeny mogg by¢ prezentowane bezpo-
Srednio przez komodrki APC biorcy lub posrednio
przez komérki APC pochodzgce od dawcey, cho-
ciaz tylko APC biorcy indukujag aGVHD w przy-
padku niezgodnosci migdzy dawcg i biorcag w za-
kresie gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej
(MHC - major histocompatibility complex)
i mniejszych antygenéw zgodnosci (MiHA — mi-
nor histocompatibility antigens) [5]. Na modelu
mysim wykazano réwniez wickszg aktywnos¢ im-
munostymulujagcag APCs u starszych osobnikéw,
co tlumaczy zaleznosc¢ ryzyka wystgpienia ciezkiej
postaci aGVHD u starszych biorcéw.

Komérki dendrytyczne (DC — dendritic cells)
nalezace do komoérek APC odgrywaja najwazniej-
szg role w patomechanizmie aGVHD. Sg aktywo-
wane pod wptywem dziatania, 1) cytokin proza-
palnych (TNF-a, IL-1), 2) apoptotycznych ko-
moérek powstatych pod wptywem terapii kondy-
cjonujgcej oraz 3) tzw. antygendw grasiczonieza-
leznych, do ktérych nalezg lipopolisacharydy
Scian bakteryjnych (LPS) oraz ostatnio wykryty
oligodeoksynukleotyd pochodzenia wirusowego
zawierajacy cytozyng i guaning — CpG, ktdre prze-
nikajg do uktadu krwionosnego przez uszkodzong
na skutek chemio-/radioterapii btong¢ Sluzowg
przewodu pokarmowego. Pod wptywem tych sy-
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gnaléw komorki dendrytyczne stajg si¢ dojrzale
i zdolne do aktywacji limfocytéw T, podczas gdy
niedojrzate DC indukujg tolerancje T-komérkowa
[6]. Nalezy jednak dodaé, ze udzial zarowno ko-
morek dendrytycznych, jak i pozostatych komdrek
prezentujacych antygen, (monocytéw/makrofa-
géw, limfocytéw B) w patogenezie aGVHD nie
jest do korica wyjasniony.

Wiadomo, ze aktywacja limfocytow T wyma-
ga tzw. drugiego sygnatu, czyli obecnosci molekut
kostymulujgcych dostarczanych przez komorki
prezentujagce antygen, miedzy innymi molekuty
CD28 (teoria synapsy immunologicznej utworzo-
nej przez polaczenie receptora limfocytu T i anty-
genéw MHC obecnych na APC) [7]. Przerwanie
drugiego sygnatu przez zablokowanie molekut ko-
stymulujgcych zmniejsza objawy aGVHD, co wy-
kazano na modelu mysim [8]. Wykazano takze, ze
w przypadku HLLA-zgodnych transplantacji szpiku
u ludzi w indukcji aGVHD biorg udziat obie sub-
populacje limfocytéw T CD4* i CD8* rozpoznajg-
ce tzw. antygeny ,,major minor” kodowane przez
polimorficzne geny uktadu MiHA [9]. W nastep-
stwie aktywacji limfocyty T dawcy ulegajg proli-
feracji, réznicowaniu i wytwarzaja cytokiny.

Udzial cytokin

Alloantygeny obecne na komérkach prezentu-
jacych antygen aktywujg w limfocytach T trans-
krypcje genéw kodujacych cytokiny i receptory
cytokinowe [10]. Istnieje preferencja ze strony
limfocytéw Thl (pomocnicze dziatajagce w odpo-
wiedzi typu komdrkowego) do wytwarzania cyto-
kin, gtéwnie IL-2 i IFN-y (interferon Yy), ktére kon-
troluja 1 nasilaja odpowiedZ immunologiczng wo-
bec alloantygenéw [11]. Dane eksperymentalne
wskazuja, ze IL-2 jest wytwarzana we wczesnej
fazie aGVHD przez limfocyty T CD4* dawcy,
a dodanie nawet matych dawek IL-2 po dokona-
nym przeszczepieniu nasila objawy i zwieksza
Smiertelnos¢ z powodu aGVHD. Ilos¢ prekurso-
réow limfocytow T produkujgcych IL-2 swoistych
wobec biorcy (pHTLs — precursor host-specific
T cells) jest czynnikiem ryzyka wystepowania
aGVHD po allotransplantacji od HLA-identyczne-
go dawcy. Zastosowanie przeciwcial monoklonal-
nych blokujacych receptor dla IL-2 spowodowato
hamowanie rozwoju aGVHD w badaniach ekspe-
rymentalnych na zwierzetach, ale badania klinicz-
ne z uzyciem przeciwciala monoklonalnego 2A3
wykazaty jedynie nieznaczne zmniejszenie nasile-
nia objawdéw klinicznych aGVHD. Ostatnio udo-
wodniono rowniez rolg interleukiny 15, ktdra jest
odpowiedzialna za inicjowanie podzialéw alloge-
nicznych limfocytéw T in vivo. Stwierdzono zwig-

zek podwyzszonego stezenia tej cytokiny w oso-
czu chorych z wystepowaniem ostrej GVHD [12].
IFN-y jest obok IL-2 najistotniejszg cytoking w pa-
togenezie aGVHD. Na modelu zwierzgcym zaob-
serwowano, ze wczesny wzrost stezenia IFN-y
w osoczu w + 7 dobie po transplantacji poprzedza-
to wystgpienie klinicznych objawéw aGVHD.
IFN-y wplywa na ekspresje molekut adhezyjnych,
chemokin, antygenéw MHC oraz wielu molekut
kostymulujacych odgrywajacych rolg w prezenta-
cji antygenéw. IFN-y mediuje réwniez rozwdj
zmian narzagdowych w przebiegu aGVHD entero-
patii oraz zmian skérnych [32]. IFN-y mediuje tak-
Ze immunosupresje towarzyszgcg aGVHD polega-
jaca na aktywacji indukowanej Smierci komodrek
(apoptozy) (AICD) aktywowanych limfocytéw T
CD4* i CD8" z udzialem uktadu Fas/Fas ligand
i tlenku azotu (NO). Obecnos¢ IFN-y powoduje,
ze nawet niewielkie ilosci LPS w srodowisku ak-
tywuja makrofagi i pobudzajg wydzielanie przez
nie prozapalnych cytokin i NO.

Rola limfocytéw Th1/Th2

Wsrdd limfocytéw T wyrdznia si¢ 4 funkcjo-
nalnie zdefiniowane populacje: limfocyty pomoc-
nicze CD4* Th1/Th2 oraz cytotoksyczne CD8*
Tc1/Tc2, réznigece si¢ miedzy innymi typem wy-
dzielanych cytokin [13]. Limfocyty CD4* typu
Th1 wydzielajg cytokiny typu I (IL-2, IFN-y), na-
tomiast Th2 cytokiny typu II (IL-4, IL-5, IL-10).
Podobnie limfocyty CD8* Tcl i Tc2 wydzielajg
odpowiednio cytokiny typu I i II. Populacje Tcl
i Tc2 sg odpowiedzialne za efekt cytolityczny,
przy czym limfocyty Tcl wykorzystujg perforyny
i droge apoptozy zalezng od Fas, Tc2 natomiast
cytolize zalezng jedynie od perforyn. Badania eks-
perymentalne na modelu mysim wykazaty, ze lim-
focyty Th2 dawcy nie biorg udzialu w inicjacji
aGVHD, ale moduluja jego przebieg. Alloswoiste
limfocyty Tc2 dawcy wplywajg hamujaco na roz-
w0j aGVHD. Uwaza sig¢, ze funkcjonalnie zdefi-
niowane populacje limfocytéw Th2 i Tc2 odgry-
wajg istotng role w Kkontrolowaniu przebiegu
aGVHD, zapobieganiu odrzuceniu przeszczepu
oraz mediowaniu efektu przeszczep przeciwko
biataczce (GVL — graft-versus-leukemia effect).
Udzial limfocytéw Thl pozostaje wciaz kontro-
wersyjny. Sugeruje si¢ jednak, ze odpowiadajg za
,burze cytokinowg” inicjujacg aGVHD [14]. Wy-
kazano réwniez, ze wahania w wydzielaniu cyto-
kin przez limfocyty Thl (ekstremalnie mate lub
duze) mogg réwniez indukowa¢ aGVHD [15, 16].
W indukcji 1 mediowaniu aGVHD odgrywa wigc
role wczesna polaryzacja funkcjonalna limfocy-
tow T dawcy pod wptywem réznych cytokin, tak-
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ze podawanych dawcy ex vivo w celu mobilizacji
komérek do transplantacji (czynnik wzrostu gra-
nulocytow — G-CSF u ludzi, w modelu zwierzg-
cym IL-18). Wydaje si¢ rowniez, ze zadna z sub-
populacji limfocytéw Th1/Th2 nie jest osobno od-
powiedzialna jedynie za indukowanie badZ hamo-
wanie aGVHD [17].

Jedno z doniesienn sugeruje rowniez udziat
limfocytéw Thl i Th2 w przebiegu aGVHD
w réznych narzadach docelowych. Wykorzystano
szczepy myszy pozbawione genéw kodujgcych
czynniki transkrypcyjne STAT 4 i STAT 6 (signal
transducer and activator of transcription 4 i 6)
aktywujagce cytokiny odpowiedzialne za rézni-
cowanie funkcjonalne limfocytéw odpowiednio
pod wpltywem IL-12 1 IL-4. Szczep myszy
STAT4(—/-) charakteryzowata wigc obnizona re-
aktywnos¢ limfocytéw Thl i podwyzszona Th2,
szczep STAT 6(—/-) charakteryzowal si¢ odwrot-
nym fenotypem limfocytow. Material przeszcze-
powy (komorki sledziony) pobrany od obu szcze-
poéw wywotal u biorcéw (napromienionych letal-
nie myszy) objawy aGVHD. Wigksze nasilenie
objawow 1 wiekszg $miertelnos¢ obserwowano
w przypadku dawcy STAT 6(—/-). Przeszczepie-
nie komérek STAT6(—/—) powodowalo objawy
ostrego GVHD gtéwnie w przewodzie pokarmo-
wym, a transplantacja komérek STAT 4(—/—) skor-
ng posta¢ aGVHD i jedynie mierne objawy
w obrebie przewodu pokarmowego. Na podstawie
oceny obrazu klinicznego i badania histopatolo-
gicznego autorzy sugeruja, ze limfocyty Th2 in-
dukujag aGVHD w skoérze i watrobie, natomiast
limfocyty Thl w jelicie [18].

Apoptoza limfocytéow T

Delecja klonalna, czyli eliminacja odpowied-
nich klonéw limfocytéw autoreaktywnych jest
podstawowym mechanizmem zabezpieczajagcym
przed reakcja autoimmunologiczng. W modelu
BMT u myszy z mieszanym chimeryzmem doj-
rzewajace reaktywne limfocyty T dawcy sg elimi-
nowane w grasicy w wyniku apoptozy [19].
U cztowieka rola narzadéw limfatycznych oraz
zjawiska tzw. centralnej delecji w wywolywaniu
tolerancji nie sg jednoznacznie wyjasnione. Re-
pertuar obwodowych limfocytéw T rozpoznaja-
cych alloantygeny uktadu MHC odgrywa, jak sig¢
wydaje, gtéwng role w rozwoju tolerancji prze-
szczepu. W przypadku przeszczepienia niezgod-
nego w uktadzie MHC liczba limfocytéw T roz-
poznajacych alloantygeny jest pieciokrotnie wyz-
sza niz rozpoznajacych antygeny nominalne.

Delecja limfocytéw T w obwodowych narza-
dach limfatycznych odbywa si¢ w mechanizmie

indukowanej przez receptor Fas (AICD — activa-
tion-induced cell death) lub biernej apoptozy za-
leznej od Bcl-2 (PCD - passive cell death). Role
AICD mediowanej przez uktad Fas/Fas ligand po-
twierdza zmniejszenie nasilenia aGVHD przez cy-
tokiny limfocytow Thl [20]. Podkresla si¢ row-
niez silng zaleznos¢ aktywowanych limfocytéw
T od czynnikéw wzrostu, w tym IL-2, IL-4, IL-7,
IL-15 [21].

Ostatnio wykazano réwniez, ze wybidrcza de-
plecja alloswoistych limfocytow T dawcy poprzez
oczyszczenie przeszczepu metodg fotodynamicz-
ng (z uzyciem fotouczulacza limfocytéw 4,5-dwu-
bromorodaminy 123) zapobiega wystgpieniu
aGVHD.

Regulatorowe limfocyty T

Liczne doniesienia wskazujg, ze limfocyty
T(reg) o fenotypie CD4*CD25* izolowane z krwi
obwodowej, pepowinowej, grasicy oraz migdal-
kéw zdrowych dawcow wykazujg in vitro supre-
syjny wptyw na alloreaktywne limfocyty CD4*
i CD8*. Limfocyty T CD4* CD25* izolowane ze
Sledziony myszy wywolujg znamienng supresj¢
limfocytow CD4*CD25~ w mieszanej hodowli
limfocytow (MLR), nawet gdy stosunek
CD25*/CD25 wynosit 1: 4 [21]. Uwaza sie, ze
rownowaga miedzy CD4* CD25" T(reg) dawcy
i konwencjonalnymi limfocytami T CD4+*CD25~
ma istotny wplyw na przebieg klinicznego
aGVHD [22]. Zdolnos¢ limfocytow T(reg)
CD4*CD25* do hamowania alloreaktywnosci,
a tym samym do wywolywania zjawiska tolerancji,
zalezy migdzy innymi od wytwarzania IL-10 przez
te limfocyty, obecnosci TGF-f (transforming
growth factor beta) oraz zdolnosci do hamowania
molekut  kostymulujagcych  CD28/CTLA-4/B7
(gdzie B7 jest ligandem dla CD28), CD40/CD40.
Ligandy, ktére jak wspomniano, sg kluczowe dla
aktywacji limfocytéw T dawcy [23-25]. Obecnos¢
limfocytéw T(reg) CD4*CD25* oraz CD4*+ CD25~
dawcy oraz ich progenitorow wykazano w bada-
niach immunohistochemicznych i cytofluoryme-
trycznych tkanek docelowych dla aGVHD (jelito,
watroba) w 5 dobie po ich przeszczepieniu napro-
mienionemu letalnie biorcy (badania na modelu
zwierzgcym) (dane niepublikowane Hoffmann
et al.). Wskazuje to, ze limfocyty T(reg)
CD4*CD25* nie hamuja ekspansji limfocytow
CD4*CD25- w tkankach zajetych procesem
aGVHD. W wielu badaniach na modelu zwierze-
cym wykazano, ze podanie Swiezo wyizolowa-
nych limfocytéw T(reg) CD4*CD25* (bez uprze-
dniej stymulacji dawcy cytokinami) jest terapig
,ratunkowg” dla biorcy, u ktérego limfocyty T
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CD4*CD25 wywolaly  zagrazajace  zyciu
aGVHD/, ponadto stwierdzono, ze efekt protek-
cyjny majg tylko limfocyty T(reg) CD4*CD25*
pochodzace od dawcy i zalezy gtéwnie od wytwa-
rzania przez te limfocyty interleukiny 10 [21].
Limfocyty T(reg) CD4*CD25* poddane ekspansji
ex vivo, a uzyskane po wczesniejszej stymulacji
komoérkami prezentujacymi antygen pochodzacy-
mi od biorcy przeszczepu, hamujg aGVHD [24].

Chemokiny

Migracja limfocytow jest wielostopniowym
procesem przebiegajgcym z sekwencyjnym udzia-
tem molekut adhezyjnych na powierzchni limfo-
cytéw, w srédblonku naczyn oraz wielu chemokin
i ich receptorow. Rola chemokin biorgcych udziat
w rekrutacji 1 migracji alloreaktywnych limfocy-
téw T do tkanek docelowych dla aGVHD nie jest
w pelni wyjasniona. W badaniach na zwierzetach
wykazano, ze rekrutacja limfocytéw T CDS8* za-
wierajacych mRNA dla chemokiny CCRS5 (z gru-
py chemokin zawierajacych sasiadujagce ze sobg
czasteczki cysteiny) ma zwigzek z rozwojem
aGVHD w watrobie. Podanie przeciwciatla mono-
klonalnego anty-CCRS5 powodowato ograniczenie
migracji tych limfocytéw i zmian histopatologicz-
nych zwigzanych z aGVHD w watrobie. Chemoki-
ny wydzielane przez limfocyty T, przede wszystkim
MIP-10 (macrophage inflammatory protein-1a) sg
odpowiedzialne za rekrutacje¢ limfocytow T CD8*
do tkanek docelowych dla ostrego GVHD, nie
wplywajg natomiast na limfocyty T CD4*. Stwier-
dzono nadekpresj¢ wielu chemokin w narzadach
docelowych dla aGVHD, MIP-1a, MIP-2 oraz
MIG (monokine induced by IFN-y) w watrobie
i Sledzionie oraz MIP-1a, MIP-2, MCP-1 (mono-
cyte chemotactic proteine-1), MCP-3 gléwnie
w skorze. Ostatnie badania na modelu aGVHD
u myszy wykazaty, ze limfocyty T dawcy ulegajg
jednoczesnie ekspansji w narzadach (watrobie,
plucach, sledzionie), co dowodzi, ze limfocy-
ty T dawcy reagujg bezposrednio z komoérkami
prezentujacymi antygen biorcy nie tylko w narzg-
dach limfatycznych, ale i w docelowych narzg-
dach nielimfatycznych [26].

Komorki NK

Ostatnio wiele uwagi poswigca si¢ udziatowi
komoérek NK w przebiegu aGVHD. Ludzkie ko-
morki NK maja na swojej powierzchni 2 typy re-
ceptorow: pierwszy tzw. KIR (killer-cell inhibito-
ry receptors) nalezacy do nadrodziny immunoglo-
bulin, dla ktérego ligandem sg antygeny MHC kla-

sy I oraz receptor lektynowy typu C [27]. Potgcze-
nie KIR ze swoistym ligandem, ktérym jest cza-
steczka MHC klasy I powoduje transdukcj¢ nega-
tywnego sygnatu hamujgcego aktywnos¢ komorki
NK. Wykazano, ze jesli istnieje niezgodnos¢ mie-
dzy dawcg i biorcg w zakresie HLA klasy I, allore-
aktywnos¢ mediowana przez komérki NK dawcy
(ktére nie majg w tej sytuacji swoistego ligandu)
zostaje zwielokrotniona. W modelu mysim infuzja
komoérek NK dawcy zmniejsza nasilenie aGVHD
prawdopodobnie na skutek eliminacji APCs lub
przez hamowanie TGF-[3. Zwrdcono tez uwage, ze
niezgodnos¢ w zakresie niektérych antygendow
HLA klasy I wzmacnia efekt GVH (graft vesrsus
host) wywotany przez alloreaktywne komoérki NK
dawcy, mediujgc tym samym silny efekt GVL
(graft versus leukemia) bez wywotywania ostrego
GVHD. Badania z uzyciem szczepu myszy pozba-
wionych fosfatazy inozytolu zawierajacej grupe
—SH2 (SHIP SH2 — containing inositol phosphata-
se), ktérych komoérki NK majg 2 rodzaje recep-
tor6w inhibitorowych zdolnych do przylgczania
wilasnych lub allogenicznych ligandéw MHC, su-
geruja, ze réwniez komoérki NK biorcy odgrywaja
role¢ w inicjowaniu aGVHD [28-31].

Faza trzecia — efektorowa

Efektory komorkowe

Faza eferentna aGVHD jest realizowana przez
komérki NK oraz limfocyty cytotoksyczne (CTLs
— cytotoxic T lymphocytes) oraz cytokiny mediu-
jace reakcje zapalng, TNF-a, IL-1 oraz NO (tlenek
azotu).

Udzial komérek NK i CTLs w aGVHD pole-
ga na wywoltywaniu cytolizy komdrek w tkankach
docelowych. Komérki NK i CTLs wywotuja efekt
cytolityczny przez interakcje Fas/Fas ligand oraz
uktadu perforyna (proteaza serynowa)/granzym
obecnego w ziarnistosciach tych komoérek. Fas/Fas
ligand jest odpowiedzialny za AICD (activation-
induced cell death), rola granzyméw (granule-as-
sociated enzymes) polega na fragmentacji DNA
i wywolywaniu apoptozy [32, 33]. Przeszczepie-
nie pozbawionych perforyny limfocytéw T powo-
duje efekt opdzZniajgcy wystgpienie aGVHD
w uktadzie transplantacji z niezgodnoscig uktadu
MiHA, nie wptywajac jednak na zmiany histopa-
tologiczne i zmniejszenie smiertelnosci zwigzane;j
z aGVHD [34]. Znaczenie cytolizy zaleznej od
drogi perforyna/granzym badano w réznych pod-
typach limfocytéow T. Stwierdzono, ze w limfocy-
ty cytotoksyczne CD4+ (CD4* CTLs) wykorzystu-
ja preferencyjnie uktad Fas/Fas ligand, natomiast
CD8* CTLs gitéwnie uktad perforyna/granzym
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[35]. Dziatanie uktadu perforyna/granzym w wy-
wolywaniu zmian patologicznych w tkankach nie
zostato dotad dobrze poznane [36].

Wiadomo natomiast, ze cytotoksycznos¢ me-
diowana przez pozakomérkowy Fas ligand odgry-
wa istotng role¢ w wywolywaniu zmian narzgdo-
wych w aGVHD (w watrobie, skorze, narzadach
limfatycznych) [36]. W przebiegu aGVHD w wa-
trobie wzrasta ekspresja Fas na komorkach na-
btonka przewodéw zotciowych, a podanie prze-
ciwciata monoklonalnego anty-Fas ligand u myszy
z objawami aGVHD znaczgco zmniejsza zmiany
destrukcyjne w watrobie [37]. Takze u chorych
z ostrym GVHD zaobserwowano podwyzszone
stezenie rozpuszczalnego Fas i Fas ligand.

Eksperymenty na myszach wykazaly, ze lim-
focyty T cytotoksyczne z deficytem uktadu Fas/
Fas ligand i perforyna/granzym (cdd-cytotoxic do-
uble deficient) nie byly zdolne do wywotania
Smiertelnej postaci aGVHD u subletalnie napro-
mienionego biorcy [38]. Kolejne badania z letalnie
napromienionymi myszami wykazaty, ze limfocy-
ty T cdd dawcy powodowaly takg samg Smiertel-
no$¢ z powodu aGVHD w poréwnaniu do tzw.
dzikich limfocytéw T zawierajacych oba uktady
odpowiedzialne za apoptoze [39]. Oznacza to, ze
istniejg inne czgsteczki efektorowe zdolne do in-
dukowania cytotoksycznosci przy niesprawnej
funkcji uktadu Fas/Fas ligand i perforyna/gran-
zym. Ostatnie badania wykazaly, ze brak ligandu
odpowiedzialnego za apoptoze komoérek induko-
wang TNF (TRAIL — tumor necrosis factor-related
apoptosis inducing ligand) na komoérkach dawcy
istotnie zmniejsza reakcje przeszczep przeciwko
biataczce, nie wplywajac na stopieri cigzkosci
aGVHD [40]. Moze to oznaczaé, ze limfocyty T

|. Kondycjonowanie biorcy
I. Recipient conditioning

mfocyt
dawcy
donor

dawcy wykorzystujg rézne dla mediowania obu
reakcji mechanizmy efektorowe.

Efektory prozapalne — cytokiny

Cytokiny prozapalne TNF-a i IL-1 sg wydzie-
lane przez monocyty i makrofagi oraz stymulowa-
ne przez receptory, tzw. toll-like receptors (TLRs)
przez wspomniane wczesniej produkty bakteryjne,
np. LPS przechodzace przez blone Sluzowa jelit
i skére uszkodzone pod wptywem leczenia kondy-
cjonujgcego oraz procesu aGVHD. Wiadomo tak-
7e, ze zmiany destrukcyjne w przewodzie pokar-
mowym nasilajg uktadowg reakcje aGVHD w wy-
niku propagacji ,,.burzy cytokinowej”. TNF-a od-
grywa kluczowg rolg w patofizjologii jelitowego
aGVHD, co wykazano w badaniach na zwierze-
tach i u ludzi. Petni réwniez role efektorowg w re-
akcji aGVHD w skorze i tkance limfatycznej.
Zmiany narzadowe w przebiegu aGVHD moga
zosta¢ zahamowane podaniem przeciwciata mono-
klonalnego anty-TNF-a. Niezaleznie od tego, czy
Zrédlem TNF-a sg komorki dawcy, czy biorcy cy-
tokina ta: 1) aktywuje komérki dendrytyczne i uta-
twia prezentacje alloantygendw, 2) pobudza mi-
gracje komérek efektorowych limfocytéw T, gra-
nulocytéw i monocytéw do tkanek docelowych
przez indukcje chemokin, 3) wywotuje bezposre-
dnio uszkodzenie tkanek w mechanizmie apopto-
zy 1 martwicy [41].

Druga wydzielang gtéwnie w efektorowej fa-
zie aGVHD w skorze i sledzionie cytoking jest IL-1.
Podanie biorcy antagonisty receptora dla IL-1
(IL-1ra) zmniejsza Smiertelnos¢ z powodu aGVHD
u zwierzat, chociaz kliniczne badania randomizo-

Ryec. 1. Reakcja przeszczep przeciwko biorcy: faza
I — uszkodzenie tkanek zwigzane z kondycjonowa-
niem, chorobg podstawowg oraz zakazeniami, faza
II - aktywacja limfocytéw T, faza III — efektorowa

Fig. 1. Graft-versus-host-disease (GVHD) is a three

i’;‘;fé‘r’:s step process. Phase I — conditioning regimen, phase
docelowych II - T cells activation, III — effector phase (acc. to
b aniven Ferrara JLM, Antin JH. The Pathophysiology of

graft-versus-host-disease. From Donnall Thomas E,
Blume KG, Forman SJ. Hematopoietic Cell Trans-
plantation. Blackwell Science Inc, 1998)

IL-2

lll. Faza efektorowa
lll. Effector

Il. Aktywacja limfocytéw T dawcy
Il. Donor T cell activation
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epitelium
epithelium
MHC 1 i Il, molekuty adhezyjne, Fas, B7, inne molekuty kostymulujace

MHC class | and Il, adhesion molecules, Fas, B7, other costimulatory molecules

oo

Fas L perforyna; granzymy B Ho0,
Fas L perforin/granzyme B

molekuty adhezyjne
adhesion molecules

Fas MHC i ll B7, molekuly kostymulujace
MHC I and Il co-stimulatory molecules

/.LA

endotelium
endothelium

prokoagulanty
procoagulants

Rys. 2. Interakcje komérkowe w przebiegu reakeji przeszczep przeciwko biorcy. Uszkodzenie nabtonka i srédbtonka mo-
ze prowadzi¢ do ekspresji licznych bialek powierzchniowych i pobudzenia interakcji migdzy komoérkami NK, limfocyta-
mi T(T), monocytami (Mo) i granulocytami (PMN). Dziatanie to moze obejmowac zwickszong ekspresj¢ molekut MHC,
molekut adhezyjnych, receptoréw, molekut kostymulujacych, prokoagulantéw powierzchniowych, Fas oraz innych. Za-
chodzi takze aktywacja komdrek efektorowych oraz utatwienie rozpoznawania antygenéw oraz oddziatywania z komoér-
kami docelowymi. Dodatkowo wystepuje miejscowe uszkodzenie tkanek (nadtlenek i ponadtlenek wodoru uwalniane
przez granulocyty); jest nieswoiste i moze prowadzi¢ do uszkodzenia komoérek niebioracych udziatu w tych procesach

Fig. 2. Cellular interactions in graft-versus-host-disease. Injury to endothelium and epithelium may result in the
expression of surface proteins that may foster interactions with natural killer cells (NK), T cells (T), monocytes (Mo)
and granulocytes (PMN). This may include increased expression of MHC molecules, adhesion molecules and recep-
tors, co-stimulatory molecules cell surface procoagulants, Fas and others. Facilitation of antigen recognition and inter-
action with targets by effector cells also occurs. Additionally nonspecific local injury through hydrogen peroxide and
superoxide produced by recruited granulocytes also occurs

uszkodzenie tkanek

autologiczne allogeniczne - A K

rozpoznanie rozpoznanie (chemioterapia, zakazenie,
autologic allogenic ) choroba podstawowa)

recognition tissue damage (chemotherapy,

T cell activation of major histocompatibility ~ Ry€. 3. Procesy prowadzace do wystapienia reakcji
\‘\ complex antigens przeszczep przeciwko biorcy (GVHD). Aktywacja
/ limfocytéw T i uszkodzenie tkanek prowadzi do uwol-
nienia cytokin, co wywoluje objawy kliniczne GVHD

recognition infection, underlying disease)

K\ % zwiekszona ekspresja
: antygenéw

aktywacja 23 .

limfocytow T ‘zgodnosm tkankov_vej

increased expression

wydzielanie cytokin
(IL-1, IL-2, TNF, IFN-y)

secretion of cytokines Fig. 3. Events that lead to graft-versus-host-disease

l (GVHD). T cell activation and tissue injury release cy-

tokines that produce the clinical manifestations of
GVHD GVHD

wane u ludzi nie potwierdzity wptywu IL-1 ra na
przebieg aGVHD.

Przemawia to za plejotropowym dziataniem
IL-1 oraz synergizmem dziatania z innymi cytoki-
nami giéwnie z TNF-a [42].

Wystgpienie objawéw aGVHD poprzedza
wzrost st¢zenia produktéw oksydacji w surowicy.
Tlenek azotu jest jednym z czynnikéw sprzyjaja-
cych temu procesowi przez nasilanie immunosu-
presji. Aktywowane makrofagi wytwarzaja NO,

co powoduje uwolnienie zelaza z komorek, a to
przyczynia si¢ do zahamowania proliferacji ko-
morek odnawiajacych nabtonek w jelicie i skorze.
Role obu cytokin potwierdzono w badaniach
u chimer mysich, u ktérych neutralizacja IL-1
1 TNF-a ograniczyta aGVHD mediowane gtéwnie
przez limfocyty CD4* w mniejszym stopniu przez
limfocyty CDS8* [5].

Ostra GVHD jest ztozong wieloetapowg, kom-
pleksowg reakcja immunologiczng przebiegajaca
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z udzialem réznych rodzajéw komoérek dawcy
i biorcy. W patogenezie tego procesu najwazniej-
szg role odgrywa aktywacja limfocytow T dawcy
przez komérki APCs biorcy oraz nastepowe uak-
tywnienie kaskady cytokin, co doprowadza do kli-
nicznych objawéw aGVHD.

Efektory reakcji zapalnej dzialajg synergicznie

z komoérkami cytotoksycznymi w obecnosci wielu
r6znych sygnaléw chemotaktycznych i powodujg
zwielokrotniony efekt miejscowego uszkodzenia
tkanek, co ulatwia nasilenie i uogdlnienie reakcji
zapalnej prowadzgcej do wielonarzagdowych zmian
u biorcy przeszczepu allogenicznego. Oméwione
etapy aGVHD przedstawiono na ryc 1-3.

PiSmiennictwo

[1] Ferrara JLM, Deeg HJ: Graft versus host disease. N Engl J Med 1991, 324, 667-674.

[2] Goker H, Haznedaroglu IC, Chao NJ: Acute graft-vs-host disease, pathobiology and management. Exp Hema-
tol 2001, 29, 259-277.

[3] Xun CQ, Thompson JS, Jennings CD, Brown SA, Widmer MB: Effect of total body irradiation, busulfan-cyc-
lophosphamide, or cyclophosphamide conditioning on inflammatory cytokine release and development of acute
and chronic graft-versus-host disease in H-2-incompatible transplanted SCID mice. Blood 1994, 83, 2360-2367.

[4] Matzinger P: The danger model, a renewed sense of self. Science 2002, 296, 301-305.

[5] Teshima T, Ferrara JL: Understanding the alloresponse, new approaches to graft-versus-host disease prevention.
Semin Hematol 2002, 39, 15-22.

[6] Ordemann R: Enhanced allostimulatory activity of host antigen-presenting cells in old mice intensifies acute gra-
ft-versus-host disease. JCI 2002.

[7] Sallusto F, Lanzavecchia A: The instructive role of dendritic cells on T-cell responses. Arthritis Res 2002, 4,
Suppl. 3, S127-132.

[8] Dustin ML: Role of adhesion molecules in activation signaling in T lymphocytes. J Clin Immunol 2001, 21,
258-263.

[9] Ferrara J, Antin J: Pathophysiology of human GVHD. In: Hematopoietic Cell Transplantation. Eds.: Forman S,
Blume K, Thomas E, Blackwell Science, 1999, 305-315.

[10] Ho IC, Glimcher LH: Transcription, tantalizing times for T cells. Cell 2002, 109, Suppl., S109-S120.

[11] Tseng SY, Dustin ML: T-cell activation, a multidimensional signaling network. Curr Opin Cell Biol 2002, 14,
575-580.

[12] Ferrara JLM, Marion A, MclIntyre JF, Murphy GF, Burakoff SJ: Amelioration of acute graft-versus-host di-
sease due to minor histocompatibility antigens by in vivo administration of anti-interleukin 2 receptor antibody.
J Immunol 1986, 137, 1874-1877.

[13] Wall DA, Sheehan KC: The role of tumor necrosis factor-a and interferon c in graft-versus-host disease and re-
lated immunodeficiency. Transplantation 1994, 57, 273-279.

[14] Brochu S, Rioux-Masse B, Roy J, Roy DC, Perreault C: Massive activation-induced cell death of alloreactive
T cells with apoptosis of bystander postthymic T cells prevents immune reconstitution in mice with graft-versus-
host disease. Blood 1999, 94, 390-400.

[15] Refaeli Y, Van Parijs L, Alexander SI, Abbas AK: Interferon c is required for activation-induced death of
T lymphocytes. J Exp Med 2002, 196, 999-1005.

[16] Fowler DH, Gress RE: Th2 and Tc2 cells in the regulation of GVHD, GVL, and graft rejection, considerations
for the allogeneic transplantation therapy of leukemia and lymphoma. Leuk Lymphoma 2000, 38, 221-234.

[17] Sykes M, Szot GL, Nguyen PL, Pearson DA: Interleukin-12 inhibits murine graft-versus-host disease. Blood
1995, 86, 2429-2438.

[18] Murphy WJ, Welniak LA, Taub DD, Wiitrout RH, Taylor PA, Vallera DA, Kopf M, Young H, Longo DL,
Blazar BR: Differential effects of the absence of interferon-c and IL-4 in acute graft-versus-host disease after allo-
geneic bone marrow transplantation in mice. J Clin Invest 1998, 102, 1742—-1748.

[19] Welniak LA, Blazar BR, Wiltrout RH, Anver MR, Murphy WJ: Role of interleukin-12 in acute graft-versus-
host disease (1). Transpl Proc 2001, 33, 1752—-1753.

[20] Reddy P, Teshima T, Hildebrandt G, Wiliams DL, Liu C, Cooke KR, Ferrara IL: Pretreatment of donors with
interleukin-18 attenuates acute graft-versus-host disease via STAT6 and preserves graft-versus-leukemia effects.
Blood 2003,101, 2877-2885.

[21] Nikolic B, Lee S, Bronson RT, Grusby MJ, Sykes M: Th1 and Th2 mediate acute graft-versus-host disease, each
with distinct end-organ targets. J Clin Invest 2000, 105, 1289-1298.

[22] Kamradt T, Mitchison NA: Tolerance and autoimmunity. N Engl J Med 2001, 344, 655-664.

[23] Sykes M: Mixed chimerism and transplant tolerance. Immunity 2001, 14, 417-424.

[24] Li XC, Strom TB, Turka LA, Wells AD: T cell death and transplantation tolerance. Immunity 2001, 14, 407-416.

[25] Suchin EJ, Langmuir PB, Palmer E, Sayegh MH, Wells AD, Turka LA: Quantifying the frequency of allore-
active T cells in vivo, new answers to an old question. J Immunol 2001, 166, 973-981.

[26] Drobyski WR, Komorowski R, Logan B, Gendelman M: Role of the passive apoptotic pathway in graft-ver-
sus-host disease. J Immunol 2002, 169, 1626—1633.

[27] Drobyski WR, Gendelman M: Regulation of alloresponses after bone marrow transplantation using donor T cells
expressing a thymidine kinase suicide gene. Leuk Lymphoma 2002, 43, 2011-2016.



Immunologiczne aspekty ostrej GVHD po przeszczepieniu szpiku kostnego 1011

[28] Chen BJ, Cui X, Liu C, Chao NJ: Prevention of graft-versus-host disease while preserving graft-versus-leuke-
mia effect after selective depletion of host-reactive T cells by photodynamic cell purging process. Blood 2002, 99,
3083-3088.

[29] Hoffmann P, Ermann J, Edinger M, Fathman CG, Strober S: Donor-type CD4(+)CD25(+) regulatory T cells
suppress lethal acute graft-versus-host disease after allogeneic bone marrow transplantation. J Exp Med 2002, 196,
389-399.

[30] Johnson BD, Konkol MC, Truitt RL: CD25" immunoregulatory T-cells of donor origin suppress alloreactivity
after BMT. Biol Blood Marrow Transpl 2002, 8, 525-535.

[31] Cohen JL, Trenado A, Vasey D, Klatzmann D, Salomon BL: CD4(+)CD25(+) immunoregulatory T cells, new
therapeutics for graft-versus-host disease. J Exp Med 2002, 196, 401-406.

[32] Taylor PA, Friedman TM, Korngold R, Noelle R]J, Blazar BR: Tolerance induction of alloreactive T cells via
ex vivo blockade of the CD40, CD40L costimulatory pathway results in the generation of a potent immune regu-
latory cell. Blood 2002, 99, 4601-4609.

[33] Taylor PA, Lees CJ, Blazar BR: The infusion of ex vivo activated and expanded CD4(+)CD25(+) immune regu-
latory cells inhibits graft-versus-host disease lethality. Blood 2002, 99, 3493—-3499.

[34] Taylor PA, Friedman TM, Korngold R, Noelle RJ, Blazar B: Tolerance induction of alloreactive T cells via ex
vivo blockade of the CD40, CD40L costimulatory pathway results in the generation of a potent immune regulato-
ry cell. Blood 2002, 99, 4601-4609.

[35] Tamada K, Tamura H, Flies D, Fu YX, Ceuse E, Pease LR, Blazar BR, Chen L: Blockade of LIGHT/LTb and
CD40 signalling induces allospecific T cell anergy, preventing graft-versus-host disease. J Clin Invest 2002, 109,
549-557.

[36] Serody JS, Cook DN, Kirby SL, Reap E, Shea TC, Frelinger JA, Murine T: lymphocytes incapable of produ-
cing macrophage inhibitory protein-1 are impaired in causing graft-versus-host disease across a class I but not
class II major histocompatibility complex barrier. Blood 1999, 93, 43-50.

[37] New JY, Li B, Koh WP, et al.: T cell infiltration and chemokine expression, relevance to the disease localization
in murine graft-versus-host disease. Bone Marrow Transplant 2002, 29, 979-986.

[38] Farag SS, Fehniger TA, Ruggeri L, Velardi A, Caligiuri MA: Natural killer cell receptors, new biology and in-
sights into the graft-versus-leukemia effect. Blood 2002, 100, 1935-1947.

[39] Murphy W], Koh CY, Raziuddin A, Bennett M, Longo DL: Immunobiology of natural killer cells and bone
marrow transplantation, merging of basic and preclinical studies. Immunol Rev 2001, 181, 279-289

[40] Ruggeri L, Capanni M, Urbani E, Perruccio K, Shlomchile WD, Tosti A, Posati S, Rogaia D, Frassoni F,
Aversa F, Martelli MF, Velardi A: Effectiveness of donor natural killer cell alloreactivity in mismatched hema-
topoietic transplants. Science 2002, 295, 2097-2100.

[41] Schmaltz C, Alpdogan O, Muriglan SJ, Kappel BJ, Rotolo JA, Ricchett ET, Greenberg AS, Willis LM,
Murphy GF, Crawford JM, van den Brink MR: Donor T cell-derived TNF is required for graft-versus-host di-
sease and graft-versus-tumor activity after bone marrow transplantation. Blood 2003, 2440-2445.

[42] van den Brink MR, Burakoff SJ: Cytolytic pathways in haematopoietic stem-cell transplantation. Nat Rev Im-
munol 2002, 2, 273-281.

Adres do korespondencji:

Beata Pigtkowska-Jakubas

Katedra i Klinika Hematologii CM UJ
ul. Kopernika 17

31-501 Krakow

Praca wplyneta do Redakcji: 5.12.2003 r.
Po recenzji: 6.05.2004 r.
Zaakceptowano do druku: 6.05.2004 r.

Received: 5.12.2003
Revised: 6.05.2004
Accepted: 6.05.2004



	Title page / Strona tytułowa 

