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1 ABSTRAKT

T regulaéni lymfocyty (Treg) pati do skupiny CD4" bunék. Jsou podstatnou sou&asti
imunitniho systému. Treg bunky zabranuji nadmérné aktivaci efektorovych T bunék
a udrZuji toleranci vici télu vlastnim tkanim. Jsou charakterizovany vysokou expresi CD25
a transkripéniho faktoru Foxp3. Rozlisuji se dvé zadkladni populace Treg bunék: prirozené
Treg buniky (nTreg), které vznikaji vthymu a pFedstavuji 5-10 % v3ech CD4" bunék,
aindukované Treg buriky (iTreg), vytvofené z naivnich CD4" bunék v periferii.

Jejich regulacni efekt je dobfe znam, proto by vyuZiti Treg bunék mohlo pfinést
obrovsky léebny potencidl pro pacienty stransplantovanou ledvinou. Zdravi lidé
a pacienti tolerantni vici transplantované ledviné vykazuji vétsi zastoupeni cirkulujicich
a ve stépu pritomnych Treg bunék, narozdil od pacientd s chronickou rejekci. Tolerance je
zru$ena poskozenim CD4'CD25" bunék.

Pro uchyceni $tépu je nutné podavat pacientovi po transplantaci imunosupresivni
latky, které maji za nasledek potlaceni imunitni reakce proti stépu. Jejich nevyhodou jsou
vedlejsi efekty, které maji paradoxné mnohdy za nasledek i smrt pacienta. Navic maji
¢asto negativni vliv na prezivani a expanzi Treg bunék. Je velmi Zddouci najit u pacienta
po transplantaci jednoznacny ptiznak toho, Ze u konkrétniho pacienta lze prerusit
imunosupresivni |é¢bu. Nejvice informativni znamkou predikce vyskytu akutni rejekce
u pacientll po transplantaci a nasledném preruseni |écby takrolimem byl analyzou
pritokové cytometrie zjistén pomér pamétovych T bunék a Treg bunék hodnocenych
tésné pred prerusenim lécby takrolimem a zmény v distribuci naivnich, efektorovych

a pamétovych bunék v priibéhu casu.

Klicova slova:
Treg, transplantace ledvin, mechanismus, imunosupresivni [écba



2 ABSTRACT

T regulatory lymphocytes (Treg) belong to the CD4" cell group. They are an essential
part of the immunity system. Treg cells prevent from excessive activation of effector
T cells and they keep the tolerance to the tissues of the body. They have high expression
of CD25 and the transcription factor Foxp3. We distinguish two basic populations of Treg
cells: natural Treg cells (nTreg) created in the thym and representing 5-10 % of all CD4"
cells, and induced Treg cells (iTreg), created from naive CD4" cells in the periphery.

Their regulatory effect is well-known, therefore using of Treg cells could bring about
a huge treatment potential for patients with a transplantated kidney. Healthy people and
patients tolerant to the transplantated kidney show higher occurance of circulating Treg
cells and the Treg cells present in the graft unlike patients with chronical rejection. The
tolerance is cancelled with the damage of CD4" CD25" cells.

For a graft acceptance it is necessary to treat the patient after the transplantation
with immunosuppressive medicaments resulting in suppression of immunity reaction
against the graft. Their disadvantages are side effects often resulting in the patient’s
death. Moreover they often have a negative impact on survival and expansion of Treg
cells. The analysis of flow cytometry has shown that the most informative marks
regarding the prediction of occurance of acute rejection with transplantation patients are
the ratio of memory T cells and Treg cells evaluated immediately before the treatment
interruption with tacrolimus and the change of the distribution of naive, effector and

memory cells during the time.

Key words:

Treg, kidney transplantation, mechanism, immunosuppressive treatment
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4 Uvop

Imunitni systém je dualezity z hlediska obrany organismu proti Skodlivindm zevniho
i vnitfniho plvodu, udrzeni homeostaze a integrity organismu. Sklada se z bilych krvinek,
které spolu vzajemné komunikuji, a vysledkem je pfisluind bunééna odpovéd. Ukolem
imunitniho systému je tedy rozeznani patogenl, starych, poskozenych nebo zmutovanych
bunék a jejich odstranéni. Dale musi byt imunitni systém schopen rozeznat télu vlastni
tkané a neposkozovat je. Ke spravnému fungovani imunitniho systému musi byt pfitomné
regulacni mechanismy, které reguluji plUsobeni efektorovych bunék v ramci imunitni
odpovédi a tim zabranuji patologickych staviim a dale rGznym autoimunitnim chorobam.

Kromé mechanismu branicich patologickym zanétlivym reakcim bylo u mysi zjisténo,
Ze jednim zregulacnich mechanism( je populace T regulacnich lymfocytd (Treg)
exprimujici transkripcni faktor Foxp3 a vyznacujici se vysokou expresi CD25 (Sakaguchi et
al. 1995). Posléze vroce 2001 byly na zdkladé téchto informaci lidské Treg bunky
charakterizovény jako CD4°CD25" Foxp3™ T buriky (Baecher-Allan et al. 2001).

Treg bunky by mohly hrat zdsadni roli vIécbé rakoviny a pri transplantacich.
Transplantace ledvin je ¢asto jediné reseni u pacientl s poslednim stddiem selhani ledvin
a vyzaduje dlouhodobé podavani imunosupresivnich latek. Imunosupresivni |éCba ma
fadu nevyhod napf. nachylnost pacienta kinfekcim, ¢i vznik rlznych malignit. Bez této
IéCby by ale brzy doslo k rejekci a ztraté stépu.

Cilem lékara je najit takovy zpUsob lécby, pfi kterém by nebylo nutné podavat
pacientovi imunosupresivni latky, ¢imz by se wvyrazné zlepSil Zivot pacienta
s transplantovanou ledvinou. Jednim ze zpusobld by mohlo byt vyuziti Treg lymfocytd,
které by potladili imunitni reakci namifenou proti stépu, a tim by zabranili odhojeni stépu.

Treg bunky tedy predstavuji obrovské moznosti pro |écebné vyuziti napriklad v [éCbé
rakoviny a pti transplantacich, kde neni bez pouZiti imunosupresivni |é€by moziné

uchyceni Stépu. Proto je nutné vice studii, aby se o nich védélo co nejvice informaci.

5 CiLPRACE
Cilem této prace na téma Uloha T regulaénich bunék u transplantaci ledvin je
shrnout znamé poznatky a mechanismy pusobeni regulacnich lymfocytl a predstavit

vysledky raznych studii z pohledu jejich vyuziti v ramci transplantaci ledvin.



6 DRUHY Th BUNEK

Zthymu odchazeji 2 subpopulace fenotypicky a funkéné odliSnych bunék:
prekurzory pomocnych bunék (Th) a prekurzory cytotoxickych bunék (CTL). Th bunky
nesou CD4 koreceptor a jsou to burfiky pomocné. Jsou schopny rozeznavat specifické
antigeny asociovany s MHC gp. Il. tfidy. CTL maji CD8 koreceptor a jejich funkci je
pfevazné cytotoxicky zabijet ostatni buriky. CD8" buriky rozeznavaji antigeny v asociaci
s MHC gp. I. tFidy.

CD4" buniky se tradi¢né rozdéluji na Th1 a Th2 burky. Thl hraji roli v obrané proti
intracelularnim patogen(im, zatimco Th2 proti extracelularnim patogentm. Funkce Thl
aTh2 bunék zavisi na schopnosti produkovat rlizné cytokiny jako IFN-y a IL-2 v pripadé
Thl bunék a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13 v pfipadé Th2 bunék. IL-12 indukuje generovani
Thl bunék aktivaci signalizacni drahy STAT4 a naslednou indukci hlavniho transkripéniho
faktoru T-bet. Vysledkem je produkce IFN-y, ktery aktivuje makrofagy. Indukce Th2 bunék
je zahdjena aktivaci STAT6 zavislou na IL-4, ktery aktivuje expresi transkripéniho faktoru
GATA3, jez umoZiiuje naivnim CD4" bufkdm produkovat IL-4, IL-5 a IL-13. Thl buriky
mohou mit za nasledek rozvinuti chorob jako je artritida nebo roztrousend sklerdza,
zatimco alergie, atopie a astma jsou spojovany s Th2 bunkami. DalSimi typy bunék jsou
regula¢ni T lymfocyty a Th17 bunky. Hlavni cytokin, ktery je produkovan neddvno
objevenymi Th17 bunkami, IL-17, je povaZovan za spoustéce zanétové reakce. Aby se
imunitni odpovéd nezvrhla v patogenni reakci, je tfeba neustdlé regulovani imunitniho
systému. Témito regulacemi jsou, mimo jiné mechanismy, Treg buniky exprimujici
transkripéni faktor Foxp3 (Deenick and Tangye 2007). Nejmladsi objevena subpopulace
CD4" bunék jsou Th9 buriky, které produkuji pouze prozanétovy IL-9 (Perumal and Kaplan
2011).
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Obrazek 1. Diferenciace CD4" bunék. Naivni CD4" burika se v pfitomnosti IL-12 vyvine v Th1 buriku
pfes signalizaéni drahu Stat4. Tato burika produkuje IFN-y, ktery aktivuje makrofagy a inhibuje vyvoj
smérem k Th2 bunkam. Th2 vznikne aktivaci Stat3 a naslednou Stat6 spusténou IL-4 a posléze produkci IL-4,
IL-5 a IL-13, které inhibuji vyvoj Th1 bunék. Th17 potrebuje pro sv(j vyvoj TGF-B spolu s IL-6. Tyto cytokiny
indukuji pres signalizacni drahu Stat3 expresi transkripéniho faktoru RORyt, ktery zvysi produkci IL-17. Pro
udrZeni populace Th17 bunék je dalezity IL-23. Treg se vyviji v pfitomnosti samotného TGF-B, ktery aktivuje
expresi transkripéniho faktoru Foxp3. Tato exprese indukuje produkci tlumivych cytokinli TGF-B a IL-10. Thl
a Th2 bunky inhibuji diferenciaci Th17. (Pfevzato od Deenick and Tangye 2007).



7 CHARAKTERISTIKA T REGULACNICH BUNEK

Regulaéni T Ilymfocyty potladuji rozvinuti autoimunitnich chorob udrZovdnim
tolerance vUci télu vlastnim tkanim (Sakaguchi et al. 1995), zabranuji rozvinuti alergii
a navozuji oralni toleranci a toleranci matky k plodu (Corthay 2009). Regulac¢ni lymfocyty
jsou naprosto nezbytnou soucasti imunitniho systému a bez nich by se fyziologicka
odpovéd zvrhla v patologickou. Treg bunky inhibuji autoreaktivni lymfocyty, které unikly
pusobeni centralni tolerance v thymu, a navozuji periferni toleranci. Schopnost suprese
neni ale vyhradné jen vlastnosti Treg bunék, napriklad Th1 buriky potlacuji vyvoj linie Th2
a naopak. IFN-y a IL-4 produkované Thl respektive Th2 bunkami potlacuji vyvoj Th17
bunék (Corthay 2009).

Pro vyvoj Treg bunék je nezbytna exprese Foxp3. Mysi se spontanni mutaci ve Foxp3
se nazyvaji Scurfy a tato mutace vede k fatdlnim lymfoproliterativnim selhdnim — mysi
umiraji ve véku kolem 3-4 tydnG (Brunkow et al. 2001). Podobné u lidi vede tato mutace
k multiorgdnovému selhdni a projevuje se rozvinutim syndromu IPEX (Wildin et al. 2001).

Treg bunky nemaji ale pouze pozitivni dopad na télo. Ukazalo se, Ze pacienti
se zhoubnym nadorem a pacienti, co trpi jeho navracenim, maji v krvi vétsi pocet Treg
bunék neZ zdravi pacienti. Rakovinné bunky jsou pro imunitni systém Spatné
rozpoznatelné a Treg bunky brani jejich odstranéni, ¢imz pfrispivaji k rozvoji nadoru.
Rakovinné bunky indukuji vytvareni Treg bunék prfimym kontaktem nebo skrze proteiny.
Produkce TGF-B podporuje proliferaci Treg bunék a indukuje konverzi naivnich CD4*CD25
bunék na Treg burky. Ty pak inhibuji NK burky, CD4'CD8" buriky a dal3i a pfispivaji
k rozvoji nadoru. Podle studie od Shimizu et al. poSkozeni Treg bunék pomoci CD25
specifickych monoklondlnich protildtek podporuje rejekci nékolika transplantovanych
nadorovych bunécnych linii, a tedy pravdépodobné Treg bunky inhibuji imunitni odpovéd
proti nadoru zprostfedkovanou T burikami (Shimizu et al. 1999). Proto kromé tradi¢ni
terapie zahrnujici chemoterapii a radioterapii se uvazuje o nové terapii k 1é¢bé rakoviny,

ktera by byla cilena na odstranéni Treg bunék, ¢i potlaceni jejich funkce.



8 SPECIFICKE MARKERY T REGULACNICH BUNEK

Pro moznost vyuziti Treg bunék je dulezité umét tyto buriky rozpoznat od ostatnich
bunék. Proto bylo nezbytné nalézt specifické povrchové znacky, které by je jednoznacné
charakterizovaly. Treg jsou CD4 *, co? je koreceptor TCR. Jako u viech CD4" bunék dochazi
k preskupeni gent pro TCR, coZ umozinuje rozeznani rlznych antigennich peptidd
v kontextu s MHC molekulami Il. tfidy. MHC gp. Il. tfidy jsou na APC a jejich funkce je
vazat peptidové fragmenty proteini pohlcenych nebo produkovanych burikou
a prezentovat je T lymfocytim. Po setkani se specifickym ligandem dojde k extravazaci
aktivovanych Treg bunék do zanicenych tkani.

K hlavnim povrchovym molekuldam patfi CD25. Ukdzalo se, Ze IL-2 je nezbytny
pro generovani Treg bunék vthymu a pro jejich pfezivani, expanzi a funkci v periferii
(Malek and Bayer 2004). Neutralizace pomoci IL-2 protilatek in vivo vede u mysi
k autoimunitnim chorobam (Setoguchi et al. 2005). Protoze je ale IL-2 rdstovym faktorem
pro vSechny T bunky a je duleZity pro klonalni expanzi bunék, vSechny T bunky exprimuji
pti aktivaci CD25.

Dalsimi molekulami jsou CTLA-4 a GITR. CTLA-4 je negativni regulator aktivace T
bunék, ktery je exprimovan na viech CD4" a CD8" burikdch 2-3 dny po aktivaci. Poufziti
anti-CTLA-4 mAb blokuje supresorovou aktivitu Treg bunék in vivo i in vitro (Read et al.
2000). Podobné exprese GITR a LAG-3 nachazejici se na Treg bunkach je indukovana
v T bunikach pfi aktivaci.

Studie z posledni doby také ukazuji, Ze by nizkda exprese CD127 mohla byt
povazovana za specificky marker Treg bunék. CD127 je a fetézec receptoru pro IL-7. IL-2
je hlavni rastovy faktor pro preziti, proto je vysokd mira exprese CD25 u Treg bunék,
zatimco IL-7 pFispiva k homeostaze Treg bunék jen mirné. Pro tradicni T buriky je ale IL-7
rozhodujicim a jsou CD127"8" (Corthay 2009).

Pro spravnou funkci Treg bunék u mysi je nezbytny transkripéni faktor Foxp3,
protoZe jeho mutace vede k letdlnim poruchdm. U lidi dochdzi k expresi dvou hlavnich
izoform Foxp3: A (Foxp3A) a B (Foxp3B) (Allan et al. 2005). Foxp3A obsahuje N-terminalni
doménu bohatou na prolin, ktery mlzZe zprostiedkovat interakci s NFAT a s NF-kB. Ve
stfedu se nachdzi doména leucinovy zip azinkovy prst. Leucinovy zip je pokladan za
dllezity pro dimerizaci. Forhead doména na C terminalnim konci je zodpovédna za vazbu
k DNA a jadernou lokalizaci (Allan et al. 2005). Nizka exprese Foxp3 navozuje u bunék Treg

9



fenotyp, ale ne schopnost suprese, zatimco bunky s vysokou expresi Foxp3 jsou suprese
schopné (Sakaguchi et al. 2010). Ne vSechny Treg bunky ale exprimuji Foxp3. Napftiklad
Foxp3 neexprimuji Trl, coZ je skupina Treg bunék, kterd je indukovana IL-10 a produkuje
IL-10. Tef také prechodné exprimuji Foxp3, ale nikdy exprese nedosahuje takové Urovné
jako u Treg bunék (Allan et al. 2007).

Opravdu spolehlivou znackou by mohl byt glykoprotein-A v prevladajicich repeticich
- orphan toll-like receptor sloZeny z repetic bohatych na leucin (GARP), ktery je pouze
exprimovan na aktivovanych lidskych nTreg burikach a ne na aktivovanych Tef (Wang et
al. 2009). GARP se na aktivovanych nTreg bunkach vaze na LAP, cozZ je latentni TGF-(.
| kdyz exprese GARP asi neni dostacCujici pro preménu LAP na aktivni TGF-j,
pravdépodobné muze slouZit jako transportér LAPu (Stockis et al. 2009). Pro navadéni
a zadrzeni Treg bunék v zanétlivych mistech je dllezZity agBs-integrin (CD103), ktery

rozpoznava epiteliarni kadheriny.

FOXP3
L4

Helios

CD103
(Integrin aE)

(L-Selectin) (D223
D134 (LAG-3)

Obrazek 2. Povrchové molekuly Treg (prevzato z www.biolegend.com).
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9 VYVOJ AROZDELENI T REGULACNICH BUNEK

Treg buniky se tradi¢né rozdéluji na prirozené (nTreg) a indukované (iTreg).
Pfirozené Treg, kterych je vétsSina, jsou vytvareny v thymu a tvofi 5 — 10 % z celkového
poftu CD4" bunék vthymu, lymfoidnich tkdnich a periferii. U neonatalnich mysi
se po odejmuti brzliku produkce CD4'CD25'Foxp3" bunék zastavila a do3lo k rozvinuti
rGznych autoimunitnich chorob (Sakaguchi et al. 2007). U mysi bylo prokazano, zZe
brzlikové stromalni buriky a DC pfispivaji k rozvoji a diferenciaci Treg bunék (Sakaguchi et
al. 2008). Dale prorozvoj Treg je nezbytna vysokoafinni interakce mezi TCR na Treg
bunikdch a MHC komplexem prezentovany na APC. DuleZité jsou i kostimulacni signaly
a cytokiny IL-2 a IL-7. Predpoklada se, Ze tyto pozadavky jsou podobné i u lidi. U lidi se
navic ve dreni brzliku nachdzi Hassallova téliska, kterd sekretuji thymicky stromalni
lymfopoetin (TSLP). TSLP aktivuji DC a ty indukuji u nezralych CD4"'CD8 CD25 thymocytU
expresi Foxp3 (Watanabe et al. 2004).

Do roku 2003 nebylo jasné, zda lze z perifernich naivnich bunék indukovat expresi
Foxp3. Ukazalo se, Zze TGF-B dokaze spolu s doprovodnou stimulaci TCR indukovat
v naivnich perifernich CD4°CD25 Foxp3™ burikdch Foxp3 expresi a konvertovat je na Foxp3*
Treg bunky u mysi i u lidi (Chen and Wahl 2003). Tyto burky se nazyvaji indukované, nebo
také adaptivni. Zda se, Ze zadny jiny cytokin nebo solubilni faktor nedokaie nahradit
TGF-B v indukci Treg bunék z naivnich CD4" T bunék. Naskyta se mozZnost vytvofit antigen
specifické Foxp3 Treg bunky indukované TGF-B, které by mély uplatnéni v terapii
autoimunitnich chorob, v rejekcich a dalSich, ackoli existuji rozpory mezi jejich
supresorovou funkci. Do skupiny iTreg patfi podskupina Trl charakterizovana produkci
velkého mnoiZstvi IL-10 a podskupina Th3 produkujici TGF-B. Ke zvétseni poctu Trl v
periferii dochazi po setkdni antigenu a IL-10. Po aktivaci jejich TCR jsou Trl schopné
suprese naivnich a pamétovych T bunék. Zatimco nTreg jsou pfevazné zahrnuty v regulaci
odpovédi namifené proti vlastnim antigendm, Trl kontroluji odpovéd na aloantigeny,
alergeny a antigeny jidla.

Role APC a makrofagl v konverzi naivnich bunék na Treg bunky je nasledujici:
v pfitomnosti TGF-B jsou dendritické buriky schopné indukovat konverzi Treg bunék, dale
TGF-B sekretuji. Pfi pohlceni a straveni apoptotickych télisek makrofagové a DC produkuji
TGF-B, ktery podporuje pfemé&nu naivnich CD4* bunék na Foxp3* Treg buriky (Perruche et
al. 2008). Podle studie od Williams et al. maji Th2 bunky blizky vztah s Treg burikami.
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Pokud dojde ke zredukovani exprese Foxp3, iTreg buriky se zméni na Th2 burky schopné
produkovat cytokiny IL-2 a IL-4 (Williams and Rudensky 2007).

Je moiné, Ze Treg bunky pfispivaji produkci TGF-B k diferenciaci Th17 bunék. Navic
jsou schopné se po stimulaci APC diferencovat v Th17 bunky in vitro u mysi a lidi (Xu et al.
2007). Zdad se, 7e lidské CD4'Foxp3* T bufiky nejsou homogenni vgenové expresi,
fenotypu a schopnosti suprese. LiSi se mirou exprese Foxp3, rozdilem povrchovych
znacek, stupném DNA metylace genu pro Foxp3, profilem DNA mikroprostiedi, TCR
repertoarem, proliferaci, sekretovanim cytokinli a schopnosti suprese in vitro (Miyara et
al. 2009). Podle studie od Miyara et al. se daji lidské Foxp3*CD4" T buriky rozdélit do tfi
fenotypové a funkéné odlisnych subpopulaci. Populace se schopnosti suprese in vitro jsou
CD45RA+Foxp3Io resting Treg (rTreg) a CD45RA'Foxp3hi activated Treg (aTreg).
Subpopulace CD45RA'Foxp3IO sekretuje cytokiny a neni suprese schopna. Naivni lidské
Treg bunky, ukterych jesté nedoslo ke stimulaci TCR, maji na svém povrchu molekulu
CD45RA" a exprimuji malo Foxp3. Neptitomnost proliferaéniho markeru Ki67 naznacuje,
Ze jsou bunky v klidovém stavu a jsou oznacovany jako rTreg. Po aktivaci se zvySuje mira
exprese Foxp3 a stdvaji se z nich CD45RO+CD25hiFoxp3hi aTreg (Miyara et al. 2009).

Pro mozné klinické vyuziti a manipulaci s Treg bunkami je dulezité hodnotit kazdou
subpopulaci Foxp3® T bunék zvlast, ne jako celou skupinu, a tim zvétit nebo zmensit

rozmanitost fyziologickych a patologickych imunitnich odpovédi.
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Obrazek 3. Diferenciace Treg bunék (prevzato od Sakaguchi et al. 2010).



10 MECHANISMY PUSOBENI T REGULACNICH BUNEK

Mechanismy plisobeni Treg bunék na ostatni bunky imunitniho systému se daji
rozdélit do ctyf zakladnich skupin: sekrece inhibi¢nich cytokind, suprese cytolyzou,
ovlivnéni metabolismu Tef a modulace zrani a funkce DC. Vysledky rdznych studii jsou
rozporuplné, proto neni stale jasné, ktery mechanismus je rozhodujici, a jakou mérou se

kazdy ze zpUsob podili na supresi zprostfedkované Treg bunkami.

10.1 SUPRESE POMOCI INHIBICNICH CYTOKINU

TFi hlavni inhibi¢ni cytokiny, o kterych se predpokladd, Ze hraji dllezitou roli
v efektorové funkci Treg, jsou IL-10, TGF-B a noveé objeveny IL-35. Vysledky rtznych studii
in vitro a in vivo se lisi, proto neni jasné, zda jsou, ¢i nejsou inhibi¢ni cytokiny nezbytné
pro spravnou funkci Treg bunék. Podle jedné studie je IL-10 produkovany Treg burfikami
nezbytny pro zabranéni vzniku colitidy u mysi (Asseman et al. 1999). Podobné je tomu
u nddorového prostredi, které podporuje generovani Treg bunék, a ty pak tlumi
protinadorovou imunitu skrz IL-10 (Loser et al. 2007). Zda se, Ze novou roli pro IL-10
je udrzeni tolerance matky k plodu a mnoho dalsSich prfipadl (Schumacher et al. 2007).
Tedy, dulezZitost IL-10 zavisi na organismu ¢i chorobé a na experimentdlnim systému.

Navic TGF-B je zarovén imunosupresivnim i imunostimulaénim cytokinem.

10.2 SUPRESE CYTOLYZOU

Cytotoxicka aktivita byla dlouho pfisuzovana jen NK burikdm a CTL burkam.
Nicméné se pfi pokusech ukazalo, Ze i lidské Treg bunky produkuji granzym A a perforin
(Cao et al. 2007). Cytolyza je proces, ktery vede k apoptdze. Apoptdza je programovana
bunécna smrt (PCD), kterd je pro organismus nezbytna napriklad pfi vyvoji organismu
nebo v odstranovani starych, poskozenych a nadbyteénych bunék. Navozeni apoptdzy je
bud" vnitini, nebo vnéjsi. Vnéjsi navozeni je pomoci sekrece perforinu a granzymd.
V membrané bunky se nachazi cytotoxickd granula, kterd obsahuji protein perforin
a serinové protézy zvané granzymy A a B. Poté, co dojde k degranulaci cytotoxické burky,
tedy k rozeznani cilové bunky lymfocytem pomoci CTR a kostimulacnich molekul
a k uvolnéni granul do Stérbiny mezi dvéma bunkami, perforin vytvofi v cilové membrané
pory a jimi se dostanou do bunky granzymy. Nékdy muzZe dojit k smrti osmotickou lyzou

a nejsou potreba granzymy, vétsSinou ale ano. Granzymy pak $tépi prekurzory iniciacnich
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protedz ze skupiny kaspdz, u kterych se tak aktivuje proteolytickd aktivita a tyto iniciacni
kaspazy zacnou Stépit kaspazy efektorové a spusti se kaskada proteolytickych Stépeni
protein(. Efektorové kaspazy zacnou S$tépit laminy, coZ jsou proteiny pfriléhajici k vnitfni
strané jaderné membrany, a drzi jeji tvar. Dojde ke kondenzaci chromatinu a fragmentaci
DNA, degradaci bunécného cytoskeletu, zhusténi cytoplazmy a nakonec z buriky vzniknou
apoptoticka téliska, ktera jsou odstranovana makrofagy. liny, také vnéjsi zplsob, je
pomoci Fas receptoru (FasR), ktery se nachazi na povrchu vétSiny bunék. Navazanim
na Fas ligand (Fasl), nachazejici se na CTL bunkach, dojde k trimerizaci receptoru
a k apoptdze. Rozhodovacim centrem o endogenni sebevrazdé jsou mitochondrie, kdy
dojde k uvolnéni cytochromu c. Ten spusti oligomeraci proteinu APAF1, ktery na sobé
seradi prislusné kaspazy, ty se nastépi a dojde k apoptdze. OdlisSnym déjem od apoptdzy
je nekrodza, pri které dojde kwvyliti obsahu bunky do tkdané a miZe dojit k vainému
poskozeni. Dalsi neddvno objevenou cestou, kterd vede kapoptdze, je skrz drahu
TRAIL/DR5. TRAIL je pfibuzny TNF apoptézu indukujici ligand. Blokace TRAIL/DR 5
(receptor smrti) vyznamné prispiva ke snizeni supresorové funkce Treg. Téchto vysledk
bylo dosazeno in vitro i in vivo pfi uziti anti-DR5 protilatek vedoucimu k prodlouzeni

preziti Stépu pfri transplantaci kGze (Ren et al. 2007).

10.3 OVLIVNENI METABOLISMU EFEKTOROVYCH T BUNEK

Dlouho diskutovana véc je ovlivnéni metabolismu vyCerpanim IL-2. Studie z posledni
doby se shoduji, Ze dochdazi k apoptéze, kterd je zprostfedkovand nedostatkem IL-2
(Pandiyan et al. 2007). Treg exprimuji ve vysoké mife CD25, coZz mlzZe vést k veSkerému
vyCerpani IL-2 a k jeho nedostatku pro Tef. IL-2 je dUleZity rlstovy faktor a je pro Treg
bunky ipro Tef klicovym cytokinem pro preziti. Treg bunky samy nedokdZi produkovat
IL-2. Nicméné nékteré studie toto vyvraceji a fikaji, ze k vy€erpdni IL-2 nedochazi.

Byly objeveny dalS$i mozné zpuUsoby ovlivnéni metabolismu Tef, a to uvolnéni
nukleosidu adenosinu. Soucasna exprese CD39 a CD73 na Treg burkach se ukazala jako
potfebna ke generovani adenosinu do perinukledrnho prostoru z extraceluldrnich
nukleotid(, po kterém dojde k navazani na adenosin A2 receptor na Tef, ¢imZz dojde
kinhibici exprese IL-6 a k podpore exprese TGF-B. IL-6 inhibuje generovani Treg
a podporuje produkci prozanétovych cytokin( jako je IL-17 (Deaglio et al. 2007). Proto je

inhibice sekrece IL-6 dulezita k udrzeni Treg populace. Dalsi mozny zpUsob je pfimy
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pfenos inhibi¢niho druhého posla cAMP z Treg bunék do Tef skrz gap spojeni. Zda se,
Ze diky nizké expresi cAMP fosfodiesterazy 3B v Treg bunkach, kterd degraduje cAMP,
dochdzi vtéchto burikach k nahromadéni cAMP. cAMP je moZny inhibitor proliferace

a syntézy IL-2 v T burikach (Bopp et al. 2007).

10.4 MODULACE ZRAN{ A FUNKCE DENDRITICKYCH BUNEK

Treg mohou ovliviiovat maturaci a/nebo funkci DC, které jsou dllezité pro aktivaci
Tef. Dendritické bunky jsou v organismu nejdllezitéjsi APC a jsou nezbytné pro zahajeni
adaptivni imunity. Intravitdlni mikroskopii byla odhalena pfima interakce DC s Treg
burikami in vivo. DUlezZitou roli hraje negativni reguldtor aktivace CTLA-4 exprimovan
na Treg bunkach. Zda se, Ze Treg bunky mohou skrz interakci CTLA-4 s kostimulacni
molekulou CD80 a/nebo CD86 podmifiovat expresi indoleaminu 2,3 — dioxygenazy (IDO)
dendritickymi burfikami. IDO indukuje katabolismus tryptofanu do pro-apoptotickych
metabolitl a vysledkem je suprese Tef. Aminolyselina tryptofan je dilezita pro spravnou
proliferaci a diferenciaci Tef (Fallarino et al. 2003).

Podle Cederbom et al. jsou Treg bunky schopné sniZeni exprese kostimulacnich

molekul CD80 a CD86 na DC in vitro (Cederbom et al 2000).
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11 BUNECNE MECHANISMY REJEKCE STEPU

Zda dojde k rejekci transplantovaného orgdnu, ¢i ne, zavisi na fizené imunitni
odpovédi namifené proti antigenlm MHC exprimovanym na transplantovanych tkanich.
Faktor, ktery predstavuje velkou prekazku pfi transplantacich, je redundance mechanism(
navozujicich rejekci Stépu. Napriklad u pacientl s transplantovanou ledvinou, ktefi byli
|[éCeni sirolimem a alemtuzumabem, prevlddala oproti bunécéné humoralni rejekce
(Knechtle et al. 2003). U lidi, ktefi jsou cely Zivot vystaveni opakovanym davkam
infek&nich patogend, se vytvafi velké mnozstvi pamétovych bunék. Pravé pamétové CD8"
bunky predstavuji hlavni bariéru k navozeni tolerance (Valujskikh 2006). Bylo prokazano,
7e zbaveni se CD8" T lymfocytl umoZfiuje navozeni tolerance u transplantace
ledvin/kostni dfené u zvifecich modelld lé¢enych anti-CD154 protilatkami v kombinaci
s imunosupresivni 1é¢bou (Koyama et al. 2007). CD4" naivni bufiky se podle pfitomnosti
konkrétného cytokinu v prostfedi diferencuji v odliSné typy bunék zprostiedkovavajici
urcity zpUsob rejekce Stépu. V pritomnosti IL-12 dochazi k produkci IFN-y, a tim k rejekci
zprostiedkované makrofagy a ke vzniku precitlivélosti oddaleného typu. V pritomnosti
IL-4 dochdzi k diferenciaci Th2 bunék, a tim k produkci IL-5, ktery aktivuje eosinofily.
K takto zprostfedkované rejekci dojde, pokud je zabranéno vytvoreni klasické cesté
rejekce (Loser et al. 2007). Dullezity k navozeni tolerance je pomér Th1l7 a Treg bunék
a obecné rovnovdha mezi Tef a Treg. Treg bunky produkuji TGF-B, a tak je moiné,
Ze prispivaji k diferenciaci Th17 bunék, pro které je TGF-B klicovy spolu s IL-6 (Lohr et al.
2006). Bylo prokazano, ze IL-17 produkovany Th17 bunkami aktivuje neutrofily, atim
dojde k rejekci jimi zplsobenou. Zda se, Ze IL-9 produkovany mastocyty ma nepfimy vliv
na udrzeni Treg bunék ve tkanich (Lu et al. 2006). Role B lymfocytl v rejekci Stépu je zatim
nejasna. Podle nékolika studii nebyla nalezena zddnd korelace mezi infiltrovanymi B
lymfocyty a odhojenim Stépu ledviny i jater (Krukemeyer et al. 2004). Naopak u ledvinové
cévni rejekce se zda, zZe infiltrované plazmatické bunky byly zahrnuty v rejekci, tedy
rejekce byla pravdépodobné zprostifedkovana protilatkami (Gartner et al. 2006).
Pravdépodobné i NK bunky se ucastni odhojeni Stépu, jak dokazuje blokada
al., presented at the World Transplant Congress, July 2006). Mechanismy, kterymi NK
bunky ptispivaji k akutni rejekci, nejsou zcela jasné. Pravdépodobné bude hrat roli IFN-y
vyluCovany aktivovanymi NK bunikami, ktery ovliviuje expresi MHC molekul
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na endoteliich $tépu, a tim NK bunky pfispivaji k rozpoznani S$tépu aloreaktivnimi
T lymfocyty (Gerosa et al. 2005). Ddle jsou zodpovédné za Casnou produkci cytoking,

které ovliviuji cileni leukocytl do mista transplantované tkané (Kondo et al. 2000).
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Obrazek 5. Rlizné typy CD4" T bunéénych rejekci (prevzato od Alegre et al. 2007).

11.1 TYPYREJEKCI LEDVINOVEHO STEPU

Pri¢ina odhojeni stépu je rozpoznani MHC antigenU na ledvinovém Stépu a nasledné
spusténi efektorovych mechanismi vedoucich k aktivaci komplementu, intravaskularni
trombdze, ischémii a nekréze tkdné. Témito mechanismy jsou pfimé rozpoznani
dércovské APC s peptidem navdzanym na MHC, ndasledné plsobeni efektorovych CD4*
a CD8" bunék, precitlivélost oddaleného typu zprostfedkovana makrofagy stimulované
CD4" a CD8" bufikami pfimou nebo nepfimou cestou a opsonizace $tépu s naslednou
aktivaci komplementu.

Rozpoznani mizZe probihat pfimou, nepfimou nebo semipfimou cestou. K pfimému
rozpozndni dojde, pokud na darcovské APC s neporusenymi, cizimi MHC molekulami
dojde k aktivaci CD4" a CD8" bunék (Warrens et al. 1994). Nepfima cesta predstavuje

zpracovani darcovského MHC komplexu a vystaveni na MHC recipientni bunky (Lechler
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and Batchelor 1982). V semipfimé cesté dojde k bunécnému kontaktu mezi darcovskou
APC a prijemcovou APC a vyménéni neporuseného MHC (Herrera et al. 2004).

Podle pribéhu a ¢asu odhojeni se rozliSuje nékolik typl rejekce: hyperakutni, akutni
a chronicka. K hyperakutni rejekci dochazi béhem minut aZ hodin, ale nejpozdéji do 48
hodin. Dochazi k ni, pokud jsou v krvi pfijemce pritomné protilatky proti MHC antigeniim
bunék Stépu a stép je poskozen aktivovanym komplementem. Protilatky spadaji do dvou
kategorii: nizkoafinni IgM protilatky vazici antigeny ABO krevnich skupin a vysokoafinni
IgG protilatky vazici HLA antigeny (Afzali et al. 2007). Je tedy nutné provést pred kazdou
transplantaci cross-match test na pfitomnost pfirozenych protildtek v krvi pfijemce,
uréeni krevnich skupin a HLA typizaci. Podminkou pro provedeni transplantace je
negativni cross-match test na protildtky, shoda ABO krevniho systému ashoda nebo
Castecna shoda v HLA antigenech. K akutni rejekci muUze dojit béhem par dni ido tfi
mésicl po transplantaci, pokud je pferusena imunosupresivni lé¢ba. K poskozeni Stépu
dojde diky aktivovanym CD4", CD8" bufkdm a makrofagiim pFijemce zacilenych
na antigeny Stépu. Nejcastéjsi pricinou ztraty funkce transplantované ledviny je chronicka
transplantaéni nefropatie. Jiny termin pro toto oznaceni je chronickd rejekce, coz
znamena pozdni ztratu Stépu, ale procesy souvisejici s chronickou rejekci muazou
vzniknout velmi brzy po transplantaci. Vysledné poskozeni a ztrata Stépu je dusledkem
celé fady proces(, pficemz zasadni roli hraji anti-HLA protilatky. Dochazi k fibroprodukci,
poskozeni endotelu a porucham prokrveni stépu. Klinicky se chronicka rejekce projevuje
zhorSenim funkce Stépu, proteinurii a vysokym krevnim tlakem. Protokoldrni biopsie
slouzi ke zkoumani vyskytu rizikovych faktor( vzniku chronické transplanta¢ni nefropatie.
Provadi se v pravidelnych intervalech hlavné béhem prvniho roku po transplantaci a hleda
zmény, které se jesté neprojevily na funkci ledviny. Vysledky ukazaly, Ze pacienti
s chronickou transplantaéni nefropatii méli v dobé tfeti protokoldrni biopsie horsi rendlni
funkci, vykazovali delsi ¢as studené ischémie a ledvinu méli prevainé od zemrelého darce

(Schwarz et al. 2005).
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12 UPLATNENI T REGULACNICH BUNEK V RAMCI TRANSPLANTACE LEDVIN

Castou pti¢inou chronického selhdni ledvin (CKD) je glomerulonefritida. Jedna
se o0 zanét glomerul(ll, coZ jsou okem neviditelna klubka cév zodpovédna za filtraci krve.
Mechanismy glomeruldrniho poskozeni jsou dvoji: imunitni a neimunitni.
Ke glomerunefritidé, ktera je zprostfedkovana imunitni odpovédi, dochazi, pokud T a B
lymfocyty reaguji na antigeny vlastni tkané ledvin, a disledkem je vznik deposice
komplext antigen( a protilatek ve filtracnim situ glomerulu. V odliSném pripadé muze
dojit ke vrozené odpovédi imunitniho systému, kdy zanét souvisi se zranénim ledvin.
Vrdmci zranéni také dochazi k poruseni bazalni membrany, kterd oddéluje tubularni
epitelialni bunky (TEC) od intersticialniho a intravaskularniho prostoru, a vysledkem je
fyzicky kontakt TEC s lymfocyty. TEC maji schopnost chovat se jako neprofesialni APC
amulzou tak aktivovat T lymfocyty (Hagerty and Allen 1992) nebo naopak v nich
stimulovat vznik anergie (Singer et al. 1993). Regulac¢ni bunky jsou schopné tlumit
imunitni odpovéd’ efektorovych lymfocytl proti antigenlim tkané ledvin, a tim snizit riziko
poskozeni ledvin.

Regulaéni efekt Treg bunék je dobfe zndam, zdravi lidé a pacienti tolerantni
vuci transplantované ledviné vykazuji vétsi zastoupeni cirkulujicich a ve Stépu pfitomnych
Treg bunék narozdil od pacientl s chronickou rejekci. Tolerance byla zrusena poskozenim
CD4'CD25" bunék. Pfitomnost histologickych znamek charakteristickych pro akutni rejekci
bez zjevnych priznakl s dobre fungujici ledvinou se nazyva subklinicka rejekce. Je velmi
uzitecné urcit ze Stépu protokolarni biopsii prlibéh a stav transplantované ledviny. Studie
prokdzala, Ze pritomnost Foxp3 Treg bunék v tubulointersticidlnim infiltrdtu 6 mésicl
po transplantaci koreluje se stabilnim prijetim Stépu (Bestard et al. 2008). Treg bunky
by tedy mohly byt spolehlivymi ukazateli stavu Stépu a umoznuji rozlisit zanétlivé procesy
od prijeti stépu. To také dokazuje spravnou funkci Stépu po 2 a 3 letech po transplantaci
u pacientl majici v krvi Treg burky (Bestard et al. 2008).

Efektivni terapeutické vyuZiti pro pacienty s CKD by mohl predstavovat genovy
pfenos Foxp3 retrovirovym systémem do naivnich T bunék, protoZze pravé Foxp3 je
zodpovédny za vyvoj a funkci Treg bunék. Podle studie bylo vysledkem pfenosu navozeni
regulacniho fenotypu u naivnich bunék hlodavci (Wang et al. 2006). Problémem vsak

zUstava dopraveni vektoru do bunék ledvin.
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Zajimavou moznosti, jak zabranit rejekci, je pouZiti inhibitor( histon/proteinovych
deacetyldz (HDAC), které, jak studie ukazala, podporuji expanzi Treg bunék a zabranuiji tak
rejekci transplantovaného organu nebo vzniku zdnétlivého stfevniho onémocnéni (Tao et
al. 2007).

DC predkladaji specifické antigeny polyklonalnim Treg burikdm, které se tak zméni
na antigen-specifické bunky. Ty jsou tak vice schopnéjsi tlumit imunitni odpovédi (Tarbell
et al. 2007). Podporuji expanzi Treg bunék prostiednictvim uvolnénim IL-10 a zvétSenim
exprese IDO (Lewkowich et al. 2005). Navic Treg burky snizuji schopnost DC prezentovat
antigeny T lymfocytlm, a tim nedochazi k jejich aktivaci (Larmonier et al. 2007).

Jak bude popsano pozdéji, transplantace ledvin se zatim neobejde
bez imunosupresivni |éCby, kterd ma fadu nevyhod. Je tu potencidlni moznost ukonceni
léCby u pacient(, u kterych by ale bylo jednoznacné jasné, Ze sniZzeni nebo preruseni |éCby
nebude mit za nasledek rejekci. Cilem studie od Kreijveld et al. bylo najit konkrétni znaky
T bunék z pacientl po transplantaci ledviny, které by slouZily k predikci vyskytu akutni
rejekce nasledujici po preruseni |écby takrolimem. Analyzou pritokovd cytometrie
T bunék bylo zjisténo, Ze nejvice informativni znamkou rejekce je pomér pamétovych
Tbunék a Treg bunék hodnocenych tésné pred pferusenim lé¢by a zmény v distribuci

naivnich, efektorovych a pamétovych bunék v pribéhu ¢asu (Kreijveld et al. 2008).
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13 ROZDELENi IMUNOSUPRESIVNICH LECIV

Imunosupresiva slouzi k potlaceni aktivity ke S$tépu specifickych aloreaktivnich
T bunék, a tim k zabranéni rejekce stépu. Je ale bohuzel ¢asté, Ze pacient zemie s dobre
fungujici transplantovanou ledvinou v dusledku vedlejsich efektd imunosupresiv na télo.
Mezi né patti napfiklad hypertenze, vznik malignit, infekci, potransplantacni diabetes,
nefrotoxicita a poskozeni ledviny.

Vhodnd imunosupresivni |é¢ba by méla zabrdnit rejekci Stépu a zaroven
nezamezovat vzniku protiinfekéni imunity. Toto Ize vyjadrit indexem imunitni Ucinnosti.
Imunosupresivni |é¢ba se standardné déli na ctyfi skupiny a to na poskozujici Cinitelé,
inhibitory ¢asné aktivace T lymfocytl, inhibitory pozdni aktivace T lymfocytd a inhibitory
proliferace Tlymfocytd. Proti zabranéni vzniku GVHD a akutni rejekci se pouziva
antithymocytovy globulin (ATG). Mechanismus pUsobeni je indukce apoptdzy,
komplement dependentni lyze a plsobeni na chemokinové receptory odpovédnych
za migraci lymfocyt( do prislusSného mista (Mohty 2007).

Do skupiny inhibitor(l ¢asné aktivace T lymfocytl patfi kalcineurinové inhibitory
(CNI), kam se fadi Cyklosporin A a takrolimus. Po aktivaci T lymfocytu skrz TCR
a prezentace darcovského peptidu na MHC molekule dojde ke kalciu dependentni
vnitrobunécné signalizaci, kterd aktivuje kalcium/kalmodulin dependentni fosfatazu
kalcineurin. Ta defosforyluje transkripéni faktor NFAT, ktery se tak muzZe translokovat
do jadra, a tam pomadhat transkripnim faktorlim vazat se na geny kddujici prozanétlivé
cytokiny. CNI se v cytoplazmé vazi na jejich imunofiliny a blokuji aktivitu kalcineurinu,
a tak zabranuji translokaci transkripéniho faktoru NFAT do jadra regulujiciho produkci IL-2.
Cyklosporin se vaZze na cyklofilin a takrolimus na FK506-vazajici protein (FKBP12)
(Battaglia 2010). CNI jsou spojovany se vznikem nefrotoxicity, jejich stazeni mélo
za nasledek zlepsenou funkci ledvin a zlepSeni krevniho tlaku, nicméné se zvysuje riziko
akutni rejekce.

Daklizumab a rapamycin patfi do treti skupiny imunosupresiv. Daklizumab
je monoklonalni anti-CD25 protilatka vazici se na CD25, a tak brani nasednuti IL-2
(Battaglia 2010). Rapamycin neboli sirolimus byl nejprve identifikovan jako produkt
bakterie Streptomyces hygroscopicus. Ze zacatku byl pouzivan jako protiplisnové Cinidlo,
teprve potom se zacal uzivat k prevenci odmitnuti ledvinového $tépu pro jeho vlastnosti
zahrnujici inhibici proliferace a schopnost suprese. Rapamycin patfi do skupiny
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imunosupresiv nazvanych inhibitory savcich rapamycinovych cili (mTOR). Rapamycin
sevaze na FKBP12, ale nepUsobi na kalcineurinovou aktivitu, nybrz komplex
rapamycin/FKBP12 je vysoce specificky inhibitor mTOR komplexu 1 (mTORC1), coi je
serin/threonin kindza zahrnutd ve fosfatidylinositilové signalni cesté (Mita et al. 2003).
Experimentdlni studie dokazuji, Ze u pacientl s transplantovanou ledvinou dochazi
po lymfopénii indukované uZitim Campath-1H, calcineurin-dependentni signalizaci
a pridanim sirolimu k expanzi Treg bunék (Noris et al. 2007).

Mykofenolat mofetil (MMF) pouzivan pro prevenci odmitnuti Stépu, je inhibitor
proliferace bunék a vjatrech je pretvaren na aktivni komponentu, mykofenolatovou
kyselinu, ktera plUsobi na inosin monofosfat dehydrogenazu, klicovy enzym pro syntézu

guanosinovych nukleotidli nezbytnych pro syntézu DNA (Battaglia 2010).

13.1 VLIVIMUNOSUPRESIV NA T REGULACNI BUNKY

Uspé$na transplantace ledviny zavisi na chirurgickém zakroku a také na spravné
zvolené imunosupresivni 1é¢bé. Je dulezité vzit v potaz vlivimunosupresiv na preziti Treg
bunék, na jejich proliferaci a na funkci.

ATG je krdli¢i (rATG) polyklondlni protilatka proti lidskym T burikdm. In vitro rATG
maji vliv na rychlou expanzi CD4* CD25 bunék na CD4" CD25" buriky (Lopez et al. 2006).
Zda se ale, ze nemaji vliv na produkci IL-10.

CNI maji skodlivy dopad na Treg bunky in vivo z davodu inhibice produkce IL-2, ktery
je pro Treg buriky klicovym cytokinem (De Serres et al. 2009). Na produkci IL-10 CNI
pravdépodobné vliv nemaji, naopak bylo zjisténo vétsi mnozstvi IL-10 u skupiny pacient(
se stabilnim Stépem Ié¢enych CNI |é¢bou (Mittal et al. 2009).

Zda se, ze i Daklizumab nepUsobi pouze na aktivované T lymfocyty. Ukazalo se,
Ze po 7 a pll mésicich anti-25 mAb terapie u pacientl s roztrousenou sklerézou ubylo
44 % CD4" Foxp3™ T bunék (Oh et al. 2009). Nedojde ale k jejich smrti, pouze k necitlivosti
k IL-2 a po odklizeni mAb dojde k navraceni plvodniho poctu Treg bunék (Kreijveld et al.
2007). Produkci IL-10 snad Daklizumab neovliviiuje.

Zda se, ze rapamycin umoziuje proliferaci a expanzi mysich a lidskych nTreg bunék.
Data ukazuji, Ze pacienti po transplantaci ledviny [éeni rapamycinem, méli zvétSeny
pocet nTreg bunék v porovnani s celkovym mnoZstvim CD4" bunék (Noris et al. 2007). In

vitro data ukazuji znacné rozdilnosti. Podle Valmori et al. rapamycin spiSe podporuje
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indukci supresorové funkce u tradi¢nich CD4" bunék ne? pfimo expanzi nTreg bunék
(Valmori et al. 2006). Vliv na funkci Trl neni zatim jasny, ale je mozné, Ze na generovani
Trl bunék in vivo vliv rapamycin ma, protoze mTORC1 podporuje expresi IL-10 a po
pridani rapamycinu dochazi k velkému snizeni produkce IL-10 fagocyty (Baker et al. 2009).

MMF pravdépodobné zadny vliv na Treg buriky nema (Lim et al. 2007).
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14 ZAVER

vsve

vrve

vedlejsimi efekty imunosupresiv, nicméné s funkéni ledvinou (Pascual et al. 2002).

V nékterych malo se vyskytujicich pripadech byla u pacientld s nemyeloablativni
alogenni transplantaci krvetvornych bunék pozorovana transplantacni tolerance
k ledvinovému Stépu od stejného darce. Tim by navozeni smiSeného chimérismu mohlo
vyrazné podpofit prijeti Stépu. Ve studii od Fudaba et al. byla u Sesti pacientd soucasné
provedend transplantace ledviny a kostni dfené od HLA-identickych sourozeneckych
darcli, kterd nasledovala po nemyeloablativnich podminkach zahrnujici uziti
cyklofosfoamidu (CP), antithymocytarniho globulinu a ozafeni thymu. Potransplantacné
byl pacientim dan Cyklosporin A nasledné po inflizi darcovskych leukocytl. Dlouhotrvajici
prijeti Stépu bylo pozorovano u vsech Sesti pacient(. (Fudaba et al. 2006).

Je potreba dalSich vyzkumu k identifikaci molekul specifickych pravé pro Treg bunky,
protoZe v soucasné dobé znamé znaky Treg bunék nejsou jednoznaéné specifické pro Treg
bunky. To zna¢né komplikuje jejich odliseni od ostatnich bunék. Navic pokud se najde
opravdu konkrétni marker u pacientll poskytujici nam jistotu, Ze u nich mlze dojit
k preruseni imunosupresivni |é¢by, bude to znamenat pro vSechny pfijemce

transplantované ledviny obrovské zlepseni kvality jejich Zivota.
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