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Abstrakt

Autoimunitni choroby vznikaji jako diisledek selhani centralni (pozitivni selekce a klonalni
delece) a/nebo periferni tolerance. Navzdory tomu, Ze je klonalni delece v thymu velice
dilezita pro eliminaci autoreaktivnich T bunék, periferni tkané a organy kazdého zdravého
jedince obsahuji potencialné patogenni T buriky rozpoznavajici vlastni antigeny. Pfesto se u
vétsiny lidi autoimunitni onemocnéni nikdy nerozvine, coz je zajisténo pisobenim fady
perifernich imunoregulaé¢nich mechanismu zahrnujicich indukci anergie T bunék, deleci T
bunék a klonalni ignoranci. Kromé téchto pasivnich mechanism, je dnes jasné, Ze existuje
urcita populace T bunék, ktera je nejen schopna limitovat vznik patologii béhem normalnich
imunitnich odpovédi, ale také aktivné suprimuje aktivaci a expanzi autoreaktivnich T bun¢k
(tedy suprimuje odpovédi na vlastni antigeny). Hlavni bunécnou populaci, kterd udrzuje
periferni toleranci jsou CD4+CD25+ n (naturally- occurring) Tregs, které vznikaji v thymu.
Na kontrole imunitnich odpovédi se ale také podileji dalsi typy CD4+ Tregs- i (indukované)
Tregs vznikajici po aktivaci naivnich CD4+ T bunék za uréitych podminek v periferii.
Piibyvajici dikazy nasvédcuji tomu, Ze hlavni roli v patogenezi autoimunitnich chorob hraje
nerovnovaha v imunitnim systému. Ta by mohla byt zpisobena naru§enou imunoregulaci
vyplyvajici z pfitomnosti snizeného poc¢tu a/nebo funkéné defektnich Tregs (coz bylo
dokumentovano v fadé€ t€chto onemocnéni). Vysledky studii na mySich také ptfinaseji nadé;ji,
7e Tregs by v budoucnu mohly byt vyuzivany pro bunéénou terapii lidskych autoimunitnich

onemocnéni.

Klic¢ova slova: tolerance, autoimunitni onemocnéni, suprese, nTregs, iTregs

Autoimmune diseases develop as a consequence of failure in central (positive selection and
clonal deletion) and/or peripheral tolerance. Despite the fact that clonal deletion in the thymus
is of central importance in eliminating autoreactive T cells, peripheral tissues and organs of
each healthy individual contain potentially pathogenic T cells recognizing self antigens.
Nevertheless autoimmunity occurs relatively rarely which is ensured by a variety of
peripheral immunoregulatory mechanisms including induction of T-cell anergy, deletion of T-
cells and clonal ignorance. Beside these passive mechanisms, it is now clear that a particular

population of T cells (Tregs) is endowed by an ability to not only limit the development of



pathology during normal immune responses but also to actively suppress activation and
expansion of autoreactive T cells (thus these cells suppress responses to self antigens).
Thymus derived CD4+CD25+ nTregs (naturally-occurring Tregs) represent a major cell
population that play a key role in maintenance of self-tolerance. Also other CD4+ Tregs exist
and contribute to the control of immune responses- these cells develop in the periphery after
activation of naive CD4+ T cells and are called induced Tregs (iTregs).

Increased evidence now suggests that dysequilibrum in immune system plays a major role in
the pathogenesis of autoimmune disease. This may be caused by failure in immunoregulation
by Tregs which can have defects in number and/or function (a number of studies proved this
defects in autoimmune patients). Hopeful results from murine models also suggest that Tregs

can be used in future as cell therapies for treatment of autoimmune diseases.

Key words: self tolerance, autoimmune diseases, suppression, nTregs, iTregs

Seznam zkratek

AML1/Runx1 acute myeloid leukemia 1/runt-related transcription factor 1
CCR7 chemokinovy receptor 7

CNS centralni nervovy systém

CTLA-4 cytotoxic T cell-associated antigen-4

DC dendritické burika (dendritic cell)

EAE experimentalni autoimunitni encefalomyelitida

Foxp3 forkhead/winged-helix protein transcription factor

GALT gut-associated lymphoid tissue

GITR glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor

GVHD graft versus host disease

ICAM-1 mezibunééna adhezivni molekula (intercellular adhesion molekule-1)
ICOS indukovatelna kostimula¢ni molekula (inducible costimulator)
IDO indoleamine 2,3- dioxygenase

IFN-y interferon-y

Ig imunoglobulin



IL-2R
IPEX

iTregs
LNs
MAdCAM 1

MBP
MHC gp
MOG
MS
NFAT
NK
NOD
nTregs
PD-1
SLE
T1DM
TCR
TGF-B
Th bunky
TNF-a
Trl burky
VCAM 1

receptor pro interleukin 2 (IL-2)

immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
syndrome

indukované (induced) regula¢ni T buriky

lymfatické uzliny (lymph nodes)

mukodzni adhezivni molekula (mucosal addressin cell adhesion
molecule 1)

myelin basic protein

major histocompatibility complex glykoproteiny

myelin oligodendrocyte glycoprotein

roztrou$ena skler6za (multiple sclerosis)

nuclear factor of activated T-cells
pfirozeny zabijec (natural killer)

non-obese diabetes mouse

prirozené se vyskytujici regulacni T buiiky (naturally-occurring Tregs)
programmed cell death-1 inhibitory receptor

systémovy lupus erythematodes

diabetes mellitus 1.typu

receptor T buné€k pro antigen (T-cell receptor)

transformujici ristovy faktor B (transforming growth factor 3)
pomocné T buriky (helper T cells)

faktor nekrotizujici nadory a (tumor necrosis factor o)
regulacni T buriky typu 1 (type 1 regulatory T cells)

cévni adhezivni molekula 1 (vascular cell adhesion molecule 1)



1. Uvod- historie Tregs

Pocétek historie Tregs je datovan do roku 1970, kdy Gershon a Kondo poprvé pozorovali, Ze
T buriky nejen podporuji imunitni odpovédi, ale také jsou schopny je tlumit. Takovou
schopnost méla subpopulace T bunék, které byly odlisné od pomocnych Th (helper) bunék a
byly nazvéany supresorové T buriky (1). V nasledujicich letech znaéné vzrostl zajem o jejich
studium a postupné byly objevovany populace supresorovych T bunék s riznymi fenotypy a
mechanismy suprese. Navzdory velkému usili bylo toto téma na konci 80. let opusténo

v disledku problému spojenych s identifikaci spolehlivych markerti a tedy s odliSenim
supresorovych T buné€k od ostatni T bunécné populace. Zajem o n€ znovu zesilil po roce 1995,
kdy Sakaguchi a kolegové demonstrovali, Ze CD4+ T buriky se silnymi imunoregulaé¢nimi
funkcemi (in vitro i in vivo) exprimuji CD25 (o fetézec receptoru pro IL-2), ktery by mohl
slouzit jako marker CD4+ Tregs. Tyto CD4+CD25+ Tregs (nazvané nTregs (naturally
occurring- pfirozené se vyskytujici)) hraji klicovou roli pfi potlaCovani periferni
autoreaktivity a pfispivaji k ustanoveni tolerance v nékterych modelech autoimunitnich
onemocnéni (2). Kromé nTregs, které vznikaji v thymu, byly popsany dalsi typy CD4+ Tregs.
Tyto buriky, které vznikaji z naivnich CD4+ T bunék v periferii a teprve posléze pfijimaji
regulacni schopnosti, byly pojmenovany iTregs- indukované (adaptivni) Tregs a podileji se na

regulaci imunitnich odpovédi. Piehled CD4+ Tregs je uveden v tab. 1.

Tabulka 1: Typy CD4" Tregs (upraveno podle 3)

Typ CD4+ Tregs fenotyp pfedpokladany mechanismus imunosuprese

nTregs vznikajici v thymu CD4'CD25 Foxp3” in vitro zavisly na buné&ném (cell-cell)
kontaktu (CTLA-4); zavisly na bunééném
kontaktu a cytokinech in vivo (IL-10, TGF-B)

periferné indukované nTregs CD4'CD25 Foxp3* in vitro zavisly na bun&ném (cell-cell)
kontaktu (CTLA-4); zavisly na bunéném
kontaktu a cytokinech in vivo (IL-10, TGF-B)

Trl buiiky CD4"'CD25" Foxp3TL-10"e" bunéény kontakt; produkce cytokint (IL-10)

Th3 buiiky CD4"CD25" Foxp3 TGF-B"#  produkce cytokinii (TGF-B)




2. Pfirozené se vyskytujici (naturally occurring) Tregs-nTregs

2.1. Vznik a diferenciace nTregs

Pfirozené se vyskytujici Tregs vznikaji v thymu z Foxp3- thymocytl a pfedstavuji
samostatnou T buné¢nou linii. Nesou na svém povrchu vysokoafinni TCRs (T-cell receptors)
pro komplexy MHC glykoproteint s vlastnimi (self) peptidy (4), které jsou prezentovany
burikami thymu (medulédrnimi epitelidlnimi buiikami a dendritickymi buiikami (DCs)).
Diferenciace nTregs zfejmé zavisi na sile stimulace pfes TCR (je potfeba silny signal (5)),
intenzité kostimula¢nich signald (napf. ptes CD28) a cytokinovém prostiedi (shrnuto v 6).
Pfirozené se vyskytujici Tregs opoustéji thymus jako funkéné zralé buriky (na rozdil od
vétsiny T bunék, které jsou naivni) a migruji do periferie (do lymfoidni (napf. lymfatické
uzliny- LNs) a nelymfoidni tkan€), kde jsou aktivovany (po setkani s antigenem v LNs pfi
daleko niz3i koncentraci antigenu, neZ je zapotiebi pro aktivaci naivnich T buné¢k (7)) a
posléze proliferuji a vykonavaji supresivni funkce. U mysi pfedstavuji CD4+CD25+ Tregs 5-
10 % perifernich CD4+ T bunék, zatimco lidské nTregs zaujimaji jen 1-3 % CD4+ T bunék
(8).

2.2. Fenotyp nTregs

2.2.1.CD25

CD4+CD25+ nTregs konstitutivné exprimuji a fetézec receptoru pro IL-2 (CD25). U lidi jsou
ale regulanimi schopnostmi vybaveny asi jen 3 % té€chto bun¢k s nejvyssi expresi CD25
(CD25"&". Populace se stiedni expresi CD25 predstavuje variabilni smés regulaénich a
aktivovanych efektorovych bunék (8). Uroveit CD25 je regulovana IL-2. Mysi neprodukujici
IL-2 maji znaéné redukovany po€et CD4+CD25+ T bunék (9). Alfa fetézec receptoru pro IL-
2 je soucasti vysokoafinniho receptoru pro IL-2 (IL-2R). Je to heterotrimericky komplex
slozeny z o fetézce (CD25), B fetézce (CD122) a spoleéného y fetézce (CD132). Navazani
IL-2 na receptor na aktivovanych T burikéch iniciuje komplexni signaliza¢ni program, ktery
indukuje proliferaci (je kriticky pro progresi bunééného cyklu), zvySené piezivani, poptipadé
bunéénou smrt (10). Navzdory potiebé IL-2 pro rozvoj CD4+CD25+ Tregs a jejich prezivani

v periferii in vivo a navzdory expresi vSech 3 podjednotek vysokoafinniho IL-2R, zlistavaji



CD4+CD25+ T buiiky hypoproliferativni po stimulaci IL-2 in vitro. To svéd¢i o odlisné
signalizaci ve srovnani s aktivovanymi T burikami, ktera je krucialni pro vznik anergického
fenotypu Tregs jako odpovéd’ na IL-2. Zaroven IL-2 zvySuje pfezivani Tregs, coZ je spojeno
se stimulaci exprese antiapoptotické molekuly bel-xp (11). CD25 ale neni zcela specifickym
markerem CD4+CD25+Tregs, protoZe je exprimovan i aktivovanymi neregula¢nimi CD4+ T

burikami.

2.2.2. Foxp3- transkrip¢ni faktor forkhead box p3 (forkhead/winged-helix protein
transcription factor
CD4+CD25+ Tregs konstitutivné exprimuji Foxp3, ktery je hlavnim regulatorem jejich
vyvoje a funkci. Gen Foxp3 byl poprvé identifikovan v mysich kmenu Scurfy, kde jeho
mutace vedla k hyperaktivaci CD4+ T bunék a k nadprodukci prozanétlivych cytokint (12).
Mutace v lidském genu Foxp3 vede ke vzniku tézké autoimunitni choroby IPEX (immune
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) (13). Dilezitost Foxp3
byla potvrzena studiemi, které ukazaly, Ze jeho ektopicka exprese v T burikach vede k tvorbé
regulacnich bunék se supresivnimi funkcemi. Retrovirova transdukce Foxp3 genu totiz mize
zménit CD4+CD25- T buriky na CD4+CD25+ Treg-like buriky, které jsou schopné
suprimovat proliferaci ostatnich T bun€k in vitro a inhibovat vznik autoimunitnich chorob a
zanétlivych stievnich onemocnéni in vivo (14).
Foxp3 funguje jako transkripéni aktivator i represor- zalezi na cili jeho plisobeni. Stimuluje
expresi CD25 a dalSich povrchovych molekul asociovanych s Tregs, jako CTLA-4 (cytotoxic
T cell-associated antigen-4) a GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) a
zaroven je schopen reprimovat produkci IL-2, IFN-y a IL-4 (15). Analyza funkci Foxp3
ukazala, Ze je schopny se pfimo navazat na geny pro IL-2 a dalsi cytokiny (IFN-y, IL-4) v T
burikéach, ale pouze béhem jejich stimulace. Vazba na gen pro IL-2 mize probéhnout pouze
po interakci Foxp3 s transkripénim faktorem NFAT (nuclear factor of activated T-cells) (16).
Zda se, Ze dulezita je také interakce s transkripénim faktorem AMLI1/Runx1 (acute myeloid
leukemia 1/runt-related transcription factor 1) (17). Foxp3 tak blokuje schopnost NFAT a
AMLI1/Runx] stimulovat expresi genu pro IL-2, IL-4 a [FN-y. Vzhledem k tomu, Ze jsou
tyto transkripéni faktory spojené s aktivaci neregula¢nich bunék a jejich diferenciaci na

efektorové buiiky, vyslednym ptisobenim Foxp3 je funkéni konverze buriky na Tregs. I kdyz



je Foxp3 primarné exprimovan v nTregs, mlze byt jeho exprese také indukovana v CD4+ a
CD8+ T burikach béhem jejich aktivace (18), coZz miiZze byt pfirozenym mechanismem

periferni indukce regulaénich bunék.

B
IL-2, IFN-y
Non‘Treg 41‘\\\\
Treg-associated molecules
(CD25, CTLA-4)
Treg = =

|

IL-2, IFN-y

Obr.1: Schéma kontroly funkci Tregs expresi Foxp3. Transkripéni komplexy zahrnujici NFAT a AML1/Runx]1
aktivuji nebo reprimuji geny kdodujici cytokiny a nékteré povrchové molekuly v Tregs a neregula¢nich butikach

(non-Tregs) v zavislosti na pfitomnosti Foxp3. Pfevzato z 19.

2.2.3. Dalsi exprimované molekuly

Lidské nTregs izolované z periferni krve konstitutivné exprimuji vysoké hladiny CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4), GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis
factor receptor), MHC gp II (major histocompatibility complex glykoproteiny II. tiidy) DR ,
CD45RO, PD-1 (programmed cell death-1 inhibitory receptor) a indukovatelnou kostimula¢ni
molekulu ICOS (inducible costimulator) (20). Ov§em ani jeden z téchto markerti pro né neni
skute¢né specificky, protoZe mohou byt v rizné mife exprimovany na aktivovanych T
burikéach. Zda se, Ze negativni regula¢ni molekuly GITR a CTLA-4 by mohly hrat roli

v supresivnich funkcich Tregs. Napi. zvySena exprese CTLA-4 brani in vitro i in vivo aktivaci
T bunék kompetici s kostimulaéni molekulou CD28 o navazani na CD80/CD86 (21). Foxp3+
Tregs také exprimuji spektrum homing receptorti zahrnujicich adhezivni molekuly a
chemokinové receptory, které mohou byt funkéné vyznamné (umoznuji Tregs migrovat do
lymfoidnich tkani (napf. LNs), popiipad€ i do nelymfoidnich tkani, kde suprimuji neZadouci
imunitni odpovédi). V perifernich lymfatickych uzlinach 80 % Foxp3+ Tregs exprimuje ve
vysokych mnozstvich CCR7 (chemokine receptor 7). Frakce (~ 30 %) Foxp3+ Tregs
exprimuje CD103 (integrin aEB7), ktery interaguje s E-kadherinem produkovanym stfevnimi
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epitelidlnimi burikami (exprese CD103 je spojena s migraci Tregs do mist zanétu) a ~ 50 %

z nich ma vysokou expresi L-selektinu ( CD62L), ktery interaguje s vaskularnimi adresiny na

povrchu endotelidlnich buné€k v LNs a slizni¢ni lymfoidni tkani (22). Bylo také prokazano,ze

exprese receptoru pro IL-7 (CD127) neptimo koreluje s urovni exprese Foxp3 a tedy se

supresivnimi schopnostmi lidskych Tregs a nabizi moznost separace skute¢né supresivnich

CD25+CD127"" Tregs od aktivovanych neregulaénich CD25+CD127"¢" bungk (23). Dale

byl intenzivné studovan cytokinovy profil nTregs, ktery se lisi od profilu nékterych typt

indukovanych Tregs. Lidské nTregs nesekretuji detekovatelnd mnozstvi IL-2, IL-4, IL-5,

IFN-y ani IL-10, ale mohou produkovat TGF-B, i kdyZ v mnozZstvi, které neni vyrazné odliSné

od neregulacnich bunék (24). Pfehled nejvyznamnéjsich molekul umoziujicich charakterizaci

nTregs je uveden v tab. 2.

Tabulka 2: Markery nTregs (informace z 18, 19, 22, 23, 47)

Molekula

Nazev molekuly

Charakteristika/Funkce

CD25 (IL-2Ra)
Foxp3

CTLA-4

GITR

CD45RO

CD62L

CD103

CCR7

CD127"%"

PD-1

o fetézec receptoru pro IL-2

transkripéni faktor forkhead box p3
(forkhead/winged-helix protein trans. factor)
cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4
glucocorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor

L-selektin

integrin o EB7

chemokinovy receptor 7

receptor pro interleukin 7

programmed cell death-1

esencialni pro rozvoj Tregs

hlavni regulator vyvoje a funkci
Tregs

mozna role v kontaktn¢ dependentni
supresi

mozné role v kontaktné dependentni
supresi

pfedevsim znak aktivovaného/
pamét'ového fenotypu vétsiny Tregs
umoziiuje Tregs migrovat do LNs
(popiipadé€ do slizni€ni lymf. tkan¢)
primarné spojen s migraci T bun€¢k
do stfevni tkan¢; homing Tregs do
do mist zanétu

migrace Tregs do sekundarnich lymf.
tkani (LNs)

nizka exprese umoZziiuje odlisit Tregs
od aktivovanych nereg. bunék
negativni regulator- indukce bun&éné

smrti; role ve funkcich Tregs ?
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2.3. Funkce a mechanismus puisobeni nTregs

Mysi i lidské CD4+CD25+ nTregs exprimuji rozmanity repertoar TCRs podobné jako
CD4+CD25- T buiiky, coZ své€d¢i o jejich schopnosti rozeznévat §iroké spektrum antigena.
Ackoli nejsou omezeny pouze na vlastni antigeny, velké mnozZstvi nTregs je v periferii
rozeznava s daleko vétsi ucinnosti nez CD4+CD25- buiiky (25). Spole¢né se zjiSténim, Ze
nTregs mohou také rozeznavat epitopy piimo na TCRs, to podporuje zasadni roli
CD4+CD25+ Tregs v regulaci tolerance k vlastnim antigeniim (26). Foxp3+CD4+CD25+
nTregs suprimuji proliferaci naivnich T bunék a jejich diferenciaci na efektorové T buriky in
vivo. Mohou také suprimovat efektorové aktivity diferencovanych CD4+ a CD8+ T bun¢k a
funkci NK (natural killer) bunék, NK T bunék, B bunék, makrofagt, osteoklastti a DCs
(shrnuto v 19). I kdyZ nékteré dikazy svéd¢i o tom , Ze Th2 buriky mohou byt k supresi méné
citlivé, nez Thl buiky (27), lidské CD4+CD25+ Tregs u€inn€ inhibuji produkci IL-2, IFN-y
a IL-13 CD4+ T buiikami (8). Princip mechanismu, kterymi CD4+CD25+ nTregs inhibuji
imunitni odpovédi, neni jasny a zustava kontroverzni vzhledem k rozdilnym vysledkiim in
vitro a in vivo. Zda se, Ze in vitro lidské i mysi CD4+CD25+ nTregs suprimuji T buriky
zpusobem zavislym na bunééném kontaktu a nezavislym na produkeci cytokint IL-10 a TGF-3
(7). Presto nejsou molekuly zprostfedkujici tuto kontaktné-dependentni supresi do velké miry
znamy. Pravdépodobnymi kandidaty by mohly byt molekuly GITR a CTLA-4 exprimované
na povrchu CD4+CD25+ Tregs (28). CTLA-4 zpusobi ligaci CD80/CD86 na povrchu
efektorové buiiky, ¢imZ dojde k pfenosu negativniho (supresivniho) signalu a k nasledné
inhibici funkci efektorové T buniky (29). Naruseni aktivace efektorové T buiiky muze byt také
indukovano ovlivnénim funkci DCs. Ligace CD80/CD86 na povrchu DC molekulou CTLA-4
vede k expresi a aktivaci enzymu IDO (indoleamine 2,3- dioxygenase), ktery se uéastni
degradace tryptofanu. Redukce koncentrace tryptofanu v médiu je spojena se snizenou
aktivaci a deleci T buné€k (30,31). Tregs mohou déle inhibovat maturaci DCs a jejich
schopnost prezentovat antigen efektorovym T buiikam (32) a také mohou béhem ¢asnych fazi
imunitni odpovédi in vivo narusit stabilni kontakty mezi antigen-specifickymi CD4+ T
burikami a DCs, ¢imzZ zabrani prezentaci antigenu efektorovym T burikdm.Navic
CD4+CD25+ Tregs mohou byt indukovany, aby exprimovaly granzym A a zabily aktivované
CD4+ a CD8+ T buiiky mechanismem zavislym na perforinu. Ugast Fas/FasL nebyla v tomto
procesu prokazana (33). Zda cytokiny odvozené od nTregs pfispivaji k mechanismim,

kterymi tyto buiiky reguluji imunitni odpovédi in vivo, neni jasné a zistava kontroverzni.
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Jejich ucast totiz miiZze byt ovliviiovana fadou fyziologickych faktori- napf. vlastnostmi
cilového organu a povahou a silou zanétu. I pfesto mnoho dat in vivo nasvéd€uje tomu, Ze
TGF-B a IL-10 hraji roli v supresi zprostiedkované CD4+CD25+ nTregs (34). Oviem tato
zjiSténi mohou byt dana indukci novych typt regulacnich buné€k. Je totiZ mozné, Ze mohou
navodit produkci TGF-B okolnimi buiikami, coZ nasledné€ zptisobi diferenciaci CD4+CD25- T
bunék na CD4+Foxp3+ T buriky, které sekretuji IL-10 (35). Navic 2 typy lidskych
CD4+CD25+ Tregs maji schopnost indukovat de novo diferenciaci Trl bunék produkujicich
IL-10 a jsou schopny navodit vznik Th3 bunék, které vytvareji TGF-B-dale uvedeno

v kapitole 4.1. Pro objasnéni molekularni podstaty suprese zprosttedkované nTregs jsou
zapotiebi dalsi studie. Také neni jasné,zda suprimované buriky zlstanou po plisobeni Tregs

neaktivni, pfejdou do apoptosy nebo se stanou anergickymi.

3. Polarizace imunitni odpovédi

Naivni CD4+ T buiikky mohou byt béhem stimulace antigenem v periferii indukovany, aby se
diferencovaly na Thl, Th2, Th17 buriky nebo Tregs. Vzhledem k tomu, Ze Tregs maji
protizanétlivou roli a udrzuji toleranci k vlastnim antigeniim (a tedy zabrariuji vzniku
autoimunitnich chorob) a efektorové Th buriky vykondvaji funkce aktivujici imunitni
odpovédi (produkce prozanétlivych cytokinit), mize dysregulované expanze efektorovych Th
bunék (pfedevsim Thl a Th17 bunék) vést ke vzniku nebo rozvoji fady zanétlivych nebo
autoimunitnich chorob. Bylo také pozorovano, Ze mnoho z téchto onemocnéni ma periody, ve
kterych dochazi k zanétlivému vzplanuti a klidna obdobi mezi nimi. Obdobi bez zanétu svédei
o0 "rovnovaze", béhem které se ustanovi tolerance ke komponentam vlastniho téla (a tedy
naopak imunitni odpovédi na vlastni antigeny dysregulovany, coZ miiZze byt vysvétleno
pfednostnim vznikem prozanétlivych bunéénych linii (Th1l a Th17) nebo jejich zvysenym
pfezivanim na zaklad¢ lokalniho cytokinového prostiedi a pfitomnosti urcitych populaci DCs
(shrnuto v 36). Tvorba jednotlivych linii T bunék totiz zavisi na zpiisobu stimulace,
koncentraci antigenu, kostimulacnich signalech a cytokinovém prostfedi (37). Zatimco IL-12
produkovany DCs, které byly stimulovany mikrobidlnimi antigeny specifikuje vznik Th1

bunék a ma stimulaéni efekt na sekreci IFN-y témito buiikami (38), Th17 buriky se mohou
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z naivnich CD4+ T bunék tvofit v pfitomnosti DCs a Tregs v zanétlivém prostredi (stimulace
lipopolysacharidem). Absence Tregs vede k diferenciaci na Th1l buriky, pfedevsim
interakcemi naivnich T bunék s DCs produkujicimi IL-12. V pfitomnosti DCs i Tregs jsou
hlavnimi faktory fidicimi vznik Th17 bun€k TGF-p odvozeny od Tregs a IL-6 odvozeny od
DCs (39). Navic IL-23 produkovany aktivovanymi lidskymi makrofagy a DCs je dilezity pro
jejich selektivni expanzi a pro sekreci pro n€ charakteristického prozanétlivého cytokinu IL-
17 (38). Vzhledem k tomu,ze TGF-p je také dilezitym faktorem pro vznik Foxp3+ Tregs,
existuje mezi nimi a Th17 burikami vzajemny vztah,ve kterém pfitomnost ¢i nepfitomnost IL-

6 rozhoduje o ovladnuti imunitni odpovédi Th17, resp. Foxp3+ Tregs (40).

Mikrobialni

/ antigeny

Obr.2: Mysi model diferenciace pomocnych T bunék (Th) na Th1,Th17 a Tregs po setkani s antigenem.
Produkce TGF-P nTregs podporuje vznik Tregs z prekurzorii Th bun&k (Thp). Stimulace DC mikrobidlnimi
antigeny zpisobi produkci IL-6, IL-23 a/nebo IL-12. Prevladajici sekrece IL-12 indukuje tvorbu Thl buné¢k

z Thp, zatimco IL-6 v kombinaci s TGF-B odvozenym od Tregs vede k diferenciaci Thp na Th17 buriky. IL-23

produkovany DC zpiisobi proliferaci a sekreci cytokinti témito burikami. Pfevzato z 36.
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4. Indukované Tregs- iTregs (adaptivni- aTregs)

4.1. Indukce Tregs

Zda se, ze vznik regulacnich bun€k zavisi na mnozstvi pfitomného antigenu a sile interakce
(nizké davky antigenu/slaba stimulace vede k tvorbé vice Tregs) a na zpisobu antigenni
stimulace (pro konverzi naivnich T bun¢k na Tregs je dileZita prezentace antigenu nezralymi
nebo suboptimalné aktivovanymi DCs) (41). Pro vznik Foxp3+ Tregs je také podstatna
ptitomnost TGF-f. TGF- se ucastni pfemény naivnich CD4+CD25- T bunék na
CD4+CD25+ nTregs-like buiiky jak in vivo, tak in vitro a to tim, Ze v nich indukuje expresi
Foxp3 (42). Déle i IL-2 umoziuje diferenciaci naivnich CD4+ T bunék na Foxp3+ Tregs a
navic inhibuje jejich diferenciaci na Th17 buiiky. Tvorba Th17 bunék fizena IL-6 je
inhibovana i kyselinou retinovou, kterou sekretuje specialni typ DCs ve stfevni lymfoidni
tkani (GALT-gut-associated lymphoid tissue). V ptfitomnosti TGF-p kyselina retinova
umoziiuje vznik Foxp3+ Tregs z naivnich T bunék. Proto oréln¢ podané antigeny
prezentované DCs, které produkuji retinovou kyselinu, mohou indukovat Foxp3+ Tregs. To
muZe pfedstavovat mechanismus oralni tolerance (43). Neni ov§em jasné, zda indukované
Foxp3+ Tregs jsou funkéné stabilni in vivo a jak moc pfispivaji k celkovému poctu Foxp3+
Tregs v periferii. Existuji dalsi typy Tregs kromé Foxp3+ Tregs, které mohou byt indukovany
z naivnich T bunék v periferii, napt. CD4+ T lymfocyty sekretujici IL-10 a TGF-p nazvané
Trl burky. Trl bunky byly poprvé definovany v in vitro studiich zahrnujicich priming CD4+
T bunék v ptitomnosti IL-10. Vznik Trl buné€k je stimulovén nezralymi DCs mechanismem
zavislym na IL-10 a také DCs, které byly aktivovany v pfitomnosti fady tolerogennich
stimultl (napi.IL-10, vitamin D3, cholera toxin). Zda se, Ze diferenciace Trl bun¢k ma 2
stadia. Nejdfive se po antigenné specifické nebo polyklonalni aktivaci stanou anergickymi a
nejsou schopny proliferace a produkce cytokint. V tomto stadiu jsou sice schopné suprimovat
naivni T burniky, ale zavisle na bunééném kontaktu a ne na produkci cytokinti. Druhé stadium
diferenciace probiha po nucené proliferaci in vitro a také pravdépodobné po opakovaném
vystaveni antigenu in vivo. Buriky, které byly pfedtim anergické, znovu ¢asteéné ziskaji
schopnost proliferace a sekrece cytokinl. Maji unikatni profil produkovanych cytokint ( IL-2
flow IL-47,IL-5",IL-10% TGF-B"), ktery je jiny, nez cytokinové profily ThO, Th1 a Th2 bungk
(shrnuto v 44). K tvorbé Trl bunék, ale i dal§iho typu iTregs- Th3 bunék pfispivaji také
CD4+CD25+ Tregs a to mechanismem nazvanym infek¢ni tolerance. Lidské CD4+CD25+
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Tregs exprimujici integrin a4p7 (vaZe se na mukozni adhezivni molekulu MAdCAM 1
(mucosal addressin cell adhesion molecule 1), ktera je exprimovéana endotelem v mukdznich
tkanich) maji totiz schopnost navodit de novo diferenciaci Trl bunék. Jiny typ CD4+CD25+
Tregs exprimujici a4P1 integrin (vaZe se na cévni adhezivni molekulu VCAM 1 (vascular cell
adhesion molecule) na povrchu endotelidlnich bun€k zénétlivych tkani) ma pak schopnost
indukovat vznik Th3 bunék, které produkuji TGF-p (45). In vivo byly Th3 buiiky indukovény

po oralnim nebo intravendznim podani antigenu (46).

4.2. Funkce a mechanismus pusobeni

Indukované Tregs vykonavaji své funkce primarné produkci cytokinti (TGF- a IL-10).
Vyjimkou by mohly byt CD4+CD25+ nTregs-like buriky, jejichz funkce in vitro jsou,
podobné jako funkce nTregs, zavislé na bunééném kontaktu (47). Avsak zda se, Ze jsou
schopny indukovat diferenciaci Trl bunék (48), které vykazuji supresi dependentni na

IL-10. Trl buriky reguluji naivni a pamét'ové T buriky in vitro i in vivo a mohou suprimovat
jak Th1, tak Th2 odpovédi (podobné jako Th3 buiiky) (49). Kromé T bun€k pusobi na dalsi
bunééné typy. Napiiklad supernatant z aktivovanych Trl bunék siln€ redukuje schopnost DCs
indukovat antigenné specifickou proliferaci T bunék (50), protoze IL-10 inhibuje expresi
MHC II a kostimula¢nich molekul na DCs (51). Trl1-bunééné klony také inhibuji produkci
protilatek B burikami. Déle je pravdépodobné, Ze jsou schopny lokalni sekreci IL-10 navodit
vznik dal$ich Trl bun€k z naivnich CD4+ T bunék. Dikazy ze studii na mysich i lidskych
burikach ukazuji, Ze hlavni funkci Trl bunék je kontrolovat odpovédi na cizi antigeny

v periferii. I kdyZ mohou také rozeznéavat vlastni antigeny (52), vétSina studii potvrzuje, Ze
Trl buiiky pfedevsim reguluji odpovédi na alergeny, patogeny a alloantigeny a to produkci
IL-10. Zd4 se, Ze tyto buriky jsou velmi dilezité v mukdznich tkanich, kde dochazi primarné
k jejich stfetu s cizimi antigeny. Vzhledem k tomu, Ze Th3 buriky sekretuji velké mnozstvi
TGF-B, ktery podobné jako IL-10 sniZuje expresi MHC gp II. tfidy a kostimula¢nich molekul
na DCs (53), tyto buriky redukuji schopnost DCs stimulovat T buiiky. Produkce TGF- také

muZe podpofit vznik dal§ich regula¢nich bunék (indukci Foxp3).
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5. Role CD4+ Tregs pfi vzniku autoimunitnich chorob

5.1. CD4+ Tregs v organove specifickych autoimunitnich chorobach- diabetes mellitus 1.

typu a roztrouSena skleréza

5.1.1. TIDM- diabetes mellitus 1. typu

Diabetes 1.typu vznika jako diisledek narusené tolerance k antigentim pankreatickych
ostrivkl. To vede k nekontrolované T burikami zprostfedkované autoimunitni destrukci
pankreatickych 3 bun€k produkujicich insulin. Autoreaktivni populace CD4+ T lymfocytt
rozpoznava vlastni antigeny a po aktivaci pfednostné produkuje spektrum cytokini typickych
pro Thl buiiky (pfedev§im IFN-y), které iniciuji autoimunitni proces. Pro dalsi rozvoj
onemocnéni je nutna pfitomnost autoreaktivnich CD8+ cytotoxickych T lymfocyth (54).
Soucasné studie ukazuji na vyskyt defektni regulace T bun€k v pacientech s diabetem 1.typu.
Shelley Lindley a kolegové prokazali, Ze vznik tohoto onemocnéni je doprovazeno defektni
regulaci imunitnich odpovédi CD4+CD25+ T burikami. Zjistili totiz,Ze regulaéni schopnosti
CD4+CD25+ T bunék izolovanych z pacienti trpicich diabetem 1.typu jsou znacné
redukovany ve srovnani s CD4+CD25+ Tregs kontrolnich subjektl a to, co se tyka suprese

proliferace i regulace sekrece prozanétlivého cytokinu IFN-y. Navic tyto CD4+CD25+ T

-----

s wa1e

koncentracich (55). Dalsi studie také potvrdily, Ze pacienti s diabetem maji CD4+CD25+ T
burky s defektnimi funkcemi na rozdil od zdravych kontrol (56). OvSem Amy L. Putnam a
kolegové nepozorovali Zadné signifikantni rozdily mezi supresivnimi schopnostmi
CD4+CD25+ T bunék téchto 2 skupin (57). Tyto odli$nosti mohou byt dany pouzitim
odli$nych stimulaénich podminek. Dale bylo zjistovano, zda osoby trpici diabetem nemaji
sniZzeny pocet cirkulujicich CD4+CD25+ T bunék. Vysledky nejsou pfili§ jednotné- zatimco
v né€kterych studiich nebyly zaznamenany vyrazné zmény ve frekvenci té€chto bun¢k mezi
pacienty s diabetem a kontrolnimi osobami (55,56,57), v jinych studiich byl sniZzeny pocet
CD4+CD25+ T bunék v pacientech pozorovan. Hlavni pokrok v pochopeni diabetu 1.typu
piineslo pouziti my$iho modelu této nemoci ( NOD —non-obese diabetes mouse model).

V NOD mysich je pro patogenezi diabetu nutny priming diabetogennich T bunék

v pankreatickych LNs béhem ¢asné faze onemocnéni, kdy dochazi k jejich expanzi,
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diferenciaci a iniciaci exprese adhezivnich molekul a chemokinovych receptort. To témto
autoreaktivnim bufikdm umozZni opustit LNs a zah4jit invazi cilové tkan¢ (58). Pro infiltraci
ostruvku je dulezita interakce a4P7 integrinu s MAdACAMI1 (59). V cilovych tkanich jsou T
burky reaktivovany a uplatni efektorové funkce vedouci k poSkozeni tkané. Infiltraty
leukocytti jsou v NOD mys$im modelu pozorovatelné brzy po iniciaci primingu. Pfesto trva
10-30 tydnd, nez zanét pfejde v destruktivni insulitidu vedouci ke ztrat¢ produkce insulinu a
ke vzniku diabetu. Jednim z mnoha moznych vysvétleni mize byt, Ze pfechod mezi t€émito 2
stadii je pod kontrolou Tregs. Tang a Bluestone testovali, zda pfechod z nedestruktivni
insulitidy do destruktivni formy a prediabetu je disledkem redukce poctu Tregs nebo ztraty
jejich funkce. Srovnali mnozstvi Foxp3+ bunék v LNs pankreatu a pankreatickych ostriivcich
6 tydna starych prediabetickych mys$i a mysi, které jiz diabetes rozvinuly. Piekvapivé byl
pocatek diabetu doprovazen zvySenim poctu Tregs v pankreatickych LNs, coz korelovalo

s redukovanou proliferaci Foxp3- bunék. Mysi s diabetem mély také v insulitickych lézich
zvySeny pocet Tregs oproti prediabetickym mysim, i kdyZ relativni mnoZstvi Tregs se sniZilo
v dtsledku velké expanze Foxp3- populace. To nasvéd¢uje prub&znému hromadéni Treg-
rezistentnich bunék, coz vede k destrukci ostrtivki a vzniku diabetu (60). Jiné studie ov§em
pfisuzuji vznik diabetu v NOD mysich defektu v CD4+CD25+ Tregs nebo byly pozorovany
redukované frekvence CD4+CD25+CD62"¢" Tregs exprimujicich Foxp3 a TGF-B1

v pankreatickych LNs a ostrivcich NOD mysich samic pfi pfechodu z benigni do agresivni
insulitidy (shrnuto v 61). Spoleénym zjisténim vétSiny studii ovSem je, Ze supresorové
schopnosti téchto bun€k klesaji s progresi autoimunity proti B buiikdm pankreasu. Také se zda,
ze Tregs brani progresi diabetu inhibici primingu efektorovych T bunék a jejich funkei.
Uspé&sny priming v LNs vede ke klonalni expanzi T bungk, jejich diferenciaci, ptijeti
efektorovych funkci a k invazi cilovych tkani. Bylo prokazano, Ze vSechny tyto procesy jsou
Tregs kontrolovany. Né€kolik laboratofi demonstrovalo, ze CD62L+ Tregs (maji schopnost
homingu do LNs) vykazuji vys$i supresivni aktivitu in vivo pfi obrané proti diabetu 1.typu a
GVHD (graft versus host disease), protoZe jsou vice efektivni v suprimovani primingu v LNs.
Navic se zd4, Ze antigen-specifické Tregs jsou v inhibici proliferace efektorovych T bunék
efektivnéjsi nez polyklonalni Tregs (60). Efekt Tregs na tkanovou invazi Th bunék neni moc
dobfe znam. Jedna soucasna studie demonstrovala, Ze Tregs inhibuji expresi chemokinového
receptoru CXCR3 na Th burikach jako disledek suprimované diferenciace na IFN-y
produkujici buriky (62). Redukovana exprese CXCR3 koreluje s nizkou infiltraci
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pankreatickych ostrivkl a protekci proti diabetu (60). Pfitomnost Tregs v zanétlivé tkani,
zahrnujici i ostrivky pankreatu, napovida, Ze by Tregs mohly potencialn€ fungovat i v misté
zanétu. V mistech zanétu muze ovSem prozanétlivé cytokinové prostredi napomoci

efektorovym T burikdm odolavat kontrole Tregs (63).

5.1.2. MS (multiple sclerosis)- roztrousena sklerdza

Roztrou$ena sklerdza je komplexni genetické onemocnéni spojené s chronickym zanétem

v centralnim nervovém systému (CNS), demyelinizaci, ibytkem axoni a mozkovou atrofii,
jehoz patogeneze se pravdépodobné ucastni aktivované autoreaktivni T buiiky (pfedevsim
Th1 a Th17 typu) rozpoznavajici myelinové antigeny (64). Dlouhou dobu se pozornost

bunék a patogenni neuroantigen-reaktivni T buriky by tak mohly unikat regulaci. Viglietta a
kolegové ale nedetekovali Zadné rozdily v po¢tu téchto bunék cirkulujicich v krvi mezi
pacienty s MS (revadujici- relapsing-remitting (RR) forma MS) a kontrolami. Ov§em naproti
tomu zjistili, Ze Tregs izolované z pacientll s MS maji redukovanou schopnost suprese ve
srovnani s kontrolnimi subjekty (Tregs zdravych osob inhibovaly jak proliferaci,tak sekreci
IFN-y efektorovymi T burikami). Dale také zjistili, Ze ztrata funkci Tregs v pacientech s MS
neni dana zvySenou rezistenci aktivovanych efektorovych T bunék, ale sidli v Tregs. Tato
defektni buné¢na populace byla charakterizovana jako CD62L+ (65). Kromé ni byly objeveny
funkéni abnormality i v jiném typu Tregs- v Trl burikdch indukovanych CD46. Signalizace
cytokinu IL-10. Osoby s MS nejsou schopny po kostimulaci CD46 sekretovat IL-10 (66).
Dalsi studie také potvrdily sniZenou funkénost CD4+CD25+ Tregs v pacientech s MS, ktera
primarné sidli v Tregs samotnych (67, 68). Huan a kolegové demonstrovali, Ze sniZzena
suprese CD4+CD25+ Tregs MS pacientl koreluje se snizenou expresi Foxp3 (67) a Venken a
kolegové, Ze uroven Foxp3 a tedy funkce Tregs zavisi na stadiu nemoci spiSe nez na véku
pacientt (68). Zjisténi, Ze Tregs v krvi RR MS pacienti maji zvySenou expresi integrinu o4 1
a CD103 (molekuly spojené s homingem do zanicenych tkani ) a frekvence Tregs

v mozkomi$nim moku téchto osob byla vyssi nez v jejich krvi, indikuji, Ze Tregs mohou
migrovat z krve do mista zanétu (a pravdépodobné je to spojeno se zdnétlivym stadiem

nemoci) (69).
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Mysim modelem MS je EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis). Vysledky

z mysich modelu silné napovidaji, Ze Tregs dokazi piedejit spontanni a indukované EAE
(ptispivaji k uzdraveni a genetické rezistenci vici EAE). CD4+CD25+ Tregs mohou
vykonavat své aktivity v LNs a potencialn€ i ptimo v CNS. Tregs odvozené od LNs inhibuji
antigenné-indukovanou (indukovanou MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein))
proliferaci a sekreci IFN-y encefalitogennimi MOG-specifickymi T burikami in vitro a in vivo
redukuji zanét v CNS (a tedy klinické a histologické ptiznaky EAE). Tyto Tregs migrujici in
vivo do LNs selektivné exprimuji P-selektin (CD62P) a mezibunéénou adhezivni molekulu
ICAM-1 (intercellular adhesion molekule-1) (jsou pravdépodobné schopny navodit interakce
s cilovymi T buiikami) a zfejmé inhibuji expanzi encefalitogennich T buné€k indukci lokalni
produkce cytokinti Th2 typu (shrnuto v 70). Tregs vyskytujici se v CNS mohou byt od
lymfatickych Tregs odli§eny expresi chemokinového receptoru CCRS a CD103- markert,
které jsou asociovany s homingem Tregs do mist zanétu. I kdyZ je toho velmi malo znamo o
mechanismech, jakymi Tregs suprimuji EAE in vivo, soucasna data ukazuji, Ze béhem
¢asnych fazi EAE dochazi v LNs k antigenné-specifické aktivaci Tregs (71) a k jejich
akumulaci v CNS dochézi az béhem pozdéjsich fazi, kdy zanét CNS ustupuje (72). I pies
nutnost aktivace Tregs odpovidajicim antigenem (napi. MBP (myelin basic protein) v pfipadé
EAE zpisobené MBP- specifickymi efektorovymi T buiikami nebo MOG v ptipadé EAE
indukované MOG-specifickymi T burikami) se zd4, Ze suprese Tregs neni antigenné
specifickd, resp., Ze Tregs jsou schopny suprimovat efektorové T buiiky i jinych specifit. Napf.
hlavni regulaéni populace, ktera inhibuje MBP-specifické T buriky, obsahuje Tregs specifické
pro jiné antigeny nez MBP (73). Tregs izolované z CNS (ale ne z LNs) jsou hlavnim zdrojem
IL-10 v EAE (72). Pocet téchto CD4+CD25+ T bunék se v pribéhu EAE zvySuje a dobte
koreluje s ustupem nemoci, coZ nasvédcuje tomu, Ze tyto buriky by mohly hrat hlavni roli

v uzdravovacim procesu. Vzhledem k tomu, Ze i astrocyty sekretuji IL-10, je mozZné
pfedpokladat, Ze jsou schopny navodit vznik Tr1 bunék (sekretujicich IL-10), které by mohly
pfispét k supresi zanétu v CNS (49). Potencialni roli v ustupu nemoci by mohl mit i TGF-

B odvozeny od Tregs, ale pro potvrzeni je potieba ovéfit, zda jeho hlavnimi zdroji nejsou jiné
buriky. Stejné€ tak musi byt definovany lokalni cile této suprese (CD4+, CD8+ T buriky, B
buriky, DCs nebo makrofagy). I kdyz bylo dokazano, Ze se Tregs akumuluji v mozku béhem

we, e

probihajici EAE. Analyza funkci mySich Foxp3+ Tregs z CNS ukazala, Ze tyto buiiky nebyly
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schopny suprimovat aktivaci MOG-specifickych T bun¢k z CNS, coz indikuje, Ze jsou tyto
encefalitogenni buriky rezistentni k regulaci. Zda se, Ze odolné k supresi jsou pouze
efektorové T buriky odvozené z CNS a ne lymfatické T buriky. Navic efektorové T buriky

z CNS jsou rezistentni k supresi, pokud byly izolovany v po¢ate¢nim nebo vrcholném stadiu
nemoci, zatimco T buriky izolované béhem ustupu nemoci byly k supresi ¢astecné citlivé.
Déle je vrcholné stadium nemoci charakteristické velkou pocetni ptevahou MOG-
specifickych efektorovych T bun€k oproti MOG-specifickym Tregs. Tento pomér se béhem
ustupu nemoci postupné snizuje. MOG-specifické efektorové T buriky z CNS (ale ne
lymfatické) sekretuji vysoké mnozZstvi IL-6 a TNF-a. Tyto cytokiny mohou byt zodpovédné
za rezistenci k supresi. IL-6 v kombinaci s TGF-p totiz vytvafi idedlni cytokinové prostiedi
pro diferenciaci Th17 bun¢k a zaroven blokuje vznik novych Tregs. IL-6 také narusuje
supresivni efekty ustanovené populace Foxp3+ Tregs. IL-6 je tedy klicovym faktorem pfi
udrZovani rovnovahy mezi Tregs a patogennimi Th17 butikami. V cilové tkani (CNS) zavisi
schopnost Tregs kontrolovat efektorové T buriky na sloZeni populace efektorovych T bunék.
Rezistence k supresi je nejvétsi béhem pocatecniho a vrcholného stadia nemoci, kdy
prevladaji Th17 buriky. Poté ovSem stoupa frakce efektorovych T bun€k produkujicich IFN-
¥ (Th1 buiiky) (faze Gstupu nemoci). Béhem ustupu nemoci jsou T buriky z CNS citlivé vaci
pusobeni Tregs a proto se zda, Ze Th1 buiiky mohou byt kontrolovany snadnéji nez Th17
buriky (74).

5.2. CD4+ Tregs v systémovych autoimunitnich onemocnénich: SLE- systémovy lupus
erythematodes
SLE je, oproti organové specifickym autoimunitnich chorobam (diabetes 1. typu nebo
roztrouSena skler6za), systémovou autoimunitni chorobou, ktera napada vice tkani a organa.
Jedna se o zanétlivé multigenetické onemocnéni charakteristické nekontrolovanou
autoreaktivitou CD4+ T bunék a B lymfocytl vedouci k vysoké produkci autoprotilatek IgG
namifenych proti vlastnim antigenim- pfedev§im proti antigenim lokalizovanym v jadre.
Pocate¢ni naruseni lymfocytarni tolerance je disledkem kombinace enviromentalnich a
genetickych faktori a pozdéji vedou nekontrolované autoimunitni reakce k patogenezi-

typickymi ptiznaky lupusu jsou kozni 1éze a glomerulonefritida (75). Vétsina studii mySich
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modelt SLE napovida, Ze centralni tolerance je neporusend a proto je pravdépodobné, Ze

k jeji kritické ztraté dochazi v periferii. Analyzy vzorku lidské krve prokazaly sniZeny pocet
cirkulujicich CD4+CD25™#" Tregs u dospélych pacientii v aktivni fazi onemocnéni (76, 77).
Toto bylo potvrzeno i jednou soucasnou studii, jejiZ autofi se jako prvni zaroven zaméfili i na
analyzu jinych typa Tregs, neZ jsou CD4+CD25"#Foxp3+ T buiiky (brané jako nTregs) a
prekvapivé zjistili, Ze pocCet CD4+CD25‘”°WF0xp3+ Tregs (i kdyZ neni jasné, zda adaptivni
Tregs mohou vznikat in vivo v podminkéch lidskych zanétlivych chorob, je mozné
predpokladat, Ze by tyto buriky mohly teoreticky piedstavovat adaptivni Tregs indukované
béhem imunitnich odpovédi) se béhem aktivni faze SLE zvySuje. Toto zvySeni ale ziejmé

neni dostate¢né pro kompenzaci ubytku CD4+CD25"e"

Foxp3+ Tregs a i pfes tento narust
prevazuji patogenni efektorové T buiiky v aktivni i inaktivni fazi onemocnéni pocetné nad
CD4+CD25"°"Foxp3+ Tregs oproti zdravym kontrolam. Je tedy mozné, Ze patogeneze SLE
miiZe byt spojena i s nerovnovahou mezi poéty CD4+CD257°" Tregs a efektorovych T bungk
(76). Bylo prokazano, Ze ubytek v krvi cirkulujicich nTregs béhem aktivni faze nemoci neni
dusledkem migrace téchto bunék do LNs nebo do mist zanétu (pfitomnost t€chto bunék se
neprokazala ani v LNs, ani v ledvinach), ale mize byt zptisoben citlivosti nTregs vici
apoptose indukované FasL (CD95L) (77) (CD4+CD25highFoxp3+ Tregs jsou pievazné bunky
s pamétovym fenotypem s vysokou expresi CD95, coz vysvétluje jejich citlivost k apoptose
navozené CD95L. CD4+CD25""Foxp3+ Tregs maji naopak pievazné naivni fenotyp s nizkou
expresi CD95 a proto jsou rezistentni k apoptose indukované CD95L (78). Analyzy funkci
Tregs v pacientech se SLE nepfinasi Zadné jednoznacné vysledky. Zatimco né€ktera data

high v . .. P
'8" T bunék v inaktivni i aktivni fazi

podporuji pfitomnost normalnich, funkénich CD4+CD25
nemoci (76, 77), jina ukazuji na funkéni defekt téchto bun€k v pacientech s aktivni formou
SLE. Tyto rozpory mohou byt zplisobeny pouzitim riznych stimula¢nich podminek in vitro. I
pies kontroverzni vysledky se viak zda, Ze spise pocet CD4+CD25™#" Tregs nez jejich funkce,
je rozhodujicim aspektem v progresi onemocnéni, protoze tyto buriky izolované z pacientd
trpicich SLE maji stejné funkéni fenotypické charakteristiky jako Tregs zdravych osob (77).
Utast jinych typti CD4+Foxp3+Tregs na supresi autoreaktivnich bun&k je nejasna, protoze
nebylo potvrzeno, Ze by CD4+CD25'/'°WF0xp3+ Tregs v pacientech se SLE vykazovaly
supresorové aktivity (76). Neni také znamo, jak Tregs puisobi na humoralni (protilatkovou)

imunitu a tedy jak kontroluji produkci protilatek v SLE (produkce autoprotilatek tridy IgG je

dulezita pro patogenezi SLE). Obecné jsou Tregs schopny suprimovat aktivaci B buné¢k jak
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pfimo, tak nepfimo prostfednictvim inhibice Th2 buné€k (79). Soucasna data napovidaji, Ze
preaktivované Tregs jsou in vitro také schopny B buiiky i zabit. Zda se toto odehrava

v podminkéch autoimunitnich chorob, musi byt ov§em analyzovano (80). Bylo pouze
prokazano, ze pomér CD4+Foxp3+ Tregs a efektorovych T buné€k nepiimo koreluje

s mnoZstvim autoprotilatek IgG proti dsSDNA v pacientech s inaktivnim SLE. Funkéni nebo
pocetni pokles CD4+Foxp3+ Tregs oproti efektorovym T buiikdm by pak mohl byt pocatkem
narusené tolerance pacientl se SLE (bohuzel podobny vztah mezi pomérem Tregs/efektorové
T buriky a hladinou IgG nebyl nalezen v pacientech s aktivnim SLE) (76). Nekteré studie na
mySich potvrzuji, Ze Tregs maji protektivni roli a chrani mys proti produkci autoprotilatek (i
kdyz ji nechrani proti kone¢né organové patologii). Podobné¢ jako lidské Tregs, mohou mit i
mysi Tregs deficit (at’ uz poc€etni nebo funkéni). V my§im modelu NZM2410 byl objeven
Slel lokus, ktery hraje kli€ovou roli v citlivosti vii¢i SLE, kontroluje toleranci k jadernym
antigeniim a ovliviiuje T 1 B builky. Sklada se z vice lokust, ale bylo prokdzano, Ze za vznik
autoreaktivnich T bunék je do velké miry zodpovédny lokus Slela, ktery je také spojen

s redukci poc¢tu CD4+CD25+CD62L+Foxp3+ Tregs (zda se, Ze Slela kontroluje spiSe pocet
Tregs nez jejich funkci). Exprese Slela posiluje aktivaci, proliferaci a efektorové funkce
CD4+ T bunék (produkce cytokinl) a zéroven snizuje mnozstvi CD4+CD25+Foxp3+ Tregs,
coz vede k produkci autoreaktivnich T bunék, které podporuji produkci autoprotilatek B
burikami specifickymi na chromatin. CD4+ T buiiky exprimujici Slela maji totiZ zvySenou
uroveni kostimulaéni molekuly ICOS, ktera je kriticka pfi pomoci Th2 bunék B buitkam
(zvysena stimulace T buné€k prostfednictvim ICOS vede ke zvySené produkci anti-dsDNA
protilatek B burikami). Exprese Slela muze také efektorovym T buitkdm udélit rezistenci

k supresi zprostiedkované Tregs. Tohoto procesu by se mohly pravdépodobné ucastnit DCs, v
nichZ exprese Slela vyvolava nadprodukci IL-6, ktery je zndm svymi negativnimi ucinky na

Tregs (81).

6. Terapeutické vyuziti Tregs pro 1é¢bu autoimunitnich chorob
Mnoho autoimunitnich onemocnéni je spojeno s redukovanym poctem a/nebo funkcemi Tregs.
Proto byly navrZeny terapie, jak je posilit v jejich mnozZstvi a/nebo funkcich in vivo (napf.

pouziti monoklonalnich protilatek proti povrchovym molekuldm (napf. proti CD3- ¢ fetézci
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TCR komplexu, CD28 nebo CDS52, proti prozanétlivym cytokinim (napt. TNF-o) nebo
uvedena do klinické praxe a i kdyZ nékteré studie vykazuji pozitivni vysledky (napf. 1é¢ba
pacientl s diabetem 1.typu anti-CD3 monoklonalnimi protilatkami zabranuje progresi
onemocnéni po zna¢né€ dlouhou dobu (83)), jiné vysledky dokumentuji relativni
nespecifi¢nost téchto terapii, ktera je asociovana s vedlej§imi u¢inky (naptf. monoklonalni
protilatky proti povrchovym molekuldm mohou pisobit jak na Tregs, tak na efektorové T
buriky (fada téchto molekul je exprimovana jak na povrchu Tregs, tak na povrchu
efektorovych T buné€k- béZné nebo po jejich aktivaci), coz miZe potencidln€ vést k posileni
imunitnich odpovédi a ke zhorSeni onemocnéni). Kvili témto rizikiim je sou€asny vyzkum
zameéfen na nalezeni specifictéjSich metod, které by redukovaly nebo predchéazely
autoimunitnim patologiim. Moznym feSenim mtiZe byt bunécna terapie zaloZzena na
adoptivnim transferu Tregs. Transfer Tregs (polyklonélnich ¢i antigenné-specifickych) byl
pouzit v fadé mySich modelti autoimunitnich chorob, ze kterych je patrné,Ze jsou tyto buiiky
(pfedev§im CD4+CD25+ Tregs) schopny piedejit a/nebo zvratit jiZ probihajici autoimunitni
chorobu (€innost byly prokazana v modelech SLE, diabetu 1.typu, EAE (MS) a dalSich)
(shrnuto v 82). I kdyzZ jsou tyto vysledky pfislibem pro 1é€bu lidskych autoimunitnich
onemocnéni, v soucasné dob¢ viak neexistuji klinické studie imunoterapie zaloZené na Tregs.
Souvisi to s fadou problémt spojenych s manipulaci lidskych Tregs. Pro bunéénou terapii je
potfeba izolovat dostatecné Cistou populaci Tregs, tak aby byla zajisténa bezpeénost a
nedochazelo ke kontaminaci patogennimi T buiikami. I kdyz existuji metody pro izolaci
lidskych polyklonélnich Tregs z periferni krve (napf. vyuziti prutokové cytometrie pro
separaci na zaklad€ exprese povrchovych molekul- napi. separace CD4+ T buné€k s nejvyssi
expresi CD25 (CD25"&") (57) nebo CD4+CD25+CD127"°% T bunék (23)) a izolovana
buné&cna populace je znacné obohacena o Foxp3+ Tregs, tato populace vzdy obsahuje malou
frakci neregulacnich efektorovych T bunék. Pti expanzi Foxp3+Tregs in vitro (pouZiti silného
stimulu pfes TCR (napf. anti-CD3 protilatky) a kostimulaéniho signalu (anti-CD28 protilatky)
v pfitomnosti IL-2; popfipadé rapamycinu, ktery stabilizuje expresi Foxp3 a supresorové
funkce nebo urcitych typt DCs, které dodaji optimalni signaly pro jejich expanzi (shrnuto v
82)) navic muze dochazet k dal§imu poklesu jejich procentualniho mnoZstvi a proto je pouZiti
této expandované populace pro in vivo aplikaci sporné. Navic neni jasné, zda budou tyto

Tregs stabilni a funkéni in vivo a v pfipadé, Ze ano, zda podani velkého poctu téchto bunék
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nepovede k systémové imunosupresi (jedna se totiz o polyklonalni Tregs). Z mySich modelt
autoimunitnich onemocnéni (napi. SLE) neZ organoveé-specifickych onemocnéni (napf.
diabetes 1.typu) (patrné proto, Ze antigeny vyvolavajici SLE (dsDNA a jaderné antigeny) jsou
pfitomny po celém téle a Tregs specifické pro tyto antigeny mohou byt udrzovany v daleko
vétSich mnoZstvich v perifernich LNs a sleziné v porovnani napft. s Tregs specifickymi pro
antigeny pankreatickych ostrivki, které se pfednostné akumuluji v pankreatickych LNs
(shrnuto v 60)). Ideélnim feSenim pro 1é€bu organové-specifickych chorob naopak mohou byt
vice cilené terapie zaloZzené na antigenné-specifickych Tregs (napt. MBP nebo MOG-
specifické v pfipadé MS nebo Tregs specifické pro antigeny pankreatu (insulin) v pfipadé
diabetu 1.typu). BohuZel soucasné technologie nedovoluji izolovat a expandovat dostatecné
mnozstvi téchto bunék pro klinické pouziti. MoZnost jak obejit tuto piekazku spociva ve
vyuZiti virovych transgeni pro vytvoreni Tregs s poZadovanou antigenni specifitou

z polyklonalnich Tregs. Do izolovanych polyklonéalnich Foxp3+Tregs by mohly byt
integrovany terapeutické genové kazety exprimujici vice transgeni- napf. geny kodujici
pozadované TCRs, imunoregulaéni cytokiny (napf. IL-10), chemokinové receptory a
receptory pro homing do cilovych tkéani (shrnuto v 82). Nadéjn4 je také moznost vytvofit
antigenné-specifické Foxp3+ Tregs z izolovanych antigenné-specifickych efektorovych T
bunék expandovanych in vitro. V soucasnosti byly vytvofeny lidské Tregs s pouzitim metody
zaloZené na expresi Fopx3 prostfednictvim lentiviru a tyto buiiky jsou funkéné ekvivalentni

s klasickymi Foxp3+Tregs (84). Konvenéni T buriky by také in vitro mohly dat vznik iTregs-
napf. Trl buiikkam (pouziti IL-10, vitaminu D3, dexamethasonu, nezralych nebo tolerogennich
DCs (44)), které by nasledné byly pouzity pro imunoterapii. Pfedpoklada se, Ze terapie
zalozené na Tregs budou kratkodobé, které navodi tolerogenni prostfedi vedouci k obnoveni
regula¢nich mechanismi im. systému. V nékterych pfipadech budou muset byt ovSsem pouzity
opakované davky funkénich Tregs nebo podany geneticky upravené buiiky- napi.u
onemocnéni zpisobenych funkénim defektem v samotnych Tregs. Je také pravdépodobné, ze
terapeuticky zasah by mél probéhnout velmi brzy po vypuknuti onemocnéni, protoze

v pokrocilém stadiu je prostfedi plné prozanétlivych cytokint, které posiluji aktivaci

efektorovych T bun€k a mize tudiz byt obtizné indukovat toleranci.

25



7. Zavér

Tolerance vigci tkanim vlastniho téla (a tedy ochrana proti vzniku autoimunity) je udrZovana
fadou mechanismi. Dnes je jasné, Ze velice dulezitym mechanismem je aktivni regulace
zprostiedkovana burikami imunitniho systému. V poslednich 10 letech byla pozornost
soustfedéna predevsim na regulacni T buriky (Tregs) a mezi nimi CD4+ Tregs (z nichz nTregs
hraji hlavni roli pti potlaCovani periferni autoreaktivity). CD4+ Tregs piisobi pfimo i nepfimo
na rizné typy bun€k a vykonavaji celou fadu funkci, kterymi nejen suprimuji odpovédi na
vlastni antigeny, ale také reguluji probihajici imunitni reakce na cizi antigeny. Z hlediska
ochrany pfed vznikem autoimunitniho onemocnéni je ov§em dulezitd ptedevs§im jejich
schopnost suprimovat proliferaci, diferenciaci a efektorové funkce autoreaktivnich T bun¢k
béhem primingu v LNs a zabranit tak invazi téchto bunék do tkani, kde by se nasledné mohly
rozvinout patologické reakce. Nékteré studie také nasvédcuji tomu, Ze jsou Tregs schopny
fungovat v cilovych tkénich béhem jiZ probihajiciho zdnétu a mohou tak potlacovat poskozeni
tkané. Proto jejich dysfunkce (zpisobena defektem v nich samotnych nebo okolnimi faktory)
nebo snizeny pocet mohou vést ke vzniku dysregulovanych imunitnich odpovédi, které
podporuji vznik a progresi autoimunitniho onemocnéni. Pro pfesné pochopeni role, jakou tyto
buriky hraji v autoimunitnim procesu, bude nutné 1épe porozumét tomu, jak, kde a kdy
vykonavaji supresivni funkce a jaké jsou cile jejich plisobeni. S tim je spojena nutnost
identifikace spolehlivéjSich markerti a funkéné€ dilezitych molekul, kterd bude také nezbytna
pro zajisténi G€innosti a bezpe€nosti 1éCebnych terapii zaloZenych na adoptivnim transferu
téchto bun€k. Na druhou stranu totiZ pfehnana suprese jinak fyziologické imunitni odpovédi
predstavuje velké nebezpeci z hlediska vzniku nddorového onemocnéni nebo chronického
zanétu. Pfesna regulace imunitnich odpovédi je tedy zcela kruciélni z hlediska zaji§téni

optimalni obranyschopnosti organismu vi€i nezadoucim zevnim, ale i vnitinim vliviim.
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