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Imunska toleranca

Immune tolerance

Matjaz Jeras,"** Urban Svajger™?

Izviecek

Izhodis¢a: Mehanizmi imunske tolerance so po-
memben del homeostaze imunskega sistema, ki
zagotavlja celovitost nasega organizma. Ko govo-
rimo o imunskem odzivu, najveckrat pomislimo
na udinkovito aktiviranje $tevilnih dejavnikov,
ki omogocajo, da se s pomocjo celi¢ne in pro-
titelesne oziroma humoralne imunosti uspe$no
obranimo pred $kodljivim delovanjem najrazli¢-
nejéih telesu tujih snovi in dejavnikov. Pri tem
pa ve¢inoma ne razmi$ljamo o tem, da mora biti
vsak aktivacijski obrambni mehanizem uravnan
z nasprotno delujo¢im, zaviralnim procesom. S
tem je namrec zagotovljen ustrezen obseg imun-
ske reaktivnosti brez nepotrebnega in $kodljive-
ga izérpavanja organizma ter razmeroma hitro
vraCanje na raven normalnega, uravnoteZenega
fizioloskega stanja, kar je osnovni cilj delovanja
homeostaznih mehanizmov. Tako naravno, di-
namic¢no ravnovesje »jin/jang, ki je klju¢no za
zdravje vsakega posameznika, lahko zagotavlja le
dobro nadzorovano in uravnotezeno delovanje
efektorskih imunskih celic, in sicer tako aktivi-
ranih limfocitov CD4", vrste Thi, Th2 in Th1y, ci-
totoksi¢nih limfocitov CD8+, naravnih celic ubi-
jalk (NK), limfocitov B in ostalih aktivacijskih
dejavnikov na eni strani ter nasprotno delujo¢ih
imunosupresivnih celic, med katere uvr§¢amo
razli¢ne vrste regulatornih CD4+ in CD8+ lim-
focitov T in tolerogenih antigene-predstavljajo-
¢ih celic (APC) ter ostale zaviralne dejavnike, na
drugi strani. V kolikor se to ravnovesje porusi in
nagne na eno ali drugo stran, se lahko pojavijo
bodisi avtoimunske bolezni, ki so posledica ne-
preprecene reaktivnost zoper lastne antigene, ali
pa nebrzdan razrast rakavih celic zaradi preko-
mernega negativnega imunskega uravnavanja, ki
lahko popolnoma izni¢i protitumorske efektor-
ske mehanizme imunskega sistema.

Zakljucki: V nasem prispevku predstavljamo
najnovejsa dognanja na podroé¢ju preucevanja

in razumevanja mehanizmov imunske toleran-
ce, ki je pomembni del homeostaze pri ¢loveku,
ter potencialne moznosti za njihovo terapevtsko
uporabo v obliki naprednega celi¢cnega zdravlje-
nja predvsem avtoimunskih bolezni ter pri pre-
precevanju zavrnitvenih odzivov po alogenskih
presaditvah tkiv in organov.

Abstract

Background: Regulation of human immune sys-
tem through mechanisms of immune tolerance
is an exceptionally important part of the homeo-
stasis that protects the integrity of our organism.
Whenever we talk about immune responses, we
primarily consider them as an efficient activa-
tion of numerous factors enabling our cellular
and humoral immunity to protect us against no-
cive effects of various forms of pathogens. How-
ever, each of these activation processes must be
adequately regulated by appropriate immuno-
suppressive mechanisms, thereby providing a
rational extent of immune reactivity without ex-
hausting the organism and at the same time as-
suring a rather quick reestablishment of normal
physiological conditions, which is a basic task of
immune homeostasis. Such natural and dynamic
»yin/yang« balance, being crucial for the well-
being of each individual, can only be provided by
well orchestrated specific interactions between
activated effector immune cells, such as Thi, Th2
and Thi7 CD4+ lymphocytes, CD8+ cytotoxic T
lymphocytes, natural killer cells (NK) and other
activating factors on one side, and the oppositely
functioning immunoregulatory effectors, such
as regulatory CD4+ and CD8+ T lymphocytes,
tolerogenic antigen-presenting cells (APC) and
other immunosuppressive factors, on the other.
In the case of a colapse or an imbalance of this
system, there are serious consequences that are
reflected in the occurrence of autoimmune dis-
eases, in which case the immune system is un-
successfully suppressing the reactivity against
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Slika 1: Shematski
prikaz ravnovesja, ki ga
vzdrzujejo kompleksni
mehanizmi imunske
homeostaze.

self-antigens or the outburst of cancer cells, due
to the excessive negative regulatory immune
mechanisms that are actively protecting tumors.

Conclusions: In this review we are presenting
novel findings regarding the mechanisms of tol-
erance as an important part of immune homeo-
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stasis and discussing the potential of translating
this knowledge into clinical setting by develop-
ing advanced cell therapies, mostly for treating
autoimmune diseases and preventing graft rejec-
tion following allogeneic tissue and organ trans-
plantation.

Uvod

Osnovni nalogi imunske tolerance sta
prav gotovo zagotavljanje in vzdrzevanje ne-
reaktivnosti na telesu lastne antigene (Ag).
Ob tem pa nas mora imunski sistem varova-
ti tudi pred celo vrsto razli¢nih, telesu tujih
patogenih dejavnikov, zlasti mikroorganiz-
mov, in se pri tem izogniti napacno usmer-
jeni ali prekomerni reaktivnosti, ki bi lahko
resno ogrozila normalno delovanje organiz-
ma. Vprasanje, ki si ga v danasnjem casu po-
gosto zastavljamo in nanj iS¢emo ustrezne
odgovore, je, kako lahko na$ imunski sis-
tem ohranja sila obcutljivo ravnotezje med
potentnimi efektorskimi in tem ustrezno
prilagojenimi nasprotno delujo¢imi regula-
tornimi mehanizmi (Slika 1). V normalnih
razmerah antigensko-specificno aktivirani
limfociti v okviru pridobljene imunosti po-
skrbijo za popolno odstranitev patogenih
mikroorganizmov. Vendar pa pri tem vedno
obstaja tudi dolocena, ¢eprav majhna verje-
tnost, da bi se lahko posamezni kloni efek-
torskih imunskih celic hkrati premo¢no od-
zvali na prepoznavo telesu lastnih antigenov

Imunska homeostaza
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Efektorske celice
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in s tem povzro¢ili kroni¢no vnetno odziva-
nje ter nezelene poskodbe tkiv ali celo izzva-
li kaksno od avtoimunskih bolezni. V peri-
fernem krvnem obtoku so dejansko lahko
prisotni posamezni limfociti T in B, ki se v
vnetnem mikrookolju pretirano mo¢no od-
Zovejo na prepoznavo posameznega lastne-
ga antigena, ali pa taksni, ki zaradi prevelike
podobnosti oziroma molekulske mimikrije
med strukturama antigena, ki je del pato-
genega mikroorganizma in dolocene telesu
lastne molekule, s svojimi antigenskimi re-
ceptorji v dolocenem trenutku niso ve¢ spo-
sobni razlikovati med njima.' Obstoj prvih
je posledica neustrezne selekcije klonskega
repertoarja antigenskih receptorjev, izraze-
nih na povrsini dozorevajocih limfocitov, ki
poteka v okviru procesa vzpostavljanja osre-
dnje imunske tolerance v timusu in kostnem
mozgu.” Vse tak$ne prekomerne oziroma
nezelene avtoagresivne imunske odzive, do
katerih lahko pride med aktiviranjem efek-
torskih imunskih celic na periferiji, mora-
jo nadzorovati in obvladovati raznovrstni
mehanizmi uravnavanja, ki jih oznacujemo
s skupnim imenom periferna imunska tole-
ranca.’

V kolikor omenjeni nadzorni mehanizmi
ne delujejo pravilno, lahko pride do prevla-
de bodisi efektorskih ali regulatornih oblik
imunskega odziva in s tem povezanega na-
stanka razlicnih imunsko pogojenih bole-
zni. Zato je izjemno pomembno dobro po-
znavanje tako molekularnih mehanizmov,
ki so odgovorni za tovrstno patologijo, ka-
kor tudi aktivnih vlog posameznih elemen-
tov oziroma dejavnikov imunskega sistema,
ki so pri tem udelezeni. Sele opremljeni s ta-
k$nim znanjem lahko ustrezno nacrtujemo
nove terapevtske pristope, ki bi nam omogo-
¢ili u¢inkovito preprecevanje vzrokov in ne
le blazenje posledic omenjenih patoloskih
stanj.
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Mehanizmi osrednje (centralne)
imunske tolerance

Limfociti T in B nastajajo iz krvotvornih
matic¢nih celic v kostnem mozgu. Nadaljnje
dozorevanje celic T v funkcionalne limfo-
cite CD4" in CD8" poteka v timusu, med-
tem ko so celice B temu procesu podvrzene
v kostnem mozgu.**” Tako kostni mozeg
kot timus sodita med osrednje oziroma cen-
tralne limfati¢ne organe. Osrednja imunska
toleranca predstavlja osnovni selekcijski
proces, med katerim velika vecina novo na-
stalih predhodnikov limfocitov T in B zaradi
neizpolnjevanja strogih meril funkcional-
nega preverjanja avtoreaktivnosti njihovih
antigenskih receptorjev podleze programi-
rani celi¢ni smrti ali apoptozi. Razvoj obeh
osnovnih vrst celic pridobljene imunosti
poteka preko S$tevilnih vmesnih fenotipov
njihovih dozorevajo¢ih predhodnikov vse
do oblikovanja dokon¢nega, zrelega in klon-
sko porazdeljenega repertoarja T-celi¢nih
(TCR) in B-celi¢nih antigenskih receptorjev
(BCR) vsakega posameznika. Izjemna ra-
znolikost TCR ( ~10'® moznih razli¢ic), ki
so v ve¢ kot 95 % zgrajeni iz transmembran-
skih verig a in B, in BCR (~5x10"* mozZnih
razlic¢ic), povrsinsko izrazenih imunoglobu-
linskih molekul, nastane zaradi popolnoma
naklju¢nega somatskega preurejanja vari-
abilnih (V), diverzifikacijskih (D) in pove-
zovalnih (J) genskih segmentov, ki kodirajo
najpolimorfnejse, antigene prepoznavajoce
dele obeh vrst receptorskih molekul.®*

Klonska izbira nezrelih limfocitov T (ti-
mocitov) poteka v timusu, in sicer na osnovi
dveh nasprotujocih si mehanizmov: pozitiv-
ne in negativne selekcije. Dvojno pozitivni
(DP) timociti CD4"CD8", predhodniki zre-
lih limfocitov T, v skorji timusa s svojimi do-
zorevajo¢imi TCR prepoznavajo komplekse
med najpogostej$imi telesu lastnimi anti-
genskimi peptidi in molekulami poglavitne-
ga kompleksa tkivne skladnosti razredov I
in II, ki jih pri ¢loveku oznacujemo s kratico
HLA (angl. Human Leukocyte Antigens).
Omenjene komplekse na svojih povrsinah

izrazajo timusne kortikalne epitelne in den-
driti¢ne celice (DC), ki v skladu s preverjeno
funkcionalnostjo posameznih klonov dvoj-
no pozitivnih timocitov oziroma njihovih
TCR zagotovijo signale za njihovo pozitivno
selekcijo oziroma prezivetje.” Prezive le tisti
celi¢ni kloni, katerih TCR so se sposobni
specifi¢no vezati na komplekse HLA/lastni
peptid, in to z doloceno, ne presibko in ne
premocno afiniteto.

Pozitivno izbrani dvojno pozitivni timo-
citi CD4'CD8" zalnejo izrazati kemokinski
receptor CCRy, v njih pa se sprozi tudi pro-
gram za diferenciacijo v enojno pozitivne
CD4" ali CD8" celice T. Zaradi izraZanja
CCRy se enojno pozitivni timociti poma-
knejo v timusno sredico, kamor jih pritegne-
ta topna kemokinska dejavnika CCL19 in
CCLa21, ki ju proizvajajo tamkaj$nje epitelne
celice.'® V timusni sredici se nadaljuje se-
lekcija enojno pozitivnih timocitov s pomo-
¢jo stromalnih celic, med katere poleg DC
uvr§¢amo tudi specializirane epitelne celice.
Slednje izrazajo gen AIRE (angl. Autoimmu-
ne Regulator), ki jim omogoca, da kot anti-
gene predstavljajoce celice (APC) ponujajo
v prepoznavo timocitom CD4" in CD8" tudi
redko dostopne, telesu lastne antigene, ki so
sicer znacilni le za dolocena tkiva. Ugotovi-
li so namre¢, da je gen AIRE odgovoren za
nastajanje cele vrste antigenov, ki so izra-
zeni npr. le na jetrnih celicah ali celicah
trebusne slinavke, s ¢imer zagotovlja veliko
$irSo antigensko predstavitveno paleto, kot
bi jo lahko pri¢akovali v samem timusu.'"'?
Vi tisti kloni enojno pozitivnih timocitov,
katerih TCR s preveliko afiniteto specificno
reagirajo s kompleksi molekul HLA in nanje
vezanih telesu lastnih peptidnih antigenov,
prejmejo od APC, torej od DC in epitelnih
celic timusne sredice, s katerimi so v tesni
interakciji, negativne signale in propadejo
z apoptozo. Govorimo o procesu negativne
selekcije ali klonske delecije, s katerim se iz
imunskega repertoarja odstranijo avtoreak-
tivni limfociti T. Dozorevanje enojno pozi-
tivnih timocitov v timusni sredici pa obsega
tudi nastanek in izbiro razmeroma majnih
koli¢in antigensko-specifi¢nih naravnih re-
gulatornih CD4" limfocitov Treg (~10%
vseh celic T) in supresorskih CD8" celic Ts.*®
Dokon¢no preverjeni in izbrani zreli limfo-
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citi T nato izrazijo receptorje za sfingozin-1-
-fosfat (S1P), kar jim omogoca, da lahko iz
timusa neovirano preidejo v krvni obtok.*?

Ker pa tako pozitivna kot negativna izbi-
ra timocitov temeljita na isti osnovi, to je na
zaznavi celi¢ne reaktivnosti po prepoznavi
lastnih antigenov v kontekstu molekul po-
glavitnega kompleksa tkivne skladnosti, je
vec¢ kot ocitno, da se morata specifi¢nost in
jakost signalov ki lahko povzrocijo bodisi
izbiro ali propad preizkusanih celic, med se-
boj razlikovati.

V kostnem mozgu dozorevajoci pred-
hodniki limfocitov B so preko interakcije s
stromalnimi celicami podvrzeni preizkusu
specifi¢ne reaktivnosti njihovih povrsinsko
izrazenih antigenskih BCR vrste IgM. Pri
tem prepoznavajo telesu lastne antigene, in
sicer tako v obliki pogostih, splosno priso-
tnih vec¢valentnih povrsinskih kot tudi niz-
ko valentnih topnih antigenov. Pretirana
avtoreaktivnost posameznih, klonsko po-
razdeljenih BCR na prve, med katere sodijo
npr. lastne molekule HLA, sprozi klonsko
delecijo z apoptozo tistih predhodnikov
limfocitov B, ki taksne receptorje izrazajo.
Pri tem pa je ¢as do nastopa apoptoze neko-
liko zamaknjen, tako da lahko v vmesnem
intervalu taki avtoreaktivni kloni izvedejo
dodatno preureditev genskih segmentov in s
tem morda uspejo spremeniti svoje antigen-
ske BCR tako, da ti niso ve¢ avtoreaktivni.'*
Tako npr. izmed priblizno 2 x 10 limfoci-
tov B, ki nastanejo v kostnem mozgu misi,
le 1-3 % vseh uspesno zakljuci dozorevanje
in preide v periferni krvni obtok.'®'” Tisti
kloni celic B, ki specifi¢cno prepoznavajo in
vezejo lastne topne nizko valentne antige-
ne pa ne propadejo, ampak le izgubijo spo-
sobnost izrazanja antigenskih BCR IgM na
svojih povrsinah. Potem ko migrirajo v pe-
riferni krvni obtok namre¢ izrazajo le BCR
vrste IgD in zato brez ustrezne pomoci av-
toantigensko specifi¢cnih CD4" limfocitov T
ne morejo reagirati z antigeni, kar pomeni,
da so anergi¢ni. Le tisti kloni limfocitov B,
ki med dozorevanjem v kostnem mozgu s
svojimi BCR IgM ne reagirajo z nobenim
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lastnim antigenom, lahko neovirano preide-
jo na periferijo, kjer se nato lahko aktivirajo
z razli¢nimi, telesu tujimi antigeni. Taksne
pozitivno izbrane zrele celice B hkrati izra-
zajo transmembranske antigenske BCR vr-
ste IgM in IgD.'* Njihovo preZivetje in ob-
stoj v krvnem obtoku pa sta v celoti odvisna
od signalov, ki jih morajo obcasno prejeti
v B-celi¢nih foliklih perifernih oziroma se-
kundarnih limfnih tkiv.

Limfociti B so lahko poleg klonske de-
lecije, zaradi premocnega prepoznavanja
lastnih antigenov, podvrzeni tudi klonske-
mu utiSanju oziroma klonski anergiji, poleg
tega pa tudi klonski ignoranci. V slednjem
primeru taksne celice v normalnih okoli$¢i-
nah antigena ne zaznajo, lahko pa se z njim
aktivirajo v vnetnem mikrookolju. V kolikor
se zgodi, da posamezni zreli avtoreaktivni
kloni limfocitov B kljub dosledni osrednji
selekciji uspejo priti v krvni obtok, za svo-
je aktiviranje nujno potrebujejo prisotnost
ustrezne koli¢ine specifi¢nega avtoantigena,
poleg tega pa v vecini primerov tudi pomo¢
avtoreaktivnih CD4" limfocitov T, kar pa je
k sre¢i le malo verjetno.

Mehanizmi periferne
imunske tolerance

Avtoreaktivni limfociti, ki jim uspe za-
obiti nadzor mehanizmov vzpostavljanja
osrednje tolerance, ter tisti, ki postanejo av-
toreaktivni na periferiji, lahko v kasnejsih
zivljenjskih obdobjih resno ogrozijo nade
zdravije, saj so potencialni povzrocitelji na-
stanka in razvoja avtoimunskih bolezni. Za
to, da je taksnih neZelenih dogodkov raz-
meroma malo, pa skrbijo raznovrstni me-
hanizmi druge varovalne ravni v imunskem
sistemu, ki ga imenujemo periferna tole-
ranca. Njeni osnovni nalogi sta nadzor nad
potekom in uravnavanje obsega imunskih
reakcij, ki nenehno potekajo v perifernih
tkivih in sekundarnih limfnih organih. Med
kompleksne mehanizme periferne tolerance
sodijo:

« sekvestracija telesu lastnih antigenov: v
fizioloskih pogojih so ti bodisi fizi¢no
skriti ali pa nedostopni za prepoznavo z
morebitnimi avtoreaktivnimi kloni lim-
focitov T, npr. zaradi odsotnosti ustre-
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znih APC v nekaterih tkivih, kar velja

predvsem za centralni Zivéni system;"’

+ samo mikrookolje v imunsko priviligira-
nih tkivih in organih, ki aktivno prepre-
Cuje odzivanje avtoreaktivnih celic T na
lastne antigene tako, da sprozi njihovo
apoptozo po vezavi molekul Fas (CDgs),
izrazenih na infiltrirajo¢ih limfocitih T
na ligande FasL (CDgsL), ki so prisotni
na tkivnih epitelnih celicah (npr. roZeni-
ce) in/ali proizvajajo velike koli¢ine pro-
tivnetnih citokinov, predvsem transfor-
mirajocega rastnega dejavnika  (TGF-p)
in interlevkina 10 (IL-10);'**°

+ neposredno in posredno imunosupresiv-
no delovanje nezrelih in tolerogenih DC;

o aktivno efektorsko nadziranje in nega-
tivno uravnavanje celicnih odzivov na
lastne antigene, ki ga izvajajo naravno
prisotni antigensko specifi¢ni limfociti
Treg in periferno inducirane regulatorne
celice T (vrst Tr1, Th3 in FoxP3").
Mehanizmi periferne imunske tolerance

torej preprecujejo aktiviranje avtoreaktiv-

nih limfocitov v glavnem tako, da jih bodisi
utisajo oziroma povzrocijo njihovo neodziv-
nost (anergijo), ubijejo s sprozitvijo apopto-
ze ali pa njihov odziv zavrejo s proizvaja-
njem topnih imunosupresivnih dejavnikov.

Pri tem igrajo osrednjo vlogo regulatorni

limfociti T in regulatorne APC, med kate-

rimi so nedvomno najucinkovitejse tolero-
gene DC.

Preden pridejo prvi¢ v stik z ustreznimi
antigeni so limfociti T na periferiji v t.1i. na-
ivnem stanju. To pomeni, da se niso $e niko-
li aktivirali in zato ne izrazajo za aktivacijo
znacilnih povrdinskih molekul oziroma ne
proizvajajo vnetnih oziroma protivnetnih
citokinov. Posamezni kloni limfocitov T
lahko s pomoc¢jo svojih edinstvenih TCR
funkcionalno prepoznajo specifi¢ne antige-
ne le v obliki peptidov, vezanih na ustrezne
molekule poglavitnega kompleksa tkivne
skladnosti, pri ¢loveku HLA, izrazene na po-
vr$inah APC, torej DC, monocitov/makro-
fagov ali limfocitov B.>'** Antigenske pep-
tide zunajcelicnega izvora, ki se vezejo na
molekule HLA razreda II (HLA-DR, -DQ
ali -DP), lahko s svojimi TCR prepozna-
jo le CD4" limfociti T. Nasprotno pa lahko
TCR, ki jih izrazajo CD8" limfociti T, pre-

poznavajo izklju¢no tiste antigenske pepti-
de, praviloma znotrajceli¢nega izvora, ki so
vezani na molekule HLA razreda I (HLA-A,
-B ali -C). Prva interakcija aktivira razli¢ne
vrste CD4" celic T pomagalk (Th), druga
pa sprozi nastanek efektorskih CD8" cito-
toksi¢nih limfocitov T (CTL). Vse antigene
predstavljajoce celice aktivirajo limfocite T
s podobnimi mehanizmi, vendar pa so pri
tem DC najucinkovitejse in jih zato obrav-
navamo kot profesionalne APC. Dendritic-
ne celice odlikuje predvsem obilno povrsin-
sko izrazanje bodisi kostimulatornih ali pa
inhibitornih molekul, preko katerih, v kom-
binaciji z ustreznim proizvajanjem vnetnih
ali protivnetnih citokinov, kar je odvisno od
njihovega aktivacijskega stanja, lahko izzo-
vejo nastanek aktivacijskih ali pa regulator-
nih celi¢nih imunskih odzivov®¢® (Slika 2).

Dendriti¢nih celic, za razliko od ostalih
funkcionalnih APC, razen v izjemnih pri-
merih, ne uvr§¢amo med efektorske celice
imunskega sistema, temvec jih obravnava-
mo predvsem kot izjemno ucinkovite po-
sredovalke informacij o prisotnosti telesu
lastnih in tujih antigenov.”**° V grobem lah-
ko trdimo, da obstajajo v dveh aktivacijskih
stanjih. Nezrele oziroma neaktivirane DC se
nahajajo v mirujocem stanju tkivih tik pod
telesnimi povrsinami, ki so v stiku z oko-
ljem, torej v kozi, pljucih in dolo¢enih po-
dro¢jih prebavil, kjer s procesi endocitoze in
fagocitoze intenzivno vzorcijo svoje mikro-
okolje.*” S tem privzemajo vse prisotne anti-
gene, tako telesu lastne kot tudi tuje, jih pre-
delajo v peptide in nato, vezane na molekule
HLA, ponujajo v prepoznavo limfocitom T.
Za nezrele DC je znacilno $ibko izrazanje
povrsinskih kostimulatornih molekul CD8o
(B7.1), CD86 (By7.2) in CD4o ter le skromna
proizvodnja vnetnih citokinov.>® Zaradi svo-
je umescenosti so nezrele DC najpogosteje
prve APC, ki pridejo v stik z razli¢nimi pa-
togeni. Njihovo prisotnost zaznajo s pomo-
¢jo nepolimorfnih, skozi evolucijski razvoj
ohranjenih receptorjev PRR (angl. Pattern
Recognition Receptors), ki prepoznavajo
znacilne strukturne molekulske vzorce po-
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Slika 2: Dendriti¢ne
celice, ki se nahajajo v
razli¢nih aktivacijskih
stanjih, lahko v
odvisnosti od vrste
proizvedenih citokinov
izrazanja kostimulatornih
in inhibitornih molekul
ter neposrednega
mikrookolja izzovejo
nastanek razli¢nih vrst
funkcionalnih limfocitov
T. Prikazani so tudi
transkripcijski dejavniki
in citokinski profili,
znacilni za posamezne
vrste limfocitov T.

sameznih vrst mikroorganizmov.>* Mednje
uvr§¢amo na primer $tevilne razli¢ne re-
ceptorje TLR (angl. Toll-Like Receptors), ki
omogocajo, da se nezrele DC po srecanju z
bakterijami in virusi zelo hitro aktivirajo,
mobilizirajo in dozorijo, pri ¢emer se feno-
tipsko in funkcijsko izrazito spremenijo.>*!
Aktivirane DC namre¢ izraZajo obilico ko-
stimulacijskih molekul in proizvajajo velike
koli¢ine provnetnih citokinov, med kateri-
mi sta najpomembnejsa interlevkin 12 (IL-
12) ter tumorje nekrotizirajo¢i dejavnik o
(TNF-a). Zaradi teh lastnosti so sposobne
zelo ucinkovito aktivirati naivne, antigensko
specifi¢ne klone limfocitov T v podro¢nih
bezgavkah, kamor se premaknejo kmalu
po aktiviranju v tkivih. To mobilnost pa jim
omogoca izrazanje kemokinskega receptorja
CCR7.* Limfociti T CD4", ki jih aktivirajo
zrele DC v bezgavkah, so lahko vrste Thi,
ki pomagajo pri aktiviranju makrofagov in
dozorevanju CD8" citotoksi¢nih limfocitov
T, ali pa vrste Th2, ki so nujni za nastanek
humoralne imunosti oziroma tvorbe anti-
gensko specifi¢nih protiteles.’>??
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Nezadostni kostimulacijski signali in
veckratno zaporedno stimuliranje limfo-
citov T z nezrelimi DC in vitro lahko pov-
zroc¢ijo T-celicno neodzivnost in nastanek
regulatornih limfocitov Tr1. Potem ko se ce-
lice Tr1 aktivirajo, proizvajajo vecje koli¢ine
imunosupresivnega citokina IL-10.>* Nezre-
le DC so pomembne posredovalke perifer-
ne imunske tolerance in vivo. Ugotovili so
namre¢, da lahko tudi v stanju mirovanja v
skromnem obsegu potujejo iz tkiv po aferen-
tnih limfnih poteh v lokalne bezgavke, kjer
na svojih povrsinah limfocitom T predsta-
vljajo lastne antigene, potem, ko jih privza-
mejo s fagocitozo apoptoti¢nih tkivnih celic,
ki jih predelajo v ustrezne peptide.*® Ker
tak$na predstavitev avtoantigenov poteka
ob Sibki oziroma nezadostni kostimulaciji,
to povzrodi tolerogeni T-celi¢ni odziv.*® Ta-
ksne interakcije so zelo pomembne zato, ker
morajo za svoj obstanek v organizmu lim-
fociti T preko svojih antigensko specifi¢énih
TCR obcasno prejeti prezivetvene signale iz
svojega mikrookolja. Hkrati s tem procesom
pa poteka tudi preverjanje njihove avtoreak-
tivnosti, pri cemer vsi tisti limfocitni kloni,
ki pretirano reagirajo na lastno preventivno
propadejo z apoptozo.

Kar nekaj casa je prevladovalo prepri-
¢anje, da lahko DC obstajajo izklju¢no v
nezrelem in zrelem stanju. S poglobljenimi
raziskavami pa so dokazali, da imajo DC
izjemno fenotipsko in s tem tudi funkcijsko
plasti¢nost, ki je posledica njihovih $tevilnih
raznolikih oziroma alternativnih aktivacij-
skih stanj. Pomembno je bilo predvsem spo-
znanje, da lahko DC poleg kostimulacijskih
molekul in vnetnih citokinov izrazajo tudi
povrsinske inhibitorne molekule in proi-
zvajajo topne imunosupresivne dejavnike,
in sicer: imunoglobulinu-podobne prepise
(angl. Immunoglobulin-Like Transcripts)
ILT2, ILT3 in ILT4; molekule HLA-G, ki so-
dijo v poglavitni kompleks tkivne skladnosti
razreda I; ligande receptorja programirane
celi¢ne smrti 1, PDL-1; ligande molekule Fas,
FasL ter imunosupresivne citokine, zlasti IL-
10 in TGEF-p.*7*>*»*> Taksne alternativno
aktivirane DC imenujemo tolerogene DC.
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Kot smo Ze omenili, lahko nezrele DC pov-
zroc¢ijo T-celicno anergijo ali izzovejo na-
stanek perifernih regulatornih limfocitov T
zaradi nesposobnosti zagotovitve zadostne-
ga obsega kostimulacijskih signalov. V tem
primeru govorimo o mehanizmih pasivne
tolerance. V primerjavi z nezrelimi pa lahko
tolerogene DC inducirajo imunosupresivne
celi¢ne odzive, vklju¢no z nastankom peri-
fernih regulatornih limfocitov T, v veliko ve-
¢jem obsegu in v bistveno krajsem casu. To
dosezejo z mehanizmi aktivne tolerance, ki
temeljijo na signalizaciji preko njiihovih in-
hibitornih molekul in na proizvodnji velikih
koli¢in imunosupresivnih citokinov.

V c¢loveskem telesu sta fenotip in funk-
cija DC moé¢no povezana z anatomskim
podro¢jem in s specificnim tkivnim mi-
krookoljem, v katerem se nahajajo. Pri tem
se lahko v razli¢nih predelih telesa njihova
izpostavljenost antigenom precej razliku-
je. Tako mora naprimer imunski sistem v
Crevesju tolerirati obstoj $tevilnih komen-
salnih bakterij. Zato ne preseneca dejstvo,
da tiste DC, ki so v tem delu organizma, po
aktiviranju proizvajajo predvsem TGF-, po
antigensko specifi¢ni interakciji z naivnimi
CD4" limfociti T pa povzrocijo njihovo pre-
tvorbo v regulatorne imunosupresivne celi-
ce vrste Th3, ki prav tako izloc¢ajo vecje ko-
licine TGF-p.>*** Kaksne pa so lastnosti DC
v plju¢ih? Iz plju¢nega tkiva so osamili tiste
DC, ki so bile predhodno v stiku z antigeni,
ki so prisli v telo preko dihal in ugotovili, da
po aktiviranju ne proizvajajo vecjih koli¢in
vnetnih citokinov, temve¢ predvsem IL-10.>®
Poleg tega pa so bile taksne tkivno specific¢-
ne tolerogene DC sposobne inducirati tudi
nastanek prifernih regulatornih limfocitov
T vrste Tr1, katerih poglavitni mehanizem
imunosupresivnega delovanja temelji na
izlo¢anju IL-10. Nedavno tega so dokazali
obstoj nove vrste tolerogenih DC in vivo.
Poimenovali so jih DC-10, saj so ugotovili,
da po aktiviranju proizvajajo velike koli¢i-
ne IL-10 ter povzrocijo nastanek perifernih
regulatornih limfocitov T, in sicer na osnovi

vezave njihovih povrsinsko izrazenih inhibi-
tornih molekul ILT4 na molekule HLA-G.%®

Tolerogene DC lahko nastanejo iz ne-
zrelih DC pod specifi¢cnimi imunosupresiv-
nimi pogoji. Postopke za njihovo pripravo
preucujemo predvsem v pogojih in vitro, pri
¢emer na kulture nezrelih DC vplivamo z
dodatki razli¢nih topnih dejavnikov, najpo-
gosteje imunosupresivnih citokinov IL-10 ali
TGF-B.*** Kot enako ucinkovite pa so se za
pripravo alternativno aktiviranih toleroge-
nih DC izkazale tudi razli¢ne farmakoloske
uc¢inkovine z imunosupresivnimi lastnostmi
in druge manjse molekule z ustreznim tole-
rogenim delovanjem, npr. kortikosteroidi in
aktivni metabolit vitamina D3*® Tako smo
v naSem laboratoriju dokazali, da nezrele
DG, ki smo jih gojili v prisotnosti niflumske
kisline, nesteroidnega antirevmatika ali re-
sveratrola, naravnega polifenola z izrazitimi
antioksidativnimi lastnostmi, pridobijo iz-
jemne tolerogene lastnosti, vklju¢no s spo-
sobnostjo indukcije regulatornih limfocitov
vrste Tr1.°>*?

Kot smo Ze omenili, naravno prisotni re-
gulatorni limfociti Treg nastanejo v timusu
iz dozorevajo¢ih timocitov na osnovi pre-
verjene vezave njihovih klonskih TCR na
avtoantigene, predstavljene v okviru lastnih
molekul HLA. Pri tem pa je zanimivo, da
je $e dopuscena vezavna afiniteta njihovih
TCR na telesu lastne antigene nekaj vecja
kot v primeru dokon¢no izbranih zrelih na-
ivnih limfocitov T. Na periferiji naravni Treg
skrbijo za vzdrzevanje specificne tolerance
na posamezne, telesu lastne antigene.>'®
Pomemben molekulski oznacevalec, ki ga
uporabljamo za razlikovanje med naravni-
mi in periferno induciranimi regulatornimi
limfociti T, je znotrajceli¢ni transkripcijski
dejavnik FoxP3. Ugotovili so namre¢, da je
klju¢nega pomena tako za nastanek Treg v
timusu kakor tudi za njihovo delovanje na
periferiji.’’*® Dokazali so, da lahko razli¢ne
mutacije v genu foxp3 povzrocijo nastanek
hude bolezni IPEX (angl. Immune dysre-
gulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy
and X-linked inheritance).®® To je redko,
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zelo agresivno, recesivno podedovano pato-
losko stanje, ki povzroci zgodnjo smrt bol-
nika zaradi razvoja Stevilnih avtoimunskih
bolezni, dodatnih imunskih zapletov, aler-
gije na hrano, eozinofilije, atopi¢nega der-
matitisa itd.®' Razlog za tako hude posledice
pa je nepravilno oziroma izni¢eno imunosu-
presivno delovanje ali celo odsotnost FoxP3"
celic Treg.®

Glede na celi¢ni fenotip, ki ga ugotavlja-
mo s preto¢no citometrijo, ob uporabi, z
razlicnimi fluorescen¢nimi barvili oznace-
nih specifi¢cnih monoklonskih detekcijskih
protiteles opredelimo naravne celice Treg
kot CD4"CD25"**FoxP3" limfocit T. Ker
pa FoxP3 ni zelo specificen oznacevalec celic
Treg, i$¢ejo Se dodatne molekulske marker-
je, s katerimi bi jih lahko natan¢neje dolo-
¢ali. Med novejse, dodatne oznacevalce so-
dita $ibko izrazeni receptor za IL-7 (CD127)
in prisotnost transkripcijskega dejavnika
Helios.®>** Mo¢no izrazanje CD2s, verige
a receptorja za interlevkin 2 (IL-2), je zani-
miva znacilnost naravnih celic Treg, saj to
molekulo v malo manjsem obsegu izrazajo
vsi aktivirani efektorski, ne pa tudi naivni
limfociti T. Zato lahko prisotnost molekul
CD25 uporabimo tudi kot dokaz za aktivira-
nje omenjenih imunskih celic.

Mehanizmi delovanja naravnih celic
Treg so vezani na tesne medceli¢ne stike z
drugimi vrstami imunskih celic. Naravne
celice Treg izjemno ucinkovito zavirajo tako
aktiviranje kot tudi proliferiranje efektor-
skih limfocitov T, poleg tega pa tudi proli-
feriranje limfocitov B, proizvodnjo imuno-
globulinov ter menjavo imunoglobulinskih
razredov.®%°765%°

Zanje je znacilno, da nenehno izrazajo
povrsinske inhibitorne molekule CTLA-4
(CD152), ki so receptorji za kostimulatorne
molekule CD80o in CD86, prisotne na po-
vr$inah APC.”® Vezava molekul CD8o in
CD86 na CTLA-4 sprozi negativni signal, ki
v notranjosti APC poveca aktivnost encima
indolaminske-2,3-dioksigenaze (IDO). Ta
ucinkovito razgrajuje aminokislino L-trip-
tofan, ki je izjemno pomembna za pravilno
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delovanje zlasti aktiviranih limfocitov T.
Tako se z indukcijo IDO ustvari specifi¢no
mikrookolje z nizko koncentracijo tripto-
fana, kar seveda mocno zavira delovanje
efektorskih limfocitov T.”! Interakcija med
CTLA-4 in molekulami CD80/CD86 pa naj
bi se dodatno vplivala na APC, in sicer tako,
da zmanjsa stopnjo njihovega aktiviranja ter
s tem omogoc¢i nastanek induciranih tolero-
genih APC. Te naj bi Ze same po sebi delovale
imunosupresivno, poleg tega pa lahko preko
medceli¢nih interakcij izzovejo tudi nasta-
nek periferno induciranih regulatornih lim-
focitov T.”? Eden od moznih mehanizmov
delovanja naravnih regulatornih limfocitov
Treg temelji na hkratni trojni interakciji
med njimi, APC in efektorskimi limfociti
T. Pri tem naj bi naravne celice Treg posre-
dovale mocne inhibitorne signale med APC
in efektorske limfocite T ter tako u¢inkovito
zavrle imunski odziv.”*> Naravne celice Treg
lahko s posredovanjem inhibitornih signa-
lov efektorskim limfocitom, s katerimi so v
tesnem stiku, povzrocijo zvisanje njihovih
znotrajceli¢cnih ravni cikli¢cnega adenozin
monofosfata (CAMP), s tem pa preprecijo
njihovo optimalno aktiviranje.”*

Poleg inhibitornih molekul CTLA-4
naravne celice Treg konstitutivno izrazajo
tudi precej$nje kolicine membransko ve-
zanega TGF-f, ki je prav tako pomemben
posrednik njihovega imunosupresivnega
delovanja.”>* Nenazadnje pa lahko Treg
povzrocijo tudi smrt efektorskih limfocitov
T, s katerimi reagirajo, in sicer z izlo¢anjem
grancima B in perforina, molekul, ki ju za
unicevanje tar¢nih celic sicer uporabljajo
aktivirani CD8" citotoksi¢ni limfociti T.”*””

Nacin delovanja je tista znacilnost, na
osnovi katere lahko naravne celice Treg raz-
likujemo od tistih regulatornih limfocitov T,
ki nastanejo na periferiji. Za imunosupresiv-
no uc¢inkovanje slednjih namre¢ tesni med-
celi¢ni stiki najveckrat niso nujno potrebni.
Omenili smo Ze, da lahko pridobljene ozi-
roma inducirane regulatorne celice nastane-
jo le pod specificnimi pogoji. Eden od teh
je, da morajo priti naivni limfociti T v stik
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z nezrelimi ali s tolerogenimi DC oziroma
drugimi vrstami imunosupresivhih APC.
Pri tem pa je pomembno tudi tkivno mikro-
okolje, v katerem do taksnih interakcij pri-
haja. Periferno inducirane regulatorne celice
lahko nastanejo tako iz CD4" kot CD8" lim-
focitov T. V nadaljevanju se bomo osredoto-
¢ili predvsem na periferno inducirane regu-
latorne celice vrst Tr1 in FoxP3", saj sta obe
celi¢ni vrsti dokazano prisotni v ¢loveskem
organizmu, poleg tega pa ju lahko bolj ali
manj uspes$no pripravimo tudi v pogojih in
vitro. Slednje dejstvo predstavlja osnovo za
njihovo potencialno uporabo pri zdravljenju
dolo¢enih imunsko posredovanih bolezni,
kar $e posebej velja za limfocite Tr1.

V nasprotju s celicami T pomagalkami
(Th), regulatorni limfociti Tr1 po aktiviranju
ne izlo¢ajo IFN-y in IL-4, temve¢ predvsem
velike koli¢ine IL-10, v nekaterih primerih
pa tudi TGF-p.”® Limfociti Tr1 so v nasprotju
z efektorskimi celicami T izrazito anergi¢ni,
kar pomeni, da zelo $ibko proliferirajo v od-
zivu na specificno antigensko stimulacijo
preko njihovih TCR. Mehanizem njihovega
regulatornega delovanja temelji predvsem
na izlo¢anju IL-10 v nekaterih primerih tudi
TGF-p, v mikrookolje. S tem lahko tako in
vitro kot in vivo ucinkovito zavrejo anti-
gensko specificne imunske odzive naivnih,
aktiviranih efektorskih in tudi spominskih
limfocitov T.””**

Interlevkin-10 je klasi¢ni protivnetni
citokin, ki je znacilno prisoten v imunskih
reakcijah vrste Th2. Zelo izrazito zavira ste-
vilne imunske odzive v razli¢nih eksperi-
mentalnih modelih okuzb in vnetnih stanj,
enako pa deluje tudi pri raku, kjer maligno
spremenjene celice aktivno §¢iti pred imun-
skim napadom efektorskih limfocitov T*.
Ocitno je torej, da je IL-10 nosilec temelj-
nega mehanizma imunosupresivnega delo-
vanja limfocitov Tr1. Pri tem pa ne zavira
le aktiviranja in proliferacije limfocitov T,
temvec tudi aktiviranje APC, ki se nahaja-
jo v neposredni blizini vzpodbujenih celic
Tr1.”® Podobno kot IL-10 pa na stimulacijsko
funkcijo APC deluje zaviralno tudi TGF-f,
ki poleg tega zavira Se proizvodnjo vnetnih

citokinov in proliferacijo efektorskih limfo-
citov T.**** Ugotovili so tudi, da veckratna
zaporedna stimulacija receptorjev TCR, iz-
razenih na povr$inah naivnih limfocitov T,
ob hkratnem dodajanju IL-10 omogo¢i nji-
hovo diferenciacijo v celice Tr1 in vitro.”’
Tudi aktivni metabolit vitamina D3 in deksa-
metazon, u¢inkovini z znanim imunosupre-
sivnim delovanjem, lahko preko sprozitve
avtokrine proizvodnje IL-10 v z njima obde-
lanih limfocitih T izzoveta njihovo pretvor-
bo v celice Tr1 in vitro.*>*° Zato ne presene-
¢a dejstvo, da je prav prisotnost zadostnih
koli¢in IL-10 eden od osnovnih pogojev za
nastanek limfocitov Tr1 na periferiji.

Dolgo casa je veljalo prepricanje, da je ti-
mus edini izvor FoxP3" regulatornih celic T.
V zadnjih nekaj letih pa so ugotovili, da lah-
ko iz naivnih celic T pod razli¢nimi pogoji
tudi na obrobju, nastanejo FoxP3" limfociti
T, t.i. inducirane celice Treg.”’ Glede na
razli¢na mesta nastanka naravnih in induci-
ranih FoxP3" limfocitov Treg je logi¢no, da
se repertoarja njihovih antigenskih specific-
nosti med seboj razlikujeta. Naravne celice
Treg lahko namre¢ specificno prepoznajo le
tiste avtoantigene, s katerimi so bile v stiku
med svojim razvojem v timusu medtem ko
se periferno inducirani limfociti Treg naj-
verjetneje specificno odzivajo tako na lastne
kot na tuje antigene, ki so prisotni v sekun-
darnih limfati¢nih tkivih.”>**

Obe vrsti celic sta si fenotipsko zelo po-
dobni, saj poleg transkripcijskega dejavnika
FoxP3, soCasno izrazata tudi molekule CD4
in CD25. Za razliko od naravnih celic Treg,
pri katerih sta izrazanje in aktivnost FoxP3
klju¢na za njihovo delovanje, pa do sedaj se
niso uspeli pojasniti, kako pomembno vlogo
igrata v ¢loveskih induciranih celicah Treg,
saj nista vedno povezana z njihovo imuno-
supresivno funkcijo. Poleg tega pa se mo-
ramo zavedati Ze omenjenega dejstva, da
pri ¢loveku tudi aktivirani efektorski CD4"
limfociti T izrazajo FoxP3, vendar pa so za
razliko od naravnih celic Treg tega sposobni
le prehodno.”
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Pogoji, ki omogocajo nastanek inducira-
nih celic Treg, se razlikujejo od tistih, ki so
potrebni za razvoj regulatornih limfocitov
Tr1, pri ¢emer pa jih Se niso uspeli v celoti
pojasniti. Zaenkrat vemo le to, da je za pre-
tvorbo naivnih CD4" limfocitov T v induci-
rane FoxP3" celice Treg poleg ustreznega an-
tigenskega stimuliranja njihovih TCR nujno
potrebna tudi prisotnosti citokinov IL-2 in
TGEF-p.*°

Poglavitne razlike med naravno prisotni-
mi in periferno induciranimi limfociti Treg
so torej izrazene v njihovih antigenskih spe-
cifi¢nostih ter v drazljajih, ki so potrebni za
njihov nastanek. Po drugi strani pa so si me-
hanizmi delovanja obeh vrst celic med seboj
precej podobni, zlasti kar se tice proizvodnje
imunosupresivnih citokinov. Tipi¢en pri-
mer sta tako membransko vezana kakor tudi
topna oblika TGF-B, ki jo proizvajata obe
vrsti celic Treg. Omenjeni citokin je namrec
pomemben posrednik njihovega imunosu-
presivnega delovanja.”” Ugotovili pa so tudi,
da lahko periferno inducirani limfociti Treg
poleg tega proizvajajo $e IL-10, kar jim omo-
goca izvajanje od TGF-p neodvisne imuno-
supresivne dejavnosti.”®

Zakljucek

Imunska toleranca je pomemben del ho-
meostaze ¢loveskega organizma, ki skrbi za
nadzor in uravnavanje reaktivnosti nasega
imunskega sistema. Podrobno poznavanje
kompleksnih procesov, signalizacijskih poti
ter vloge posameznih, predvsem celi¢nih
komponent imunskega sistema, ki skupaj
vzdrzujejo razmeroma robustno, a kljub
temu ranljivo ravnotezje med efektorskim in
regulatornim delom nase imunosti, je nujna
osnova za razvoj novih nacinov zdravljenja
imunsko pogojenih bolezni, s katerimi bi
lahko udinkovito nadomestili dosedanje,
pretezno simptomatske terapevtske pristo-
pe. Regulatorni limfociti T in tolerogene
APC, zlasti dendriti¢ne celice, so v zadnjem
desetletju pritegnili izjemno zanimanje Ste-
vilnih raziskovalcev. Zato se zelo hitro ko-
pi¢i znanje o njihovem pomenu in funkci-
jah, tako v okviru fizioloskih kot patologkih
stanj, poleg tega pa tudi o mehanizmih nji-
hovega nastajanja in vitro oziroma in vivo.

Zdrav Vestn | Imunska toleranca

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

Na tej osnovi potekajo tudi intenzivna priza-
devanja za ¢im prej$njo uvedbo naprednega
zdravljenja z regulatornimi limfociti T, in si-
cer v obliki celi¢nih terapij zlasti tistih avto-
imunskih bolezni, pri katerih poznamo vsaj
nekaj specifi¢cnih avtoantigenov, pa tudi za
preprecevanja zavrnitvenih reakcij po alo-
genskih presaditvah tkiv in organov. Tako
trenutno Ze potekajo posamezne klini¢ne
studije, v katerih preizkusajo predvsem var-
nost in uporabnost celi¢nih terapevtskih
pripravkov.”
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