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1. UvOD

Uloga imunosnog sustava sisavaca je zastita od Sirokog spektra patogenih mikroorganizama koji
potencijalno mogu nastetiti tjelesnim stanicama. Imunosna reakcija zapocinje prepoznavanjem
antigena. Antigen je molekula, najceS¢e protein koja potice stvaranje protutijela. Vezivanjem
antigena za specificno protutijelo dolazi do neutralizacije patogena pokretanjem imunosnog
odgovora. U isto vrijeme imunosni sustav osigurava da spomenuti imunosni odgovor ne nasteti
stanicama domacina. Tjelesne stanice domacina imaju specifi¢ne antigene na povrsini koje je
imunosni sustav nau¢io raspoznavati kao vlastite. Kada ne dode do prepoznavanja antigena
tjelesnih stanica domacina kao vlastitih stanica, dolazi do autoimunosne reakcije.

Stanice T i B imaju zna¢ajnu ulogu u imunosnim i autoimunosnim reakcijama. Prisutne
su u iznimno Sirokom spektru oblika za prepoznavanje pojedinih antigena, Sto ih ¢ini visoko
specificnima, vrlo ucinkovitima te imaju dugotrajnu imunosnu memoriju. U slucajevima
neispravnog prepoznavanja antigena javlja se preosjetljivost na odredeni antigen (alergije);
pretjerana reakcija limfocita B i T zbog svoje visoke u¢inkovitosti moze uzrokovati ozbiljna
ostecenja stanica domacina (Sakaguchi i sur. 2008). Bolje poznavanje regulacijskih mehanizama
imunosnih reakcija je kljuéno za otkrivanje kako na pravilan nacin tretirati slabe imunosne reakcije
na tumore, sprijeciti odbacivanje presadka (transplantanata) i inhibirati autoimunosne reakcije
(Christoffersson i von Herrath, 2019).



2. REGULACIJSKE T-STANICE

2.1 Uloga

Imunosni sustav je sloZen sustav reakcija gdje lako moze doé¢i do pogreSaka. PokuSavajuci
odrzavat ravnotezu izmedu sprje¢avanja autoimunosnih reakcija i imunosne kompatibilnosti,
neuspjesnost pravilnog raspoznavanja vlastitih stanica od patogenih je moguca.

Regulacijske T-stanice, reguliraju aktivnost ostalih limfocita i smanjuju vjerojatnost ostecenja, o-
drzavaju imunotoleranciju. To su regulativne stanice koje sudjeluju u imunosupresiji (Janeway,
2016). Nedostatak, neucinkovitost regulacijskih T-stanica uzrokuje autoimune i upalne bolesti kod
ljudi i zivotinja (Sakaguchi i sur. 2008). Dokaz spomenutog je sindrom X-vezane imunodisregu-
lacije, poliendokrinopatije i enteropatije (IPEX sindrom) (engl. immunodysregulation polyendo-
crinopathy enteropathy X-linked, IPEX) gdje zbog disfunkcije glavnog transkripcijskog ¢imbenika
FOXP3 (engl. forkhead box protein 3) koji regulira regulacijske stanice T dolazi do ispoljavanja
autoimunih bolesti (Wildin i sur. 2001) (Slika 1.).

2.2 Razvoj regulacijskih stanica T

Sve stanice T nastaju u timusu iz mati¢nih stanica kostane srzi. Tijekom sazrijevanja dolazi do
selekcije. Samo stanice T s TCR-ovima (engl. T cell antigen receptors) koji se pravilno vezu za
MHC (engl. major histocompatibility complex) prezivljavaju. Selekcija nije uvijek uspjesna.
Replikacija, aktivacija neispravnih, samoreaktivnih stanica T je regulirana upravo regulacijskim
T, supresijskim stanicama (Sakaguchi,i sur. 2000). Treg-Stanice ne ubijaju ve¢ samo deaktiviraju
samoreaktivne stanice T (Curiel i sur. 2007).

Regulacijske T-stanice nastale iz timusa su podskup CD4* (eng. cluster of differentiation)
stanica T, one potjecu od CD4+CD8+ timocita kao i sve ostale stanice T (Janeway, 2016). CD4*
stanice T koje imaju visoku ekspresiju CD25" imaju supresijsku funkciju, te takve stanice zovemo
CD25" CD4" Treg- stanice.

Kako bi dokazali imunosupresijsku aktivnost Treg-stanica provedeno je istrazivanje na
normalnim misevima i golim misevima bez timusa. Pripremljena suspenzija iz normalnih miseva
u kojoj imamo nedostatak CD25" CD4* Treg- stanica unijeta je u gole miSeve bez timusa. Ti miSevi

su spontano razvili upalne bolesti crijeva i autoimune bolesti. MiSevi kod kojih je ravnoteza Treg-



stanica i efektorskih stanica bio u korist Treg, dolazi do prihvacanja predsadka i uniStenja stanica

tumora (Sakaguchi i sur. 2008).
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Slika 1. Slika preuzeta i prilagodena iz Sakaguchi i sur. 2008.

Kratice: Treg — regulacijske T-stanice, Teff — efektorske T-stanice, IPEX —engl.
immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked sindrome

Pripremljena suspenzija normalnih miSeva s nedostatkom stanica Treg prenesena je u geneticki
jednake miSeve koji nemaju CD25" CD4" Treg-stanice, odnosno koji su imunokomprimirani.
Primatelj spontano razvija upalne crijevne bolesti, autoimune bolesti i dolazi do odbacivanja
tumorskih stanica. U suprotnom slucaju gdje imamo suspenziju u kojoj omjer Treg-stanica

nadmasuje efektorske stanice dolazi do prihvac¢anja geneticki inkompatibilnih presadaka.

(A)

Poluprozirne plave kuglice predstavljaju nedostatak ili neispravnost Treg-stanica.

Musko djete sa IPEX sindromom 1 heterozigotna majka sa neispravnim FOXP3 genom.



2.3 Fenotipi i regulacija nastanka regulacijskih T-stanica

Postoje dvije fenotipski iste populacije stanica Treg. Regulacijske T-stanic proizasle iz timusa koje
prepoznaju vlastite antigene nazivamo prirodnim ili urodenim regulacijskim stanicama. One imaju
visoki afinitet za medureakcije s MHC kompleksom te izrazavaju visoke koncentracije CD4+,
CD25+ i FOXP3. Regulacijske stanice nastale u perifernim imunosnim tkivima nazivamo
inducibilnim regulacijskim T-stanicama (Slika 2.) Njihov razvoj je potaknut iz naivnih CD4+
stanica i one mogu biti specifi¢ne za vlastite i strane antigene. Postoji viSe tipova inducibilnih
regulacijskih T-stanica. Th3 (eng. t helper) stanice koje izrazavanjem transformirajuceg
¢imbenika rasta B (engl. transforming growth factor p, TGF-B) inhibiraju proliferaciju i stvaranje
citokina od strane Th1 stanica. Trl stanice koje izrazavaju IL-10 (eng. interleukin), TGF-8, IL-5 i
IFN-y te u nekim sluéajevima IL-2 i IL-4. Nezrele dendriti¢ke stanice imaju ulogu u odrzavanju
imunotolerancije poticu¢i stvaranje Trl stanica (Linda Cassis i sur. 2005). U miSeva sklonim
autoimunosnim bolestima primijecen je nedostatak NKT-stanica (eng. natural killer cells), te se
zakljucilo da su NKT-stanice jo$ jedan podskup T inudciranih regulacijskih stanica (Gombert 1
sur. 1996).

FOXP3 transkripcijski ¢imbenik (engl. forkhead box protein 3) je glavni regulacijski i
razvojni ¢imbenik Treg-stanica. TGF-B (engl. Tumor inducing factor f3) je bitan jer potiCe izrazaj
FOXP3 (Abbas i sur. 2018). Vaznost FOXP3 dokazana je pomoc¢u miSeva s mutiranim genom za
FOXP3 c¢imbenik, takozvani ,,Scurfy“ miSevi. To je letalna mutacija koja dovodi do
hiperaktivacije CD4+ stanica i stvaranja upalnih citokina (Wildin i sur. 2001). ,,Scurfy misevi su
ekvivalent IPEX bolesti u ljudi.

Citokini su bitni za regulaciju djelovanja i stvaranje regulacijskih T-stanica. Citokin 1L-1
potice diferencijaciju stanica T u regulacijske T-stanice. Aktivacijom trankripcijskog ¢imbenika
STATS5 ( engl. signal transducer and activator of transcription 5) koji povecava izrazaj FOXP3
odrzava se regulacijska podskupina T-stanica. MiSevi sa inaktiviranim IL-2 razvijaju
autoimunosne bolesti jer im potpuno nedostaju CD25+ i FOXP3 regulacijske stanice. IL-2
(interleukin-2) je takoder bitan za regulaciju i razvoj FOXP3 Treg- stanica (Abbas i sur. 2018).

Neregulacijske T-stanice su glavni proizvodac IL-2. Treg imaju na povrsini stanica IL-2 receptore.



Tako se odrzavaju i aktiviraju Treg-stanice dok se istovremeno Salje signal za supresiju tih istih

neregulacijskih T-stanica (Sakaguchi i sur. 2000)

2.4 Inhibitorni receptori CTLA-4 i PD-1

Jedan od nacina regulacije T stani¢nih odgovora je pomoc¢u T inhibitornih receptora. Dva najbolje
proucena inhibitorna receptora su CTLA-4 (eng. cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4) i
PD-1 (eng. programmed cell death protein 1).

CTLA-4 pripada porodici CD28 receptora. Kao i CD28 veze se za molekule B7. CTL4 je slabo
izrazen sve do aktivacije antigenom, nakon aktivacije prekida se trajna aktivacija reaktivnih T-
stanica.

CTLA-4 je izrazen na regulacijskim T-stanicama te sudjeluje u njihovom supresijskom
djelovanju inhibirajuéi aktivaciju naivnih stanica T. Inhibicijsko djelovanje ostvaruje na dva
nacina. Prvi nacin je blokiranjem signala. CTLA-4 se veze za B7 molekulu koja uklanja fosfate iz
signalnih molekula i tako obustavlja reakciju. Takoder, vezanjem na B7 molekulu smanjuje njenu
razinu na stanicama za predocavanje antigena (engl. antigen presenting cells, APC) koji vezu
CD28 te to dovodi do inhibicije T-stanica. Spoznajom ovih kontrolnih tocaka CTLA-4 predlozen
je mehanizam za pojac¢avanje imunosnog odgovora na tumore. Aktivacijom limfocita moze se
promicati blokada kontrolne tocke (engl. check point blockade). Koristenjem Anti-CTLA-4
protutijela pacijenti su ocekivano razvili simptome autoimunih bolesti i upale razlicitih organa.

Drugi inhibitorni receptor iz porodice CD28 je PD-1. On prepozanje dva liganda PD-L1,
koji je izrazen na APC stanicama i mnogim drugim tkivnim stanicama i PD- L2 izraZen uglavnom
na APC stanicama. Vezanjem PD-1 na jedan od tih liganda dovodi do inaktivacije T-stanica sto je
dokazano 1 pokusima na miSevima koji su imali inaktiviran gen za PD-1. MiSevi su razvili
autoimunosne poremecaje koji su ipak bili blazi od autoimunosnih reakcija izazvanih blokiranjem
CTL-4 inhibitornog receptora (Abbas i sur. 2018).



2.5 Molekularni mehanizmi djelovanja Treg stanica

Postoji vise mehanizama kojim Treg stanice kontroliraju djelovanje ostalih stanica T. Na primjer
natjeCu se sa antigen predoc¢nim stanicama. Ekspresijom antigena koji kompetira antigenu na
antigen predo¢nim stanicama i dozvoljava im da izbriSu antigen, odnosno sprijece stimulaciju
naivnih stanica T (Murphy i sur. 2016).

Proizvodnjom imunosupresivnih citokina Treg-stanice odrzavaju imunotoleranciju.

TGF-B citokin osim Treg-stanica proizvode i makrofagi i druge vrste stanica. TGF-i3
inhibira proliferaciju i djelovanje stanica T i djeluje na aktivaciju makrofaga a djeluje i na
diferencijaciju stanica T poticanjem izrazaja FOXP3. Zanimljivo je $to TGF-B moZe ovisno o
kontekstu nastanka imati suprotne u¢inke. Na primjer, u kombinaciji sa odredenim citokinima
potice razvoj Th17CD4 + stanica (Abbas i sur. 2018).

Interleukin-10 inhibira aktivirane dendriti¢ke stanice i makrofage. Ko¢i proizvodnju IL-
12 koji je bitan za izlucivanje IFN-y (interferon gamma) koji aktivira urodene i1 adaptivne
imunoreakcije pri doticaju s mikroorganizmima. On se ujedno 1 proizvodi na dendritickim 1
makrofagnim stanicama te zato djeluje kao regulator negativnom povratnom spregom. IL-10
takoder suprimira aktivaciju stanica T, indirektno inhibira diferencijaciju i regulaciju Thli Th17
1 prekida imunoreakcije kocenjem izraZzavanja kostimulatora i molekula MHC II na dendriti¢kim
stanicama i makrofagima (Murphy i sur. 2016). Upalne citokine koje proizvedu antigen predo¢ne
stanice inhibira IL-10, citokin s ciljem utiSavanja odgovora efektorskih stanica T (Abbas i sur.
2018).

Jo§ jedan od mehanizama je preko regulacije ekspresije B granzima koji inhibiraju
efektorske stanice (David i sur. 2005).



Regulacijska tolerancija

T stanica specifitna T stanica specifitna za
za viastiti antigen je vlastiti antigen ili
prepoznata utimusu  strane antigene uz

i postaje urodena prisutnost TGF-B
Treg stanica postaje inducirana
Treg stanica

timus periferija

Treg stanice stvaraju citokine '(IL-1'O i TGF-
B} koji inhibiraju samoreaktivne T stanice

periferija

Slika 2. Nastanak urodenih (nTreg) i induciranih (iTreg) stanica. Preuzeto i prilagodeno iz
Murphy i sur. 2016.

Kratice: TGF-§ — transformiraju¢eg ¢imbenika rasta 3 (engl. Tumor growth factor); IL-10 — in-
terleukin 10; Treg — T regulacijske stanice; nTreg — urodene regulatorne T-stanice (engl. natural

Treg cells); iTreg — potaknute ili inducirane regulatorne T-stanice (engl.induced Treg cells)



3. ULOGA Trec STANICA U IMUNOTERAPIJI

Unato¢ velikom broju autoimunosnih bolesti, glavni mehanizam njihovog nastanka je isti; prekid
imunotolerancije i pokretanje imunosne reakcije na vlastite antigene te oSte¢enje organa. Danas
se koriste steroidni imunosupresivni lijekovi koji samo smanjuju simptome, a uz to imaju mnogo
negativnih nuspojava. Proucavanjem Treg-stanica sve smo blize pronalasku uc¢inkovitijih lijekova
za imunosupresiju i kroni¢nih upala (Chen, 2011).

Dosadasnja istrazivanja na miSevima bila su provedena tako da su Treg-stanice unesene u
jo§ zdrave misSeve koji bi kasnije oboljeli od odredene autoimunosne bolesti. Problem je kako
iskorisitit Treg stanice kad je ve¢ doslo do oste¢enja uzrokovanih autoimunosnim bolestima. Neka
istrazivanja su pokazale da unos Treg-stanica, kada je ve¢ upala pokrenuta, moze dovesti do
napredovanja upalne reakcije (Oldenhove i sur. 2009). Pitanje je kako moZemo manipulirati Treg-
stanicama, njihovim omjerima, u svrhu lijeenja autoimunosnih bolesti i odbacivanja presadka
(transplantanata). Preventivna cjepiva sa antigen specificnim Treg stanicama mogu biti razvijena.

Tesko je razlikovati Treg-stanice od efektorskih stanica, zato je bitno pronaci specifi¢ni
molekularni biljeg pomoc¢u kojeg bismo mogli sa sigurnos¢u razlikovati efektorske stanice od
regulatornih. Daljnjim proucavanjem razvitka i mehanizama Treg stanica omogucit ¢e razvitak
novih pristupa u sprje¢avanju bolesti povezanih sa autoimunosnim reakcijama (Sakaguchi i sur
2008).

4. REGULACIJSKE B-STANCE

B-stanice su poznate kao antigen predo¢ne stanice, stanice koje stvaraju protutijela te stanice koje
proizvode protuupalne citokine. Nedavnim istrazivanjima doslo je do otkri¢a da stanice B imaju
vaznu ulogu kao regulacijske stanice imunosnog sustava. Analogno Treg-stanicama, nazvane su
Breg-stanice. Sli¢no Treg-stanicama u posljednje vrijeme su zanimljive radi njihove uloge u
autoimunim bolestima, upalnim bolestima, tumorima i imunosupresiji kod transplantacije (Wortel
I Heidt, 2017). Regulacijske B-stanice pocele su se istrazivati ve¢ 70tih godina, gdje su ispitivali
ucinak nedostatka stanica B kod zamoraca. Diferencijacija i aktivacija Breg-stanica je inducirana
upalnim reakcijama (Katz i sur. 1974). Kod miSeva zaraZzenih EAE (autoimuni encelofitis,

odgovarajuca bolest multiploj sklerozi u Covjeka) Breg-stanice kontroliraju imunosne upalne
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procese tako da inhibiraju dendtriti¢ke stanice. Autori su pokazali kako miSevi ¢ije stanice B
kontroliraju diferencijaciju plazma stanica razviju tezi oblik bolesti od kontrolnih miSeva

(Matsumoto i sur. 2014).

4.1 Mehanizam regulacije

Najbolje istrazen mehanizam je regulacija preko IL-10. IL-10 djeluje na inhibiciju diferencijacije
Th1 i Th17 efektorskih stanice kao i na indukciju Treg-stanica koje takoder stvaraju 1L-10. Kod
kimeri¢nih miSeva s nedostatkom IL-10 Breg-stanica dolazi do pojave artritisa, poveéanja u broju
Thl i Th17 efektorskih stanica kao i smanjenja IL-10 Treg-stanica (Carter i sur. 2012.) Osim IL-
10, Breg-stanice takoder djeluju preko dendritickih stanica (Matushita i sur. 2010). Preko
interleukina koje stvaraju dendriti¢ke stanice inhibiraju se samoreaktivne stanice u EAE zarazenim
miSevima (Matsumoto 1 sur. 2014). Osim IL-10 drugi citokini su takoder povezani sa Breg
funkcijama.

Dokazano je da TGF-B stvoren od strane Breg-stanica pospjeSuje FOXP3 ekspresiju Treg-
stanica (Kessel i sur. 2012).

IL-35 citokin inhibira diferencijaciju efektorskih stanica, dok su dva istrazivanja dokazala da
granzim B nastao od Breg-stanica smanjuje proliferaciju T limfocita (Griffin 2012; Wang i sur.
2014; Chesnau i sur. 2015). Breg-stanice pomoc¢u spomenutih citokina inhibiraju efektorske
stanica, te aktiviraju Treg-stanice i NKT (engl. Natural killer T) stanice sa supresivnom funkcijom
(Slika 3.).

Breg-stanice sa povecanim izrazajem FasL mogu induciratu apoptozu CD4+ stanica.
Medureakcije koje ukljucuju CD80, CD86 1 MHC II su pokazani iznimno vaznima funkciji Breg-
stanica. Breg-stanice povecavaju koncentracije PD-L1 (engl. programmed death ligand 1) koja
inhibira aktivaciju T stanica i odrzava Treg-stanice (Wortel i Heidt 2017).

10



Thi Th17 CD8+T DC Monocit ~ Makrofag NK  Neutrofil

Slika 3. Breg-stanice inhibiraju stanice koje izazivaju upale kao §to su pomocnicke stanice,
dendriticke stanice 1 makrofagi dok poticu diferencijaciju protuupalnih stanica kao $to su Treg 1

Trl-stanice preko citokina. Preuzeto i prilagodeno iz Wortel i Heidt 2017.

Kratice: Treg - T regulacijske stanice; Trl — tip 1 regulacijskih stanica; Breg — B regulacijske

stanice; NK —stanice ubojice; DC — dendriti¢ka stanica; Th — T pomocne stanice
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5. ULOGA REGULACIJSKIH B-STANICA U TRANSPLANTACIJI

Transplantacija organa je terapija koja se primjenjuje kod krajnjeg stadija otkazivanja organa.
Breg-stanice osim u sprje¢avanju upalnih i autoimunosnih reakcija imaju znacajnu ulogu u
prihvacanju transplantanata. Glavni mehanizam je jednak opisanom u prijasnjem poglavlju. Breg-
stanice poticu proliferaciju Treg-stanica ponajprije izlu¢ivanjem citokina IL-10 te tako odrzavaju
imunotoleranciju.

Istrazivanje Breg-stanica na Covjeku je prilicno tesko, posto se veéina Breg-stanica u
misevima nalazi u slezeni, kod ¢ovjeka znamo samo par tipova Breg-stanica u perifernim tkivima.
U istrazivanju sa miSevima gdje je koriSten model sa transplantiranim bubregom, uocen je porast
koncentracija Breg-stanica u transplantantu i u krvi (Le texier i sur. 2011). Na istom modelu, ali
kasnijem istrazivanju otkriven je podskup Breg-stanica koje izrazavaju vise IL-10 i TGF-B, a
manje TNFa« Te Breg-stanice su bile aktivirane prepoznavanjem donor specifi¢nih epitopa.
Slezenske stanice B migrirale su do transplantanta gdje su povecale broj Treg-stanica (Durand i
sur. 2015).

Podskupina T2 B-stanica ima regulacijsku aktivnost kod koznih presadaka; misevi
uspjesno prihvacaju presadak nakon unosa splenocita donora i anti-CD40L antitijela. B stanice iz
tolerantnih miSeva su prenesene na singeni¢ne miseve koji su primili koZni transplantant. MiSevi
su poceli izrazavati IL-10 i TGF-8 te je prihvacanje presadka povecano. Koncentracija aloantitijela
je smanjena, te prijenos Breg-stanica i Treg-stanica zajedno doveo je do puno duzeg prihvacanja
presdka nego kod zasebnog prijenosa Breg ili Treg-stanica. Mozemo zakljuéiti da je za
imunotoleranciju bitna suradnja izmedu B i1 T regulacijskih stanica (Moreau i sur. 2015).

Rezultati istrazivanja na modelima miSeva su uspjeSna, prenijeti to u ljudski model je tezi
zadatak. Ucinkovitost Breg-stanica jos je uvijek upitna i nije sigurno na koji naéin je moguce

odrzavati optimalan udio stanica B i Breg-stanica kod pacijenata koji su primili presadak.
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7. SAZETAK

Imunosni odgovor potaknut izlaganjem nekom antigenu jednako je bitan kao i supresija
imunosnog odgovora. U imunosnoj reakciji kao i supresiji sudjeluju brojne stanice koje suraduju
i komuniciraju kroz razli¢ite molekularne mehanizme. U radu su sazeto opisane znacajke, uloga i
mehanizmi regulacijskih stanica. Regulacijske B- i T- stanice su bitne podskupine stanica koje
odrzavaju i reguliraju imunotoleranciju. Nedostatak regulacijskih stanica ili bilo kojeg dijela puta
mehanizma regulacije moze dovesti do upalnih procesa i autoimunih bolesti. Temeljem toga, u
zadnjih desetak godina ovo podruéje istrazivanja je popularno u imunologiji. Bolje poznavanje
regulacijskih mehanizama nastanka i djelovanja regulacijskih stanica omogucéiti ¢e precizniju
moguénost uporabe regulacijskih stanica u lijeenju autoimunosnih bolesti, tumora te odbacivanja

presadka.

8. SUMMARY

The immunological response elicited by an antigen is equally important as its supression. In a
immunological reaction and supression a lot of cells collaborate and communicate through
different molecular mechanisms. In this paper, functions, charachteristics and mechanisms of
regulatory cells are briefly explained. B i T regulatory cells are an important subset of T and B
cells that regulate and maintain immunotolerancy. A deficit of regulatory cells or any part of the
regulatory mechanism can induce inflammation and autoimmune diseases. In the last ten years
they are a popular subject of reaserch in immunology. With a better understaning of regulatory
cells, their development and function mechanisms, we can use them for curing autoimmune

diseases, tumors and transplant rejection.
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