Prednaska [

Imunitni systém (prehled zdkladnich funkci)

Zakladni funkce imunitniho systému: rozliSovani mezi cizim a vlastnim a eliminace
ciziho.

Cil: zachovani integrity organismu.

Obrana proti infekci.

Imunitni dohled (likvidace vlastnich degrada¢nich produkt, néadorovych bunék atd).

HISTORIE

Immunis - osvobozeny od ....(prvotni vyznam: rezistence k infekci)
Stara Cina, Turecko - variolace (inokulace obsahu puchytkii osob
s lehkym prib&hem nestovic)
Edward Jenner (1749-1823)
Infekce kravskymi neStovicemi - rezistence k pravym neStovicim (variola)
1796 - prvni ockovani kravskymi neStovicemi - vakcinace (vacca= krdva, ndzev

zavedeny pozdéji Pasteurem).

Louis Pasteur (1822-1895)

Vakcinace atenuovanymi kmeny bakterii (Pasteurela aviseptica - puvodce cholery
driibeze).

1881 Pasteur vakcinoval ovce bacily antraxu oslabenymi teplem a pak je infikoval
virulentni kulturou Bacillus anthracis. Zvitfata byla imunni.

1885 Pasteur zachranil chlapce pokousaného vzteklym psem oCkovanim inaktivovanym

virem vztekliny.
Von Behring a Kitasato (1890): pfenos imunity k zaSkrtu sérem (objev humoralni imunity).

Oznaceni sérovych komponent (protilatek): antitoxiny, precipitiny, bakteriolyziny,
aglutininy.

Humordlni teorie imunity.

Jules Bordet (1870-1961): bakteriolyza a hemolyza vyzaduje termostabilni

senzitizator a termolabilni alexin (komplement).
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Opsonizace - zesileni fagocytdzy mikrobti plisobenim imunniho séra.

Paul Ehrlich (1854-1915): teorie postrannich fetézcl. Bunikky produkujici protilatku
(P1) maji na svém povrchu fetézce, které reaguji s antigenem (Ag). Vazba Ag vyvola
dalsi produkci a uvolilovani téchto fetézca.

Selekéni teorie tvorby protilatek.

Reakce Ab- Ag: teorie zamku a klice.

[lja Mecnikov (1845-1916)
Objevil a pojmenoval fagocytézu bakterii leukocyty. Fagocytdza byla zvySena u
uzdravenych ¢i vakcinovanych jedinct.

Bunécna teorie imunity.

Nékteré discipliny v rdmci imunologie: imunopatologie
imunogenetika
nédorova imunologie
transplantacni imunologie

imunochemie.

PREHLED IMUNITNIHO SYSTEMU

Prirozena (nespecifickd) imunita

Ctyfi typy bariér: anatomicka
fyziologicka
fagocytdrni a endocyticka
zangt
Anatomické bariéry: kize a povrchy mukoznich membran. Fyzikdlni a anatomické
piekazky, kyselé pH (kyselina mlé¢n4a, mastné kyseliny).
Rasinkové buiiky - aktivni odstraiovani mikrobi.

Sliny, slzy, mukézni sekrety (antivirové a antibaktréridlni proteiny).

Fyziologické bariéry: teplota, pH, tenze kysliku, rozpustné faktory. Lysozym (mukézni
sekrety) - §tépi peptidoglykan bakteridlni stény.
Pattern recognition receptors (PRR)
Umoziuji priméarni detekci invadujicich patogent. Jsou schopny perfektné rozpoznat vlastni a
cizi. Vzory, které rozpoznavaji se oznacuji jako PAMPs — pathogen associated molecular
patterns. Mezi PRR patii Toll-like receptors (TLR), Nucleotide oligomerisation receptors
(NLR), C-type lectin receptors (CLR — potfebuji vapnik pro vazbu ligandu)) a RIG-1 like
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receptors (retinoic acid-inducible gene-I-like receptors, RLR) . TLR 1,2,4,5a 6 jsou na
povrchu buné¢k a rozpoznavaji triacyl lipopeptidy (TLR 1+2), LPS (TLR4), flagellin (TLRS)
nebo glykofosfatidyl inositolovou (GPI) kotvu, zymosan, lipoteichovou kyselinu (LTA),
diacyl lipopeptidy (TLR2+TLR6). TLR 7 a 8 jsou v cytosolu a rozpoznavaji ssSRNA, TLR9 je
téz v cytosolu a reaguje s nemetylovynymi CpG ostrovy na DNA. NLR jsou v cytosolu a
rozpoznavaji rizné motivy peptidoglykanu. CLR vazou cukry kalcium-dependentnim
mechanismem. Cytosolické RLR rozpoznavaji dvouvldknovou RNA. Pies TLR jsou
aktivovany MAP kinazova draha, NFkB drdha a IRF (interferon regulatory factor) draha.

Interferony - proteiny produkované bunkami infikovanymi virem - indukce
antivirového stavu.

Komplement - skupina sérovych proteinti, které mohou byt aktivovany specifickymi i
nespecifickymi imunologickymi mechanismy. Vytvareji kaskadu vedouci k lyze

patogennich mikroorganismu.

NK bunky (prirozeni zabijeci)
Byly objeveny na zakladé schopnosti zabijet nddorové buniky. Funguji jako most mezi

pfirozenou a ziskanou imunitou. Rozpozndvaji stresované nebo transformované buriky.

Endocytické a fagocytické bariéry:
Endocytdéza — obecny termin pro internalizaci materidlu z okoli bunky
Pinocytdza- buiika pohlcuje tekutinu spolus molekulami v ni obsazenymi
Receptory mediovand endocytdza — extracelularni molekuly jsou internalizovany po vazb¢ na
bunééné receptory. Endocytické vezikuly fizuji v endozémy. Zde se v kyselém pH uvoliuji
receptory, které recirkuluji. Endozémy splyvaji s primarnimi lysozémy na sekundérni
lysozémy, kde jsou cizorodé molekuly $t€peny protedzami, nukledzami, lipAzami a dal$imi
hydrolazami.

Fagocytéza - ingesce vétsich partikuli véetné mikrobui. Castice jsou pohlcovany do
fagozoému, které fuzuji s lysozomy. Zde jsou degradovany podobné jako v procesu
endocytozy. Fagocytuji jen specializované buiiky: monocyty, makrofagy,

polymorfonukleary.

Bariéry spojené se zanétlivou reakct:

Zan¢ét - poskozeni spojené s proniknutim patogennich mikroorganismd.

- zvySeni krevniho toku (naplnéni kapilar, erytém, lokdlni zvySeni teploty)
- zvySeni kapilarni permeability (akumulace exudatu, otok)

- migrace fagocytujicich bun¢k do mista zanétu.



Fagocyty adheruji ke sténam kapilar, pronikaji mezi endotelovymi buinikami do tkani
(diapedesa) a migruji v tkdni do mista zanétu (chemotaxe).

Proteiny akutn{ faze - chemotaktické medidtory.

C-reaktivni protein - vaze se na C komponentu bunécéné stény bakterii a hub a vaze

komplement.

Ziskana imunita

Zakladni vlastnosti: specifita, diversita, pamet a rozpoznavani ciziho a vlastniho.
Specifita - rozpoznavani nejjemnéjsich rozdili mezi antigeny (jedna AK zameéna).
Diverzita - schopnost vytvofit obrovské mnozstvi struktur rozpoznavajicich biliony

riznych antigenti.

Imunologickd pamét - opakované setkani s Ag indukuje vyssi stav imunitni reaktivity.
Existuje celoZivotni imunita proti nékterym patogentm.

RozliSovani ciziho a vlastniho - imunitni systém reaguje v normalnim pfipad€ pouze proti

cizim antigeniim.

Systémy pfirozené a ziskané imunity uzce spolupracuji.

Burniky imunitniho systému:

Lymfocyty - vznikaji pfihematopoéze v kostni dfeni, cirkuluji v krvia osidluji
lymfatické orgény.

Antigen prezentujici buiikky - makrofagy, dendritické buiiky.

B lymfocyty
Dozravaji v kostni dfeni, nesou protilaitkovou molekulu jako receptor pro Ag. Protildtkova

molekula ma 2 lehké a 2 tézké polypeptidové tetézce spojené S-S mustky. Na N-
terminalnim konci vytvareji téZké a lehké fetézce vazebné misto pro antigen. Po vazbé
Ag B buiniky proliferuji a potomstvo se diferencuje na pamétové a plazmatické bunky
produkujici protilaitky. Plazmatické builky uz nemaji imunoglobulinové receptory.
Jedna plazmaticka buiika sekretuje 2.000 protilatkovych molekul za sekundu.

T lymfocyty
Vznikaji z hemopoetickych kmenovych bun¢k v kostni dfeni, ale zraji v thymu. B&hem

zrani exprimuji membranovy receptor pro antigen - heterodimer ze dvou proteinovych

fetézcll (o3 nebo v,0).Narozdil od B lymfocytii rozpoznavaji T lymfocyty Ag v komplexu
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a antigeny hlavntho histokompatibilniho komplexu (MHC). Rozpoznéni vede k proliferaci a
diferenciaci na pameétové a efektorové T bunky.
Exisuji dvé zakladni subpopulace T lymfocyti: cytotoxické (Tc) CD8+
pomocné (Th) CD4+.
Tc lymfocyty rozpoznavaji Agv kontextu s MHC molekulami a pod vlivem lymfokina
produkovanych Th bunikami diferencuji na cytotoxické T lymfocyty (CTL). CTL témét

neprodukuji lymfokiny a likviduji virem infikované, nddorové nebo transplantované bunky.

Bunky prezentujici antigen (APC)

APC zahrnuji makrofagy, dendritické bunky a B lymfocyty. Tyto bunky internalizuji Ag
endo- nebo fagocytézou a reexprimuji jeho ¢asti spolecné s MHC molekulamina své

membrang. Th butiky rozpozndvaji Ag pouze ve spojeni s MHC molekulou.

Aktivace humordlni i bunééné vétve imunitniho systému vyzaduje lymfokiny

produkované Th buiikami.

Funkce humordlnich a bunécnych mechanismii:

Humoralni odpovéd’:

Efektory - protilatky (neutralizace Ag, opsonizace, aktivace komplementu).

Bunééna odpovéd’:

Efektory - Th i CTL buiky.

Lymfokiny sekretované Th buikami mohou aktivovat rtizné fagocytujici buiiky, zvySovat

jejich fagocytarni a zabijeci aktivitu. Aktivované CTL zabijeji pozménéné vlastni bunky
(virem infikované a nadorové buiiky).

Rozpoznadvdni antigenu T a B lymfocyty:
T a B lymfocyty nerozpoznavaji celé velké antigeny, ale jednotlivé antigenni
determinanty - epitopy.

B lymfocyty rozpoznévaji antigen samotny, T lymfocyty ve spojeni s MHC molekulami.

Molekuly bunéné membrany zodpovédné za rozpoznavani imunitnim systémem: na
membranu vazané protilatky
heterodimerické T receptory
MHC molekuly I tfidy (na vSech bunkéach)
MHC molekuly II tfidy (na Ag prezentujicich bunkach).

B a T buneécna specifita a diverzita:

Specifita B bunék je dana specifitou jejich receptort - Pl molekul
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Protilatkova specifita je dana ndhodnym preskupenim genovych segmentd kodujicich
protilatkové molekuly béhem maturace B bunék v kostni dfeni. Viech 105
imunoglobulinovych molekul na B buiice mé& stejnou specifitu. Pfeskupovani genovych
segmentll vede k obrovské diverzité protilatkovych specifit (108).

T maturace téz zahrnuje preskupovani genovych segmentt kodujicich T receptory. T
buiika exprimuje asi 109 identickych receptorovych molekul. Produkovand enormni
receptorova diverzita (az 1015 specifit) je snizena b&hem selekéniho procesu zrani T
bunék v thymu. Pouze ty T buiiky, které jsou schopné rozpoznat Ag v komplexu s MHC

antigeny jsou schopné dozrat.

Uloha hlavniho histokompatibilniho komplexu:

MHC antigeny se déli na dvé tiidy MHC I a MHC I1.

MHC 1 jsou glykoproteiny na membrané vSech jadernych bunék, vzdy v komplexu s
malym proteinem ozna¢ovanym jako B mikroglobulin. Kazdy MHC lokus se vyskytuje v
fad¢ alelickych forem.

MHC 1I jsou glykoproteiny exprimované na antigen prezentujicich bunkach. Molekuly
MHC Il se skladaji z aa B fetézcu.

MHC funguji téZ jako molekuly rozpoznavajici Ag, ale nemaji takovou specifitu jako T
nebo B receptory. Distalni ¢ast molekul MHC s vysokou AK variabilitou vytvari Stérbinu,
ve které sedi antigenni epitop. Takto vazany, prezentuji molekuly MHC I a II antigen

T lymfocytim.

Zpracovani a prezentace antigenu:

Cizi proteinovy Ag musi byt degradovan na malé peptidy, které tvoti komplexy s MHC I a
II molekulami. Jestli bude Ag prezentovéan spolu s MHC I nebo s MHC II zavisi na vstupu
Ag do bunky.

Exogenni antigen vstupuje do bunky endo- nebo fagocytézou aje zpracovan

endozomalni cestou. Pfislusné peptidy se vazi na MHC II molekuly, kter¢ jsou pak
exportovany na bunéény povrch. CD4+ T bunky rozpoznavaji Agspojeny s MHC Il a
jsou oznacované jako MHC II restringované. Obecné funguji jako Th bunky.

Endogenni antigen je produkovan v hostitelské buiice (virové antigeny nebo produkty

nadorovych bunck). Tyto antigeny jsou degradovany na peptidové fragmenty, které se
vazi na MHC 1 molekuly v endoplazmatickém retikulu. Cytotoxické CD8+ bunky
rozpoznavaji tyto Ag vazané na MHC I na vSech typech jadernych bun¢k.

Klondlni selekce:



Specifita kazdého T a B lymfocytu je uréena je§té pred kontaktem s Ag. Uloha antigenu
spoc¢iva v aktivaci zralych lymfocyti piislusné specifity a jejich expanzi. Tento proces se
nazyva klonalni selekci, protoze jeho vysledkem jsou klony lymfocytt stelné specifity.

Klonéln¢ selekéni model dobfe vysvétluje tfi aspekty ziskané imunity: specifitu,
pamét’ a rozpoznani vlastniho/ciziho. Specifita je dana tim, zZe pouze lymfocyty, jejichZ
receptory jsou specifické pro dany epitop, klonaln€ expanduji. Model vysvétluje i rozdil
mezi primarni a sekundarni imunitni odpovédi. ZvySeny pocet pamétovych bunék
podmiiiuje rychlejsi a intenzivnéjsi sekundarni odpovéd. Rozpoznani vlastniho a
ciziho je zajiStovano klonalni eliminaci b&hem vyvoje lymfocytli nesoucich receptory
rozpoznavajici vlastni antigeny nebo funk¢ni supresi téchto bunék v dospélosti.

Klonalni selekce se uplatiuje jak v humoralni, tak v bunécné vétvi imunitniho systému.

Bunécné interakce potrebné pro vyvoj imunitni odpoveédi:

Vyvoj humordlni ibunééné imunitni odpovédi zavisi na aktivaci Th bunék. Rozpoznani
prezentované¢ho antigenu spolu s piisobenim interleukinu 1 (IL-1) produkovaného
makrofagy vede k aktivaci Th bunck. Tato aktivace indukuje sekreci IL-2 Th buiikamia
expresi vysoce afinnfho membranového receptoru pro IL-2 na povrchu téchto bunék.
Sekretovany IL-2 se vdze na tento receptor a tak autostimuluje Th proliferaci.
Dochdzi ke klondlni expanzi Th buné¢k, které pak poméhaji v aktivaci T a B efektorovych
lymfocyta.

Vyvoj humordlni odpovedi:

Maturované B bunky ziji kratce (n€kolik dnit), pokud se nesetkaji s antigenem. K jejich
aktivaci vede premosténi jejich receptori antigenem a pusobeni ristovych faktort
produkovanych makrofagy a Th buiitkami. Interakce s Ag-specifickymi Th lymfocyty je
usnadiiovdna samotnymi B buiikami, které mohou slouzit jako bunky prezentujici
antigen. B bunky specificky zachycuji Ag svym membrdnovym receptorem,
internalizuji ho, zpracovavaji a prezentuji na membrané spolu s MHC II molekulami. Th
lymfocyty po vazbé na takto prezentovany Ag produkuji fadu cytokint - IL-2, IL-4,
IL-6 a interferon gama (IFN-y), které aktivuji B bunikky k déleni a diferenciaci. Asi za

5 dnit B bunky diferencuji na pamétové a plasmatické buiiky.

Vyvoj bunécné odpoveédi:

Th bunky slouzi k aktivaci riznych T efektorovych buné€k. Napt. Tc buiiky rozpoznavaji
Ag v kontextu s MHC Ia zapfitomnosti IL-2 sekretované¢ho Th bunkami diferencuji na
CTL.

Cytokiny produkované Th buitkami mohou regulovat i dalsi nespecifické efektorové

buiiky. Napf. IL-2 a IFN-y aktivuji makrofagy, které tak ziskavaji zvySenou schopnost
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fagocytovat a zabijet pohlcené patogeny. Kromé toho maji zvySenou schopnost zabijet
nadorové bunky a bunky infikované parazity. Podobné IL-2 a IFN-y aktivuji tzv. NK
buiiky (pfirozené zabijece), cozjsou velké granularni lymfocyty, kterym chybéji T nebo
B markery. Tyto bunky zabijeji zeyména nadorové a virem infikované buiiky. NKT
buiiky maji vlastnosti Cytotoxickych T lymfocytti i NK bunék. Maji invariantni T receptor,
ktery nerozpopznava peptidy prezentovani MHC antigeny, ale glykolipid prezentovany
nepolymorfni CD1d molekulou. Netvoii pamétové bunky a exprimuji nékteré znaky NK
bunék. Maji imunoregulacni tlohu, protoze produkuji mnozstvi cytokinti.Mohou rozpoznavat
lipidické antigeny nadorovych buné¢k a podileji se na protinadorové imunite.

Jak makrofagy, tak NK bunky mohou fungovat v tzv. na protilatkdch zavislé bunécné
cytotoxicit¢ (ADCC), kde molekuly specifickych protilatek, vazicich na jedné strané
antigen, vazi se svou Fc oblasti na Fc receptor cytotoxickych bunék a tim zprosttedkuji
kontakt mezi t¢émito buiitkamia cilovymibunikami. V tomto piipad€ protilatka zajistuje

specifitu, ale zabijeCskou funkci maji nespecifické efektorové bunky.

Ptednaska I1
Experimentalni systémy pouZivané v imunologii

Experimentalni zvireci modely:

Pro piipravu antisér - kralici, kozy, ovce.

Vakcinacni studie - priméti.

Zdkladni vyzkum - inbredni kmeny mysi (geneticky charakterizované, rychle se mnoZi,
imunitni systém dobfe charakterizovan).

Inbreeding - bratr x sestra po 20 generaci - homozygotni potomstvo ve vice nez 98% lokd.
Existuje vice nez 150 inbrednich kment mysi.

Adoptivni pfenosy imunity: pfenos lymfocyti do syngenniho recipienta, u které¢ho
byly inaktivovany buiky imunitniho systému (ozéfeni subletdlni davkou 650-750 rad
zabije 99,99% lymfocytl, vyssi davky vedou k eliminaci celého hemopoetického
systému). Adoptivni pfenosy umoziuji studium riznych subpopulaci lymfocyt a bunéénych
interakci potfebnych k vyvoji imunitni odpovédi.

Bunécné kultury:

Primarni kultury - izolace lymfocytl z krve, nebo z rGznych lymfoidnich organt.
Bunky rostou v chemicky definovaném mediu obsahujicim fyziologicky roztok, cukry,
aminokyseliny, vitaminy, stopové prvky a dalsi Ziviny. Pfidava se sérum (vétSinou fetalni

teleci sérum).
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Tyto metody umoznuji studovat funkci bunéénych subpopulaci, identifikovat
cytokiny fungujici v aktivaci a diferenciaci lymfoidnich bunék.

Klonované lymfoidni bunééné kultury:

Normalni sav¢i buiiky rostou v kultufe po omezenou dobu. Po urcitém

poc¢tu déleni se rist zastavi. Nadorové builky nebo bunky transformované
chemickymi kancerogeny se mohou in vitro mnozit neomezeng. Tyto buiikky se oznacuji
jako bunécné linie (L 929 - mySi linie ziskana ve 40. letech piisobenim metylcholantrénu
na podkozni pojivovou tkan). Linie lymfoidnich bunék byly ziskany ze spontdnné se
vyskytujicich tumori nebo transformaci normalnich bunék nékterymi viry (SV-40, virus
Epsteina a Barrové, virus lidské T bunécné leukemie atd.). Tyto linie v§ak maji
abnormalni ristové vlastnosti a aneuploidni poc¢et chromozomii.

T bunééné klony mohou byt ziskany kultivaci normalnich T bunék s antigenem za
pfitomnosti IL-2. Klony specifické pro antigen umoZnily studovat membranové a
intracelularni jevy souvisejici s rozpoznavianim antigenu, produkci a funkci jenotlivych
lymfokinti. Tyto linie byly uzity i k purifikaci a klonovani genii pro interleukiny a
jejich receptory.

Hybridni lymfoidni buné¢né kultury:

Po fizi T nebo B lymfocytll s nddorovymi buitkami a po ndhodné ztraté¢ nékterych
chromozomt vznikaji hybridomy obsahujici chromozomy obou

fazovanych bunék. Plsobenim polyetylenglykolu mohou byt B bunky produkujici
protilatky zfuzovany s nddorovymi plazmatickymi buitkami, oznacovanymi jako
myelomové buiikky. Hybridomy piejimaji od obou rodicovskych bunék jak schopnost
produkovat protilatky, tak schopnost neomezené rist v tkaiové kultufe. Hybridomové
klony produkuji protildtky jedné specifity - monoklondlni protilatky.

T bunééné hybridomy mohou byt ziskdny fazi T lymfocytl s T lymfomy.

Byly pfipraveny stabilni hybridomy s Th i1 Tc aktivitou.

Technologie rekombinantni DNA:

Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami:

Bakterialni restrikéni endonukleazy st€épi DNA pouze v restrikénich mistech, coz jsou
sekvence zahrnujici 4-8 nukleotidli. Nékteré enzymy produkuji fragmenty dvouvldknové
DNA s tupymi, jiné s kohezivnimi konci, kde jeden fetézec piesahuje druhy. Kdyz jsou dvé
molekuly DNA Stépeny stejnym restrikénim enzymem, kohezivni konce jsou
komplementdrni a tyto dvé molekuly mohou byt spojeny na zdkladé parovani bazia

vytvofit molekulu rekombinantni DNA.



Klonovani DNA sekvenci:

Dany DNA fragment je vnesen do autonomé se replikujici molekuly DNA (vektor), takze
tento fragment je replikovan spole¢né s vektorem. Nejcastéji uzivanymi vektory jsou
bakteriofagy nebo plasmidy. NejcastéjSim hostitelem je Escherichia coli. Fragmenty DNA
mohou byt ziskdny z genomické nebo komplementarni DNA.

Komplementarni DNA (cDNA) se ziskd po izolaci mRNA z buniky jejim piepisem na
cDNA reverzni transkriptizou. DS cDNA se ziskdi z mRNA-cDNA hybridni molekuly
rozStépenim RNA fetézce alkalii a dosyntetizovanim druhého fetézce DNA DNA
polymerazou. cDNA mize byt klonovdna v plasmidovém vektoru. Soubor DNA
sekvenci v plasmidovych vektorech reprezentujici vSechny mRNA sekvence zjedné
buiiky nebo tkané se nazyva cDNA knihovna.

Fragmenty genomické DNA se ziskaji Stépenim chromozomalni DNA restrikénimi
endonukledzami, které produkuji kohezivni konce. Fragmenty mohou byt klonovany
pomoci bakteriofiga lambda jako vektora. Usek chromozomu bakterifiga (asi 15 kb),
ktery neni nezbytny pro jeho replikaci v E. coli se nahradi fragmentem genomické
DNA. Z toho vyplyva, 7e kdyz v jedné fagové &astici mize byt klonovano asi 1,5x104
parti bazi, pro kompletni DNA genomovou knihovnu ¢lovéka je tieba vice neZ milion
riznych rekombinantnich fagovych &astic (savéi genom obsahuje asi 3x109 part bazi).

Vétsi fragmenty DNA mohou byt klonovany v kosmidech nebo v umélych chromozomech
kvasinek, coz jsou linearni segmenty DNA schopné replikace v kvasinkovych buiikéach.

Jednotlivé DNA fragmenty v cDNA nebo genomické DNA knihovné mohou byt
identifikovany pomoci hybridizace in situ. Rekombinantni DNA je extrahovéna z bunék,
denaturovana a na filtru inkubovana s radioaktivné znacenou sondou specifickou pro
piislusny gen. Sonda hybridizuje s rekombinantni DNA a jeji poloha je identifikovana
autoradiografii. K syntéze oligonukleotidové sondy sta¢i znat sekvenci pétinebo Sesti
AK zbytkil peptidu kddovaného pfislusSnym genem.

DNA fragmenty ziskané Stépenim restrikénimi endonukledzami mohou byt identifikovany
metodou Southern blotting, ktera je zalozenana separaci fragmentl DNA v agar6zovém
gelu, denaturaci DNA a pfeneseni na nitrocelul6zovou membranu, kde je pfislusny fragment

detegovan na zéklad¢ hybridizace s radioaktivni sondou.

Polymerazova fetézova reakce (PCR):

slouzi k amplifikaci specifickych DNA sekvenci, ikdyz jsou pfitomny v extrémé nizkych
koncentracich ve smési. Je tteba znat sekvence ohranicujici pfisluSnou DNA sekvenci
aby bylo moZno podle nich syntetizovat tzv. primery. Smés DNA je denaturovéana kratkym
zahtatim achlazena za pfitomnosti nadbytku primerd, které hybridizuji s

komplementarni SS DNA. Druhy komplementarni fetézec je pak dosyntetizovan
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termorezistentni DNA polymerazou (Taq polymeraza). Nové syntetizovany DNA duplex
je separovan zahiatim a cyklus se opakuje. V kazdém cyklu se dubluje ptislusna DNA

sekvence. Behem 25 cykli je tato sekvence pomnozena asi milionkrat.

Ptenos genil do savc¢ich bunék:

K transfekci genti jsou Casto uzivany retroviry, jejichz strukturdlni geny se nahradi
klonovanymi geny. Rekombinantni DNA retroviru se integruje do bunécného genomu.

Jinou metodou je elektroporace, kdy se ptisobenim elektrického proudu vytvoii pory v
bunééné membranég, kterymiklonovand DNA pronikd do bunky. Transfektovand DNA se
obvykle znac¢i néjakym markerovym genem, napt. genem kodujicim rezistenci na

antibiotika.

Transgenni zvifata:

se pripravuji injekci naklonované DNA do oplodnénych vajicek. Transgenova DNA se
integruje do chromozomalni DNA a je pfedavana do dcefinnych bunék. Vajicka jsou pak
implantovana do vejcovodli pseudopregnantnich samic (normalni samice oplodnéné
sterilnim samcem). U¢innost metody je nizkd, pouze jedna az dvé transgenni mysina

kazdych 100 oplodnénych vyjicek.

Buriky a organy imunitniho systému

Lymfocyty tvofii 25% bilych krevnich bunék a 99% jadernych bunék lymfy. Lidské télo
obsahuje asi 1012 lymfocytil. Lymfocyty prib&zné recirkuluji mezi krvi, lymfou a
riznymi lymfoidnimi organy, coz zajiSt'uje integraci imunitniho systému.

Hematopoéza:

Vyvoj Cervenych a bilych krevnich bunék zacina ve zloudkovém vaku, pak se
hematopoéza premistuje do fetalnich jater a sleziny (3.-7. mésic gestace). Hlavni

krvetvornou funkci ma vS$ak kostni dfen.
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Vsechny funkéné odlisné krevni buiiky vznikaji z jedné pluripotentni kmenové bunky,
kterd dava vznik erytrocytim, granulocytim, monocytim, zirmym buikam,
lymfocytim a megakaryocytiim. Frekvence kmenovych bunék je asijedna na 104 bungk
kostni dfené. Kmenové buiilky s obméiuji a udrzuji na homeostatické trovni po cely zivot.

V Casné hematopoéze pluripotentni kmenové buiky diferencuji na lymfoidni a
myeloidni kmenové buiikky. Béhem dalSi diferenciace se vytvareji progenitorové bunky
predurcené pro pfislusnou bunéénou linii. Lymfoidni kmenové buiiky davaji vznik T a B
lymfocytim, z myeloidnich kmenovych bunék wvznikaji erytrocyty, neutrofily,
eosinofily, bazofily, monocyty, Zirné buiiky a desticky. Hemopoetické

bunky zraji v mikroprostfedi kostni dfen¢, kterou opoustéji krevni cestou.

K poznani ristovych faktora pottebnych pro proliferaci, diferenciaci a maturaci
hematopoetickych bunék pfispély metody kultivace téchto bunék in vitro na vrstvé
adherovanych bunék stromatu.

Hematopoéza je regulovana tzv. faktory stimulujicimi tvorbu kolonii hemopoetickych
bunék (CSF), coZjsou glykoproteiny oznacené podle bunécnych linii, jejichz tvorbu
indukuji (multi-CSF stimuluje vSechny linie, GM-CSF granulocytovou a makrofagovou
linii, G-CSF, M-CSF). Dal§im dulezitym cytokinem v hemopoéze je erytropoetin, ktery
indukuje terminalni vyvoj erytrocytii. Dale se hemopoézy Uicastni interleukiny 4, 5, 6,
7, 8 a 9. VétSina téchto cytokinl je sekretovana bunikami stromatu kostni diené,
aktivovanymi Th buitkami a makrofagy.

Produkce krevnich buné€k odpovida jejich ztratam. Erytrocyty piezivaji 120 dnti, pak
jsou fagocytovany makrofagy sleziny. Délka zivota bun¢k bilé krevni fady kolisa od dnti
(neutrofily) po 20-30 let (n&které T lymfocyty). Priméry &lovék produkuje 3,7x1011
krevnich bun¢k za den.

Hematopoéza je udrzovana v rovnovaze produkei cytokinti buitkami kostni dfené€. V
pripadé infekce dochézi k indukci hematopoetické aktivity produkci cytokint
aktivovanymi Th buinikami a aktivovanymi makrofdgy. Produkce jednotlivych
hematopoetickych linii je fizena lokalnimim koncentracemi cytokini, nebo expresi
receptorti pro tyto cytokiny.

Poruchy vregulaci exprese hematopoetickych cytokini nebo jejich receptori mtize vést
ke vzniku leukemii. Napi neschopnost GM-CSF snizit expresi receptori pro G-CSF
nebo M-CSF na leukemickych buikach zplisobuje, Ze tyto buniky reaguji na tak nizké
koncentrace CSF, které u normadlnich hematopoetickych bunék proliferaci
nevyvolaji. T bunécné leukemie zplisobena infekci retrovirem HTLV-I souvisi s tim, ze
infikované T bunky exprimuji IL-2 receptor bez predchozi antigenni stimulace. Sekrece

IL-2 témito buiikami vede k neregulované bunécné proliferaci rezultujici v leukemii.

Mononuklearni bunky:

-12 -



Mononuklearni fagocytarni systém je tvofen cirkulujicimi monocyty v krvi a makrogagy v
tkanich. Makrofagy jsou pojmenovany podle jejich tkanové lokalizace: Kupferovy buiiky v
jatrech, alveolarni makrofagy, mikroglie v mozku, lymfoidni makrofagy ve slezin¢.

Kromé¢ fagocytdzy jsou makrofagy vyznamné jako antigen prezentujici a sekre¢ni bunky.

Jednotlivé kroky fagocytdzy: chemotaxe, adheze antigenu k bunécné membrané,
pohlceni do fagozému, fize s lysozdémem a vznik fagolysozému. Lysozémy obsahuji
peroxid vodiku, volné kyslikové radikaly, peroxidazu, lysozym artzné hydrolytické
enzymy, které rozklddaji zfagocytovany materidl. Ztraveny obsah fagolysozému je
eliminovdn exocytézou. Nekteré mikroorganismy se mohou mnozit ve fagozomu
(Listeria, Salmonela, Mycobacterium) -brani fuzi fagozomu s lysozémy, odolavaji
lysozomalnim enzymiim nebo unikaji z fagozému do cytoplazmy.

Dilezitou funkci je prezentace antigenu Th buitkdm ve spojeni s MHC II molekulami.

Makrofagy sekretuji fadu dulezitych proteinti. IL-1 je sekretovdn po fagocytdze antigenu a
je potfebny pro aktivaci Th buné¢k antigenem. Pusobi téZ na endotelie cév a hraje tak
ulohu v zanétu amé pyrogenni u€inky. Aktivované makrofagy sekretuji slozky
komplementu, hydrolytické enzymy, které pfispivaji k rozvoji zan€tu. Tumor necrosis
factor (TNF-a) sekretovany aktivovanymi makrofdgy mlze zabijet riizné buiiky a zfejmé
ma vyznam v protinddorové imunité.

Protilatky a komplement zesiluji funkci makrofaglh opsonizaci (zvySeni fagocytdzy az
4.000x). Aktivita makrofagh mtze byt zvySena chemotaktickymi faktory produkovanymi
T bunkami, nebo slozkami komplementu. Interferon gama aktivuje makrofdgy k
sekreci cytotoxickych proteinti, které jim poméhaji zabijet extra- i intraceluldrni
patogeny, virem infikované a nadorové buiky. Aktivované makrofagy také exprimuji
vice MHC II molekul na svém povrchu.

Granulocyty:

Déli se na neutrofily, eosinofily a bazofily na zdkladé morfologie a charakteristického
barveni.

Neutrofily (polymorfonukledry) maji segmentované jadro, cytoplazmu s mnozstvim
granul, které se barvi bazickymi ikyselymibarvivy. Granula eosinofili se barvi
kyselym eosinem, granula bazofili basickou metylenovou modii. Pouze neutrofily a
eosinofily mohou fagocytovat. Neutrofily tvoii 50-70% bilych krevnich bungk,
eosinofily 1-3%, bazofily <1%.

Neutrofily ziji jen asi 3 dny. V misté zanétu adheruji k vaskuldrnim endotelovym bunkam
pomoci receptorii. Proces fagocytozy je podobny jako u makrofagh, ale misto lysozomi

fiizuji fagozomy s granuly obsahujicimi lytické enzymy a baktericidni latky.
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Fagocyticka aktivita eosinofili je méné dilezitd nez u neutrofilti, hlavni vyznam se jim
bunéénou membranu paraziti.

Bazofily nefagocytuji, jejich funkce spocivd v uvolhovani farmakologicky aktivnich
latek pfi alergické reakcei.

Zimé buiiky jsou rozmistény v riznych tkanich, napt. v ki, pojivové tkani,
mukézni epitelidlni tkani respiracniho, urogenitdlniho a traviciho traktu. Funguji
podobné jako bazofily v alergickych reakcich.

Dendritické buniky odvozuji své jméno od dlouhych membranovych vybézka,
pfipominajicich dendrity nervovych bunék. Exprimuji velké mnozstvi MHC Il molekul a
hraji dalezitou roli v prezentaci antigenu T lymfocytim. Po zachyceni antigenu v tkanich
dendritické bunkky migruji do lymfoidnich organa, kde prezentuji antigen lymfocytim.

Nelymfoidni dendritické butiky zahrnuji Langerhansovy bunky epidermis a intersticidlni
dendritické buniky v nejriznéjSich organech.

Lymfoidni dendritické buniky zahrnuji interdigitujici a folikularni bunky. Interdigitujici
dendritické buiiky jsou v T bunéénych oblastech lymfatickych orgdnti . Vytvareji
mnohobunécéné agregaty s T buitkami, coZ umoziuje uc¢innéjsi prezentaci antigenu témto
bunkam.

Folikularni dendritické buiiky exprimuji vysoké hladiny receptori pro protilatky a
komplement. Cirkulujici antigen-protildtkové komplexy jsou zachycovany na membrané
téchto bunék po velmi dlouhou dobu, coz ziejmé hraje roli ve vyvoji pamét'ovych B bunék.

Lymfocyty:

Tvoii 20-40% bilych krvinek. Cirkuluji v krvi a lymf€ a migruji do tkdn{ a lymfatickych
organti. Na zaklad¢ funkce a membranovych znaki se délina T, B a nulové buniky. T a B
lymfocyty nestimulované antigenem jsou oznacovany jako klidové, jsou v G fazi a jsou to
malé lymfocyty o priméru 6 um. Po setkdni s antigenem vstupuji do bunééného cyklu,
zveétSuji se na lymfoblasty (15 um) s vy$Sim pomérem cytoplasma/jadro . Lymfoblasty
diferencuji na efektorové nebo pamétové buiky. Plasmatické bunky maji bohaté
endoplasmatické retikulum. Efektorové bunky Ziji kratce (dny aZ tydny). Pamét'ové buiky
jsou dlouhozijici a ziistavaji v GO fazi dokud se nesetkaji s antigenem.

Rlzné linie a diferenciacni stadia lymfocyti mohou byt odliSeny na zékladé¢ exprese
membrdnovych molekul pomoci monoklondlnich protilitek. V roce 1982 (First
International Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens) byly
monoklonalni protilatky rozdéleny podle molekul se kterymi reaguji. Jednotlivé antigeny
rozpoznavané témito protilitkami byly oznaleny cluster of differentiation (CD).
TakZe napt. CD4 je adhesivni molekula vazajici se na MHC II, CDS8 se vaze na MHC I,
CD3 je signalni transdukéni element T receptoru atd.
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B lymfocyty odvozuji své jméno od mista svého zrani u ptaku, kterym je Fabriciova
bursa. Zralé B lymfocyty maji na svém povrchu imunoglobulinové molekuly slouzici
jako receptory pro antigen. U plasmatickych bunék tyto receptory chybi.

Néazev T lymfocytd je odvozen od jejich maturace v thymu. Rozpoznavaji antigen
pouze ve spojeni s MHC molekulami. Subpopulace CD4+ funguje jako Th bunky, CD8+
jako Tc buiky. Th bunky sekretuji lymfokiny, hrajici ustfedni tlohu v aktivaci B a Tc
bunék. V normalni periferni krvije pomér Th:Tc asi 2:1. Byla postulovana jesté dalsi
subpopulace T lymfocyti - regula¢ni T lymfocyty (Tregs). Patii do subpopulace CD4+
lymfocytt, jejich charakteristické znaky jsou CD25+ (alfa fetézec IL-2 receptoru) a Foxp3+
(transkripcni faktor). DEli se na ptirozené a indukované. Idukovat je 1ze z naicnich CD4+ T
lymfocyttii ptisobenim TGF-beta. Tregs produkuji imunosupresivni cytokiny jako IL-10,
TGF-beta nebo IL-35, granzym A a perforin a molekulu CTLA-4, ktera zplisobuje
imunosupresi T lymfocytl po interakci s kostimula¢nim receptorem CD28. Hlavni vyznam
Tregs spociva v obrané proti autoimunité, ale Tregs jsou Casto zneuzivany nadory nebo
patogeny.

Nulové buiiky neexprimuji T nebo B markery, nemaji imunologickou specifitu a pamét.
Na zéklad¢ funkce byla jedna populace oznacena jako pfirozeni zabijeci (NK burky).
Jsou to velké granularni lymfocyty, tvoii 5-10% lymfocytd periferni krve u clovéka.
Maji vyznam v protinddorové imunité, vchéazeji do membranového kontaktu s nadorovymi
bunkami a ni¢i je cytotoxickymi faktory. Nemaji vysoce specifické receptory jako T nebo
B lymfocyty. NK burniky maji aktivacni a inhibi¢ni receptory. Né&které z aktivacnich receprorti
maji charakter lektini C-typu (NKG2D, nebo aktivacni isoformy Ly49), jiné, oznacované
jako NCR (natural cytotoxicity receptors) zahrnuji proteiny NKp30, NKp44 a NKp46.
Ligandy aktivacnich receptort jsou velmi riznorodé. Patii mezi n€ na ptiklad proteiny MIC-A
a MIC-B, exprimované na buiikach stresovanych infekci, teplem nebo traumatem. Krome
aktivacnich receptorit maji NK buiiky inhibi¢ni receptory, na piiklad KIR (killer cells
immunoglobulin-like receptors), které rozpoznavali nékter¢ MHC I antigeny (HLA-C2, HLA-
C1). Rozhodujici pro zabiti cilové buiiky je, ktery ze signalii pfevladne. Spole¢né s
protilatkami proti nadorovym antigenim mohou fungovat v bunécné cytotoxicité zavislé
na protilatkach (ADCC). Existuje kmen tzv bézovych mysi, které maji autozomalni
recesivni mutaci zptusobujici chybéni NK bunék. Tyto mysi jsou citlivéjsi k nddoram.

NKT bunky maji vlastnosti cytotoxickych T lymfocyti 1 NK bunék. Maji invariantni T
receptor, ktery nerozpopznéava peptidy prezentovani MHC antigeny, ale glykolipid
prezentovany nepolymorfni CD1d molekulou. Netvoii pamétové bunky a exprimuji nékteré
znaky NK bun¢k. Maji imunoregula¢ni ulohu, protoze produkuji mnozstvi cytokinii. Mohou

rozpoznavat lipidické antigeny nddorovych bunck a podileji se na protinddorové imunite.

Orgdny imunitniho systému:
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D¢li se na primarni (centralni) a sekundérni (periferni). Nezralé¢ lymfocyty ziskéavaji
svou antigenni specifitu v primarnich lymfatickych organech (kostni dfen, thymus).
V sekundarnich lymfatickych organech se imunokompetentni bunky setkavaji s
antigenem.

Thymus je plochy lalo¢naty organ situovany nad srdcem. Vazivovymi septy je rozdélen
do lalickt. Kazdy lalieck je rozdélen do dvou oblasti - vnéjsi kiiry, kerd obsahuje 85-90%
thymocytl a vntini dien¢ fidce osidlené thymocyty. Nezralé T bunky se za¢inaji mnozit v
kare, kde jich vSak vétSina téz hyne. Mald subpopulace zralejSich thymocyti pak
migruje do dfené¢ kde dale zraje a opousti thymus krevnim feciStém. Thymus
obsahuje sit' epitelidlnich, interdigitujicich dendritickych bunék a makrofagi které
prispivaji ke zrani thymocyti. Epitelie thymu sekretuji hormonalni faktory nezbytné pro
diferenciaci a zrani T bunck. Jsou to o thymosin, B4 thymosin, thymopoietin a thymulin.
Béhem zrani v thymu dochézi k ndhodnému pieskupovani geni kodujicich T
receptory.Zrajici T bunky prochézeji pozitivni selekci umoziujici dalsi vyvoj jen tém, které
rozpozndvaji cizi peptidy ve spojeni s vlastnimi MHC molekulami. Ostatni jsou
eliminovany procesem oznacovanym jako programovand bunécna smrt (apoptdza). Pfi
negativni selekci jsou dale eliminovdny thymocyty rozpozndvajici samotné vlastni MHC
molekuly s vysokou aviditou nebo tyto molekuly v komplexu s vlastnim antigenem. Celkem
95-99% thymocytli v thymu uhyne.

Dtkazy o vyznamu thymu v imunité pochazeji z pokust s neonatalni thymektomii.
Existuji tzv. nahé (nude) mysSis defektem ve vyvoji thymu. Thymus dosahuje maximalni
velikosti v puberté pak atrofuje. Involuce thymu ve stéii je spojovéana s poklesem nékterych
imunitnich funkci.

Kostni dient a zfejmé 1 dalsi lymfatické tkan€ nahrazuji funkci Fabriciovy bursy u ptak.
Vyvoj B buné¢k v kosni dfeni téz podléha negativni selekci zabranujici autoimunite.
Autoreaktivni nezralé B lymfocyty podléhaji klonalni deleci pfiniz hynou apoptézou. Ale

hlavnim mechanismem branicim autoimunité je receptor editing coZ znamena, Ze

autoreaktivni nezralé¢ B bunky reaktivuji pfeskupovani genovych segmenttiu L fetézce, coz
vede k expresi nového L fetézce, ktery s existujicim téZkym fetézcem vytvaii novy paratop B
bunécéného receptoru, ktery jiz neni autoreaktivni. V posledni dob¢ se ukazalo, Ze receptory B
lymfocytl prochazeji, podobné jako receptory T bun€k, i pozitivni selekci. Pre-B bunky totiz
exprimuji invariantni B bunécny receptor (BCR), neboli ndhradni receptor kédovani

v germindlni linii. Tento pre-BCR je autoreaktivni (vaze heparan sufat nebo galerktin na
stromalnich bunikach kostni dfené). Miize téz tvoiit homotypické agregaty (ligand-
independent crosslinking) a tim aktivovat pre-B buniku. Tato aktivace vede k nahrazeni
nahradniho L fetézce normdalnim, u né¢hoz probéhne rekombinaéni proces (receptor editing).
Aktivace pre-B bunék autoantigeny vede k jejich proliferaci a tim k vEtsi expanzi. VEtsi pocet

prekurzorovych bun¢k umoziuje vznik Siroké diverzity protildtek.
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Lymfatické uzliny:

Lymfa teCe z intercelularnich prostorii v tkédnich do lymfatickych kapilar, lymfatickych
cév aZz do hrudniho mizovodu, ktery spojuje lymfaticky systém s krevnim ob&hem. Pti
sveé cesté z tkani je lymfa filtrovana ptes lymfatické uzliny, ve kterych fagocyty a
dendritické bunky zachycuji antigen neseny lymfou. Morfologicky se lymfaticka uzlina
d€li na tfioblasti - kliru, parakortex a dieniovou oblast. Vné&jsi kiira obsahuje hlavné B
buniky a makrofagy uspofadané do shluki nazvanych primarni folikuly. Po stimulaci
antigenem se primarni folikuly vyvijeji na sekundéarni s germindlnimi centry obsahujicimi
lymfoblasty a plazmatické bunky. Podkorova oblast (parakortex) obsahuje hlavné T
lymfocyty a dendritické buniky, které¢ sem migruji z tkéni. Tato blast se na rozdil od kury
oznacuje jako zavisld na thymu. V dfeni je mélo lymfocyti, vétSinou jde o plazmatické
buiiky produkujici protilatky. Antigenni stimulace muze vyrazné€ zvySit migraci

lymfocytii do uzliny, coz se projevi zvétSenim uzliny.

Slezina:

Je sekundérni lymfaticky organ uloZeny v bfisni dutin€. Na rozdil od lymfatickych uzlin
filtruje kreva zachycuje pfitomné antigeny.Ve slezing jsou dva druhy tkan¢: ¢ervena
pulpa, ktera se uplatituje pfi likvidaci zestarlych erytrocyti a bila pulpa, tvofena
lymfatickou tkani. VétSina lymfatické tkané je uspotfadana kolem centralnich artertiol
jako lymfocytarni pochva. Pochva obsahuje T buniky a B bunky tvofici primérni resp.
sekundari folikuly s germindlnimi centry. Efekt splenektomie zavisi na véku, ve kterém
se provede. U déti vede k zvySenému vyskytu bakteridlnich sepsi, u dospélych ma mensi
efekt.

Slizni¢ni lymfatické tkan (MALT):

Hlavni tlohou je zachycovani antigenii, které proniknou pfes sliznicni membrany.
Jsou to mista interakce lymfocyti s antigenem. Lymfaticka tkan je rizné slozité
organizovana od volnych shlukti bun€k po organizované struktury jako jsou tonzily, slepé
sttevo nebo Payerovy platy na povrchu stfev. Organizované struktury MALT obsahuji
podobné jako lymfatické uzliny folikuly s germinalnimi centry a T bunécné oblasti.

Recirkulace lymfocytii:

Lymfocyty recirkuluji mezi krvi, lymfou a lymfatickymi organy. Béhem recirkulace se
setkavaji s bunkami prezentujicimi antigen v perifernich lymfatickych organech. Protoze
asi jen 103-100 lymfocyti miiZe rozpoznat urdity antigen, musi se do kontaktu s antigen

prezentujici buitkou dostat velké mnoZstvi lymfocyti v relativné kratké dobé. Po injekcei
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ur¢itého antigenu zmizi béhem 48 hodin z cirkulace lymfocyty specificky
rozpoznavajici tento antigen. Lymfocyty vstupuji z krve do lymfatickych organti mezi
epitelidlnimi bunkami cévni stény (extravasace). K tomuto procesu dochéazi ve
specializovanych mistech endotelu s kvadrovitymi buiikami (high endothelial venules -
HEV). Endotelialni buitky HEV exprimuji bunééné adhezivni molekuly (CAM), které
jsou rozpoznavany piisluSnymi receptory lymfocytii, monocytl a granulocyt. Jedna
skupina téchto receptorti se nazyva integriny. Exprese adhezivnich molekul se zvySuje
pusobenim lymfokinti produkovanych aktivovanymi bunikami lymfatického systému.
Nekteré adhezivni molekuly jsou tkanové specifické anazyvaji se vaskularni adresiny.
Umoznuji pronikédni urcitych subpopulaci recirkulujicich lymfocyti do urcitych
perifernich lymfatickych organti. Pfislusné receptory na lymfocytech jsou pak oznaCovany
jako homing receptory. Napt. B lymfocyty vykazuji pfednostni homing do slizni¢nich
lymfatickych tkéni, zatim co T lymfocyty do lymfatickych uzlin. Proces extravasace je
dvoustuptiovy. V prvnim stupnireaguje lymfocytovy homing receptor s tkanove
specifickym adresinem, ve druhém stupni je adheze zesilena vazbou integrinového
receptoru na CAM. Exprese adhezivnich molekul je ovliviiovdna lymfokiny tvofenymi v
Casnych fazich imunitni odpovédi (IL-1, IFN-y, TNF-a). Ta B lymfocyty ztraceji své
homing receptory po aktivaci antigenem. To zajiStuje, ze aktivované lymfocyty
zustavaji na mist¢ a dale nerecirkuluji. Adhezivni molekuly také pftispivaji k

funkénim interakcim mezi bunkami imunitniho systému.
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Prednaska II1

Antigeny

Definice antigeni na zékladé 4 imunologickych vlastnosti: imunogenity, antigenity,

alerogenity a tolerogenity.

Imunogenita - schopnost vyvolat humoralni nebo buné€nou imunitni odpoveéd’
(antigen=imunogen).

Antigenita - schopnost specificky se vézats findlnimi produkty imunitnich reakci
(hapteny maji vlastnosti antigend ale ne imunogent).

Alerogenita - schopnost vyvolat alergickou reakci.

Tolerogenita - schopnost indukovat specifickou imunologickou neodpovidavost.

Imunogeny- proteiny nebo polysacharidy, nikoli lipidy nebo nukleové kyseliny (pouze v
komplexu s proteinem nebo polysacharidem).

Pro bunéénou imunitu slouzi jako imunogeny pouze proteiny.

Imunogenita je urcena cizorodosti, molekularni hmotnosti a chemickym slozenim a
degradovatelnosti makrofagovymi enzymy.

Cizorodost: vSechny molekuly ke kterym jedinec neziska toleranci b&hem fetalniho
vyvoje jsou rozpoznavany jako cizi.Cim vétsije fylogeneticki vzdalenost mezi druhy,
tim vétsi je antigenni odliSnost mezi nimi. Né&které komponenty vlastniho téla (tkan
rohovky, sperma) jsou tak dobfe odd€leny od imunitniho systému, ze kdyz se injikuji do
jedince ze kterého byly ziskany, vyvolaji imunitni odpoveéd'.

Molekulovd hmotnost: nejlepsi imunogeny maji m.h. kolem 100 kDa. Molekuly mensi
nez 5-10 kDa jsou slabé imunogeny.

Chemické sloZeni a heterogenita: syntetické homopolymery postrddaji imunogenitu bez
ohledu na velikost. Kopolymery dostatecné velikosti obsahujici dvé nebo vice AK jsou
imunogenni. Primarni, sekundarni tercidrni i kvarterni struktura antigenu ovliviiuji

jeho imunogenitu.
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Degradovatelnost: makromolekuly, které nemohou bytdegradoviany a zpracoviny
bunikami prezentujicimi antigen, jsou Spatné imunogeny (napi. syntetické polymery z
D-aminokyselin). Ke zvySeni imunogenity se uziva chemického propojeni

makromolekul, agregace teplem a navdzdni na nerozpustné matrice.

Vliv biologického systému na imunogenitu:
velikost. Imunitni odpovéd’ je fizena geny MHC. Proteiny MHC, které funguji pfi
prezentaci antigenu T bunikdm, hraji hlavni ulohu v urceni stupné odpovidavosti na
antigen. Dale je imunitni odpovéd ovliviiovana geny kddujicimi T a B receptory a geny
kédujicimi riizné regulacni proteiny.

Davka imunogenu a zpiisob podani:

Vysledek imunizace zavisi na kombinaci davky, zpisobu podani a ¢asového
schematu. Pfili§ nizka nebo pfili§ vysokd davka miize vyvolat neodpovidavost
(toleranci). Obvykle je tfeba vice dadvek antigenu. Antigen podany intraven6zné se nejprve
dostava do sleziny, antigen podany podkozné jde do lokalnich lymfatickych uzlin.

Adjuvancia:

Z latiny - adjuvare = pomoci. ZvySuji imunogenitu antigenu.

Napf. siran hlinitodraselny (alum) precipituje antigen a pomalu ho uvoliiuje z mista
injekce. Freundovo adjuvans obsahuje mineralni olej ve vod¢ a emulsifikator. Malé kapky
oleje obklopuji antigen, ktery je pak uvoliovan velmi pomalu. Kompletni Freundovo
adjuvans obsahuje navic teplem usmrcena mykobakteria, jejichz sténova slozka - muramyl
dipeptid aktivuje makrofagy, které produkci IL-1 aktivuji Th bunky. Jinad adjuvancia jako
polyribonukleotidy nebo lipopolysacharidy nespecificky stimuluji lymfocytarni
proliferaci a tak zvySuji pravdépodobnost antigenem indukované klondlni selekce.
Néktera adjuvancia vyvolavaji chronické zanéty s granulomy.Vysoké pocty makrofagt

v granulomu usnadnuji zpracovani antigenu a stimuluji aktivaci Th bunék.

Epitopy (antigenni determinanty):

Jsou to imunologicky aktivni oblasti imunogenu, které se vazi na membranoveé receptory
lymfocytl nebo sekretované protilatky. Protoze B builky vazi volny antigen v roztoku,
jsou piislusné epitopy pfistupnd mista povrchu imunogenu. Obecné obsahuji hydrofilni
AK.

Velikost B epitopil je urcena velikosti vazebného mista pro antigen (paratopu) na
protilditkové molekule. Vazba protilatky s epitopem zahrnuje slabé nekovalentni

interakce, které funguji na kratké vzdalenostia proto zavisi na komplementarité epitopu a
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paratopu, aby se tyto interakce maximalizovaly. 15-22 AK na povrchu proteinového
antigenu pfichazi do kontaktu s podobnym poctem AK v paratopu. Jako B epitopy jsou
vétSinou rozpozndvany oblasti vyCnivajici z povrchu proteinu. B epitopy mohou byt
sekven¢ni nebo konformacni. Sekvencni epitopy zahrnuji urCitou sekvenci AK v
peptidickém fetézci, AK tvotici konformacni epitopy jsou daleko, od sebe v primarni
struktute, ale dostavaji se k sobé v terciarni struktufe proteinu. Jsou zavislé na nativni
konformaci proteinu. B epitopy byvaji lokalizovany ve flexibilnich oblastech imunogenu
a vykazuji pohyblivost. Komplexni proteiny obsahuji mnohocetné prekryvajici se B
epitopy. Imunodominantni epitopy indukuji siln€jsi odpovéd’ nez ostatni epitopy. Je to dano
topografickymi vlastnostmi epitopt i regulacnimi mechanismy zvifete.

T epitopy:

Jako Tepitopy funguji oligomerické peptidy obsahujici 7-20 AK. Antigenni peptidy
rozpoznavané T builkkami tvofi trimolekuldrni komplexy s T receptorem a MHC
molekulou. Byla krystalizovina MHC I molekula obsahujici maly peptid, ziejmé
zpracovany antigen. Antigen rozpoznavany T builkami musi nést dvé interakéni mista:
jedno (epitop) interaguje s T receptorem, druhé (agretop) interaguje s MHC molekulou.
Vazba peptidu na MHC nevykazuje takovou antigenni specifitu jako interakce
protilatka-epitop. Peptidy schopné specifické interakce s MHC molekulami vznikaji pfi
zpracovani antigenu. Pouze jedna hodina sta¢i antigen prezentujici bufice k tomu, aby
zpracovala antigen a prezentovala ho na své membrang.

Antigeny rozpoznavané T bunikami Casto obsahuji amfifatické peptidy. Hydrofobni AK
zbytky zfejm¢ funguji jako agretopy, zatimco hydrofilni jako epitopy. Byl
vypracovan pocitacovy program analyzujici peptidové sekvence a pfifazujici jim
"amfifaticky index". To umoziuje piedpovédét potencidlni T epitopy pro syntetické
peptidové vakciny proti infekénim nemocem. Imunodominantni T epitopy jsou céastecné

uréeny povrchovymi molekulami MHC exprimovanymi jedincem.

Hapteny:

Jsou to malé organické molekuly vizané na velky proteinovy nosi¢. Konjugat hapten-
nosi¢ je pouzit k imunizaci. Indukované protilatky jsou namifeny jak proti haptenu, tak
proti nosi¢i. Hapten vlastné funguje jako imunodominantni epitop na molekule nosice.
Pomoci haptenil byl studovan vliv zmény chemické struktury antigenu na jeho reaktivitu s
protilatkou. Pozménéné hapteny, které jeste reagovaly s protilatkou proti ptivodnimu
haptenu byly oznaceny jako skiizen¢ reagujici.

Mnoho biologicky aktivnich latek (1éky , peptidické hormony, steroidni hormony)

muze fungovat jako hapteny.

Virové a bakteridlni antigeny:
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Slozeni virové Castice - nukleokapsida (kapsomery) a lipoproteinovy obal.
Podjednotkové struktury kapsidy (u nahych virll) a glykoproteinové vybézky
obalenych virii = B epitopy. T epitopy jsou ¢asto na vnifnich virovych proteinech
produkovanych v hostitelskych buiikach. Napt. hlavnim antigenem rozpozndvanym Tc
bunikami je u viru chiipky nukleoprotein spojeny s virovou RNA a nachazejici se pod
glykoproteinovym obalem. Virus chiipky pribézn€ méni AK sloZeni svych obalovych
glykoproteinii. Velka zmény (antigenni shift) nebo mensi (antigenni drift) vedou ke vzniku
novych epitopli, umoziiujicich viru uniknout obrannym imunitnim mechanismiim, coz vede
ke chiipkovym epidemiim. Podobné Casté zmény v obalovych glykoproteinech jsou
pozorovany u HIV (virus AIDS), coz komplikuje vyvoj vakciny.

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii je slozena pievazné z peptidoglykanu
(polysdacharidy propojené kratkymi polypeptidickymi fetézci). Gramnegativni bakterie
maji tenkou peptidoglykanovou vrstvu pokrytou vnéj$i membranou obsahujici fosfolipid,
protein, lipopolysdacharid a lipoprotein. Lipopolysacharid je hlavni antigenni
komponentou. Bakteridlni pouzdra jsou sloZzend z polysachridi nebo polypeptidi a
jsou dilezitym faktorem virulence bakterii, protoZe interferuji s fagocytézou.

Mitogeny:

Jsou to latky, které indukuji bunécné déleni u vysokého procenta T nebo B bunék. Jsou
to nespecifické polyklonalni aktivatory. Patii mezi n¢ lektiny, coz jsou proteiny
rostlinného plivodu vazajici cukry. Rozpoznavaji rizné glykoproteiny na povrchu bunék
véetné lymfocytl. Nejznaméjsi jsou konkanavalin A (Con A), tetramer schopny piemostit
glykoproteiny na bunéném povrchu a tak aktivovat buiikky. Je to T mitogen podobné
jako fytohemaglutinin (PHA), ktery se ziskdvd z fazoli a aspecificky rozpozndvi N-
acetylgalaktosamin. Pokeweed mitogen (PWM) je mitogenni pro T i B builky. Dtlezitym
nelektinovym B mitogenem je lipopolysacharid (LPS), komponenta bakteridlni stény
gramnegativnich bakterii. Vlastni aktivita je nesena lipidem A, ktery reaguje s
plasmatickou membranou.

Neobvyklou skupinou polyklonalnich aktivatort jsou superantigeny. Aktivuji vSechny T
lymfocyty exprimujici spole¢nou sekvenci na T receptoru bez ohledu na jejich antigenni
nebo MHC specifitu. Rozpoznédvaji AK sekvence mimo vazebné misto pro antigen.
Véazou se soucasné¢ na T receptora MHC molekulu a aktivuji velké mnozstvi T bunék.
Patfi sem stafylokokové enterotoxiny a toxin Sokového syndromu produkovany
bakterii Staphylococcus aureus. Kazdy paty T lymfocyt muze byt aktivovan timto

toxinem, coz vede k produkci abnormalniho mnoZzstvi cytokint, k Soku a smrti.
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Struktura a funkce imunoglobulinu

Sérové protilatky jsou obsazeny v gamaglobulinové frakci séra (Tiselius a Kabat
1939). Oznacuji se jako imunoglobuliny.

Zékladni studie struktury imunoglobulint provedli Porter a Edelman (Nobelova cena v
roce 1972). Porter §tépil molekulu IgG rostlinnym enzymem papainem za vzniku dvou
identickych Fab fragmentl nesoucich antigen vazebnou aktivitu a Fc fragmentu, ktery bylo
mozno ziskat krystalizaci. Stépeni jinou proteinazou - pepsinem (Nisonoff) poskytlo
jeden F(ab)> fragment, Fc fragment nebyl ziskan, protoZze byl rozstipdn na mnoho
fragmentli. Edelman redukoval disulfidick¢é vazby v molekule 1gG merkaptoetanolem a
denaturovany protein podrobil elektroforéze ve Skrobovém gelu. Tyto pokusy ukazaly, ze
molekula IgG se sklddd ze dvou identickych tézkych peptidickych fetézcti o m.h. 50 kDa
a dvou stejnych lehkych tetézct o m.h. 25 kDa. Tézké a lehké fetézce jsou spojeny
disulfidickymi mistky. Papain §tépi IgG molekulu tésné nad S-S mistkem spojujicim
tézké fetézce, pepsin §tépi tésn¢ pod nim.

Zjisténi priméarni struktury imunoglobulinti (sekvenace) bylo dlouho limitovano velkou
heterogenitou sérovych imunoglobulinii. Sekvenaci umoznilo teprve objeveni mnohotnych
myelomil - naddort postihujicich plasmatické buiiky. Zatimco normalni plazmatické
buniky produkuji protilditky po nékolik dnii a pak hynou, myelomové buiky produku;i
imunoglobuliny neomezené, takZe myelomovy protein ptfedstavuje 95% sérovych
imunoglobulinii. Vétsina pacientll s mnohotnym myelomem jest¢ produkuje nadbytek
lehkych fetézct, které mohou byt nalezeny v mo¢i jako Bence-Jonesovy proteiny.
Mnohotny myelom lze vyvolat u mysi injekci mineralniho oleje do peritonealni dutiny.

Sekvenovani lehkych imunoglobulinovych fetézch ukazalo, Ze oblast zahrnujici asi 110
AK na N-konci fetézce je vysoce variabilni, zatim co C-konec byl oznaen jako

konstantni, vyskytujici se ve dvou typech kapa alambda. U lidi je pomé&r mezi kapa a
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lambda fetézci 2:1, umysi je 95% lehkych fetézct typu kapa. Jedna protilaitkova
molekula ma vzdy pouze jeden typ lehkych fetézcti, nikdy oba.

Sekvenovani t€zkych fetézct ukdzalo také variabilni oblast (100-110 AK) na N-konci,
zbytek (konstantni oblast) se vyskytoval v péti typech uspofadani aminokyselin, coz
odpovida péti znamym tfiddm imunoglobulint IgM, IgG, IgA, IgD a IgE. Délka
konstantni oblasti byla 330 AK pro IgA, IgGa IgDa 440 AK pro IgM a IgE. Kazda
protilatkova molekula ma dva stejné tézké fetézce (oznacené podle tiid )adva
stejné lehké fetézce kapa nebo lambda.

Struktura imunoglobulinové molekuly:

Je urcena primarni, sekundarni, terciarni a kvarterni strukturou proteinové molekuly.
Primérni struktura zodpovid4 za konstantni a variabilni oblasti lehkych a tézkych fetézcu.
Sekundarni struktura tvoii tzv. skladany list, ktery je stabilizovan disulfidickymi a
vodikovymi mistky. Retézce jsou v terciarni struktufe poskladany do kompaktnich
globularnich domén. Globularni domény sosedicich lehkych a téZkych fetézcl interaguji ve
kvarterni struktufte tvotici funkéni domény, umoZiujici specifickou vazbu antigenu a dalsi
biologické funkce.

Struktura imunoglobulinovych domén:

Struktura lehkych i tézkych fetézct se skladd z homolognich jednotek (asi 110 AK)
nazvanych domény. Kazdd doména obsahuje jednu disulfidickou smycku, zahrnujici asi
60 AK. L fetézce obsahuji jednu variabilni a jednu konstantni doménu, t€zké fetézce jednu
variabilni a 3 nebo 4 konstantni domény podle protilatkové tiidy. Krystalografické
studie ukazaly, ze Ig domény jsou poskladany do charakteristické struktury
(immunoglobulin fold).

Struktura a funkce variabilni domény:

Variabilni doména obsahuje tii hypervariabilni oblasti v L 1H fetézcich. Tyto oblasti
zahrnuji 15-20% variabilni domény, zbytek se oznacuje jako kostra. Hypervariabilni oblasti
tvotfi vazebné misto pro antigen. Protoze struktura vazebného mista je komplementarni ke
struktufe antigenniho epitopu, jsou hypervariabilni oblasti nazyvany oblasti urcujici
komplementaritu (CDR). Uloha CDR ve vazbé antigenu byla demonstrovana pomoci
techniky afinitniho znaceni (affinity labeling). Tato technika vyuziva syntetického
haptenu obsahujiciho skupiny, které mohou byt pfevedeny do chemicky reaktivniho stavu
po aktivaci ultrafialovym svétlem. Aminokyseliny tvofici vazebné misto jsou pak
kovalentné vazany s haptenem a mohou byt identifikovany. Tato analyza ukazala, ze CDR
vyCnivaji z Ig struktury a vytvafeji vazebné misto pro antigen. V daném piipadé

interagovalo 17 AK protilatky s 16 AK antigenu. V nékterych ptipadech (protilatka proti
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neuraminidaze chfipkového viru) je tvorba komplexu antigen-protildtka

provazena konforma¢nimi zménami jak antigenniho epitopu, tak paratopu.

Struktura a funkce domén konstantni oblasti:

Tézke tetézce 1gG, IgD a IgA obsahuji peptidovou sekvenci mezi CHl a Cpyg2 doménami
kterd je ozanacCovana jako peptidicky pant (hinge region)a ktera umoznuje pohyblivost
Fab fetézcli v tom smyslu, zZ2 mohou navzijem svirat rizny uhel podle velikosti antigenu,
ktery vazou. Flexibilita peptidického pantu byla demonstrovdana na elektronoptickych
snimcich komplexii antigen-protilatka. Protilatky tfidy IgM a IgE nemaji hinge region, ale
maji navic 110 AK doménu s podobnymi vlastnostmi.

CH2/CH2 domény jsou oddéleny oligosacharidovymi postrannimi fetézci coz vede k
tomu, ze tyto dvé globuldrni domény jsou mnohem pfistupnéjsi okolnimu prostiedi a
mohou hrat ulohu v aktivaci komplementu.

Posledni C-koncovd doména protildtkové molekuly vazané na membridnu funguje v
pfipojeni této molekuly k B buiice. U volnych protilditkovych molekul tato doména
spolu s pfilehlou doménou interaguje s Fc receptorem na riznych bunkach. Napf.
nckteré podtiidy IgG se vazi na receptor na placentalnich bunkach a jsou pak pfenaseny
pies placentu, coz umoziuje matetskym protilatkdm chranit plod. Vazba IgE na zirné bunky
a bazofily je také zprostiedkovana Fc receptory na téchto bunikach. C-koncovd doména IgA
a IgM hraje ulohu v polymerizaci volnych molekul téchto protilatek. Pfitomnost
cysteinovych zbytkli umoznuje tvorbu S-S mistki coz vede ke vzniku pentamerd u IgM a
dimerti nebo trimert u IgA.

Antigenni determinanty na imunoglobulinech:

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které mohou fungovat jako silné imunogeny.
Epitopy na Ig molekulach spadaji do tii kategorii: izotypy, alotypy a idiotypy.

Izotypové determinanty lezi v konstantnich oblastech téZkych a lehkych fetézct a
odlisuji tfidu a podtiidu u tézkych fezézcl a typ a subtyp u lehkych fetézcl v ramci druhu.
To znamena, ze vSichni jedinci urcitého druhu nesou stejné geny pro konstantni oblast.
Odlisné druhy exprimuji odliSné izotypy.

Antigenni determinanty které odliSuji imunoglobuliy stejného izotypu u rtiznych jedinca
t¢thoz druhu se nazyvaji alotypovymi determinantami (je znamo 25 Gm alotypi u
lidi). Antialotypové protilatky jsou nékdy tvofeny matkou proti otcovskym alotypovym
determinantdm na fetdlnich imunoglobulinech nebo po krevni transfuzi.

Jedine¢na AK sekvence VH a V[, domén obsahujici paratop mize fungovat jako antigenni
determinanta. Kazd4 jednotlivda determinanta variabilni oblasti se nazyva idiotop.
Nékteré idiotopy mohou byt totozné s vazebnym mistem pro antigen, jiné leZi mimo

paratop. Suma vSech idiotopli na jedné protilatkové molekule se nazyva idiotyp
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protilatky. Nékteré idiotypové determinanty jsou shodné na riznych protilatkdch (public
idiotopes). Dokazuji expresi téhoz genu zarodecné linie u riznych B bunék.

Izotypy imunoglobulinii:

Imunoglobulin G - je nej€astéjSim izotypem v séru (80% vSech sérovych Ig). Existuji
4 podtiidy IgG1-4. Rozdily mezi podtiidami jsou velikost hinge region a po¢et a umisténi
S-S mustkl. IgG1, 3 a 4 prochéazeji placentou, IgG3 nejefektivnéji aktivuje complement,
IgG4 neaktivuje komplement viibec. Podtiidy se liSi i v afinit¢ k Fc  receptorim.

Imunoglobulin M - tvoii 5-10% sérovych Ig. Monomericky IgM je exprimovdn na B
bunkach, sekretovany IgM je pentamer, obsahujici polypeptidicky J fetézec, navazany na
C-koncové cysteinové zbytky na dvou z 10 H fetézcl. J fetézec je asi nezbytny pro
polymerizaci monomernich IgM molekul. IgM je produkovan jako prvni v primédrni
odpovédi na antigen aje prvnim izotypem tvofenym u novorozencli. Molekula pentameru
obsahuje 10 vazebnych mist pro antigen a mize vazat 10 malych haptenovych molekul.
U vétSich antigenti sterickd zabrana omezuje vazebnou kapacitu na polovinu. IgM velmi
ucinné aglutinuje a neutralizuje viry, je U¢innéjsinez IgG v aktivaci komplementu.
Ptitomnost J fetézce umoziuje IgM molekule vazat se na receptory na sekretorickych
bunkach, kterymi je transportovdn do sekrett, které omyvaji mukoézni povrchy.

Imunoglobulin A - tvoii 10-15% sérovych Ig, ale zcela prevlada v sekretech jako je
matetské mléko, sliny, slzy a hlen dychactho, urogenitdlntho a travictho traktu. Sekrecni
IgA je dimer nebo tetramer obsahujici J fetézec a dalsi polypeptidicky fetézec nazvany
sekretoricka komponenta. J fetézec je stejny jako u IgM a ma stejnou funkci, sekretoricka
komponenta je produkovana epiteliemi mukéznich membran. Za den se tvoii vice
sekre¢niho IgA nez ostatnich Ig tiid. Plazmatické bunky sekretujici IgA jsou koncentrovany
podél mukoznich membran. Sekretorickou komponentu zisava dimericky IgA b&hem
transportu pies mukozni epitelidlni bunky do mukoézniho sekretu. [gA  dimer se vaze na
receptor pro polymericky Ig na mukéznich epiteliich, je endocytovdn a transportovéin
pres buitku do lumen. Bé&hem tohoto procesu je receptor rozStépen a jeho Cast ziskava
imunoglobulin jako sekretorickou komponentu. Sekretorickd komponenta chrani
sekretoricky IgA pfed proteolytickymi enzymy v mukéznich sekretech.

Imunoglobulin E - je v séru v extrémé nizké koncentraci 0,3 ug/ml.

IgE protilatky zprostfedkuji reakce Casného typu piecitlivélosti (astma, sennd ryma).
Prausnitz a Kustner (1921) injikovali sérum alergickiho pacienta do ktize nealergického
jedince. KdyZz na stejné misto injikovali antigen (alergen), vyvinula se vyrazka (= prvni
biologicky test na IgE protilatky). IgE protilatky se vazou na Fc receptory na krevnich
bazofilech a tkanovych Zirnych bunkach. Jejich pfemosténi alergenem indukuje degranulaci
bazofilii a zirnych buné€k auvolnéni farmakologicky aktivnich mediator vede k

alergické reakci. IgE protilatky maji téZ vyznam v protiparazitarni imunité.
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Imunoglobulin D - byl poprvé objeven az u pacienta s pfisluSnym myelomem. Tvofi jen
0,2% serovych Ig, jeho biologickd funkce neni dosud zndma. Je spolu s IgM hlavnim

receptorem B bunék a funguje v jejich aktivaci antigenem.

Velkd imunoglobulinovd rodina (immuniglobulin superfamily)

Struktura imunoglobulinovych tézkych a lehkych fetézch ma urcité rysy, naznacujici
spolecného evolu¢niho predka. Je to hlavné typickd doménova struktura imunoglobulinti
ukazujici na vyvoj zjednoho primordidlniho genu kédujictho peptid o asi 110 AK.
Struktura Pomikroglobulinu, ktery je souc¢asti MHC I molekul vykazuje homologii s
konstantnimi doménami imunoglobulinovych tézkych 1 lehkych fetézcti. Podobné fada
dalSich membranovych proteinti nese jednu nebo vice oblasti homolognich s
imunoglobulinovymi doménami. Je to T bunéény receptor, CD2, CD3,CD4 a CD8
molekuly, MHC I a MHC II, buné¢né adhezivni molekuly, receptor pro polymericky IgA a
IgM atd. Ng&které proteiny z této rodiny maji variabilni a konstantni domény homologni s
imunoglobulinovymi doménami. ProtoZe vétSina ¢lend této rodiny nevaZe antigen, musi
byt jina pfi¢ina pro to ,Ze mnoho odliSnych proteinii ma podobnou strukturu domén jako
imuniglobuliny. Jednou z moznosti je to, Ze tato struktura je vhodnd pro interakce mezi
proteiny plasmatické membrany. Takovéto interakce existuji na piiklad meci CD4 a MHC
IT molekulami, CD8 a MHC I, nebo T receptorem a MHC molekulam

Prednaska IV

Interakce antigenu s protilatkou

Sila vazby antigen-protildtka:

Mezi antigenem (Ag) a protilatkou (Ab) se uplatiiuji nekovalentni vazby zahrnujici:
vodikoveé mustky, iontové vazby, hydrofobni vazby a van der Waalsovy sily (obr. 1).
ProtoZe jsou tyto vazby slabé, silnd interakce Ag-Ab vyzaduje velké mnoZstvi téchto
vazeb. Kromé toho kazda z téchto vazeb funguje na velmi malou vzdalenost (mén¢€ nez 1A
= 10-7 mm), takze silnd vazba je podminéna vysokou komplementaritou mezi Aga Ab, s

¢imz souvisi vysoka specifita Ag-Ab interakce.

Protildatkovd afinita:

Suma jednotlivych nekovalentnich interakci mezi paratopem a epitopem je rovnd afinité
protilatky pro dany epitop. Protilatky s nizkou afinitou slabé véazi Aga snadno disociuji,
zatim co Ab s vysokou afinitou vazi Ag silnéji a déle. Vazba mezi paratopem a epitopem
na monovalentnim Ag miiZze byt popsana rovnici
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kq
Ag+Ab  Ag-Ab
k.
kde kj je asociacni rychlostni konstanta a k_j je disociani rychlostni konstanta.
Pomér ky/k_q je asociacni konstanta K, kterd je meéfitkem afinity. Je mozno ji spocitat z

pomeéru koncentraci komplexu Ag-Ab ke koncentraci nenavdzaného Ag a Ab
ki (Ab-Ag)

k.1 (Ab)(Ag)

Ab s nizkou afinitou pro Ag maji hodnoty K mezi 104 - 105 Vmol, vysoce afinni Ab
mohou mit hodnotu K az 1011 I/mol.

Hodnota K se muze stanovit pomoci rovnovazné dialyzy (obr. 2). Dialyzaéni komurka se
rozdé€li semipermeabilni membranou, kterd propusti pouze Ag, nikoli Ab. Do jedné Casti
komurky se dd Ab, do druhé Ag. Agse radioaktivné oznaci a po ustaveni rovnovahy se mefti
koncentrace Agv obou castech komurky. Koncentrace volného Ag v obou ¢éstech je
stejnd, v Casti s Ab je navic Ag navazany na Ab. Rozdil v koncentraci Ag v obou
astech komirky vyjadiuje koncentraci Ag vézaného na Ab. Cim vyssije afinita Ab, tim
vice Agje vazano na Ab. Rovnovazna rovnice se muze piepsat do tvaru

(Ab-Ag) r
K= = -
(Ab)(Ag) (n-1)(c)

kde r = pomér koncentrace vazaného Ag k celkové koncentraci Ab, c = koncentrace
volného Ag a n = pocet vazebnych mist v jedné Ab molekule. Vyraz mize byt pfepsan
do Scatchardovy rovnice

r
- =Kn-Kr
c

Hodnoty r a ¢ mohou byt ziskany opakovanou rovnovaznou dialyzou se stejnou
koncentraci Ab a riznymi koncentracemi Ag. Kdyz se pak vynese r/c proti r, smérnice
ziskané ptimky je rovna -K. Toto plati pro monoklonalni protilatku. V ptipadé
polyklondlnich Ab s rtiznou afinitou je mozno vypocitat primérnou afinitu.

Protildtkovd avidita:

Kdyz je komplexni Agnesouci mnoho epitopii smichdn s protilitkami nesoucimi mnoho
paratopd, interakce Ab s Ag na jednom misté zvys$i pravdépodobnost reakce na dal$im
misté. Sila takovéto vazby mezi multivalentni protilatkou a antigenem je nazyvéana

avidita. Avidita je pouZzivana pro polyklonalni antiséra na rozdil od monoklonalnich
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protilatek. Vysledna avidita séra je mnohem vys$si nez pouhy soucet afinit jednotlivych

protilatek v séru a rovna se jejich soucinu.

SkiriZend reaktivita:

Potilatka vyvoland jednim Ag muZe skiizen¢ reagovat s odliSnym Ag. K takovéto
skiizené reakci dojde, jestlize odliSné antigeny nesou spolecny epitop, nebo jestlize se
protilatky, specifické pro jeden epitop, vazou na jiny epitop majici podobné chemické
vlastnosti. V tomto piipad¢ je vazebna afinita Ab pro piivodni Ag vyssinez pro tento
skiizené reagujici epitop. Skiizend reaktivita se Casto vyskytuje mezi polysacharidovymi
antigeny, které obsahuji podobné oligosacharidové zbytky.

Krevné skupinové antigeny (ABO) jsou glykoproteiny exprimované na cervenych
krvinkach. Jedinec, kterému chybi n€ktery z téchto Agma protilatky proti tomuto
chybé&jicimu Ag. Jedinec s krevni skupinou A ma Ab proti B a naopak. Tyto Ab jsou
vysledkem expozice skiizené¢ reagujicim antigentim pochézejicim z bakterii bézn¢ se
vyskytujicich ve stfevech.

Rada virii a bakterii mé antigenni determinanty identické nebo podobné s epitopy

hostitelskych bun¢k. Tyto Ag mohou vyvolat autoimunitni Ab odpovéd’ poskozujici vlastni
tkan€. Napf. Streptococcus pyogenes obsahuje ve své bunécné stén¢ proteinové M
antigeny, které mohou skiiZzené reagovat s antigeny srde¢niho svalu a dalSich kosternich
svalli a zpisobovat poskozeni srdecniho svalu a ledvin. Skiizend reaktivita mezi

kravskymi neStovicemi a variolou umoznila vakcinaci proti variole.

Precipitacni reakce (obr. 4):

Interakce mezi Ab a rozpustnym Ag vytvari sit, ktera je stabilizovana
hydrofobnimi silami, coz c¢ini Ab-Ag komplex nerozpustnym. Protilitka musi byt
bivalentni, Ag musi nést dvé nebo vice kopii téhoz epitopu. Napt myoglobin je dobfe
precipitovan polyklonalnimi séry ale ne monoklonalni protilatkou protoZe obsahuje mnoho
odlisnych Ag determinant pouze s jednou kopii kazdé determinanty.

Precipitace v roztoku:

Kvantitativni precipita¢ni reakce se provadi ve zkumavkach do kterych se piida
konstantni mnoZzstvi Ab a vzrustajici mnozstvi Ag. Precipitdt se odcentrifuguje a jeho
mnozstvi se zméfi. Vynesenim mnozstvi precipitatu proti zvysujici se koncentraci Ag se
ziskd precipitacni kiivka, kterd ma vzestupnou cast, sestupnou ¢ast a zonu ekvivalence,
kdy je optimalni pomér Ab:Ag. V zoéné nadbytku Ab se tvoii malé rozpustné komplexy
tvofené nékolika molekulami Ab vazajicimijednu molekulu Ag. V oblasti nadbytku Ag
se vaze jedna nebo dvé molekuly Agk jedné molekule Ab a sit’ se netvofi. Tato metoda

se nékdy pouziva ve formé prstencového testu, kde se antisérum v malé zkumavce
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prevrstvi antigenem. Ag i Ab difunduji proti sobé a v zon¢ ekvivalence se vytvofi
prstencovy precipitat.

Precipitacni reakce v gelech:

Ag a Ab difunduji proti sobé€ v agaru a v zon¢ ekvivalence se vytvoii viditelny precipitat.
Imunodifuzni technikou, kdy Ag difunduje z jamky do agaru obsahujicim protilatku, je
mozno urcit nezndmou koncentraci antigenu ze standardni kiivky ziskané vynesenim
prumeérit  precipitaénich krouzkti proti log pfislusSnych koncentraci antigenu. Metoda se
nazyva Manciniho jednoducha radidlni imunodifuse a rutinn€¢ se pouziva ke

kvantifikaci jednotlivych tfid sérovych imunoglobulin, nebo slozek komplementu.
Citlivost metody je 5-10 pg/ml
V Ouchterlonyho metodé dvojité imunodifuse (obr. 5) Ag i1 Ab difunduji proti sob¢ z

jamek vyfiznutych v agaru a vytvareji koncentra¢ni gradient. Tato jednoduchd technika
umoziuje zjistit vztah mezi antigeny ito, kolik Ab-Ag systémul je pfitomno. Pokud se
dva Ag umisti do sousednich jamek a jsou testovany proti jednomu séru, ziskané
precipitacni linie umoZzni zjistit, zda tyto Ag sdileji spolecny epitop (linie ¢astené
identity), jsou identické (linie identity) nebo zcela odlisné (linie nonidentity).

Imunoelektroforéza (imunoelfo obr. 6) kombinuje elektroforetickou separaci s dvojitou

imunodifuzi. Smés antigenli je rozdé¢lena elektroforézou v agaru, pak jsou v agaru ve sméru
elektrického pole vyfiznuty zlabky, které jsou naplnény antisérem. Antigeny a protilatky
difunduji proti sob& a vytvafeji precipitacni linie. Imunoelfo je uzivana v laboratofich
k detekci ptfitomnosti jednotlivych proteinli v séru (imunodeficience). Je to pouze
kvalitativni technika.

Raketova elektroforéza (obr. 7) umoziuje i kvantifikaci antigenu az do koncentrace 20

ug/ml. Negativné nabity Ag elektroforeticky migruje v gelu obsahujicim Ab. Precipitat ma
tvar rakety, jejiz vySka odpovidd koncentraci Ag. Modifikace raketové elfo nazvana

dvousméma imunoelektroforéza, umoziuje kvantifikovat nckolik antigend ve smési.

Aglutinacni reakce:

Interakce mezi protilatkou a partikularnim antigenem vede ke vzniku viditelnych shluki -
k aglutinaci. Nadbytek Ab inhibuje aglutina¢ni reakci (efekt prozony).

Hemaglutina¢ni reakce je rutinné provadéna pfi stanoveni krevnich skupin. Pii
neutralnim pH jsou erytrocyty obklopeny negativnim iontovym mrakem, takze se
navzajem odpuzuji (odpudivé sily se nazyvaji zeta potencial). [gM muZze prekonat zeta
potencidl a vyvolat hemaglutinaci. IgG je mnohem méné efektivni. Hemaglutinace se
pouziva i pfi stanoveni Rh fenotypu.

Produkce sérovych Ab pifi bakterialni infekci se vyuziva pii bakteridlni aglutinaci.

Aglutinac¢ni titr je definovan jako recipoka hodnota nejvyssiho fedéni séra, které jesté

-30 -



vyvola aglutinaci. Aglutina¢ni rekce slouzi nejen pii diagnostice bakteridlnich infekei,
ale i k serotypizaci bakterii.

Pasivni hemaglutinace je zaloZena na navazani antigenti na Cervené krvinky a jejich

aglutinaci antisérem proti tomuto Ag. K navazovani Ag se uziva taninova kyselina nebo
chlorid chromity. Pasivni hemaglutinace je daleko citlivéjsi neZ precipitacni reakce a
muZe detegovat Ab jesté v koncentraci 0,001 pg/ml.

Inhibice aglutinace je velmi citliva metoda, umoznujici detekci malych mnozstvi

antigenu. Ag je navazan napft. na latexové partikule a v testu je pfitomna protilatka proti
tomuto Ag, ktera aglutinuje. Pfitomnost totozné¢ho Ag ve zkoumaném vzorku inhibuje

aglutinaci, protoze tento Ag obsadi vazebna mista Ab. Tento test se pouzivaik prikazu
uzivani drog (kokain, heroin). N¢které viry spontdnné hemaglutinuji a proto inhibice

hemaglutinace sérovymi protilitkami muze byt vyuzita k diagnostice (zardénky, chiipka).

Radioimunoassay (RIA obr. 8):

RIA je vysoce citliva technika schopnéd prokazat pikogramy (10‘12g) antigenu nebo
protilatky. Rosalyn Yalow dostala za vyvojtéto techniky v roce 1977 Nobelovu cenu.
Principem je soutéZzeni mezi radioaktivné znaCenym Ag a neznaCenyn Ag o vazbu s vysoce
afinni Ab. Znacise obvykle 12571 (gama z4fi€) aznaCeny Agje smichdn s Ab v takové
koncentraci, Ze praveé saturuje vazebna mista na Ab molekule. Pfidani neznaceného Ag vede
k vytésnéni znaceného Agz vazby na Ab, které je timémé koncentraci neznaen¢ho Ag.
Meéteni uvolnéného znaceného Agumoziiuje urcit koncentraci neznacené¢ho Ag. Protilatka s
navdzanym Ag je vyprecipitovdna z roztoku anti-izotypovym sérem nebo proteinem A ze
Staphylococcus aureus. Nékteré metody vyuzivaji navazani Ab na pevnou fazi, coz
mohou byt sefar6zové kulicky nebo mikrotitraéni desticka. Tato metoda byla pouzita napf.
k detekci viru sérové hepatitidy B, coz mélo velky vyznam pro vyfazeni infikovanych
darcii krve.

Imunoenzymatickd metoda:

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) je zalozena na podobném principu jako

RIA a ma srovnatelnou citlivost. Misto znaceni radioizotopem se uziva navazani
enzymu na protilatku. Reakce enzymu s bezbarvym substritem vede k barevnému produktu,
jehoz mnozstvi Ize spektrofotometricky méfit. Pouzivaji se enzymy peroxidéza, alkalicka
fosfataza a dal$i. Existuji rizné typy ELISA testi, kdy je na destiCcku navazan Ag nebo
Ab a které se lisi poCtem dalSich vrstev. Nepiima ELISA s vrstvami Ag, sérova Ab,

antiizotypova Ab znaCend peroxidazou se uziva k prikazu sérovych protilatek proti HIV.

Western blotting (obr. 9):
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Slouzi k identifikaci specifického proteinu ve smeési proteinti, nebo protilaitky k danému
proteinu. V této metodé jsou proteiny elektroforeticky separovany v
polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného. Proteinové prouzky jsou
elektroforeticky pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu a jednotlivé proteiny jsou

identifikovany protilatkou znaenou izotopem nebo enzymem.

Imunofluorescence:

Vazba Ab na Ag je vizualizavdna oznaCenim protilatky fluorochromem. Nejcastéji

uzivanymi fluorochromy jsou fluorescein a rhodamin. Oba mohou byt konjugovény s Fc
oblasti protilatkové molekuly aniz dojde k posSkozeni antigen-vazebné kapacity. Tyto
fluorochromy absorbuji svétlo ur¢ité vinové délky a emituji svétlo o vyssi vinové délce.
Napft fluorescein absorbuje modré svétlo (490 nm) a emituje Zlutozelené (517 nm). K
hodnoceni testu se uzivaji fluorescencni mikroskopy se zdrojem UV zéafeni a
excitatnimi filtry. Imunofluorescence se pouzivé ke studiu bunéénych antigenti. V pfimé
metod¢ je je fluorochromem znafena Ab proti sledovanému Ag, v nepiimé se k
vizualizaci této Ab pouziva znacené antiizotypové protilaitky nebo znaeného proteinu A,
nebo je jedna z protilitek konjugovédna s biotinem a k jejimu prikazu se uzije
streptavidin  konjugovany s fluorochromem. Nepifima metoda je citlivéj$i nez pfima.
Subpopulace lymfocytd oznacené protilaitkami konjugovanymi s fluorochromy
mohou byt analyzovany a déleny na zdkladé intenzity fluorescence. K separaci bunck
se pouziva pftistroj fluorescence-activated cell sorter (FACS), ktery vychyluje buniky
s laserem excitovanym fluorochromem v elektrickém poli (obr. 10).

Imunoelektronovd mikroskopie:

Protilitky k bunénym komponentdm jsou vizualizovany elektron-densnimi

znackami - feritinem nebo koloidnim zlatem. ProtoZe tyto znacky absorbuji elektrony
jevi se jako malé cerné teCky. Pfi znaceni koloidnim zlatem mohou byt riizné Ab

znaceny zlatymi partikulemi rizné velikosti, coz umoznuje jejich odliSeni na snimku.

Hybridomy a monoklonalni protilatky

Kohler a Milstein (1975) - fuzovali normalni plasmatické buiiky s myelomovymi
buiitkami a ziskali hybridni buniky (hybridomy), které ziskaly nesmrtelnost od
myelomovych bunék a schopnost produkovat Ab od plasmatickych bunék.
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Fize dvou bunék Ize dosdhnout plisobenim viru Sendai nebo Castéji polyetylénglykolu,
agens, kterd podporuji fizi bunéénych membran (obr. 11). Vznikne mnohojaderny
heterokaryon, jehoz jaderné membrany postupné splynou a jedno velké jadro obsahuje
chromozomy obou rodict. Behen déleni této hybridni buiiky dochézi k ndhodnym ztratdm
chromozomiti, dokud se buiika nestabilizuje. Pokud dojde ke ztrat€ chromozomu
potiebného pro preZiti, buitka hyne. Hybridomy z mySich a lidskych bunék postupné
ztrati vSechny lidské chromozomy. K selekci hybridomovych bunck na ukor
rodiCovskych se pouziva selektivni medium obsahujici hypoxantin, aminopterin a
thymidin (HAT). Sav¢i bunikky maji dvé drahy pro syntézu nukleotidi - hlavni a ndhradni.
Kdyz je hlavni drdha blokovdna aminopterinem, analogem kyseliny listové, buiiky
vyuzivaji ndhradni drdhu katalyzovanou enzymy hypoxantin-guanin fosforibozyl
transferdzou (HGPRT) a thymidin kindzou. Mutace v kterémkoli z téchto enzymu
blokuje tuto ndhradni drdhu. HAT medium obsahuje aminopterin k zablokovéani hlavni
drdhy ahypoxantin a thymidin pro ndhradni drdhu. Pokud jsou k fuzi pouzity
myelomové buiikky s mutaci v HGPRT, v HAT mediu rostou pouze hybridomové buiiky,
protoze vyuzivaji ndhradni dréhu ziskanou od B lymfocytl. Samotné lymfocyty pouze

piezivaji nekolik dnd, in vitro se ned¢li.

Produkce monoklondlnich protilatek:

Sklada se ze tii zakladnich krokti: (1) konstrukce B hybridomi, (2) testovani ziskanych
klonti na produkci protilatky pozadované specifity a (3) pomnoZeni vybranych
hybridom?.

Zfuzované buiiky se nasazuji do jamek mikrotitraénich paneld s tzv. feeder buiikami, coz
jsou nejcéastéji peritonedlni makrofagy nebo thymocyty. Po 5-10 dnech ristu v HAT
mediu jsou viditeIné kolonie hybridomovych buné¢k, kazdd piedstavuje klonalni expanzi
jedné hybridomové bunky.

K testovani hybridomli na produkci pozadovanych Ab se nejCastéji uziva technik jako je
ELISA (obr. 12) a RIA, které umoziiuji soudasné vysetieni velkého poétu vzorki. Uspésnd
byva vyuzita i imunofluorescence.

Pozitivni hybridomy se dale klonuji metodou limitniho fedéni, kdy se bunky natedi tak, aby
na jednu jamku mikropanelu pfipadla asi jedna buiika. Ziskaji se tak klony bunéck
predstavujici potomstvo jedné bunky a produkujici monoklondlni protilétky.

Monoklondlni protilatky (MAbs) mohou byt pak produkovany in vitro kultivaci
hybridomovych bun¢k v mediu (vytézek MAbs 10-100 pg/ml), nebo v peritoneu
syngennich mys$i jako ascitické tekutiny (vytéZzek MAbs 1-25 mg/ml). MAbs se z

asciticki tekutiny purifikuji chromatografii.

Produkce lidskych monoklonalnich protilatek:
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Problémem uziti mySich MAbs u lidi je antiizotypova reakce, kterd muze vést az k
alergickym komplikacim. Problémy se ziskanim lidskych MAbs spocivaji v imunizaci
(pouze in vitro) a absenci vhodnych myelomovych bun¢k.

Alternativni cesta je pfes infekci B bunék virem Epsteina a Barrové, ¢imZ tyto bunky
ziskaji vlastnosti nadorovych bunck a pfitom sekretuji pozadovanou protilatku.
Klonovanim téchto transformovanych bunék je mozno ziskat lidské MAbs.

Pouziti monoklondlnich protilatek:

Purifikace proteina:

Misto opakovanych chromatografii s nizkym vytézkem je mozno vyuzit imunosorbenti,
kde je MADb navédzdna na néjaky nosic (sefar6zové kulicky) a specificky vychytava
antigen ze smési. Pouziti takové imunosorbentni kolony k vyc¢iSténi hrubého preparatu

interferonu vedlo k 5000nasobnému zvysenti Cistoty.

Identifikace a izolace lymfocytarnich subpopulaci a klonu:

Protoze subpopulace lymfocytl nebo jejich rizna diferenciacni stadia nesou na povrchu
charakteristické antigeny, mohou byt MAbs vyuZity k jejich rozliSeni (napf. separace CD4+
a CD8+ bunék pomoci FACS). Urcitd subpopulace miize bytze smésiodstranéna
pusobenim MAb a komplementu. Klonotypické MAbs rozpozndvaji membranové

proteiny jedine¢né pro urcity lymfocytarni klon.

Identifikace nadorovych bunék:

Nédorové bunky nesou specifické antigeny, které je odliSuji od netransformovanych
bunck. MAbs proti témto antigenim umoziuji detekci tumord, napt. metastdz ve velmi

casném stadiu. Problémem je vSak to, ze fada tumort nenese spolecny specificky antigen.

Likvidace nadorovych bunék:

MADbs spolecné s komplementem mohou zabijet nddorové buiiky. Pomoci velkych davek
specifickych MAbs se podafilo vylécit pacientas metastdzovanym B lymfomem. V
ptipad€, ze jsou nddorové bunky rezistentni k Iyze zprostfedkované komplementem,
nadorove specifickh MADb se konjuguje s radioizotopem nebo toxinem a vznikly imunotoxin
je muZze rozpoznat a zabit (obr. 13). Uzivaji se ricin, Shigella toxin a diftericky toxin.
Kazdy z téchto toxinl sestavd ze dvou nebo vice polypeptidovych komponent - ze
samotné¢ho toxinu a ligandy, kterd se vaze na bunécny receptor. Tento vazebny polypeptid
je uimunotoxinu zaménén za protildtkovou molekulu specificky rozpoznavajici

nadorovou bunku.

Diagnostické reagencie:
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Existuji stovky MAbs usnadiujicich diagnostiku infek¢nich chorob, monitorovani
terapeutickych léki, detekei diabetu, tumorovych bunék, prikaz téhotenstvi, mapovani HLA

antigeni atd.

Modifikace monoklonalnich  protilatek uzitim technologie rekombinantni DNA:

Chimerické monoklonalni protilatky:

Ptipravi se rekombinantni DNA obsahujici promotor a sekvence pro variabilni oblast
protilatky z mysiho protilaitkového genu a exony kodujici konstantni oblast z genu pro
lidskou protilatku. Antigenni specifita odpovidd mys$i protilatce, izotyp je lidsky. Tyto
chimerické protilatky jsou mén¢ imunogenni, pokud jsou injikovany lidem. Byly
pfipraveny ichimerické MADbs obsahujici pouze mysi CDR, v lidské protilatkové molekule.

Lze také ptipravit heterokonjugdty jako hybridy dvou odlisnych protilatkovych
molekul. Polovina protilatkové molekuly ma specifitu pro nadorovou buiiku, druhd
polovina pro povrchovou molekulu na imunni efektorové bunce (NK buiika,
aktivovany makrofag, Tc lymfocyt). Tyto heterokonjugaty slouZi k pfemosténi
efektorovych atumorovych bunék.

Piiprava monoklonalnich protilatek z imunoglobulinovych genovych knihoven:

Nova technologie piipravy MAbs bez hybridomii a dokonce bez imunizace. K
amplifikaci DNA kodujici lehké a tézké fetézce Fab fragmentii z hybridomovych nebo
plazmatickych bun¢k se pouzije PCR. Knihovny lehkych a tézkych fetézcl jsou
konstruovany v bakteriofdgu lambda. Pomoci restrikéniho enzymu EcoRI jsou pfipraveny
ndhodné kombinace lehkych a tézkych fetézcti. Tento postup vede ke vzniku obrovské
diverzity protildtkovych kombinaci. Klony obsahujici tyto ndhodné kombinace se pak

testuji na specifitu pro vybrany antigen.

Katalytické monoklondlni protilatky (abzymy):

Vazba protilatky na antigen je v mnoha smérech podobna jako vazba enzymu na substrat.
Enzym vyuziva své vazebné energie ke stabilizaci tranziéniho stavu substratu a tak
snizuje aktivacni energii potfebnou pro chemickou modifikaci substratu. Proto byl
pfipraven komplex hapten-nosi¢, ve kterém hapten strukturalné napodoboval tranzi¢ni
stav esteru, podléhajiciho hydrolyze. Kdyz byly anti-haptenové MAbs inkubovany s
esterem, nékteré urychlovaly hydrolyzu az 1000x. Katalyticka aktivita téchto protilatek
byla vysoce specifickd. Tyto protilitky byly nazvany abzymy. Produkce velkého
mnozstvi monoklondlnich protildtek pomoci imunoglobulinovych genovych knihoven
umoznila ziskani fady MAbs s katalytickou aktivitou. Pfedpoklada se, ze timto
zpusobem se miize podafit pfipravit baterie abzymi, které budou Stipat peptidové fetézce

ve specifickych mistech podobné jako restrikéni enzymy.
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T hybridomy:

Jsou pfipravovany fuzi stimulovanych T bunék s nddorovymi T buitkami (thymomové
buniky) podobné jako B hybridomy. T hybridomy sekretuji interleukiny nebo maji
cytotoxickou aktivitu. Konstrukce T hybridomti pfispéla k poznéani struktury a funkce
interleukint, T receptortt a dalSich T-specifickych molekul.

Prednaska V
Organizace a exprese imunoglobulinovych geni

Sekvence B lymfocytové maturace a antigenem indukované diferenciace jsou na obr. €. 1.
Geneticky model odpovidajici imunoglobulinové struktufe musi vysvétlovat nésledujici
skutec¢nosti:

a) obrovskou diverzitu protildtkovych specifit (asi 108 specifit)

b) pfitomnost variabilni oblastina N konci a konstantni oblastina  C konci tézkych a
lehkych fetézch

¢) pfitomnost riznych izotypt se stejnou antigenni specifitou.

Existovaly dvé teorie na usporadani imunoglobulinovych geni:

Podle germindini reorie genom obsahuje velky repertodr Ig genti dostatecny pro tvorbu
108 Ab specifit.

Podle somatické variacni teorie obsahuje genom relativné malé mnoZstvi Ig genl z
nichz se velky pocet Ab specifit vytvaii v somatickych bunikach muta¢niminebo
rekombina¢nimi mechanismy.

V roce 1965 Dryer a Bennett ptedlozili model, podle kterého kazdy tézky nebo lehky
fetézec koduji dva oddé€lené geny, z nichz jeden koduje variabilni a druhy konstantni ¢ast.
Tyto dva geny se pak spojuji na Grovni DNA, aby vytvofili informaci, ktera je dale
prepsana a vede k syntéze lehkych a tézkych proteinovych fetézcli. Podle této teorie
obsahuje germinalni linie stovky tisic geni kodujicich V oblast, ale pouze n¢kolik gent
pro C oblast. Spojeni V. a C oblasti se uskuteciiuje na trovni DNA. Pfedstava dvou gent

kodujicich jeden polypeptid neodpovidala vSeobecné pfijimanému principu jeden gen -
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jeden polypeptid. Vyvoj novych technik (m-RNA purifikace, restrikéni endonukleézy,
hybridizace nukleovych kyselin, Southern blotting, klonovidni a sekvenovini DNA,
transfekce a transgeneze) potvrdil tuto teorii.

Prvni potvrzeni hypotézy Dryera a Bennetta poskytly pokusy Tonegawy a Hozumiho
(1976). Fragmenty DNA z embryondlnich a myelomovych bunék rozdélili elektroforézou a
hybridizovali s radioaktivni m-RNA pro kapa fetézec. Zatim co 2 restrikéni fragmenty z
embryondlni DNA hybridizovaly s m-RNA sondou, u myelomové DNA hybridizoval
pouze jeden fragment. Z toho vyplyva, ze v embryondlnich bunkach jsou Va C geny
vzdalené a oblast mezi nimi obsahuje restrikéni misto. V plazmatickych buiikach je DNA
preskupena tak, ze V a C tseky jsou blize.

Kapa a lambda fetézce a tézké fetézce jsou kddovany oddélenymi multigennimi
rodinami umisténymina odlisnych chromozomech (napt. u ¢lovéka je gen pro lambda
fetézec na chromozomu 22, pro kapa fetézec nachr. 2 apro tézké fetézce na chr. 14).
Kazda ztéchto rodin obsahuje skupinu kédujicich sekvenci nazvanych genové segmenty.
Kapa a lambdarodiny obsahuji genové segmenty L,V.J a C, rodina t€Zkych fetézch
obsahuje segmenty L,V,D,J a C. Funké¢ni Ig geny se vytvareji béhem maturace B bun¢k v
procesu, kde se genové segmenty preskupuji a dostavaji se k sobé. Genovy segment L
koduje kratky signdlni nebo uvadéci (leader) peptid, ktery vede tézké a lehké fetézce

endoplazmatickym retikulem a pted slozenim Ig molekuly je odstipnut.

Multigenova rodina lambda fetézce (obr. 2):

Gen pro variabilni oblast obsahuje dva kédujici segmenty V alJ, které jsou v germindlni
DNA odd¢leny. Multigenova rodina obsahuje 2 'V segmenty, 4 J segmenty a 4 C
segmenty. Segmenty J4 a C4jsou defektni pseudogeny. V alJ segmenty kéduji variabilni

oblast, C segmenty koduji konstantni oblasti tfi subtypt lambda fetézct.

Multigenova rodina kapa fetézce (obr. 2):

Obsahuje asi 300 V genovych segmenti, kazdy ma svou leader sekvenci. Dale je zde 5]

segmentl (jeden z nich je nefunkéni pseudogen)a jeden C segment.

Multigenova rodina tézkvych fetézcu (obr. 2):

Obsahuje 300-1000 V genovych segmentt, dale asi 12 D segmentt (tento segment koduje
aminokyseliny v CDR3 a protoze se vyrazn¢ podili na diverzit¢ Ab molekul, byl oznacen
D), 4 J segmenty a skupinu C genovych segmentii. Kazdy C segment koduje konstantni
oblast ur¢itého izotypu. Genové segmenty konstantni ¢asti tézkych fetézch obsahuji
skupiny exontll a intront, kazdy exon koduje jednu doménu tézkého fetézce. CH genové
segmenty jsou uspotfadany v potadi Cp -Cd -Cy3-Cy1-Cy2b-Cy2a-Ce -Ca. . Toto potadi neni
nahodné a odpovida postupnému vyskytu Ig tiid béhem imunitni odpovédi.
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Preskupeni genii variabilni oblasti:

Uskute€iiuje se béhem zrani B bunck v kostni dfeni. Nejdiive se preskupuji geny
variabilni oblasti tézkych fetézcl, pak geny pro variabilni oblast lehkych fetézct. V této
dob&uz je dana antigenni specifita ptislusné B buiiky. K pteskupeni genil pro konstantni
oblast téZzkych fetézcli dochdzi pozdéji bez vlivu na Ag specifitu protilatky. Ikdyz k
preskupovani gent pro variabilni oblast dochdzi v pfedem ur¢eném potadi, dochazi k
ndhodnym jevlim, jejichZ vysledkem je nahodné urcéeni Ab specifity.

V-J pfeskupeni v DNA pro lehké fetézce (obr. 3):

Béhem preskupovani lambda genovych segmentii se mize V1 genovy segment spojits

J1 nebo J3,nebo V2 segment s J2 segmentem. V piipad¢ kapa fetézce se milze
libovolny z 300 V genovych segmentli spojit s jednim ze 4 funkénich J segmenti.
Pteskupené geny pro lambda a kapa fetézce obsahuji kratky L segment, pak intron, dale
spojené VJ segmenty, zase intron a nakonec C segment. Nad L segmentem je

promotorova sekvence. Pfepisem sekvence pro lehky fetézec vznika primarni RNA

transkript, z né¢hoz jsou nasledné odstranény introny a m-RNA pak opousti jadro,
vaze se na polyribozomy a je pieloZena do proteinové struktury lehkého fetézce (obr. 4).

V-D-J pieskupeni v DNA pro tézké fetézce (obr. 5):

Vytvoteni funkéniho genu pro tézky fetézec vyzaduje dvoji preskupeni ve variabilni

oblasti. D segment se nejdiive pfipoji k J segmentu, vznikly DJ segment se pak piiblizi k
V segmentu a spoji se s nim. Struktura preskupeného genu kédujiciho V| oblast zahrnuje
L segment, intron, VDJ segment, dalsi intron a skupinu C genovych segment.

Nejdiive se prepisuji jak Cp, tak CO genové segmenty. Pfi enzymatickém
zpracovani primarniho transkriptu jsou odstranény introny a vznikaji dvé m-RNA
kédujici bud’to Cp nebo C9. ProtoZe jsou v jedné buinice produkovany dvé odlisné m-
RNA pro tézké fetézce, imunokompetentni B buiika exprimuje na svém povrchu IgM a

IgD s identickou Ag specifitou.

Mechanismus pfeskupovani DNA pro variabilni oblast:

Byly objeveny rekombinacni signdlni sekvence (RSS) na okrajich germindlnich V,D a

J genovych segmenti. Kazda RSS obsahuje konzervovanou heptamerickou a
nonamerickou (bohatou na AT) sekvenci. Tyto sekvence byly nalezeny na obou strandch
D segmentli, na 3> stran¢ V segmentt a 5> stran¢ J segmenti. Nonamerické a heptamerické
sekvence jsou oddéleny sekvenci nazvanou spacer, kterd méd konzervovanou pouze
délku - 12 nebo 23 pard bazi. Je zajimavé, Ze RSS majici spacer o 12 parech bazi se mize

spojit pouze se sekvenci obsahujici 23 parovy spacer. Toto tzv 12/23 spojovaci pravidlo
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zajist'uje, ze se V[, segmenty spoji pouze s J1 segmenty ane s jinym V] segmentem a ze
VH, Dy a Jg segmenty se spoji ve spravném potadi.

Spojovani genovych segmentii (obr. 6):

Existuji dva typy spojovani - dele¢ni a inverzni. Pfiobou typech spojovanise vytvoii

klicka DNA, ve které se rekombina¢ni signalni sekvence dostavaji do blizkosti. V piipadé
dele¢niho typu spojovani enzym rekombinaza rozpozna strukturu klicky, vysttihne ji a spoji
V al segmenty. Kdyz jsou transkripni orientace V alJ segmentli opacné, vytvoieni
klicky zahrnuje inverzia orientuje oba segmenty do stejného sméru transkripce (5-- 3»). V
tomto ptipad¢ nedojde k deleci.

Spojovani V-D-J segmentl je do jisté miry flexibilni (obr. 7) v tom smyslu, ze do
preskupené sekvence mohou pfijit jeden nebo dva nukleotidy misto tfi. Potom neni
zachovana tripletova Cteci kostra a vytvoii se stop kodony, coz vede k tomu, Ze toto

pieskupeni je neproduktivni. Neproduktivni pfeskupeni se vyskytuje s vysokou frekvenci.

Na druhé strané flexibilita pfeskupovani pfispiva k vytvareni diversity protilatkovych
specifit. Pokud se jedna alela pieskupi neproduktivné, buitkka pteskupi druhou alelu.
Produktivni pfeskupeni V-D-J segmenti tézkého fetézce je podminkou pro pfeskupeni

V-] segmentt lehkych fetézcii. Kapa fetézec se pieskupuje prvni. Pokud je toto pfeskupeni
neproduktivni pro obé alely, pfeskupuji se geny pro lambda fetézce. Pokud jsou obé

pieskupeni neproduktivni, B buiika pfestane zrat.

Vylouceni alel (allelic exclusion):

B buiiky jsou diploidni a obsahuji matefské i otcovské chromozomy. B bunky vSak
exprimuji pfeskupené geny pro tézké fetézce pouze z jednoho chromozomu. Totéz plati
pro lehké ftetézce. To zarucuje, ze funkéni B bunika nikdy neobsahuje vic nez jednu
VHDyJy ajednu Vi J1, sekvenci. To znamena, Ze po jednom produktivnim pteskupeni
gentl pro tézké a lehké fetézce se enzymy zodpoveédné za pieskupovani vypnou a k dalSimu
preskupovani nedojde. Jako signal k zastaveni dal§iho piekupovani zfejmé funguje

exprimovany protein kodovany jiz preskupenou DNA.

Jako jiné promotory, Ig promotory obsahuji vysoce konzervovanou sekvenci bohatou
na AT, nazvanou TATA box, ke které se vize RNA polymeraza II. Po V-D-J a V-]

preskupeni se zvySuje rychlost transkripce. Je to zplisobeno vlivem enhanceru, coz je

......

komplexu pro transkripci v misté promotoru. Behem pieskupovani se promotor dostava

do blizkosti enhanceru coz zvySuje rychlost transkripce piislusnych sekvenci 10.000x.

Preskupeni DNA umoznujici presmyk imunoglobulinovych trid:
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Po antigenni stimulaci B buniky mtize dojit k dalSimu preskupeni DNA pro tézké retézce,
pii kterém se VHDHJH sekvence muze spojits kterymkoli z Cyy genovych segmentd.
Tohoto procesu se zfejmé ucastni tzv. ptesmykova mista (switch sites) lokalizovana pred
jednotlivymi Cy segmenty. Predpoklad4 se, Ze na tato mista se mohou vazat

rekombinazové proteiny specifické pro jednotlivé Ig tfidy atak usnadiiovat rekombinaci
DNA. Piesmyk Ig tfidy mize byt indukovan nékterymi cytokiny (napt IL-4 indukuje
presmyk z Cuna Cyl nebo Ce ). Presmyk je provazen deleci sekvenci kodujicich
predchazejici typy C fetézci, které byly prokazany v cirkularni formé.

Exprese imunoglobulinovych genii:

K produkci funkéni m-RNA je tieba enzymatické zpracovani primarniho transkriptu. Po
navdzdni 7-metylguanosinu na 5. konci a polyadenylaci 3> konce dojde k excisi intronii
v procesu nazvaném RNA splicing. m-RNA je pak exportovdna z jadra a dochazi k jeji
translaci na polyribozomech.

Odlisné zpracovani primarnich transkripth pro tézké fetézce vysvétluje produkei na
membranu vazané a sekretované formy imunoglobulni isoucasnou expresiIgM a IgD.

Sekvenovani C genového segmentu ukazalo, Ze Cu4 exon obsahuje na svém 3- konci
sekvence kodujici hydrofilni sekvence Cy4 domény sekretovaného IgM. Za timto exonem
jsou vsak dalsi dva exony Ml a M2, které koduji transmembranovy a cytoplasmaticky
segment C 4 domény u IgM véazaného na bunéénou membranu (obr. 8). Primérni
transkript obsahuje vSechny exony C segmentu vcéetné M1 a M2. Produkce
sekretované nebo membranové formy imunoglobulinu zavisi na zpracovani
spoleéného primarniho transkriptu. Cili jestli dojde k odstépeni M1 a M2 exont, nebo
zustanou soucasti m-RNA.

Podobné je tomu u soucasné exprese IgM a IgD (obr.9). Transkripce preskupenych
genu pro t€zké fetézce ve zralych B bunkach produkuje primarni transkripty obsahujici Cp
i C8 genové segmenty. Cili primarni transkript VDICuCS je zpracovan dvéma cestami za
vzniku VDJCp a VDJICS .

m-RNA pro lehké a t€zké fetézce jsou prekladany na odlisSnych polyribozomech
endoplazmatického retikula (obr. 10). Nové¢ syntetizované fetézce obsahuji signalni
(leader) sekvenci, ktera vede fetézec do lumen ER a je potom odstfizena. Ke spojenti
lehkych a tézkych fetézcti a jejich glykosylaci dochazi kdyz fetézce prochazeji pres cisterny
ER do Golgiho aparatu a pak do sekrecnich vacku, které fizuji s plazmatickou
membranou. V piipadé IgM se H a L fetézce spojuji v ER a tvofi polovicni molekuly, které
se potom spojuji do kompletni molekuly. U IgG se nejdiive spojuji tézké fetézce a k nim

se pak pfipoji lehké.
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Diferenciace B bunék v souvislosti s preskupenim genii a alternativnim
zpracovdanim RNA (obr. 11):

Ke zrani B buné€k dochézi ve dvou fazich, z nichZ prvni je nezévisla na antigenu, druha je
antigen-dependentni. V prvni fazi kmenova buika diferencuje na progenitorovou B
buiikku a pak na zralou imunokompetentni B bunku. B€hem této faze dochazi k
pieskupeni Vi a V[ genovych segmentl. Zrala B buiika opoustéjici kostni diet ma na
membranu viazané imunoglobuliny jedné Ag specifity. Jestlize se zrala B builka setkd s Ag,
dojde k jeji klondlni expanzi za vzniku plazamatickych a pamétovych bunék.

Nejnezralejsi odliSitelna B bunika - progenitorova B buiika exprimuje specificky antigen
B220. V tomto stadiu dochazi k preskupeni Dg-Jyy. V dal$im stadiu dojde k preskupeni
VH-DH-JH a vzniku pre-B buiiky. V' tomto stadiu se uskuteciiuje vylouceni alel. Gen pro
tézky tetézec je prepsan do primarniho transkriptu obsahujiciho VHDRHIgCHCS .

Diferencidlni zpracovani tohoto primérniho transkriptu produkuje m-RNA, kterd koéduje
membranovou formu téZkého fetézce. Pak dojde k preskupeni V -J1, a vznikd nezrald B
burika. Pfeskupovani zafina na kapa segmentu, pokud je neproduktivni, pfesune se na
lambda segment. Dalsi diferenciace nezralych B bunék vede k koexpresi IgD a IgM na
membrané, coz charakterizuje zralé B buiiky.

Po setkani s Ag dochézi ke klondlni selekci a dalSimu zrani B bun€k na plazmatické a
pamétové bunky. Pamétové buiikky mohou prodélat piesmyk vedouci k expresi nového
izotypu na membrangé (t.j. IgG, IgA nebo IgE). Nékteré pamétové bunky exprimuji jeden
izotyp, zatimco jiné dva (jeden z nich je vzdy IgM).

Plazmatické buitky nemaji membranovy Ig ale sekretuji velké mnozstvi Ab molekul.

Vznik protildtkové diverzity (obr. 12):
DNA germinélni linie obsahuje asi 300 V kapa genovych segmentd, 300-1000 Vi

segmentl, ale pouze dva V lambda genové segmenty. K diverzité pfispivaji 1J Dy alJyg
segmenty, které se vyskytuji v nékolika formach. K dalsi diverzifikaci dochazi
kombinovanim segmentt pfi pfeskupovani. 300-1000 Vg segmentti kombinuje s 12 Dy
segmenty a 4 J segmenty, t.j. 300x12x4=1 ,4x104 kombinaci. Podobng& 300 V kapa
genovych segmenti kombinuje se 4 J kapa segmenty coZ vede k 1,2x103 moznym

kombinacim.

Protoze specifita Ab pro Agje urcena variabilnimi oblastmi H 1 L fetézci, dalsi diverzita
vznika kombinaci H a L fatézcu. 1,4x104 X 1,2x1()3 = 1,7x107 moznych kombinaci kapa
fetézce s tézkymi fetézci.

Tato diverzita je dale zvySena diky flexibilité procesu spojovani. Idkyz tato flexibilita
vede k mnoha neproduktivnim pfeskupenim, zvySuje Ab diverzitu vznikem
produktivnich kombinaci kédujicich alternativni aminokyseliny v misté spojeni. Tato mista

se nachazeji v tfeti hypervariabilni oblasti (CDR3), z ¢ehoz vyplyva velky vliv téchto AK
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zamén na Ab diverzitu. V priméru vytvaii tato flexibilita 3 riizné AK na kzdé spojovaci
misto. ProtoZe tato mista jsou dvé pro tézké fetézce, je diverzita H fetézcua takto zvysSena
9x, zatimco u lehkych fetézcl pouze 3x. Flexibilita spojovani tedy zvySuje celkovy
pocet kombinaci pro H fetdzce 1,4x104x3x3=1,3x103 apro lehké kapa fetdzce
1,2x103x3=3,6x103.

Hranice mezi spojenymi V-D a D-J segmenty obsahuje tzv. N-oblasti, kam jsou béhem
spojovani genovych segmentli ndhodné piipojovany nukleotidy deoxynukleotidyl
transferazou. Takto vytvoiena diverzita je dosti znacna, protoze N-oblasti obsahuji zcela
nahodné sekvence a jsou lokalizovany v CDR3 tézkych fetézct.

Dalsi diverzita se vytvati v pieskupenych variabilnich oblastech somatickymi mutacemi,
kdy jsou jednotlivé nukleotidy nahrazovidny alternativnimi bdzemi. Porovnéni{ variabilnich
oblasti germindlni DNA s témito oblastmi u somatickych bun¢k prokézalo somatické
mutace v genech pro L 1H fetézce. Odhadnuté frekvence somatickych mutaci v
imunoglobulinovych genech je 10-3 mutaci/par bazi/bun&éné déleni, coZ je 100x vice nez
v jinych genech, coz ukazuje na predispozici B bunék k somatickym mutacim.

Je zajimavé, Ze behem vyvoje imunitni odpoveédi od primarni pfes sekundérnik tercidrni
atd. se zvySuje afinita protilatek. IkdyZ je proces somatickych mutaci ndhodny a muze
produkovat Ab s vy$si nebo niz§i afinitou, schopnost antigenu fidit klonalni expanzi

selektivné¢ zvySuje proliferaci B buné¢k s vysoce afinnimi receptory na povrchu.
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Ptednéska VI
Hlavni histokompatibilni komplex
Je to soubor 40-50 genii sefazenych v dlouhém useku DNA na chromozomu 6 u lidi a chr.

17 u mysi. Hlavni histokompatibilni komplex (MHC) se u lidi nazyvd HLA komplex au
mySi H-2 komplex.

-43 -



MHC geny jsou organizovany do oblasti kédujicich tfi tifidy MHC molekul: MHC 1,
MHC ITa MHC III. MHC I geny kdduji glykoproteiny exprimované na povrchu témet
vSech jadernych bunék a prezentuji peptidové antigeny potiebné pro aktivaci T¢
lymfocyti. MHC Il kdduji glykoproteiny exprimované na Ag prezentujicich buikach,
které nabizeji zpracované antigenni peptidy Ty bunkam. MHC III geny koduji ponékud
odlisné produkty spojené s imunitnimi procesy (slozky komplementu, enzymy, tumor
nekrosis faktor). Molekuly MHC 1jsou kdédovany K a D oblastmiumysia A,BaC
oblastmi u lidi. Molekuly MHC II jsou kodovany I oblastiu mys$i a D oblasti u lidi.
Useky (loci) tvotici MHC jsou vysoce polymorfni, to znamena, Ze v kazdém lokusu
existuje mnoho alternativnich forem (alel) jednoho genu. MHC lokusy jsou tésné vazané
(rekombinacni frekvence pouze 0,5%). Kazdy jedinec dostane dva soubory alel, od
kazdého rodice jeden. Kazdy soubor alel se oznatuje jako haplotyp. Cili jedinec dédi
jeden haplotyp od otce, druhy od matky. V outbredni populaci je potomstvo geneticky
heterozygotni a kodominantné exprimuje jak mateiské, tak otcovské alely. U inbrednich
mysi je kazdy H-2 lokus homozygotni, protoZe otcovsky a matetsky haplotyp jsou
identické a celé potomstvo exprimuje identické haplotypy.

Ur¢ité kmeny mysi byly oznaceny jako prototypové a jimi exprimované haplotypy byly
nahodné oznaceny indexy (H-22, H-2b, H-2d atd). T#i riizné inbredni linie my3i mohou mit
stejny haplotyp, ikdyz se liSi v genech vné¢ H-2 komplexu.

Dédicnost a exprese MHC II molekul je komplikovédna tim, Ze tyto molekuly obsahuji
dva odlisné peptidické fetézce (o a B), které jsou kddovany odlisSnymi lokusy vIA alE
podoblastech H-2 komplexu. F| potomstvo ziskané kiizenim dvou inbrednich kment
nenexprimuje pouze rodi¢ovské MHC II molekuly, ale také hybridni molekuly obsahujici
fetézce od obou rodicu.

MHC kongenni my$i kmeny:

Dva kmeny jsou kongenni, jestlize jsou geneticky identické krom¢ jednoho loku nebo
oblasti. Kongenni kmeny liSici se pouze v MHC komplexu mohou byt pfipraveny serii
kiizeni, zpétnych kiiZzenia selekci. Kromé& odlisnosti v celém H-2 komplexu dochazi
béhem produkce kongennich kment ke crossing-overu ptimo v H-2 komplexu a pak se
ziskané rekombinantni kmeny li§i od rodicovskych v jednom nebo né€kolika lokusech H-2

komplexu.

Mapovdini MHC:

Serologické testy:

Kdyz se buiikky z jednoho inbredniho kmene injikuji do geneticky odlisSného kmene,
dojde k produkei Ab proti MHC epitopiim. Pokud jsou tyto epitopy jedine¢né pro dany

haplotyp, nazyvaji se privatni, pokud jsou spolecné nékolika haplotypim, oznacuji se
jako obecné (public). Pomoci specifickych antisér k MHC antigenim byly
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identifikovany jednotlivé MHC produkty a bylo zjisténo, zda jsou kdédovany oddélenymi
lokusy.

Funk¢ni testy:

Jestlize se zvife imunizuje alogennimi bunikkami (z geneticky odliSného jedince
stejného druhu), vytvoii se CTL specifické pro MHC molekuly na alogennich buiikach.
Aktivita CTL se méfi bunkami zprostitedkovanou lymfolyzou (CML).Slezinné lymfocyty

z imunizovaného zvifete se inkubuji s alogennimi bunikami znaCenymi 51Cr. Mnozstvi
uvolnéného S1Cr je mirou cytotoxicity. CML provedena s kongennimi kmeny liSicimi se
v raznych oblastech MHC ukazaly, ze zabijeni alogennich bun¢k CTL je podminéno
rozdily v K nebo D oblasti H-2 komplexu.

Podobné mohly imunni CTL zabijet virem infikované bunky, pouze kdyz efektorové a
cilové bunky mély stejné K nebo D oblasti MHC 1.

Funkéni testy na MHC II antigeny vyuZivaji funkci téchto molekul v prezentaci Ag TH
buitkkdm. Bylo zjiSténo, Ze morcata, ale i mySi, odlisn€é odpovidaji na nékteré jednoduché
antigeny jako napt DNP-polylysin. Morcata mohla byt rozdélena na "odpovidace" a
"neodpovidace", pficemz se zjistilo, Ze odpovidavost je fizena jednim dominantnim
genem, resp. genovou oblasti. Tato oblast byla oznacena jako Ir a dnes se vi, Ze zahrnuje
dve podoblasti IA a IE.

MHC II molekuly hraji také tllohu v T bunécné proliferaci jako reakci na antigeny
alogennich bunék. Jestlize se smisi in vitro lymfocyty ze dvou inbrednich kmeni mysi,
zacnou proliferovat. Intenzita této smiSené lymfocytarni reakce (MLR) se méti pomoci

inkorporace 3H thymidinu do proliferujicich bunék. Ve dvoucestné MLR proliferuji obg&
populace lymfocyti, v jednocestné je jedna populace inhibovana ozafenim nebo
mitomycinem C. Provedeni jednocestné MLR s kongennimi rekombinantnimi kmeny
ukdzalo, ze nejdulezitéjsi je rozdil mezi kmeny v I oblasti. MLR totiz mé&ii proliferaci Ty

bunek.

Molekuldrni mapovéni:

Byly ptipraveny cDNA klony kédujici MHC I, II a III molekuly. Pozice jednotlivych MHC
gentl byla zjiSténa pomoci restrikénich endonukledz. Mapovani HLA komplexu prokézalo
40-50 genti v 3500 kb useku DNA. Velké mnozstvi gent tiidy I bylo nalezeno vné MHC
komplexu. V lidské DR oblasti bylo objeveno nékolik funkénich gentt kddujicich beta

fetézec, pricemz kazdy z nich muaze byt exprimovan spolecné s genem pro alfa fetézec. Tim

se zvysSuje pocet Ag prezentujicich molekul na jedné buiice.

Geny a molekuly MHC I :
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Molekuly MHC I obsahuji velky alfa fetézec nekovalentn€ vdzany s mnohem mensi o

mikroglobulinovou molekulou. Alfa fetézec je kddovan geny A, Ba C oblasti HLA
komplexu a K a D/L oblasti mySiho H-2 komplexu. U mysi jsou MHC I molekuly tézZ
kédovany geny v Qaa Tla oblastech, lezicich tésn¢€ pod H-2 komplexem.

MHC I molekuly prezentuji Ag peptidy Tc lymfocytim. Jsouna vSech jadernych
bunikach, ale v rizné hustoté. Nejvice je jich na lymfocytech, kde tvofti asi 1% proteint
plazmatické membrany (5x10° molekul na buitku). Velmi malo MHC I Ag exprimunji
fibroblasty, svalové bunky nebo hepatocyty.

K izolaci MHC I molekul Ize pouzit detergentu (Nonidet P-40), ktery extrahuje tyto
molekuly v nerozpustné forme. Druhou metodou je uziti papainu, ktery odstipne hydrofilni
¢ast molekuly. Tyto produkty se pakizoluji afinitni chromatografii vazbou na lektin a

precipituji specifickou protilatkou.

Struktura MHC I molekul:
Teézky alfa fetézec je polymorfni transmembranovy glykoprotein o m.h. 45kDa, 3,

mikroglobulin je invariantni protein (12 kDa), kddovany geny na odlisném chromozomu.
Pro expresi MHC I molekul nabunééné membran€ je nutné spojeni alfa fetézce s B2
mikroglobulinem. Alfa fetézec je ukotven v membrané hydrofobnim transmembranovym
segmentem a hydrofilnim cytoplazmatickym koncem. Alfa fetézec je organizovan do tii
domén, z nichz kazd4 obsahuje asi 90 AK. Velikosta organizace 3, mikroglobulinu je
podobnd jako u externi domény.Ukédzalo se, ze existuje znacnd homologie mezi alfa
3 doménou, B, mikroglobulinem a doménami konstantni oblasti imunoglobulint.

Alfa 1 a alfa 2 domény interaguji a vytvareji Stérbinu 25x10x11 A, ktera je zfejme
vazebnym mistem pro prezentovany peptid (velikost odpovida peptidu o 10-20 AK). Diky
své struktuie jsou MHC I molekuly a 3, mikroglobulin klasifikovany jako ¢lenové velké
imunoglobulinové rodiny. Alfa3 doména je vysoce konzervovand a obsahuje sekvence
rozpoznavané CD8 molekulami T lymfocytl. Zd4 se, ze vazba peptidu na alfa 1/alfa 2
domény umoziiuje alfa 3 doméné interagovat s 3, mikroglobulinem.

Geny a molekuly MHC I1:
MHC II molekuly obsahuji dva odlisné polypeptidické fetézce oznacené alfa a beta. Oba

jsou kédované D oblasti HLA a I oblasti H-2 komplexu. I oblast je rozdélena na
podoblasti IA a IE, D oblast se dé¢li na DP, DQ a DR. Kazda ztéchto podoblasti obsahuje
nejméné jeden alfa a jeden beta gen. MHC II molekuly jsou exprimovany pouze urcitymi
buikkami imunitniho systému, makrofagy, dendritickymi bunkami, thymovymi

epitelidlnimi buikami, B buiikami a aktivovanymi lidskymi T buiikami.

Struktura MHC II molekul:
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MHC II molekula obsahuje 33 kDa alfa fetézec a 28 kDabeta fetézec, které jsou
spojeny nekovalentnimi vazbami. S timto heterodimerem je docasné spojen
invariantni [i fetézec béhem transportu k plasmatické membrane. Kazdy tetézec
obsahuje dvé domény, alfa 1a alfa 2, beta 1 abeta 2. Alfa2a beta 2 domény vykazuji
sekven¢ni homologii s imunoglobuliny a proto jsou MHC II antigeny téZ fazeny do velké

imunoglobulinové rodiny. Alfa 1 abeta 1 domény tvoii §térbinu pro zpracovany Ag.

MHC 11l molekuly:

Zahrnuji nékolik slozek komplementu, dva steroidni 21-hydroxyldzové enzymy a TNF a a

B.

Techniky michédni genli a cilené mutagenesy (site-direcred mutagenesis) ukdzaly,
ze pro rozpoznani T buiikami jsou nezbytné alfa 1 ialfa 2 domény MHC I molekul, pro

rozpoznani Ty buitkami alfa 1 abata 1 domény. Zaména jedné Ak v alfa 1/2 doméné uz

inhibuje rozpozndni antigenu T butikou. Transfekce MHC II genli do mySich L buné¢k

(neexprimuji MHC II) ukdzala, ze odliSné haplotypy se li$i ve schopnosti prezentovat Ag
TH bunkam.

Regulace exprese MHC molekul:

U Ag prezentujicich bunék zavisi exprese MHC II na stadiu diferenciace bunky (pre
B buiiky neobsahuji MHC 11, zralé¢ B buiiky ano). Interferony a, B,y a TNF zvySuji
expresi MHC L. IFN v také zvySuje MHC II expresi. Exprese MHC miize byt snizena
kortikosteroidy nebo prostaglandiny. Snizenou expresi MHC I mohou zptsobit i infekce
nekterymi viry (adenoviry). Nékterym malignim nadorovym buitkdm zcela chybi MHC I
molekuly, coz jim umoziuje uniknout Tc bunkam.

MHC a imunitni odpovéd':
Imunitni odpovéd” k exogennim Ag méfend produkci sérovych Ab je tizena MHC II

geny. Podle modelu "vybéru determinanty" se rizné MHC Il molekuly 1i§i ve schopnosti

vazat zpracovany Ag. Bylo skutecné prokazano, ze afinita jednotlivych IA a IE molekul

ruznych haplotypti koreluje s typem MHC II restrikce u "odpovidajicich" mySich kment.
Podle modelu "dér v repertoaru T bunck" mohou byt T buiiky nesouci receptory pro cizi

Ag, které¢ se podobaji vlastnim antigenim, eliminovany béhem zrani v thymu.

Polymorfismus MHC I a Il molekul:
Lokusy kédujici MHC Ta Il molekuly jsou nejvice polymorfni mezi geny vysSich

obratlovcl. V ramci druhu existuje obrovské mnozstvi alel od kazdého lokusu. Odhaduje se
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existence vice nez 100 alel pro kazdy lokus. Tento enormni polymorfismus vede k
obrovske diverzit¢ MHC proteinti v rdmci druhu. Uvazujeme-li 100 riznych alel pro kazdy
gen, pak teoretickd MHC diverzita je
100(K)x 100(A o)x 100(AB)x 100(Ec)x 100(EB )x 100(D)=1012

Porovnani AK sekvenci rlznych alelickych MHC molekul kédovanych jednim lokusem
ukézalo 5-10% rozdily. To odpovida rozdilim v genech kodujicich urcity enzym u
riznych druhti zvifat. Sekven¢ni variabilita mezi MHC molekulami neni nahodné
rozmisténa podél peptidického fetézce, ale vyskytuje se ve shlucich vétSinouvalfa 1a
alfa 2 doméndch MHC Ia alfal abeta 1 doménach MHC II. Lokalizace téchto
polymorfnich AK v predpokladanych vazebnych mistech pro zpracovany Ag ziejmé

ovliviiuje schopnost riznych MHC molekul interagovat s timto Ag.

MHC a infekcni choroby:

Bylo zjiSténo, Ze urcité choroby jsou spojeny s urCitymi MHC alelami. Patii sem

autoimunitni choroby, citlivost k virovym infekcim, poruchy komplementového systému,
rizné druhy alergii.

Napft. kdyZz hlavni epitopy urcitého patogena napodobujiurc¢it¢ MHC molekuly, jedinci
mohou chybét pfislusné T lymfocyty. Kromé toho ptedstavuji nékteré MHC molekuly
vazebna mista pro viry, bakterie ¢i jejich produkty. Snizeni MHC polymorfismu v ramci
druhu mize predisponovat druh k urcité chorobé. Gepardi jsou na ptiklad citlivéjsi k
virovym infekcim nez jiné velké kocky, cozmlze souviset s malymi populacemi
gepardll vytvarejicimi malou MHC diverzitu. Tato mald diverzita s sebou pfinasi omezeni
vmnozstvi riznych zpracovanych antigenti, s nimiz mohou interagovat MHC

molekuly.

MHC a prezentace antigenu.

Shlukovéani polymorfnich AK ve vazebném misté pro Ag umoziuje interagovat s
riznymi zpracovanymi peptidy. Vazba peptidu na MHC molekulu nema chrakter jemné
specifity vazby protilatky na epitop, avSak jistd specifita zde existuje. Tato Siroka, ale
selektivni interakce mezi agretopem a MHC umoznuje vazbu riznych antigennich
peptidu, jejichz struktura nese urcité spole¢né rysy, na tutéz MHC molekulu. Avsak
protoze kazda jednotlivda MHC molekula selektivné vaze pouze nékteré peptidy,
repertoar MHC alel zdédény jedincem urcuje, které peptidy mohou byt prezentovany T

bunkam.

Spojovani a transport MHC molekul:

MHC I molekuly vazi antigenni peptidy uvnitt ER, zatimco MHC II molekuly v
lysosomech. ProtoZe bunky prezentujici antigen exprimuji jak MHC I tak MHC II, musi
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existovat né¢jaky mechanismus branici vazbé stejnych peptidi na MHC Ta MHC IL
Béhem syntézy MHC II molekul v ER , se tyto molekuly spojuji s invariantnim Ii fetézcem,
ktery interaguje se Stérbinou, na kterou se vaze antigenni peptid. Tim zabraiiuje, aby se
endogenni peptidy vazaly na MHC Il pokud jsou v ER.Ii fetézec je kromé toho také
vyuzivan ke smérovani MHC II molekul k lysozomim, kde je zpracovavan exogenni Ag.
Po ztrat€ I1 fetézce v lysozomech vazou MHC II molekuly zpracované peptidy a

premistuji se k bunééné membrané.

T bunéény receptor

Po tom, co se prokézalo, ze T bunétny receptor (TCR) nema charakter imunoglobulinti a
7e ma zfejm¢ variabilni oblast (reaguje s nékterymi antiidiotypovymi protilatkami), bylo
dulezité zjisténi, ze je restringovan MHC antigeny. Tato restrikce byla objevena v roce
1974 Zinkernagelem a Dohertym a spocivala v tom, ze T buiiky rozpoznavaly virem

infikované buiikky pouze v piipad¢, ze virové antigeny byly prezentovany spolecné s
MHC I antigeny stejného haplotypu jako Tc buiiky.

Byly navrzeny dva modely pro rozpoznavani Ag T receptorem. Dudlni model
pfedpokladal, Ze T buniky maji dva oddélené receptory, jeden pro Ag, druhy pro MHC I
nebo MHC II. Druhy model (altered-self model) pfedpokladal jeden receptor schopny
rozpoznat cizi Agv komplexu s MHC molekulou. Pokusy s fizi dvou T bunék s
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odlisnou specifitou pro Agis odliSnym restringujicim haplotypem ukazaly, ze plati druhy
model ptedpokladajici rozpoznani komplexu Ag-MHC.

Identifikace TCR byla umoznéna piipravou tzv. klonotypickych monoklondlnich

protilitek (MADbs), které byly specifické pro ur€ity klon T lymfocyti a nereagovaly s
jinymi T klony. Pomoci klonotypickych MAbs byl z membrinové frakce T
lymfocytl vyprecipitovan glykoprotein, obsahujici dva fetézce spojené disulfidickym
miustkem. Dale bylo zjisténo, ze TCR alfa a beta fetézce podobné jako Ig fetézce maji
variabilni a konstantni oblast. Pozdé&ji byl objeven jiny TCR heterodimer sloZzeny z gama

adelta fetézci, ktery je exprimovan pouze na 2-5% T bunék.

Organizace a preskupovani TCR genu germindlni linie:

Sekvenovani nukleotidit TCR genli germinalni linie ukazalo zna¢nou podobnost s
multigenovou organizaci imunoglobulinovych gent.
Multigenové rodiny germindlni DNA kéduji kazdé jeden TCR fetézec. Funkéni TCR

geny jsou produkovany pieskupovanim zahrnujicim V aJ segmenty u alfa fetézcea V,D

aJ segmenty u betafetézce. Je zajimavé, Ze gen pro delta fetézec je lokalizovan mezi
Val segmenty. Pfiproduktivnim pfeskupeni segmentti alfa fetézce dojde k deleci genu
pro delta fetézec, coz zajist'uje, ze jedna T buiika nema soucasné aff a yd receptor.

Mysi germinalni DNA obsahuje 75-100 Vaa 50 Ja genovych segmentii a jeden
Ca segment. Delta genové rodina obsahuje 10 V segmenti, dva D, dva J a jeden C segment.
Genova rodina pro beta fetézec ma asi30 V' genovych segmentli, a dvé seskupeni D,J a C
segmentl, z nichz kazdé obsahuje jeden D, 6J a jeden C segment. Gen pro gama fetézec
sestava ze 7 V exont a tii funk¢énich J-C dvojic.

Preskupeni genovych segmentii kédujicich TCR je podobné jako u
imunoglobulinovych genid. Byly prokdzany rekombinacni signalni sekvence a jejich
parovani podle pravidla 12/23 a ukazalo se, ze Ta B builky ziejmé vyuzivaji stejné
rekombindzové systémy. Jednim z modelid umoZiujicich studium spojovani V,D,J
genovych segmenti jsou tzv. SCID mysSi, kterym chybi funkéni T a B buiiky. Tyto mysi s
tézkou kombinovanou imunodeficienci maji poruchu v preskupovani D-J genovych

segmentd, pii kterém dochazi k deleci J segmentu.

Vznik TCR diverzity:

[ kdyz jsou TCR koédovany mnohem menSim poctem V exond nezIg molekuly, je

diverzita TCR dokonce vys$s$i nez u imunoglobulini. TCR maji totiz mnohem vice J

segmentl a je zde vySsi prispévek dalSich diversifikacnich mechanismi (alternativni

spojovani D segmentli, flexibilita spojovani a ptipojovani nukleotidi v N oblastech).
Orientace rekombina¢nich signalnich sekvenci umoZziiuje nejen spojovani V-D-J, ale i

V-J nebo V-D-D-J kombinace. Tato variabilita neni moZzné u imunoglobulinovych genii.
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Diverzifikace v N oblasti probihd v genech pro vSechny 4 typy TCR fetézcu. Pfipojeni az
6 nukleotidi v kazdém spojovacim misté vede k 5461 moznym kombinacim nukleotidu.

Kromé¢ toho se zde uplatiiuje podobnd flexibilita spojovani genovych segmenti

jako u imunoglobulinii. Podle odhadt je moZno vytvofit az 1013 riznych AK sekvenci jen
na zaklad¢ diverzifikace v N oblastia flexibility spojovani. TCR geny vSak zfejmé
nepostihuji somatické mutace.

TCR musi rozpoznavat jak velké mnozstvi zpracovanych antigeni, tak relativné mensi
mnozstvi vlastnich MHC molekul. Zd4 se, Ze omezeny pocet germindlnich V segment
vytvaii diverzitu pottebnou pro rozpozniani MHC molekl, zatim co enormni diverzita
vytvaiena v oblastech spojovani genovych segmentl umoziiuje rozpoznavani

antigenu.

Struktura T bunécnych receptori:

Doménova struktura TCR ho fadi do velké imunoglobulinové rodiny. Oba tetézce TCR
heterodimeru vykazuji vysokou AK variabilitu na N konci, zatim co C konce jsou
konzervované. Jednotlivé domény obsahuji klicky o 60-75 AK. Variabilni oblast TCR ma
strukturu sklddaného listu a byly zde nalezeny tfi oblasti ur¢ujici komplementaritu (CDR)
podobné jako u Ig. V genové segmenty koduji CDR 1 a CDR 2, CDR 3 je kodovana
oblastmi s vysokou diverzitou spojeni. Pfeskupené TCR geny také obsahuji kratkou L
(leader) sekvenci. Konstantni oblasti TCR jsou kédovéany C segmenty a jejich exony
koresponduji se strukturnimi doménami proteinovych fetézcii. Je zde oblast pantu (hinge
region), transmembridnova a cytoplazmaticka oblast.

T akcesorni membranové molekuly:

Tyto ptidruzené molekuly funguji pfi rozpoznavani Ag jako adhezivni molekuly nebo
predavaji signal od TCR do cytoplazmy. Jsou c¢leny velké Ig rodiny nebo integrinové

rodiny.

TCR-CD3 membranovy komplex:

CD3 molekula je tésné spojena s of3 nebo yd heterodimerem a jeji exprese je podminkou
pro expresi TCR. Mutace v genech pro CD3 nebo TCR vede ke ztraté komplexu CD3-TCR
na bunééné membrangé.

CD3 je komplex 5 polypeptidi: gama, delta a epsilon v komplexu bud’s homodimerem
dvou zeta fetézcl, nebo s heterodimerem zeta-eta. CD3 molekula zfejmé pienasi do bunky
signal o rozpoznani Ag T receptorem a tak ptispiva k aktivaci T buiiky. Anti-CD3 MADb
aktivuje T lymfocyty bez pfitomnosti Ag.

CD4 a CD8 akcesorni molekuly:
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CD4 a CD8jsou spojeny v membrané¢ s TCR a funguji jako adhezivni molekuly. Ziejmé
zvySuji aviditu interakce TCR-Ag/MHC komplex. Bylo zjisténo zesileni vazby TCR-Ag
az 100x, takze T buinky mohou odpovidatna 100x nizsi hladiny Ag-MHC nez v
nepfitomnosti CD4, CD8 molekul.

CD4 je 55 kDa glykoprotein obsahujici ve své struktufe 4 domény imunoglobulinového
typu. CD8 je mensi glykoprotein majici jen jednu extracelularni doménu. CDS je

exprimovan jako homodimer, heterodimer nebo v multimerni formé.

Dalsi akcesorni molekuly CD2 a LFA-1:
CD2 je adhezivni 50 kDa glykoprotein exprimovany na vét§iné thymocyta,

perifernich T bunikach a velkych granularnich lymfocytech. Obsahuje 2 domény Ig typu.
Jeho fyziologickou ligandou je LFA-3,t¢Z ¢len velké Ig rodiny. Interakce CD2-LFA-3
usnadnuje vazbu T buniky na bunku prezentujici Ag, Tc lymfocytl na cilové buiky a
thymocyti na epitelie v thymu. CD2 se vaZze na glykoprotein na beranich erytrocytech
coz umoziuje separaci lidskych T bunék tvorbou rozets krvinkami. CD2 téZ funguje jako
molekula pfenasejici aktivacni nebo inhibi¢ni signal.

LFA-1 je c¢len integrinové rodiny a vaze se najinou adhezivni molekulu ICAM-1,
ktera se vyskytuje na T,B buiikdch , makrofagach, dendritickych bunikdch a thymovych

epiteliich. Stabilizuje interakci T bunék s cilovou nebo Ag prezentujici buiikou.

MHC restrikce a tolerance k viastnim antigenum:

Pii ptfeskupovani gent pro vSechny 4 typy TCR fetézct vznikd TCR diverzita
prevysujici &islo 1013, Tato obrovskd diverzita germindlniho repertodru musi byt
podrobena selekci vedouci k tomu, Zze pouze tém T buiikdm, které rozpoznavaji Ag +
vlastni MHC, je dovoleno dozrat. Ke zrani a selekci progenitorovych T lymfocyti
dochdzi v thymu. Nejprve dochézi k pozitivni selekci bunék schopnych vézat vliastni MHC

molekuly, nasleduje negativni selekce T lymfocytli s vysokou afinitou pro vlastni MHC
molekuly nebo vlastni antigeny prezentované v kontextu s vlastnimi MHC. Tim se ziska
MHC restrikce a soucasné tolerance k vlastnimu. Pozitivni selekce zahrnuje interakci
nezralych thymocytl s epitelidlnimi bunikami thymové kiry. Tyto nezralé¢ thymocyty
exprimuji TCR-CD3 komplex a CD4 i1CDS8 akcesorni molekuly. ProtozZe soucasné
exprimuji CD4 a CD8, ftika se jim "dvojité pozitivni" thymocyty. Neschopnost rozeznat

vlastni MHC vede u téchto bunék k programované bunééné smrti (apoptdza). MHC

restringované thymocyty nesouci vysoce i nizce afinni TCR pod¢€lavaji negativni selekci v
thymové dfeni. Thymocyty s vysoce afinnimi TCR interaguji s makrofagy a dendritickymi
buiikami a jsou eliminovany. Mechanismus této eliminace neni zndm. Zda se, Ze
pozitivni 1negativni selekci pfezivaji pouze thymocyty s TCR s nizkou afinitou k
MHC.
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Vyvoj T bunék:

Progenitorové buiiky jsou navadény do thymu chemotaktickymi faktory sekretovanymi
thymovymi epiteliemi. Podobné jako u B bunék koreluje diferenciace T bunck s
preskupovanim germinalnich TCR genii a expresi riznych povrchovych znakli. Na rozdil
od B bunék zahrnuje diferenciace T bunck riizné vyvojové linie davajici vznik funkéné
odlisnym subpopulacim zralych T bunék. Po vstupu do thymu exprimuji progenitorové T
bunikky Thy-1 antigen, ktery je umysSi znakem pro vSechny lymfocyty proslé thymem.
Nejprve nemaji fetalni thymocyty detegovatelné CD4 a CD8 a nazyvaji se "dvojité
negativni". Ty, které prod¢laly produktivni pfeskupeni gama a delta fetézct, se vyvijeji na
dvojité negativni CD37 bunky, které tvoii 0,5-1% thymocytt.

Vétsina dvojité negativnich thymocytl se vSak diferencuje odliSnym zplsobem.
Preskupuji TCR geny pro beta fetézec a exprimuji CD4 a CD8 antigeny, pak exprimuji
cely TCR-CD3 komplex. VétSina z téchto dvojité pozitivnich thymocytl v thymu hyne.
Thymocyty proslé selekci se dale diferencuji na CD4% thymocyty reprezentujici 10%
celé thymocytové populace a CD8%t thymocyty tvofici 5% thymocytové populace.
0.5% tvoti CD4-CD8- TCR* thymocyty.

Mezi CD4* T buiikami, které maji Ty funkci, byly nedavno objeveny dvé subpopulace.
Tyl subpopulace produkuje IL-2, IFN a lymfotoxin, pomadha polyklonalni B aktivaci,

suprimuje Ag specifickou B odpovéd’, zprostfedkuje oddéleny typ piecitlivélosti (DTH)
a bunéfnou cytotoxicitu. TH2 subpopulace produkuje IL-4 a IL-5, poméhd

polyklondlni 1 Ag specifické aktivaci B buné¢k, nesuprimuje, nefunguje v DTH ani
bunééném zabijeni. Ukazalo se, Ze tyto funkéné odlisSné subpopulace se liSi i v expresi
dvou diferenciac¢nich antigentt CD45 a CDw29.

Ackoliyd T bunky tvoii 1-3% T bun€k v lymfoidnich organech, reprezentuji hlavni
T bunéénou populaci v kuzi, intestindlnim (intraepitelidlni lymfocyty) a plicnim epitelu.
V kiizijsou tyto bunky znamy jako "dendritické epidermalni buniky". Narozdil od o T
bunék yd T bunky nerecirkuluji a zlistavaji fixovany v tkanich. Aktivace yd T bun¢k je
nezavisld na prezentaci antihenu MHC molekulami. Navic yo T buiiky nesou mnozstvi
receptortt NK bunék, coz jim umoznuje rychle reagovat na infikované nebo transformované
butiky. Casto rozpoznavaji nepeptidické pyrenyl pyrofosfata, tzv. fosfoantigeny. Tyto
antigeny se mohou nachdzet na nadorovych buiikach, mykobakteriich nebo malarickych
plasmodiich. yd T lymfocyty také rozpoznévaji stresové antigeny bunécného ptivodu
nebonepolymorfni MHC-like molekuly (CD1) prezentujici lipidy (podobnost s NKT
bu“kami). Funkce téchto bunék je zatim nejasna. Nékteré mohou fungovat v
nerestringované lyze nadorovych bungk, pfisuzuje se jim téz tloha v likvidaci poSkozenych

vlastnich bun¢k a nékterych invadujicich mikrobi.
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T bunécna odpovéd na alogenni histokompatiblni antigeny:

Odhojeni stépu je piimou reakci T bun€k na alogenni MHC molekuly (diky
polymorfismu MHC v ramci druhu). Obecné CD4% T buiky reaguji s MHC 11, CD8*
odpovidaji na MHC I aloantigeny. Pfima reakce T buné¢k s povrchovymibunécnymi
aloantigeny se zda popirat predstavy, ze T buniky rozpoznavaji pouze antigeny
prezentované v komplexu s vlastnimi MHC antigeny. Aloantigeny jsou vSak
rozpoznavany piimo, bez zpracovani a prezentace. Frekvence aloreaktivnich T lymfocytt je
vysokd (1-5% vSech T bun€k), mnohem vyssi nez frekvence T bunék reagujicich s
komplexem Ag-MHC.

Vysvétlenim pro tento paradox je to, ze T buiiky specifické pro Ag-MHC, skiizené
reaguji s urc¢itymi MHC haplotypy, €ili ze cizi MHC molekuly svou strukturou napodobuji
zpracovany peptid vazany na vlastni MHC molekulu. Protoze alogenni buiiky exprimuji
fadové 105 MHC I molekul na buitku, mohou se na tento vysoky po¢et molekul vazat T
buiiky se skiizené¢ reagujicimi nizkoafinnimi receptory. Cizi zpracovany Ag, ktery je
fidce rozmistén a membrané prezentujici buniky, mlZze byt rozpoznan pouze T
lymfocyty s vysoce afinnimi receptory. Existuji experimentalni dikazy, Ze antigen-

specifické T klony mohou byt soucasn¢ aloreaktivni.

Ptrednaska VII
Cytokiny

Cytokiny jsou sekretovany raznymi bunikami zahrnutymiv imunitni odpovédi a plsobi
na cilové buniky nesouci receptory pro danny cytokin. Jednotlivé cytokiny mohou
pusobit autokrinné na stejnou builku, kterd je sekretovala, nebo parakrinné na sousedni

buiiky, nebo endokrinné a pak se vazi na vzdalené buiky. Vazba cytokinu na bunécny
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receptor pienasi signal do bunky a vede k aktivaci a expresi genti. Cytokiny reguluji
intenzitu a trvani imunitni odpovédi stimulaci a inhibici proliferace riznych bunék nebo
sekrece Ab nebo jinych cytokind témito bunikami.

Piisobeni cytokinil je pleiotropni, to znamena, ze vyvolavaji rizné biologické aktivity u
ruznych cilovych bunék. Jsou také redundantni v tom, Ze rizné cytokiny mohou mit
podobnou funkci, coz ztézuje popis funkce jednotlivych cytokinii. Dva cytokiny mohou
pusobit synergicky, coz znaci, ze jejich spoleCny ucinek je vétsi, nez soucet ucinka
jednotlivych cytokint. Jindy vykazuji antagonismus, kdy u€inek jednoho cytokinu
inhibuje uginek jiného. Uéinek jednoho cytokinu na buiiku obvykle reguluje expresi
cytokinového receptoru a expresi dalSich cytokint, které piisobi na jiné bunky. Napf.
cytokiny produkované aktivovanymi Tp builkami mohou ovliviiovat aktivitu B bunék,

Tc bunck, NK bunék, makrofagl, granulocatli, hemopoetickych kmenovych bunék a

tim aktivovat celou sit' interagujicich bunék.

Urcitd nespecifita (ve srovndni se specifitou protilatek ¢i T recptorlt) v puisobeni
cytokini je nahrazena pfisnou regulaci exprese cytokinovych receptord na bunkach.
Casto jsou tyto receptory exprimovany na buiice aZ po jeji interakcis Ag. Tim je
nespecifickd lymfokinova aktivace omezena na lymfocyty, které se setkaly s Ag. Jinym
mechanismem udrzujicim specifitu je pozadavek na vzajemny kontakt bunék, aby se

vytvofily u¢inné koncentrace cytokinu.

K poznéni struktury a funkce cytokin pfispé€lo objeveni nadorovych bunék sekretujicich
cytokiny. To poskytlo moznost ziskat homogenni populace bunck, sekretujicich cytokiny
ve veétsim mnozstvi, nez kultury lymfoidnich bunék. DalSim pokrokem byl objev
bunéénych linii, jejichz rast byl zavisly na ur¢itém cytokinu. Kdyz bylo popsano velké
mnozstvi cytokinlii na zakladé svého ucinku, zjistilo se, Ze Casto jsou popisovany rtuzné
aktivity téhoz faktoru. Byla proto vytvofena standardizovana nomenklatura, v niz vétSina
cytokinli byla oznacena jako interleukiny aby se zdiraznila jejich iloha v komunikaci
mezi leukocyty.

Protoze biochemicka purifikace nebyla schopna poskytnout dostate¢nd mnozZstvi
vycisténych cytokinti, umoznilo jejich charakterizaci az klonovani a exprese cytokinovych

gentl.

Struktura a funkce cytokinu a jejich receptori:
Interleulin 1 (IL-1):

PfiSlo s na n¢j tak, Ze thymocyty mohly byt stimulovany k proliferaci T mitogenem

PHA pouze po pfidani media z aktivovanych makrofagli. Faktor produkovany makrofagy
byl nejdiive nazvan LAF (lymfocyty aktivujici faktor), pozdéji byl pfejmenovan na IL-1.
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IL-1 je produkovan fadou bunék zahrnujicich monocyty, makrofagy, B lymfocyty,
dendritické buiky, fibroblasty, Langerhanzovy buiiky, neutrofily, epitelidlni a endotelové
buniky. IL-1 je témito buitkami produkovan pouze po jejich stimulaci. Jako stimulus pro
produkci IL-1 muze slouzit fagocytéza bakterii. Lipopolysacharid (LPS)z bunééné
stény gramnegativnich bakterii sdm indukuje IL-1. Také fagocytdza pevnych Castic a
komplexti Ab-Ag-C stimuluje produkci IL-1 makrofagy stejné jako tfada dalSich latek jako
slozky komplementu nebo IFNy . Aktivované T buiiky mohou také indukovat IL-1
produkci makrofdgy membranovou interakci mezi TCR a komplexem MHC-Ag nebo
uvolnénim urcitych cytokinti, jako jsou M-CSF, IFNy nebo TNF[ .Béhem 3 hodin po
stimulaci makrofagl jsou uvoliovana velka kvanta IL-1.

Ukézalo se, ze 1L-1 aktivitu maji dva polypeptidy 17 kDa, které se li§i nabojem. Jsou
kédovany nezdvislymi geny a je mezi nimi 27% homologie. IL-1 také existuje vdzany na
bunétné membrané a aktivuje T buiiky pii membranové interakci.

Hlavni dlohou IL-1 je aktivace Ty bunék, které vyzaduji dva typy aktivacnich signald.
Specificky signal vznika pfi interakci TCR s Ag-MHC II. Tento signal nesta¢i k indukci
TH proliferace a je tteba dalSiho kostimula¢niho signdlu. Ten je pfedan vazbou IL-1 na
piislusny receptor na Ty membrang. tyto dva signaly indukuji v Ty buiikdch transkripci
gent pro IL-2, IL-2 receptor, IL-3, IL-4 a IFNy.

IL-1 je znacné pleiotropni ve svém ucinku. Urychluje zrania klonélni expanzi B
bunék po Ag indukované aktivaci. ZvySuje aktivitu NK bunék a ovliviiuje lokalni zanétlivou
reakci. Po poddniIL-1in vivo neutrofily opoustéji kostni dfen, vstupuji do cirkulace a
pronikaji ptes stény kapildr do tkani. IL-1 md na neutrofily a makrofagy chemotakticky
ucinek. Kromé toho ma IL-1 endokrinni efekt a indukuje produkci proteinti akutni faze
jaternimi hepatocyty. Pusobi téZ na nervovy systém a vyvoldva horecku, ospalost a

nechutenstvi.

Interleukin 2 (IL-2):
Byl objeven na zédklad¢ zjiSténi, Ze kondiciovand media z T bun€k aktivovanych PHA

byla schopnd udrzet proliferaci T bunék v kultufe (pGvodné byl pojmenovan jako rtstovy
faktor T bunék).Tento faktor poprvé umoznil ziskat klony normdalnich T bunék. Jeho

testovani umoznil objev IL-2 dependentnich bunécnych linii.
Hlavnim producentem IL-2 jsou aktivované Ty buniky. Béhem 24-48 hod. po aktivaci

zaCinaji TH builky syntetizovat a sekretovat IL-2 a soucasné exprimovat vysoce afinni
membrinovy receptor pro IL-2.

IL-2 receptor je tvoien dvéma subjednotkami, 55 kDa subjednotkoua 75 kDa
subjednotkou. Ob& subjednotky mohou vazat IL-2 s riznou afinitou. Alfa subjednotka s

nizkou, beta se stiedni afinitou. heterodimer mé vysokou afinitu k I1L-2.
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NK buiiky konstitutivné exprimuji beta subjednotku. Aktivované Ty bunky exprimuji
jak vysoce afinni, tak nizko afinni IL-2 receptory. Je asi 5x103 vysoce afinnich a asi 10x
vice nizko afinnich receptortt na jedné Ty burice.

IL-2 ma z4sadni Ulohu ve spusténi proliferace T bun&k (T iTc) aktivovanych

mitogenem nebo antigenem. Po vazbé na vysoce afinni IL-2 receptor je IL-2 rychle
internalizovan a spousti T bunécnou proliferaci. Na IL-2 odpovidaji pouze T buiiky
aktivované antigenem, protoze klidové T buiky neexprimuji vysoce afinni IL-2 receptor.
Dokud dochézi k interakci mezi T receptorem a komplexem Ag-MHC, je stimulovdna
exprese IL-2 receptoru. Jakmile se interakce pferusi, zacne se snizovat exprese IL-2 R.
Cili regulaci exprese vysoce afinntho IL-2 receptoru je modulovdna klondln{

expanze zprostfedkovana IL-2.

Interleukin 3 (IL-3):
Aktivované Ty buiky produkuji mnoZstvi kolonie stimulujicich faktorti, které

podporuji rist a diferenciaci riznych krvetvornych bunéck. Faktor, ktery pisobi nejdiive,
je multi-CSF, stimulujici multipotentni hemopoetické buniky. Tento faktor byl
pifejmenovan na IL-3 a krom¢ vlivu na krvetvorbu pfispiva k lokdlni zanétlivé reakcei,

stimuluje riist zirnych bunék a sekreci histaminu.

Interleukin 4 (IL-4):
Ma také siroké spektrum biologickych u€inkli na rtizné typy cilovych bunék. Napft.

vykazuje rizny efekt na rtiznd diferenciacni stadia B bunck. Na klidové B buiiky ptlisobi
jako aktivacni faktor (zvySuje jejich velikost a expresi MHC II). Po aktivaci antigenem

nebo mitogenem pisobi jako rustovy faktor. U proliferujicich B lymfocytii ptisobi jako
diferenciacni faktor tim, Ze reguluje presmyk na izotypy IgGq a IgE.

Interleukin 5 (IL-5):
Podobné jako IL-4 stimuluje proliferaci a diferenciaci B bunék. ZvySuje produkci IgA a

indukuje rist a diferenciaci eosinofild.

Interleukin 6 (IL-6):
Je produkovdn aktivovanymi Ty bunkami, makrofdgy, monocyty a fibroblasty. U

nadorovych bunc¢k funguje autokrinné a stimuluje bunécnu proliferaci. Stimuluje sekreci

imunoglobulinii plazmatickymi bunkami a spolecné s IL-1 pasobi jako kostimulator
aktivace Ty bunc¢k.

Interleukin 7 (IL-7):

-57 -



Indukuje diferenciaci kmenovych bun€k na progenitorové B buiikky. ZvysSuje expresi IL-
2 aIL-2 receptoru na klidovych T bunkach a tim indukuje T proliferaci.

Interleukin 8 (IL-8):
Je primarné sekrtetovan monocyty a ma rizné u€inky na neutrofily. Za jeho pfitomnosti

nutrofily adheruji k endoteliim cév a migrujiz krve do tkani proti koncentracnimu

spadu IL-8 (aktivni jsou nanogramové koncentrace).

Interleukin 9 (IL-9):
Je sekretovan ur€itymi TH klony. Podporuje proliferaci Ty bun¢k za nepfitomnosti

antigenu. MiiZze fungovat jako autokrinni riistovy faktor u T2 bunék.

Interleukin 10 (IL-10):
Je dulezitym regula¢nim cytokinem nazvanym inhibicni faktor cytokinové syntézy.Je
sekretovan subpopulaci T2 bunék a potlauje produkci cytokint Tyg1 subpopulaci. Tyl

subpopulace sektretuje IL-2 a IFNy a Ucastni se aktivace makrofagi a oddalené
piecitlivélosti. Subpopulace T2 sekretuje IL-4 a IL-5 a spousti humoralni

protilatkovou odpovéd’. Tim, Ze inhibuje Ty 1 subpopulaci, hraje IL-10 centrdlni dlohu v

regulaci humoralni a bunééné odpovédi.

Interferony (IFN):

Jsou to glykoproteiny produkované riznymi typy bunék, které¢ interferuji s virovou

replikaci a pomdhaji regulovat imunitni odpoveéd.IFNa je tvotfen leukocyty IFNf je
produkovan fibroblasty IFNy je sekretovan T lymfocyty po jejich antigenni nebo
mitogenni aktivaci. VSechny tii typy jsou ulolilovany z virem infikovanych bunék a
vyvoladvaji antivirovou rezistenci u sousednich bun¢k.IFNy ma pleiotropni aktivity véetné
zvySovani funkeni aktivity makrofagt, Tc bunck, T bunék angazovanych v DTH a NK
bunék. Velmi zajimavym efektem IFN je zvySeni exprese MHC I a MHC II antigend.
ZvySena exprese MHC II u makrofagi je ¢ini efektivn&jSimi v prezentaci Ag. IFNy
antagonizuje ucinek IL-4 na ptfesmyk protilatkovych tiid.

Tumor necrosis factor (TNF) alfa a beta:

TNFa je produkovan makrofagy jako reakce na endotoxin. Ma piimy cytotoxicky
ucinek na nadorové buiiky, ale ne na normalni bunky. M4 také dalezitou ulohu ve vyvoji
zanétlivé odpovedi.

Jeho produkce vSak muze poskozovat hostitele. Bylo zjiSténo, Ze za rozsahly tbytek vahy

(cachexie), provazejici nckteré bakteridlni a parazitické infekce a tumory je zodpovédny
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pravé TNFa dfive oznafovany jako cachetin. Tento cytokin se téz ui¢astni bakterialniho
toxického Soku.

Dalsim chemicky ptibuznym polypeptidem sekretovanym aktivovanymi T bunkami je
lymfotoxin, nyni oznaceny jako TNFB .Podobné jako TNFa zabiji nadorové buiiky,

neposkozuje normalni bunky.

Sekrece cytokinu subpopulacemi T H. bunék:

Obé Ty1 a Ty?2 subpopulace produkuji pouze IL-3 a GM-CSF, v produkci ostatnich
cytokint se li$i. Tl subpopulace miiZze byt zodpovédnd za odpovéd na virove infekce,
protoZe sekretuje IL-2, ktery aktivuje Tc bunky a IFNy , ktery ma4 antivirovou aktivitu.
TH2 subpopulace se zfejmé ucastni odpovédina parazitické infekce a vyvolava alergické
reakce, protoze IL-4 a IL-5 indukuji produkci IgE a aktivaci eosinofilii. U lidi nebyly

tyto subpopulace pozorovény.

Uloha cytokinii v aktivaci lymfocyti:

Aktivace T lymfocyti:

Klidové T lymfocyty jsou necyklujici bunky v G fazi bunééného cyklu. Po aktivaci
vstupuji do bunééného cyklu pifes G fazido S faze, ve které se replikuje DNA. Aktivace
klidovych T bunék z G, do c¢asné G vyzaduje dvatzv. kompetenéni signdly. Prvni

vznikd pfi interakci komplexu Ag-MHC s TCR, druhy je kostimula¢ni signél IL-1. Po
transdukeci signalt ptfes plazmatickou membranu dojde k transkripci fady genli vcetné geni

pro IL-2 aIL-2 receptor. Nésledujici vazba IL-2 na svij receptor slouzi jako progresivni
signdl, ktery umozinuje piechod T buniky z G| do S féze.

Aktivace B lymfocytu:
Klidové B lymfocyty jsou aktivované antigenem a riznymi cytokiny produkovanymi Ty

buiikami. Kromé vazby Ag na protilatkové receptory jsou nezbytné kostimulaéni signaly
IL-1 alIL-4. Aktivace muze byt dosazeno téz pusobenim B mitogenu LPS nebo pomoci
anti-IgM, ktery se vadze na membranovy IgM, oba tyto stimuly vSak musi ptisobit spole¢né
s IL-4. Interakce Ags membranovym protilatkovym receptorem slouzi jako kompetencni
signdl, ktery uvede klidovou B buitkku z G, fdze do ¢asné G, ve které je schopna
odpovédét na IL-4 signdl. Interakce s IL.-4 ptsobi jako kompetencni signal uvadéjici B
buniku do pozdni Gy faze.IL-4 také funguje jako progresivni signal umoZzuyjici prechod
buniky do S faze.

Uloha cytokinii v zdnétlivé odpovédi:

V odpovédi na infekci nebo poSkozeni tkané dochazi ke kaskddé nespecifickych jeva

znamych jako odpovéd’ akutni faze. Pod vlivem cytokini dochazi k adherenci zanétlivych
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bunék na vaskularni endotel a k jejich migraci do tkané. Vysledkem je piiliv
lymfocytli, neutrofild, monocytl, eosinofilii, basofili a zirnych bunék do mista poskozeni
a ucast téchto bunék v likvidaci antigenu.

Systemicka odpoveéd’ zahrnuje vyvoj horecky, zvySenou syntézu hormonti jako ACTH a
hydrokortizonu, leukocytdézu a produkci proteinti akutni faze. ZvySena teplota inhibuje
rast patogenli a zvySuje imunitni odpovéd. C-reaktivni protein se vaze na mikroby a
aktivuje komplement.

Akutni faze zanétlivé reakce je zahajena aktivaci tkdnovych makrofagl a uvolnénim
tfi cytokin: TNFa ,IL-1 a IL-6. Tyto cytokiny ptisobi synergicky a indukuji mnozstvi
lokdlnich i systémovych zmén. Pod jejich vlivem dochézi ke koagulaci a zvyseni
propustnosti cév. TNFa a IL-1 zvySuji expresi adhezivnich molekul na cévnich
endoteliich. Oba cytokiny také plisobi na makrofagy a indukuji produkeiIL-8, ktery
zvySuje adhezi neutrofilii k endotelovym buiikkdm a soucasné funguje jako jejich
chemotakticky faktor. IFNy chemotakticky pfitahuje makrofagy, IFNy a TNFo aktivuji
makrofagy a neutrofily.

Spole¢né plisobeni IL-1, TNFa a IL-6 vyvolava teplotu, TNF vyvoldvd sekreci kolonie
stimulujicich faktorG endotelidlnimi builtkami a makrofagy.

Syntéza TNFo, IL-1 alL-6 je indukovana raznymi stimuly jako viry endotoxinem a

cytokiny samotnymi. TNFa a IL-1 vzajemn¢ indukuji svou expresi nebo expresi IL-6.

Cytokiny a choroby:

Uloha nadprodukce cytokinti v patogenéze muiize byt ilustrovana septickym Sokem. K

vyvoji Soku dochazi béhem nékolika hodin po infekeci nékterymi gramnegativnimi
bakteriemi jako Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa aj.
Symptomy bakteridlniho septického Soku, ktery je Casto smrtelny, je pokles krevniho
tlaku, teplota, prijem a rozsahlé srazeni krve v riznych organech. Nepomaha 1écba
konven¢nimi antibiotiky. Za Sok zodpovida nadprodukce IL-1 a TNFo makrofagy
stimulovanymi endotoxinem. Zda se, Ze by se mohlo podafit odvratit Sok injekci
monoklonédlnich protilatek proti t€émto cytokinim. Podobné by mohl fungovat

rekombinantni antagonista IL-1 receptoru, jehoz ucinnost byla potvrzena u kraliki.

Rada mikroorganismti produkuje toxiny, které funguji jako superantigeny a
stimuluji T buniky bez ohledu na jejich antigenni specifitu. Superantigeny se vazi
soucasn¢ na MHC Il molekuluaV doménu T receptoru a aktivuji celé rodiny T bunék.
Zatim co pouze 1/104-1/ 106 T bungk odpovida na konvencni antigeny, 1/4-1/20 T bun¢k
reaguje se superantigeny. Nadprodukce cytokinli stimulovana superantigeny jako
jsou toxiny Staphylococcus aureus nebo Streptococcus pyogenes vyvolava onemocnéni

z otravy potravinami nebo fatalni toxicky Sok.
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Nekontrolovand produkce lymfokini hraje ulohu i u nékterych nadorovych
onemocnéni. Nekteré B myelomy sekretuji IL-6, ktery slouzi jako autokrinni stimulator
jejich ristu. Buiikky infikované virem lidské T bunééné leukemie konstitutivné exprimuyji

IL-2 aIlL-2 receptor, cozZ je stimuluje k proliferaci.

Cytokinovd terapie:

Experimentaln¢ bylo prokazano zvySeni pfezivani transplantiti podanim MAbs proti
IL-2 receptoru. Ty aktivace byla téZ blokovana klonovanym rozpustnym IL-1 receptorem.
Odhojeni transpintatu bylo potlaceno cytokiny konjugovanymi s riznymi toxiny. Aktivita
IL-2 byla uspésné blokovana jeho analogem, ktery pii zachovani vazebné aktivity na
receptor ztratil biologickou aktivitu.

Naopak u nékterych imunodeficienci byly uspé€Sné pouzity rekombinantni IL-2,
IFNy a TNFa .

Kultivace rtznych populaci NK bunék nebo T bunék za pfitomnosti vysokych
koncentraci IL-2 vedla k vyvoji vysoce ucinnych protinadorovych efektorti
oznacovanych jako LAK (lymphokine-activated Kkiller).

Cytokinova terapie by mohla byt uc¢inna i pifi lécbeé alergii Selektivni inhibice
pfesmyku na IgE by mohla mit pfiznivy efektu alergikt.

Problémem je nutnost dosaZeni vysokych lokalnich koncentraci cytokini a jejich
velmi kratky polocas.
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Vyvoj humoralni imunitni odpovédi

Béhem 24 hod. po aktivaci se B bunky zvétSuji na lymfoblasty, replikuji svou DNA a
pak se déli. Nasleduje 8-9 cykli bunééného déleni, kazdy cyklus trva 12-15 hod. Pro
tuto klonalni expanzi je tfeba ucasti TH bunék. Vysledkem je diferenciace na plazmatické
a paméctove bunky. Jestlize se B butika nepotka se specifickym Ag, hyne be&hem nckolika
dntt (a2 90% z 108 B bun&k v perifernich lymfatickych organech). Tyto buiiky jsou
prib&znd nahrazovany B buiikami z kostni dfen& (2x107 imunokompetentnich bun&k za
den).

Primarni odpovéd’:

Kinetika primarni odpovédi métend hladinou sérovych Ab zavisina druhu Aga
zpusobu imunizace. Po lag fazi, béhem niZ dochdzi ke klonélni selekcia diferenciaci na
plazmatické a pamétové bunky akterd trva 3-4 dny, je dosaZeno vrcholu plazmatickych
bunék za 4-5 dni a vrcholu Ab vséru 5.-7.den po podani Ag. Prvni je sekretovian
IgM, pak IgG. Trvani primarni odpoveédi zavisi na perzistenci Ag (obvykle dny az
tydny).

Sekundarni odpovéd:
Pamétové bunky vzniklé béhem primarni odpovédi zastavuji déleni v G, fazi. Nékteré

perzistuji po cely zivot jedince (pivodni antigenni hfich - imunizace chfipkovou vakcinou
ukazala, ze ve vysSim titru byly vytvofeny Ab proti jinému neZz vakcina¢nimu kmenu,
ktery infikoval imunizované osoby v mladi). Kromé pamétovych B bun¢k jsou pro vyvoj
sekundarni odpovédi pottebné pamétové T bunky. Sekundarni odpovéd’ se vyviji rychleji,
dosahuje vysSich titrii a trva déle. Produkované Ab maji vySsi afinitu a kromé IgM  zahrnuji
dalsi tfidy imunoglobulint.

Experimentdini systémy:

Tvorba Ab miize byt studovana in vitro pfti kultivaci lymfocytti ve vhodnych mediich s
fetdlnim telecim sérem.

Jednotlivé plazmatické buniky mohou byt prokazovany in vitro Jerneho plakovou metodou,
kterd m4 podobny princip jako virovy plakovy test.

Ze sleziny mys$iimunizované beranimi krvinkami (SRBC) se pfipravi bunétné suspenze,
smisi se s agarem a nadbytkem SRBC a vyleje na Petriho misku. B&hem inkubace 1
hod pfi 370C difunduji Ab produkované plazmatickymibuiikkami do agaru a vazi se na

SRBC v jejich okoli. Pak se pfidd morceci sérum obsahujici komplement, coz vede k lyze
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SRBC obalenych protildtkou. To se projevi svétlym plakem bez viditelnych SRBC. Timto
testem se prokazuje pouze produkce IgM (= piimy PFC test), [gG + C nezpusobuji lyzu
SRBC. Priikaz IgG se provadi po pfidani antiizotypového séra a komplementu (= nepfimy
PFC test). Pocet plazmatickych bunck sekretujicich IgG se vypocita odectenim poctu
PFC v ptfimém testu od poctu PFC v nepfimém testu. Plazmatické buiiky produkujici Ab
proti jinym Ag se mohou prokazovat pomoci SRBC, na kterych je tento Ag navizan.
Podobny je princip modernéjsiho testu ELISPOT, kdy jsou imunni lymfocyty
inkubované na Petriho misce s navazanym Ag. Produkované Ab se vdzouna Ag v okoli
plazmatickych bun¢k. Po odstranéni bunék je navazand Ab prokézéna ELISA testem.

Vysledkem jsou barevné skvrny odpovidajici jednotlivym plazmatickym bunikdm.

Antigeny nezavislé na thymu:
VétSina Ag potiebuje k aktivaci B bun¢k Ty buniky. Nékteré Ag vS8ak mohou aktivovat B

buiiky bez asistence T bunék a jsou oznacovany jako na thymu nezavislé. VétSina z

nich jsou polysachridy rezistentni k degradaci v makrofagach. Jejich polymerni struktura
umoziuje propojeni receptorti na B bunikdch, potfebné pro aktivaci. Nekteré ztéchto Ag
plsobi ve vysSich davkach jako B mitogeny. Humorélni odpovéd na tyto na thymu
nezavislé antigeny je obvykle slaba (pouze IgM), nejsou tvofeny pamétové bunky.
Prikladem téchto antigenii jsou bakteridlni flagelin, lipopolysacharid, dextran,
pneumokokovy kapsularni polysacharid atd.

Uziti konjugatia hapten-nosi¢ pro studium bunéénvch reakci:

V téchto konjugatech funguje hapten jako imunodominantni B epitop. Na rozdil od
konformacnich epitopit mize byt hapten prezentovan B bunkam na riznych nosicich.
Pravé pomoci imunizace komplexy hapten-nosi¢ bylo mozno prokazat, ze pro vyvoj
protilatkové odpovedi je nutné asociativni rozpoznéni antigenu Ty a B buiikami, pficemz

ob¢ rozpoznavaji rizné epitopy na témze antigenu.

Jednotlivé kroky pri aktivaci, proliferaci a diferenciaci B bunék:

Prezentace antigenu B bufikami:

Na rozdil od makrofagl zachycuji B buniky Ag specificky - endocytdézou zprostiedkovanou
Ig receptorem. Protoze pted objevem hybridomové technologie bylo obtizné studovat
endocytézu antigenu B buiikami (asi jen jedna B buiika z 104 bungk nese receptory
specifické pro danny Ag), byl tento problém obejit pouzitim krali¢i Ab proti mySimu Ig
misto Ag. Anti-mysi Ig byl endocytovan a zpracovan B bunikami jako Ag a piislusné peptidy
byly prezentovany spolu s MHC II na B bunééné membrang. Tak bylo poprvé prokdzano,

7e B bunky jsou pravé tak ucinné v prezentaci Ag jako makrofagy.
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Ikdyz pohlceni Ag B buitkkou obecné vyzaduje vazbu Ag na bunéény receptor, pii
extrémé vysokych koncentracich Ag dochdzi k jeho nespecifické pinocytéze a prezentaci

B buiikami. Metoda se nazyva pulzovani B bunék antigenem.

Béhem 30-60 min. po internalizaci Ag je tento prezentovdn na membrané spolu s

MHC II molekulami. Protoze B bunky rozpoznéavaji Ag specificky pomoci svych Ig
receptori, mohou prezentovat Ty buitkdm Ag, ktery je v 1000x niz8i koncentracinez v

ptipad¢€ makrofagii jako antigen prezentujicich bun¢k.

Tvorba konjugitu T bunka-B burika:

Jakmile Ty bunika r(;pozné zpracovany Ag spolu s MHC Il na membran¢ B buiiky, dojde
k vytvofeni T-B konjugitu. U Ty bunék dochéazi k reorganizaci Golgiho aparatu a
mikrotubularnich center smérem k mistu spojeni s B buiikou. Tato reorganizace miize
zajistit uvolnéni cytokini smérem k Ag specifické B buiice. Podobné dochézi k
redistribuci TCR, CD4 a LFA-1 molekul do oblasti spojeni s B buitkou. Shlukovani téchto
povrchovych molekul zvySuje aviditu této bunécné interakce. ZvySend avidita prodluzuje

dobu spojeni mezi Ty buitkou a B buiikou a poskytuje ¢as pro smérovanou sekreci

cytokint.

Pfemosténi membranovych IgM a IgD molekul B bunék antigenem pfenasi aktivacni
signal pres plazmatickou membranu a indukuje sekvenci enzymatickych reakci vedouci k
expresi ptislusnych B bunéénych genti. Nedavno bylna B buiikdch nalezen komplex
podobny CD3, spojeny s membranovym Ig receptorem. Tento komplex zifejmé funguje v

prenosu aktiva¢niho signalu podobné jako CD3.

Cytokinové signdly:

Aktivace klidovych B bunék vyzaduje dva typy signali. Kompetencni signély zahrnuji

piemosténi receptorti antigenem, kostimulacni IL-1a IL-4 a zfejmé jeSt€ membranoveé

signaly souvisejici se vznikem T-B konjugatu. Progresivni signdl vznikd interakci s IL-4.

Nasledujici proliferaci a diferenciaci stimuluji dalsi ristové faktory.
Vétsina cytokinli zahrnutych v aktivaci B bunék je produkovana aktivovanymi T bunkami

(kromé IL-1). IL-4 funguje soucasn¢ jako kompetencni a progresivni signal, kromé toho
pusobi jako proliferacni a diferencia¢ni faktor. Pod vlivem IL-4 dochazi ke zvySeni exprese
MHC II a ICAM molekul na B bunééné membrané. Toto zvySeni zptsobuje, ze B bunky

mohou efektivnéji prezentovat Ag a zesiluje interakci s T buiikami.

Z dalsich Ty cytokint IL-2 indukuje sekreci pentamerického IgM. Ikdyz klidové B buiiky
nemaji IL-2 receptor, jeho subjednotky jsou exprimovany pod vlivem IL-4 a [L-5. Vazba IL-2
na tento vysoce afinni receptor indukuje expresiJ fetézce, ktery je nezbytny pro sekreci
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pentamerniho IgM. IL-4 indukuje piesmyk Ab tfid na IgG a IgE, TGFf indukuje pfesmyk na
IgA.

Zmeény charakteristické pro sekunadrni humordlni odpovéd:

Pro sekundérni odpovéd’ je charakteristické zvySeni afinity protilatek a izotypovy pifesmyk.

Pamét'ové B buitky mohou byt odliSeny od praveé dozralych B bunék na zéklad€ povrchovych
Ig. Cerstvé dozralé B buiiky exprimuji IgM a IgD, pamétové B buiiky exprimuji dalsi izotypy
IgG, IgA a IgE. Hladina IgD je u téchto bun¢k redukovéna. Podle povrchovych znaki CD44 a
CD45 se daji odlisit Cerstvé dozralé T bunky od pamétovych.

Pamétové B buiiky exprimuji receptory s vyssi afinitou pro Ag a jsou proto aktivovatelné
niz§imi koncentracemi antigenu. Pamétové T buiiky neexprimuji receptory s vyssi afinitou,
ale maji vysoce afinni IL-2 receptory a zvySenou expresi bunéénych adhezivnich molekul
(LFA-1), coz zvySuje aviditu interace mezi buiikami. V prib&hu imunitni odpovédi se afinita
protilatek zvySuje 100-10.000x. Je to vysledek dvou procesi, selekce vysoce afinnich B kloni
a somatickych mutaci v odpovidajicich klonech. Jak postupné klesa koncentrace antigenu,
zvysuje se soutéz mezi B lymfocyty o tento Ag. Nakonec jsou pouze B buiiky s vysoce
afinnimi receptory schopné vazat dostatek Ag ke své aktivaci.

Prvni sekretované Ab v primarni odpovédi jsou IgM, které jsou postupné nahrazeny IgG. V
sekundarni odpovédi se produkuje velmi malo IgM a objevuji se IgG, IgA a IgE. IL-4 fidi
pfesmyknuti Ab tiid v pofadi IgM - IgGl1 - IgE. Tak aktivace pamétovych IgG1 muze vést k
produkci plazmatickych bunék sekretujicich IgE.

Indukce humoralni odpovédi in vivo:

Ag, ktery vnikne do téla je koncentrovan v lymfatickych organech. Krevni Ag je filtrovan
slezinou, tkanovy Ag je zachycovan v lymfatickych uzlinach. Lymfaticka uzlina zachyti vic
nez 90% Ag z aferentnich lymfatickych cév. Ag je v uzliné€ fagocytovan makrotagy nebo
interdigitujicimi dendritickymi bunikami nebo je zachycen na specializovanych folikularnich
dendritickych buiikach. Tyto dendritické bunky zachycuji na své Fc receptory komplexy Ag-
Ab a uchovavaji je dlouho na membrané. Predpoklada se, ze maji hlavni roli v aktivaci
pamétovych bunék. Ag nebo komplexy Ag-Ab vstupuji do lymfatickych uzlin samy, nebo v
transportujicich bunikdch (Langerhansovy buniky) a v makrofazich. Lymfocyty vstupuji do
uzlin lymfatickymi cévami nebo pies sténu krevnich cév. Dosahuji parakortikdIni oblasti,

ktera je husté osidlena T lymfocyty a Ag prezentujicimi buiikami. Interdigitujici dendritické
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bunky exprimuji vysiké hladiny MHC II antigenti a jejich dlouhé vybézky mohou vejit v
kontakt az s 200 Ty buné¢k. IkdyZ nemohou fagocytovat, endocytuji Ag a prezentuji ho
lymfocytim. Aktivované Ty buiiky pak migruji do priméarnich folokuli. Ve folikulech je
mnho B bunék, folikularnich dendritickych bunck a makrofagl. Zde dochazi k tvorbé B-T

konjugath a aktivované B buiiky bytvareji zony proliferujicich bunc¢k zvané germindlni centra.

Vétsina proliferujicich B bunék v germinalnim centru hyne. Ty, které ptezily se vyvijeji na
malé pamét'ové buiilky a velké lymfoblasty, které migruji do dfené, kde se diferencuji na
plazmatické buiiky. Produkované Ab jsou neseny lymfatickymi cévami do hrudniho
mizovodu, kde vstupuji do krve. Pamét'ové bunky bud’to ziistavaji ve folikulech, nebo

recirkuluji.

Konvenéni a B-1 B bunky.

Kromé konvenc¢nich B lymfocytli oznaovanych jako B-2 buniky, existuje u lidi minoritni
subpopulace B lymfocyti, kterd se od konvencnich v fad¢€ vlastnostim li§i. Zatim co B-2
buniky se vyskytuji v sekunddrnich lymfoidnich orgdnech, B-1 v peritonedlni a pleurdlni
dutin€. B-2 bunky se vyvijeji z prekurzora v kostni dfeni, nové B-1 bunky vznikaji

z existujicich B-1 bunék (self-renewing). Maji omezenou diverzitu ve variabilni oblasti,
nepostihuji je somatické mutace a nepotiebuji pomoc Th bun¢k. Produkuji zejména IgM
protilatky v reakci na karbohydratové antigeny. Téméz nemaji imunologickou pamét’ a chybi

jim IgD na zralych B bunikéch.

Bunécna imunita

Je zodpovédna zejména za likvidaci intracelularnich patogent, virem infikovanych bungk,
nadorovych bunék a transplantatd. Systém je adaptovan na rozpoznani pozménénych vlastnich bunék
a jejich eliminaci.

Déti narozené bez thymu (DiGeorge syndrom) trpi na ¢asté infekce viry, intracelularnimi
bakteriemi a houbami.

Piimé cytotoxickd odpovéd’

Efektorové mechanismy se dé€li na:

- antigen specifické T lymfocyty

- nespecifické cytotoxické buriky, jako jsou NK buitky nebo mikrofagy

Cilové buniky jsou alogenni, nadorové, virem infikované a chemicky konjugované.

Cytotoxicita zprostfedkovana CTL:

Obecné jsou CTL CD8+, MHC I restringované, zitidka CD4+, MHC II restringované.
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Imunitni odpovéd CTL se déli na dve faze. Faze senzibilizace zahrnuje aktivaci a rozsdhlou
proliferaci Ty bun¢k jako odpovéd’ na prezentaci Ag mikrofagy nebo jinymi bunikami. Také dochazi k
proliferaci T¢ bunék stimulovanych Ag vazanym na MHC 1, ale ta je mnohem mensi nez u Ty bunék.
Klondlni expanze Ty bunck vede ke zvySeni sekrece IL-2. Po aktivaci Ag a IL-2 T¢ buniky proliferuji a
diferencuji se na CTL. (obr.1)

Ve druhé efektorové fazi CTL rozpoznavaji Ag-MHC I komplexy na cilovych butikach a nici
je.

Senzibiliza¢ni faze:

MiiZe byt méfena in vitro smiSenou lymfocytarni reakci (MLR) nebo in vivo reakci $tépu proti
hostiteli (GVHR). Béhem kokultivace alogennich slezinnych buné¢k v MLR dochazi k extenzivni
blastické transformaci a proliferaci T bunék. Stupen proliferace se méfi inkorporaci *H thymidinu.
Béhem 24-48 hod po stimulaci aloantigeny se T butiky zacinaji délit a za 72-96 hod vznikd populace
CTL. Odstranéni Ty bunék zabrani tvorbé CTL. Nutnd je téz pfitomnost akcesornich bunéck .
mikrofagi. Funkce téchto bunék spociva v aktivaci TH bunék.

GVH reakce:

Imunokompetentni lymfocyty se injikuji do jedince s potlaCenym vlastnim imunitnim
systémem, coz brani imunitni reakci hostitele proti Stépu. Jako pfijemci se pouzivaji novorozena nebo
ozarena zvitata. U lidi se GVH reakce Casto rozvine po transplantaci kostni dfené. Alogenni lymfocyty
proliferuji v lymfatickych organech, napt. ve slezin€. Tato proliferace indukuje pfiliv hostitelskych
bunék, které také proliferuji, coz vede ke zvétSeni sleziny - splenomegalii. Pozitivni GVH reakce se
pak méfi pomoci slezinného indexu:

vaha exp. sleziny/celk. t€lesna vaha
I= vaha kontrol. sleziny/celkova tél. vaha

Neaktivované T¢ buiiky nejsou schopné cytotoxické aktivity. Tyto CTL prekurzory nemaji IL-2
receptor a neproliferuji. Rozpoznani Ag-MHC I na cilovych bunkach indukuje expresi IL-2 receptoru.
Vazba IL-2 produkovaného Ty buiitkami na tento receptor vede k proliferaci a diferenciaci téchto
bun¢k na CTL. Exprese IL-2 R az po vazbé Ag zajiStuje, ze se pouze Ag specifické T¢ bunky
diferencuji na CTL.

Efektorova faze:

Zahrnuje lyzu cilovych bunék CTL efektory. Metodou studia je buiikami zprostfedkovana
lymfolyza (CML), ve které jsou cilové buiiky oznateny °'Cr, jehoZ uvolnéni je mirou cytotoxické
aktivity efektorovych bun¢k. K poznani efektorové faze cytotoxické odpovédi ptispély i moznosti
vyvoje CTL klond, pfipravenych klonovanim diferencovanych CTL za ptitomnosti vysokych
koncentraci IL-2. Rozpoznéavéni cilovych bun¢k podléha histokompatibilni
restrikci (obr. 2).

Mechanismus cytotoxického ptusobeni CTL:

Nejprve dochazi k tvorbé konjugatu mezi CTL a cilovou burnikou.(obr.3)Tvorba konjugatu
zahrnuje rozpoznani Ag-MHC CTL receptorem. Spojeni je zesileno vazbou integrinového receptoru
LFA-1 na membrané CTL na adhezivni molekuly (ICAM) na membranég cilové buiiky. Aktivace CTL
antigenem pievadi LFA-1 z nizkoavidniho stavu na vysoce avidni. Vysoce avidni LFA-1 perzistuje
pouze 5—10 min, pak se vraci do nizkoavidniho stavu. To umoziiuje oddéleni CTL od cilové buriky.
Po vytvoteni konjugatu dochézi k sekvenci udalosti vedouci k poskozeni membrany cilové buiiky.
Nejdiive se Golgiho aparat a cytoplazmaticka granula koncentruji do mista kontaktu CTL s cilovou
buiikou. Pifjem Ca®* indukuje exocytézu obsahu granul do oblasti kontaktu s cilovou buiikou. Granula
obsahuji performy, proteiny vyvolavajici tvorbu pord, esterdzové enzymy  granzymy A—F,
vysokomolekularni proteoglykany a toxické cytokiny jako TNFf. Prekurzory CTL nemaji granula ani
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perforin. Po vzniku konjugatu a exocytdze granul jsou z granul uvoliiovany monomery performu,
které se spojuji s bunéénou membranou. po spojeni u nich dochazi ke konformacni zméné vedouci k
odkryti amfifatické domény, kterd se zanoti do membrany cilové buitky. Monomery pak polymerizuji
a vytvareji valcovity por s vnitinim primérem 5-20 min. Témito pory ziejme vnikaji do cilovych
bun¢k lytické substance téz obsazené v granulich CTL. Perforin vykazuje sekven¢ni homologii s C9
slozkou komplementu a téz tvorba port je podobna jako u komplementem zprostiedkované lyzy.
Samotné CTL zejmé obsahuji membranovy protein (protectin), ktery inaktivuje perforin a brani jeho
vazbé s membranou CTL. Tim se CTL chrani pfed poSkozenim vlastnimi lytickymi
mechanismy.(obr.4a)

Na lyze cilovych bunék se ziejmé podileji i dal$i mechanismy, nebot’ nékteré linie CTL
nemaji detegovatelny perforin, u jinych byl pozorovan pomalej$i zplisob zabijeni zalozeny na
poskozeni jaderné membrany a fragmentaci DNA cilové bunky (apoptosa).

Cytotoxicita zprostiedkovana NK bunkami:

NK bunky predstavuji populaci velkych granuldmich lymfocytl, tvoficich 5 % populace
recirkulujicich lymfocyt. Maji nékteré znaky T lymfocyt, monocytl a granulocytli. Na 90% NK
bunék se vaze monoklonalni protiladtka rozpoznavajici Fc receptor pro IgG (CD 16). NK bunky
neexprimuji T receptory ani CD3. Rozpoznani Ag neni restringovano MHC. NK odpoveéd nevytvaii
imunologickou pamét. Kromé nadorovych bunék NK bunky zabijeji nékteré virem infikované cilové
buniky. Aktivita NK bunck spadd do obdobi aktivace, proliferace a diferenciace T¢ bun¢k na CTL.
Vyznam NK bunék pro obranu proti infekcu vyplyva ze znamého ptipadu pacientky s normalni T a B
imunitou, které zcela chybély NK buiiky. Pacientka trpéla t€zkymi infekcemi virem planych nestovic a
cytomegalovirem. NK bunky exprimuji 75 kDa slozku IL-2 receptoru, jejich aktivitu zvySuje IL-2 a
interferony, které funguji synergicky a stimuluji proliferaci NK bunék. K lyze cilovych bunék dochéaz
podobnym mechanismem jako u CTL.

Bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach: (obr.4b)

Rada bunék s cytotoxickym potencidlem ma membranovy receptor pro Fc oblast Ab
molekuly. Tyto buiiky se mohou vézat na protilatkové molekuly navazané na cilovych bunkach a
nasledné je zabijet. 1 kdyz jsou tyto cytotoxické bunky nespecifické, specifita je zajistovana
protilatkou. Tento typ cytotoxicity je oznaCovan jako cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC).
Efektory jsou NK bunky, makrofagy, monocyty, neutrofily a eosinofily. ADCC zajistuje lyzu bunck
infikovanych viry, nebo zabijeni cizopasnych ¢ervu (schistosoma). Vazba efektorovych buné¢k na cile
pomoci Fc receptoru zvysuje metabolickou aktivitu téchto bunek i obsah lytickych komponent jejich
granul. Krom¢ toho aktivované monocyty, makrofagy a NK bunky vylucuji TNF, ktery mtze mit
cytotoxicky uc¢inek na cilové buniky. NK buiiky a eosinofily téZ obsahuji perforin.

Oddaleny typ piecitlivélosti:

Kdyz se né&které subpopulace aktivovanych T bunék setkaji s uritymi typy antigent,
vylucuji cytokiny, které indukuji lokalni zanétlivou reakci zvanou oddaleny typ ptecitlivélosti (DTH).
Reakce je charakterizovana mohutnym piilivem nespecifickych zanétlivych buné€k, zejména
mikrofagi. Tato reakce byla pozorovana uz v roce 1890 Robertem Kochem po intradermalni injekci
filtratu z Mycobacterium tuberculosis osobam, které prodélaly TBC. DTH sice mtze za urcitych
okolnosti zptsobit poskozeni tkané, ale tato reakce hraje vyraznou tulohu v obrané proti
intracelularnim patogentim.
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Faze DTH odpovédi: (obr.5a)

Vyvoj DTH odpovédi vyzaduje senzibilizacni casovy interval 1-2 tydny po prvnim
kontaktu s Ag. Béhem tohoto intervalu se komplexem Ag-MHC aktivuji Ty builkky a klonalné
expanduji. Jako Ag prezentujici buiiky funguji Langerhansovy bunky a makrofagy. Sekundarni
kontakt s Ag indukuje efektorovou fazi odpovédi. V této fazi aktivované T bunky sekretuji fadu
cytokini zodpovédnych za ptisun a aktivaci mikrofagt a dal$ich nespecifickych zanétlivych bunék.
Aktivované T bunky jsou obecné CD4+, ale v nékterych piipadech mohou i CD&+T bunky induko vat
DTH reakci. Aktivované T bunky jsou Casto oznacovany TDTH, ale ve skute¢nosti je to subpopulace
Ty bunék. Obecné to trva 24 hod. po druhém kontaktu s Ag, neZ se za¢ne rozvijet DTH odpovéd.
Vrchol odpovédi je pak za 48-72 hod. po podani Ag. V dob¢ plné rozvinuté DTH tvoii TDTH asi jen
5% ucastnicich se bunék. Zbytek je tvoren makrofagy a dalSimi nespecifickymi bunkami. Cytokiny
produkované TDTH indukuji krevni monocyty k adherenci na endotelialni bunky a migraci z krve do
tkani. Béhem tohoto procesu se monocyty diferencuji na aktivované makrofdgy. Aktivované
makrofagy vykazuji zvySenou fagocytdzu a schopnost zabijet mikroorganismy. Krome toho exprimuji
vetsi mnozstvi MHC II molekul a adhezivnich molekul, a proto jsou efektivnéjs$i v prezentaci Ag.
VétSinou je patogen rychle odstranén a dochazi k malému posSkozeni tkan€. V opacném ptipadé se
DTH odpovéd prodluzuje a intenzivni zanétliva reakce se vyviji v granulomatosni reakci. V
granulomu k sob¢€ navzijem tésné adheruji aktivované makrofagy, ziskavaji epiteloidni tvar a n¢kdy
fazuji v mnohojaderné obrovské buiiky. Diky zvySené koncentraci lysosomdlnich enzymi
uvoliovanych do okolnich tkani dochazi k jejich destrukci, k poskozeni krevnich cév a rozséhlé
tkanoveé nekroze.

Cytokiny zahrnuté v DTH: (obr.5b)

Cytokiny zahrnut¢ v DTH odpovidaji tém, které jsou produkovény Tyl subpopulaci. 1L-2
funguje autokrinné a zmnozuje populaci T buné€k produkujicich cytokiny. IL-3 a GM-CSF indukuji
hematopoézu granulocyti a monocyti.IFNt aTNFJ plisobi na endotelidlni butiky a usnadiiuji
pronikani monocytt a dalSich bun¢k ptes cévni sténu. Prvni se v postizené tkani objevuji neutrofily (za
6 hod)‘ pak monocyty (za 24-48 hod). Monocyty jsou smérovany do mista DTH odpovédi IFNT.
Migraci inhibujici faktor (coz je asi IL-4) brani mikrofagm migrovat z mista DTH reakce.
Makrofagy, které se akumuluji v mist¢ DTH reakce, jsou aktivovany zejména IFNt. Aktivované
makrofagy mohou aktivovat vic Tpm bunck, které sekretuji vice lymfokini a tim aktivuji vice
makrofagy.

Ochrannd uloha DTH odpovédi:

Rada intracelularnich bakterii a hub (Mycobacterium, Listeria, Brucella, Candida,
Prneumocystys carinu) indukuje DTH odpovéd, ktera zpisobuje destrukci bunék nesoucich
vnitrobunééné patogeny. Vyznam DTH v obran¢ proti t€émto patogeniim je ilustrovan u AIDS. Infekce
HIV zpusobuje vyraznou ztratu CD4+ T bunék, coz vede ke ztrat¢ DTH odpovédi. Pacienti s HIV
Casto té¢Zce onemocni tzv. oportunnimi infekcemi intracelularnimi bakteriemi, houbami ¢i prvoky.

Detekce DTH reakce in vivo a in vitro:

Intradermdlni injekce Ag vede ke vzniku charakteristické kozni 1éze. Pozitivni kozni test
prokazuje, ze jedinec ma populaci senzibilizovanych Tpmy bunék specifickych pro testovaci Ag.
Injekce PPD, proteinu ~5unécné stény mykobakterii, vyvold u jedincti v minulosti exponovanych
Mycobacterium tuberculosis zaCervenalou lehce nateklou tvrdou 1€zi v misté vpichu.

In vitro se DTH meéfi pomoci produkce migraci inhibujiciho faktoru (MIF), ktery je
sekretovan aktivovanymi Tpry buiikami. Lymfocyty jsou nejprve kultivovany za ptitomnosti Ag a
prezentujicich bunek. Supernatanty z téchto kultur jsou naplnény spolu s makrofagy do sklenénych
kapilar, které jsou horizontaln€ umistény do kultivatniho media. Zatimco v kontrolach makrofagy
migruji ven z kapilar, za pfitomnosti MIF zistdvaji v kapilare.
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Regulace imunity a imunologicka tolerance

Po kazdém podani Ag je regulaénimi mechanismy uréena vétev imunitniho systému, ktera
bude aktivovana, intenzita odpovédi a délka trvani.

Uz samotny Ag pusobi jako regulator. Bakterie, bakterialni produkty a rozpustné proteiny
indukuji produkci humoralnich Ab, intracelularni bakterie a viry indukuji bunéénou imunitu.

V nékterych ptipadech pritomnost kompetujiciho Ag miize regulovat odpoveéd’ na nepiibuzny
Ag. Napf. odpovéd na konské erytrocyty je vyrazné redukovana piedchozi imunizaci beranimi
krvinkami. Jde ziejmé o soutéZeni o prezentujici buiiky a tim aktivaci T bunék.

Protilatky vykazuji inhibici zpétnou vazbou na svou vlastni produkci. Je-li zvife imunizovano
antigenem injikovanym se specifickou Ab, nebo je tato Ab podana do 5 dnti po Ag, imunitni odpovéd’
na Ag je snizena az 100X. Mluvi se o supresi zprostfedkované protilatkou. Pasivné podané Ab ziejme
soutezi s B receptory o Ag, takze B buiiky nemohou klonélné expandovat. Tato kompetice sméruje B
bunéénou odpoved’ k vyssi afinité produkovanych Ab. Prave kvili supresi zprostfedkované protilatkou
nejsou nekteré vakciny podavany détem mladSim jednoho roku. Hladina pfirozené ziskanych
matetfskych IgG Ab transplacentirnim pfenosem pretrvavda 6 mesici po porodu. Kdyz jsou
novorozenci imunizovani vakcinou proti spalnickam nebo pfiusnicim, zptisobi pfitomnost mateiskych
protilatek nizkou Ab odpovédi a Spatny vyvoj imunologické paméti.

Na druhé stran¢ podani antiséra proti Rh antigenu Rh- matkdm s Rh+ prvnim ditétem brani
jejich senzibilizaci Rh Ag pfi porodu a tim zabrafuje vyvoji Rh-reaktivnich pamét'ovych bunék, coz
vyznamné snizuje riziko sekundérni matetské IgG odpovédi na fetalni Rh+ krev béhem nésledujiciho
téhotenstvi.

Regulace zprostiedkovana cytokiny:

Jiz dlouho bylo znamo, Ze produkce humoralnich Ab a Tpry jsou v inverznim vztahu. Mize
to byt vysvétleno slozenim cytokinu produkovanych béhem imunitni odpovédi. Je znamo, ze Tyl
subpopulace zprostiedkuje DTH, zatimco Tyx2 subpopulace podporuje tvorbu protilatek. IFNt
produkovany Tyl bunikami inhibuje proliferaci Ty2 bunék a IL-10 produkovany Ty2 bunikami inhibuje
produkci cytokynti Tyl buinkami.

Regulaéni funkce cytokinti také zahrnuje vybér Ig izotypti. Pfesmyk u B bunék aktivovanych LPS na IgGl a
IgE je indukovan IL-4, ale za ptitomnosti IFNt je piisobeni IL-4 blokovano. Takze rovnovaha mezi IL-4 a
IFN7 produkovanymi béhem imunitni odpovédi reguluje hladiny IgGl, IgE a IgG2a.

Idiotypova regulace: (obr.6)

Soudasné odhady ukazuji, Ze imunitni systém je schopen produkovat fadové 10"
protilatkovych specifit a 10" - 10" TCR specifit. Protoze my$ produkuje pouze 10® lymfocytil za den,
je béhem zivota mySi exprimovana pouze Cast tohoto potencidlu. protoze protilatky a T receptory
nejsou exprimovany béhem fetalniho vyvoje imunitniho systému, jejich variabilni oblasti mohou byt
rozpoznavany imunitnim systémem jako cizi.

V roce 1973 formuloval Niels Jerne svou teorii imunologické sité, za kterou dostal v roce
1985 Nobelovu cenu. Podle této teorie kazdéd protilatka indukovana antigenem indukuje tvorbu Ab
proti své variabilni oblasti. Jednotlivé Ag determinanty variabilni oblasti se nazyvaji idiotopy a jejich
suma je idiotyp. V nékterych ptipadech je idiotop identicky s vazebnym mistem pro Ag .paratopem,
jindy lezi idiotopy vné paratopu. béhem Ab odpovédi primarni Ab indukuji tvorbu sekundarnich Ab,
tzv. antiidiotypovych Ab (Ab2). Proti jednotlivym idiotopim na Ab2 se tvofi Ab3 atd. Ab3 nékdy
napodobuji Abl, a tak se sit’ sama limituje snizenou produkci Ab v kazdé nasledné aktivaci.

Antiidiotypova regulace mtize fungovat i u T bunék, protoze T receptory obsahuji téz
variabilni oblasti. idiotypova sit' pfedstavuje komplex interagujicich bunck, ktery funguje bud
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zesilenim nebo potlac¢enim imunologické aktivace.

Zakladnim principem teorie je to, Ze nékteré antiidiotypové protilatky reagujici s paratopem
nesou vnitini obraz plvodniho antigenniho epitopu. Tyto antiparatopové protilatky napodobujici
puvodni epitop udrzuji imunitni systém aktivovany i v nepfitomnosti plivodniho Ag. To muze
zajistovat dostatecnou klonalni proliferaci a produkci pamét'ovych bunék.

Antiidiotypové protilatky byly uspé$n¢€ pouzity k indukci protektivni imunity proti virlm
vztekliny, sérové hepatitidy B, listeriim, streptokokdim, trypanosomam a schistosomam.(obr.7a)

Suprese zprostiedkovana T bunkami:

KdyzZ jsou zvifata imunizovana velkymi davkami Ag, stavaji se tolerantni neboli neodpovida
na tento Ag. tato neodpovidavost mize byt pfenesena na syngenni mysi T bufikami zvanymi proto
supresorové (Ts) buiiky. Bylo prokdzino, ze supresivni efekt je Ag specificky. V nékterych piipadech
Ts buiiky uvoliiovaly supresorické faktory, nékteré Ag specifické, jiné idiotypové specifické.

Byla postulovana jest¢ dalsi subpopulace T lymfocytt - regulacni T lymfocyty (Tregs).
Patii do subpopulace CD4+ lymfocyti, jejich charakteristické znaky jsou CD25+ (alfa fetézec
IL-2 receptoru) a Foxp3+ (transkripéni faktor). DéEli se na pfirozené a indukované. Idukovat je
1ze z naivnich CD4+ T lymfocytl piisobenim TGF-beta. Tregs produkuji imunosupresivni
cytokiny jako IL-10, TGF-beta nebo IL-35, granzym A a perforin a molekulu CTLA-4, ktera
zpusobuje imunosupresi T lymfocytil po interakci s kostimulacnim receptorem CD28. Hlavni
vyznam Tregs spociva v obrané proti autoimunité, ale Tregs jsou €asto zneuZzivany nadory

nebo patogeny.

Indukce imunologické tolerance:

Imunologickd tolernace k vlastnim antigenim se vyviji béhem zrani imunitniho systému,
experimentaln¢ indukovana tolerance znamena neodpovidavost na Ag, ktery je normaln¢ imunogenni.

Fetalni a neonatalni indukce tolerance:

Uz v roce 1945 pozoroval Owen, Ze neidentickd dvojcata narozena kravam, jejichz placenty
zfuzovaly v Casném vyvojovém stadiu (coz vedlo ke smiSeni cirkulujicich bun¢k a antigenil) byla
tolerantni k antigenné¢ odlisSnym krevnim bunkam druhého dvojcete. Burnet toto zjisténi pozdéji
formuloval tak, Ze rozpoznani vlastniho je cosi, co se musi jedince naucit a co neni dédi¢né. Ukazalo
se, Ze pro vyvoj tolerance je dulezité piezivani alogennich bun¢k v chimerickéin jedinci, zatimco
proteinové antigeny jsou rychle likvidovany fagocyty. Indukce tolerance u novorozenych mysi
vyzaduje 100X nizsi koncentrace proteinovych Ag nez u dospélych mysi, coz odporuje predstavu, ze
nezralé lymfocyty se mohou snaze naudit toleranci nez zralé. Existuje pfedstava, ze interakce
nezralych B bunék s vlastnimi Ag indukuje ztratu IgM receptoru a tim zpusobuje toleranci k
vlastnimu.

Indukce tolerance v dospélosti:

Pro navozeni tolerance je dilezity zptisob podani Ag. Nejvyhodnéjsi je intravendzni injekce.
Dobrymi tolerogeny jsou Ag, které se obtizn€ fagocytuji a zpracovavaji makrofadgy (deagregované
proteiny, polymery D aminokyselin).

Imunizace riznymi ddvkami bovinniho sérového albuminu (BSA) ukézala, ze existuji dveé
zOny tolerance v zdvislosti na ddvce antigenu. Davky nad 10 mg a pod 1 pg s maximem 1 ng. Mezi
témito zénami byla imunogenni zéna.(obr.7b)

Tolerance mize byt indukovana u T i B bunék, které se vSak liSi ddvkou Ag potiebnou k
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indukci tolerance a délkou trvani tolerantniho stavu. Thymocyty se stdvaji tolerantnimi diive a
zlstavaji tolerantni déle nez buiky kostni dien¢.

Mechanismus indukce tolerance:

Kontakt vlastniho Ag s receptorem na nezralych T a B bunkach indukuje bud’to smrt téchto
bunék (klondlni delece), nebo stav neodpovidavosti (klondlni anercrie), kdy jsou lymfocyty reagujici s
Ag ptitomny, ale jsou funk¢éné neaktivni.

K indukci tolerance u nezralych T a B bun€k dochazi v lymfatickych organech béhem zrani.
Je vsak obtizné si predstavit, Zze vSechny moZné vlastni antigeny maji pfistup do kostni diené nebo
thymu. Zda se, ze jsou produkovany imunokompetentni T a B bunky s receptory pro vlastni Ag. U
téchto zralych perifernich lymfocytd musi byt téZ indukovana tolerance k vlastnim Ag. To je zv1asté
dilezité u B bunék, jejichZ receptory se béhem vyvoje imunitni odpovédi méni diky somatickym
mutacim. jednou z moznosti je, Ze zatimco interakce s Ag za pfitomnosti kostimulacniho signalu od
Ty bunck vede k imunité interakce s Ag bez kostimula¢niho signalu vede k toleranci.(obr.8)

To by mohlo mit obrovsky vyznam pro alergiky, u kterych by podéni alergenu

spole¢né s blokatorem sekundarniho signdlu indukovalo stav alergie k alergenu.

Komplement

Proteiny a glykoproteiny tvofici komplementovy systém jsou vétSinou produkovany hepatocyty. Slozky
komplementu (C’) tvofi 15% sérovych globulind a cirkuluji v séru ve funkéné neaktivni forme, nekteré jako
proenzymy s maskovanym aktivnim mistem. Pfi aktivaci se od proenzymu odstipne inhibi¢ni fragment a
exponuje se aktivni misto. Aktivace C~ systému zahrnuje sekvencni enzymatickou kaskadu, ve které
proenzymovy produkt v jednom stupni je katalytickym enzymem v dal$im stupni.

Slozky komplementu se oznacuji ¢isly (C1-C9). Peptidové fragmenty jsou po aktivaci oznacovany malymi
pismeny a to tak, ze mensi fragment je oznacen ”a” a vétsi fragment ’b”. Komplexy s enzymatickou aktivitou

jsou oznaceny carou nad Cisly nebo pismeny (z technickych divodi bude v tomto textu oznadeno tuc¢nou

kurzivou) (napi. C4b2b).
Pocateéni stupné¢ aktivace komplementu vedouci ke vzniku C5b mohou probihat dvéma cestami: klasickou a
alternativni. Kone¢né stupné vedouci ke vzniku komplexu poskozujiciho membranu jsou stejné pro obé cesty

(obr.1).

Klasicka cesta aktivace komplementu:

Je zahdjena tvorbou rozpustnych Ag-Ab komplexe nebo vazbou Ab na Ag na povrchu cilové bunky. Klasicka

cesta miize byt aktivovana IgM a nékterymi podtiidami IgG.

Vazba Ab-Ag indukuje konformacni zmény v Fc oblasti Ab, které exponuji vazebné misto pro C1 slozku C*.
C1 existuje v séru jako makromolekuldrni komplex sestdvajici z C1q a dvou molekul Clr a Cls. Komplex je
stabilizovan Ca**. Clq molekula je tvofena 18 polypeptidickymi fetézci, Clrps, zaujimd dvoji moznou
konfiguraci. Volny ptfipomind tvarem S, vazany na Clq ma podobu ¢isla 8. Kazda C1 molekula se musi vazat

nejméné na dvé Fc oblasti. V jedné molekule pentameru IgM navdzaného na néjaky povrch jsou exponovana
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nejméné 3 vazebna mista pro C1lq. IgG obsahuje jen jedno vazebné misto pro Clq, a proto je pevné vazby Clq
dosazeno pouze, kdyz jsou dvé molekuly IgG vzdaleny 30—40 nm. K 1yze erytrocytu komplementem staci jedna
molekula IgM, ale nejméné 1000 molekul IgG. Vazba Clq na Fc indukuje konformacni zménu v Clr, ktera
autokatalyticky pteméni Clr na aktivni esterazovy enzym. CIr potom §tépi Cls na podobny aktivni enzym CIs.
C1s ma dva substraty C4 a C2. Odstépenim C4a od C4 pomoci CIs se exponuje vazebné misto na C4b. C4b se
pak pfipoji k cilovému povrchu pobliz C1 a proenzym C2 se pak navaze na vazebnému misto na C4b. Zde je z
ngj pomoci Cls odstépen fragment C2a. Vznikly C4bC2b komplex je nazyvan C3/C5 konvertdza, protoze
konvertuje C3 a C5 proenzymy na enzymaticky aktivni formy. Hydrolyza kratkého fragmentu C3a vede ke
vzniku C3b. Jedna molekula C3/C5 konvertazy mtize vytvofit vice nez 200 molekul C3b, coz vede k vyrazné
amplifikaci na tomto stupni aktivace C’. C3b se vaze na povrch ciziho antigenu a slouzi jako vazebné misto pro
C5. Konvertazovy enzym pak odstépi CS5a za vzniku C5b. Véazana C5b pak iniciuje tvorbu komplexu
poskozujiciho membranu. C3b téz slouzi jako dilezity opsonin, protoze fagocytujici buniky maji receptor pro
C3b. (obr.2)

Alternativni cesta: (obr.3)

Zahrnuje 4 sérové proteiny: C3, faktor B, faktor D a properdin. Alternativni cesta je aktivovdna cizimi
povrchovymi slozkami, napf. slozkami bun&éné stény bakterii (g" 1 g). Sérovd C3 spontanné hydrolyzuje na C3a
a C3b, C3b slozka se pak vaze na cizi povrchové antigeny, nebo dokonce na vlastni buiiky. Membrany vétSiny
sav¢ich bunék maji vysoky obsah kyseliny sialové, ktera prispiva k rychlé inaktivaci vazanych C3b molekul.

C3b vaze dalsi sérovy protein faktor B, ktery slouZzi jako substrat, pro pro faktor D. Faktor D §tépi vazany
faktor B za vzniku C3bBb. Tento komplex je analogicky komplexu C4b2b a ma C3/C5 konvertazovou aktivitu.
Tato aktivita ma polocas pouze 5 minut, pokud se na C3bBb nevaze dalsi sérovy protein properdin, ktery tento
polocas prodluzuje na 30 min.

C3bBb muize aktivovat nehydrolyzovanou C3 k autokatalytické produkci dal§ich molekul C3b.

Tvorba komplexu poSkozujictho membranu:

Terminalni sekvence aktivace C zahrnuje C5b, C6, C7, C8 a C9. Po vazbé C5 na neenzymatickou slozku
C3/CS konvertazy C3b je C5 rozstépena na CSa, kterd oddifunduje a Cb5 fragment, ktery ma vazebné misto pro
nasledujici slozky C” tvofici komplex poskozujici membranu. C5b je extrémné labilni a inaktivuje se béhem 2
minut, pokud se na ni nenavaze C6. Jakmile se na C5b6 navaze C7, dojde u ni ke zméné struktury exponujici
hydrofobni oblasti slouzici jako vazebna mleta pro membranové fosfolipidy. To umoziuje komplexu C5b67
vnofit se do fosfolipidové dvojvrstvy. Kdyz reakce prob&éhne na imunnim komplexu, komplex se nemtize
zakotvit v membrané a je uvolnén. Uvolnény komplex se mize vazat na okolni bunky a zpusobit jejich
poskozeni. Vazba C8 na C5b67 komplex vede také k expozici hydrofobni oblasti u C8, kterou tato slozka
interaguje s plazmatickou membranou. Komplex C5b678 vytvari malé pory (pomér 10 A (angstremt)), které

vedou k lyze cervenych krvinek, ale ne jadernych bun€k. Koneénym stupném je vazba a polymerace C9,
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molekuly podobné perforinim. Uplny membranu poskozujici komplex ma tubularni tvar a primér pora 70- 100
A.. Protoze témito péry mohou volné difundovat ionty a malé molekuly, nemohou udrzet svou osmotickou

stabilitu a lyzuji,.

Regulace komplementového systému:

Klasicka i alternativni cesta aktivace C’ zahrnuje mnozstvi extrémné labilnich slozek, které se spontanné
inaktivuji, jakmile difunduji od cilové bunky. Napi. vazebné misto na C3b spontanné hydrolyzuje, jestlize
difunduje 40nm od C4b2b nebo C3bBb konvertdz. Tato rychla hydrolyza brani vazbé C3b na okolni burky.
Kromé toho ob¢ cesty obsahuji regulacni proteiny, které inaktivuji rtzné slozky C°. Napt. glykoprotein

oznacovany jako C1 inhibitor tvoti komplex s Clr,s; a tim zpusobuje jeho disociaci od Clg, ¢imz brani dalsi

aktivaci C4 a C2. Aby se zabranilo poskozeni zdravych bunék C3b, existuje fada tzv. regulatord aktivace

komplementu (RCA), coz jsou proteiny, které brani vzniku C3/C5 konvertazového komplexu. RCA proteiny

zpuisobuji také disociaci C3 konvertizy. Regulatni proteiny funguji i na Urovni komplexu poskozujiciho
membranu. Napf. na membrané Siroké Skaly bun€k jsou dva proteiny (HRF a CD59), které chrani bunky pred
nespecifickou lyzou tim, Ze se vatou na C8 a brani pfipojeni C9 a jejimu v¢lenéni do membrany. Tyto proteiny

blokuji C9 pouze v piipade, ze C je ze stejn¢ho zivocisného druhu jako buiky.

Komplementové receptory:

Kazda Cervena ¢i bila krvinka ma receptory pro nékteré slozky C’. Tyto receptory zprostiedkuji biologické
aktivity komplementového systému. Krom& toho nékteré receptory hraji Ulohu ve vazb& a degradaci

komplementovych slozek.

Komplementovy receptor typu 1 (CR1):

Je to glykoprotein s vysokou afinitou pro C3b, ale mize vazat i C4b s nizsi afinitou. CR1 je na erytrocytech,
monocytech, makrofagach, neutrofilech, eosinoiilech, B buiikach a nékterych T bunkach. Bunky s C1R vazou
imunni komplexy a komplexy Ag-C3b. Vazba C3b nebo C4b na ORI umozhuje jejich proteolytickou degradaci

faktorem I.

Komplementovy receptor typu 2 (CR2):

Vaze degradacni produkty C3b a je pouze na B a nékterych T bunkach. Je receptorem pro virus Epsteina a

Barrové (EBV).

Komplementové receptory typu 3 a4 (CR3 a CR4):
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Primarné vazi degradacéni produkty C3b slozky. Jsou na makrofagach, monocytech, neutrofilech, NK bunkach
a nckterych T bunkach. Jsou cleny integrinové rodiny spoleéné s LFA—I1. Vazba castic obalenych

komplementem na CR3 spousti fagocytdzu.

Vazba fragmentti C3a, C4a a C5a na receptory na bazofilech a Zirnych.buiikach indukuje jejich degranulaci a
uvolnéni farmako1ogicky aktivnich mediatora.

Biologické nasledky aktivace komplementu:

Komplement slouzi jako amplifikator imunitni odpovéi na invadujici mikroorganismy a viry.
Membranu poskozujici komplex muze lyzovat Siroké spektrum mikrobil, vird, erytrocyti a jadernych
bungk. Alternativni cesta slouzi jako dulezity pfirozeny systém nespecifické obrany proti infekci. Vétsina
obalenych vird je kromé& bakterii citlivd ke komplementem zprostfedkované lyze. Zatim co gramnegativni
bakterie jsou citlivé k lytickym Uginkim komplementu, grampozitivni jsou resistentni, protoze
peptidoglykanova vrstva v bunécné stén€ brani proniknuti membranu poskozujicitho komplexu k wvnitini
membrang. Rezistence nekterych g- bakterii ke komplementu je spojena s jejich zvySenou virulenci.

Fragmenty C3a, C4a a C5a zvané agnafylatoxiny indukuji degranulaci zirnych bunck a bazofila.
Uvolnéné mediatory indukuji kontrakci hladkych svali a zvySenou vaskularni permeabilitu. C5a indukuje
pronikani monocytti a makrofagti pies cévni sténu do mista aktivace C” a tak se vyznamné Ugastni zanétu. (Obr.
5a)

C3 je hlavnim opsoninem komplementového systému. C3b obalené antigeny se vazi na buiiky nesouci
CRI. Tim je zesilena fagocytdza Ag. Aktivace fagocytli C5a anafylatoxinem zvySuje mnozstvi CR1 molekul az

10X a tim usnadiiuje fagocytdzu opsonizovanych ¢astic. (Obr. 5b)

Nékteré viry mohou aktivovat alternativni nebo dokonce klasickou cestu za nepfitomnosti Ab. U
vétSiny virl vazba sérovych protilatek na strukturni antigeny poskytuje vhodné podminky pro aktivaci C°
klasickou cestou. Komplement umoziuje virovou neutralizaci tvorbou velkych agregatti, obalené virové ¢astice
se nemohou adsorbovat na virové receptory. Krom¢ toho zvySuje C’ fagocytdzu virovych ¢astic, obalené viry

mohou byt komplementem uc¢inn€ lyzovany.
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Precitlivélost

Zékladni déleni:
-~ Casnd precitlivélost, iniciovand vazbou Ab na Ag

- oddalena precitlivélost, bunikami zprostiedkovana, iniciovana Ty buiikami.

Na zaklad¢ diferenci efektorovych molekulach se hypersenzitivni reakce déli na 4 typy.(Obr. 6)..

Typ I - hypersenzitivita zprostiedkovand IgE protilatkam. (Obr.7)

Je indukovana uritymi typy Ag, oznaCovanymi jako alergeny. Alergen indukuje vznik pamée ovych a
plazmatickych bun€k sekretujicich IgE obvyklym zpiisobem. IgE Ab se vazi s vysokou afinitou na Fc receptory na
povrchu tkanovych zirnych bun€k a krevnich basofill a tim je senzibilizuji. Pfemosténi IgE molekul vazanych na

membranu vede k degranulaci téchto bun¢k a k uvolnéni farmakologicky aktivnich medidtorti. Zakladni ucinek

téchto latek - vazodilatace a kontrakce hladkych svalt - mize byt systémovy nebo lokalizovany.

Nasledky téchto reakci mohou byt systémova anafylaxe, astma, senna ryma nebo ekzém.

Systémova anafylaxe:

Je Sokovy a Casto fatalni stav, ktery nastava béhem minut po podani alergenu.

Anafylaxe - z feCtiny ana = proti, phylaxis ochrana.

Modelem pro studium anafylaxe je morce. Aktivni senzibilizace se dosahne jednou injekci ciziho proteinu
(vajeéného albuminu). Po inkubaci asi 2 tydny se zvifeti poda intraven6zné tentyZz Ag. Béhem jedné minuty zane
byt zvite neklidné, obtizné dycha, klesne mu krevni tlak. Diky kontrakci hladkych svald traviciho a vylucovaciho
ustroji intenzivné vylucuje. Za 2-4 min. po podani Ag hyne udusenim diky stazeni bronchiolti. Pfi¢inou je systémova
vazodilatace a kontrakce hladkych svalli zpisobend uvolnénymi mediatory. U lidi mohou tyto reakce vyvolat latky

obsazené ve velim, vosim ¢i mravenc¢im zihadle, nékteré 1éky (penicilin), antitoxiny nebo motské ryby.

Lokalizovana anafylaxe:

Je omezena na cilovou tkan nebo organ v misté vstupu alergenu. Tendence k lokalizovanym anafylaktickym

reakcim je dédi¢na a nazyva se aropie. NejcastejSim projevem lokalni anafylaxe je alergicka ryma zvand sennd ryma.
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Je vysledkem reakce vzdusnych alergenii se senzibilizovanymi Zirnymi bunkami ve spojivce a nosni sliznici.
Uvolnéné mediatory pusobi lokalizovanou vazodilataci a zvySenou kapilarni propustnost. Pfiznaky jsou exudat ze

spojivky a nosni sliznice, kychani a kaslani. Pfi astmatu je anafylakticka reakce lokalizovand v dolnim respira¢nim

traktu. StaZeni bronchii plsobi dychaci obtize (sipani). Neékteré alergeny z potravy mohou také vyvolat
lokalizovanou anafylaxi projevujici se zvracenim a prijmem. Jinym projevem je atopicka koptivka, kdyz je alergen z
potravy piiveden ke koznim zirnym bunkam.

Mediatory uvolniované béhem hypersenzitivni reakce typu I Casto indukuji lokalni zanétlivou reakci nazvanou

reakce pozdni fdze. Zacina se vyvijet za 4-6 hod po Casné reakci a trvd 1-2 dny. Reakce je chrakterizovéana infiltraci

bungk, z nichz nejdilezitéjsi jsou eosinofily. Degranulujici zirné bunky totiz uvoliuji chemotakticky faktor pro

eosinofily. Eosinofily maji receptor pro IgG a IgE a vazi komplexy Ab-alergen, coz vede k jejich degranulaci a

uvolnéni fady mediatord zanétu.

Alergeny:

Vétsina lidi produkuje IgE protilatky jako obranu proti parazitickym infekcim. Atopické osoby v§ak maji defekt v

regulaci IgE odpovédi, coz umoziiuje neparazitickym alergentim stimulovat hypersenzitivni reakce typu L.

Reaginové protilitky (IgE):

Ptenos hypersenzitivity sérovymi Ab byl prokdzan uz v roce 1921 Prausnitzem a Kustnerem (P-K kozni reakce).

Hladina sérového IgE u normalnich lidi je asi 0,1-0,4 ug/ml, ani u tézkych alergikti nepresahuje 1 pug/ml. Az
objeveni IgE myelomu umoznilo stanovit jeho m.h. na 190 000 ~.IgG ma 150 000) a ptitomnost 4. domény v
konstantni oblasti tézkych fetézcu.

Cilovymi bunkami pro IgE jsou zirné buiky pfitomné v pojivové tkani zvlasté blizko krevnich a lymfatickych cév,

v kuzi a sliznicich a basofily, tvotici 0,5-1% cirkulujicich bilych krvinek.

Fc receptory pro IgE:

Fc.RI je vysoce afinni receptor specificky pro Cyx2 doménu IgE. Je na povrchM basofild a Zirnych bunék. (Obr.8)
B buniky, makrofagy a eosinofily exprimuji Fc.RII s mensi afinitou, specificky pro Cy3 doménu IgE.
Fc.RI obsahuje 4 polypeptidické fetézce, z nichz jeden ma doménovou strukturu podobnou imunoglobuliniim,

dalsi dva fetézce vykazuji homologii s CDe molekulou a mohou byt zahrnuty v prenosu signalu o vazbé alergenu do

bunky.
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Mechanismus degranulace zprostiedkované IgE:

Degranulace zacind premosténim IgE molekul vazanych na receptory alergenem. Podobny efekt maji 1 protilatky
proti samotnym receptordm. Béhem 15 sec, po premosténi dochazi k metylaci membranovych fosfolipidi. Dochazi
ke vzniku a akumulaci fosfatidylcholinu, coZ zvysuje tekutost membrany a umoziuje vznik kanalti pro Ca** ionty.
Pifjem Ca®* dosahuje maxima 2 min. po pfemosténi receptorii a aktivuje fosfolipazu; ktera §tépi fosfatidylch6lin na

arachidonovou kyselinu, ktera je ddlezitym prekurzorem dvou skupin mediatort, prostaglandini a leukotriend.

Soucasn¢ dochazi k prechodnému zvyseni adenylat cyklazové aktivity vazané na membranu, coz vede k prudkému
naridstu cAMP. Ten se uplatiiuje prostiednistvim aktivace cAMP dependentnich proteinovych kinaz. Ty fosforyluji
membranové proteiny granul a méni jejich propustnost, ¢imz prispivaji k jejich fizi s plazmatickou membranou a

uvolnéni mediatort z granul.

Mediatory reakci typu I:

D¢li se na primarni a sekundarni.

Primarni medidtory jsou pfitomné v granulech a zahrnuji histamin, proteazy,chemotakticky faktor pro eosinofily a

heparin.

Sekundarni medidtory jsou syntetizovany po aktivaci cilovych bun¢k a jsou uvoliiovany béhem degranula¢niho

procesu. Zahrnuji faktor aktivujici desticky, leukotrieny a prostoglandiny.

Histamin:
Je hlavni slozkou granul Zirnych bunék. Jeho biologicky Uginek je pozorovan béhem minut po degranulaci. Vaze

se a dva typy receptori. Vazba na H; indukuje kontrakci hladkych svald a zvySuje propustnost cév a sekreci hlenu.

Vazba na H, receptory zvySuje vazopermeabilitu a dilataci a stimuluje exokrinni zlazy.

Leukotrieny:

Jejich efekt je vyrazngjsi nez u histaminu a déle trva. 1000X Uginné&ji vyvolavaji stazeni bronchii ve srovnani s

histaminem.
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Leukotrieny ziejmé zptisobuji dlouhodobé bronchoepasmy u astmatikd.

Regulace hypersenzitivni odovédi typu I:

Tento typ precitlivélosti je ovliviiovan dédi¢nosti. U obou alergickych rodica je 50% Sance, Ze dit€¢ bude alergik,
kdyz je alergicky jeden z rodict je tato moznost 30%.
Nizké opakované davky vhodného Ag indukuji perzistentni igE odpovée, vyssi davky vedou k pfesmyku na
IgG. Produkce IgE je podporovdna Ty2 subpopulaci prostfednictvim IL-4. Naopak IFNy snizuje tvorbu IgE.
Produkce IgE je regulovana téz faktory vazajicimi IgEmolekuly. Tyto faktory jsou produkovany T buikami a jejich
supresivni nebo potenciaéni Uéinek je determinovan jejich glykosylaci.

Detekce hypersenzitivity typu 1:

Nejcastéji se uzivaji kozni testy, kdy se malé mnozstvi alergenu pichne ptimo do kiize, nebo se pouzije
skarifikace. Alergicka reakce se projevi zarudnutim v misté¢ vpichu béhem 30 min. U nékterych jedincti nasleduje
reakce pozdni faze vyvoland poskozenim tkdn¢ obsahem eosinofilnich granul.

Jinou metodou je urceni celkovych IgE protildtek radioimunosorbentnim testem (RIST). Tato technika
umoziuje prokdzat nanogramova mnozstvi IgE. Pacientovo sérum se piida k agar6zovym kulickdm nebo papirovym
diskiim s navazanym krali¢im anti-IgE. Po promyti je ptidno totéZ antisérum znagené '*I. Promyté kuli¢ky nebo
disky se pak méfi v gama pocitaci. (Obr.9 )

V podobném radioalergosorbentnim testu (RAST) je na kulicky nebo disky navazan alergen, takze se stanovuje

specificky IgE.

Lécba precitlivélosti typu I:

Imunoterapie zvySujicimi se davkami alergenu muize zplsobit pfesmyk na IgG, které jsou pak produkovany jako

blokujici protildtky, soutézici o alergen s IgE. Jedna davka alergenu, ktery se aplikuje subkutanné nebo sublingualné
(pod jazyk), je 100x vyssi nez celkova davkla alergenu, kterou pacient dostane pfirozenou cestou (pies sliznice).
Alergenova imunoterapie vede k imunni deviaci, tj. pfepnuti z Th2 na Thl odpovéd’. To je doprovazeno zvysenou
produkei Thl cytokini (IFN-y) a indukci Treg lymfocytd. Ty produkuji regulacni cytokiny jako IL-10, TGF-3 a IL-

35. Vysledkem imunoterapie je produkce alergen-specifickych IgG4 protilatek, které soutézi s IgE o alergen.

Antihistaminika se vazi na histaminové receptory a blokuji vazbu histaminu.

Protilatkami zprostredkovana cytotoxicka hypersenzitivita (typ 1I):
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Zahrnuje protilatkami zprostfedkovanou destrukci bun€k. Provazi krevni transfuze, pri kterych hostitelovy Ab

reaguji s Ag na inkompatibilnich krvinkdch. Efektorovymi mechanismy jsou komplement, ADCC, eventuelné
opsonizace cizich krvinek a jejich fagocytéza. Protiklatky proti krevné skupinvym antigeniim jsou obvykle IgM,
které dobfte aktivuji komplement. ABO inkompatibilita se projevi béhem hodin po transfuzi volnym hemoglobinem
vkrvi a hemoglobinurii. Cast hemoglobinu je pfeménéna na bilirubin, ktery je ve vys§ich koncentracich toxicky.
Pfiznaky jsou teplota, mrazeni, nevolnost, srazeni krve v cévach. Pfi akumulaci hemoglobinu v ledvindch hroz{
tubuldrni nekréza.
Hemolytické onemocnéni novorozencit se vyvijikdyz matetské protilatky proti fetdlnim erytrocytim projdou
placentou. Erythroblastosis fetalis se mize vyvinout Rh- matek s Rh+ ditétem. Matka se imunizuje Rh antigenem
ditéte pfi prvnim porodu, vytvofi s e pamnét'ové buiiky a hrozi nebezpeci, ze pri dalsim té€hotenstvi anti-Rh protilatky
proniknou placentou a poskodi fetus. Proto se podavaji béhem 24-48 hodin po prvnim porodu anti-Rhn protilatky
(Rhogam), které umozni odstranéni erytrocyt ditéte z krevniho ob&éhu matky a tim zabrani vytvofeni pamétovych
bunek.

Hemolytickd anemie mtize byt nékdy zptisobena vazbou nékterych antibiotik na Cervené krvinky. Tato antibiotika

pak funguji jako hapteny a protilatky, které se proti nim tvoii, indukuji lyzu krvinek komplementem.

Precitlivélost zprostredkovand imunnimi komplexy (typ 11I):

Ackoli tvorba imunnich komplext vétSinou usnadiiuje elminaci Ag , v nékterych piipadech mize velké mnozstvi
imunnich komplext vést k poskozeni tkani.

Lokalni ukladani komplexi blizko mista vstupu Ag vyvola Arthusovu reakci (Obr.10) pokud jsou komplexy
tvofeny v krvi, dochazi k poskozeni tkan¢, ve které se ukladaji. Hypersenzitivni reakce typu III. Se vyviji, kdyz
imunitni komplexy aktivuji komplement. Fragmenty slozek C C3a,C4a a C5a jsou anafylatoxiny, které pasobi
lokalni degranulaci zirnych bunék a nasledné zvyseni propustnosti cév . Kromé toho pisobi jako chemotektické
faktory pro neutrofily Poskozeni tkané je pak vysledkem plsobeni lytickych enzymii uvolnénych neutrofily.

Injekce Ag do kuze zvifat s vysokym titrem Ab vyvola lokalni tvorbu imunitnich komplext a akutni
Arthusovu reakci. Reakce je charakteristicka vysokym obsahem neutrofilti, akumulaci tekutin (otok) a ervenych
krvinek (erytém). Arthusova reakce se nékdy vyviji u precitlivélych osob po $tipnuti bodavym hmyzem.

Po intravenoznim poddni velkého kvanta Ag se tvoti malé komplexy, které se obtizné fagocytovatelné. Ty
mohou zpisobit poskozeni tkani reakci typu III. Za dny aZ tydny se u pacientd vyvine sérovd nemoc s priznaky

teploty, slabosti, vyrazky, zvétseni lymfatickych uzlin, bolesti kloubii a nékdy se zanétem ledvin.

Hypersenzitivita zprostiedkovand Tpry busikami (typ IV):

Vyviji se v pfipad€, ze likvidace Ag patogena neni dostatecné GCinnd a vede k chronické DTH reakci

s nadbytkem makrofigi a kontinudlnim uvolflovanim lysozomdlnich enzymti a néslednou destrukci tkané.
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Granulomatosni kozni reakce doprovazejici lepru a plicn ikavitace jsou charakteristické pro tuberkulozu. V koznim

DTH testu se 1éze (zalervenani, otok) vyviji za 48-72 hodin po intradermdlni injekci antigenu (purified protein
derivative, PPD).
Rada kontaktnich dermatitid ( na formaldehyd, nikl, terpentyn a rizné kosmetické prostiedky) je

zprostiedkovana Tpry buiikami.

Vakciny

1977 — eradikace viru varioly diky vakcinaci vakcinidlnim virem.
250 rnilioni lidi je chronicky infikovano virem hepatitidy B. Malarii onemocni ro¢n€ 200 miliona lidi, 1-

2 miliony jich umird. Odhaduje se, ze 10 - 20 mil. lidi je infikovano HIV.

Aktivni a pasivni imunizace: (obr.1)

Pasivni imunizace:

Predem vytvoiené Ab jsou pieneseny do piijemce. To se mliZe stat pfi pienosu Ab z matky na plod,
nebo injekci imunniho séra piijemci. Injekce koniského antiséra se dava pii podezieni na tetanus, pasivni
imunizace je rutinné uzivana u botulismu zaskrtu, hepatitidy a vztekliny. Pasivné podana séra poskytuji
ochranu proti hadimu ustknuti.

Pfi imunizaci heterolognimi séry mize antiizotypova odpovéd produkovat IgE Ab, coz mize vést k

anafylaktickému Soku. Uklddanim imunnich komplexii mize vyvolat hypersenzitivni reakci III typu.

Aktivni imunizace:

Se dosdhne prirozenou infekei nebo uméle vakeinaci. Pii vakcinaci je dalezita iloha pamétovych
bunék v imunité, kterd souvisi s inkuba¢ni dobou patogenu. V ptipadé chiipky, kterda ma velmi kratkou
inkubaéni dobu, se piiznaky nemoci uz rozvijeji v dobé&, kdy se pamétové buiiky teprve aktivuji. U¢inna
ochrana proti chiipce proto zavisi na udrzeni vysoké hladiny neutralizacnich Ab opakovanou imunizaci. U
patogenii s dlouhou inkubaé¢ni dobou neni ptitomnost Ab v dobé infekce nezbytna. Napi. poliovirus
potiebuje vice nez 3 dny k infekci CNS. Inkubacni doba poskytuje pamét'ovym bunkam dost ¢asu k vyvoji
Ab odpovédi. Proto je u vakciny proti polio dilezita indukce imunologické paméti.

Vakciny, které maji indukovat humeoralni imunitu musi obsahovat imunodominantni B epitopy.
Kromé toho musi takova vakcinace brat v uvahu i lokalizaci potencidlniho patogena tak, aby mohl byt
ptislusnymi Ab izotypy dostizen. Napf. pfi imunizaci proti kapavce je tfeba produkovat sekrecni IgA
blokujici ptilnuti bakterii k sliznicnim buiikam. Injekéné podané vakciny indukuji tvorbu zejména TgM a
IgG Ab, nikoli sekre¢niho IgA. Proto musi byt vakcina aplikovana na sliznice a vydrzet zde dostate¢né

dlouhou dobu.
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U nékterych typt infekei je dulezitéj$i bunééna imunita. Proto musi ptislusna vakcina aktivovat T
bunky. Vzhledem k tornu, Ze T epitopy jsou interni, hydrofobni a. linedrni peptidy, musi byt vakcina
zpracovana bunkami prezentujicimi Ag a prezentovana ve spojeni s MHC II molekulami. K aktivaci T,
bun¢k musi byt vakcina schopna replikace v hostitelovych bunkéach a jeji peptidy jsou prezentovany s
MHC 1. Z téchto divodi jsou k indukci buné¢né imunity nejvhodné;jsi atenuované vakciny. Pritom je
tieba si uvédomit, ze imunodominantni epitop pro jednoho jedince nemusi byt imunodominantni pro

jiného jedince exprimujictho jiny haplotyp MHC molekul.

Atenuované virové a bakteridlni vakciny:

Atenuace mikrobll znamena ztratu patogenity, avSak uchovani schopnosti omezeného rastu v hostiteli.
Atenuace byva, dosazeno kultivaci patogennich kmenii bakterii nebo vir v abnormalnich kultivacnich
podminkéch. Dlouhodoba kultivace v téchto podminkach vede k selekci mutant, které jsou Iépe
prizptisobeny k riistu v abnormalnich podminkéch a proto $patné rostou v ptirodnim hostiteli.

Napft: atenuovany kmen Mycobakterium bovis zvany Bacillus Calmette-Guerin (IBCG) byl ziskan
kultivaci M. bovis v mediu obsahujicim zvySenou koncentraci zluci. Po 13 letech se bakterie adaptovaly
na toto medium a staly se atenuovanymi, takZe mohly byt uzity jako vakcina proti tuberkuléze.

Poliovirus uzity v Sabinové vakeiné byl ziskan pasazovanim v burikach opicich ledvin.

Vyhodou atenuovanych vakcin je, ze diky urcité perzistenci v organismu nevyzaduji opakovanou
imunizaci a jsou zvlasté vhodné pro indukeci bunécné imunity(obr.2).

Hlavni nevyhodou atenuovanych vakcin je moznost jejich reverze na virulentni formu. Napf. u
Sabinovy vakeiny, je frekvence této reverze 4 z miliénu.

Techniky genového inZenyrstvi poskytuji moznosti selektivniho odstranéni genii virulence, coz

vyluc€uje reverzi na virulentni kmeny.

Inaktivované virové a bakteridlni vakciny:

Tyto vakciny se pfipravuji tepelnou nebo chemickou inaktivaci patogena tak, aby nebyl schopen se
replikovat v hostiteli. Je dulezité, aby se pfi inaktivaci udrzela struktura povrchovych epitopti. Tepelna
inaktivace Casto vede k denaturaci proteint, lepsi je chemicka inaktivace formalinem nebo alkyla¢nimi
latkami. Mrtvé vakciny vyzaduji opakovani imunizace, aby se udrzel imunni stav jedince. Kromé toho

tyto vakciny indukuji pfevazné humoralni imunitu.

Purifikované makromolekuly jako vakciny:

Nékteré nevyhody piedchozich typt vakcin mohou byt vyfeSeny uzitim Vy¢isténych makromolekul k
imunizaci. Polysacharidové vakciny jsou limitovany jejich neschopnosti aktivovat Ty buiiky. Aktivuji B

buiikky pouze k produkci IgM protilatek. Tato nevyhoda se obchédzi konjugaci polysacharidu k
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proteinovému nosi¢i. Napf. u vakciny proti Haemophilus influenzae je Kkapsularni polysacharid
kovalentné navazan na tetanicky toxoid. Ziskany konjugdt je imunogenné;j$i nez samotny polysacharid a

aktivuje TH burky.

Rekombinanmi vakciny:

Rada gent virovych, bakterialnich a protozoalnich patogenii byla Gisp&sné klonovana a pouzita k vyvoji
vakcin. Prvni rekombinantni vakcina vyzkouSena u lidi byla vakcina proti hepatitidé B. Zdkladem vakciny
byl vyklonovany gen pro hlavni povrchovy antigen viru (HBsAg) v kvasinkovych bunkach. Dalsi
rekombinantni vakciny zahrnuji beta subjednotku cholerového toxinu, cirkumsporozoitovy Ag
Plasmodium malariae a glykoproteinovy membranovy Ag EB viru. Nevyhodou takto ziskanych
proteinovych nebo glykoproteinovych vakcin je to, Ze jsou zpracovavany jako exogenni antigeny a proto

neaktivuji T¢ buiiky.

Rekombinantni vektorové vakciny:

Vyuzivaji moznosti vlozit geny pro hlavni antigeny virulentnich patogenti do atenuovanych virG ¢i
bakterii. Atenuovany mikroorganismus slouzi jako vektor, ktery se replikuje v hostiteli a exprimuje
genové¢ produkty patogena. Jako vektory slouzi virus vakcinie, atenuovany poliovirus, atenuované kmeny
salmonel nebo BCG. Napi. virus vakcinie obsahujici asi 200 genii, mize nést nékolik tuctd cizich gent
aniz by ztratil schopnost infikovat hostitelské bunky a mnozit se v nich. Jestlize je cizi genovy produkt
exprirnovany vakcinif virovy obalovy protein, je vlozen do membrany infikované buiiky a indukuje jak T
bunécnou, tak humoralni imunitu(obr.3).

Rekombinantni vakcina, ve které byly geny Vibrio cholerae vloZzeny do vektora Salmonella

typhimuriurn vyuziva toho, Ze salmonela infikuje mukézni povrchy a indukuje produkci sekrecniho IgA.

Svyntetické peptidové vakciny:

I kdyzZ jsou B epitopy vétSinou tvofeny terciarni konfiguraci proteinu, ukazalo se, Ze neni vylouc¢eno
uziti linearnich peptidi jako vakcin. Jednou z metod hledani imuodominantnich epitopd bylo testovani
ruznych peptidd odvozenych z primérni struktury antigenu na reaktivitu s protilatkami jedinct imunnich
proti dannému patogenu. Takové peptidy byly nalezeny napi. u viru hepatitidy B. Naproti tornu

irnunodominantni T epitopy pfedstavuji vnitini amfifatické linedrni peptidy.

Multivalentni sub jednotkové vakciny: (obr.4)
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Nevyhodou syntetickych a rekombinantnich vakcin je to, ze jsou malo imunogenni a indukuji vétSinou
pouze humoralni odpovéd’. Proto je snaha pfipravit vakciny obsahujici imunodominantni B i T epitopy.
Jednim z pfistupt je ptiprava komplexi, ve kterych je antigen navazan na protilatku vazanou na pevny
nosi¢. Volbou vhodnych monoklonalnich Ab je mozno navazat do komplexu T i B imunodominantni
epitopy.

Jinym pfistupem je uziti detergentu k inkorporaci proteinovych nebo peptidovych Ag do lipidickych

rnéchyikil (liposomit), imunostimulujicich komplexii (ISCOM) nebo proteinovych micel. Micely jsou

tvofeny smichanim proteind v detergentu a naslednym odstranénim detergentu. Jednotlivé proteiny se
orientuji svymi hydrofilnimi zbytky smérem k vodnému prostiedi a hydrofobnimi dovnitf. Liposomy
obsahujici proteinové antigeny se pfipravuji smichdnim proteint se suspenzi fosfolipidii. Proteiny jsou
inkorporovany do fosfolipidové dvojvrstvy hydrofilnimi zbytky ven.

ISCOM se pripravuji smichanim proteinu s detergenten a glykosidem zvanym Quil A, ktery tvoii
micely interagujici s Ag. Protein nebo peptid je pak exprimovan jako multivalentni komplex na povrchu
micel.

Kromé zvysené imunogenity liposomi a ISCOM vnaseji Ag do buné€k a proto mohou indukovat

bunéénou imunitu.

Antiidiotypové vakciny:

Umoznuji ptipravit vakciny proti nebezpe¢nym patogentim, aniz by byl ¢lovek exponovan jakékoli
jejich slozce. Antiidiotypové vakciny, nesouci vnitini obraz epitopi na glykoproteinu gp 120, kterym se

virus HIV vyZe na CD4 receptor, se v soucasné dob¢ vyviji.
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Protiinfekéni imunita

Virové infekce (obr. 5)

Protilatky k virovym povrchovym Ag jsou dilezité pro zabranu S$ifeni viru béhem akutni infekce a v
ochrané pied reinfekci.

Viry se adsorbuji na specifické receptory na hostitelskych buiikach. Pro virus chiipky je to kyselina

sialova, rinoviry se vazi na intercelularni adhezivni molekuly, receptorem pro EB virus je komplementovy
receptor typu 2.

Neutralizace viru znamend vazbu Ab na virovy epitop, kterym se virus vaze na bunény receptor. V

nékterych ptipadech neutralizaéni Ab blokuji fizi virového obalu s plazmatickou membranou nebo tzv.
odplasténi. Ab spolu s komplementem mize zpusobit Iyzu obalenych virti, aglutinovat virové castice a
opsonizovat je.

Pokud uz doslo k virové infekci, nbyva na vyznamu bunééna protivirovd imunita. Aktivované TH

bunky produkuji fadu cytokinil, které ptimo ¢i neptimo ovliviiuji virové mnozeni. IFNy piisobi ptimo
navozenim antivirového stavu v buiice. Neptimo aktivuje NK bunky, které hraji vyznamnou roli béhem
prvnich dni nez se vyvine specifickd CTL odpovéd’. U vétSiny virovych infekci se CTL aktivita objevuje
za 3-4 dny po infekci a vrcholf asi tyden po infekci. Pak klesa. CTL nici infikované bunky a tim i virus,
ktery se . nich replikuje. Uloha jednotlivych imunitnich mechanismi v obrané proti danné virové infekci se

prokazuje adoptivnimi pFenosy imunity.

Zpusoby, jakymi viry obchéazeji obranné mechanismy hostitele:

Rada virt prib&mné méni své antigeny. Napi. virus chiipky kontinualné méni svou antigenni strukturu,
obcas vznikaji- zcela nové infekéni kmeny, které vyvolavaji chiipkové epidemie. U viru HIV je mutacni
rychlost jest¢ 65x vyssi nez u viru chiipky.

Rada virt zptisobuje generalizovanou imunosupresi (virus pfiusnic, EB virus, cytomegalovirus a HIV).

Imunosuprese je zpisobena piimym cytolytickym plisobenim viru na lymfocyty nebo makrofagy, nebo
nepiimo jako vysledek lymfokinové nerovnovahy. Napt. nedavno bylo ukazano, ze EBV genom obsahuje

gen homologni s genem pro IL-10. Protoze IL-10 potlacuje produkci lymfokinti Tyl subpopulaci (IL-2 a
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IFNy), ptedpoklada se, Ze genovy produkt EBV by mohl mit podobné Gc¢inky.

Herpetické viry inhibujf transporter TAP, ¢imz blokuji prezentaci virovych antigent MHC 1. Adenoviry
nebo cytomegalovirus potlacuji expresi MHC I antigenti, HI'V snizuje expresi MHC II. Protein kédovany
virem vakcinie se vaze na C4b slozku komplementu a tim blokuje klasickou draku aktivace komplementu.
Virus herpes simplex ma glykoprotein, ktery se vaze na C3b a tim blokuje jak klasickou, tak alternativni

drahu aktivace komplementu.

Virus chripky:

Pandemié chiipky v letech 1918 - 1919 zabila 20 miliont lidi. V nékterych oblastech (Aljaska, ostrovy
v Pacifiku) zemfela vice nez polovina populace.

Viriony obsahujici 8 segmentll jednovlaknové RNA jsou obklopeny lipoproteinovym obalem

obsahujicim dva dilezit¢ glykoproteiny, hemaglutinin (HA) a neuraminictdzu (NA). Hemaglutinin

zodpovida za pfipojeni viru k hostitelskd buinice. Neuraminidaza $tépi kyselinu sialovou a jeji aktivita
ziejme souvisi s pucenim viru z infikovanych bunék (obr.6)

Vyraznou vlastnosti chiipkovych virli je jejich antigenni variabilita. Virus mize tak zmeénit své

povrchové antigeny, Ze imunita po jedné epidemii neposkytuje témeét zadnou ochranu proti dalsi epidemii.
Antigenni zmény jsou podminény dvéma odliSnymi mechanismy:
- Antigenni drift: zahrnuje série spontannich bodovych mutaci vedoucich k mensim zménam v HA a NA.
- Antigenni shif: vede k nahlému vzniku nového subtypu nesouciho vyrazné odlisny HA a NA. Kazdy
antigenni shift naléza populaci imunologicky nepfipravenou coz vede k chiipkové pandemii. Mezi
pandemiemi prodélava chiipkovy virus zmény atigenniho driftu, které zptsobuji rozdily mezi kmeny.
Akumulace bodovych mutaci mtize vést ke vzniku nového kmene, schopného uniknout imunitni
eliminaci.
Antigenni shift je ztejmé disledkem genetické vymény mezi lidskymi a zvifecimi chiipkovymi viry. Je

to mozné diky segmentovanému genomu téchto virt pii spole¢né infekci jedné bunky.

Odpovéd hostitele na chiipkovou infekci:

Humoralni protilatky chrani pted reinfekci a jsou kmenové specifické. Neutralizacni Ab blokujici
virovou infektivitu maji vrchol za né€kolik dnti po infekei, béhem dalSich 6 mésicti poklesnou, ale zistavaji

pritomny po nékolik let. Zda se vsak, Ze nepodminuji uzdraveni, protoze pacienti s agamaglobulinemii se
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mohou uzdravit z chfipkové infekce. Neutralizacni Ab maji vyznamnou roli v rezistenci pted reinfekci
stejnym kmenem.

CTL se vyvijeji béhem 3-4 dni po infekci a vrcholi 8. den. Pak mizi. Na. rozdil od protilatek jsou CTL
zkiizené reaktivni, n¢kdy zabijeji cilové bunky infikované kterymkoli subtypem chiipky A. To je
vyhodné z hlediska vakcinace, ale vakcina musi byt infekéni a schopnd se replikovat v hostitelskych

bunkach. Jednim z Ag rozpoznavanych CTL je virovy nukleoprotein, coz je vnitini Ag virionu.

Bakteridlni infekce:
V imunité proti bakteriim, které nerostou intracelularné se uplatiiuji protilatky, DTH je dtleZita pro
intracelularni patogeny.

Infekce extracelularnimi bakteriemi indukuje tvorbu humordlnich Ab, které jsou sekretovany
plazmatickymi bunikami v regiondlnich lymfatickych wuzlinich a v submukéze respiratniho a
gastrointestindlniho traktu. Protilatky spolu s C3b slozkou C” funguji jako opsoniny a zvysuji fagocytdzu
bakterii. Protilatkova aktivace komplementového systému indukuje lokalizovanou produkci efektorovych
molekul napomahajicich vyvoji zanétlivé reakce. Napt. anafylatoxiny indukuji lokéIni degranulaci Zirnych
buné¢k a tim vazodilataci a diapedézu lymfocyti a neutrofli. Gramnegativni bakterie jsou komplementem
lyzovany. Protilatky také mohou neutralizovat bakterialni endo €i exotoxiny (obr.7). Infekce bakteriemi
schopnymi rust ve fagocytarnich bunkach indukuje bunéfnou imunitni odpoveéd’, zvlasté DTH. Z
uvolnénych lymfokind je vyznamny zejména IFNy, ktery aktivuje makrofagy k efektivnéjSimu zabijeni

intracelularnich patogent.

Jak bakterie unikaji obrannym mechanismum hostitele:

Nékteré bakterie maji mechanismy zvySujici jejich schopnost kolonizovat slizni¢ni povrchy.
Napft.:Neisseria a hemofily sekretuji proteazy, které $tépi sekreéni IgA na Fab a Fc fragmenty, které
maji mensi polocas a nejsou schopné aglutinovat mikroby. Pili Neisseria gonorrhoae, kterymi se bakterie
prichycuje k epitelidlnim buitkam, vykazuji velkou antigenni variabilitu. Proteinova slozka pili nazvana
pilin je kédovana Gisekem obsahujicim kromé dvou expresnich genti 10—20 spicich genu, jejichz useky
mohou rekombinovat s useky expresnich gend. Kontinualni zmény v pilinu umoziuji Neisseriim unikat
neutraliza¢nim protilatkam.

Pouzdra nékterych streptokokl brani fagocytdoze. Mycobacterium tuberculosis a K. leprae mohou

unikhout z fagolysosomu a mnozit se v cytoplasme.

Patogenetické dasledky imunitni odpovédi na bakteralni infekci:

V nékterych ptipadech neni nemoc zplisobena bakteridlnim patogenem ale imunitni odpovédi na

infekci. Endotoxiny gramnegativnich bakterii aktivuji makrofagy, coz vede k uvolnéni vysokych hladin
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IL-1 a TNFa. Tyto lymfokiny mohou zpusobit fatalni bakterialni septicky Sok. Enterotoxiny
Staphylococcus aureus funguji jako superantigeny a aktivuji velké mnozstvi Ty bunék. Uvolnéné cytokiny
jsou zodpovedné za fadu ptiznaku, stafylokokove otravy potravinami.

Schopnost nékterych bakterii prezivat ve fagocytech vede k chronické aktivaci Tpry bunék a k destrukci
tkané DTH reakci (mykobakteria).

Zaskrt (Corynebacterium diphteriae):

Je prototypovou bakteridlni nemoci vyvolanou sekreci bakteridlniho exotoxinu. Imunita mize byt
vyvolana imunizaci toxoiem.

Ptirozena infekce bacily zaskrtu se vyskytuje pouze u lidi. Pfenasi se kapénkami a mikrob kolonizuje
nasofaringealni trakt. Destrukce tkané je zplisobena exotoxinem, coz vede k tvorbé pseudomembrany
tvotfené fibrinem, bilymi krvinkami a mrtvymi epiteliemi. Vznik pseudomembrany miize vést k uduseni.
Kromé toho piisobi exotoxin poSkozeni myokardu a neurologické zmény. Toxin je kédovan genem
nesenym fagem B. Pouze kmeny C. diphteriae ve stavu lysogenie (DNA profiga beta perzistuje v
bakteridlni buiice) mohou produkovat exotoxin. Toxin se sklada ze dvou fragmentdi, z nichZ fragment B se
vaze na gangliosidovy receptor na burice a fragment A inhibuje bunéénou proteosyntezu.

Diftericky toxoid se ptipravuje inaktivaci toxinu formalinem. Imunizace toxoidem vyvola tvorbu Ab,

které neutralizuji aktivitu toxinu. Imunita trva nejméné 10 let.

Lymska choroba (Borrelia burgdorferi):

B.burgdorferi je gramnegativni spirocheta pfenasena klistaty. Zacind typickou vyrazkou (erythema
chronicum migrans), bolestmi hlavy a pokracuje zanéty kloubti a nékdy neurologickymi komplikacemi.
Infikovani lidé Casto tvoii Ab proti Ag biCiku spirochet. AvSak tyto Ab nepfenaseji ochranu a ziejme
prispivaji k patogenéze infekce. Imunni komplexy se spirochetovymi antigeny zfejme vyvolavaji
hypersenzitivni reakci typu II1. Ukladani t€chto komplexii v misté sani klistéte vede k chrakteristickému
zarudnuti, ukladani komplext v kloubech vyvolava artritidu. Pfedpoklada se téz Giloha IL-1 v patogenéze
lymské borelidzy. Bunécna sténa borelii obsahuje endotoxin, ktery indukuje produkci IL-1 makrofagy.

Experimentalné bylo prokazano, ze IL-1. mize vyvolat vétSinu ptiznaki lymské nemoci.

Protozodrni infekce:
Patogenni prvoci mohou byt zasaZzeni humtoralnimi protilatkaimi ve stadiich, ktera se vyskytuji volné

v krvi a bunéénymi mechanismy, pokud se mnoz intracelularné.
Maldrie:

Je v soucasné dobé¢ jedna z nejdilezitéjSich nemoci na svéte. Podle odhad je infikovano 600 miliont

lidi a tato nemoc pusobi 1-2 miliony umrti ro¢n€. Maldrii zptsobuji prvoci rodu Plasmodium, z nichz
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nejdilezitéjsi je P. falciparum ptenasené komary rodu llnophel es.
Samicka komara nasaje pii sani krve gametocyty Plasmodii z infikovaného jedince(obr.8) samci a
sami¢¢i gametocyty flzuji v komafim stievé na zygotu. Zygota se mnozi a diferencuje na ve slinnych

7lazach. Toto stadium je pokryto 45kDa proteinem nazvanym cirkumspozoitovany (CS) antigen. Clovék

se infikuje sporozoity pfi sani komara. Béhem 30 min. sporozoidy migruji z krve do jater a infikuji
hepatocyty. Zde probihd intenzivni mnoZeni a diferenciace na merozoity Jeden sporozoit dava vznik
5000-10000 merozoitim. Uvolnéné merozoity infikuji erytrocyty a zplsobuji patologické priznaky
malarie. V krvinkach se merozoity mnozi a napadali dalsi erytrocyty. Nakonec se nékteré diferencuji na
gametocyty a cyklus se uzavird. Infikovani jedinci jsou slabi, anemicti a maji splenomegalii. Velké
mnozstvi merozoitd mize blokovat kapilary a zptisobovat bolesti hlavy, selhani ledvin a nebo poskozeni

mozku.

V endemickych oblastech je imunitni odpovéd’ na malarii slaba. Nejslabsi je u déti mladSich 14 leta v
nékterych oblastech dosahuje imrtost déti 50%. Ani u dospélych neni imunita dostatecna a vétSina lidi v
endemickych oblastech je celozivotné infikovéna. Vyvoj plasmodii zahrnujici n€kolik stadii vede ke
kontinualnim antigennim zménam, se kterymi se setkava imunitni systém. Intracelularni faze Zivotniho
cyklu snizuji stupen aktivace imunitniho systému. Nejdostupnéjsi stadium — sporozoit - cirkuluje v krvi
pouze 30 minut, coz neposkytuje dost casu pro imunitni aktivaci Navic sporozoity mohou odhazovat sviij
CS antigen a tim Cinit pfislusné Ab neucinné.

Na experimentalnich modelech byla Gspé$né vyzkousena vakcina z ozafenych sporozoiti. Avsak tato
vakcina neni z hlediska obtiznosti pfipravy pouzitelnd pro imunizaci miliont lidi. Je proto snaha
identifikovat imunodominantni B a T epitopy na riznych stadiich plasmodii a ptipravit syntetické

peptidové vakciny obsahujici tyto epitopy. Imunodominantni B epitop CS antigenu byl skute¢né objeven a

zahrnuje 4 aminokyseliny ve tfech opakovanich. Imunizace timto peptidem navézanym na tetanicky
toxoid vSak nezajistovala vznik specifickych pamétovych T bunék. Pocitacovou analyzou byla v CS
antigenu nalezena sekvence s nejvy$$im amfifatichym indexem a pfislusny peptid byl konjugovan s
imunodominantnim B epitopem. Imunizace timto konjugatem indukovala vysoké titry Ab avsak pouze u
ur¢itych inbrednich kmend mysi, coZ ukazuje na zavislost na haplotypu MHC II antigent pii prezentaci
CS peptidu TH bunkam.

Na zakladé¢ specifického odstranéni CD4+ nebo CD8+ buné¢k z experimentalnich zvifat bylo prokazano,
ze v imunité proti malarii hraji vyznamnou ulohu CTL, které zfejmé rozpoznavaji sporozoitové antigeny

prezentované MHC I molekulami na infikovanych hepatocytech.

Onemocnéni zpiisobend parazitickymi Cervy::

Vv
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proto poskytuji jen maly impuls pro imunitn{ systém.

Schistosamidsa:

Riznymi druhy schistosom je infikovano podle odhadl vice nez 300 miliont lidi. Onemocnéni je
charakteristické celkovou slabosti a postizenim urogenitalniho nebo gastrointestinalniho traktu, které je
nékdy fatalni.

Clovéka infikuji volng plovouci infekéni larvy - cerkarie, které opoustdji infikovaného plze v mnozZstvi
300-3000 za den. Cerkarie pronikaji kizi, a transformuji se na shistosomuly.Ty vstupuji do kapilar a
migruji do plic; pak do jater a nakonec do vendznich systémil vnitfnich organd. Schistosomuly zde
dozravaji na samc¢i a samicci dospélé Cervy. Oplozené samicky produkuji nejméné 300 vajicek za den.
Vajicka se moci nebo obsahem stiev dostavaji ven a ve vodnim prostfedi se z nich vyvijeji obrvena

miracidia,. kterd infikuji mezihostitele - vodni plze.

VétSina priznakl schistosomiazy je vyvolana vajicky. Nejméné polovina vajiCek zlstava v hostiteli a
invaduje stfevni sténu jatra nebo mocCovy méchyt a vyvolava hemoragie. Vyviji se chronicky stav kdy

vaji¢ka indukuji DTH reakci vedouci k tvorbé velkych granulomt, Tyto granulomy mohou branit pfitoku

krve do jater a mocového méchyte. Imunitni odpoveéd’ vétSinou neni schopna eliminovat dospélé Cervy,
kteti mohou v clovéku prezivat az 20 let. Nejcitlivéjsi k postizeni imunitnimi mechanismy jsou
schistosomuly, které vSak diky své pohyblivosti unikaji lokalnim zanétlivym bunkam. Dospéli Cervi
snizuji expresi Ag na své membran¢ a uzaviraji se do glykolipidového a glykoproteinového obalu
tvoteného hostitelem a maskujiciho vlastni Ag cerva. Na povrchu Cerva byly prokéazany i hostitelské MHC
antigeny Infekce schistosomami vyvola humoralni odpovéd’ charakteristickou produkci IgE Ab, lokalnim
zvySenim poctu zirnych bunék, jejich degranulaci a zvySenim poctu eosinofilti. Eosinofily s Fcy a Fce
receptory se vazou na parazity obalené protilatkami a UcCastni se na protilatkach zavislé bunécné
cytotoxicity (ADCC). V imunitni odpovédi hraji vyznamnou ulohu cytokiny produkované Ty2 buiikami
IL-4 indukuje pfesmyk na produkei IgE, IL-5 indukuje diferenciaci eosinolilt, IL-3 zvySuje lokalni pocty
zirnych bun¢k (obr.9).

Experimenty na mySich vSak ukazaly, ze u¢innym mechanismem v imunité proti schistosomoéze je

ziejmé DTH - odpovéd'., ktera je pravé Ty2 bunkami inhibovana. Zda se, ze pravé indukce Ty2 imunitn{

odpovédi schistosomami je mechanismem, ktery jim umoziuje pieZit.

Transplanta¢ni imunologie

AutoStép - vlastni tkan pfenesend z jednoho mista na téle na druhé (popaleniny).
IsoStép - mezi geneticky identickymi jedinci (monozygoticka. dvojcata).
Alostép - mezi geneticky odliSnymi jedinci téhoZ druhu.

Xenostép - mezi odlisSnymi druhy.
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Odhojeni $tépu vykazuje specifitu a pamét. Kozni §tépy jsou odhojovany rychleji nez
vaskularizované tkan¢ jako ledviny nebo srdce.

Béhem primarniho odhojeni $tépu (first-set rejection) je vaskularizovany transplantat
infiltrovdn lymfocyty, monocyty a dalSimi zanétlivymi bunkami, zvySuje se vaskularizace,
nekroza zapoc¢ind 10. den a k uplnému odhojeni dojde 14. den. Pii sekundarni odpovédi
(second-set rejection) dojde k iplnému odhojeni $tépu za 5 —6 dnii (obr.1).

Imunita ke S$tépu mize byt pfenesena lymfocyty, nikoli sérem. Nahé mysSi (nude mice),
které nemaji thymus, nejsou schopné odhojit alos$té€p a pfijimaji dokonce xenostépy. Odhojeni
aloStépu se tcastni jak CD4+, tak CD8+ subpopulace, pfiCemz ob¢ subpopulace spolupracuji.

Transplantacni antigeny:
Antigenne podobne tkane jsou histokompatzbilm a pri transplantaci neindukuj1 imunitni

vvvvvv

OdhOJCHI jsou antigeny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). MHC geny jsou obvykle
dédény jako jeden haplotyp od kazdého rodice. Kdyz se kiizi dva inbridni kmeny mys$i, ziskava
F; potomstvo jeden haplotyp od kazdého rodice a piijima jejich Stépy. Pii kiiZeni outbridnich
mysi je pouze 25% Sance, Ze dva sourozenci budou dédit stejné MHC haplotypy. To mé vyznam
pii transplantacich mezi sourozenci. Pfi transplantaci z rodi¢e na potomka, darce a piijemce
budou vzdy sdilet jeden haplotyp a budou se 1i§it ve druhém.

Mechanismus odhojeni Stépu:

Cizi MHC I a MHC II molekuly jsou rozpoznavany CD8+ a CD4+ bunkami, protoZe
napodobuji vlastni MHC asociované s antigenem. Antigen prezentujici buniky mohou vstupovat
do $tépu, endocytovat cizi aloantigeny a prezentovat je s vlastnimi MHC molekulami. Efektorové
lymfocyty vznikaji v regiondlnich uzlindch, vraceji se do S§tépu a poskozuji ho. V nékterych
Stépech (ledviny, thymus) jsou populace tzv. cestujicich 1eukocytii (passenger Ieukocytes)
(obr.2a) coz jsou leukocyty darce, které migruji ze St€pu do regiondlnich lymfatickych uzlin a
protoZe nesou alogenni MHC antigeny, stimuluji zde T lymfocyty pfijemce. Bylo zji§téno, ze tyto
cestujici leukocyty jsou dendritické buriky, které exprimuji molekuly. Odstranéni téchto bunék ze
Stépu prodlouiilo jeho odhojeni. Dalsi buiiky, které vyznamné prezentuji aloantigeny imunitnimu
systému prljemce jsou Langherhanzovi buniky a endotelie VystylaJ1c1 krevni cévy. Oba. typy
bunék exprimuji MHC I 1 MHC II. Proliferace T bunék po rozpoznani cizich aloantigent muze
byt prokazéna in vitro smésnou lymfocytdrni reakci (MLR). Hlavné proliferuji CD4+T buniky,
coz jsou aktivované Ty bunky , které hraji centrdlni dlohu v indukci efektorovych mechanismt
pti odhojovani $tépu.

Efektorové mechanismy zahrnuji DTH a. cytotoxicitu zprostfedkovanou CTL. Méné¢ Casta
je Iyza protilatkou a komplementem nebo ADCC. Ptiliv T bunék a makrofagt do Stépu pfipomina
DTH reakci. Buiiky s cizimi aloantigeny jsou likvidovany CD8+ nebo CD4+ CTL. Centralni
tlohu hraji cytokiny sekretované Ty buitkami. Nejdilezitéjsi jsou IL - 2, IFNy a TNF. IL - 2 je
nezbytny pro vznik CTL. IFNy podporuje piiliv makrofagi a aktivuje je. TNFyma piimy
cytotoxicky Uc¢inek na transplantované bunky. Rada cytokinl zvySuje expresi MHC I a MHC 11
na transplantovanych bunkach, coz mé vyznam pro jejich snadnéjsi rozpoznavani CTL (obr. 2b)

Klinika odhojeni $tépu:

- Hyperakutni odhojeni: $tép odhojen témeét ihned, takze se vliibec nevaskularizuje (obr. 3).
Hyperakutni reakce je zpsobena preexistujicimi hostitelskymi protilatkami, specifickymi pro
Ag Stépu. Komplexy Ab-Ag aktivuji komplement, coz vede k intenzivni infilitraci neutrofilii do
Stépu. Zanétliva reakce vede k ucpani kapilar, coz brani vaskularizaci stépu.

- Akutni odhojeni zac¢ina asi 10 dnli po transplantaci. Histologické vySetfeni ukazuje masivni
infiltraci makrofagy a lymfocyty.

- Chronické odhojeni zahrnuje humorilni a bunéénou odpovéd. Spatné se ovliviiuje
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imunosupresivy.

Typizace tkani:

Protoze jsou za odhojovaci reakce zodpovédné krevné skupinové a MHC antigeny, byly
vyvinuty postupy typizace tkdni umoZznujici testovat pravdépodobnost tkanové kompatibility
mezi darcem a. piijemcem Stépu.

HLA typizace se provadi mikrocytotoxickym testem pomoci komplementu a MAbs proti
riznym MHC I a MHC II alelickym produktiim (obr. 4a).

Ke zjisténi kompatibility v MHC 1I se uzivd jednocestna MLR. Lymfocyty donora se
ozafi nebo ovlivni mitomycinem C a pouziji se jako stimulatorové buniky. Proliferace lymfocytt
piijemce se mé&ii inkorporaci *H thymidinu.

Imunosupresivni terapie:

Alogenni transplantace vyzaduje urcitou imunosupresi. Nevyhodou je nespecifita vétSiny
imunosupresivnich latek, coz vede ke zvySenému nebezpeci infekce. Mnoho imunosupresiv sice
zpomaluje proliferaci aktivovanych lymfocytl, ale soucasné poskozuje rychle se délici bunky
kostni diené nebo stfeva.

Mitotické inhibitory:

Azathioprin (imuran) se ¢asto podava pfed a po transplantaci k potlaceni proliferace T
bunék. Piisobi na buniky v S fazi tim, ze blokuje syntézu kyseliny inosinové.

Cyklofosfamid - alkyla¢ni latka poskozujici DNA.

Kortikosteroidy jsou hormony, derivaty cholesterolu. Prochézeji ptes cytoplasmatickou
membranu, vaZou se na receptory v cytosolu a jsou transportovany do jadra, kde se vazou na

-----

cirkulujicich lymfocyti. U nékterych zvitat zptisobuji lymfolyzu, u ¢loveéka ovlivituji cirkulaci
lymfocyti. Také potlacuji fagocytarni a zabijeci schopnost makrofagti a neutrofild.

Cyklosporin specificky suprimuje T lymfocyty aktivované antigenem. Blokuje
transkripéni aktivaci genli Ty bunck koédujicich IL-2, IL-4 a IFNy.Potlacuje i expresi IL-2
receptoru.

Ozareni lymfatického systému:

Vyuziva toho, ze lymfocyty jsou extrémné citlivé k rentgenovému zafeni. Pfijemci se ozafuji pied transplantaci a
nove produkované lymfocyty jsou tolerantnéjsi k antigentim Stépu.

Antilymiocytarni serum:

Pro lidské transplantace se piipravuje imunizaci koni nebo kralikii lidskymi lymfocyty.
Odstranéni lymfocytd zfejmé neni zptsobeno jejich Iyzou komplementem, ale opsonizaci a
fagocyt6zou vlastnimi fagocyty.

Terapie monoklonalnimi protilatkami:

Meéla by umoznit ndhradu generalizované imunosuprese antigen specifickou supresi, aby se
snizilo riziko infekce pacienta. Napft. byly Gspesné pouzity Mabs proti IL-2 receptoru, ktery se
exprimuje pouze na aktivovanych bunkéach. K prodlouzeni pfeziti transplantatu vedlo i podani
anti — CD4 Mab. Podobny efekt mély i MAbs proti cytokintiim TNF 3, IFNy nebo IL-2.

Transplantace kostni diené€:

Pouziva se pii 16¢bé leukemii, lymfoma a imunodeficienci obecné. Stdp obsahuje asi 10°
bunék na kg vahy piijemce.

Protoze §t€p obsahuje imunokompetentni buiiky, mize plsobit proti bunkdm hostitele a
vyvolat reakci §t€pu proti hostiteli (GVHR), kterd postihuje 50-70% pacientil s transplantovanou
kostni dfeni. GVHR muzZze vést ke krvaceni do traviciho traktu nebo selhani ledvin. K potlaceni
GVHR se uzivd imunosupresivni 1é€ba po transplantaci (cyklosporin, methotrexat), nebo
odstranéni T bunc¢k ze $tépu pied transplantaci pomoci MAbs nebo specifickych antisér.

92 .



Uspésnost transplantaci stoupla v soucasnosti na 90% u ledvin a 80% u srdce, niZsi je
jater a pankreatu (obr.4b). Velkou Sanci na pieziti maji transplantace v mistech, které nejsou pod
imunologickym dozorem (rohovka, varlata, mozek) .

Protinadorova imunita

- Nador benigni: neni schopen neomezen¢ rist a neinvaduje zdravou okolni tkan.

- Nador maligni: s nekontrolovanym rastem, ktery je progresivné invazivni. Rakovina se
tyka malignich tumort.

- Metastdzy: jsou shluky naddorovych bunék prenesené krvi nebo lymfatickymi cévami do
dalsich tkani, kde proliferuji.

- Karcinomy: jsou nddory z ektodermalnich nebo endodermalnich tkani, jako je kize
nebo epitelidlni vystelky vnitinich organi a zlaz.
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- Sarkomy: jsou odvozené z mezodermalni pojivové tkané jako je kost, tuk, nebo
chrupavka.
- Leukemie a Lymfomy: jsou maligni nddory hemopoetickych bunék kostni dfen¢.

Vétsina nadorti pochazi z jedné nadorové bunky, kterda ma defekt v regulaci, takZe nadory jsou vétSinou
monoklonalni Zakladni charakteristikou nadorovych bungk je jejich nekontrolovany invazivni rist. Pfitom rychlost
ristu nador nemusi byt nejvyssi v organismu. Napf. regenerujici jaterni bunky rostou rychleji nez hepatomy.
Nadorové bunky také ztraceji tkanoveé specifickou afinitu, coz jim umoziuje rist mimo hranice ptivodni tkané a
metastazovat, v odlisnych tkanich. Nekteré nadory ziejmé ziskavaji homing receptory, které jim umoziuji napadat
specifické tkané(obr.5)

Nadorové buniky maji zvySenou glykolytickou aktivitu, kterd jim umoZnuje rist pfi
snizené dodavce kysliku. Rada nadort sekretuje faktory indukujici tvorbu krevnich cév uvniti
nadoru, slouzicich k jeho zasobovani kyslikem a zivinami.

Nadorové buiky jsou vétSinou aneuploidni kromé toho vykazuji delece, translokace a
duplikace genti.

Zatimco normalni buiiky maji omezeny pocet déleni in vitro a vykazuji inhibici riistu pfi
dosaZeni urc€ité hustoty, nddorové bunky nartistaji do mnohem vyssich denzit a pocet jejich déleni
in vitro je neomezeny. Nadorové buniky nevyzaduji tolik rastovych faktorii jako normélni buiky
a n¢které mohou rist in vitro dokonce bez priidani séra.

Maligni transformace bunék:

Piasobeni chemickych kancerogenti, zafeni nebo nékterych viri miize zménit morfologii a ristové vlastnosti
bunék. Maligni transformace vede ke vzniku bunék, které po injikovani do zvifete vyvolaji vznik nddoru.

Mezi chemickymi mutageny jsou alkylaéni latky pfimo mutagenni, jiné se stavaji
karcinogeny az po enzymatické zméné v téle. Mezi fyzikdlni mutageny patfi ionizujici a
ultrafialové zareni. UV zareni indukuje tvorbu thyminovych dimert, ionizujici zafeni zplisobuje
chromozomové zlomy.

Mezi viry indukujici maligni transformace patii virus Rousova sarkomu (ptaci retrovirus)
nebo DNA viry polyomu a SV40. RNA transformujicich retroviri se integruje do genomu
hostitelské bunky a nadorova transformace je spojovdna s pfitomnosti onkogenii nesenych
retrovirem.

Howard Temin (1971) formuloval teorii, podle které normélni buinky obsahuji tzv.
protoonkogeny, které se mohou liSit od virovych onkogenu pouze bodovymi mutacemi. Podle
soucasnych nazord je vétSina onkogent odvozena od bunécénych gent kodujicich rizné ristové
proteiny. V normalnich buiikach jsou protoonkogeny exprimovany v nizkych hladinach a exprese
je Casto omezena na urcitd stadia bunécného cyklu a bunécné diferenciace. Rtizné produkty
onkogent funguji jako riistové regulatory (rtistové faktory nebo jejich receptory) a jejich exprese
je u normalnich bun¢k peclivé regulovana. Jina. skupina onkogenovych produkti pienasi signaly
z membrany na sekundarni pfenasece, které reguluji genovou aktivitu nebo jiné bunécné funkce.
Protoonkogeny mohou byt konvertovany na onkogeny pii pfeskupovani genil diky zmeéné
regulace jejich exprese. K podobnému efektu mize dojit mutaci protoonkogend. Rada néadorti
exprimuje zvySené hladiny rastovych faktort a jejich receptort. Napt. T bunky infikované virem
HTLV konstitutivné exprimuji IL-2 a IL-2 receptor, coz vede k autostimulaci jejich
proliferace(obr.6)

Nadorové antigeny:

Déli se na naddorové specifické (TSA) a s nddory spojené (TAA). TSA se vyskytuji pouze
na nadorovych builkkdch, TAA se vyskytuji i1 na normdlnich bunikach za podminek, které
neindukuji stav imunologické tolerance. TAA mohou byt antigeny, které jsou na normdélnich
buiikach béhem fetdlniho vyvoje, nebo jsou na normélnich bunikdch pfitomny v extrémné nizkych
koncentracich. VétSina nadorovych antigeni neindukuje humoralni Ab, ale indukuje bunécnou
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odpovéd’. Protoze piitomnost nadorovych Ag vyvolavajicich CNI byla prokazana odhojenim
nadori transplantovanych do syngennich piijemci, jsou tyto Ag oznaCovany jako nddorové
specifické transplantacni antigeny nebo s nadory spojené transplantacni antigeny.

Nadorové specifické Ag byly prokazany u nédorti indukovanych chemickymi a
fyzikdIlnimi karcinogeny a né€kterymi viry. KdyZ tentyz chemicky kancerogen indukuje nadory na
odlisnych mistech téla jednoho zvitete, tyto nadory se liS§i svymi nadorovymi antigeny a imunita
k jednomu né&doru nechrani pifed druhym nadorem. Na rozdil od toho, vSechny nadory
indukované jednim virem exprimuji stejné nadorové antigeny. Napt. u viru SV40 slouzi jako
nadorové specificky Ag Casny virovy antigen oznaceny velké T. U viru polyomu je timto Ag
¢asny virovy protein zvany stiedni T. V obou pfipadech nejsou nadorové Ag soucasti obalovych
proteinil virionu, ale jsou primarné exprimovany v jadie nadorovych bun¢k. Tyto Ag mohou byt
zpracovany a prezentovany s MHC I nebo MHC II molekulami na membran¢ nadorovych bunék
a aktivovat Tc nebo Ty buniky.

Vétsina nadorovych Ag neni specificka pro naddorové bunky, ale je pfitomna i na normalnich bunikach.Tyto
Ag mohou byt exprimovany pouze na fetalnich bunkach nebo jsou v nizkych koncentracich na normalnich a ve
vysokych na nadorovych burikach. Jako Ag spojené s nadory slouzi napt. receptory pro rustové faktory.

Onkofetdlni antigeny:
Vyskytuji se v dospélosti na nadorovych bunkach, jsou rozpoznavany jako cizi a indukuji
imunitni odpoved’. Piikladem jsou alfafetoprotein a karcinoernbryonicky antigen.

Imunitni odpovéd’ na nadory:

Chemicky nebo jinak indukované nadory vyvoldvaji silnou imunitni odpovéd’. Nadory,
které vznikaji spontdnné ve zvifatech, jsou méalo imunogenni. Mysi nesouci nadory vytvareji Tc
bunky specifické pro naddorové builky. Tyto CTL mohou byt testovany bunécnou lymfolyzou

(CML) in vitro. Mezi efektorové mechanismy téchto bun€k patii perforiny a TNFf (lymfotoxin).

Normalni zvifata maji vysoké hladiny lymfocytl, schopnych zabijet fadu nadorovych
bunék. Jsou to NK — buriky, velké granularni lymfocyty, které nemaji membranovy Ig ani T
receptor. Nevi se, jak NK builkky rozpoznavaji néadorové cile, rozpoznani neni MHC
restringovano. Zabijeni probihd podobnym mechanismem jako u CTU navic NK bunky sekretuji
rozpustny faktor cytotoxicky pouze pro nddorové buiky.

U bézovych mysi s defektem v aktivit¢ NK bunck je pozorovan zvyseny vyskyt urcitych
typtt nadord. Krom¢ NK bunék nékteré Tc builky s aff nebo yd receptory nespecificky
rozpoznavaji a zabijeji nadorové bunky. Jsou oznacovany jako NC (natural cytotoxic) buiiky.
Aktivita NK i NC bunék mtze byt in vitro zvySena pisobenim IFNy nebo IL-2.

Makrofagy Casto obaluji nadory a jejich pfitomnost je spojovdna s regresi nddoru. Aktivace
makrofagli IFNy a makrofagy aktivujicim faktorem (MAF) zvySuje jejich cytotoxicitu pro
nadorové buiky. Aktivované makrofagy sekretuji zvySena mnozstvi enzymiu, které dosahuji
vysokych lokdlnich koncentraci. Potentnim protinddorovym cytokinem je TNFa.

Humordlni Ab indukované nddorovymi antigeny mohou aktivovat komplement,
anafylatoxiny indukuji degranulaci zirmych buné¢k a uvolnéné mediadtory umoziuji pfiliv
zéanétlivych bunék. Ab se mohou ucastnit ADCC, kde jako efektorové bunky vystupuji NK buiiky
nebo makrofagy. Na druhé strané mohou specifické Ab blokovat lyzu nddorovych bun¢k CTL
ziejm¢ maskovanim nadorovych antigen.

Mechanismy umoziujici nadorovym bunkam uniknout imunitnimu systému:

Séra, ziskana imunizaci zabitymi nddorovymi bunikami nebo séra ze zvifat s progresivnim
rastem nadord blokuji CML reakci, zatim co séra z jedince s regredujicimi nadory nemaji
blokac¢ni aktivitu. Blokujicimi faktory nejsou vét§inou samotné Ab, ale imunni komplexy. Imunni
komplexy blokuji CML in vitro blokovanim nadorovych antigeni nebo vazbou na Fc receptory
Tc bunék. Nékteré nadorové specifické Ag mizi z nddorovych bunék za pfitomnosti sérovych
protilatek. Jev se nazyva antigenni modulace.
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Maligni transformace je Casto spojena s redukci exprese MHC I antigent.
Imunoterapie nadore:

Neéktera adjuvancia zvySuji protinddorovou odpoveéd. Nejcastéji se uziva BCG, ktery
aktivuje makrofagy k vyssi produkei IL-1, stimulujici TH buniky. BCG ma nejlepsi efekt, kdyz je
injikovan piimo do nadoru. Z dalsich adjuvancii se uziva Corynebacterium parvum a levamisol.

Klonovani geni pro cytokiny umoznilo cytokinovou terapii nddoru. Jde vSak o zasahy
do slozit¢ rovnovahy cytokini a systémové podani nckterych cytokini ma tézké disledky
ohrozujici zivot. Rekombinantni interferony mély slibny ucinek pfi 1é€be nadord. VSechny 3
typy IFN zvysSuji expresi MHC 1 Ag na nadorovych bunkéch, IFNy zvySuje expresi MHC II na
makrofazich.Tim se zvySuje aktivita CTL proti nddorovym buiikdm. Kromé¢ toho interferony
inhibuji déleni normélnich a malignich bun¢k in vitro. IFNy navic zvySuje aktivitu Tc bunck,
makrofagli a NK bunék.

TNFaaBnmﬁﬁmmummmabmwmahwmlZ%&ﬁn&&ﬁn&bm%bdﬁyamﬁmi
prohfera01 jinych. TNFa inhibuji vaskularizaci indukovanou nddorem. Nejucinnéjsi je injekce
TNF pifimo do nadoru. Problémem 1écby pomoci TNF je jeho extrémné kratky polocas,
vyzadujici ¢asté injekce TNF, a nékteré negativni vedlejsi ucinky.

Dal§i moznou lécebnou metodou je aktivace lymfocytili pacienta in vitro kultivaci s
ozafenymi nadorovymi buitkami za pfitomnosti IL-2. Aktivované lymfocyty jsou pak injikovany
do pacienta. Tyto tzv.LAK (lymphokine activated killer) buiiky jsou heterogenni populaci
zahrnujici NK a NC buiiky.

Jinym pristupem je ziskani lymfocytt infiltrujicich tumor pomoci biopsie a pomnoZeni téchto bunck za

pritomnosti IL-2 in vitro. Tyto buiiky se podobaji LAK bunkam, ale k jejich aktivaci je tfeba I0Ox méné IL-2 nezu
LAK bunék.
Monoklonalni protilatky mohou byt pfi lé¢bé nadorti vyuzity jako imunotoxiny. Jinym
piistupem je nespecifickd aktivace T bun¢k pomoci MADb proti CD3 antigenu. MAbs mohou byt
uzity jako mistky mezi aktivovanymi T buiikami a nadory. K tomuto tc¢elu se pfipravuji hybridni
protﬂatky se specifitou pro nadorové antigeny a CD3 molekuly TCR komplexu Novym pfistupem
je ptiprava vakciny z pacientova nadoru. Nadorové buniky se zabiji ozafenim a. injikuji pacientu
spolu s BCG.
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