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1. Teoreticka
Imunologie




1 — Imunologie, imunita

Co je imunologie, imunita, vztahy imunitniho systému k systému neuroendokrinnimu.

Imunologie

a) véda, ktera zkouma imunitni systém
- anatomie a bunééné prvky imunitniho systému
« imunitni odpoveéd, imunopatologické reakce
- transplantacni imunologie
- imunologie infekci a nadort
- imunoterapie, ockovani

b) odvétvi mediciny s Sirokym zabérem

« klinicka imunologie spolupracuje témeér se vSemi zakladnimi medicinskymi obory, nebot
imunopatologické mechanismy postihuji v podstaté vSechny organy lidského téla

« zabyva se studiem, diagnostikou, Ié€bou a prevenci nemoci, vzniklych na
imunopatologickém zakladé

« v systému CR se obor nazyva ,,alergologie a klinicka imunologie®, zabyva se pacienty s:
- alergickymi chorobami
« zavaznymi primarnimi imunodeficity
« systémovymi autoimunitnimi onemocnénimi
« laboratorni slozka imunologie zajistuje specializovanou laboratorni diagnostiku, vychazejici
z principl imunitnich reakci

Imunita

» schopnost organismu branit se antigeniim z vnéjsiho i vniténiho prostredi (patogenni
organismy, nadorové buriky), v uz§im smyslu znamena odolnost organismu proti chorobé

« Ucastni se:
1. obranyschopnosti — obrana proti infekcim

2. imunitniho dohledu — odklizeni vlastnich poskozenych bunék (tzv. pfirozena
autoreaktivita)

3. nastaveni autotolerance — v(ci vlastnim tkanim na centralni a periferni Grovni

« tradi¢né se rozdéluje na nespecifickou (vrozenou) a specifickou (ziskanou) imunitu

Vztah imunitniho a nervového systému
* patfi spolu s nervovym a endokrinnim systémem k regulaénim systémuim
« fyziologicky vyznamny vzajemny regulaéni vztah mezi systémy:
- nékteré neurotransmitery plsobi pfimo na leukocyty, které pro né maiji receptory

je primy kontakt nervovych zakoncéeni a mastocytl, degranulace vyvolava stahy hladké
svaloviny a bolest

- na leukocyty plsobi mnoho endokrinnich hormoni (kortikosteroidy, rlstovy hormon,
tyroxin, endorfiny atd.), maji receptory

« leukocyty produkuji fadu hormon( (endorfiny, ACTH, TSH, STH, D3)
- cytokiny aktivni v imuitnim systému plsobi i na nervovy systém (IL-1, IL-6, TNF)

- vliv emocionalniho stresu na imunitni systém — zfejmé pres kortikosteroidy (hojeni ran,
aktivita fagocytd a NK bunék, imunopatologické reakce)



IMMUNE SYSTEM

How The Immune System ACTUALLY Works - IMMUNE

Kurzgestagt — In a Nutshell

https://youtube.com/watch?v=IXfEK8G8CUI

Tiny Bombs in your Blood - The Complement System

Kurzgestagt — In a Nutshell

https://youtube.com/watch?v=BSypUV6QUNw



2 — Primarni lymfatické organy

Struktura lymfatického systému — primarni lymfatické organy.

mezi primarni (centralni) lymfatické organy zarazujeme thymus a kostni drer
jsou tvoreny retikularnim epitelem

vznikaji v nich ,naivni“ lymfocyty (bez kontaktu s antigenem), jsou arteridlni krvi pfivadény
do uzlin, pfestupuiji pfes cévni sténu a dochazi ke stimulaci

Thymus (brzlik)

vznika ze 3. a 4. zaberni vychlipky
thymus lezi v pfednim hornim mediastinu

jeho velikost se s vékem méni, nejvétsiho rozvoje dosahuje v détstvi, od puberty dochazi k
pomalému zaniku a nahrazovani tukovou tkani

sklada se ze dvou lalokd, které jsou rozdéleny do lalG¢ka

povrch organu je kryt tenkou vazivovou blanou (capsula), jez vnika dovnitt a tvofi septa, ktera
déli laloky na mensi lallicky (lobuli)

jenho stromatem je retikularni epitel; v okach sitovité usporadaného epitelu jsou zachyceny
vcestovalé lymfocyty, které vznikaji v kostni dreni

kazdy lobulus ma 2 &asti:
1. kura (cortex) — pii okrajich lallicku, tmavsi
+ obsahuje velké mnozstvi T-lymfocytU, které se zde diferencuji a mnozi
« do jejich membrany jsou zde zabudovavany integralni membranové proteiny
umoznujici identifikaci a funkci T-lymfocytu (imunokompetenci a autotoleranci) —

tento proces je fizen cytokiny a chemokiny produkovanymi epitelovymi burikami
thymu

« do klry pronikaji pouze krevni kapilary somatického typu s vystelkou souvislou,
jejichz endotelova sténa je soucasti hematothymické bariéry, ktera chrani vyvijejici
se T-lymfocyty pred antigeny

2. dren (medulla) — uvnitf laltcku, svétlejsi

« oproti kiife je dren thymu slabéji zabarvena, coz je zplsobeno nizS$im poctem
pritomnych T-lymfocyt(

« z kdry odchazeji do dfené jen spravné funkéni lymfocyty, nefunkéni jsou likvidovany
makrofagy, ¢ast je likvidovana i apoptézou (asi 98% naivnich T-lymfocytd)

« specialnimi Utvary drené thymu jsou Hassalova téliska, ktera vznikaji keratinizaci
bunék retikularniho epitelu; jejich pocet a velikost s vékem roste, ¢asem mohou az
kalcifikovat

« na hranici mezi klrou a dfeni se vyskytuji postkapilarni venuly s vysokym
endotelem (HEC, high endothelial cells); jejich sténou prostupuji T-lymfocyty do
krevniho obéhu a osidluji thymodependentni oblasti perifernich lymfatickych organ(

Interlobular [i-

septum i Medulla

Thymic

Capsule corpuscle

Lymph duct\A Cortex

/ Artery
Vein
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Kostni dien
« mékka tkan makroskopicky riizného vzhledu

« vypliiuje drenovou dutinu (cavitas medullaris) v télech dlouhych kosti a dale vSechny
prostlrky mezi tramecky spongiosy

1. Cervena kostni dien
. organ krvetvorby
sklada se z prostorové sité retikularniho vaziva, makrofagl a sirokych krevnich viasecnic

v okach vaziva jsou kmenové bunky pro tvorbu erytrocytd, vétsinu leukocytl a krevni
destiCky

u déti vyplriuje véechny kosti

v dospélosti se ¢ervena kostni dfen nachazi v tramcich spongiéznich kosti (proximalni
konce humeru a femuru, kratké kosti zapéstni a zanartni, sternum, téla obratll, Zebra,
lopatky, kosti panevni, kosti lebky)

2. zluta kostni dfen
« vznika z ¢ervené kostni difené

- ve dfeni dlouhych kosti béhem ristu ustava krvetvorba, retikularni vazivo je prostupovano
tukovymi bunkami a ¢ervena dren se méni ve Zlutou

« ve 20 letech je Zluta kostni dfefi v dutinach vSech dlouhych kosti
- je schopna reaktivace na ¢ervenou kostni dren
3. Seda kostni dren
- je gelatindzni, prisvitna a vznika ze Zluté drené ztratou tuku
- typicka pro pozdni vék

Vlastni krvetvorba
« probiha v ¢ervené kostni dreni, kde se nachazeji vyvojova stadia rdznych krevnich bunék

« hemopoetické kmenové buriky nejsou diferencované, v déleni jsou malo aktivni, jsou vSak
schopné se celozivotné obnovovat

« jejich dcefiné burky tvori rizné diferencované bunécné linie, které se dale opakované cleni
az do zralého typu krevni burky

« béhem tohoto déje jsou buriky schopny opakovaného déleni (dllezité pro hromadnou
produkci), ale ztraceji schopnost sebeobnovy a jejich moznosti diferenciace se stale zuZzuji
(pevné urcené progenitorové buriky — CFU, colony forming units)

« fizeni krvetvorby — cytokiny
- erytropoetin (EPO) — tvorba v ledvinach, podnétem je hypoxie
+ trombopoetin (TPO) — tvorba v hepatocytech
- kolonie stimulujici faktor (CSF) — podle plsobeni na urcitou CFU:
+ G-CSF — rustové faktory pro granulocyty
« GM-CSF — rlstové faktory pro granulocyty a monocyty
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3 — Sekundarni lymfatické organy

Struktura lymfatického systému — sekundarni lymfatické organy.

sekundarni (periferni) lymfatické organy jsou vysoce specializované organy, kde probiha
hlavni faze antigenné specifickych imunitnich reakci

Lymfatické uzliny

malé, ovalné Utvary, velikosti od nékolika mm po 1-2 cm
jsou vloZeny do prabéhu lymfatickych cév a slouzi jako filtr pro lymfu

po obvodu do uzliny vstupuji aferentni lymfatické cévy, zpravidla jedna eferentni céva opousti
uzlinu v hilu

pouzdro uzliny tvofeno vazivem, vychazeji z néj trabekuly, které rozdéluji uzlinu na mensi
lalicky
parenchym tvoren retikularnim vazivem (retikulum — prostorova sit, tvorfena retikularnimi
burikami a retikularnimi viaknami); rozdéluje se na:
1. kura (cortex) — dale se déli na:
a) zevni klira — obsahuje lymfatické folikuly a B-lymfocyty

b) vnitfni kdra (tzv. parakortex) — neobsahuje folikuly, tvorena difuzni lymfatickou
tkani; obsahuje T-lymfocyty

2. dfen (medulla) — tvorena medularnimi tramci, mezi nimiz probihaji sinusy

- sinusy — kapilarni prostory, $térbiny v lymforetikularni tkani; aferentni cévy Usti do
subkapsularniho (marginalniho) sinusu, protékajiciho mezi pouzdrem a vlastni
lymfatickou tkani uzliny — z né&j sméruji paprscité skrz klru peritrabekularni sinusy, z
nichz se ve dreni stavaji Siroké medularni sinusy; jejich splynutim se v oblasti hilu
utvari eferentni lymfaticka céva

primarni folikuly — obsahuji klidové B-lymfocyty, které nebyly stimulovany antigenem

sekundarni folikuly — obsahuji v centru svétlejSi oblast s mensim mnozstvim malych
lymfocytd (tzv. germindlni centrum), vznikd po antigenni stimulaci a obsahuje vétsi
stimulované lymfocyty, byvaji zde mitdzy

lymfatické uzliny slouzi jako filtr lymfy, ktery zachycuje drobné ¢astice a antigeny pomoci
makrofagl a retikularnich bunék; odstrariuji se také zaniklé buriky véetné erytrocytl

antigeny, které se dostavaji do uzlin, zachycuiji folikularni dendritické buriky (APC), nasledné
se aktivuje imunitni systém — T-lymfocyty aktivuji pomoci cytokind B-lymfocyty k proliferaci,
B-lymfocyty se déli a transformuji plazmatické bunky, které syntetizuji protilatky

lymfatické uzliny, které reaguji na antigenni stimulaci se zvétsuji, zarode¢ni centra mohou byt
nékolikanasobné vétsi, nez v klidovém stavu

peritrabekularni sekundarni
folikul

B - kortikalni
B-z6éna

T — parakortikalni
T-z6na

vazivové

pouzdro

s trabekulou

M ~ meduldrni
provazce

lymfa =~ "\

vas
afferens

medularni

L postkapilarni venuly

s vysokym endothelem

sinus
vas efferens



Slezina

hmotnost asi 150 g, uloZena intraperitonealné v levé braniéni klenbé

na povrchu je kryta tuhym vazivovym pouzdrem; z pouzdra odstupuji do nitra sleziny
vazivové tramce, které neulplné ¢leni parenchym pulpy

na fezu jsou patrné svétlé, cca 1 mm Siroké lymfatické folikuly (v souhrnu tvofi bilou pulpu),
rovhomérné rozlozené mezi tmavocervenou houbovitou tkani ¢ervené pulpy (obklopuje tedy
bilou pulpu a tvori cca 75% objemu celé sleziny)

krevni cévy — v hilu vstupuje do sleziny 4-6 vétvi a. lienalis, které se dale vétvi na
trabekularni arterie, probihajici do nitra organu uvnitf vazivovych trabekul; od vystupu z
tramce jsou tepénky provazeny vrstvou lymfatické tkané (periarterialni lymfatickd pochva),
tyto tepénky pak vstupuji do lymfatickych folikull — po vystupu z uzlikl bile pulpy se
tepénka vétvi do Cervené pulpy jako aa. penicillatae (StétiCkovité tepénky), na kazdé je kratky
usek ztlusténi (Schweiggerovo-Seidelovo pouzdro, z retikularnich bunék), tepénka v tom
misté ma jen endotel, a bunky pouzdra zastupuji ostatni vrstvy cévni stény; po vystupu z
pouzdra pokracuje tenka prekapilarni tepénka a ta se otevira do sinus lienalis

bila pulpa — nejvétsi periferni lymfaticky organ, reaguje na antigeny cirkulujici v krvi,
nejvyraznéjsi reakce pii septikémii, 2 ¢asti:
1. periarteriolarni provazec obklopuijici arteriolu — prevaha Th-lymfocyt(

2. lymfatické folikuly (Malpighiho téliska) — prevaha B-lymfocytl (misto tvorby
plazmatickych bunék a protilatek tridy IgM)

cervena pulpa — prostoupena vendznimi sinusy, mezi nimi Billrothovy provazce
. sinusy — Siroké vendzni kapilarni prostory, vystlany endotelovymi burikami, mezi nimiz
jsou Stérbiny; bazalni membrana je nesouvisla (pfipomina obruce sudu)

. Billrothovy provazce — sestavaji z ridké sité tvorené retikularnimi burikami, v této siti je
smiSena bunéc¢na populace (erytrocyty, granulocyty, plazmocyty, monocyty, trombocyty)

. funkce — hematopoéza v prvém trimestru, zasobarna krve v dospélosti a destrukce
starych a abnormalnich krevnich bunék

Slizni¢éni imunita

slizni¢ni tkané obsahuji prevaznou ¢ast lymfoidnich sloZzek organismu a jsou také vyznamnou
lokalitou tvorby protilatek IgA

« MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) — slizni¢ni imunitni systém

+ O-MALT (organized mucosa-associated lymphatic tissue) — organizovana lymfoidni
tkan (napriklad tonsily Weldeyerova oblouku, Peyerovy plaky)

« D-MALT (diffuse mucosa-associated lymphatic tissue) — difuzni, neohrani¢ena
lymfoidni tkan, netvofi makroskopicky zjevnou masu (napfiklad intraepitelové
lymfocyty, lymfocyty v lamina propria)

GALT (gut-associated lymphoid tissue) — travici trakt (napfiklad M-buriky)

BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) — dychaci trakt

NALT (nasal-associated lymphoid tissue) — sliznice nosnich dutin

VALT (vulvo-vaginal-associated lymphoid tissue) — vulvo-vagindlni sliznice
« CALT (conjunctival-associated lymphoid tissue) — o¢ni spojivky

klicovou molekulou slizni¢ni imunity je IgA1 (prevazuje v krvi a v sekretech dychacich
cest; IgA2 prevazuje v sekretech traviciho traktu)
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4 — Bunécné elementy nespecifické imunity

Bunécéné elementy ucastnici se na nespecifické obranyschopnosti — epitelie, leukocyty

« bunécnou slozku nespecifické (vrozené) imunity tvofi:

1. leukocyty (makrofagy, monocyty, granulocyty, mastocyty, dendritické buriky, NK buriky)
2. jiné typy bunék (napfiklad endotelové burky, trombocyty)

« prostupu mikrobu télem brani i pfekazky a bariéry anatomické

« zakladnim mechanismem zabranéni Sifeni mikrobl v nespecifické obrané je jejich likvidace
pomoci fagocytd — pohlcovat korpuskularni material dovedou kdejaké buriky, ale pouze tzv.
profesiondlni fagocyty dovedou pohlcené bakterie zabit; fagocyty jsou pritomny:

- voIné ve tkanich pod kdzi a sliznicemi

- strategicky rozmistény v lymfatickych uzlinach (o¢istuji lymfu)

- v jatrech (Kupfferovy bunky) odstranuji bakterie pfinaSené krvi ze zaZivaciho traktu
- ve slezina zachycuji mikroby kolujici v krvi

Leukocyty

1. Neutrofily

neutrofily jsou pohybujici se buriky vznikajici z kmenovych bunék v kostni dreni, vyzravaji
zhruba 2 tydny

béhem zanétu se rychle hromadi v misté poskozeni nebo infekce.

v jejich cytoplasmé se vytvareji granula dvojiho typu
1. azurofilni — obsahuji lysozym, katepsin G, elastazu, myeloperoxidazu
2. specifickd — obsahuiji lysozym a laktoferin

za fyziologického stavu ¢ast z nich volné adheruje k endotelu, a volné se po ném kouli (tzv.
rolling); dojde-li k poskozeni tkané, objevi se na endoteliich cév v postizené oblasti
molekuly, k nimz neutrofily pfilnou daleko pevnéji a lakany chemoatraktanty se protlaci
skrze sténu cévy (tzv. diapedeze) a zaméfi do mista, z néhoz vychazeji chemoatraktanty

neutrofily Ziji kratce, necely den, nemaji mitochondrie a své energetické pozadavky ukajeji
Stépenim cytoplasmatického glykogenu (glykolyza je pochod anaerobni, neutrofily tedy
dovedou U¢inkovat i za anaerobnich podminek, napfiklad v centru zanétlivého loZiska)

funkce neutrofil(:

1. marginace k povrchu endotelu — prevaluji se po povrchu endotelove vystelky (tzv.
rolling) a postupné se pfichytavaji k povrchu téchto bunék, coZ je umoznéno
predevsim adhezivnimi molekulami typu selektin — selektiny jsou exprimovany jak
na povrchu endotelii, tak leukocytl; k uvolnéni selektind na povrch endotelii prispivaji
histamin a nékteré mediatory, jako je TNF a IL-1

2. adheze k endoteliim a diapedeze — proces adheze je zprostitedkovan predevsim
integriny, exprimovanymi na povrchu leukocytll a reagujicimi s ligandami, které
exprimuji aktivované endotelie (k jejich aktivaci je tfeba chemokin(l); adheze
umozniuje transmigraci leukocytl skrze cévni sténu (tzv. diapedeze); migrace je
fizena chemokiny vytvorenymi extravaskularni tkani, které stimuluji pohyb neutrofild
podle chemického gradientu

3. chemotaxe — pohyb leukocytll do mista zanétlivého loZiska, je zaloZzen na
chemickém gradientu chemoatraktant( (napfiklad C3a a C5a, LTB4, IL-8)

4. fagocytdéza — viz otazku 1.6
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2. Eozinofily

cirkuluji v krvi a vystupuji do mista zanétlivého procesu, podobné jako neutrofily — nejvétsi
nahromadéni téchto bunék je mozné pozorovat v misté zanétlivé reakce na parazita nebo
u alergickych procest, jako je asthma bronchiale

« pocet eozinofilll je pfi parazitarni infekci typicky zvySen, coz je dllezitym laboratorné
diagnostickym znakem
- jejich aktivita prispiva k nékterym patologickym staviim (atopie)
obsahuji acidofilni granula — ty obsahuiji kationické proteiny (eozinofilova peroxidaza a
molekula funguijici jako perforin)
produkuji leukotrieny, prostaglandiny a fadu cytokin(

eozinofily nijak zvlast dobre nefagocytuji, po aktivaci ale tvofi velké mnozstvi aktivnich
kyslikovych metabolitd

na povrchu eozinofilll jsou receptory pro C3b — mnozi helminti navazuji na svij povrch
C3b a tim aktivuji komplement alternativni drahou; bunky paraziti sice odolavaji lytickému
Ucinku C9, ale takto aktivované eozinofily uvolfuji svoji granularni vyzbroj a poskozuji
povrch parazita

3. Zirné buriky (mastocyty)

diferencuji se z granulocytovych prekurzorl v kostni dfeni a jsou v mnoha ohledech
podobné bazofilim

jejich hlavni funkci neni fagocytdza, funguiji vice jako bunky sekre¢ni — zakladni funkci je
obrana proti parazitarnim infekcim a také ziejmé role pfi regulaci imunitni odpovédi,
zabezpecovani fyziologickych funkci sliznic a pfispivaji k normalnimu metabolismu
pojivovych tkani

za patologickych okolnosti jsou zodpovédné za ¢asny typ precitlivélosti (1. typ)

charakteristickym receptorem zirnych bunék je vysokoafinni Fc receptor pro IgE — po
vazbé antigenu dojde k aktivaci a degranulaci buriky — uvolnéné fyziologicky uc¢inné latky
jednak pFimo poskozuji napadeného parazita, jednak vyvolavaji fyziologické reakce
vedouci k jeho vypuzeni, resp. k rozvoji dalSich obrannych mechanismd (stejné
mechanismy jsou zodpovédné za projevy Casného typu precitlivélosti na neskodné
antigeny — tj. alergie)

v cytoplazmé mastocytll se nachazi velké mnozstvi granuli (specializovanych lysozomd),
které obsahuji hydrolytické enzymy, proteoglykany (heparin, chondroitinsulfat) a biogenni
aminy (histamin, serotonin); zaroveri s degranulaci se v Zirnych bunkach aktivuje
metabolismus kys. arachidonové a vznikaji LTC2 a PGD>

secernuji i nékolik cytokind, které prispivaji k rozvoji lokalniho zanétu i k dalsim imunitnim
reakcim — napriklad TNF, TGF-B, IL-5, IL-6, IL-4

4. Bazofily

byvaji povazovany za ,,cirkulujici formu” zirnych bunék

jde o terminalné diferencované burky, které ale nejsou predchidci Zirnych bunék —
diferencuji se z myeloidniho prekurzoru v kostni dreni

svoji receptorovou vybavou, obsahem granuli, mechanismy stimulace a funkcemi jsou si s
Zirnymi burikami velmi podobné

jsou zodpovédné za vznik anafylaktického Soku
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5. Makrofagy

profesionalni fagocyty, nachazeji se ve vSech tkanich

jsou soucasti mononuklearniho fagocytarniho systému spolu s monocyty, které cirkuluji v
krvi a davaji vznik makrofagim (histiocytdim) ve tkanich

vétsina z nich osidluje organismus jiz v prlbéhu embryogeneze a pod vlivem lokalnich
cytokinl a dalsich faktor(l diferencuje ve specializované typy tzv. rezidenénich

makrofagu (Kupfferovy bunky v jatrech, mikroglie v mozku, osteoklasty v kostech,
alveolarni makrofagy v plicich)

hlavni funkci makrofagl je fagocytéza — zabijeni a eliminace mikroorganismU, fagocytdza
apoptotickych bunék a nezivych ¢astic (napfiklad uhliku — antrakoticky pigment)

dalsimi funkcemi jsou pak iniciace a koordinace zanétlivé reakce pomoci produkce
cytokinl a dalSich faktor(, produkce latek toxickych pro mikroorganismy (kyslikové
radikaly, NO), indukce specifické imunitni reakce vedouci ke tvorbé protilatek a k aktivaci
Te-lymfocytd

uplatriuji se i jako antigen prezentujici buriky (APC)

6. Dendritické buriky

nejucinnéjsi antigen prezentuijici buriky (APC)

hlavni spojujici ¢lanek mezi rychlou antigenné nespecifickou a pomalu se rozvijejici (4-7 dni
po infekci) antigenné specifickou ¢asti imunitniho systému

jsou strategicky rozmistény v tkanich, které jsou na rozhrani organismu a okolniho
prostfedi — nejvic jich je v klzi a ve sliznicich dychaciho a zazivaciho traktu, vydavaji své
vybéZzky mezi epitelialnimi burikami na slizni¢ni povrch a odebiraji tam aktivné vzorky
potravnich ¢i vdechnutych antigent

pokud rozpoznaji nebezpecny podnét (mikroorganismy, vlastni nekrotické buriky), aktivuji
se, presunuji se z tkani do lymfatickych uzlin a jinych sekundarnich lymfatickych organa a
méni se na uc¢inné APC

ve zralém stadiu dendritické buriky vydrzi asi 2-3 dny, béhem nichz aktivuji T-lymfocyty,
poté hynou apoptézou

7. NK bunky (natural Killers)

popisovany jako velké granularni lymfocyty

soucast nespecifické obrany proti virovym infekcim — dovedou zahubit nakaZzenou burku
dfive, nez v ni dozraji a uvolni se nové viriony

podnétem pro jejich ¢innost jsou virové glykoproteiny, které se béhem dozravani viriont
objevuji na povrchu infikovanych bunék

NK burika se k infikované burice tésné pfiblizi a do mezery mezi sebou a napadenou
burikou uvolni obsah svych granuli, coZ jsou predev§im molekuly typu perforind — ty
vytvofi péry v membrané, jimiz do cilové buriky proniknou z bunky NK dalsi bilkoviny,
zvané granzymy (napfiklad granzym B)

vysledkem tohoto procesu je apoptéza cilové buriky a preruseni reprodukéniho cyklu viru
podobnym zplsobem dovedou NK-buriky nicit i buriky nadorové
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Dalsi bunky Gc¢astnici se nespecifické imunity

1. Endotelové bunky

« fyziologicky zajistuji antitrombogenni potencial cévni stény (udrzuji prlchodnost cév) a
reguluji cévni tonus v mikrocirkulaci)

« endotel je stimulovan bud’ pfimo inzultem, nebo prostfednictvim jinych Gcastnik( zanétlivé
reakce:

- pfi zanétlivé reakci indukuje lokalni zmény cévniho tonu (lokalizace zanétlivych
procesll), zajiStuje trombogenni potencial (vyznam pro hemostazu) a zvysuje
permeability cévni stény (umoziiuje migraci leukocytd do intersticia)

« stimulaéni signaly pro aktivaci endotelovych bunék — lipopolysacharidy a mikrobialni
toxiny, histamin, trombin, plazmin, elastaza, PAF, C3a, C5a, cytokiny (IL-1, TNF-q)

« aktivace vede k tvorbé ucinnych latek regulujicich cévni tonus a expresi receptorl pro
adhezi leukocyt(

« tvofi Ucinné latky s vazodilataénim a vazokonstrikénim u¢inkem — NO (vazodilatace,
antitromboticky Uc€inek), prostacyklin 12 (vazodilatace, antitromboticky ug&inek),
endotelin (vazokonstrikce), tromboxan A2 a PAF (vazokonstrikce, adheze a agregace
desticek)

- tvofi prozanétlivé cytokiny — IL-1, IL-6 a TNF-a
« endotelialni adhezivni receptory:
- P-selektin, E-selektin — pro rolling leukocytl (které nesou ligand pro tyto selektiny)
+ ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, PECAM-1 — pro diapedezu leukocytd (exprimuiji integriny)

2. Trombocyty
« nemaji jadra, vznikaji rozpadem vicejadernych megakaryocytl v kostni dreni
« jejich cytoplazma obsahuje 3 typy granul obsahujicich rdzné produkty, z nichz

svs

« v kontaktu s fibrilami kolagenu dochazi k jejich agregaci a degranulaci
« uvolnény serotonin zvySuje permeabilitu cév
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5 — Antigen prezentujici bunky (APC)

Antigen prezentujici buinky — zapojeni v indukci imunitni odpovédi, rozdéleni.

« mezi antigen prezentujici buriky (APC) patfi:

1. dendritické burnky
2. makrofagy — viz otazku 1.6
3. B-lymfocyty — viz otazky 1.7, 1.29

Dendritické burnky

1. Myeloidni dendritické burniky (mDC)

nejucinnéjsi APC
hlavni spojujici ¢lanek mezi rychlou antigenné nespecifickou a pomalu se rozvijejici (4-7 dni
po infekci) antigenné specifickou ¢asti imunitniho systému

hlavnimi rGstovymi a diferenciac¢nimi faktory jsou IL-4 a GM-CSF
vyskytuji se jednak ve formé nezralé, jednak zralé

nezralé DC — strategicky rozmistény v tkanich, které jsou na rozhrani organismu a
okolniho prostfedi — nejvic jich je v kiiZi a ve sliznicich dychaciho a zazivaciho traktu, kde
tvori 1-2% celkového poctu bunék

« slizniéni DC ,vystrkuiji“ své vybézky mezi epitelialnimi burkami na slizni¢ni povrch a
odebiraji tam aktivné vzorky potravnich ¢i vdechnutych antigend

« dendritické buriky se nachazeji v mensim mnozZstvi témér ve vSech organech a tkanich
a dynamicky cestuji mezi krvi a lymfou — putovani DC do sekundarnich lymfatickych
organt ovliviiuji chemokiny CCL-19 a CCL-21, pro néz maiji zralé DC receptor CCR7

pokud neni v organismu pfitomna infekce, nezralé dendritické buriky prlbézné pohlcuiji
odumfelé bunky zdravych tkani — pohlcené vlastni molekuly zpracuji a jejich fragmenty
vystavi v komplexu s MHC proteiny na svém povrchu

- specifické T lymfocyty, které takové normalni autoantigeny rozpoznaji, nejsou timto
kontaktem aktivovany — jsou bud zcela utlumeny, nebo se z nich tvofi tzv. regulaéni T-
lymfocyty (Treg), které imunitni reakce vici danému antigenu aktivné potlacuiji

« nezralé DC se tak vyznamné podileji na zachovani tolerance vUci viastnim tkanim

zralé DC — aktivuji se z nezralych forem, pokud rozpoznaji nebezpecny podnét
(mikroorganismy, vlastni nekrotické buriky) — nebezpecny podnét predstavuji zejména
molekularni struktury spojené s patogeny (PAMP), které jsou rozpoznavany prislusnymi
receptory

- aktivace vede k diferenciaci (maturaci), ktera je spojena s dramatickymi zménami jejich
vlastnosti — zvyseni exprese MHC, zvySeni exprese kostimula¢nich molekul (CD80,
CD86), zvyseni exprese adhezivnich molekul, produkce cytokini potfebnych pro
optimalni stimulaci diferenciace antigenné specifickych efektorovych T-lymfocyt(
(napfiklad IL-1, IL-6, TNF a IL-12).

- vyzravajici DC se presunuji z tkani do lymfatickych uzlin a jinych sekundarnich
lymfatickych organt, ztraceji schopnost pohlcovat ¢astice z okoli a méni se na uc¢inné
APC

« pouze zralé DC dokazi aktivovat naivni T-lymfocyty

« DC dosahne zralosti béhem 48 h a tento proces je ireverzibilni; ve zralém stadiu DC
vydrzi asi 2-3 dny, béhem nichz aktivuji T-lymfocyty, poté DC hynou apoptézou

- zasoby DC jsou kontinualné doplriovany z prekurzorl v kostni dfeni a snad i z krevnich
monocytl
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2. Plazmacytoidni dendritické buriky (pDC)

« kromé mDC existuji jesté morfologicky a funkéné odlisné plazmacytoidni dendritické
burnky (pDC) — tento nazev neznamena, ze by mély cokoli spole¢ného s plazmocyty

« rlstovymi faktory jsou CD40L a IL-3.

« na rozdil od mDC nefunguji primarné jako APC, ale jako burky produkujici zanétlivé
cytokiny — produkci téchto cytokind aktivuji NK buriky a spoustéji tim vrozenou imunitni
odpovéd ¢i zahajuji zanétlivou reakci

« exprimuji hlavné receptory nukleovych kyselin TLR-7 a TLR-9 — jsou velmi U¢inné
stimulovany virovymi RNA, resp. DNA

 po setkani s viry produkuji velka mnozstvi IFN-a

. produkce IFN-a je mimo jiné dllezitad i pro aktivaci NK bunék, které také velmi
vyznamné prispivaji k obrané organismu proti virdm

3. Folikularni dendritické bunky (fDC)

« nepochazeji z hematopoetickych kmenovych bunék (narozdil od mDC, které pochazeji
z myeloidni linie)

» nachazeji se v primarnich lymfoidnich folikulech lymfatickych uzlin a jinych sekundarnich
lymfatickych organt

« hlavni funkci je stimulace B-lymfocyt(

« na svém povrchu vazou antigeny v nativni formé, velmi dlouho (az roky) — tyto antigeny
pak mohou byt rozeznavany B-lymfocyty (funguji tedy jako buriky prezentujici antigen B-
lymfocytdm)

Priibéh prezentace antigenu APC

APC zachycuiji antigeny, zpracovavaiji je na malé fragmenty, a ty pak ve spojeni s molekulami
MHC umistuji na svlj povrch a predkladaiji je T-burikam

na povrchu kazdé APC jsou pfitomny tisice riznych komplexdi MHC s peptidy — vétsina
peptidl pochazi z normalnich proteini organismu vlastnich, ¢ast peptidii mize pochazet z
cizorodych zdroju
- antigeny extracelularniho plvodu byvaji predklddany pomocnym Th-lymfocytim
subpopulace CD4+ — Th-buriky se vazou svym receptorem na komplex antigenu s
molekulou MHC Il. tfidy umisténym na povrchu APC; k aktivaci je treba jesté dalSich, tzv.

kostimulac¢nich signald — vysledkem toho je tvorba IL-2, jenz podnécuje mnozZeni a
diferenciaci T-bunék

na povrchu dendritickych bunék se dale nachazeiji:

- adhezivni molekuly (protein ICAM-1) — vaze se na adhezivni receptor LFA-1 na povrchu
T-lymfocyt(; tyto adhezivni pary molekul umoznuji dostateéné pevny kontakt obou bunék

. ligandy kostimulaénich receptorli (protein CD86) — vaze se na kostimulacni receptor
CD28 na povrchu T-lymfocyt(

prekurzor Th v rdmci tohoto procesu tedy dostane soubor signall pres TcR, CD28, receptory
pro cytokiny (IL-2) a pres dalsi povrchové adhesivni a signalizaéni molekuly

. tyto signaly vedou k pomnoZeni klonu Th s pfisluSsnou specifitou a ke konecné
diferenciaci na efektorové T-bunky pfislusného typu
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6 — Uloha makrofagti

Uloha makrofag® v imunitnim systému.

« profesiondlni fagocyty, nachazeji se ve vSech tkanich
- Ziji déle nez neutrofily, mohou fagocytovat opakované, tvofi ,,uklizeci ¢etu® v lozisku
- uplatnuji se i jako antigen prezentujici buriky (APC)

« jsou soucasti mononuklearniho fagocytarniho systému spolu s monocyty, které cirkuluji v krvi
a davaji vznik makrofagim (histiocytlim) ve tkanich

- monocyty jsou také zdrojem makrofagl v misté zanétlivé reakce pfi infekci nebo
poranéni

« vétSina z nich osidluje organismus jiz v prlbéhu embryogeneze a pod vlivem lokalnich
cytokind a dalSich faktor( diferencuje ve specializované typy tzv. rezidenénich makrofagu:

+ Kupfferovy buriky v jatrech

« mikroglie v mozku

- osteoklasty v kostech

- alveolarni makrofagy v plicich

« v postnatalnim obdobi se v fadé tkani makrofagy udrzuji v nezavislych sebeobnovujicich
populacich, bez vyznamnéjsiho prispévku prekurzor(l z kostni dfené

« v jinych tkanich (klZe, stfevo) jsou vSak makrofagy pribézné obnovovany diferenciaci
z monocytl

Funkce makrofagu

« hlavni funkci makrofagl je fagocytéza — zabijeni a eliminace mikroorganism(, fagocytdza
apoptotickych bunék a nezivych ¢astic (napfiklad uhliku — antrakoticky pigment)

« dalsi funkce:
iniciace, koordinace zanétlivé reakce pomoci produkce cytokinl a dalSich faktor(

produkce latek toxickych pro mikroorganismy (kyslikové radikaly, NO)

antigen prezentuijici bunky (APC)
indukce specifické imunitni reakce vedouci ke tvorbé protilatek a k aktivaci Tc-lymfocyt(

- po probéhlém zanétu podporuji procesy hojeni

« vzhledem k jejich rozmanitym funkcim je aktivita makrofagd regulovana, mohou se nachazet
v celém spektru aktivacnich stavi v zavislosti na prostfedi a kombinaci stimull, kterym byly
vystaveny

« rozpoznani a fagocytéza apoptotickych bunék ma na zanétlivou odpovéd makrofagl
tlumivé ucinky
- rozeznani patogenl pomoci PRR vede k jejich aktivaci a iniciaci efektorovych funkci a
zanétlivé odpovédi
« makrofagy oznacované jako M1 a M2:

« M1 maji prozanétlivou funkci (podporuji zanét), vznikaji plsobenim cytokinu IFN-y
(zdrojem jsou Th1 lymfocyty)

- M2 se diferencuiji v pfitomnost cytokinu IL-4, ukoncuji zanétlivou odpovéd' a zabezpecuiji
procesy hojeni tkané
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Uloha makrofagti v nespecifické imunité

« normalni neaktivované makrofagy nékteré patogeny (napriklad houby) zabijeji hife nez
neutrofily — vynahrazuiji si to vSak po tzv. aktivaci

- aktivacni signaly makrofagli — IFN-y, endotoxin G- bakterii, slozka C3b komplementu

« aktivované makrofagy mohutnéji fagocytuji, spotfebovavaji vice Oz, vytvareji vice hydrolaz,
jsou schopny nicit i tak odolné intracelularni parazity jako je Mycobacterium tuberculosis

- k zabijeni mikrob( stejné jako neutrofily produkuiji kyslikové radikaly a NO
- v granulich obsahuji lysozym a dale také produkuji metabolity kys. arachidonové

« v odpovédi na lipopolysacharid a dalSi slozky bakterialni stény uvolnuji cytokiny (TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-12 a dalsi) — zahajuji tim reakci akutni faze

« TNF-q, IL-1 a IL-6 — v hypothalamu pUsobi jako endogenni pyrogeny, stimuluji kostni
dren k uvolnovani vétsiho poctu leukocytd, v jatrech aktivuiji tvorbu proteinl akutni faze

- plUsobenim cytokind na endotel dochazi k jeho aktivaci — k expresi adhezivnich molekul
na jeho povrchu a k produkci vazoaktivnich mediatort

- IL-12 aktivuje NK-buriky, které dovedou tvofit IFN-y, jenZz spolu s IL-1 a TNF prohlubuje
dalsi aktivaci makrofag(

« i kdyz jsou makrofagy aktivovany béhem pochodu vrozené nespecifické rezistence, vyrazna
aktivace makrofagu je typicka pro specifickou celularni imunitu

Uloha makrofagl ve specifické imunité
« makrofagy dale predstavuiji pfechod mezi nespecifickou a specifickou imunitou

« maji ve své membrané pfitomny molekuly MHC Il, coZz umozriuje jejich reakci s T-lymfocyty
jako APC — spolupracuji s Th1-burikami

- makrofag infikovany intracelularnimi parazity vystavuje na svém povrchu fragmenty
proteinl pochazejicich z parazita v asociaci s MHC |l

- efektorové Th1-buriky kontaktuji prostfednictvim TcR a adhezivnich molekul a secernuiji
IFN-y, ktery je stimuluje k pfeméné v aktivovanou formu

« pomoci IL-1, IL-6 a IL-12 makrofagy pfispivaji k dalsi stimulaci T-bunék
« vzajemné plsobeni Th1 a makrofagl je zakladnim mechanismem imunopatologické reakce
opozdéného typu (IV. typu)
Uloha makrofagti v hojeni tkané

« v pfitomnosti cytokinu IL-4 prevazuji jejich funkce pro hojeni tkani po probéhlé zanétlivé
reakci — secernuji rizné rastové faktory (EGF, bFGF, PDGF), které stimuluiji fibroblasty

« nadmérna tvorba vlaken je podkladem rliznych patologickych stavi — fibréza, napfiklad pfi
zapraseni plic (pneumokoniozy)
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7 — Bunécné elementy specifické imunity

Bunécéné elementy ucastnici se na specifické obranyschopnosti.

« zakladnimi typy bunék, které se Uc¢astni na specifické imunitni reakci, jsou:
1. antigen prezentujici buniky (APC) — viz otazku 1.5
2. B-lymfocyty a plazmatické bunky
3. T-lymfocyty a jejich subpopulace

1. Antigen prezentujici buriky (APC)
« patii mezi né dendritické buriky, makrofagy a aktivované B-lymfocyty

« zachycuji antigeny, zpracovavaji je na malé fragmenty, a ty pak ve spojeni s molekulami
MHC umistuji na svij povrch a predkladaji je T-burikam

« vyskytuji se v celém téle, koluji i v krvi, lymfou jsou dopravovany ze tkani do regionalnich
miznich uzlin — tam v parakortikalni oblasti aktivuji T-lymfocyty a stimuluji je k dalsi
cinnosti

« zcela odliSnym druhem bunék jsou folikularni dendritické buriky (fDC) — nalézaji se v
lymfatickych folikulech a dovedou na svém povrchu vazat nezpracovany antigen po
mnoho mésicl — takto vazany antigen je nezbytny pro udrzovani zarodecnych center a
vznik pamétovych B-bunék

2. B-lymfocyty
« dozravaji v mikroprostredi kostni direné

« zralé B-lymfocyty nesou na svém povrchu molekuly imunoglobulinu, jeZz slouzi jako
specificky receptor pro antigen — v pfitomnosti antigenu a vétsinou jesté ve spolupraci s
T-bunkami se z nich vyvinou buriky plazmatické

« zralé plazmatické bunky (plazmocyty) se vyznacuji pfitomnosti mohutného
endoplazmatického retikula; jejich Ukolem je tvorba velkého mnozZstvi protilatek stejné
specificnosti, jakou nesla plvodni B-bunka

» u dospélého se vyskytuji desitky miliond klond B-bunék, kazdy z nich specificky pro jiny
antigen
2.1. B1-lymfocyty
« prvni B lymfocyty, které se objevuji béhem vyvoje jedince
 jsou zdrojem tzv. pfirozenych protilatek, coz jsou malo specifické protilatky tridy IgM
Casto reaguijici s nékolika odliSnymi antigeny béznych patogent
2.2. B2-lymfocyty
« bézné, konvencni B-lymfocyty, které predstavuiji vyraznou vétsinu B-lymfocyt(
« na svém povrchu nesou jako receptory pro antigeny imunoglobuliny IgM a IgD

« ke kontaktu s antigenem dochazi v zarode¢nych centrach sleziny a lymfatickych uzlin —
antigen tu byva spolu s protilatkou a komplementem lokalizovan na povrchu fDC

- vysledkem kontaktu je tvorba imunoglobulinu jen urcité tfidy (IgG, IgA nebo IgE)

- zaroven dochazi k tzv. somatické hypermutaci genti pro B-bunéc¢né receptory —
jde o drobné zmény ve struktufe molekuly protilatky slouzici i jako receptor, vedou k
zesilené schopnosti protilatky vazat antigen (k vyssi specifité i afinité vazby) —
bunky, které |épe vazou antigen, se Iépe aktivuiji, a proto se rychleji mnozi.

« selektivné tak vznika klon B-lymfocytl o vysoké afinité i antigenni specifité

« na zavér se méni v konec¢né producenty protilatek, v plazmocyty, k tomu dochazi jiz
mimo zarodecna centra
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2.3. Pamétové bunky

« vedle plazmocytl vznikaji z B-lymfocytl po styku s antigenem pamétové B-lymfocyty
« zatimco plazmocyty prezivaji jen nékolik dni, pamétové buriky zlstavaji v téle desitky let
« tyto bunky jsou pri¢inou jevu zvaného imunologicka pamét

« opakovana (sekundarni) reakce na tentyz antigen je daleko rychlejsi a mohutnéj$i nez
reakce primarni — pfi opakovaném styku s antigenem je totiZz k dispozici daleko vice
bunék, které jsou schopny s nim reagovat

T-lymfocyty

» nabyvaji svlj charakter v mikroprostredi thymu — dostavaji se do néj kmenové burky z
kostni dfené a pod vlivem thymovych hormon( (thymopoetinu a thymosinu) dozravaji v T-
lymfocyty; navzdory ¢aste¢né involuci thymu béhem dospivani se v ném T-buriky vyvijeji
po cely Zivot

» receptor T-bunék (TcR) — struktura zakotvena v bunécné membrané, sklada se ze 2
retézcl (mohou byt typu aB, méné casto yo)

+ ap T-lymfocyty — receptor rozeznava cizorody peptid usazeny v prohlubiné molekuly
MHC, zbyvajici ¢ast poznava tuto molekulu jako vlastni

« antigenni komplex tvoreny peptidem a MHC je uloZen na povrchu APC
+ yd T-lymfocyty — poznavaji cizorody antigen pfimo, bez pfitomnosti molekul MHC

« tyto bunky se nalézaji predevsim v epitelidlnich tkanich a predpoklada se, Ze se
uplatiuji v ¢asné obrané sliznic

+ thymova vychova — tj. dozravani T-lymfocytl v thymu — podstatou je vybér bunék, které
dovedou poznat viastni molekuly MHC, ale nereaguiji na vlastni antigeny

- pozitivni selekce — probiha na epitelialnich burikach kdry thymu

« vétSinanezralych T-lymfocytl je bezcenna, protoZe jejich receptory vibec
nerozeznaji vliastni molekuly MHC — tyto bunky podlehnou apoptdze

« zbytek, jehoZ receptory se s rliznou afinitou vazou na vlastni molekuly MHC, se
mUze mnozit
- negativni selekce — probiha na dendritickych burikach a makrofazich v dieni thymu

« nékteré z bunék, které prezily predchozi krok jsou ale potencialné nebezpecéné
— lymfocyt, ktery ma receptor s vysokou afinitou pro komplex vlastniho antigenu
spolu s vlastni molekulou MHC, rovnéz podlehne apoptdéze (autoreaktivni T-
lymfocyty)

« béhem vychovy v thymu se méni charakter rfady dulezitych molekul na povrchu T-
lymfocytd — na povrchu nezralého T-lymfocytu jsou jak CD4, tak CD8; zraly T-lymfocyt
ma uz jen jednu z téchto molekul

« CD4 se vaze na molekulu MHC II. tfidy
« CD8 se vaze na molekulu MHC |. tfidy
« z hlediska funkce Ize rozeznavat 3 skupiny T-bunék (subpopulace):
1. pomocné Th-lymfocyty (CD4+) — viz otazku 1.24
2. cytotoxické Tc-lymfocyty (CD8+) — viz otazku 1.26
3. regulacéni Treg lymfocyty (CD4+, CD8+) — viz otazku 1.25
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8 — Vztah bunék vrozené a ziskané imunity

Vztah a dominance bunéénych elementul vrozené a antigenné specifické imunity.

« imunitni mechanismy lIze rozdélit do 2 zakladnich kategorii:

1. nespecifické (neadaptivni)
2. antigenné specifické (adaptivni)
« obé kategorie pak zahrnuiji slozky:

a) humoralni — r(izné sérové proteiny a sekretované molekuly

b) bunécné — rizné typy bunék
Rozdily mezi vrozenou a ziskanou imunitou

Nespecificka imunita (vrozena)

Specificka imunita (ziskana)

zamérena proti Sirokému spektru mikrobd
vrozena, dédi se
jeji mechanismy jsou predem pfipraveny k boji

s infek&nim agens

plsobi stejné — at jde o prvni, ¢i opakovany
styk s mikrobem

zamérena na konkrétniho mikroba
ziskana béhem Zzivota, nedédi se
vyviji se az po setkani s danym agens
vznika tzv. imunologickd pamét — pfi

opakovaném styku s mikrobem vede k U&ingjsi
obrané (nemusi se projevit ani chorobnymi

priznaky)

plsobi okamzité

Nespecifické mechanismy (neadaptivni, vrozené)

evoluéné starsi (pfitomné v rizné mire u vSech mnohobunéénych organism)

zalozeny na mechanismech, které jsou v organismu pripraveny pfedem a jsou obvykle
ucinné proti mnoha rtiznym patogeniim (reaguji na strukturni nebo funkéni rysy, které jsou
jim spole¢né)
tvoreny slozkami bunéénymi a humoralnimi:

- bunécna slozka — fagocytujici bunky, pfirozené cytotoxické burky (NK buriky)

« humoralni slozka — komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné sérové proteiny
nespecifické slozky reaguji na pfitomnost Skodliviny rychle, fadové v minutach

na rozdil od specifickych slozek nemaji imunologickou pamét, tj. nejsou ovlivnény
predchozim setkanim se Skodlivinou a jejich reakce je pfi kazdém setkani s patogenem
stejna

kromé toho se v nespecifické obrané uplatriuji i dalsi mechanismy:

- mechanické — pohyb fasinek, longitudinalni tok vzduchu v dychacich cestach nebo
tekutiny v moc¢ovych cestach

- chemické — mastné kyseliny na kizi, enzymy (lysozym) ve slinach, slzach a potu,
pepsin v Zaludku a stfevé, antibakterialni peptidy (defenziny), kyselé pH Zaludku a mogi

- mikrobialni — normalni nepatogenni fléra soutéZi s patogennimi mikroorganismy o
Ziviny a o receptorovd mista, ktera zprostredkuji adhezi na epitelie, a produkuje
antibakterialni latky

24



Rozpoznavaci mechanismy nespecifické obrany

« fagocyty rozeznavaji struktury na povrchu mikroorganismd, ale nikoli na vlastnich
neposkozenych burikach

 tyto struktury jsou evoluéné velmi konzervované, sdilené rlznymi mikroorganismy a jsou
nezbytné pro jejich zivot — oznacuji se jako ,pathogen associated molecular patterns®
(PAMP); jsou to napriklad:

endotoxiny (lipopolysacharidy) — spole¢né G- bakteriim
peptidoglykany — spole¢né G+ bakteriim
glukany a mannany — typické pro kvasinky a plisné

povrchové fosfolipidy — spoleéné pro vlastni apoptotické bunky; u normalnich bunék
nachézeji vyhradné na vnitfni strané membrany

* PRR (pathogen recognition receptors) — receptory pro PAMP; nékteré jsou exprimovany
konstitu¢né, jiné jsou indukovany rliznymi podnéty

kromé fagocytl jsou tyto struktury rozpoznavany i humoralnimi slozkami nespecifické
imunity (komplementem, proteiny akutni faze, pfirozenymi protilatkami)

1. TLR (toll-like) receptory

maji mimoradnou dllezitost — rozeznavaji celou fadu chemickych struktur
charakteristickych pro rGzné patogeny (lipopolysacharidy, lipoproteiny, prokaryotické a
virové nukleové kyseliny atd.)

- nékteré z téchto receptord mohou byt stimulovany také endogennimi ligandy, které
se uvolnuji napfiklad pfi stresovém nebo nekrotickém poskozeni (signaly nebezpedi)

nékteré TLR jsou lokalizovany na bunééném povrchu, jiné (TLR 3, 7, 8, 9) pfedevsim v
intracelularnich membranach, kde maji optimalni podminky k setkani s ligandy
uvolnénymi z pohlcenych mikroorganism(

aktivaci téchto receptorl se spousti exprese prozanétlivych cytokinl (napriklad IL-1,
IL-6, TNF, IL-8) a nékterych adhezivnich a kostimulacnich receptor(i na povrchu APC

2. Nod receptory

cytoplazmatické receptory, maji podobnou funkci jako TLR

pfitomny nejen ve fagocytujicich bunkach, ale napriklad také v epiteliich

vazi uvnitf infikovanych bunék charakteristické mikrobialni produkty, a poté aktivuji
podobné signalni drahy jako TLR

genetické polymorfismy Nod genl jsou asociovany s rliznymi zanétlivymi chorobami
nebo imunodeficiencemi

3. Scavenger receptory

tzv. scavengerové (,uklizeci) receptory rozeznavaji polyanionické struktury (napfiklad
kyseliny teichoové) pfitomné na povrsich nékterych mikroorganism, ale také negativné
nabité fosfolipidy charakteristické pro apoptotické bunky

4. Opsonizace

opsonizace je zavisla na spoluplisobeni protilatek, slozek komplementu a dalSich
sérovych proteind; nejvyznamnéjsi opsoniny:

- protilatky vazané na mikroorganismus (jsou rozeznavany Fc receptory fagocytu)

- slozka komplementu C3b (jsou rozeznavany komplementovymi receptory)
opsoniny tak oznacuji ¢astici jako cizorodou a umoznuji jeji snadnéjsi fagocytozu
jako opsoniny pUsobi také tzv. proteiny akutni faze — ty jsou produkovany jatry pod
vlivem zanétlivych cytokinl (lektin vazici mannosu, fibronektin, fibrinogen, CRP, SAA)
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Specifické mechanismy (adaptivni, ziskané)

evolu¢né mladsi, adaptivni (schopna se prizpUsobit danému mikrobu a jeho pfizptsobeni)
antigenné specifické mechanismy — aktivuji se az po setkani s danym antigenem
zahrnuje humoralni a bunécéné slozky:

« humoralni — zaloZené na protilatkach

« bunétna — zalozené hlavné na T lymfocytech
k Uplnému rozvoji imunitni reakce specifické je zapotrebi nékolika dni az tydn(

charakteristickym rysem téchto reakci je imunologicka pamét — pfi opakovaném styku s
danym infek¢nim agens se kontakt nemusi vibec projevit chorobnymi pfiznaky

- tato obrana je ale specificka, to znamena zamérena pouze na urcité, konkrétni agens (Cili
adaptivni, tomuto agens prizplsobenad)
« imunologicka pamét ovSem trva jen béhem Zivota konkrétniho jedince a nedédi se
jakkoli je specificka imunita vysoce U¢inna, zac¢ina se v pribéhu infekce uplathiovat pomérné
pozdé a bohuzel se proto nékdy nerozvine véas; jindy je zase hlavni pfi¢inou poskozeni a
tudiz chorobnych pfiznakl (AlO)

Pribéh specifické reakce

specificka imunitni odpovéd' zaéina vazbou antigenu na specificky receptor na povrchu
imunokompetentni buriky (tj. burika schopna specificky reagovat s antigenem)

- ve vétsiné pfipadl byva antigen upraven a prezentovan APC
klicovymi burikami specifické imunity jsou:

1. T-lymfocyty

2. B-lymfocyty

3. APC

aby se zvysila pravdépodobnost, Ze se setkaji s pfisluSnym antigenem, lymfocyty cestuiji
nejen mezi jednotlivymi lymfatickymi organy, ale koluji celym télem

k této migraci dochazi i po setkani s antigenem — napriklad lymfocyty aktivované v
Peyerovych placich se dostavaji i do lamina propria dalSich sliznic, na nichz se pak rovnéz
tvori tzv. sekre¢ni protilatky

na zakladé povrchovych znakl Ize rozlisit 2 zakladni populace lymfocyt(:

1. B-lymfocyty — odpovidaji za tvorbu imunoglobulind, coz jsou protilatky specificky
se vaZici na pfislusny antigen a odpovédné za odstranéni extracelularnich mikrobl a
jejich produktd

2. T-lymfocyty — jednak pomahaji B lymfocytim tvofit protilatky, jednak pomahaiji
likvidovat intracelularni parazity (aktivuji makrofagy a usmrcuji buriky nakaZené
virem)

burikami zprostfedkovana imunita:
« zabezpecduiji ji T-lymfocyty a aktivované makrofagy

- obrana proti mikrobdm mnozicim se uvnitf bunék (pfikladem jsou herpesviry nebo
mykobakteria)

humoralni imunita:
- zaloZena na protilatkach

- chrani predevsim proti patogenim vyskytujicim se extracelularné (rozmanité opouzdrené
bakterie, z vir( napfiklad enteroviry)
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Primarni imunitni reakce

 pfi prvnim styku s uréitym antigenem je v téle k dispozici nanejvys$ nékolik tisic lymfocytd,
které jsou schopny specificky s timto antigenem reagovat a zahajit primarni imunitni reakci

« primarni imunitni reakce se rozbihd pomérné pomalu a protilatky se ve znatelném mnozstvi
objevuiji az béhem druhého tydne po styku s antigenem

« zpocatku to byvaiji protilatky tfidy IgM a byvaiji vystfidany protilatkami IgG o nizké avidité
(nizkoavidni protilatky byvaji méné specifické, a proto jejich vazba s antigenem je méné
pevna)

» po primarni imunitni reakci vSak zlstava v téle daleko vétsi zasoba tzv. pamétovych
lymfocytd, jejichZ receptory jsou schopny se specificky vazat s danym antigenem

Sekundarni imunitni reakce

e k sekundarni (téz anamnestické) imunitni reakci dochazi po opakovaném kontaktu s
antigenem — protoZe je pfi ni k dispozici o nékolik radi vyssi pocet bunék schopnych
rozpoznat dany antigen, probiha sekundarni imunitni reakce daleko rychleji, mohutnéji a
acinngji

« protilatky se objevuji dfive (jiz koncem prvniho tydne po styku s antigenem), jejich mnozstvi
(titr) stoupé daleko rychleji a dosahuje mnohem vysSich hodnot, mnohem specifi¢téji (a proto
pevnéji) se vaZzou na antigen (maji vyssi aviditu)

« dusledkem sekundarni imunitni reakce je, Ze opakovana infekce se vlibec nemusi projevit, a
o tom, Ze k ni vliibec doslo nas informuje jen stoupnuti titru protilatek

« rozdil mezi intenzitou odpovédi pfi primarni a sekundarni (event. dalsi) imunitni reakci je
podstatou Uc¢innosti ockovani — mikrob, jeho produkt nebo soucasti pouzité k ockovani jsou
upraveny tak, aby nevyvolaly poskozeni, zachovavaji si vSak stejné antigenni slozeni

« po primarni imunitni reakci vyvolané ockovaci latkou vznika dostatecna zasoba
pamétovych bunék, aby po nasledujicim pfirozeném kontaktu s antigenem mohlo rychle
dojit k mohutné sekundarni reakci — ta zlikviduje pfislusné agens dfive, nez se infekce
staci projevit chorobnymi pfiznaky
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9+10 — Komplement

Klasicka, lektinova a alternativni draha komplementu — biologicky vyznam, rozdily.

1.

komplement tvofi asi 30 sérovych a membranovych proteinl a je souéasti nespecifické
humoralni imunitni odpovédi

slozky komplementu se kaskadovité aktivuji a tim spoustéji imunitni reakci

hlavnimi slozkami je 9 sérovych proteini C1-C9, dale faktory (B, D, P), inhibitory a
inaktivatory (H, 1); vétsina jich je syntetizovana v jatrech, ostatni v makrofazich a fibroblastech

- ustfedni slozkou je C3 (fragment C3b se kovalentné vaze na mikrobialni povrch);
meziprodukty této kaskadovité reakce maji vyrazné biologické funkce, jako jsou
opsonizace a chemotaxe

- terminalnim produktem kaskady je komplex protein C5b, C6, C7, C8, C9 nazyvany
MAC (membrane attack complex) — ten perforuje cytoplasmatické membrany
nékterych bunék a pUsobi jejich lyzu, zabiji je

funkce komplementu:

1. opsonizace (C3b) — komplement se aktivuje po vniknuti bakterie; slozka C3a se
uvolni, C3b opsonizuje

2. chemotaxe (C3a, C5a)

3. prozanétlivé funkce (C3a, C5a) — anafylatoxiny (mediatory zanétu, zplsobuji
vazodilataci, zvysuji permeabilitu cévnich stén uvolfiovanim histaminu)

4. osmoticka lyza (C5b-C9) — cytotoxické plsobeni membranolytického komplexu
rozeznavame 3 cesty aktivace:

1. klasickou — zahajena IgG ¢&i IgM

2. lektinovou — zahajena sérovym lektinem (MBL)

3. alternativni — zahajena primym kontaktem C3 s chemickymi latkami

Klasicka draha aktivace komplementu
 vyvojové mladsi nez alternativni cesta, objevena drive
« zahajena na povrchu s navazanou protilatkou (IgG, IgM); cilem je vytvoreni MAC

- da se aktivovat i pentraxiny (reaktanty akutni faze) — tj. CRP a sérovy amyloid P —
vazi se na nékteré mikroorganismy a vazou protein C1

e vazbou na povrch (bakterie) se zméni konformace protilatky = odhali se vazebné
misto pro protein C1 (komplex podjednotek), ktery po vazbé na protilatku ziska
proteolytickou aktivitu — Stépi C4 a C2 — fragmenty C4b a C2a se navazi na povrch
napadeného mikroorganismu a vytvofi C3-konvertazu (C4bC2a)

« C3-konvertaza $tépi velké mnozstvi C3 na C3a (chemotaxe) a C3b (opsonizace)

e poté se vytvari C5-konvertaza (C4bC2aC3b), ktera stépi C5 na C5a (chemotaxe) a C5b
(soucast MAC)

2. Lektinova draha aktivace komplementu

« podobna klasické cesté aktivace
 misto protilatky ji iniciuje sérovy lektin — lektin vazajici mannézu (MBL)

. ten se vaZe na sacharidové struktury povrchi nékterych mikrobl piimo (nezavisle na
protilatkach)

* jeho struktura a funkce je podobna C1 — po vazbé na povrch $tépi C4 a C2 — vytvori C3-
konvertazu apod.
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3. Alternativni draha aktivace komplementu

vyvojove starsi nez klasicka a lektinova draha
neadaptivni, nespecificka imunitni reakce

zacina u C3 pfimym kontaktem s chemickymi latkami (endotoxiny) ve sténach bakterii
apod.

- slozka C3 se samovolné §tépi na fragmenty C3a (chemotaxe) a C3b — ve vzniklém
C3b se odhali velmi reaktivni skupiny (thioesterova skupina), které rychle reaguji
s okolimi hydroxy a aminoskupinami — pokud tyto skupiny leZi na povrchu bunék télu
vlastnich nebo na mikroorganismu, C3b se navaze kovalentné

- vétSinou thioesterova skupina reaguje s vodou, ¢imz se inaktivuje
- C3b je inaktivovana faktorem H a faktorem |

vazba C3b na povrch zahdji kaskddu — pfipoji se k ni sérovy protein faktor B (Stépen
faktorem D na Ba a Bb) = komplex C3bBb po stabilizaci faktorem P (properdinem) pdsobi
jako alternativni C3-konvertaza — stépi dalsi C3 na fragmenty C3a a C3b — zesilovani
kaskady

- vzniklé C3b se kovalentné zachycuji na povrchu kolem enzymové aktivniho komplexu
— slouzi jako vyznamné opsoniny

. C3a pusobi chemotakticky na fagocyty

vvvvvv

alternativni C5-konvertaza) a stépi C5 na C5a (chemotaxe) a C5b
« vznikem C5b nastava terminalni (lyticka) faze komplementové kaskady

iniciace spontannim nespecifickym zpilsobem, k aktivaci mize dojit jak na povrchu
cizorodych ¢astic, tak i vlastnich = regulaéni peroteiny (CD47, CD200 - nejez mé)

Terminalni (lyticka) faze komplementové kaskady

« fragmenty C5b tvofi MAC se slozkami C6-C8, zanofi se do povrchu membrany a pfipoji se
nékolik (13-18) molekul C9 — vznikne por — lyza

« vétsina mikroogranismd je odolna — maji buné¢nou sténu

« kontrolovana C1-inhibitorem, C3-konvertazy se rozpadaji po interakci s membranovym
proteinem DAF
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11 — Protilatky

Tridy a podtfidy protilatek, fyziologické koncentrace, funkce v systému a na sliznicich.

Imunoglobuliny

¢ imunoglobulinova rodina — skupina funkéné i strukturné pribuznych proteind, které hraji
klicovou roli v imunitnim systému — vazou antigen

- jsou exprimovany predevsim na leukocytech, ale nékteré nachazime i u jinych bunék
(napfiklad HLA | na v§ech jadernych burikach)

« vyskytuji se jako volné molekuly nebo jsou zabudovany do buné¢né membrany

- mezi imunoglobuliny fadime protilatky, specifické receptory T-lymfocytl a B-lymfocytd,
molekuly HLA, adhesni molekuly a receptory pro ristové faktory

 antigen se vaze specificky— vznikla vazba ma charakter nekovalentnich interakci
- antigen muze byt protein, glykoprotein, sacharid, DNA, fosfolipid, nizkomolekularni latka

« v pribéhu specifické imunitni odpovédi humoralniho typu jsou tyto latky tvofeny B-
lymfocyty a plasmoblasty (plasmatickymi burikami), jez z B-lymfocytd v ramci terminalni
diferenciace vznikaji

Struktura protilatek

» kazda protilatka je tvorena ze 2 tézkych retézcti (H, heavy) a 2 lehkych fetézct (L, light) —
tzv. imunoglobulinové domény — globularni smycky o cca 100 aminokyselinach obsahujici
cysteinovy mUstek (délime podle variabilni oblasti na hypervariabilni a konstantni domény

« lehké retézce (L retézce) — skladaji se z konstantni a
variabilni domény (VL a C.) 7 C L l
- vykytuiji se ve 2 typech — K (kappa) a A (lambda) voove | By eI, g
, . v v L, L+ VH F(ab"),
« v jedné molekule jsou 2 fetézce stejného =
typu (u ¢lovéka nejcastéji k) 5
» tézké retézce (H retézce) — maji vzdy 1 doménu Cia ]
variabilni (IgG, IgA, IgD), pfip. 4 konstantni (IgE, IgM) L ¢
—VuaCuh1-4
- pro odliSeni jednotlivych tfid (izotypl) protilatek je A N

smérodatny druh tézkého fetézce (IgA a, IgG y, IgD &, IgE
g, IgM p) — lisi se jak sloZenim, tak velikosti

- konstantni oblast (C. + Cn) — tvorena konstantnimi doménami (Fc fragment), je
totozna ve vSech protilatkach téze tridy

- variabilni oblast se lisi dle klonu B-lymfocytu

e pantova oblast — misto na H fetézci, na kterém dochazi ke stépeni rostlinnym enzymem
papainem; zarucéuje imunoglobulinu flexibilitu — protilatku Ize tak rozdélit na 3 &asti:

» 2 ¢asti (Fab-fragment) obsahuijici obé rozvétvena ramena (tzn. cely L a ¢ast H fetézce)
« na Fab-fragmenty se mohou vazat antigeny

. zvyvajici c¢ast (Fc-fragment) obsahujici zbyvajici ¢ast obou H fetézcl spojenych
disulfidickymi mustky

« Fc-fragmenty se vazi na receptory na povrchu leukocytl
« vazbené misto — vytvorené variabilnimi doménami L i H
* izotyp — urcen typem tézkého retézce — urcuje tridu protilatky
« idiotyp — rozdil ve variabilni oblasti — uréuje specifitu
¢ allotyp — nema vztah k funkénim charakteristikam molekuly
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Tridy (izotypy) protilatek

IgG (8-18 g/I; T« 21 dnQ))
 nejvyznamnéjsi, tvori 75% vsech protilatek v séru; monomerni

« vytvafi 4 podtridy (IgG1-4) — vzajemné se liSi opsoniza¢nimi vlastnostmi, vazbou na
komplement a ¢asem, po ktery jsou aktivni (strukturalné po¢tem mustl v pantové oblasti)

 jedina tfida protilatek schopna prochazet placentou — proto jsou u novorozencl stejné
hodnoty IgG jako u dospélych

« vyznam:
- opsonizace — Fc-receptory na neutrofilech a makrofazich
- aktivace komplementu klasickou cestou (IgG1, IgG3) — po vazbé IgG na antigen
- neutralizace toxinli — po navazani dojde k zablokovani a neutralizaci

IgA (1-3,5 g/I; T+ 6 dnQi)
« rozliSujeme 2 formy:
1. sérova — narozdil od IgG se mohou vyskytovat i jako dimery (spojené J-fetézcem)

2. slizniéni — dimer spojeny J-fetézcem a chranén sekre¢ni komponentou proti
slizni¢nim stépicim enzymim (produkovana slizni¢nimi B-lymfocyty)

« tvori 2 podtfidy (IgA1-2) — IgA1 (B-lymfocyty), IgA2 (kostni dien)
e vyznam:
- blokada adheznich molekul bakterii
- opsonizace — vazi se na specifické Fc-a-receptory fagocytl
- nema chopnost aktivovat komplement

IgM  (1-2,5 g/I; T+ 6 dn(l)
« tvofi 10% vSech protilatek v séru

» monomer IgM je integralni soucasti membrany B-lymfocytd (BCR); secernovany IgM tvori
pentamer (jednotlivé podjednotky jsou spojeny do kruhu cystinovymi mustky a J-fetézcem)
— diky strukture nepronikaji do tkani a zlstavaji v krvi

 jsou jako prvni vytvareny pfi zahajeni specifické imunity — produkce nevyZauje izotopovy
presmyk

e vyznam:
- aktivuje klasickou cestu komplementu (vaze C1)
- jako jediny tvori odpovéd na polysacharidové antigeny (ABO systém)

- aglutinace — IgM je schopno navazat hodné antigend — snadno tvofi aglutinaty

IgE  (3x10-14 g/l,; T+ 2 dny)

« zodpovédny za reakci Casné precitlivélosti — zvySena koncentrace byva pfi alergickych
(atopickych) reakcich; dale Uloha v antiparazitarni obrané (stimuluje procesy k vypuzeni)

« vysokoafinni receptory FceRl na mastocytech a bazofilech — degranulace (histmin,
serotonin, prostaglandiny, leukotrieny)
IgD (0,1 g/l,; T+ 3 dny)
+ nachazi se hlavné na povrchu B-lymfocytl (BCR) — funkce receptoru pro antigen
31



12 — Vazba protilatka-antigen

Charakteristika vazby protilatka-antigen (afinita, avidita, specificita).

Vazebné misto

+ vazebna mista tvofi nekovalentni komplexy s molekulami antigenti — uplatiiuji se slabé
vazebné interakce (iontové, hydrofobni, van der Waalsovy sily a vodikové mUstky)

- vazebné misto je vzdy svym tvarem a naboji komplementarni k epitopu antigenu
» komplexy antigen-protilatka jsou reverzibilni — maji vysokou rychlost vzniku i rozpadu —
- rovnovazna konstanta K — pro typické komplexy 106 — 1012 |/mol

« prevracena hodnota je disociaéni konstanta

- ¢im vyssi je K, tim vys$si je afinita protilatky k antigenu (jedno vazebné misto a
jednoduchy epitop)

- afinita — definuje silu vazby jednoho vazebého mista s jednim epitopem

- avidita — soucet afinit v polymeru — vyjadfuje silu interakce polyvalentni protilatky s
polyvalentnim antigenem (desetivalentni molekuly IgM se vazi s vysokou aviditou
napfiklad na bakterialni povrch);

« avidita se zvySuje s afinitou jednoho vazebného mista nebo s poétem simultanné
se uplatriujicich vazebnych mist

Efektorové funkce imunoglobulint

1. Opsonizace

« imunoglobulin se vaze Fab-fragmentem na epitop antigenu; Fc-fragment se poté muze
navazet na Fc-receptor makrofagu, neutrofilll nebo yd T-lymfocytl — fagocytoza

« zésadani pfi obrané proti extracelularnim bakteriim (hlavné G+) — bez opsonizace jsou
Spatné fagocytovany

+ tento mechanismus muze byt kryt PRR a ménit optimalni profil imunitni odpovédi
« efektivni jsou IgG1, IgG3, IgM
2. Neutralizace

« imunoglobulin se navaze Fab-fragmentem na receptor viru (v krevnim obéhu, ve tkanich),
bakterii (na sliznicich), ¢imz blokuje vazbu na pfislusny bunéény ligand

- patogeny — inifluenza, pfiusnice, spalnicky, zardénky, HIV...
. toxiny — ASLO, diftericky toxin, choleratoxin...
 nejefektivnéjsi IgG, IgA, méné IgM
« neutraliza¢ni protilatky jsou ¢asto cilem preventivni vakcinace (zaskrt, tetanus)
3. ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity)

« bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach — protilatka se navaze Fab-fragmentem na
antigen cilové bunky (nadorova, infikovana virem, parazit) a Fc-fragmentem se navaze na
Fc-receptor (FCR) NK bunék, eozinofilli nebo neutrofild

 aktivace FcR vede k tzv. polibku smrti a uvolnéni cytotoxickych substanci (perforiny,
granzymy, INF-y, ARBP, defenziny)

vvvvv

4. Aktivace komplementu

« imunoglobulin se Fab-fragmentem navaze na epitop antigenu, ¢imz dochazi k aktivaci
klasické drahy komplementu — dlsledkem je eliminace vzniklého komplexu, zabijeni
cilové buriky, opsonizace, uvolnéni chemotaktickych slozek C3a a C5a, akivace zanétu

vvvvv
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13 — Aktivace B-lymfocytu, protilatkova odpovéd’

Pribéh aktivace B lymfocytu, protilatkova odpovéd primarni a sekundarni.

Imunitni reakce zalozené na protilatkach

- zalozena na rozeznani antigenu povrchovym antigenné specifickym receptorem B
lymfocytli (BcR) — za vhodnych podminek (vétSinou spoluprace s folikularnimi Th-
lymfocyty, tzv. Tfh) se takto stimulované B lymfocyty pomnoZzi, vzniknou klony dcefinych
bunék s identickou specifitou a diferencuji na plazmatické buriky, které sekretuji protilatky

BcR (B celularni receptor)

e BcR rozeznava antigen jako takovy (v nativni formé), na rozdil od TcR neni nutna
prezentace v komplexu s MHC

« komplex BcR se sklada z:
1. vlastniho povrchového imunoglobulinu (rozeznava antigen)

« povrchové imunoglobuliny patfi k tfidam IgM a IgD, jejich struktura je jinak stejna
jako struktura sekretovanych imunoglobulint (sklada se ze dvou tézkych (H) a dvou
lehkych (L) fetézc)

« téZké retézce jsou transmembranové proteiny — v C-terminalni ¢asti maiji usek 20
hydrofobnich aminokyselin, kterym jsou zakotveny v membrané

2. asociovanych signaliza¢nich molekul (Iga a Igp)

« s imunoglobulinem komplexu BcR jsou asociovany 2 transmembranové proteiny
zvané Iga (CD79a) a IgB (CD79B), které mohou byt nekovalentné spojeny s
cytoplazmatickymi protein-tyrosin kinazami (PTK)

« aktivované kindzy pak fosforyluji cytoplazmatické proteiny, coz vede ke spusténi
slozitych signalizaénich kaskad — ty nakonec mohou vést (dostane-li bunka dalsi
nezbytné signaly) ke zménam transkripce nékterych genl, bunécnému déleni,
diferenciaci B bunky na plazmatickou burnku a sekreci protilatek (imunoglobulind)

« signaly spusténé vazbou antigenu na BCR mohou byt vyrazné zesileny spolupraci BcR s
dal$im povrchovym receptorem B lymfocytll — komplementovym receptorem CR2 (CD21),
ktery vaze degradacni produkt C3dg

- propojeni BCR a CR2 antigennimi ¢asticemi opsonizovanymi fragmenty C3dg zfejmé
lépe aktivuje kindzy spojené s obéma receptory

Rozdéleni antigenui podle zavislosti na T-lymfocytech
1. T-zavislé (dependentni) antigeny
« vétSina antigend, hlavné proteiny
« schopné vyvolat protilatkovou odpovéd pouze ve spolupraci Tth bunék s B-lymfocyty
2. T-nezavislé (independentni) antigeny
 zvlasté polysacharidy

« vyvolavaji diferenciaci B-lymfocyt(l na plazmocyty a sekreci protilatek i bez spoluprace
s Tth

« U jedincl s ur¢itymi poruchami funkce T-lymfocytl zlstava zachovana schopnost produkovat
protilatky proti T-nezavislym antigenim; v nékterych pfipadech (u novorozenct, pacientl po
splenektomii, u nékterych primarnich imunodeficitll) je naopak zachovana pouze schopnost
tvorit protilatky proti T-dependentnim antigendm
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1. Protilatkova reakce vyvolana T-nezavislymi antigeny

dochazi k tvorbé nizkoafinnich protilatek tridy IgM
podle toho, jakym zplsobem aktivuji B-lymfocyty, Ize T-nezavislé antigeny rozdélit:
1. skupina TI-1
- patfi sem zejména bakterialni lipopolysacharid (LPS) a nékteré dalsi ligandy TLR

- ve vyssich koncentracich se LPS vaze na receptor B-lymfocytl pro LPS (TLR4), coz
zpUsobuje ,nespecifickou” stimulaci velkého mnozstvi B-lymfocytll a produkci
protilatek nezavisle na jejich antigenni specifité

- LPS tedy pusobi jako polyklonalni mitogen B lymfocytt
2. skupina TI-2

- ma charakteristickou strukturu — polymery slozené z mnohokrat opakovanych
zakladnich jednotek, jako napfiklad mikrobialni povrchové polysacharidy (obsazené
typicky v obalu opouzdienych bakterii, napfiklad pneumokokd) nebo polymerni
proteiny (napfiklad flagelin skladajici se z mnoha shodnych podjednotek a tvofici
biciky bakterii)

. tyto polymerni antigeny reaguji simultanné s velkym pocétem BcR a intenzivné je tim
shlukuji — tim vznikaji signaly, které jsou dostate¢né silné k tomu, aby vyvolaly
bunécné déleni a diferenciaci na plazmatické buriky bez pfimé pomoci Th

- nezavislost na T-lymfocytech ale neni Uplna — B-lymfocyty stimulované TI-2 antigeny
sice nepotrebuji pfimy kontakt s Th, ale potiebuji nékteré cytokiny (IL-2, IL-3, IFN-y),
které jsou produkovany bud’ T-lymfocyty, nebo NK burnkami, nebo pochazeji z jinych
zdroju

Protilatkova reakce vyvolana T-zavislymi antigeny

tento typ odpovédi vyzaduje kooperaci mezi B-burikami a folikularnimi Th-lymfocyty

B-lymfocyt stimulovany urditym antigenem musi obdrzet pomoc od Tfh bunky, ktera
rozeznava stejny antigen — to je mozné diky tomu, Ze rozpoznani antigenu antigenné
specifickym receptorem (BcR) vede k jeho pohlceni B-burikou a k rozstépeni na peptidové
fragmenty — tyto fragmenty se navazou na MHC Il a tyto komplexy se objevi na povrchu
B-lymfocytu

pokud je takovyto komplex specificky rozeznan lymfocytem Tfh, mlze tato Tfh burka
poskytnout B-lymfocytu pomoc a stimulovat tak jeho diferenciaci v plazmatickou nebo
pameétovou bunku

- na povrchu takové B-bunky se objevuji stejné komplexy MHC Il-peptid, jako na
povrchu dendritické buriky, ktera pohltila stejny antigen a pak iniciovala vznik
pfislusného klonu Th

jde tedy o specifickou pfimou pomoc B bunkam, které byly stimulovany rozeznanim
stejného antigenu, ktery vyvolal (po zpracovani v APC) i vznik pfislusné specifickych Tfh
bunék

pomoc Tfh bunék B-lymfocytlim je zaloZena na:

a) sekreci cytokin — IL-21 a IL-4 ve spojeni s cytokiny charakteristickymi pro Th1,
Th2 a Th17 — v zavislosti na prevazujicim typu odpovédi

b) pfimém mezibunééném kontaktu — interakce mezi kostimulaénim receptorem
CDA40 (B-lymfocyt) a jeho ligandem CD40L (na povrchu aktivovanych Tfh)

ke stimulaci sekrece cytokind Tfh burikou uz neni nutny signal pres kostimulacni receptor
CD28 (B-lymfocyty v tomto stadiu maiji na svém povrchu jen velmi malo kostimulaénich
molekul CD80 a CD86), postaci signal pres TCR
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+ pro optimalni stimulaci B lymfocytl je tedy obvykle potfeba souhry 3 typl bunék — APC
(hlavné dendritické buriky), Tfh a B-buriky

« tzv. alternativni (minimalni) model spoluprace — nékdy ale staci spoluprace pouze mezi
Tfh a B lymfocyty — je vSak potfeba, aby se z B lymfocytu stala APC

- to nastane, kdyz B-lymfocyt dostane signal pres BcR (rozeznanim antigenu) a
soucasné je ,nespecificky“ stimulovan pfes TLR nékterymi bakterialnimi produkty
(bakterialni DNA, povrchovy lipopolysacharid)

. to zpUsobi, ze se B-lymfocyt dostane do stavu ¢astec¢né aktivace, na jeho povrchu se
objevi kostimula¢ni ligandy CD80 a CD86 (a ovsem také komplexy MHC Il s fragmenty
pohlceného antigenu)

- tak se z B lymfocytu stane APC, ktera mize stimulovat vznik klon( specifickych Th

Primarni a sekundarni faze T-zavislé protilatkové reakce

« charakteristickym rysem protilatkovych reakci zavislych na Tth je, Ze probihaji ve 2 fazich —
primarni a sekundarni

« v zavislosti na davce antigenu a zplsobu jeho podavani:
- mohou byt tyto faze jasné oddélené (typicky tehdy, kdyz jsou opakované podavany malé
davky s vhodnym ¢asovym odstupem)

- nebo na sebe mohou bezprostfedné navazovat (typicky u pfirozené infekce, kdy v
organismu pretrvava, resp. vznika relativné velké mnozstvi antigenu po del$i dobu)

 pro tento druh protilatkové odpovédi je charakteristicky vznik pamétovych bunék a vznik
vysokoafinnich protilatek v procesu tzv. afinitni maturace

I. Primarni faze T-zavislé protilatkové reakce

« k zahajeni protilatkové reakce dochazi v sekundarnich lymfoidnich organech pfri
prvnim setkani s antigenem (po imunizaci nebo po pfirozené infekci)

« soucasné probihaji 2 déje:
1. stimulace B lymfocytu

« po proniknuti antigenu do organizmu uz probiha pfirozena (neadaptivni) imunitni
odpovéd a antigeny obvykle dorazi do sekundarnich lymfoidnich organ(
oznaceny fragmenty komplementu

. podilet se mohou také tzv. pfirozené protilatky, které jsou nékterymi B-
bunkami (B1) produkovany spontanné a konstitutivné a tvofi s témito
antigeny imunokomplexy; pozdéji se zapoji také protilatky vzniklé v ramci jiz
probihajici adaptivni imunitni odpovédi

« tyto opsonizované antigeny jsou zachycovany v lymfoidnich folikulech na
folikularnich dendritickych bunkach (fDC) prostfednictvim komplementovych
receptorll a Fc receptorl — zachycené antigeny nejsou témito burikami
pohlceny, ale jsou dlouhodobé uchovavany v nativnim stavu na jejich povrchu,
kde mohou stimulovat B-lymfocyty

« FDC tedy slouzi jako bunky prezentujici antigen B lymfocytam.
2. vznik antigenné specifickych Tfh bunék

« stejné antigeny jsou zarovenn do sekundarnich lymfoidnich organ(
transportovany dendritickymi burikami, pfipadné zachycovany rezidenénimi

dendritickymi bunkami — tyto profesionalni APC burky rozstépi antigen na
peptidy a prezentuji na svém povrchu (na MHC Il) pro T-lymfocyty (prekurzordm
Tfh bunék)

« vysledkem je vznik klon{ antigenné specifickych Tfh bunék
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» spoluprace B-lymfocytd a Tfh bunék — zatimco ke stimulaci B-bunék dochazi v
lymfoidnich folikulech, bunky Tfh jsou aktivovany v T-bunééné zéné lymfatickych uzlin —
rozeznani antigenu u obou typl bunék zpUsobi, Ze za¢nou migrovat do oblasti na hranici
lymfoidniho folikulu

. Casné Tfh bunky tam pak rozeznavaji patficné antigenem stimulované B burky (podle
pritomnosti komplexth MHC Il s antigennimi peptidy na jejich povrchu) a poskytuji jim
signaly — témito S|gnaly jsou sekretované a povrchové cytokiny (zejména CD40L),
které zplsobi pomnozeni, diferenciaci na plazmatické burky a sekreci protilatek

. ¢ast B-bunék se nepfeméni na plazmatické buriky, ale stanou se z nich pamétové
buriky nebo mohou déle pokra¢ovat ve vyvoji a zahdjit sekundarni fazi odpovédi

. tyto interakce mezi aktivovanymi B a Tfh jsou dileZité i pro dalsi osud Tfh bunék, nebot
stimulace antigenem a kostimulaénimi molekulami na povrchu B-lymfocytl vede k
dokonceni diferenciace Tfh bunék, které se stanou pIlné kompetentnimi Ucastnit se
sekundarni faze protilatkové reakce

« protilatky produkované prvni vinou plazmatickych bunék béhem 3-4 dn0 od primarni
infekce (imunizace) jsou témér vyhradné IgM a maji pomérné nizkou afinitu k antigenu

« vSechny tyto déje od rozeznani antigenu az po vznik plazmatickych bunék probihaji hlavné
v sekundarnich lymfoidnich organech; zna¢na ¢ast plazmatickych bunék je pak roznesena
obéhovym systémem na rlizna mista v organismu, zvlasté do kostni diené

+ IgM protilatky produkované béhem této prvotni faze protilatkové odpovédi jsou obvykle
ucinné pri blokovani siteni infekce; také prispivaji k dalsi tvorbé imunokomplexu, které jsou
i nadale zachycovany v lymfatickych uzlinach a jinych sekundarnich lymfoidnich organech

Il. Sekundarni faze T-zavislé protilatkové reakce

« C¢éast B bunék se nediferencuje v plazmatické nebo pamétové bunky, ale navrati se do
lymfoidniho folikulu, kde probéhnou dalsi kola déleni a diferenciace B-lymfocyti
(sekundarni reakce)

« vlivem signald od fDC (prezentace antigenu) a Tfh (CD40L, cytokiny) dochazi
k intenzivnim somatickym mutacim gend pro H a L fetézce (jejich V segmentl) a
vznikem mutantnich klond B bunék nesoucich zménéné BcR (ty tedy maji pozménéna
vazebna mista pro antigen)

« k tomu, aby tyto bunky prezily, musi obdrzet dostate¢né silné signaly prostrednictvim
BcR a cytokinovych receptord — v soutéZi o omezené mnozstvi antigenu a o pomoc
omezeného mnozstvi Tth bunék maji tedy Sanci prezit pouze ty buriky, které nesou
BcR vazici s dostate¢nou afinitou antigen na povrchu fDC — hynou vSechny ty, u nichz
mutace byly neproduktivni nebo vedly k BcR s nizkou afinitou k antigenu

« intenzivni proliferace doprovazena masivnim hynutim B bunék je mikroskopicky dobre
pozorovatelna jako vznik sekundarnich lymfoidnich folikull, které maji germinalni
centrum obsahuijici proliferujici (a hynouci) B buriky, fDC a malé mnozstvi Tfh

« cely tento déj se nazyva germinalni reakce a jeho vysledkem je afinitni maturace
vznikajicich protilatek (afinita vyslednych protilatek ve srovnani s IgM protilatkami z prvniho
kola obvykle o 4-6 radud vyssi)

« kromé zmén afinity, zplsobenych mutacnimi a selekénimi procesy, dochazi také k
izotypovému presmyku, tj. k zaméné konstantni ¢asti produkovanych protilatek — misto
plvodnich IgM se zacnou tvofit jiné izotypy (podtfidy IgG, IgA, IgE) — ireverzibilné se
vystépuiji velké Useky v 3' ¢asti genového komplexu pro H fetézce

. to, jaké izotypy vznikaji, je uréovano hlavné plsobenim cytokind

« vysledkem vsSech téchto déjl je tedy vznik protilatek, které oproti prvnim IgM protilatkam
produkovanym pfi primarni imunitni reakci maji vyssi afinitu a jiné efektorové vlastnosti
(aktivace komplementu, vazba na Fc receptory) zavislé na izotypu
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14 — IgE

IgE - jeho vyznam v imunologickych reakcich, interakce s receptory na burikach.

« ze vSech protilatek ma nejkratsi polo¢as rozpadu

. nalezneme jej v mnozstvi jesté nizSim nez IgD (sérova koncentrace 0,5 g/l) — to
zpUsobuije také jeho kratky katabolicky polo¢as

- je homocytotropni — brzy se vaze na jiné buriky vlastniho téla (zirné bunky, bazofily) na
receptory FceRl; ve vazaném stavu je daleko stabilnéjsi nez jako volny

« uvolfiuje mediatory zanétu (histamin, serotonin, prostaglandiny, leukotrieny)
« protilatky IgE jsou zodpovédné za reakce ¢asné precitlivélosti
- jejich zvysena koncentrace byva pfi alergickych (atopickych) reakcich

« dale maiji uUlohu v antiparazitarni obrané (stimuluje procesy k vypuzeni) — mediatory,
vazodilatace, vykaslani, vykychani, zvySeni peristaltiky strev, prlijem

« vyskytuji se zvlasté ve sleziné, mandlich, mukdznich membranach plic a mukdznich
membranach GIT

Obrana proti mnohobunéénym organismim
« dominantnim rysem je produkce IgE

« po setkani imunitniho systému s antigenem parazita (prostrednictvim mastocytd, eozinofill a
bazofild) se stimuluje proliferace a diferenciace Th2, kritickym faktorem je IL-4 (mastocyty a
dalsi APC)

- efektorové Th2 stimuluji proliferaci a terminalni diferenciaci B-lymfocytl, které nesou
specifické BCR, pod vlivem IL-4 dochazi k izotypovému pfesmyku a produkci IgE —
nasedaji na vysokoafinni IgE receptory na mastocytech — antigenné specifické
receptory

- po kontaktu s parazitem dojde k agregaci receptorl a uvolnéni mediatord z granuli,
zaroven aktivace fosfolipazy A2 — metabolity kyseliny arachidonové

v pozdéjsich stadiich stimulace Th1-lymfocytl a syntéza protilatek jinych tfid — potlaceni
infestace

« efektorovymi burikami jsou eozinofily (diferenciace pod IL-5), mohou fagocytovat komplexy
antigen-IgE prostrednictvim IgE receptor(i

Imunopatologicka reakce I. typu
* nejbéznéjsi typ imunopatologické reakce
« tvorba IgE proti nékterym antigenim zevniho prostredi (pyl, roztoci, potraviny, srst...)
« jedina imunopatologicka reakce, ktera neni u AlO

- atopik — tj. jedinec, ktery na neSkodné antigeny reaguje tvorbou IgE, geneticka predispozice
(atopie)
+ po prvnim setkani dochazi k senzibilizaci (podobné reakce jako pfi mnohobunéénych

parazitech), stimulace diferenciace Th a nasledné B-lymfocytl, které secernuji pod
vlivem cytokinU IL-4, IL-5 protilatky IgE

- IgE se vaze na vysokoafinni receptory na Zirnych burnkach a bazofilech, pfi opakovaném
setkani mize dojit k pfemosténi IgE, agregaci receptord a okamzitému uvolnéni
mediator( (histamin, heparin) + tvorba metabolitl kyseliny arachidonové
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15 — Protilatkova heterogenita

Geneticky zaklad protilatkové heterogenity, genové rekombinace, zdroje variability Vi a V..

Geneticky zaklad protilatkové heterogenity
« jednotlivé Ig Fetézce jsou kédovany 3 genovymi komplexy:
1. genovy komplex kddujici H-fetézce (IgH) se nachazi na chromosomu 14

 lokus kédujici H-fetézec obsahuje 65 genl ve V (variable) segmentu, 27 v D
(diversity) segmentu a 6 v J (joining) segmentu — mechanismem presmyku DNA v
téchto segmentech Ize dosahnout enormniho repertoaru protilatek (65 V x 27 D x 6
J gent = 10 530 kombinaci), a to jen u H-fetézc(

« obsahuje navic C (constant) segment — po stranach se nachazi tzv. pfesmykova
sekvence, které jsou rozeznavany enzymy provadéjici izotypovy presmyk

2. gen koédujici k L-fetézce (IgK) se nachazi na chromosomu 2
3. gen koédujici A L-fetézce (IgL) se nachazi na chromosomu 22
« pro lehké fetézce existuje mnoho gent V a J, ale D zcela chybi
« podobny mechanismus u TcR

\ light-chain locus
L1 W L2 V\2 - L ~30 _ N 1 n2 2 na 4

JEE—— .
k light-chain locus
L1 Vi1 L2 V2 L3 V3 L Vi

Heavy-chain locus

L1 Vel L2 Vu2 L3 Vi3 [ L, Viy~40 % Dy1-25 Iy1-6 C,

Figure 4-4 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Usporadani genl koduijicich variabilni ¢asti imunoglobulint (VL a Vi)

V(D)J rekombinace (preskupovani gent)
» k rekombinaci gend dochazi pfi vyvoji B-lymfocytu v kostni dieni

1. D-J rekombinace — 1. rekombinace mezi jednim z D gen0 a jednim z J genl v lokusu pro
H-fetézec — veSkera DNA mezi témito geny je vystfizena a odstranéna

« vznika pre-B-lymfocyt

2. V-D preskupeni — nasleduje pfipojeni jednoho z V genl ke vzniklému DJ komplexu —
veskera DNA mezi V a D geny je také odstranéna — vznika VDJ gen

3. exprese genu — primarni transkript (tj. nesestfizena RNA, dfive, nez dochazi ke splicingu)
vzdy obsahuje VDJ oblast a oba konstantni rfetézce p a 6 (Cy a Cs; primarni transkript tedy
obsahuje segmenty V-D-J-C,-Cs) — tato pre-mRNA je posttranskripéné modifikovana
pridanim poly (A) konce na 3'-konec mRNA a vystfizenim sekvence mezi VDJ segmentem
a Cy fetézcem — translace této mRNA pak vede k produkci tézkého retézce IgM

- IgK a IgH (geny pro L-fetézce) se preskupuji podobnym zplsobem, chybi zde vsak D

segment — v prvnim kroku rekombinace zde tedy dochazi k vytvoreni VJ komplexu, pfi
transkripci pak k pripojeni genu pro konstantni oblast — translace sestfizené mRNA kodujici
K nebo A fetézce pak vytvari samotny Igk nebo IgA protein

. spojenim tézkého fetézce Igy s jednim z lehkych fetézcl vznikd membranova forma
imunoglobulinu IgM (tzv. B-bunécény receptor) — exprimovan na povrch — vznik nezralych
B-bunék
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Alelicka exkluze

» kazda protilatka se sklada ze 2 identickych H-fetézcl a ze 2 identickych L-fetézcl (k nebo A)
— imunoklobuliny maji stejnou specifitu pro antigen (maiji identické V-oblasti — VL i VH)

v kazdém B-lymfocytu je tedy aktivni genovy komplex Ig pouze jednoho z chromozomt 2
nebo 22 (pro lehké fetézce) a jednoho z chromozomui 14 (pro tézké retézce); ostatni Ig
genové komplexy homolognich chromozom( jsou vylouceny z funkce — tzn. nedochazi u
nich k prestavbam segmentd ani k transkripci = tzv. alelicka exkluze (jedna alela z paru neni
aktivni)

Variabilita imunoglobulinti
« obrovska variabilita protilatek je umoznéna 3 mechanismy:

1. pokud predpokladame, ze se segmenty V, D a J mohou kombinovat nahodné, pak
muUze vzniknout fadové 107 rliznych kombinaci (Ize tedy rozlisit 107 rGznych antigen()

+ spojovaci variabilita — po vystépeni Usekl béhem preskupeni nejsou konce
odstfizeny zcela presné a jejich spojenim mohou vznikat nové varianty + enzym
terminalni transferaza prodluzuje konce o nahodné Useky N-sekvence

2. moznost nepfesného napojovani koncl segmentd pii procesu jejich spojovani;
nékteré nukleotidy mohou byt deletovany nebo insertovany

3. somatické mutace, které se uplatriuji v dobé, kdy B-lymfocyt stimulovany antigenem
zacne proliferovat — zvySuji pocet variant — selekce mutantl s vysokou afinitou (mlze
dojit i k reaktivaci rekombinac¢nich procesi — enzym aktivaci indukovana cytidin
deaminaza, AID)

Izotopovy presmyk

« vystépeni velkych Usekd IgH genl pro konstantni ¢ast H-fetézce — ztrata segmentt C,
prepsan je potom ten C-segment, ktery lezi nejbliz VDJ-segmentu

« nastava pri terminalni diferenciaci B-lymfocyt(
« mohou probihat paralelné — souc¢asna produkce IgD a IgM

Eliminace autoreaktivnich klonu

« autoreaktivni klony vznikaji pfi tvorbé Sirokého repertoaru klond B-lymfocytl, vétSina se
eliminuje na Urovni nezralého B-lymfocytu (apoptoticky)

« pokud bunka unikne, nedojde k jeji pIné aktivaci, chybi pomocny signal od Th-lymfocytu
(pfisné&jsi eliminace)
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16 — Antigeny, hapteny, alergeny...

Antigeny, superantigeny, hapteny, nosic¢e, imunogen, alergen, autoantigen.

Antigen
e tj. latka, kterou imunitni systém rozeznava a reaguje na ni — jakykoliv cizi nebo
potencidlné nebezpeény material — navozuje produkci jedné nebo vice protilatek (teorie

zamku a klice)

- podle nové definice vSechny molekuly nebo jejich fragmenty, které mohou byt vazany
molekulami MHC, vlastni antigeny jsou fyziologicky tolerovany, cizi napadeny

a) exoantigeny — latky vnéjSiho prostredi

« napfriklad strukturalni proteiny bakterii
b) endoantigeny — latky organismu vlastni

- napriklad antigeny krevnich skupin ABO

« epitop — konkrétni (specifickd) povrchova ¢ast antigenu, které se vaze na protilatku — tzv.
antigenni determinanta, jeden kli¢ na svazku

Superantigen

« tj. exoantigen (obvykle produkt infekénich mikroorganism(), ktery vyvola nespecificky
aktivaci velkého poctu lymfocytl nezavisle na antigenni specifité; pro aktivaci imunitniho
systému nevyzaduji APC

« maji 2 vazebna mista — jednim se vazou na molekuly HLA Il, druhym na TcR

— rychla aktivace T-lymfocyt(, sekrece cytokinl (aZ Sokové stavy), produkce autoimunitnich
protilatek

« napriklad enterotoxin a TSST (SA), pyrogenni toxiny (streptokok), enterotoxin (Clostridium
difficile), M protein (streptokok — vazany na burku)
Imunogen
« tj. latka schopna vyvolat imunitni odpovéd’ — specificky typ antigenu
« imunogen byva antigenem, ale antigen nemusi byt imunogen

Hapten
« tzv. osameély epitop

* tj. vétsinou nizkomolekularni latka, ktera je antigen, ale neni imunogen — k vyvolani
imunitni odpovédi se musi vyzat na vysokomolekularni nosi¢

+ nosi¢ — makromolekula, ktera mlze vazat hapteny — stava se imunogenni
« napfiklad penicilin vazajici se na krevni proteiny

Alergen
* tj. exoantigen, ktery je schopen vyvolat imunitni alergickou reakci u vnimavého jedince
« muze vzniknout po poziti alergenu, inhalaci, injekci nebo kontaktem s kizi
« napftiklad pyly, traviny, prach, rozto¢i, potraviny, léky

Autoantigen

 tj. endoantigen, ktery je schopen vyvolat autoimunitni reakci — tzn. dochazi k poruse
imunologické tolerance pro dany antigen, ackoliv fyziologicky rozeznany byt nesméji

» obvykle protein nebo jejich komplex (DNA, RNA) — autoprotilatky
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17 — Antigenicita

Antigenicita, adjuvans, T-dependentni a T-independentni antigeny.

Antigenicita

 tj. schopnost specificky kombinovat finalni produkty imunitni odpovédi (sekretované
protilatky a/nebo povrchové receptory na T-bunkach)

« v8echny imunogenni molekuly jsou antigenni, naopak to neplati

Adjuvans
» tj. pomocna latka pfi pohlceni antigenu APC (popf. napomaha nespecifické stimulaci
imunity)

« vyuziva se pfi imunizaci zvifat a lidi pfi stimulaci specifického imunitniho systému
- odpovéd je silngjsi, protilatky pretrvaji déle a ve vétS§im mnozstvi
- vytvoreni podkozniho depa, ze kterého se antigen postupné uvolriuje

« pouzivana adjuvancia:
- Freundovo adjuvans (experimentalné, veterina — olej, voda, usmrcena mykobakteria),

- hydroxid hlinity Al(OH)s (medicina — antigen se adsorbuje na ¢astice hliniku, pomaha
pohlceni APC, indukuje zejména pomocné T-lymfocyty)

T-dependentni antigeny
 viz otazku 1.13
« tj. vyzaduji spolicast antigen prezentujicich bunék a Th lymfocytt
» spada sem vétsina proteini

reakce probiha ve 2 fazich — primarni a sekundarni odpovéd

« vznikaji vysokoafinni protilatky a pamétové bunky

T-independentni antigeny
« antigen jsou schopny B-buriky aktivovat pfimo
+ jedna se vétsinou o polysacharidy

dochazi hlavné k tvorbé nizkoafinnich IgM

« nevznika pamét
« Tl independentni antigeny — obsahuji PAMP motivy, aktivace prostfednictvim TLR

- vysledek aktivace zavisi na koncentraci antigenu — vysoka koncentrace — polyklonalni
aktivace i nespecifickych B-lymfocyt(

- typicky bakterialni lipopolysacharid, mikrobialni DNA
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18 — MHC

MHC, genova lokalizace, bunééna distribuce, dédi¢nost, biologicky vyznam variability MHC.

MHC (major histokompatibility complex)
« tj. geneticky systém, ktery je primarné zodpovédny za rozeznavani vlastniho od cizorodého

« rozsahly komplex gend, které determinuji povrchové molekuly (antigeny) umisténé v
plazmatické membrané bunék

» rozeznavaji se 2 tfidy MHC:

1. MHC I. tfidy (MHC gp I) — pfitomny na vS§ech jadernych burikach organismu

2. MHC II. tfidy (MHC gp Il) — jen na APC (dendritické buriky, makrofagy, B-lymfocyty)
« HLA (human leukocyte antigens) — oznaduiji se tak lidské MHC molekuly

« HLA 1. tfidy maji 3 izotypy — HLA-A, HLA-B, HLA-C

« HLA II. tfidy maiji 3 izotypy — HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR
« existuji také tzv. neklasické MHC gp | (zvané téz MHC gp Ib)

- sem patfi HLA-E, HLA-F, HLA-G

. patfi sem také molekuly ze skupiny CD1, které sice nejsou produkty MHC (geny jsou
lokalizovany mimo MHC), ale strukturné a funkéné maji k MHC gp velmi blizko

. jsou v8ak mnohem méné polymorfni, vyskytuji se zpravidla jen na nékterych burikach a
vétsinou se specializuji na vazbu zvlastnich ligand(

« HLA-E se vyskytuje na mnoha typech bunék a vaze tzv. signalni (N-terminalni)
peptidy pochazejici z biosyntetickych prekurzord HLA-A, HLA-B, HLA-C a HLA-G

« HLA-G se nachazi pouze na povrchu bunék trofoblastu a vaze Siroké spektrum
peptidl
- komplexy HLA-E a HLA-G s peptidy jsou rozeznavany specializovanymi inhibi¢nimi
receptory NK bunék a prispivaji tak k toleranci plodu v déloze

Funkce MHC

« zakladni funkci MHC je vazat peptidové fragmenty protein( a vystavovat je na bunééném

povrchu tak, aby byly rozeznatelné T-lymfocyty (pomoci jejich antigenné specifickych
receptorl TcR)

« HLA | — exprimovany na vSech jadernych bunkach
- prezentuji CD8+ T-lymfocytlm proteiny produkované bunkou

- proteiny jsou bud z normalni nitrobunééné syntézy, nebo jde o produkty proteosyntézy
po virové infekci, Ci vlastni aberované molekuly napfiklad v dlsledku nadorového
procesu

« HLA Il — exprimovany na povrchu APC
« prezentuji CD4+ T-lymfocytlim peptidy pohlcené burikou

« prezentace antigenu je prvnim predpokladem pro rozvoj imunitni reakce

Genovy komplex MHC

« rozsahly hlavni histokompatibilni komplex (vice nez 3500 kb) se u ¢lovéka nachazi na 6.
chromozomu (zde nazyvany HLA komplex),

« kromé genl kédujici MHC | a Il obsahuje i geny kédujici nékteré slozky komplementu,
cytokiny (TNF), podjednotky proteazomi, podjednotky peptidovych pump, tzv. stresové
proteiny (proteiny tepelného Soku) a nékteré dalsi proteiny — celkem obsahuje tento genovy
komplex témér 50 gend
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Genova lokalizace a polymorfismus MHC gp

geny HLA systému jsou lokalizovany na p raménku 6. chromozomu

jsou velmi polymorfni — v populaci existuji desitky az stovky rlznych alel jednotlivych
izotypU; jednotlivé alelické formy se lisi zaménami jedné ¢i nékolika aminokyselin

- disledkem je, Ze tyto rlizné varianty mohou vazat riizné strukturni typy peptidd

- kdyby buriky byly vybaveny pouze jednim typem MHC, mohlo by se stat, Ze z proteint
neékterého patogenu (napfiklad viru) by nebylo mozno ziskat peptidy schopné vazby na
tento MHC

geny HLA I. tfidy nesou na kazdém z lokusl A, B a C maximalné 2 rizné alely, od kazdého
z rodi¢d jednu
- na jedné burice je tedy exprimovano maximalné 6 riznych molekul HLA |

- i kdyby se stalo, Ze by zadna z téchto 6 riznych MHC molekul nevazala zadny z peptidi
néjakého obzvlast rafinovaného viru, je prakticky jisté, ze nékteré virové peptidy budou
vazat jiné HLA molekuly pfitomné na burikach jinych jedincl v populaci

polymorfismus ma tedy ochranny vyznam jak na Urovni jedince, tak na Urovni populace
« negativnim efektem polymorfismu jsou komplikace pfi organovych transplantacich

v pripadé HLA Il. tfidy se polymorfni fetézce a a B, kodované geny lokalizovanymi na 2
rznych chromozomech, mohou vzajemné kombinovat — jedna burika tak mize nést 10-20
rznych molekul HLA II. tfidy

konkrétni kombinace alel jednotlivych lokusli HLA systému na jednom chromozomu se
nazyva HLA haplotyp

- kazdy clovék nese jeden matersky a jeden otcovsky haplotyp

. geny pro molekuly HLA jsou kodominantni — fenotypové se tedy vyjadfuji soucasné,
takze buriky exprimuji spolu HLA molekuly podle matc¢ina i otcova haplotypu

- kazdy ¢lovék ma tedy na svych burikach molekuly kodované dvojicemi alel kazdého
genu pro molekuly HLA I. a ll. tfidy — napfiklad HLA-A1 a A43, HLA-B7 a B41 apod.
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19 — HLA-|, HLA-II

HLA-I a HLA-Il — struktura molekul, MHC restrikce a prezentace antigenu.

Struktura MHC
« MHC | — vyjadreny na vSech jadernych burnkach
« slozeny z transmembranového tézkého retézce a (44 kDa), ktery je nekovalentné
asociovan s lehkym retézcem p2-mikroglobulinem

. a-retézce (a1, a2, a3) jsou glykoproteiny se 3 funkénimi doménami — externi,
transmembranovou a cytoplazmatickou

- al a a2 (N-terminalni) vytvari vazbené misto pro peptidy (ryha na povrchu, dno tvori a3 a
B2-mikroglobulin, které jsou strukturné podobné imunoglobulinovym doménam)

¢ MHC Il — vyjadieny na APC
+ jsou heterodimery — slozené z jednoho tézkého a-fetézce a jednoho lehkého B-
fetézce — oba fetézce jsou glykoproteiny
- fetézce se skladaji z externi, spojovaci, transmembranové a cytoplazmatické oblasti

. extracelularni ¢ast je tvorena 2 doménami — al, a2, p1, B2; domény al a B1 (N-
terminalni) jsou variabilni a vytvareji vazebné misto pro proteiny, a2 a 2 jsou konstantni

Peptid
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MHC gp | MHC gp Il

Vazba peptidii na MHC gp

« U MHC | je vazebné misto pro peptidy na obou koncich uzavreno, a proto se na tyto molekuly
vazi peptidy o délce 8-10 aminokyselin, které se do takového vazebného mista vejdou

« u MHC Il je vazebné misto na obou koncich oteviené, takZze se do néj mohou vazat i peptidy
delsi (obvykle 15-35 aminokyselin, ale i delsi)

« ur¢ita molekula MHC (napfiklad urcita alelicka forma HLA-A) vaze peptidy, které sdileji
zakladni spole¢né strukturni rysy, tj. vykazuji urcity vazebny motiv (sekvenci aminokyselin)

Kotvici zbytky

MHC gp | MHC gp |

MHC gp Il
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Vazba peptidii na MHC |

+ k vazbé endogennich peptidii pochazejicich z buriky dochazi béhem biosyntézy v
endoplazmatickém retikulu (ER) — bezprostfedné po vytvoreni polypeptidového fetézce a
a B2 (tj. po translaci mRNA) dochéazi v lumen ER k poskladani do spravné prostorové
konformace a vzajemné asociaci

« ve stejné dobé dochazi i k asociaci s nékterym peptidem, jehoz struktura vyhovuje vazebnym
naroklm vazebného mista daného MHC | — tyto peptidy jsou do ER transportovany z
cytoplazmy prostrednictvim specifickych membranovych peptidovych pump sloZenych z
podjednotek zvanych TAP

« kazdy komplex MHC |, ktery je propustén k dalSimu zpracovani v Golgiho aparatu a ktery se
posléze objevi na bunééném povrchu, musi obsahovat 3 slozky — a fetézec, 2 a peptid

. peptidy pochazeji z proteind, které jsou degradovany v cytoplazmé proteazomem —
proteazomy §tépi hlavné cytoplazmatické proteiny, které byly oznaceny k likvidaci
ubikvitinem; toto Stépeni je soucasti fyziologického metabolického obratu bunéénych
proteinl a podléhaji mu normalni bunécné proteiny i proteiny pochazejici z
intracelularnich parazit( (napfiklad virQ)

 tzv. zkfizena prezentace (cross-presentation) — v mnoha pfipadech je potreba zajistit, aby
se na MHC | vazaly i peptidy pochazejici z exogennich (burikou pohlcenych) proteini — tento
déj je zaloZzen na tom, Ze nékteré fagocytované proteiny mohou byt transportovany z
fagozomu do cytoplazmy, tam rozstépeny v proteazomech a pfislusné peptidy standardnim
zpUsobem transportovany do ER; jinou mozZnosti je, Ze C¢asti fagozom{ obsahuijici jiz
peptidové fragmenty pohlcenych proteint fuzuiji s ER

- ukazuje se, Ze schopnost zkfizené prezentace neni stejna u vSech antigen prezentujicich

vvvvv

Vazba peptiddi na MHC I

e v ER vznikaji komplexy a a B retézcl s proteinem zvanym invariantni retézec (li) — ten
blokuje vazebné misto pro peptidy, takZze se do néj nemohou vazat peptidy obdobné tém,
které se vazi na MHC |

« komplexy ap-li prochazeji normalni biosyntetickou drahou pres Golgiho aparat — sekrec¢ni
vacky oddélené od Golgiho aparatu na své cesté k povrchu burky fuzuji s endozomy (t;.

vacky vznikajici endocytézou proteinli zachycenych na povrchu APC) a hydrolazy pfitomné v
endozomech $tépi pohlcené proteiny na fragmenty

« po fuzi endozomu s transportnim vackem pfichazejicim z Golgiho aparatu a obsahujicim
prekurzorové komplexy MHC Il se li fetézec rozstépi a do uvolnéného vazebného mista se
mohou vazat peptidové fragmenty endocytovanych protein(

MHC restrikce

« tj. schopnost CD8+ Tc-lymfocytl likvidovat pouze buriky, které maiji cizi antigen na svém
povrchu prezentovan ve spojeni s vlastnimi HLA antigeny |. tfidy

 tzn. receptor na povrchu T-lymfocytl (TcR) je specificky pro unikatni kombinaci peptidu a
MHC molekuly — T-lymfocyty rozeznaiji jak peptid navazany na MHC, tak MHC molekulu
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20 — Cytokiny a chemokiny

Cytokiny a chemokiny — déleni, biologicky vyznam.

Cytokiny

molekuly produkované riiznymi typy bunék slouzici na mezibunéénou komunikaci
tzv. tkarové hormony — plsobi jako zakladni regulatory imunitniho systému

chemicky jde o proteiny, produkty bunék imunitniho systému (bud secernované do obéhu
nebo vazané na membranach bunék) plsobici hlavné v imunitnim systému

- napriklad nékteré signalizac¢ni povrchové proteiny (CD80, CD86, CD40L, FasL) mizeme
povazovat za membranové cytokiny

« vyhodou membranovych cytokinl je, Ze je zajisténo jejich vyrazné lokalni plsobeni a
nedochazi k zfedovani difuzi a odplavovani

aktivni v pikomolarnich mnozstvich
pro jejich produkci je nutny podnét (stimul)

cytokin mlze pUlsobit pouze na burku, ktera exprimuje receptor — receptory jsou vétsinou
asociovany s intracelularnimi enzymy (proteinkinazy — fosforyluji dalsi proteiny)

- vazba cytokinu — agregace receptorl — priblizeni a vzajemna fosforylace asociovanych
kinaz, a tim jejich aktivace — fosforylace specifickych substratd — spusténi signalizacni
kaskady

vlastnosti cytokinU:

1. pleiotropni — plsobi na nékolik rdznych druhl bunék

2. redundantni — vice cytokin( stejny efekt, jeden nahradi jiny
vzajemny vztah plsobeni mlze byt:

a) synergicky — efekt kombinace vyssi nez efekt jednotlivych cytokinG

b) antagonisticky — jeden cytokin inhibuje druhy

- Casto plsobi v kaskadé — jeden cytokin indukuje tvorbu druhého
podle mista U¢inku je Ize rozdélit na

1. autokrinni — ovliviiuji buriku, ktera je vyprodukovala

2. parakrinni — pUsobi na okolni bunky, které pro né maiji receptory

3. endokrinni — jsou uvolnovany do krve a plsobi daleko od mista svého vzniku

pro nékteré Ucely je nutné koordinované spoluplsobeni nékolika rliznych cytokind; tyto
slozité synergistické a antagonistické interakce v cytokinovém systému se oznacuiji jako tzv.
cytokinova sit

ve snaze o zavedeni jednotné nomenklatury byly oznacovany jako interleukiny a Cislovany
podle poradi, v jakém byla jejich struktura poznana; nomenklatura interleukind nebyla vSak
dUsledné aplikovana na nékteré molekuly, u nichz byl z rlznych dlvodl ponechan jejich
tradi¢ni nazev

funkce v imunitnim systému:
- interakce mezi burikami imunitniho, zanétlivého a hematopoetického systému
- aktivace vrozené i specifické imunity
- kontrola vyvoje a funkce bunék imunitniho systému a hematopoetickych bunék
- ovliviiuji proliferaci, diferenciaci a migraci bunék

tyto molekuly maji v organismu dalsi role, které nejsou omezeny jen na imunitni systém —
hematopoéza, regenerace tkani, angiogeneze,embryondlni vyvoj, karcinogeneze, ovlivnéni
fady mozkovych funkci, gametogeneze, imunostimulace a imunosuprese
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Klasifikace cytokint

1.

2.
3.

interleukiny (IL) 1-35 — heterogenni skupina cytokinl regulujicich hlavné rozlicné aspekty
vyvoje a aktivace leukocytl

chemokiny — IL-8 a fada pfibuznych molekul s chemotaktickou aktivitou

interferony (INF) a, B, y — dilezité slozky neadaptivnich antivirovych obrannych
mechanismu a regulatory imunity

transformuijici rastové faktory (TGF) a, B (strukturné zcela odliné)

faktory stimulujici kolonie (CSF) — cytokiny stimulujici v kostni dfeni diferenciaci
granulocytl (G-CSF), monocytl (M-CSF) nebo obou typl myeloidnich bunék (GM-CSF)

faktory nekrotizujici nadory (TNF) a (kachektin), B (lymfotoxin) — tyto cytokiny mohou
pUsobit cytotoxicky (indukce apoptdzy) a regulacné (podobné jako IFN-y)

jiné rustové faktory — ristovy faktor kmenovych bunék (SCF), erythropoietin (EPO),
rlstovy faktor fibroblastll (FGF), nervovy rlstovy faktor (NGF), faktor inhibujici leukemii (LIF)
atd.

Priklady vyznamnych cytokin(

Aktivace T-lymfocytl IL-2, IL-12, IL-15

Aktivace Th1 imunitni odpovedi IL-2, IL-12, INF-y, TNF
Aktivace Th2 imunitni odpovédi IL-4, IL-5, IL-13

Aktivace B-lymfocytl IL-4 (IL-5, IL-6)

Aktivace NK bunék IL-2, IL-12

Aktivace makrofagu, exprese MHC INF-y, TNF

Chemotaxe IL-8, MCP-1, MIP-1
Diferenciace myeloidnich bunék G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-3
Diferenciace kmenovych bunék SCF (IL-1, IL-3, IL-7)
Diferenciace erytroidnich bunék EPO

Protivirové plsobeni (inhibice replikace RNA) INF-a, INF-B

Chemokiny

chemotaxiny — tj. chemotaktické latky obecné (napfiklad produkty baktérii, slozka
komplementu C5a), nemusi se jednat nutné o cytokiny

chemokiny — tj. skupina cytokint s chemotaktickym G¢inkem

« chemicky jde o nizkomolekularni, strukturné velmi konzervované peptidy

- Cleni se do 4 skupin, dle poc¢tu a vzdalenosti cysteinll — C, CC, CXC, CX3C
kromé migrace bunék maji dalsi funkce (regenerace, reparace, sekrece kolagenu, mucinu...)
jsou sekretovany jak bunkami imunitniho systému, tak i burikami dalSich tkani organismu

vétsina receptorll rozpoznava nékolik rliznych chemokinl a jeden chemokin se mize vazat
na nékolik receptor(
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21 — Adhezivni molekuly

Adhezivni molekuly — déleni, biologicky vyznam.

zprostifedkovavaji komunikaci mezi burikami zaloZzenou na pfimém kontaktu — tim se
lisi od cytokinl a hormont, pomoci nichz mohou buriky komunikovat na urcitou vzdalenost
bez nutnosti bezprostredniho kontaktu

adhezivni molekuly se vyskytuji na vSech burikach téla i na mezibunééné hmoté

Obecné viastnosti adhezivnich molekul

vétSina déjii v imunitnim systému zavisi na mezibunéénych kontaktech — napfiklad
kooperace mezi Th1 a makrofagy, mezi Th2 a B burikami, interakce mezi T-lymfocyty a APC,
adheze leukocytl k endotelialnim burikam, kontakt mezi Tc a infikovanou bunkou atd.

tyto mezibunécné kontakty jsou zaloZeny na interakcich mezi pary adhezivnich molekul, z
nichz jedna je na povrchu jedné, druha na povrchu druhé bunky (je jen véci definice, kterou z
molekul nazveme receptorem a kterou ligandem)

ve vétsiné pripadl neplsobi adhezivni molekuly pouze jako ,lepidlo“, ale po interakci s
vazebnym partnerem prenaseji do buriky signaly, které ji informuji o tom, Ze doslo k adhezi

nékteré adhezivni molekuly jsou exprimovany konstitu¢né, jiné se objevuji na bunkach az po
aktivaci — aktivacnim signalem mize byt vazba cytokinu nebo signalizace pres jiny
povrchovy receptor

exprese adhezivnich molekul neni omezena jen na imunitni systém, bunécna adheze je
zakladem celé rady neimunitnich procest fyziologickych (bunécnéa a tkanova diferenciace a
regenerace, embryogeneze, hematopoéza) i patologickych (karcinogeneze, metastazovani
nadorovych bunék aj.)

fada adhezivnich molekul mize existovat v solubilnich forméach, které pak ovliviiuji cilové
buriky na urcitou vzdalenost, a naopak jsou znamy membranové formy nékterych cytokini —
tim se hranice mezi cytokiny a adhezivnimi molekulami v fadé pripadu stira

- je opét jen véci definice, budeme-li nékteré z téchto adhezivné-signalizacnich molekul
nazyvat spiSe membranovymi cytokiny, resp. receptory membranovych cytokin(

- napfiklad molekuly CD80, CD86, ¢i CD40L jsou mezi membranové cytokiny zafazovany

Klasifikace adhezivnich molekul

1.

Integriny
« tvofi velkou skupinu adhezivnich receptorl, maji velkou dulezitost i mimo imunitni systém

« nékteré z nich vazi komponenty mezibunééné hmoty (extracelularni matrix), jiné vazi
membranové ligandy, které patfi do imunoglobulinové skupiny

« integriny existuji ve 2 konformacnich stavech, které se vyrazné liSi afinitou ke svym
liganddm — v klidovém stavu jsou v nizkoafinni konformaci, aktivace burnky vyvolana
rlznymi stimuly vede k pfechodu do vysokoafinniho stavu, ktery umozriuje pevnou vazbu

« molekuly integrint se skladaji vzdy ze 2 transmembranovych, nekovalentné asociovanych,
podjednotek a a B — urcita podjednotka B (existuji B1-B8) se mlze sdruzovat s nékolika
rlznymi podjednotkami a — rozeznavaji se proto strukturni skupiny integrinl nazvané
podle podjednotky B, ktera se v nich nachazi

+ B1 integriny (zvané VLA) — vazi vétsinou slozky mezibunééné hmoty (ligandy jsou
fibronektin, kolageny, laminin, vVWF) a UGCastni se vazby leukocytl na povrch endotelii,
kde rozeznavaji membranové proteiny (ligand VCAM-1, tj. CD106)

+ B2 integriny (leukocytarni integriny) — tato skupina ma 3 éleny se spole¢nou (32
podjednotkou (CD18):
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2.

3.

4.

1. CD11a/CD18 (LFA-1) — hlavni adhezivni molekula leukocytll; vaze nékolik
ligand imunoglobulinové strukturni rodiny (ICAM-1, ICAM-2 a ICAM-3)

2. CD11b/CD18 — ma nékolik funkci — 1) adhezivni molekula s podobnou
specifitou jako LFA-1, 2) plsobi jako komplementovy receptor (CR3; vaze
fragment C3b), 3) vaze nékteré sacharidové slozky bakterialnich povrchd (tj.
pusobi jako lektin)

3. CD11¢c/CD18 (gp150/95) — pUlisobi jako komplementovy receptor CR4

+ B3 integriny — jsou hlavnimi receptory trombocytl pro slozky mezibunétné hmoty,
funkci je zachycovani destic¢ek v misté vaskularniho poskozeni

« B7 integriny — funkci je interakce subpopulaci lymfocytll s endoteliemi a s
epitelialnimi burikami, dale vazba na endotelialni ligandy VCAM-1 a vazba na epitelialni
ligand E-kadherin

Adhezivni molekuly imunoglobulinové skupiny
« povrchové proteiny, jejichz extracelularni ¢asti obsahuji domény podobné Ig doménam
« ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 — ligandy leukocytarnich integrin(
« VCAM-1 — ligand integrinu B1
- adhezivni receptor T-lymfocytd CD2 — ligand LFA-3 (CD58)
- signaliza¢ni receptory CD28 a CTLA-4 — ligandy CD80 a CD86
« antigenné specifické receptory TcR a BcR
+ glykoproteiny MHC | a Il
« koreceptory T-lymfocytli CD4 a CD8

Selektiny
« membranové glykoproteiny, které vazi sacharidové struktury

« molekuly vSech selektinli se skladaji z dlouhého flexibilniho ,stonku" a koncové lektinové
domény, pomoci niz vazi specifické sacharidové struktury na jinych burikach

« skupina selektini obsahuje 3 strukturné pribuzné adhezivni receptory oznacované podle
typU bunék, na kterych se vyskytuiji:

1. L-selektin (leukocytarni) — nachazi se na leukocytech, funkci je rolovani leukocytl

2. E-selektin (endotelialni) — nachazi se na aktivovaném endotelu, funkci je adheze
leukocytl na aktivovany endotel v misté zanétu

3. P-selektin (trombocytarni) — nachazi se na aktivovanych destickach a
aktivovaném endotelu, funkci je adheze leukocytll na aktivovany endotel v misté
zanétu; v hemostaze

Muciny

« velmi silné glykosylované glykoproteiny

« mohou byt bud secernované, nebo membranové vazané

» nékteré membranové muciny nesou oligosacharidové retézce, které jsou ligandy selektind
« CD34 — pfitomny na povrchu endotelialnich bunék
« PSGL-1 — endotelialni muciny, ligandy pro E- a P- selektin

« mezi muciny patfi také povrchovy sialoglykoprotein leukocytd

- CD43 — zfejmé jako hlavni ,antiadhezivni“ molekula leukocytl, ktera brani prilis
snadnému kontaktu téchto bunék mezi sebou
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22 — T-lymfocyty

T-lymfocyty, CD klasifikace, vyznam, funkce, fyziologické koncentrace v periferni krvi.

« T-lymfocyty jsou predstaviteli specifické bunééné imunity
« vyvijeji se z lymfoidnich prekurzort v kostni dieni a dozravaji vthymu — viz otazku 1.7
« efektorové T-lymfocyty maji zasadni Ulohu pfi:

1. eliminaci bunék infikovanych intracelularnimi parazity a bunék mutovanych

2. pfiregulaci vyvoje B-lymfocytl v plazmocyty produkuijici protilatky

Klasifikace T-lymfocytd podle typu TcR

« na povrchu kazdého T lymfocytu se nachazi nékolik desitek tisic identickych, klonalné
unikatnich receptorti TcR

1. T-lymfocyty nesouci ap TcR
+ jsou u vétsiny savcl konvenénim (vétSinovym) typem
« potrebuji ke svému vyvoji thymové prostredi
« rozeznavaji peptidy vazané v komplexu s MHC

2. T-lymfocyty nesouci yd TcR
« predstavuji mensinovou a méné prozkoumanou populaci

« poznavaji antigen vétsinou pfimo, bez pfitomnosti molekul MHC — jsou schopné
rozpoznat nativni antigeny podobné jako B-lymfocyty

« néekteré rozeznavaji jednoduché organické latky (napfiklad aminy) pfitomné v potravinach
nebo produkované mikroorganismy a navazané na specifické povrchové proteiny APC a
jsou jimi vyrazné stimulovany (napfiklad k silné produkci cytokinu INF-y)

« nékterymi vlastnostmi se podobaji NK bunkam a zfejmé se uplatriuji pfi obrané proti
nékterym specifickym typlim patogenl (mykobakterie) a ziejmé hraji i roli v
protinadorovych mechanismech

T-lymfocyty exprimujici ap TcR
CD klasifikace

» T-lymfocyty je mozné rozdélit pomoci membranovych znakd, ozna¢ovanych jako CD (cluster
of differentiation) — tj. systém klasifikace povrchovych molekul, lze je detekovat
monoklonalni protilatkou

« CD4 a CD8 jsou molekuly nachazejici se na membrané lymfocytu v blizkosti TcR, funguiji jako
koreceptory — podle téchto znaki se rozliSuiji:

1. CD4+ T-lymfocyty — pomocné (helperské) Th-lymfocyty
« rozpoznavaji antigen, ktery jim je pfedkladan spole¢né s molekulami HLA Il. tfidy
2. CD8+ T-lymfocyty — cytotoxické Tc-lymfocyty
« rozpoznavaji antigen, ktery jim je pfedkladan spole¢né s molekulami HLA I. tfidy
« obé skupiny maji pak charakteristicky spoleény znak CD3 (souc¢ast TcR receptoru)
« pozn.: Treg maji CD4 i C8, NK buriky maji CD16 a CD56
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Interakce T lymfocytti s APC
+ na povrchu kazdé APC jsou pfitomny tisice riznych komplext MHC II. tfidy s peptidy
- vétsina peptidd pochéazi z normalnich proteinl organismu vlastnich
- vétsi ¢i mensi ¢ast jich mize pochazet z cizorodych proteind
« na povrchu dendritickych bunék se dale nachazeiji:

- adhezivni molekuly (ICAM-1) — véaZze se na adhezivni receptor LFA-1 na povrchu T-
lymfocytd — tyto adhezivni pary molekul umoznuji dostate¢né pevny kontakt obou
bunék

- ligandy kostimulac¢nich receptorti (CD86) — vaze se na kostimulacni receptor CD28
na povrchu T-lymfocytd

« misto kontaktu mezi stimulovanym T-lymfocytem a APC, v némz jsou koncentricky
organizovany rdzné druhy receptorli a adhezivnich molekul, se nazyva imunologicka
synapse (analogie k neurologické synapsi)

- prekurzor Th v rdmci tohoto procesu tedy dostane soubor signall pres TcR, CD28,
receptory pro cytokiny (IL-2) a pfes dalsi povrchové adhesivni a signalizacni molekuly

. tyto signdly vedou k pomnozZeni klonu Th s pfisluSnou specifitou a ke konecné
diferenciaci na efektorové T buriky pfislusného typu.

- dullezitou roli pfi tom hraje i IL-2, ktery je vyuzivan samotnymi T burikami jako autokrinni
rlstovy faktor nezbytny k jejich déleni a proliferaci.

« aktivace T-lymfocytll je naopak negativné regulovana inhibi€nimi receptory T-lymfocytd
(napriklad molekuly CTLA-4 nebo PD-1)

Funkce a fyziologické koncentrace

Bunka Koncentrace CD znaky Funkce

T-lymfocyty 1 200/pl CDs3 zodpovédné za bunécénou rast specifické imunity

reaguji na antigeny predkladané na APC, zahajuiji

Th specifickou imunitni odpovéd

podporuji cytotoxickou a bunéénou ¢ast imunity,
Th1 obrana pred intracelularnimi parazity (nékteré
bakterie, viry)

700/ul CD3, CD4 podporuji protilatkovou odpovéd, obrana pred

Th2 extracelularnimi parazity véetné mnohobunéénych
parazitd
prozanétlivé vlastnosti, zvySovani aktivity
Th17 neutrofil(l, obrana proti extracelularnim bakteriim a
pisnim
Tc 400/ul CDS, CD8 protinadorova a protivirova imunita
Treg CD4. CD25 regulace imunitni odpovédi a ochrana organismu

pred poskozenim vlastnim imunitnim systémem

B-lymfocyty 200/pl CD19, CD20 diferenciace do plazmocytl — produkce protilatek
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23 — TcR

TcR, genova rekombinace a zdroje variability, struktura, funkce.

= receptor T-lymfocytll — slouzi k rozpoznani antigenu

Struktura TcR

« cast komplexu TcR, ktera vaze antigen, je strukturné podobna imunoglobulinim — jedna se
o heterodimer slozeny ze 2 polypeptidovych retézcl:

- aap retézce (95%) — TcR2 (ap)
« potrebuji thymus k vyvoji
» peptidy musi byt vazané s MHC
- y a b retézce (5%) — TcR1 (y)
« mohou se vyvijet mimo thymus
» mohou rozpoznavat antigeny bez vazby na MHC
« jejich N-termindlni ¢asti jsou variabilni a tvofi vazebné misto pro antigen
e TcR heterodimery jsou asociovany s pfidatnymi CD3 polypeptidy, s nimiz vytvareji TcR

komplex — tj. skupina 3-5 polypeptidd (y, 8, €, T, n), které jsou nutné k expresi TcR na
povrchu T-lymfocytu a k pfenosu signalu do nitra bunky

. fetézce CD3 komplexu jsou transmembranové proteiny, jejichz intracelularni ¢asti jsou
asociovany s protein-tyrosinkinazami skupiny Src — signalizace pres TcR je zaloZzena na
podobnych principech jako v pfipadé BcR (aktivace kinazovych kaskad vedouci nakonec
napfiklad k bunéénému déleni nebo k aktivaci efektorovych mechanismi T bunék)
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« pfi rozpoznavani antigenu spolupracuji s TcR koreceptory CD4 a CD8
« CD4 pomaha vazat komplexy obsahujici MHC glykoproteiny Il. tfidy
- CD8 pomaha vazat komplexy obsahujici MHC glykoproteiny I. tfidy

« T-lymfocyty (ap TcR) rozeznavaji antigen (komplex peptid-MHC glykoprotein), ktery je na
povrchu antigen prezentujicich bunék (APC)

« T-lymfocyt kontaktuje APC nejprve prostfednictvim nékolika druhl ,nespecifickych"
adhezivnich molekul, a teprve potom mize dojit ke kontaktu mezi TcR a antigenem

- k tomu, aby T-lymfocyt dostal plny aktivaéni signal vedouci k buné€nému déleni a
konec¢né diferenciaci, je zpravidla potfeba spoluplisobeni dalSiho tzv. receptoru
kostimula¢niho signalu (CD28) — ten rozeznava na povrchu APC kostimulaéni molekuly
CDB80 a CD86
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Genova rekombinace a zdroje variability
« TcR je kodovan 3 genovymi komplexy:
1. TcR-a na 14. chromozomu
2. TcR-B na 7. chromozomu
3. TcR-y na 7. chromozomu
- TcR-6 je vmezeren mezi geny TcR-a (pfi prfeskupovani je kompletné vystépen)

« organizace genu kodujicich TcR typu af i y6 je podobna jako u gend pro imunoglobuliny (V,
D, J a C segmenty) — genové komplexy pro TcR-B a TcR-& jsou shodné s komplexem pro
IgH, komplexy pro TcR-a a TcR-y s komplexem pro IgL

 preskupovani gend probiha podobné jako u imunoglobulind a provadéji je stejné enzymy —
stejné zdroje variability, u genl pro TcR nedochézi k somatickym mutacim a afinitni maturaci
Vyvoj T-lymfocytu a TcR
« prekurzory T-lymfocytl pfichazeji z kostni diené do thymu jako pro-thymocyty
+ U nich za¢nou se preskupovat geny pro TcR-3 a TcR-6

« po Uspésném preskupeni TcR-B dojde k exprimaci pre-TcR slozenych z (3 fetézce, tzv.
pre-TcRa (obdoba L u pre-BcR), a CD3 komplexu — preskupovani gend pro TcR-a —
vznik definitivnino TcR slozeného z fetézcl a a B (a CD3)

- zarovel se povrchu exprimuji CD4 a CD8 koreceptory, dochazi k eliminaci
autoreaktivnich bunék (negativni selekce) a bunék s nefunkénim TcR (pozitivni selekce),
selekci projdou pouze ty, které s nizkou afinitou vazi MHC proteiny, zachovavaji si
expresi CD4/CD8 a jdou do sekundarnich lymfatickych organt

« z nékterych autoreaktivnich klond se stavaji regulacni T-lymfocyty (periferni tolerance)

« podobné jako B buriky musi prekonat nékolik kritickych mist, maji ale mnohem pfisnéjsi
vybér (98% lymfocytl vstupujicich do thymu hyne)

vars
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24 — Th-lymfocyty

Th lymfocyty — rozdéleni, funkce, spoluprace s ostatnimi bunéénymi elementy.

« takové T-lymfocyty, které exprimuji TcR aff a znak CD4
« reaguji na antigeny predkladané na APC v souvislosti s HLA Il. tfidy
« zahajuji specifickou imunitni odpovéd

Th1-lymfocyty
v jadfe maji transkripéni faktor T-bet
 produkuji IL-2, INF-y

 imunitni reakce typu Th1 — zakladni funkci Th1 bunék je ochrana pfed intracelularnimi

parazity (intracelularni bakterie, napriklad mykobakterie, viry a dalsi)

- setkani s nékterym z patogentl vede k jeho pohlceni dendritickymi burikami, ke stimulaci
receptorll pfirozené imunity (TLR) a k aktivaci téchto bunék — takto aktivované
dendritické bunky prezentuji peptidy pochazejici z pohlcenych mikroorganism
v komplexu s MHC Il a zaroven u nich dojde ke zvySeni exprese kostimulaénich molekul
a produkci cytokind

- to, které cytokiny budou dendritické buriky produkovat, zavisi na kombinaci receptort
prirozené imunity, jeZ jsou danym patogenem stimulovany, a na pfitomnosti cytokind a
dalsich faktor(l produkovanych ostatnimi burikami pfirozené imunity

- pfi Th1 odpovédi kombinace téchto stimulll vede u dendritickych bunék k produkci
IL-12, ktery je vyraznym diferenciacnim faktorem pro Th1

- peptidy prezentované dendritickou burikou na MHC Il mohou byt rozeznany TcR na
povrchu prekurzorl Th (CD4+) — ty se po obdrzeni signalu mnozit a pod vlivem IL-12
posléze diferencuji do efektorovych Th1 bunék

« zakladnimi mechanismy, kterymi Th1 bunky zprostfedkovavaji ochranu pred intracelularnimi
parazity, jsou:

. spoluprace s makrofagy a jejich stimulace k pfeméné v aktivované makrofagy

« aby makrofag dokazal intracelularni parazity zni€it, musi se zménit v aktivovany
makrofag, ktery disponuje dalSimi baktericidnimi mechanismy (produkce NO) —
pro pfemeénu jsou nezbytné cytokiny produkované Th1 burikami, zejména IFN-y

« makrofag infikovany intracelularnimi parazity vystavuje na svém povrchu fragmenty
protein( pochazejicich z parazita v asociaci s MHC I

« efektorové Th1 bunky kontaktuji prostfednictvim TcR a adhezivnich molekul
infikované makrofagy a sekretuji na né IFN-y, ktery je stimuluje k preméné v
aktivovanou formu; dal$im dulezitym signalem je interakce mezi kostimula¢nim
receptorem CD40 na makrofazich a jeho ligandem (membranovym cytokinem)
CDA40L na povrchu aktivovanych Th1

« aktivované makrofagy (i ty, které nejsou infikovany a jsou pouze aktivovany IFN-y)
kromé toho, Ze mnohem lépe likviduji intracelularni parazity, sekretuji také radu
latek (napfiklad cytokiny IL-1, TNF a dalsi), které pfispivaji k dalsi stimulaci T bunék
a obecné stimuluji lokalni zanét, jenz napomaha k potlaéeni infekce (Th1 buriky se
proto nékdy také nazyvaji zanétlivé T buriky)

« vzadjemné plsobeni Th1 a makrofagl je zakladem imunopatologické reakce
opozdéného typu (IV.)
2. podpora diferenciace cytotoxickych CD8+ T lymfocytu

« Uloha Th1 bunék pfi diferenciaci Tc lymfocytd — sekrece IL-2 (tento cytokin
stimuluje proliferaci klon( Tc) a aktivace dendritickych bunék (ty po aktivaci zvysi
expresi molekul CD80 a CD86 na svém povrchu a jsou tak schopny stimulovat
vyvoj Tc)
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Th2-lymfocyty
* v jadre maji transkripéni faktor GATA-3

« imunitni reakce typu Th2 — zakladni funkci Th2 bunék je ochrana pred extracelularnimi
parazity, véetné velkych mnohobunécnych parazit(

- spolupracuji pfi tom zejména s bazofily, eozinofily a zirnymi burfikami

. dulezita je i pomoc B-lymfocytldm pfi produkci protilatek izotypu IgE, které se vazou na
vysokoafinni Fc receptory hlavné na povrchu Zirnych bunék a bazofil{l

« secernuji hlavné IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10
- podnécuiji tak vyvoj B-bunék a tvorbu protilatek ¢ili humoralni imunitu
« naopak, inhibuji ¢innost makrofagt
e k tomu, aby z prekurzorovych Th bunék vznikl klon zralych efektorovych bunék Th2, je

potieba, aby se prekurzorova burnka Th setkala s antigenem (komplexem MHC Il a
antigenniho peptidu) na povrchu profesionalni APC za pritomnosti IL-4

« zdrojem IL-4 v tomto pfipadé vSak nejsou APC, ale pravdépodobné bazofily, Zirné bunky
nebo NK bunky

« optimalnimi APC jsou dendritické bunky, které maji na svém povrchu MHC Il, potfebné
adhezivni molekuly a kostimulaéni proteiny CD80 a CD86

- spoluplsobenim signalll predanych do T buriky pres TcR, CD28 (receptor pro CD80 a
CD86), receptor pro IL-4 a receptor pro IL-2 dojde k opakovanému bunécnému déleni
(proliferaci) a diferenciaci na klon zralych efektorovych Th2

Th17-lymfocyty
« hlavni transkrip¢éni faktor je RORyT
e produkuji IL-17, IL-21, IL-22 (vyrazné prozanétlivé Ucinky)

« imunitni reakce typu Th17 — cytokiny produkované lymfocyty Th17 plsobi na Siroké
spektrum bunék, ve kterych indukuji produkci dalSich prozanétlivych cytokin a chemokind
(napfiklad TNF, IL-1, IL-6, IL-8) — Th17 tak navozuji zanétlivou odpovéd v infikovanych
tkanich, vedouci zejména k migraci neutrofill do postizeného mista, k jejich aktivaci a
produkci antibakterialnich peptidd

« Th17 jsou velmi dllezité pfi ochrané organismu pred extracelularnimi bakteriemi a plisnémi,
také se vyrazné uplatriuji u mnoha imunopatologickych zanétlivych reakci

« Th17 se diferencuji z naivnich T-lymfocytl spole¢nym plsobenim cytokinl IL-6 a TGF-B,
jejich vyvojovy program je pak déle stabilizovan za pfispéni IL-21 a IL-23
Vzajemna regulace aktivit Th1, Th2 a Th17

« extracelularni infekce jsou optimalné potlac¢ovany protilatkami (odpovédi zavislé na Tfh, popf.
Th2), intracelularni vyZaduji zanétlivou reakci zavislou na Th1, resp. Th17 burikach

« 0 tom, budou-li se prekurzorové CD4+ Th bunky vyvijet smérem k Th2, nebo k Thi,
rozhoduje pomér koncentraci 2 cytokind, a to IL-12 a IL-4

+ IL-12 je produkovan makrofagy a dendritickymi burikami stimulovanymi
mikroorganismy— stimuluje vznik Th1 — Th1 produkuji cytokiny (IFN-y), které dale
podporuji vyvoj Th1 a silné inhibuji vyvoj Th2

« IL-4 je produkovan hlavné bazofily a mastocyty — stimuluje vznik Th2 — produkty
Th2 (IL-4 a IL-10) podporuiji vznik dalSich Th2 a inhibuji vyvoj Th1

« zapocne-li tedy Th1 odpovéd, bude mit silnou tendenci automaticky se stabilizovat a
potlacovat konkurenéni Th2 odpovéd, a naopak (ale antagonismus neni absolutni)

« na podobnych principech je zaloZzena i regulace diferenciace bunék Th17 (skrz TGF-f3 a IL-6)
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Folikularni Th-lymfocyty (Tfh)

* produkuji IL-21
« nachazeji se zejména v lymfoidnich folikulech

« zéakladni funkci Tfh je spoluprace s B-lymfocyty, které byly predem stimulovany rozeznanim
antigenu — k této mezibunécné kooperaci dochazi v lymfoidnich folikulech lymfatickych uzlin
a sleziny a spoluprace vede k pomnoZeni daného klonu B bunék a jejich kone¢né diferenciaci
v plazmatické buriky produkuijici protilatky
« buiky Tfh poskytuji B lymfocytim potfebné pomocné signaly prostiednictvim
sekretovanych i membranové vazanych (CD40L) cytokin(

« pomoc Tfh bunék B lymfocytlm je zaloZena na:

1. sekreci cytokind IL-21 a IL-4 ve spojeni s cytokiny charakteristickymi pro Th1,
Th2 a Th17 (v zavislosti na pfevazujicim typu odpovédi)

2. pfimém mezibunééném kontaktu — interakce mezi kostimulaénim receptorem
CD40 (B lymfocytl) a jeho ligandem CD40L (na povrchu aktivovanych Tfh)

« k tomu, aby z prekurzorovych Th bunék vznikl klon zralych efektorovych bunék Tfh, je
potfeba, aby se prekurzorova bunka setkala s antigenem (komplexem MHC Il a antigenniho
peptidu) na povrchu profesionalni APC a obdrzela signal pfes kostimulaéni receptor CD28

. diferenciacni program Tfh bunék je vSak definitivné stabilizovan az v pribéhu interakci s
B-lymfocyty — dulezitou roli zde zfejmé hraje kostimula¢ni molekula ICOS na povrchu
Tfh, ktera je podobna CD28 — ta je stimulovana ligandem ICOS-L (z rodiny B7) na
povrchu B-lymfocyt(
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25 — Regulacni lymfocyty

Regulaéni CD4, CD8 lymfocyty, mechanismy regulaéniho pusobeni.

Regulaéni (tlumivé, supresorové) T-lymfocyty
+ jsou schopny potladovat aktivity jinych efektorovych T-lymfocytu
« kromé toho Treg ucinné potlacuji také aktivity APC

1. Thymové Treg (tTreg)

»pFirozené“ thymové regulacni CD4+ T lymfocyty — tvofi zhruba 1-5 % krevnich
lymfocytl a maji fenotyp podobny aktivovanym T-lymfocytlm (povrchova exprese
podjednotky IL-2 receptoru CD25 a inhibi¢niho CTLA-4)

tTreg vznikaji v thymu a jsou silné zavislé na IL-2 — o jejich vyvoji pravdépodobné
rozhoduje intenzita signalu, ktery obdrzi pfi stimulaci MHC Il s vilastnim peptidem v
pribéhu selekce v thymu

tyto bunky Treg nesou ,autoreaktivni“ TcR, ale narozdil od jinych autoreaktivnich T-
lymfocytl vlastni tkdné nenapadaiji, ale naopak potlacuji autoimunitni reakce

mechanismy plsobeni Treg zahrnuiji:
1. produkci tlumivych cytokint (IL-10, TGF-B, IL-35)

2. primy kontakt s cilovymi burikami (aktivované lymfocyty, DC) — vazba na molekuly
CD80 a CD86 na povrchu APC, pfima cytotoxicita

velmi dulezitou roli hraje povrchovy protein CTLA-4 — je prfibuzny kostimula¢nimu
receptoru CD28; interaguje s molekulami CD80 a CD86 na povrchu antigen prezentujicich
bunék (stejné jako CD28), avSak s vyssi afinitou nez CD28

« Treg tak mohou U¢inné kompetovat s konvenénimi T burikami a branit jim v pfistupu ke
kostimula¢nim signallim; zaroven interakce CTLA-4 s CD80 a CD86 vede ke snizovani
jejich mnozstvi na povrchu APC

- v DC tato interakce spousti i signalni drahu vedouci k expresi enzymu indolamin-2,3-

dioxygenazy (IDO) — IDO metabolizuje aminokyselinu tryptofan, metabolizace
tryptofanu tak sniZzuje jeho koncentraci v okoli, coz snizuje proliferaci a diferenciaci T-
lymfocytl

dal$i mechanismus je zaloZzen na cytotoxickém pUsobeni Treg podobném Tc (sekrece
perforin( a granzymd) — Treg takto mohou zabijet aktivované DC a dalsi APC

2. Indukované Treg (iTreg)

vznikaji v perifernich tkanich pfi vétsiné antigenné specifickych reakci, at jiz Th1, Th17 ¢i
Th2 typu, a plsobi zfejmé prostfednictvim podobnych inhibi¢nich mechanismu jako tTreg

iTreg pomahaiji tlumit imunitni reakce a omezit jejich Skodlivé imunopatologické dopady

pro jejich vznik je potfeba stimulace TcR antigenem prezentovanym na povrchu APC a
vhodné cytokinové prostredi, zejména TGF-, ktery je zaroven produktem Treg

- regula¢nim T-lymfocytlim tak dava zajimavou schopnost pfeménovat jiné T-lymfocyty
na sobé podobné buriky (tento jev se oznacuje jako tzv. infekéni tolerance)

za subpopulace iTreg je mozné povazovat i nékteré typy tlumivych T-lymfocytl, které byly
popsany jesté pred objevem a presnou charakterizaci klasickych regulacnich T-lymfocytt
— patfi mezi né zejména buriky Th3, které produkuji hlavné TGF-B a jejichz vyvoj je zfejmé
také stimulovan specifickym cytokinovym prosttedim (prevaha IL-4, IL-10 a TGF-B)

- tento typ je charakteristicky zejména pro slizni¢ni imunitni systém
podobné jsou i buriky Tr1, pro které je typicka zejména produkce IL-10
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26 — Cytotoxické lymfocyty

Cytotoxické lymfocyty a jejich efektorové a pamétové funkce.

takové T-lymfocyty, které nesou znaky CD8

Te-lymfocyty rozeznavaji bunky infikované viry nebo jinymi intracelularnimi parazity, popf.
buriky jinak abnormalni (poskozené stresem, nadorové buriky) a ni¢i je mechanismy zavislymi
na bezprostfednim tésném kontaktu mezi Tc a napadenou burikou nebo prostfednictvim
sekretovanych produkt(

tento zplsob obrany je velmi radikalni — jeho GCelem je odstranit z organismu potencialni
zdroj nakazy

je vSak také znacné riskantni — poskozeni tkani Tc-lymfocyty mize byt nékdy mnohem vétsi
nez napriklad poskozeni virem, ktery zpUlsobil infekci

Zahajeni imunitni odpovédi
« prekurzor Tc musi rozeznat komplexy MHC | s antigennimi peptidy (napfiklad fragmenty

virovych proteind) na povrchu APC, ktera musi dale mit patficné adhezivni a kostimulacni
molekuly (CD80, CD86, jez jsou ligandy receptoru CD28 na povrchu prekurzoru Tc)

. takovymi APC mohou byt hlavné dendritické buriky nebo makrofagy — tyto bunky jsou
danym virem bud samy infikovany, nebo pohlti pfislusné antigeny, které pochéazeji z
odumfelych infikovanych, nadorovych nebo stresovanych bunék

- pokud by prekurzorova Tc bunka rozeznala antigen (komplex MHC | s peptidem) na
povrchu jinych bunék, které nemaji stimulacni vlastnosti profesionalnich APC, dostala by
pouze prvni signal (pres TcR) a to by ji utlumilo

dojde-li tedy k prvnimu kontaktu na povrchu uc¢inné APC (obvykle v lymfatické uzling),
prekurzor Tc se zacne délit (proliferovat) a diferencovat na klon zralych efektorovych
cytotoxickych bunék (Tc, CTL)

tento proces probiha optimalné, napomahaji-li pfi tom jesté Th1 buriky sekretujici IL-2, nebot
tento cytokin stimuluje proliferaci klont Tc

Uloha Th bunék pfi aktivaci Tc

Uloha Th1 bunék — sekrece IL-2 (tento cytokin stimuluje proliferaci klonl Tc)

dal$i uloha Th bunék spodiva v aktivaci dendritickych bunék, které jsou pak schopny
stimulovat vyvoj Tc

- jinymi slovy, aby dendriticka bunika mohla aktivovat prekurzor Tc, musi byt nejprve sama
stimulovana kontaktem s Th bunkami

aktivace dendritickych bunék probiha pomoci adhezivnich a signaliza¢nich molekul CD40L
(na povrchu aktivované Th buriky) a CD40 (na povrchu dendritické buriky)

signaly, které dostane dendriticka burka pres receptor CD40, ji stimuluji ke:
1. zvySeni exprese kostimulaénich povrchovych molekul (CD80, CD86)
2. sekreci cytokint (IL-1, IL-12) U¢astnicich se potom stimulace Tc bunék
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Efektorové funkce Tc-lymfocyti
« efektorové Tc jsou roznaseny krevnim obéhem do tkani, kde mohou zacit plsobit

« zralé Tc jsou uz k aktivaci cytotoxickych mechanismd stimulovany pouze jednim signalem —
pres TcR; kostimulaéni signal pres CD28 uz neni potfebny

« Tc pouzivaji 3 druhy cytotoxickych mechanism:

1.

perforin-granzymovy systém

v cytoplazmé Tc se nachazi mnoZstvi cytotoxickych granuli (specializovanych
lysozomd), které obsahuji protein perforin a proteazy zvané granzymy

poté, co Tc-lymfocyt rozeznd pomoci adhezivnich molekul a TcR ,,vadnou“ bunku,
tato cytotoxicka granula migruji k plazmatické membrané v misté kontaktu obou
bunék, fuzuji s ni a jejich obsah se uvolfiuje do Uzké Stérbiny mezi obéma burikami
(tzv. degranulace Tc-lymfocytu)

perforin je podobné jako komplementovy protein C9 schopen vytvaret v
cytoplazmatické membrané pory, vétsinou jsou vSak tyto pory malé a slouZzi k tomu,
Ze se jimi do bunky dostanou granzymy — ty pak S$tépi v cytoplazmé prekurzory
proteaz ze skupiny kaspaz, které se tim aktivuiji a indukuji v bunice apoptozu

Fas-FasL

na povrchu Tc se nachazi protein zvany Fas-ligand (FasL), strukturné podobny
cytokindm skupiny TNF — FasL se vaze na ,apoptoticky receptor® Fas (CD95)
pritomny na povrchu mnoha rdznych typl bunék

aktivace Fas receptoru vyvola kaskadu reakci vedoucich opét k apoptotické smrti
cilové bunky

receptor Fas je i na povrchu Tc; Tc tedy mohou (a skute¢né tak cini) pachat
sebevrazdu, coz je dllezity mechanismus brzdici aktivitu Tc a ¢asové omezuijici
imunitni reakce zaloZené na Tc

sekretované produkty

zejména lymfotoxin (LT, TNF-B), ktery plisobi podobné jako FasL (indukuje apoptozu)

tento zpUsob je jiz méné specificky a pfi masivni aktivaci Tc-lymfocytd mize snadno
dojit k poskozeni okolnich normalnich bunék

Pamétové Tc-lymfocyty

« Cast T lymfocytl stimulovanych kontaktem s komplexy antigennich peptidd s MHC na
povrchu zralych APC se prfeménuje v dlouhozZijici pamétové bunky, které rychle reaguji na
opakované setkani s antigenem

« pamétové bunky Ziji dlouho, mnohé nejspi$ az do smrti osoby, kterou chrani

« maji receptor pro jeden urcity antigen — pokud burika antigen danou determinantou potka,
zacne s nim efektivné reagovat (obdrzi-li dal$i nezbytné aktivacni signaly), proliferuje a vytvori
klon svych dcefinych bunék

- Cast tohoto klonu zajistuje likvidaci antigenu

. Cast se zpravidla stane pamétovymi bunkami

« existuje nékolik subpopulaci téchto pamétovych bunék — centralni, tkariové a efektorové

- li8i se svymi migra¢nimi vlastnostmi, receptory pro chemokiny, rychlosti efektorovych

reakci po opakovaném setkani s antigenem a schopnosti proliferovat a diferencovat do
rznych subtypl efektorovych bunék
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27 — NK bunky (natural killers)

NK buriky — efektorové a regulac¢ni funkce.

« predstavuji treti hlavni subpopulaci lymfocytd (15-20 % lymfocytl)
 vyvojoveé jsou blize T-lymfocytlim, ale spiSe soucast nespecifické imunity
« morfologicky velké granularni lymfocyty, nemaiji antigenné specifické receptory

« rozeznavaiji buriky, které maji na povrchu abnormalné malo MHC |. tfidy — tj. nadorové a viry
infikované bunky, které se potlacenim exprese MHC | brani napadeni Tc-lymfocyty

Receptory NK bunék

« skupina nékolika desitek rliznych membranovych protein(, které se déli na 2 zakladni typy:
tzv. pozitivni (aktivacni) a negativni (inhibi¢ni) receptory.

1. aktivacéni (pozitivni) receptory (NCR, natural cytotoxic receptor)
- napfiklad molekuly imunoglobulinové superrodiny NKp46, NKp30, NKp44, DNAM-1
« rozpoznavaiji:
a) nékteré virové proteiny, které se nachazeji na povrchu infikovanych bunék

b) proteiny, jejichz exprese se zvySuje v dusledku bunééného stresu, k némuz
dochazi napriklad pfi infekci buriky nebo pfi nadorové transformaci

c) struktury pfitomné obecné na povrchu nejrliznéjSich typd bunék (napriklad
nékteré typy MHC protein()

- signaly poskytnuté témito receptory aktivuji NK buriku k pouziti jejich cytotoxickych
mechanismu

« mezi stimulaéni receptory patfi i Fc receptor CD16

« setka-li se NK lymfocyt s burikou, ktera je opsonizovana protilatkami tfidy IgG,
navaze se prostrednictvim receptoru CD16 na jejich Fc ¢asti — to pak zpUsobi
aktivaci cytotoxickych mechanismi (degranulace)

e tento déj se nazyva cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach (ADCC;
antibody dependent cellular cytotoxicity)

- dulezitymi aktivatory NK bunék jsou INF-a a INF-B produkované riiznymi burikami po
virové infekci

2. inhibi¢ni (negativni) receptory
« rozpoznavaji MHC |
« rozdeéluji se do 2 skupin:

1. imunoglobulinové (KIR, Kkiller inhibitor receptors) — inhibi¢ni aktivita je
zaloZzena na asociaci s cytoplazmatickymi fosfatazami, které rusi signaliza¢ni
drahy zahajené pozitivnimi receptory asociovanymi s proteinkinazami; jen na
lidskych NK burikach

2. C-lektinové (CD94/NKG2) — na lidskych NK burkéach, nékteré i na mysich

- signaly, které bunka pres tyto receptory dostane, jsou negativni — tzn. inhibuji
cytotoxické mechanismy (rusi signalizacni drahy zahajené aktivacnimi receptory
asociovanymi s proteinkinazami)
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Vysledna reakce
« vysledna reakce NK buriky na setkani s néjakou jinou burikou zavisi na tom, prevazi-li
stimulaéni, nebo inhibi¢ni signaly
- ma-li burika na povrchu normalni mnozstvi MHC | molekul nesoucich normalni peptidy,
prevazi negativni signaly a NK burnka se neaktivuje

- je-li v8ak na povrchu buriky abnormalné malo MHC |, chybi-li néktery izotyp, nebo jsou-li
tyto molekuly pozménény tak, Ze je inhibiéni receptory nerozeznaiji, prevazi stimulacni
signaly a cilovéa burika je NK burikou cytotoxicky zabita

+ ke snizeni exprese MHC | dochazi v disledku infekce nékterymi viry, které se tak aktivné
brani rozpoznani Tc lymfocyty, a u vétsiny nadorovych bunék

« bunka se muze stat citlivou pro lyzu NK bunikami také tim, Ze se na jejim povrchu objevi
zvySené mnozstvi ligandl aktivacénich receptorl (na stresovanych ¢&i virové infikovanych
burikach)

+ jednotlivé klony NK bunék neexprimuji na svém povrchu vSechny inhibi¢ni a aktivacni
receptory najednou, ale pouze jejich omezeny vybér — v kazdém jedinci se tak nachazi
mnoho rliznych klonl NK bunék

Cytotoxické a regula¢ni mechanismy NK bunék
« cytotoxické nastroje NK bunék jsou stejné jako u Tc-lymfocyt(:
« povrchovy Fas ligand (FasL)
- cytotoxicka granula obsahuijici perforin a granzymy
« existuji 2 subpopulace NK bunék:
1. subpopulace s vysokou expresi Fc receptoru CD16
- vétsSinova populace, vyskytujici se hlavné v krvi, se silnou cytotoxickou aktivitou
2. subpopulace s vysokou expresi adhezivniho proteinu CD56
- v lymfoidnich tkanich

- maji nizky cytotoxicky potencial, ale produkuji zna¢na mnozstvi cytokint (naptiklad
IFN-y, IL-3, M-CSF) — tyto latky ovliviiuji diferenciaci efektorovych Th bunék, aktivaci
dendritickych bunék, ale také hematopoezu

- podobna populace NK bunék se hojné vyskytuje v placenté a dosud ne zcela
objasnénym zplsobem se podili na regulaci spravného vyvoje tohoto organu

« porucha funkce NK bunék mize byt spojena se zvySenou autoimunitni dispozici a vznikem
autoimunitnich chorob

e pozoruhodnou roli maji NK buriky v gravidité — v raném zacatku fyziologické gravidity
délozni NK buriky (UNK) vyznamné proliferuji vlivem IL-15 a prolaktinu; tvofi tak nejpocetnéjsi
leukocytarni populaci v dobé implantace, kterd je nezbytna pro pokracovani gravidity —
produkci cytokinl nutnych pro angiogenezi se usnadnuje remodelace spiralnich arterii k
uteroplacentarnim arteriim, podporuje rist trofoblastu a placenty, stejné jako vaskularizaci
decidui; na materno-fetalni oblasti plsobi lokalizované imunosupresivné

- pokud v gravidité nedochazi k prevazujicimu cytokinovému prostfedi mediovanému Th2-
lymfocyty a pfevazi cytokinova sit Th1, mohou projit konvenéni NK bunky z periferni krve
do uteru a uplatnit pak svoji cytotoxickou povahu
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28 — Spoluprace T a B lymfocytu

Antigenné specificka a nespecificka spoluprace T a B lymfocyti pfi tvorbé protilatek.

1. Antigenné specificka spoluprace T a B-lymfocytu

viz otdzku 1.13 — Protilatkova reakce vyvolana T-zavislymi antigeny
tento typ odpovédi vyzaduje kooperaci mezi B-buiikami a folikularnimi Th-lymfocyty

B-lymfocyt stimulovany urdéitym antigenem musi obdrzet pomoc od Tfh bunky, ktera
rozeznava stejny antigen — to je mozné diky tomu, Ze rozpoznani antigenu antigenné
specifickym receptorem (BcR) vede k jeho pohlceni B-burikou a k rozstépeni na peptidové
fragmenty — tyto fragmenty se navazou na MHC Il a tyto komplexy se objevi na povrchu
B-lymfocytu

pokud je takovyto komplex specificky rozeznan lymfocytem Tfh, mize tato Tfh burka
poskytnout B-lymfocytu pomoc a stimulovat tak jeho diferenciaci v plazmatickou nebo
pamétovou burnku

- na povrchu takové B-bunky se objevuji stejné komplexy MHC Il-peptid, jako na
povrchu dendritické buriky, ktera pohltila stejny antigen a pak iniciovala vznik
pfislusného klonu Th

jde tedy o specifickou pfimou pomoc B bunkam, které byly stimulovany rozeznanim
stejného antigenu, ktery vyvolal (po zpracovani v APC) i vznik pfislusné specifickych Tth
bunék

pomoc Tth bunék B-lymfocytlim je zaloZena na:

a) sekreci cytokind — IL-21 a IL-4 ve spojeni s cytokiny charakteristickymi pro Th1,
Th2 a Th17 — v zavislosti na prevazujicim typu odpovédi

b) pfimém mezibunééném kontaktu — interakce mezi kostimulaénim receptorem
CD40 (B-lymfocyt) a jeho ligandem CD40L (na povrchu aktivovanych Tth)

ke stimulaci sekrece cytokind Tfh burikou uz neni nutny signal pres kostimulacni receptor
CD28 (B-lymfocyty v tomto stadiu maji na svém povrchu jen velmi malo kostimulaénich
molekul CD80 a CD86), postaci signal pres TCR

pro optimalni stimulaci B lymfocytd je tedy obvykle potfeba souhry 3 typl bunék — APC
(hlavné dendritické buriky), Tfh a B-buriky

2. Antigenné nespecificka spoluprace T a B lymfocytu

nepfima pomoc (tzv. bystander effect)

také pomoc prostrednictvim Th-lymfocytl, pficemz B-lymfocyty byly aktivovany jinym
antigenem, nez ktery rozpoznal a aktivoval Th-lymfocyt

kontakt mezi Th burikou a B-lymfocytem pouze prostfednictvim adhezivnich molekul
plna stimulace B-lymfocyt(:

- sekrece cytokin(

- vazba CD40-CD40L
nebezpedi aktivace autoreaktivnich B-lymfocytd
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29 — B1-lymfocyty, yo T-lymfocyty

B1 lymfocyty a y6 T lymfocyty

B1 lymfocyty

 exprimuji povrchovou molekulu CD5

lymfocyty rané faze ontogenetického vyvoje, postnatalné tvori maly podil véech B-lymfocytt

- vznikaji ve fetalnich jatrech plodu z jaterni hemopoetické kmenové bunky (narozdil od B2
lymfocytd)

- pfedpoklada se, Ze hlavnim zdrojem postnatalni tvorby B1 lymfocytl je jejich
sebeobnova ve vhodném prostredi sleziny

« jejich receptory se vyznacuji mensi variabilitou

« prochazeji minimalnim mnozZstvim somatickych hypermutaci a maji velice omezeny
repertoar protilatek, ktery sméfuje proti velice Uzkému spektru antigent

- antigenni receptory B1 lymfocytl jsou schopny rozeznavat sacharidy, lipidy a
lipoproteiny

e jsou T-nezavislé — pro aktivaci a naslednou produkci protilatek nepotrebuji pomoc od T-
lymfocytl

e produkuji spontanné prirozené IgM protilatky, které rozpoznavaji bézné mikrobialni
antigeny (zejména mukopolysacharidy)

- vytvorené protilatky reaguiji nizkou afinitou a jsou polyreaktivni
« vyskytuiji se prfedevsim na sliznicich (respiracni, travici) a jsou zdrojem také IgA protilatek
« vzhledem k tomu, Ze B1 netvofi pamétové buriky, nejsou povazovany za klasické adaptivni
lymfocyty
vo T lymfocyty
» jsou CD3+, CD4-, CD8-
tvori asi 5% lymfocytl periferni krve

- Castéji lokalizovany jako intraepitelové T-lymfocyty sliznic a ve sleziné
« maji nizkou antigenni specifitu
« thymus pro jejich vyvoj neni nutny
« nevazou MHC (zfejmé nekomunikuji s APC)

« mohou reagovat s nativnimi antigeny (bez potfeby MHC prezentace) nebo antigeny
predlozenymi jinymi molekulami nez HLA (MICA, MICB)

« MICA a MICB (MHC | chain-related)
- exprimované na epitelovych burkach sliznic.
« MIC jsou markery stresu (infekce, tepelného Soku)

* zvySené pocty jsou nachazeny u mykobakteridlnich onemocnéni, listeridzy, nékterych
nadorl a autoimunitnich chorob.

* funkce
o tvofi perforin, granzym, FAS-L
o sekretuji IL-2, IL-3, IL-6, IFN-y, TNF-a
o sekreci lymfotaktinu (XCL1) atrahuji CD8 T lymfocyty

o produkuji TGF-B, IL-10, KGF — potlaceni zanétu, hojeni epitelovych vrstey,
regulac¢ni funkce

o pomoci CD16 fagocytuji ¢astice opsonizované Ig a fragmenty prezentuji na MHC |l
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2. VySetrovaci
metody
vV Imunologi




1 — VysSetreni imunodeficitu
VysSetfeni imunologického pacienta se suspektni autoimunitou ¢éi imunodeficitem —
anamnéza, fyzikalni a laboratorni vySetfeni.

Pacient s imunodeficitem (ID)
 imunodeficit (ID) = jakakoli porucha imunitni reakce; mlze byt vrozeny ¢&i ziskany
« obecné klinické projevy — opakované infekce, nachylnost k AIO i alergiim, vyskyt
nadorovych onemocnéni
Anamnéza
* RA:
« patrame po opakovanych infekcich, AlO, imrti rodi¢l a prfedchozich generacich
. ddraz na vétev ze strany matky pacienta — fada primarnich ID je X-vazanych
« OA:

a) vrozené imunodeficience — mély by byt diagnostikovany co nejdfive, podrobné se
zabyvame vyvojem v prvnim roce Zivota

- zajimame se o infekce — charakter, tize, frekvence, etiologie

- reakce po oc¢kovani, zejména v 1. roce; ptame se na oc¢kovani proti TBC (jde o prvni
vakcinu, s niz se dité setka)

b) ziskané imunodeficience
- dlraz je kladen na zjisténi mozné priciny imunodeficience
- prakticky cela sife interni anamnézy

Klinicky obraz
a) vrozena imunodeficience

« pokud je postizena bunééna i humoralni slozka
« nejcastéji respiracni infekce
- infekce vznikaji ¢asné, byvaiji zavazné
- plvodci jsou atypické agens, ¢asto plisné, viry, intracelularni bakterie

» pokud je postizena pouze humoralni slozka
- respiracéni infekce, mirnéjsi nez u predchozi kategorie
- plvodci jsou hlavné extracelularni patogeny (H. influenzae, Streptococcus...)

- typicky je nahly pocatek opakovanych infekci pfiblizné v 6. mésici zivota — ¢asovy
posun zplUsoben ochrannym vlivem materskych transplacentarné prenesenych
protilatek

* pokud je postizen komplement

« u poruch &asnych slozek klasické drahy — AIO s imunokomplexovou patogenezi
(napriklad SLE)

« U poruch pozdnich slozek s poruchou funkce utoéného komplexu (MAC) —
opakovaneé infekce kmeny Neisserii

« u poruch C1 inhibitoru — hereditarni angioedém
b) ziskana imunodeficience
« nelze shrnout do typického obrazu, jsou velmi rliznorodé podle vyvolavajici pficiny
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Laboratorni vySetfeni imunodeficiti

1. Imunoglobuliny
« vySetreni:
1. hladiny imunoglobulind — nefelometrie, turbidimetrie
2. hladiny specifickych protilatek — ELISA
« interpretace:
- Zzadné, nebo nizké koncentrace vSech typl protilatek — Brutonova agamaglobulinemie
- deficit IgA — selektivné snizeno IgA
+ hyper IgM — normalni nebo zvySené IgM, ostatni izotypy jsou velmi nizké az chybéjici
- pfitomnost monoklonalni protilatky — lymfoproliferativni onemocnéni
- zvySené IgE — Omennlv syndrom (varianta SCID), Wiskott-Aldrich syndrom
2. Komplement
 vySetreni:

1. méreni C3, C4 (pokles zna¢i AIO — SLE s postizenim ledvin, postinfekéni
glomerulonefritidu)

2. hemolyticka aktivita komplementu CH50
3. Lymfocyty

 vySetreni:
1. krevni obraz — prehled o poétech lymfocytu
2. méreni subpopulaci lymfocyti — prutokova cytometrie
« B lymfocyty — znaky CD19, CD20
e T lymfocyty — znaky CD3 a CD4, nebo CD8 (Th
« NK buriky — znaky CD16, CD56
3. sledovani funkci T lymfocyti — test blastické transformace
« interpretace:
¢ B+ T- nebo B- T+ — tj. SCID (tézka kombinovana imunodeficience)
« deficit B-lymfocyti — Brutonova agamaglobulinemie
« snizeni B-lymfocytti — CVID (bézna variabilni imunodeficience)
« snizeni CD4 s charakteristickou dynamikou — AIDS

« extrémné nizka ¢i nulova odpovéd v testu blastické transformace — SCID, kombinované
imunodeficity

4. Fagocyty
 vySetreni:
1. pocty granulocytl, monocyti — KO
2. funkce fagocytli — NBT, burst test
3. vysetfeni adhezivnich molekul — integriny (CD11/CD18), selektiny (CD15)
5. Dalsi vysetieni
« genetické vysSetfeni, zobrazovaci metody, patologie, biochemie, mikrobiologie,
hematologie
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Pacient s autoimunitou (Al)

Anamnéza
« RA: vyskyt AlIO, imunodeficienci, alergii v rodiné

« OA: typické je razné dlouhé obdobi s neurcitymi pfiznaky, patrame po spoustécim faktoru
(infekce, stresové situace, Iéky, chemikalie)

Klinicky obraz
« variabilni, zavisi od postizeného organu, véku apod.

- systémové AIO casto zacinaji nespecifickymi pfiznaky (Unava, horec¢ky, nevolnosti,
bolesti kloubd, vahovy Ubytek)

« organoveé specifické — napfriklad hypotyredza, metabolicky rozvrat u diabetu apod.
« nahodné neobvyklé laboratorni nalezy nékdy pfedchazeji klinickym projeviim
- napfiklad nevysvétlitelna vysoka sedimentace ery, poruchy v KO (cytopenie), abnormality
v hemokoagulaci, ¢i v biochemickém vysetreni (zvySené jaterni testy)

Laboratorni vySetfeni autoimunit
1. Autoprotilatky

e viz. otazka 12

2. HLAL all. tfidy

 je znama vyrazna asociace nékterych AlO s HLA antigeny:

- ankylozujici spondylitida HLA B27 87,4%
- uveitida HLA B27 10%
« Goodpasteirliv syndrom HLA DR2 15,9%
. roztrousena skleréza HLA DR2 4,8%
- Graves-Basedowova choroba HLA DR3 3,7%
- SLE HLA DR3 5,8%
« myastenia gravis HLA DR3 2,5%
+ pemphigus HLA DR4 14,4%
. revmatoidni artritida HLA DR4 4,2%
- Hashimotova thyreoiditida HLA DR5 3,2%

3. Imunoglobuliny
« stanoveni koncentrace imunoglobulinii miva pomocny vyznam
« interpretace

« hyperimunoglobulinemie — u vétsiny systémovych AlO

+ 1T 1gG — Sjogren(iv syndrom

1 IgG — nefroticky syndrom pfi postiZzeni ledvin

« T IgA — nespecifické stfevni zanéty, plicni imunopatologické stavy, Bechtérev
- T1gGilgA — autoimunitni hepatitidy

« T IgM — primarni biliarni cirhéza

« 1 IgM — pokrocila stadia SLE
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Komplement

stanoveni hladin C3, C4 (pokles u imunokomplexovych onemocnéni (SLE s postizenim
ledvin, postinfekéni glomerulonefritidy)

Proteiny akutni faze

zvySené CRP — typické pro systémova AlO (RA, Bechtérev, systémové vaskulitidy)

CRP beze zmény — LE, dermatopolymyozitida, sklerodermie, Sjégrentv syndrom, vétsina
organové specifickych Al

snizeny fibrinogen — hemofagocytujici syndromy

Subpopulace lymfocyt(

vySetfovani bunécné imunity neni pfi diagnostice autoimunit vétsinou indikovano
monitoruji se subpopulace lymfocytl pfi dlouhotrvajici imunosupresivni [é¢bé

Dalsi vysetifeni
1.

sedimentace ery

. vzestup sedimentace — témér u vSech AIO

- sledovani sedimentace pro monitorovani aktivity onemocnéni
sérologické vysetreni

- byva zvysena koncentrace protilatek proti rfadé mikroorganismd — v dulsledku
polyklonalni aktivace B-lymfocyt(

- Casto jsou zvySené protilatky proti EBV, herpesvirim, CMV, borreliim, toxoplazmoéze
hematologické vysetieni

- pokles krevnich elementti — bézné u systémovych AIO

- pokles urcité krevni fady — u izolovanych autoimunitnich cytopenii
- megaloblasty — perniciézni anémie

biochemie

- odrazeji postizeni rliznych organt

. zvySené jaterni testy — autoimunitni hepatitidy

- zvy$ena kreatinkinaza — myozitida, tyreoiditida s hypotyre6zou

- zvySené amylazy — Sjégrendv syndrom

- zvy$ena urea a kreatinin — autoimunitni postiZeni ledvin
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2 — Zaklady alergologického vySetieni

Zaklady alergologického vysSetfeni a testovani — anamnéza, fyzikalni vySetfeni, kozni
testovani, expozi¢éni testy, elimina¢ni testy, bronchoprovokaéni testy — indikace a
hodnoceni.

Pacient s alergii

- alergie = pfehnana, nepfimérena reakce imunitniho systému organismu na latky, se kterymi
se bézné setkavame v nasem prostredi

 je zpUsobena nespravnou aktivaci protilatek ze skupiny imunoglobulinu E (IgE) vlivem
daného alergenu

 spektrum projevi alergickych reakci je velmi Siroké, od banalni rymy az po anafylakticky
$ok, ktery maze koncit i smrti
Anamnéza

« dikladnd, Ize z ni stanovit diagnézu, vytipovani alergenl, nutna dobra znalost sezénnosti
pyll a spor, slozeni potravin a aditiv a zkfizené reaktivité

« izolované laboratorni vySetfeni bez anamnézy by nas nemuselo vibec dovést k diagnéze
alergie — pacient mlze byt v ordinaci zcela zdrav, ptricemz mUze trpét zavaznou alergii, ktera
se projevi jen za urcitych okolnosti

« OA: ekzém, koprivka, svédéni, suchost kliZe, reakce na slunce, chlad, hmyzi bodnuti
« RA: vyskyt alergickych chorob v rodiné
« + informace o charakteru bydleni, pfitomnost zvirat, koureni, stravovani, uzivani Iékd
« fyzikalni vySetfeni zaméreno zejména na vySetfeni postizeného systému — umozni vyloudit
jiné priciny napriklad ucpaného nosu, kterymi mdze byt vybocena nosni prepazka apod.
Klinicky obraz
« klinické projevy poukazujici na alergicky charakter onemocnéni:
1. sezonni ryma (pollinosis) — vodnata ryma, svédéni, kychani, nosni obstrukce
. vSe trva déle nez bézna ryma, pfip. se vyskytuje jen v nékterych ro¢nich obdobich
- obvykle doprovazeno alergickou konjunktivitidou (paleni, fezani oci)

2. astma bronchiale alergicum — zachvaty dusnosti, nej¢astéji expiracni, doprovazeno
slysitelnymi piskoty

- obvykle po kontaktu s alergenem, ale i emoc¢nimi stavy, fyzicka zatéz (pacient mize
trpét tzv. astmatickymi ekvivalenty, tj. epizodami drazdivého a dusivého kasle)

3. koprivka (urticaria) — svédivé, zarudlé, vyvySené mista na klzi, dobre ohrani¢ené

- mlze mit i fyzikalni pficiny (slunce, chlad, vibrace), nebo byt zplsobena internimi
chorobami ($titna Zlaza, nadory, SLE)

4. angioedém (Quinckeho edém) — alergicka reakce v hlubsich vrstvach dermis
- otok ma svédivy charakter, je zarudly; alergen se do téla vétSinou dostava peroralné
5. atopicky ekzém — prvni klinickd manifestace atopie u pacienta, jiz ve véku nékolika
mésic
- jedna se o chronickou nebo recidivujici dermatitidu doprovazenou svédénim (vzniku
se Ucastni IgE-zprostfedkovana reakce, ale i T-lymfocyty)

« typicky nalez u alergikl (ale také napriklad i u parazitarnich onemocnéni) je zvysené mnozstvi
eosinofilll v krvi i v sekretech
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Alergologické vysSetreni

predpoklada se I. typ precitlivélosti (opozdény, atopicky, anafylakticky) — centralni role IgE

1.

2.

atopie = geneticka predispozice odpovidat tvorbou specifického IgE po stimulaci nékterymi
cizorodymi antigeny (alergeny)

testy na alergii prokazuiji alergickou senzibilizaci na néktery antigen (bud stanoveny predchozi
anamnézou, nebo se uziva série nejcastéji se vyskytujicich alergent)

Testy kozni precitlivélosti

intradermalni aplikace antigenu

pokud jsou pfitomny mastocyty s navazanym specifickym IgE, dojde k degranulaci —
lokalni zarudnuti, indurace a svédéni do 15 min (pokud za 8 h, jde o lll. typ, pokud za 24 h,
jde o IV. typ hypersenzitivni reakce)

aplikace PRICK-testem — epidermalni vpich na volarni stranu predlokti, jemné, aby
nekrvacel; pozitivni reakce je indurace vétsi nez 4 mm

méné cCasta intradermalni injekce — intradermalni vpich tak, aby vznikl 3 mm velky
pupen, nesmi krvacet — spolu s antigeny aplikujeme i kontrolu negativni (fyziologicky
roztok) i pozitivni (histamin)

« intradermalni testy jsou vzdy rizikové, mlzou vyvolat i anafylaxi
testovaci série — jarni pyly, pyly trav, podzimni pyly, roztodi, plisné, pefi

Eliminacni testy

po vysazeni expozice alergenu dojde k vymizeni pfiznakt
hlavné u potravinovych alergii (napfiklad laktézova intolerance, zkfizena alergie na jablko)

Expozic¢ni testy

snazime se vyvolat alergickou reakci pfimo v postizeném organu pacienta:
- intranasalni apl. alergenu s mérenim prlichodnosti nosu rhinomanometrem (pollinosis)
« bronchomotorickd odpovéd po podani alergenu inhalaéni cestou (astma profesionale)
- potravinové nebo |ékové alergie za pfisného sledovani pacienta

Spirometrie

sledujeme statické a dynamické plicni objemy
znamky obstrukce — snizena FEV1 pod 80%, FEV1/FVC pod 75%

astma je zachvatovité onemocnéni — mimo akutni stddium nemusime nalézt vyznamné
zmény, nutno doplnit u lehcich forem astmatu bronchomotorickym testem

Brochoprovokacni testy

A.

Bronchodilataéni test — stanoveni reverzibility obstrukce

¢ Podani 400 mg salbutamolu x 80 mg ipratropia

« pozit. vysledek — po 30 min zména FEV1 = 12% + o0 200 ml v absolutni hodnoté
Bronchokonstrikéni test — stanoveni bronchialni hyperreaktivity

a) nespecifické — metacholin v celkové kumulativni davce 8 mg

b) specifické — znamy alergen

« pozit. vysledek — pokles FEV1 0 20% a vice oproti vychozi hodnoté
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3 — Odbér biologického materialu v imunologii

Odbér biologického materialu k imunologickému vySetfeni — indikace, interpretace.

Biologicky material
« periferni krev, srazliva i nesrazliva, nékdy vzorek slin, moci, bronchoalveolarni lavaz, likvor

« od kadaveroznich darcl lymfaticka uzlina ¢i fragment sleziny — pro stanoveni HLA fenotypu

1. Odbér krve

A.

C.

Humoralni parametry
« material — srazliva periferni venozni krev, z kubitalni jamky nebo predlokti

« do sterilni zkumavky — necha se koagulovat za laboratorni teploty max 2h —
centrifuguje se — oddéleni séra od krevniho kolace a preneseni do zkumavky

« zkumavka s cervenym vr§kem
« skladovani pfi 4°C 1-2 tydny, delsi skladovani pfi -20°C (nékdy i dlouhodobé -40°C)
« | — stanoveni hladin imunoglobulini, funkce komplementu, proteiny akutni faze

Leukocyty
« materidl — nesrazliva vendzni krev, do zkumavky s heparinem
» vzorek nutno zpracovatdo 1 h
« transportovat za teploty optimalné 22°C, nesmi dojit k ochlazeni vzorku pod 18°C
« pro kontrolu je v pfepravnim boxu monitorovaci teplomér

. v pripadé, Ze je vzorek starsi 6 h ¢i pokud byl vzorek béhem transportu ochlazen
pod +8°C, neni mozné vysSetfeni spolehlivé provést

¢ zkumavka se vrSkem
« | — vySetieni granulocytl (adheze, chemotaxe, fagocytoza, respiracni vzplanuti)
Lymfocyty

« material — plna nesrazliva venozni krev, do zkumavky s heparinem nebo EDTA
« vzorek nutno zpracovat do 6 h (hrani¢ni je 24 h pfi 20°C), vzorek nesmi do lednice
« zkumavka s fialovym vr§kem

+ | — stanoveni subpopulaci lymfocyt, funkéni vy$etieni lymfocyta (test blastické
transformace), HLA typizace

2. Odbeér slin

pro stanoveni parametrt slizni¢ni imunity (humoralnich i bunéénych)

pfiprava pacienta — 30 min pred odbérem nejist, nepit, necistit si zuby, nekoufrit, nezvykat
zvykacky; patologicka hypoprodukce slin (Sjérgentiv syndrom, stafi lidé, antihypertenziva)

sliny se odebiraji bud plivanim do odbérové zkumavky nebo pomoci tamponl; pro
vySetfeni IgA lakmusovy prouzek v Ustech

zpracovani okamzité vzhledem k mozné degradaci vzorku enzymy — pokud nelze
zpracovat okamzité, uchovavame v lednici

produkce fady latek v slinach podléha cirkadialnimu rytmu — nutno zaznamenat dobu
odbéru, pfip. druh a dobu poZiti I€kd, event. stimulans pouzity k zvySeni produkce slin

vyuziti — stanoveni CRP, IL-1B, IL-6, sekre¢ni IgA, B-lymfocyty, a-amylazu; molekularné
geneticka detekce dédi¢nych onemocnéni, kontrolni germinalni genom u nadord
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3. Odbeér liquoru
 odbér lumbalni punkci mezi trny L2-3 ¢i L3-4, objem 5 ml liquoru do sterilni zkumavky
- zkumavka se ihned zazatkuje a zasle do laboratore co nejrychleji
« odbér provadi vzdy lékar

« diagnostika neurologickych onemocnéni infekénich, zanétlivych AlO, degenerativnich a
nadorovych ¢&i paraneoplastickych

 vyhodnocujeme celkovou bilkovinu, albumin, bunéénost a cytologicky obraz, proteiny
akutni faze (CRP), orosomukoid, B2-mikroglobulin, cytokiny IL-6, TNFa, intratekalni
syntézu celkovych IgG, IgM a specifickych imunoglobulint

« | — neuroinfekce (klistova encefalitida, borreliéza, herpetickd encefalitida, neurosyfilis),
roztrouSena skleréza, syndrom Guillain-Barre, nadorové infiltrace a paraneoplastické
postiZzeni CNS atd.

« dllezité srovnavani lokalnich (tzv. téch v liquoru) hladin se systémovymi hladinami
protilatek celkovych i specifickych — umoznuje posoudit intenzitu lokalniho procesu

Vysledky imunologického vySetreni
* je mozno je obvykle vyjadrit kvalitativné i kvantitativné
 kvantitativné se nejcastéji vyjadruiji:
a) v jednotkach Sl — nejcastéji g/l, mg/ml

b) v mezinarodnich jednotkach (IlU) — definovany urcitou biologickou nebo
biochemickou funkci jedné jednotky

- v soucasnosti se jesté pouzivaji u hodnot hladin IgE

c) v arbitrarnich jednotkach — pro testy, které neni mozno standardizovat, stanovu;ji si
je jednotlivé laboratore samy

d) v titru — titr je obracena hodnota nejvyssiho rfedéni vySetfované tekutiny (naptiklad
séra), které jesté v urcité reakci vykazuje pozitivitu

- pfi titraci se prislusna tekutina redi v fadé zkumavek, nejcastéji dvojkovou radou (v
kazdé dalsi zkumavce je 2x nizsi koncentrace nez v predchozi)

73



4 — Polyklonalni a monoklonalni protilatky

Polyklonalni a monoklonalni protilatky pouzivané v imunologické diagnostice — pfiprava,
rozdily.

» metodika zaloZena na principu reakce antigen-protilatka

Polyklonalni protilatky
« ziskané od hyperimunizovanych zvifat (kralik(l, koni a ovci)

« podavame jim opakované antigen, tudiz v krvi se budou nachazet predevsim protilatky
proti pozadovanému antigenu

« nasledné od nich izolujeme sérum
- sérum obsahuje heterogenni smés protilatek proti vice epitoplim jednoho antigenu

- byvaji pfitomné i protilatky proti jinym antigenim — vétSinou nizky titr, nemusi nijak
interferovat s provadénymi imunologickymi reakcemi

« pro zesileni imunitni odpovédi podavame antigen s adjuvancii (tj. latky nespecificky zvysuijici
odpovéd na podany antigen)

+ ve veteriné Freundovo adjuvans — kompletni (inaktivovana mykobakteria v olejové
emulzi) ¢i inkompletni (jen olejova emulze)

- v lidské mediciné hydroxid hlinity AI(OH)s , byva soucasti ockovacich latek

Monoklonalni protilatky
 specifické pouze proti jedinému epitopu na antigenu
« vyroba hybridomovou technologii
- na poc¢atku opakovana imunizace mysi antigenem

- dosdhneme toho, Ze vétSina B-lymfocytl v mysi krvi bude produkovat protilatky proti
pozadovanému antigenu

- mys je nasledné usmrcena a z jeji sleziny jsou izolovany B-lymfocyty

 B-lymfocyty nasledné fuzujeme s myelomovymi buiitkami (nadorové buriky vychazejici
z plazmatickych bunék — produkuji imunoglobuliny) péstovanymi v tkafové kulture in
vitro

« vznika tzv. hybridom (ma vlastnost obou rodi¢ovskych bunék)
« schopnost produkce protilatek pro pouzity antigen (slezinové burky)
« schopnost neomezeného déleni (nesmrtelnost myelomovych bunék)

- selekce vzniklych hybridomid v HAT mediu (hypoxantin, aminopterin a thymin)

« hybridomové bunky
« mohou se klonovat (jedna burika se rozmnozi na mnoho identickych bunék)
« klon produkuje velké mnoZzstvi stejnych protilatek proti jednomu determinantu
« mohou se uchovavat po neomezenou dobu ve zmrazeném stavu

« protilatky podle struktury a plvodu délime na:
1. mysi (tradi¢ni; ziskavany z mysi)
2. chimérické (konstantni C domény lidské, variabilni V domény mysi)

3. humanizované (maji lidské konstantni i variabilni oblasti, ale hypervariabilni oblast je
stale mysi)

4. lidské
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Vyuziti monoklonalnich protilatek
1. terapeutické vyuziti

.....

« protilatky je nutno humanizovat, jinak by se proti nim vytvofila imunitni reakce (tzv.
HAMA, human anti-mouse antibodies, tj. protilatky proti mysim protilatkam)

2. diagnostické vyuziti
 detekéni reagens vimunochemickych metodach ELISA, RIA
- dokazi standardné in vitro vyvazovat hormony, vitaminy, l1éCiva, infekéni markery

« mezi antigeny v naSem pripadé rfadime i endogenni molekuly, jez pro ¢lovéka nemaji
imunogenni charakter

+ k detekci i minimalniho mnozstvi Ié¢iv, toxint nebo hormont

- napfiklad mAb proti lidskému chorion gonadotropinu (HGC) je vyuzivana v
téhotenském testu, ktery je za béznych okolnosti platny uz 10 dni po poceti

 dg. HIV — piitomnost anti-HIV protilatek v séru
- predevsim protilatky proti virovym antigendim gp41, 120, 160 a p24
« mozné provadét také se slinami nebo moci pacientt

« hladina protilatek v téchto tekutindch je ale mnohonasobné nizsi nez v séru,
vysledky testl jsou méné spolehlivé a maji spiSe orienta¢ni charakter

 dg. nadort
. akutni myeloidni leukemie (AML)

« monoklonalni protilatka proti molekule CD33, ktera se vyskytuje na povrchu
nékterych zralych bilych krvinek

« vySetiuji se krvetvorné burky, které naopak za béznych okolnosti CD33 postradaiji
(vyjimku predstavuiji pravé krvetvorné burky pacientl s akutni myeloidni leukémii)

- karcinom prostaty

» PSA (prostate specific antigen) — je specificky pro prostatu, ale neni specificky pro
karcinom — nedokaze rozliSit rakovinu od benignich patologiich prostaty (jako
napriklad prostatitida ¢i benigni hyperplazie)

« v kriminalistice pouziti anti-PSA mAb pro detekci spermatu
 PSMA (prostate specific membrane antigen) — transmembranovy glykoprotein

specificky pro prostatu; radioaktivné znacené monoklonalni protilatky umozriuji
vysoce specifickou lokalizaci nadoru in vivo

- najdeme ho v metastazach karcinomu prostaty, v hormonalné refrakternim
karcinomu prostaty, v cévnim endoteliu nékterych karcinoml nebo sarkomd

« dg. eboly — detekce virového strukturniho proteinu VP40 dokaZeme detekovat Zaire
virus, pouzitim monoklonalnich protilatek anti-EBOV Zaire
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5 — VysSetfeni parametrtii humoralni imunity

VySetfovani parametrd humoralni imunity — metody, referenéni hodnoty, indikace,
interpretace.

1. Stanoveni koncentrace imunoglobulinti

koncentrace jednotlivych tfid imunoglobulind; udava se v mg/ml (Ci g/l)
« vyjimkou IgE — vzhledem k nizkym koncentracim v mezinarodnich jednotkach 1U/ml
- provadi se vétsinou v séru, pfip. i v jinych télnich tekutinach (sliny, mo¢ a likvor)
metody:

- 1gG, IgA, IgM a IgD — provadi se pomoci imunoprecipitacnich metod v tekutém
prostfedi (nefelometrie, turbidimetrie), vyjime¢né v gelu (radialni imunodifuze)

« IgE — vzhledem k nizkym koncentracim se provadi modifikaci nefelometrie s
pouzitim pasivni latexové aglutinace

indikace:
- 1g9G, IgA, IgM — opakuijici se infekce (podezfeni na vrozeny nebo ziskany imunodeficit)

- IgE — podezfeni na parazitarni infekce, nebo atopickd onemocnéni (alergicka ryma,
bronchialni astma, urtikarie, ekzém), aspergilézu ¢i nékteré imunodeficity

referen¢ni hodnoty koncentraci imunoglobulind (u pacientd nad 15 let):
. IgG 7-16 g/l

- IgA 0,7-4 g/l

« IgM 0,4-2,3 g/l

. IgE 100-150 IU/ml
interpretace:

a) zvyseni hodnot imunoglobulint
+ IgM — u imunokompetentniho jedince u akutnich infekci a zanétd

« IlgG — znamka chronicity procesu — typické pro intersticialni zanéty, ale ne
pro zanéty slizni¢ni

» IgA — znamka slizniénich zanétu + u jaterni cirh6zy v disledku abnormalniho
katabolismu IgA

b) sniZeni hodnot imunoglobulint

e primarni humoralni nebo kombinované ID — napfiklad Brutonova
agamaglobulinémie (nulové nebo jen velmi nizké koncentrace protilatek vSech
izotypU)

« sekundarni ID — napfiklad maligni tumory, lymfocytarni leukémie, mnohocetny
myelom, metabolické choroby a malnutrice

« syndromy ze ztraty proteini — nefroticky syndrom, exudativni enteropatie,
exfoliativni dermatitis, rozsahlé popaleniny

svs

IgA mohou na sliznicich zastoupit IgM a IgD
- Casto spojeno s vys$Sim vyskytem astmatu a jinych atopickych chorob

- mUZe prispivat k rozvoji nékterych imunokomplexovych chorob (lll. typ
precitlivélosti) — RA a SLE

- pacienti s IgA deficity ¢asto tvofi autoprotilatky

. IgA u téchto pacientd nemize byt nahrazovano substitu¢né, nebot na néj
Casto pacienti reaguji tvorbou protilatek proti IgA
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2. Stanoveni autoprotilatek

viz otazku 2.12

3. Stanoveni slozek a aktivity komplementu

C3 (opsonin) — deficience spojena s opakovanymi bakterialnimi infekcemi
C5-C8 (Utocny komplex, MAC) — deficity typické rekurentni neisseriové infekce

deficience slozek klasické drahy — porusena schopnost eliminovat z cirkulace
imunokomplexy, riziko imunokomplexovych AlO (SLE, glomerulonefritidy)

Stanoveni slozek C3, C4

 precipitacni metody (jednoducha radialni imunodifuze, nefelometrie, turbidimetrie s
pouzitim specifickych polyklonalnich protilatek)

* indikace:
- zanéty, rekurentni pyogenni bakterialni infekce, nékteré malignity
- poskozeni jater (cirhdza, hepatitida)
« imunokomplexové autoimunity (SLE, glomerulonefritidy)
- rejekce $tépu — znamka aktivity procesu
 referencéni hodnoty:
« C3 0,98-1,97 mg/ml
. C4 0,12-0,4 mg/ml
Stanoveni hemolytické aktivity komplementu CHso
« tj. jaké mnoZzstvi komplementu hemolyzuje 50% erytrocytl
« vySetreni aktivity celé komplementové kaskady aktivované klasickou cestou

« méfeni stupné hemolyzy ovéich krvinek (krvinky s anti-ery protilatkami) zavislé na
mnozstvi pfidaného komplementového systému

Stanoveni koncentrace C1 inhibitoru

e C1 inhibitor reguluje klasickou aktivaéni drahu komplementu — deficience C1
inhibitoru vede ke vzniku hereditarniho angioedému

« hereditarni angioedém — zavazné otoky postihujici koncetiny, rty, tvare, prsty,
kolena, lokty, hyzdé, gastrointestinalni sliznice a orofaryng, a dale otok epiglotis a
hornich cest dychacich; vedou k omezeni proudéni vzduchu a podle nékterych udaju
az ve 30 % k uduseni pacienta

- spojen s poklesem koncentrace C1 inhibitoru pod 30% normalni hodnoty
 indikace — otoky nejasné etiologie

 precipitacni metody (jednoducha radialni imunodifuze, nefelometrie, turbidimetrie s
pouzitim specifickych polyklonalnich protilatek)

« referenc¢ni hodnoty C1 inhibitoru 150-350 mg/I
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4. Stanoveni proteint akutni faze
C-reaktivni protein (CRP)
« produkovan jaternimi burikami pfi infekci, zanétu a poskozeni tkané

1.

- produkce po stimulaci prozanétlivymi cytokiny (IL-6, IL-1B, TNF-a) produkovanymi
makrofagy (monocyty), fibroblasty, endotelialnimi a epitelialnimi burikami

vaze se na polysacharidy bunécné stény bakterii, hub a lidskych bunéénych membran

aktivuje klasickou drahu komplementu vazbou na C1q (kterd je dominantné
aktivovana protilatkami) a slouzi tak jako opsonin umoznujici fagocytdézu a eliminaci
bakterii ale i poskozenych a mrtvych lidskych bunék

indikace:

- CRP je citlivy marker akutni bakterialni infekce — umozriuje rozhodnout, zda u
pacienta napfiklad s hore¢natym onemocnénim zahgjit terapii ATB nebo pouze
symptomatickou lécbu (dif. dg. bakterialni a virové infekce)

- dg. aktivity nékterych AlO a stavll spojenych se zanétem (nddorova onemocnéni)
metody:

- nefelometrie a turbidimetrie — s vyuzitim CRP-specifické polyklonalni detekéni
protilatky, ktera s CRP tvofi precipitat

« Casto je detekeni protilatka navazana na latexové partikule a reakce s CRP vede
k aglutinaci detekované nefelometrii a turbidimetrii s vysokou citlivosti

- vzorkem je v obou pfipadech sérum izolované ze srazlivé vendzni krve
referenéni hodnoty:
« CRP < 10 mg/l — norma, zdravy jedinec
« CRP > 1 mg/I dlouhodobé — rizikovy faktor KV chorob, prognosticky marker
- CRP 10-40 mg/l — téhotné Zeny, pacienti s mirnymi zanéty a virovymi infekcemi
- CRP 40-200 mg/l — aktivni zanét bakterialniho plvodu, exacerbace nékterych AlO
« CRP > 200 mg/l — tézké bakterialni infekce a popaleniny

A1-antitrypsin

vzrusta pfi akutnich zanétech, ale i u nékterych tumort

je syntetizovan v jatrech jako odpovéd na aktivaci imunity infekénimi i neinfek&nimi
podnéty (stimulace zejména IL-6)

inhibuje proteazy jako je neutrofilni elastaza, kolagenaza, ale i trypsin a papain

- koncentrace volné elastasy, kolagenasy a trypsinu je nejvy$si v dolnich cestach
dychacich a zde je proto protektivni role a1-antitrypsinu nejvyznamné;jsi

deficit antitrypsinu — CHOPN (emfyzém), poruchy jater

indikace:
- prikaz ¢i vylouceni deficitu al-antitrypsinu u CHOPN, bronchiektazii
- poruchy jater, hepatitidy, cirh6zy nejasného plvodu

- prikaz deficitu umoznuje pfipadné nasadit substituc¢ni terapii, kdy chybéjici ai-
antitrypsin je mozno podavat nitrozilné

referen¢ni hodnoty antitripsinu 1,0-2,0 mg/ml
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3. Cirkulujici imunokomplexy
« komplexy antigeni se specificky navazanymi protilatkami
- vznikaiji fyziologicky pFi neutralizaci a eliminaci nejrtiznéjsich antigenii z organismu

- pokud nejsou efektivné eliminovany, predilekénim mistem jejich depozice jsou
ledviny, kloubni synovie, cévni endotel a bazalni membrana kize

- deponované imunokomplexy aktivuji komplement, interaguji s Fc-receptory
fagocytu, aktivuji lokalni zanétlivou reakci vedouci az k poskozeni tkané

« metody detekce:
- zavisi od slozeni a velikosti imunokomplexd:

- velké imunokomplexy — stanoveni precipitaci pomoci polyethylenglykolu
(PEG) mérenou nefelometrii nebo turbidimetrii

« malé imunokomplexy — stanoveni pomoci jejich vazby na C1q slozku
komplementu v usporadani ELISA

« vzorkem je sérum izolované ze srazlivé vendzni krve
 indikace:

. ze zvySené koncentrace neni mozné rozliSit, zda k aktivaci doslo probihajici infekci,
autoimunitni reakci (SLE, kryoglobulinémie, RA), reakci precitlivélosti Ill. typu na
nepatogenni inhala¢ni exoantigeny (antigeny plisni rozpoznavany specifickymi IgG za
vzniku imunokomplexu), nadorovym procesem, nebo rliznymi stresovymi stavy

. prestoze zvySeni koncentrace imunokomplexd neni patognomické pro konkrétni
onemocnéni, umoznuje nam hodnotit intenzitu probihajiciho procesu, nebo napfriklad

.....

Vyuzivané metody
 principem vySetfovacich metod je reakce antigenu a protilatky
- epitop — tj. oblast antigenu, kam se vaze protilatka
« pro reakci je vyhodny antigen s vice epitopy (pfirozené antigeny)
+ paratop — tj. vazebné misto protilatky
 oblast terminalnich ¢asti variabilnich ¢asti rozpoznavajici epitop
- afinita — tj. veliCina sily vazby mezi jednim epitopem a protilatkou
- avidita — tj. sila interakce polyvalentni protilatky s polyvalentnim antigenem
+ vrista s afinitou a po¢tem vazebnych mist
a) u precipitace a aglutinace

- vyuzivaly se polyklonalni protilatky, které reagovaly s antigenem za vzniku slozitych
prostorovych struktur (aglutinatli nebo precipitatd)

b) u metod imunoanalyzy

- vznik téchto struktur neni mozny — antigeny ¢&i protilatky jsou navazany na sténu
mikrotitracni desticky — dojde tedy pouze k prvni fazi reakce (navazani antigenu a
protilatky), vizualizaci je potfeba provést jinak (typicky navazanim druhé protilatky se
»Zznackou®), kterou mize byt:

1. radioizotop (RIA)
2. enzym (EIA)
3. molekula flurochromu
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1.

Aglutinace
 podstatou reakce je, Ze protilatky se shlukuji s korpuskularnim antigenem
« probiha v tekutém prostredi, Iépe aglutinuje IgM nez IgG

« princip — dvoj- a vicevazebné protilatky namifené proti epitoplm antigennich Castic
vytvareji mezi témito c¢asticemi mustky, které vedou ke vzniku usporadanych shlukd
(aglutinatu) — tyto shluky pozorujeme makroskopicky

« znacny vyznam ma aglutinace v hematologii a transfuzni mediciné
« kvalita aglutinaéni reakce je podminéna:

a) mnozstvim protilatky — pfi velkém redéni protilatky nedochazi k aglutinaci ani v
nadbytku antigenu; pfi nadbytku protilatky tzv. fenomén prozoény (tj. tvofi se malé
imunokomplexy a nevznika aglutinat)

b) pfitomnosti protilatek proti rliznym epitopiim — je tak mozno vytvofit dost vazeb
mezi antigeny, proto vyuzivame polyklonalni protilatky

c) vzdalenosti mezi jednotlivymi ¢asticemi antigenu
« rozliSujeme aglutinaci:

1. pfimou — prlikaz antigenu, ktery ma na svém povrchu pfirozené zkoumané epitopy
 priikaz antigenniho ABO systému
+ Paul-Bunelltv test (infekéni mononukledza)
» Widalova reakce (dg. tyfu a paratyfu)
« Weil-Felixova reakce (dg. skvrnitého tyfu)

2. nepfimou — prlkaz antigenu, ktery navazeme na vhodny nosi¢ (napriklad ery, latex)
 napriklad latex-fixacni test

« prikaz autoprotilatek (napriklad RF) — na latexové cCastice napojime IgG a
pfidame sérum pacienta s podezienim na revmatoidni artritidu (nemocni pacienti
maji v krvi RF, tj. IgM protilatky proti Fc ¢asti lidského imunoglobulinu — pokud
dojde k aglutinaci, je reakce pozitivni)

« rychlé testy vyuzivané v ambulancich (ASLO, CRP...)
« vysledek aglutina¢ni reakce mize byt vyhodnocen:
a) kvalitativné — tzn. pfitomnost ¢i nepfitomnost protilatek

b) kvantitativné — tzn. mnozstvi protilatek — kvantitativné hodnotime pomoci obracené
hodnoty fedéni krevniho séra (titru)

« Coombstiv test — pouziva protilatky proti lidskym imunoglobulindim

a) pfimy — prikaz pacientovych vlastnich autoprotilatek, které jsou navazany na
erytrocyty cirkulujici v krevnim fecisti (napfiklad u imunologicky mediované
hemolytické anémie)

« aglutinace je in vitro je iniciovana pridanim diagnostické protilatky proti lidskym
imunoglobulinlm (Coombsovo reagens)

b) nepfimy — testovani pfitomnosti protilatek v séru jednoho jedince (tedy solubilnich
nenavazanych) proti povrchovym antigenim erytrocytd jiného jedince

« napriklad pfi predtransfuznim vysSetreni protilatek proti ABO a Rh antigenim
erytrocytd darce, pfi Rh inkompatibilité matka:plod — smichaji se erytrocyty o
znamé ABO a Rh antigenni vybavé (na téchto erytrocytech nejsou navazany
zadné protilatky) se sérem pfijemce, ¢i sérem matky pfi podezfeni na Rh
inkompatibilitu — navazani sledovanych sérovych protilatek je prokazano opét
pouzitim Coombsova reagens
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2. Komplement fixaéni reakce (KFR)

« pro diagnostiku infekci (prikaz lues, infekce Treponema pallidum) — zalozena na priikazu
pacientovych sérovych protilatek reagujicich s mikrobem in vitro

» postup:

« ve zkumavce se necha reagovat antigen (bakterie, viry) s tepelné inaktivovanym sérem
pacienta (tepelna inaktivace — inaktivace komplementu)

« do reakce se prida krali¢i sérum jako zdroj komplementu

« inkubace — pokud jsou v séru pacienta pfitomny protilatky, navazou se na antigen
(mikrob) za vzniku imunokomplex(; imunokomplexy aktivuji a vazi na sebe kralici
komplement

« nasledné se pridaji ovéi erytrocyty
« hodnoceni:

. jestlize vySetfované sérum neobsahuje protilatky, nevznikaji komplexy mikrob-
protilatka, komplement se neaktivuje a nespotrebuje (nefixuje) a je tak k dispozici pro
lyzu senzibilizovanych erytrocytl (hemolyza)

- jestlize sérum protilatky obsahuje, vzniknou imunokomplexy mikrob-sérova protilatka,
komplement se na nich spotfebuije (fixuje) a erytrocyty zlstanou nelyzovany

3. Imunoprecipitaéni metody

 jsou zaloZzeny na interakci mezi rozpustnym vySetfovanym antigenem a specifickou
detek¢éni polyvalentni protilatkou

- polyvalentni protilatka je smési protilatek reagujicich s rlznymi epitopy jednoho
antigenu; antigen je nekorpuskularni, rozpustny v pravém roztoku

« po vazbé polyvalentni protilatky na antigen vznika precipitat, ktery se projevuje jako zakal

« mnozstvi vytvoreného precipitatu zavisi na poméru mezi antigenem a polyvalentni
protilatkou — viz precipitacni kfivka

« provadi se v tekutém (vodném) nebo polotekutém (gelovém) prostiedi

A A

Velikost imunokomplexu

Mnozstvi antigenu
« precipitac¢ni kfivka — zavislost velikosti imunokomplext na poméru antigenu a protilatky

A) zéna nadbytku protilatky — pri prebytku protilatky je k dispozici pro reakci mnoho
volnych vazebnych mist; veskery pridany antigen je bezprostiedné vyvazan
nadbytkem protilatek a vznikaji tak malé rozpustné (neprecipitujici) imuokomplexy

B) zéna ekvivalence — pii optimalni koncentraci antigenu a protilatky dochazi ke
vzniku velkych nerozpustnych imunokomplexu

C) zéna nadbytku antigenu — dostupny pocet molekul protilatky nestac¢i navzajem
vazat veskery antigen a vznikaji opét malé rozpustné imunokomplexy
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1. Imunoprecipitace v gelu
« antigeny i protilatky difunduji gelem, v misté optimalniho poméru vytvari precipitat
a) dvojita (protismérna) imunodifuze

. do gelu vyfizneme 2 jamky — do 1. aplikujeme protilatku, do 2. antigen, odtud se
difuzi Sifi radialné a v misté zhruba ekvimolarni koncentrace protilatky a antigenu
vznikne precipitacni linie (zména pomeéru Ig a Ag vede k posunu precipitacni linie)

- metoda kvalitativni (neuréime presné koncentraci stanovovaného analytu ve
vySetfovaném vzorku, ale dobre jej identifikujeme)

- malo citlivd metoda, coz je ale vyhoda, protoze vySe zminéné protilatky ma kazdy
¢lovék v tak malém mnozstvi, na které metoda nereaguje) a tudiz je reakce pozitivni
jen u lidi se zvySenou hladinou (napfiklad pfi extrinsnich alveolitidach)

b) jednoducha radialni imunodifuze
- protilatka proti specifickému antigenu byla pfimo inkorporovana do gelu

. po vyfiznuti dilku a aplikaci antigenu dochazi k radialni difuzi a u pozitivnich sér
vznika okolo jamky tzv. precipita¢ni prstenec (makroskopicky patrna srazenina)

- metoda je i kvantitativni (plocha precipitacniho prstence je pfimo Umérna koncentraci
vySetfovaného antigenu)

- jiz je nahrazena turbidimetrii a nefelometrii, ale stdle se povazuje za zlaty standard
pro stanoveni koncentrace proteint

- moznost stanoveni koncentrace antigenu — IgG, IgA, IgM, komplement C3, C4, CRP
— dnes malo vyuzivana, ale zlaty standart

2. Imunoprecipitace v tekutém prostredi

 vznika zakal (koloid), intenzita je Umérna koncentraci vySetfovaného antigenu, méfi se
turbidimetrii nebo nefelometrii, odecteni z kalibraéni kfivky

 turbidimetrie — méfi mnozstvi prochazejiciho svétla
« nefelometrie — méfi rozptylené svétlo pfi prichodu paprsku

4. Imunoassay

» reakce antigen-protilatka probiha na pevné fazi (desticka, zkumavka) + k vizualizaci je
nutno pouzit detekéni protilatku s navazanou znackou:

A. radionuklid (RIA)
B. enzym (EIA)
C. flurochrom (FIA)

» vyhoda — dokazeme stanovit nizké koncentrace antigend nebo protilatek, které nemuize
byt prokazano klasickymi sérologickymi metodami

« v soucasnosti zakladni metody
A. Radioimunoanalyza (RIA)
. pro kvantitativni stanoveni analyti

- detekuje reakci antigen-protilatka pomoci radioaktivniho izotopu (nej¢astéji radioaktivni
jod) jako znacky navazané na jednu ze slozek reakce,

- pokud reakce probihd na pevném nosici, pfipomina metodu ELISA — jen se misto
enzymu pouZzije radioizotop; ke zjisténi intenzity reakce se tak nepridava zadny substrat,
ale méfi se intenzita radioaktivniho zareni
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Enzymova imunoanalyza (EIA, ELISA)

« detekce pomoci enzymu, ktery je kovalentné navazany na néktery z reaktantd
(vétsinou protilatku) — jeden z reaktantl je vazan na pevny nosic¢

a) priikaz antigenu:

- protilatka na pevném nosic¢i + vzorek s antigenem + enzymem znacend protilatka
proti antigenu, ktera se vaze na jiny epitop nez primarni protilatka + po pridani
vhodného substratu je vyvolana barevna reakce (mezi kazdym krokem je nutné
promyti)

- intenzitu zmény barvy je mozné hodnotit spektrofotometricky, tudiz se jedna i o
metodu kvantitativni

b) prakaz protilatky:

- antigen na pevném nosici + vzorek s protilatkou + protilatka proti protilatce znacena
enzymem + substrat

Fluorescenéni imunoanalyza (FIA, imunofluorescence)

- protilatka s navazanym fluorochromem (latky schopné po ozareni absorbovat
svételnou energii a vyzafit ji s nizsi energii, tedy delsi vinovou délkou), pozitivni reakce
viditelna ve fluorescenénim mikroskopu

a) pfima fluorescence

. prlkaz antigenu (antigen mlze byt ve tkani, kulture...), detekénim reagens je
protilatka o znamé specifité s fluorochromem

. preparat je fixovan na podlozni sklo, prevrstvi se konjugatem (protilatka +
fluorochrom), inkubuje, promyje a hodnoti — Ize hodnotit i lokalizaci antigenu

- vyuziti — prlkaz antigenu v tkanovych rezech, biopsiich, stérech...
b) nepfima imunofluorescence
- prukaz protilatek v séru pacienta

- predpokladané protilatky se aplikuji na vhodny antigenni substrat, vytvoreni
pripadnych imunokomplext, promyti, pridani konjugatu (protilatky proti protilatkam
pacienta), inkubace, promyti, hodnoceni (struktury exprimuijici cilené antigeny)

- vyuziti — velmi Casto, prikaz autoprotilatek (organové specifickych i nespecifickych)

5. Imunoblot

kombinace elektroforézy a imunoanalytického priikazu specifické protilatky zachycené v
komplexu antigen-protilatka — metoda, kdy protilatka reaguje s antigenem nanesenym
na specialni membranu

vhodnou smés proteinl rozdélime elektroforézou — 2z takto rozdéleného vzorku
provedeme otisk elektroforeogramu na nitrocelulézovou membranu, typicky pomoci
stejnosmérného proudu (tj. z elektroforetického gelu jsou nasledné proteiny opét pomoci
elektrochemickych metod pfeneseny na porézni membranu z nitrocelulézy)

nasledné vysytime volna mista na membrané pomoci inertni bilkoviny (hovézi sérovy
albumin) — zablokovani nespecifickych vazebnych mist

inkubace — ponofime do pacientova séra, které obsahuje zkoumané protilatky

promyje se, a inkubuje se se sekundarni protilatkou (anti-human Ig), zna¢enou s enzymem
(jako u ELISA)

provede se vizualizace (pfidani substratu pro enzym, méfeni radioaktivity...), odecteme
vysledek a porovname jej se standardy — tim zustlme, Jake protilatky proti jakym
antigenm pacient ma (pfipadné uzivame na zac¢atku znamou smés proteind)
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6 — Vysetreni populaci lymfocytu a jejich funkci
Vysetieni populaci lymfocytll a jejich funkci — metody, referenéni hodnoty, indikace,
interpretace.

 vySetfujeme pocet a funkci bunék
+ vychazime ze stanoveni celkového poctu leukocytl a z diferencialniho KO

. ziskame tak vsak jen informace o absolutnim poctu lymfocytli, monocytl a granulocytl a
o jejich relativnim zastoupeni, jednotlivé subpopulace lymfocytl vSak nerozezname

Stanoveni populaci lymfocytu
« u imunodeficitli, AlIO a nadorovych onemocnéni a v pfipadé monitorovani po transplantaci

« jednotlivé subpopulace jsou ve svételné mikroskopii nerozliSitelné — proto se pro uréeni
jednotlivych populaci pouzivaji riznymi fluorochromy znaéené protilatky proti
charakteristickym povrchovym znakiim bunék — CD znakdm (clusters of diferenciation)

- kazda subpopulace vystavuje na svij povrch specifické CD
- vétsSina dosud popsanych CD molekul jsou fyziologicky v podstaté bunééné receptory
« vazbu fluorescenéné znacenych protilatek je mozno vyhodnotit:

1. fluorescenénim mikroskopem — pomalé, pracné, nepresné a omezené poctem
rozliSovanych barev

2. pratokovym cytometrem — vyZzaduje nakladné pristrojové vybaveni, ale metoda je
nesrovnatelné rychlejsi, nebot celé stanoveni trva priblizné 20 min

« typizace lymfocyt(i zaloZzena na prikazu pfitomnosti povrchovych znaku:
- vSechny  CD45 (tzv. leukocyte common antigen, LCA) — kontrolni znak
« Thbunky CD3+, CD4+
- Tc bunky CD3+, CD8+
- B bunky CD19+
« NK buriky CD16+,CD56+, ne CD3
1. Pfima imunofluorescence

« bunky inkubujeme s protilatkou znacenou fluorescenénim barvivem (fluorochromem) —
moznost hodnoceni ve fluorescenénim mikroskopu (Casové narocné, pracné, nepresné)

2. Pratokova (flow) cytometrie

» odebirame nesrazZlivou krev do zkumavky s heparinem nebo EDTA; krev inkubujeme s
monoklonalni protilatkou znacenou fluorochromem — ziskanou smés nasledné
~prozeneme“ pratokovym cytometrem, ktery umoziiuje za kratky cas vySetiit velké
mnozstvi bunék (tisice)

« pfi analyze vyuzivdme laserového paprsku — bunky laminarné proudi (protékaji)
kapilarovou kyvetou, ktera je tak Uzka, Zze se do ni vejde jedina burika (tj. buriky se radi za
sebe jako koralky na nit)

« kazdy typ bunky (lymfocyt, monocyt, granulocyt) ma specifickou velikost a specifickou
granularitu — po ozareni svételnym paprskem je tento paprsek, dle tvaru (velikosti),
povrchu a struktury cytoplazmy a jadra bunky, rozptylen do rlznych smérl —
vyhodnocenim odchylek ziskame zakladni predstavu a poctu lymfocytl, monocytl a
granulocyt(

« pritokova cytometrie nam ovSem umoznuije i rozliSeni jednotlivych subpopulaci lymfocytl:

« po ozareni laserem vyda kazda burika specifickou barvu (podle toho, jaké byly pouzity
protilatky a proti kterym CD molekulam byly namifeny)

- mGzeme rozlisit Tc, Th, B lymfocyty a dalsi subpopulace
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Indikace k vy$etieni subpopulaci prutokovou cytometrii

dif. dg. imunodeficiti primarnich a sekundarnich (opakované infekce, protrahovany a

dif. dg. imunodeficiti s koznimi projevy (dermatitidy, pyodermie, abscesy)

monitorovani imunokompetence ¢i naopak rozvoje imunodeficience u pacientd s
dlouhodobou imunosupresivni lé¢bou (v prlibéhu chemoterapie ¢i radioterapie — zaméreni
na populace T lymfocytl a pomér CD4+/CD8+)

monitorovani pacientll po transplantaci ledvin — monitorovani rozvoje a zavaznosti
mozné akutni rejekce (monitorovani aktivacnich znakd T lymfocytl véetné Treg)

- zde doplriujeme stanoveni zakladnich subpopulaci lymfocytl o stanoveni aktivac¢nich
znakd na CD3+ T lymfocytech

- CD69 (Casny aktivacni znak, C-lektin)
- CD25 (pozdéjsi aktivacni znak, a podjednotka receptoru pro IL-2)
« HLA DR (pozdni aktivacni znak)
monitorovani onkologickych pacientt
- doplnujeme stanoveni aktivacnich znakl obdobné jako u predchoziho

Referen¢ni hodnoty populaci lymfocyt(

Populace Znak Relativni zastoupeni Absolutni zastoupeni
T-lymfocyty CD3+ 60-80 % 1 200/ul
Th-lymfocyty CD3+ CD4+ 35-50 % 700/pl
Te-lymfocyty CD3+ CD8+ 20-40 % 400/l
B-lymfocyty CD19+ 5-15 % 200/pl
NK buiiky CD16+ CD56+ 5-25 % 300/pl

« imunoregulaéni index (tj. pomér CD4+ a CD8+) = 2-3
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Interpretace vysledku
a) snizeni vSech lymfocyti

« priciny — SCID, Di Georglv syndrom, Al mechanismus (antilymfocytarni protilatky),
imunosupresivni terapie, aplastické anémie, myelodysplazie, polékovy drefiovy Utlum,
stavy po transplantaci kostni dfené, malnutricie, hypovitamindzy, jaterni dysfunkce,
virové infekce, sepse, stres

« klinické projevy — vysSi frekvence virovych infekci (herpes), plisné, mykobakterie,
oportunni nakazy (pneumocystové pneumonie), prdjmy, infekce dolnich cest dychacich

b) snizeni B lymfocytu

« priciny — SCID, Brutonova choroba, Wiskott-Aldrichliv syndrom, ataxia teleangiectasia,
imunosupresivni terapie, polékové snizeni, lymfoproliferaéni choroby (myelom, CLL,
lymfom)

« klinicky obraz — do 6 mésicl véku casto bezpfiznakové (prfenos IgG od matky),
rekurentni infekce zplsobené opouzdienymi mikroby (pneumonie, otitidy, sinusitidy),
gastroenteritidy

c) zvySeni B lymfocytu
+ pric¢iny — nadorova onemocnéni B lymfocytd, monoklonalni zvyseni u myelomu
« klinicky obraz — variabilni, mGze byt snizena tvorba protilatek

d) snizeni T lymfocytl

« pficéiny — primarni ID (SCID, Di Georglv sy, Wiskott-Aldrichlv syndrom, ataxia
teleangiectasia), CLL, Hodgkin, leukemie, radia¢ni terapie, AIDS, akutni virové infekce

« klinicky obraz — SCID (tézké Zivot ohrozZujici infekce jiz brzy po narozeni — dychaci
cesty, oralni kandiddza, neprospivani)

e) snizeni Th lymfocytl
« pfi¢iny — primarni ID, HIV infekce
« klinicky obraz — tézké zivot ohroZzujici infekce (pneumocystova pneumonie,
mukokutanni kandidoza)

f) snizeni Tc lymfocytu

« priciny — deficience HLA-I (mutace), SCID, chronické AIO (roztrousena skleréza,
revmatoidni artritida, SLE, Sjogrendv syndrom)

 klinicky obraz — bakterialni a virové infekce dychacich cest (H. influenzae, S.
pneumoniae)

d) snizeni NK bunék
* ANKD — absolutni deficit NK

- klinicky obraz — tézké, opakujici se, nebo atypické virové infekce (herpes simplex,
CMV, varicella zoster)
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Funkcéni vysSetfeni lymfocyti

1. Testy kozni precitlivélosti

« test in vivo; pozdni typ precitlivélosti (reakce IV. typu) je lokalni imunitni reakce zavisla na
T-lymfocytech

 typickym prikladem je tuberkulinova reakce
- antigen se aplikuje intradermalné
- pozitivni reakce se projevi po 24-48 h vznikem indurace a erytému

« negativni reakce nastane, pokud nebyl pacient dfive senzibilizovan, nebo pfi poruse
odpovidavosti T-lymfocyt(

2. Test blastické transformace
« test in vitro; vysSetieni proliferacni schopnosti lymfocytt
« déleni bunék je jednim z fyziologickych jevid bunécné aktivace

« ke stimulaci déleni se vyuziva rostlinnych lektind (PHA, ConA), které plsobi jako
polyklonalni aktivatory T-lymfocyt(

. také Ize vyuzit monoklonalni protilatky (anti-CD3), nebo i cizi bunky (smésnou
lymfocytarni kulturu); antigeny jako tetanicky toxoid, tuberkulin (PPD) — vhodné ke
specifické stimulaci; pfitomnost APC je v tomto pripadé nezbytna

« po aktivaci se bunky v kultufe za¢nou délit

« vyhodnoceni proliferaéni aktivity provadime po 3-7 dnech prikazem inkorporace
radioaktivné znaceného thymidinu (analog thyminu) do nové syntetizované DNA délicich
se bunék

« Uroven mérené radioaktivity odpovida proliferacni aktivité lymfocytd

Aktivaéni Nutnost
. b;‘;:::g; Pfiklad Aktivaéni draha Odpovéd  predchoziho
u setkani

Antigen tetanlgg/Dtoxmd TCR specificka ano
Mitogen CF:;I]AA
Monoklonalni , e
protilatka anti-CD3 CD3 nespecificka ne
Phorbol ester a PMA a aktivace distalné od
kalciovy ionofor ionomycin TCR/CD3 komplexu
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7 — VysSetieni funkce fagocytujicich bunék

Vysetieni funkce fagocytujicich bunék — metody, indikace, interpretace.

« fagocyty — neutrofily a makrofagy (monocyty)

Kvantitativni vySetfeni — vySetieni poc¢tu
« vySetfeni poc¢tu granulocytil a monocytu
« vychazi z KO — absolutni pocet, relativni zastoupeni
« metody pratokova cytometrie, pfima mikroskopie, potazmo fluorescencni

Kvalitativni vySetfeni — vySetieni funkce
« jako zdroj bunék vyuzijeme neutrofilni granulocyty z periferni krve
« zaméfime se na analyzu jednotlivych stadii fagocytozy:
1. adheze
2. chemotaxe
3. fagocytdza
4. respiraéni vzplanuti
+ konecny dlsledek, tj. usmrceni mikroorganismu

1. Adheze
« adhezi neutrofilll k cévnimu endotelu umozniuji adhezni proteiny (integriny)

» vySetfeni exprese povrchovych antigenti CD11/CD18 je indikovano pfi podezieni na
LAD syndrom (leukocyte adhesion deficiency)

 vyuziva se prutokového cytometru a monoklonalnich protilatek

2. Chemotaxe

« test migrace pod agar6zou
. schopnost granulocytd odpovidat na chemotaktickou stimulaci

« princip — do Petriho misky nalijeme agarozovy gel, do kterého udélame malé jamky,
do jedné jamky se umisti suspenze granulocytd, do druhé chemotakticka latka

» jako chemotakticky podnét slouzi bud N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine
(N-fMLP), nebo filtrat kultury E. coli

« vyhodnoceni — po nékolika hodinach zméfime vzdalenost, kterou bunky urazi

. jelikoz kazda laboratof ma metodiku odliSné modifikovanou, nejsou zadné obecné
referenéni hodnoty; vétSinou se pouziva tzv. index chemotaxe (tj. pomér vzdalenosti,
kterou urazily buriky ve sméru chemotaktického podnétu, ke vzdalenosti, kterou urazily
bunky spontanni migraci)

« komturkovy test

« provadi se pomoci specialni komdrky s porézni membranou (péry o velikosti 3 pm),
pres kterou migruji leukocyty za chemotaktickym podnétem podobné jako v agarovém
testu

« vyhodnoceni — mnozZstvi bunék, které prosly pres membranu (pomoci pritokové
cytometrie)
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3. Fagocytarni aktivita

« opsonofagocytarni index (OFI)

- hodnoti schopnost leukocytll fagocytovat latexové partikule nebo nékteré
mikroorganismy (Saccharomyces cerevisiae, E. coli, C. albicans)

- vyhodnoceni — procento fagocytujicich bunék (monocyty, neutrofily a eozinofily)
majicich jednu a vice fagocytovanych kandid

« test mikrobicidni aktivity

« hodnoti sumarné vSechny kroky fagocytézy kongici usmrcenim mikroba

« principem testu je inkubace indikatorového Zivého mikroorganismu (C. albicans, S.
aureus) s plnou nesrazlivou krvi, nebo suspenzi granulocytd izolovanych z periferni
krve vySetfované osoby

« vyhodnoceni — pocet prezivsich mikroorganismi ockovanim na pevné agarové plotny

« u kandid vyhodnocenim zivych a mrtvych kandid po obarveni preparatu vitalnimi
barvivy (obarvi se mrtvé mikroorganismy)

4. Respiracni vzplanuti

« indikace — =zasadni vySetfeni pro potvrzeni nebo vyvraceni nejCastéjSi poruchy
fagocytarnich funkci (chronické granulomatézni choroby)

 testy redukce tetrazoliovych soli (NBT test, INT test)

« NBT (nitroblue-tetrazolium chlorid), modifikace INT (jod-nitroblue-tetrazolium chlorid)

- kvalitativné vyhodnocuje koncentraci superoxidového radikalu prostfednictvim
redukce nazloutlych rozpustnych tetrazoliovych soli na krystaly formazanu, které
se ukladaiji v cytoplazmé fagocytujicich bunék (modré krystaly u NBT, rizové u INT)
— ty je mozné bud pozorovat pod mikroskopem, nebo semikvantitativné stanovit
spektrofotometricky po lyze fagocytujicich bunék

- tento test je optimalni pro diagnostiku chronické granulomatézni choroby; naopak
je velmi malo citlivy napfiklad u deficienci myeloperoxidasy

o chemiluminiscenéni test

vyuziva se skutecnost, Ze bunky pfi fagocytéze emituji mala mnozstvi svétla

béhem aktivniho procesu respirac¢niho vzplanuti vznikaji peroxid vodiku, superoxidové
radikaly, singletovy kyslik; singletovy kyslik je velmi nestabilni a reaktivni latka, ktera
reaguje s bakteriemi (nebo ¢asticemi) v lysozomech za vzniku elektronové nestabilnich
karboxylovych skupin — pfi navratu téchto skupin do zakladniho stavu je emitovano
svetlo

k indukci tvorby svétla a zesileni reakce Ize vyuzit luminofory (luminol)
emise fotonl se méfi luminometrem v impulsech za minutu
chemiluminiscencni test je citlivy ke véem porucham respira¢niho vzplanuti

* burst test

stanoveni respira¢niho vzplanuti oxidaci dihydrorhodaminu DHR123

tento kvantitativni test vyhodnocuje respiracni vzplanuti leukocytd po jejich stimulaci
opsonizovanymi E. coli — vzniklé kyslikové radikaly oxiduji membranové permeabilni
fluorogenni substrat dihydrorhodamin 123 (DHR 123) na zelené fluoreskuijici
nepermeabilni rhodamin 123 (R 123), jehoz pfitomnost v bunce se méfi pomoci
pratokové cytometrie

burst test je citlivy ke véem porucham respirac¢niho vzplanuti
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8 — Vysetireni HLA

Vysetieni HLA-antigenli — metody, indikace, interpretace.

e HLA viz otazku 1.18

HLA typizace
 uréeni konkrétnich HLA znaka (,HLA vybavy“) jedince

« ma klicovy vyznam pfi zajisténi tkanové sluéitelnosti u transplantaci, ale pouziva se také v
diagnostice nemoci asociovanych s HLA znaky a pfi nastaveni terapie nékterymi léky

« metody:

A.

sérologické metody — starsi, vyuzivaji k ur¢eni HLA antigenll na povrchu bunék
specifické protilatky

molekularné-genetické metody — novéjsi rozliSuji HLA varianty jiz na Grovni HLA
genl

« nazvoslovi HLA znaku:

- sérologickd nomenklatura rozliSuje HLA antigeny, zatimco molekularné-geneticka
nomenklatura urCuje HLA alely

- molekularné-geneticka nomenklatura se odliSuje pfidanim hvézdicky za nazev HLA
lokusu a pfidanim nuly pred jednomistné oznaceni alelické skupiny
— napfiklad HLA-A1 = HLA-A*01

« HLA haplotyp — tj. konkrétni kombinace alel jednotlivych lokusd HLA na jednom
chromozomu, kazdy ¢lovék nese jeden materfsky a jeden otcovsky haplotyp

A. Sérologicka HLA typizace

« rozeznavani jednotlivych HLA antigent specifickymi protilatkami

« pouzivana pouze pro typizaci HLA-I

« lymfocytotoxicky test

vyuzivame sestavu (tzv. typizaéni panel) protilatek, které reaguji specificky s
urcéitymi HLA antigeny

panel obsahuje protilatky k pokryti celého spektra HLA antigenl, které se v dané
populaci bézné vyskytuji; protilatky proti rlznym antigendm HLA jsou pfipraveny
v jamkach mikrotitraCnich desti¢ek — do kazdé jamky jsou pfidany lymfocyty
vySetfované osoby

v pfipadé, Ze protilatky v dané jamce odpovidaji antigendim na povrchu vysetfovanych
bunék, dojde k jejich navazani

k vizualizaci vazby je do jamek pfidan krali¢i komplement, ktery zpUsobi lyzu bunék
s navazanymi protilatkami, zatimco buriky bez navazanych protilatek zlstavaji intaktni

hodnoceni mikroskopicky po vitalnim barveni, které rozli§i usmrcené (lyzované) bunky
od Zivych
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Molekularné-geneticka typizace HLA

Vv s

a) typizace s nizkym rozliSenim — zakladni Uroven, tzv. alelické skupiny, které zhruba

odpovidaji antigendim ur¢enym sérologickou metodou

b) typizace s vysokym rozliSenim — urcuje jednotlivé HLA alely; je nezbytna napriklad

pfi vybéru optimalniho darce pro nepfibuzenskou alogenni transplantaci kostni dfené

« zaloZzena na PCR testovani — v praxi nej¢astéji 3 metody (PCR-SSP, -SSO, -SBT)

PCR-SSP — PCR se sekvenc¢né specifickymi primery

vhodna pro typizaci mensiho poétu vzork(, vyhodou je rychlost (urgentni typizace)

typizaéni sestava pro konkrétni HLA gen je tvofena jednotlivymi primerovymi pary, které
jsou komplementarni jen k urcitym alelam

v zavislosti na pozadovaném stupni rozliSeni se pouziva rlizny pocet pard (sad) primerd
specifickych vzdy pro konkrétni alelu, resp. skupinu alel

primery jsou navrzeny tak, ze k amplifikaci (tj. vzniku PCR produktu) dojde pouze
v pfitomnosti dané alely (skupiny alel)

pokud vySetfovany vzorek pfisluSnou alelu neobsahuje, primery se nenavazi a specificky
produkt PCR nevznika

produkty PCR jsou obvykle vizualizovany v UV svétle po obarveni a rozdéleni
elektroforézou v gelu, kde se jevi jako svitici prouzky

alely HLA ve vysSetfovaném vzorku jsou uréeny na zakladé specificity primerd, které
vedly ke vzniku PCR produkt(

PCR-SSO — PCS se sekvenéné specifickymi oligosondami

metoda PCR-SSO je velmi vhodna pro vysokokapacitni HLA typizaci, protoZze mUze
byt do zna¢né miry automatizovana; nehodi se vSak pfili§ pro provadéni jednotlivych
typizaci a typizaci v urgentnim rezimu

zacind namnozenim nejvyznamné;jsi ¢asti HLA genu pomoci PCR

takto ziskany fragment (oznac¢eny napfriklad fluorochromem) se nasledné hybridizuje se
Skalou oligonukleotidl (DNA sond), které jsou specifické pro konkrétni HLA alely

sondy jsou umistény na pevné fazi (napriklad na povrchu mikrokuli¢ek)

hybridizace a promyti za specifickych podminek zajisti, Ze zna¢ené fragmenty HLA genu
zlistanou navazany pouze na zcela komplementarnich DNA sondach

hybridizace (pozitivni reakce) je nasledné identifikovana mérenim fluorescencéniho
signalu z mikrokuli¢ek ve specialnim pfistroji (napfiklad Luminex)

analyza vysledkl probiha s vyuzitim softwaru, ktery podle pozitivnich reakci na
mikrokuli¢kach uré&i vysledny HLA typ

PCR-SBT — typizace zalozena na sekvenovani (sequencing based typing)

jde o urceni poradi nukleotidll v nejvyznamnéjSich oblastech HLA genu, poskytuje
nejdokonalejsi informaci o HLA vybavé konkrétniho jedince

- pfestoZze je nejnakladnéjsi, povazuje se za ,zlaty standard“ pro HLA typizaci s
vysokym rozli§enim, zejména pfi vyhledavani optimalniho darce krvetvornych
kmenovych bunék pro transplantaci

. pouziva se sekvenacni technika dle Sangera

nespornou vyhodou SBT oproti ostatnim molekularné-genetickym technikam je ziskani
kompletni sekvence vybrané &asti HLA genu — proto je SBT nepostradatelna v
identifikaci a potvrzeni novych HLA alel
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9 — Molekularné genetické metody v imunologii

Molekularné genetické metody v imunologické laboratorni diagnostice - PCR, sekvenovani,
NGS.

« molekularni genetika je relativné mlada védni disciplina, ktera se snazi odhalovat pfi¢iny
onemocnéni na molekularni drovni a hleda pri¢inné vztahy mezi poskozenim DNA
(mutaci) a pozorovanym fenotypem (onemocnénim)

« pouziva fadu specializovanych metod, které umoznuji studovat molekularni podstatu
fungovani gend, jejich strukturu na urovni DNA, RNA a protein(, expresi na Urovni RNA a
proteind, a také jejich biologickou funkci.

« metody molekularni genetiky se vyuzivaiji pro:
1. detekci vrozenych mutaci
- pfi diagnostice dédi¢nych geneticky podminénych onemocnéni

- v predklinickém stadiu pfi identifikaci nosi¢li mutantnich alel (prenasect AR
onemocnéni) nebo pfi odhalovani genetické predispozice ke geneticky
podminénému onemocnéni

- v prenatalni diagnostice analyza postizeni plodu dédi€nym onemocnénim, uréeni
pohlavi

2. detekci ziskanych mutaci

- v onkogenetice - analyza somatickych mutaci asociovanych s nadorovymi
onemocnénimi

3. detekci patogeni zplsobujicich infekéni onemocnéni (virl, bakterii ¢i kvasinek)

PCR (polymerazova retézova reakce)

» metoda, ktera slouzi k namnozeni (amplifikaci) Gseku DNA o délce max. 10 000 nukleotid(l

« dany Usek DNA musi byt na zac¢atku a na konci vymezen kratkou sekvenci, na kterou naseda
tzv. primer — podle principu replikace DNA pak dochazi k extenzi retézcl DNA od primerd
dale ve sméru syntézy (5 —3))

« postupné je amplifikovan vybrany usek DNA
« pro syntézu DNA se vyuziva termostabilni DNA polymeraza (napfiklad Taq polymeraza)
» PCR zahrnuje 3 kroky, které se cyklicky opakuiji:
1. denaturace DNA
- reakéni smés se zahfiva na teplotu 95°C (30 s)

. pfi této teploté se rusi vodikové mistky a rozvoliiuje se dvousroubovice DNA —
vznika tak jednovlaknova DNA

2. nasednuti primeri (annealing)

- teplota se snizi na 60°C, coz umozni nasednuti primer{ na cilovd mista DNA a to na
principu komplementarity bazi

- molekuly jednoretézcové DNA totiz po ochlazeni opét renaturuji — pokud jsou ve
smési v nadbytku specifické primery, budou hybridizovat se svou komplementarni
sekvenci rychleji nez dlouhé jednoretézcové molekuly, jejichz koncentrace je
mnohem nizsi

« na primery se vaze termostabilni polymeraza, ktera je pfitomna v reakéni smési
3. prodluzovaci faze (elongace)
« v tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA

- Tag polymeraza ma optimum aktivity pfi 75-80°C; ve sméru 5'—3' je syntetizovano
vldkno komplementarni k plvodni molekule DNA
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» princip PCR:

po prvnim cyklu PCR se pocet fetézcl DNA ve smési zdvojnasobi; v dalsim cyklu mohou
jako templat pro polymerasu slouzit i nové vytvorené fetézce, takze se nasyntezuje
dvojnasobné mnozstvi produktu; pfi opakujicich se cyklech bude mnozstvi vytvorenych
rfetézcU pribyvat exponencialné

« nové molekuly DNA se zacinaji syntezovat od primeru; v prvnim cyklu vzniknou
retézce, které jsou sice krat$i nez templat, ale vzdy z jedné strany presahuji Usek
vymezeny obéma primery (primarni produkt); pokud v dalSich cyklech jako templat
slouzi takto vytvoreny primarni produkt, vytvori se podle néj Usek DNA o délce presné
ohrani¢ené polohou obou pouzitych primer(; pravé téchto specifickych produktli o
presné vymezené délce bude v prlbéhu PCR pribyvat exponencialné, zatimco
delSich retézcl jen linearné; po 30 cyklech PCR se teoreticky vytvori asi 109x vice
specifického produktu neZ ostatnich Usekd DNA, jejichz podil je tak ve vysledné
smési prakticky zanedbatelny

vysledek PCR se pak kontroluje pomoci gelové elektroforézy — pro kontrolu délky
fragment( se pouzivaji tzv. DNA markery, které obsahuji DNA o definované délce

PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR) — pouziva se, pokud je potfeba namisto
DNA amplifikovat mRNA

« slozky reakéni smési:

a) templatova DNA

« pro reakci ¢asto staci i velmi malé mnozZstvi nukleové kyseliny

« je v8ak nutné, aby vzorek nebyl kontaminovan Zadnou jinou DNA, i nepatrna pfimés
kontaminujici DNA by se mohla v priibéhu reakce namnozit natolik, Ze by vysledek
byl zkreslen

« vzorek s templatovou DNA nesmi obsahovat latky, které by inhibovaly DNA
polymerazu — jde Casto o béZzné reagencie pouzivané pfi izolaci, Cisténi a
zpracovavani DNA (fenol, proteinasa K, vys$si koncentrace soli, heparin, kyselina
borita, ethanol, EDTA apod.)

b) primery — oligonukleotidy o délce 17-28 nukleotidl

« museji byt specifické pro amplifikovanou sekvenci a mély by byt pokud mozno
zcela komplementarni k Useku, na ktery maji dosedat

« primery by spolu nemély byt vzajemné komplementarni, jinak se samy zac¢nou
chovat jako templaty a béhem PCR se budou tvorit jejich dimery

c) termostabilni DNA polymeraza (Taq polymeraza), z bakterie Thermus aquaticus

« jeji teplotni optimum se pohybuje kolem 75°C, kdy dokaze k primeru pfidat asi 150
bazi za sekundu; pfi teploté nad 90°C neni aktivni, ale dostate¢né odolava
denaturaci

d) zakladni reakéni roztok

« vSechny 4 deoxynukleotidtrifosfaty (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
« pufry, soli, Mg2+ ionty, které plsobi jako kofaktor polymerazy

« vyuziti PCR v diagnostice:

1.

o ok~ wN

detekce patogent — virli (HAV, HBV, HCV), bakterii (TBC) a kvasinek

detekce deleci genu — ziskame zkraceny PCR produkt

detekce pfitomnosti fuznich gend na drovni mRNA pomoci RT-PCR

kvantifikace genové exprese — stanoveni mnozstvi produkované mRNA

pfiprava materialu pro dalsi analyzy, napfiklad pro restrikéni analyzu ¢i sekvenovani
DNA fingerprinting
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Sekvenovani

 technologie, kterd umoznuje stanovit primarni strukturu DNA (tj. sekvenci bazi)

» vysledkem sekvenaéni analyzy je tzv. chromatogram, ktery udava ACTTTTGAC
sekvenci nukleotidll analyzovaného vzorku (nejcastéji PCR produktu) |

- peaky odpovidaji jednotlivym nukleotidiim, pficemz kazdy typ baze je l
oznacen jinym fluorescenénim barvivem (\

« sekvenovani se vyuziva pro detekci mutaci, které se nedaji identifikovat

restrikCni analyzou a pro detekci novych, dosud neznamych mutaci v (14 f:
genu (bodové mutace, substituce, kratké delece ¢&i inzerce) | U & /\ / \f\ ‘
+ v dnesni dobé se provadi automatické sekvenovani |} 1 YYY AL

1. Sekvenovani dle Sangera
metoda vyzaduje:

1. jednovlaknovou DNA (produkt pfedchozi PCR reakce s jednim primerem)
2. enzym polymerazu
3. smés terminacnich nukleotidl a normalnich nukleotidd

C AT

« naptiklad v poméru terminacni:normalni 1:100 -_ A

« polymeraza syntetizuje druhé (komplementarni) viakno fetézce k == _ e
jednovlaknové DNA a pfi zabudovani termina¢niho nukleotidu dochazi - T

k ukonceni (terminaci) syntézy B

« vznikaji tak r0zné dlouhé dvouvldknové fetézce vidy ukonlené = :
terminaCnim nukleotidem — terminacni nukleotidy jsou fluorescenéné == G
znacené (kazdy A, C, G, T jinak), a tudiz Ize po rozdéleni kapilarni - | A
elektroforézou ,,precist” poradi 400-900 nukleotidd - g

. kdy? se sefadi na elektroforéze podle délky, miizeme snadno . = A
porovnanim ¢ty vedle sebe umisténych elektroforetickych gell zjistit, -
jak za sebou nasledovaly nukleové baze ve zkoumané sekvenci DNA - 2

2. Sekvenovani nové generace (NGS)

 zahrnuje celou fadu metod, v porovnani s klasickymi metodami sekvenovani umoznuji
predevsim rychlou a cenové priznivou produkci velkého mnozstvi osekvenovanych
vzork( najednou

« vyuZziva principu paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenovani tisicl az
milionl sekvenci soucasné — vysledkem je obrovska produkce vystupnich dat s
naslednou potrebou data utfidit a analyzovat

 nejcastéji pouzivanymi platformami sekvenovani nové generace jsou:
- 454 (Roche) — pyrosekvenovani
« Solexa (lllumina) — sekvenace syntézou (SBS, sequencing by synthesis)
« SOLID (Applied Biosystems)
« lon Torrent (Life Technologies)
- PacBio (Pacific Biosciences)
« Oxford Nanopore
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454 (Roche)

» technologie 454, kterda byla vyvinuta firmou Roche, vyuzivd metodu pyrosekvenovani
fragmentt, které jsou pripraveny pomoci emulzni PCR

« obecné schéma metody:

v prvnim kroku je DNA fragmentovana na Useky o velikosti 300-800 bp

na konce vzniklych fragmentl jsou upevnény 2 typy adaptérd, s cilem toho, aby kazdy
fragment nesl na jednom konci jeden adaptér a na druhém konci druhy adaptér;
fragmenty, které nenesou oba adaptéry, jsou odstranény

pomoci sekvence adaptéru jsou fragmenty imobilizovany na specialnich kulickach, a to
tak, Ze kazda kulicka nese jeden fragment; kazda jednotliva kuli¢ka je enkapsulovana
(zapouzdrend) do emulze v/o (voda v oleji) pomoci pfidavku emulzniho oleje (zapouzdreni
jednotlivych kuli¢ek emulzi umozni naslednou emulzni PCR)

kazda kulicka ma k dispozici vSechny potfebné komponenty pro PCR reakci — PCR
reakce v zapouzdrenych kulickach umozriuje klonalni amplifikaci DNA, tj. amplifikaci
jednotlivych molekul DNA

po probéhnuti PCR jsou kulicky vynaty z emulze a jednotlivé umistény do jamek
pikotitracni desticky, a to spolu s DNA polymerazou, ATP sulfuryldzou a luciferazou

pomoci DNA polymerazy dochazi na vSech templatovych molekulach, které jsou
navazané na kulicku, k syntéze DNA, a to tak, Ze na desticku je postupné aplikovan
roztok, ktery obsahuje jen jeden typ nukleotidu (roztoky s jednotlivymi nukleotidy jsou
postupné obménovany)

pokud se nukleotid po pfidani daného roztoku zacleni do vznikajiciho fetézce (protoze je
komplementarni k danému templatu), dochazi diky sérii enzymatickych reakci k produkci
luminiscence

pokud je DNA polymerazou nukleotid zaclenén do vznikajiciho fetézce, uvolni se
pyrofosfat, ATP sulfurylaza provede reakci pyrofosfatu s APS — vznika ATP; luciferaza
prevede luciferin za pfitomnosti ATP na oxyluciferin, uvolni se svételné zareni + apyraza
rozlozi neinkorporované nukleotidy a ATP (abychom ,vycistili stl“ pro dalsi reakci

« svételné zareni, které je zachyceno detektorem, je v poditadi prevedeno na
informaci, ktery nukleotid byl inkorporovan

proces je nasledné opakovan s dal$imi nukleotidy — paralelné jsou tak analyzovany az
statisice kuli¢ek (proto paralelni sekvenovani mnoha riznych fragmentd soucasné)

pozn.: v naSich skriptach (Raska a kol., VySetfovaci metody v laboratorni imunologii) je popsana
metoda SBS (str. 187)
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10 — Diagnostika imunodeficitu

Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u imunodeficitd.

to stejné, co v otazce 2.1

Pacient s imunodeficitem
 imunodeficit = jakakoli porucha imunitni reakce; mize byt vrozeny ¢&i ziskany

« obecné klinické projevy — opakované infekce, nachylnost k AIO i alergiim, vyskyt
nadorovych onemocnéni

Anamnéza
+ RA:

« patrame po opakovanych infekcich, AlO, umrti rodi¢d a pfedchozich generacich

. dlraz na vétev ze strany matky pacienta — rada primarnich imunodeficitd je X-vazanych
« OA:

a) vrozené imunodeficience — mély by byt diagnostikovany co nejdfive, podrobné se
zabyvame vyvojem v prvnim roce Zivota

- zajimame se o infekce — charakter, tize, frekvence, etiologie

- reakce po ockovani, zejména v 1. roce; ptdme se na ockovani proti TBC (jde o prvni
vakcinu, s niz se dité setka)

b) ziskané imunodeficience
- ddraz je kladen na zjisténi mozné priciny imunodeficience
- prakticky cela Sife interni anamnézy

Klinicky obraz
a) vrozena imunodeficience

» pokud je postizena bunééna i humoralni slozka
- nejcastéji respiracni infekce
- infekce vznikaji ¢asné, byvaji zavazné
- plvodci jsou atypické agens, ¢asto plisné, viry, intracelularni bakterie

« pokud je postizena pouze humoralni slozka
- respiracéni infekce, mirnéjsi nez u predchozi kategorie
- plvodci jsou hlavné extracelularni patogeny (H. influenzae, Streptococcus...)

- typicky je nahly pocatek opakovanych infekci pfiblizné v 6. mésici zivota — Casovy
posun zplUsoben ochrannym vlivem materskych transplacentarné prenesenych
protilatek

* pokud je postizen komplement

- u poruch ¢asnych slozek klasické drahy — AIO s imunokomplexovou patogenezi
(napfiklad SLE)

« u poruch pozdnich slozek s poruchou funkce Utocného komplexu (MAC) —
opakované infekce kmeny Neisserii

« u poruch C1 inhibitoru — hereditarni angioedém
b) ziskana imunodeficience
+ nelze shrnout do typického obrazu, jsou velmi rliznorodé podle vyvolavajici priciny
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Laboratorni vySetfeni imunodeficiti

1. Imunoglobuliny

« vySetreni:
1. hladiny imunoglobulind — nefelometrie, turbidimetrie
2. hladiny specifickych protilatek — ELISA

« interpretace:
- Zzadné, nebo nizké koncentrace vSech typl protilatek — Brutonova agamaglobulinemie
- deficit IgA — selektivné snizeno IgA
+ hyper IgM — normalni nebo zvySené IgM, ostatni izotypy jsou velmi nizké az chybéjici
- pfitomnost monoklonalni protilatky — lymfoproliferativni onemocnéni
- zvySené IgE — Omennlv syndrom (varianta SCID), Wiskott-Aldrich syndrom

2. Komplement
 vySetreni:
1. méreni C3, C4
2. hemolyticka aktivita komplementu CH50
3. Lymfocyty

 vySetreni:
1. krevni obraz — pfehled o poétech lymfocyti
2. méreni subpopulaci lymfocyti — pratokova cytometrie
« B lymfocyty — znaky CD19, CD20
« Tlymfocyty — znaky CD3, CD4 ¢i CD8
« NK buriky — CD16, CD56
3. sledovani funkci T lymfocytl — test blastické transformace
« interpretace:
B+ T-nebo B- T+ — tj. SCID
« deficit B-lymfocytl — Brutonova agamaglobulinemie
« snizeni B-lymfocytll — CVID (béZna variabilni imunodeficience)
« snizeni CD4 s charakteristickou dynamikou — AIDS

« extrémné nizka ¢i nulova odpovéd v testu blastické transformace — SCID, kombinované
imunodeficity

4. Fagocyty
« vySetreni:
1. poéty granulocytl, monocyti — KO
2. funkce fagocytli — NBT, burst test
3. vysetieni adhezivnich molekul — integriny (CD11/CD18), selektiny (CD15)
5. Dalsi vysetieni
 genetické vysetreni
« zobrazovaci metody
« biochemie, mikrobiologie, hematologie
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11 — Diagnostika nadorovych onemocnéni

Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u nadorovych onemocnéni.

 zakladnim predpokladem reakce imunitniho systému s nadorovymi burikami je existence
nadorové specifickych povrchovych antigenti

« rozlisuji se 2 kategorie nadorovych antigend:
1. antigeny specifické pro nadory (TSA)
2. antigeny asociované s nadory (TAA)

1. TSA — antigeny specifické pro nadory
« TSA jsou proteiny, které se na normalnich bunkach nevyskytuji
a) abnormalni bunécné proteiny
- produkty mutovanych gena
« Ber-Abl — produkt genu (filadelfsky chromozom), CML
b) proteiny onkogennich viri
« u nadorl vyvolanych viry (EBV, HPV)
c) abnormaini formy glykoproteint

- glykosylace povrchovych proteini nékterych nadorovych bunék je odli$na od bunék
normalnich

- GM2, GD2, GD3 — gangliosidy exprimované u melanomu, neuroblastomu
« CA-125 (MUC-16) — karcinom ovaria
« MUC-1 — karcinom prsu
d) idiotypy myelomu a lymfomu
- idiotyp — tj. soubor determinant v hypervariabilnich Usecich Ig; vazebna mista
individualnich protilatek liSici se strukturou, ktera rozeznavaji pfislusny antigen

« nadorové buriky odvozené od B nebo T lymfocytll maji na povrchu klonotypické
vysoce specifické BCR, resp. TcR, jejichz vazebna mista jsou unikatnimi antigennimi

strukturami
Prehled TSA
Onkogenni viry
EBV B-lymfomy, nasofaryngealni karcinom
HPV karcinom délozniho &ipku

Abnormalni bunécéné proteiny

BCR-ABL chronicka myeloidni leukémie (CML)
Abnormaini formy glykoproteinti

GM2, GD2, GD3 melanom, neuroblastom

CA-125 (skupina MUC-16) karcinom ovaria

MUC-1 karcinom prsu

Idiotypy myelomu a lymfomti

specifické BCR, TCR myelomy, lymfomy
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2. TAA — antigeny asociované s nadory

* nejsou vyluéné specifické pro nadorové bunky, nachazeji se i na nékterych
normalnich bunikach — odliSnost spociva v kvantité exprese nebo jde o abnormalni
expresi ve Spatné tkani nebo ve Spatném case

« stanoveni tkanové nebo bunécéné exprese téchto antigenli, event. detekce jejich
solubilnich forem v periferni krvi, jsou vyuzivany jako pomocné diagnostické markery

a) onkofetalni antigeny (AFP, CEA)

. pfitomné na normalnich embryonalnich burikach, postnatalné mizi a objevuji se u
nékterych nador(

- AFP (a-fetoprotein) — hepatocelularni karcinom, karcinomu Zaludku, pankreatu
« CEA (karcinoembryonalni antigen) — karcinom tlustého stfeva
b) melanomové antigeny (MAGE-1, Melan-A)

- silné exprimovany na melanomovych burikach, v mensSim mnozstvi na normalnich
melanocytech

c) HER2/neu
- receptor ristového faktoru epitelialnich bunék
- silné exprimovan na burikach karcinomu mlé¢né Zlazy
« v malém mnozstvi pfitomen na normalnich epitelialnich burikach
d) PSA (prostaticky specificky antigen)
« karcinom prostaty, stanoveni v krvi — screening a monitorovani lé¢by
- mUZze byt zvySeny i u benigni hyperplazie prostaty
e) EPCAM (adhezivni molekula epitelialnich bunék)
. silna exprese na metastazach karcinoma
f) diferenciac¢ni antigeny leukemickych bunék (CD10)
- CALLA (CD10) — lymfoblastické leukemie, B-bunéény lymfom
» common acute lymphoblastoid leukaemia antigen
« charakteristicky antigen prekurzor B-bunék

Prehled TAA

hepatocelularni karcinom,

AFP (a-fetoprotein) karcinom zaludku, pankreatu

CEA (karcinoembryonalni antigen) | karcinom tlustého stfeva

MAGE-1, Melan-A melanom

Her2/neu karcinom prsu

PSA karcinom prostaty
EPCAM metastazy karcinom
CALLA (CD10) B-bunécny lymfom
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12 — Diagnostika autoimunitnich onemocnéni

Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u podezieni na autoimunitni onemocnéni.

Stanoveni autoprotilatek
 autoprotilatky — protilatky namifené proti vlastnim antigentim

- antigenem mohou byt proteiny, glykoproteiny, nukleové kyseliny, fosfolipidy a
glykofosfolipidy

* ne vSechny autoprotilatky jsou patologické (tj. ne vSechny stanovované protilatky jsou
zodpovédné za rozvoj nemoci)

« nékteré autoprotilatky jsou diagnostické — jsou typické pro uréitou chorobu aniz by za jeji
patogenezi byly zodpovédné

- napfiklad Hashimotova tyreoiditida — zodpovédné za ni jsou autoreaktivni T-lymfocyty,
protilatky proti tyreoglobulinu chorobu pouze doprovazeiji

« vySetfované autoprotilatky Ize rozdélit na:
a) organové nespecifické autoprotilatky
« antinuklearni protilatky (ANA)
- protilatky proti extrahovatelnym nuklearnim antigendm (anti-ENA)
- revmatoidni faktor (RF)
« protilatky proti cytoplazmé neutrofilli (ANCA)
« antimitochondrialni protilatky (AMA)
« protilatky proti kardiolipinu (ACLA)
b) organové specifické autoprotilatky
- Graves-Basedowova choroba — proti receptoru pro TSH ¢&i thyreoidalni peroxidaze
- Addisonova choroba — proti antigendm kdry nadledvin
- Hashimotova thyreoitida — proti thyreoidalni peroxidaze ¢&i thyreoglobulinu (aTG)
« myastenia gravis — proti receptoru pro acetylcholin
« juvenilni diabetes mellitus — proti antigenlm B-bunék pankreatu
« metody stanoveni:

1. nepfima imunofluorescence — mikroskopicky hodnotime fluorescenéni obraz
vytvoreny vazbou vysSetfovanych autoprotilatek na specifické epitopy antigen(
vhodného bunécéného nebo histologického preparatu

2. EIA (ELISA)
3. Westernblot
4. multiplexové techniky (LineBlot, Dotblot, ALBIA)
« vzorkem je vétSinou sérum izolované ze srazlivé vendzni krve

« ndlez jakychkoliv autoprotilatek se nesmi hodnotit samostatné, ale pouze v kontextu s
klinickymi pfiznaky specifickymi pro dané AlO, anamnézou a s dalSimi laboratornimi nalezy

- pozitivni nalez autoprotilatek u pacienta neznamena automaticky AlO

- v séru zdravych jedincl se fyziologicky nachazi prirozené autoprotilatky, které jsou
soucasti regulacnich pochodU; vyskytuji se v nizkych koncentracich, jsou prevazné IgM
izotypu, jsou polyreaktivni a s vékem jejich koncentrace stoupa

. patologické autoprotilatky jsou v séru pritomny ve vysSich koncentracich, maji vyssi
afinitu a maiji pfevazuijici izotyp IgG a IgA
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A. Organové nespecifické autoprotilatky
1. Antinuklearni protilatky (ANA)

« skupina organoveé nespecifickych autoprotilatek namifenych proti slozkam bunééného
jadra
« mezi jaderné antigeny patfi napfiklad chromatin, jaderna membrana, ribonukleové
kyseliny, jaderna matrix, jaderna tekutina
« stanoveni metodou nepfimé imunofluorescence (screeningova metoda)
« substratem jsou buriky tkanovych linii HEp-2

- podle obrazu pfi imunofluorescenci Ize odlisit nékolik typl ANA (typ homogenni,
granulovany, periferni, nukleolarni...) — jednotlivé typy maji vazbu k uréitym
chorobam — dulezity pro dg. SLE, nizké titry ANA i u 5% zdravych (zejména stasich)

Prehled ANA
Onemocnéni Vyskyt (%)
SLE 95-100
Systémova sklerodermie 75-80
CREST syndrom 95
Sjogrentiv syndrom 40-70
Revmatoidni artritida 10-30

2. Protilatky proti extrahovatelnym nuklearnim antigentim (anti-ENA)

 jasné definované autoantigeny extrahované z bunééného jadra, pop¥. i cytoplasmy
(standardné bunék teleciho brzliku) nebo antigeny pfipravené rekombinantni technologii

« do skupiny ENA se radi antigeny oznacované jako SS-A, SS-B, Sm, Scl-70, U1-RNP
» stanoveni metodou ELISA, imunoblot

« stanoveni anti-ENA autoprotilatek (zamérené na jednotlivé autoantigeny) se ukazalo pfi
diferencialni diagnostice vyhodnéjsi oproti nepfimé imunofluorescenci (ANA), nebot
umoziuje vyjadfit se s vyssi specificitou k moznému autoimunitnimu onemocnéni;
neprima imunofluorescence je screeningova metoda, anti-ENA slouzi k blizsi identifikaci
autoantigenu

« interpretace — u systémovych AlO se mohou vyskytovat autoprotilatky réizné specificity;
i kdyZ existuje urcita asociace s konkrétni chorobou, vétsina parametrd neni specificka
pouze pro jedno onemocnéni, vyskyt protilatek se mize kombinovat

Prehled anti-ENA

Onemocnéni ds DNA histony SS-A SS-B Sm U1-snRPN Scl-70 Jo-1
SLE +++ + + ++ +++

Sharptiv syndrom (MCTD) + + + ++ +++

Revmatoidni artritida + +

Sjorgentiv syndrom + ++ it

Polymyositis ++ + ++
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3. Revmatoidni faktor (RF)
« obecné je RF jakakoliv autoprotilatka (IgM, IgG, IgA) proti Fc oblasti lidského
imunoglobulinu, ktera cirkuluje v obéhu pacienta

« v praxi se vySetfuji jako RF autoprotilatky proti Fc oblasti lidského imunoglobulinu
IgG protilatky

« RF se vyskytuje u revmatoidni artritidy, systémovych AlO, chronickych infekci, virové
hepatitidy, infekéni mononukledzy, nadorovych onemocnéni, a v nizSich titrech i u
zdravych starsich jedinct

« metody vySetfeni:
- latex fixaéni test — némz RF aglutinuje latexové partikule potazené lidskym IgG

- nefelometrie — IgG je jako cilova molekula v roztoku, nebo IgG na povrchu
latexovych partikuli

« ELISA — umoznuje urdit izotyp RF (autoprotilatky)
. vzorkem je sérum izolované ze srazlivé vendzni krve
« indikace:
- dg. revmatoidni artritidy (dnes existuji specifictéjsi testy autoprotilatek)
« monitorovani vyvoje zanétlivé reakce béhem lécby onemocnéni
« interpretace:
« RF je pozitivni u 80% pfipadd revmatoidni artritidy
« u psoriatické artritidy byva vySetreni vétSinou negativni

- zvy$ené hodnoty RF ¢asto u Sjégrenova syndromu, smisené choroby pojiva (MCTD),
SLE, sarkoidozy, tuberkuldzy

- pozitivni nalez RF dale u nadorovych onemocnéni, chronickych infekci (pfi adekvatni
léEbé infekci mizi), virové hepatitidy, infekéni mononukledzy, u zdravych starsich
jedinc( ale v niZSich titrech

4. Dalsi organové nespecifické autoprotilatky
« Protilatky proti cytoplazmé neutrofil(i (ANCA)
- vaskulitidy (Wegenerova granulomatéza)
« ulcerozni kolitida
- autoimunitni hepatitida
« Antimitochondrialni protilatky (AMA)
« primarni biliarni cirhéza
» Protilatky proti kardiolipinu (ACLA)

« pozn.: pozorn na organové specifické ¢i nespecifické protilatky a organové specifické ¢i
nespecifické AlO

- nékteré choroby jsou sice lokalizovany jen do nékterych organd, ale v laboratofi
prokazujeme autoprotilatky organové nespecifické

- napfiklad antimitochondrialni protilatky AMA u hepatopatii nebo protilatky proti cytoplasmé
neutrofild u vaskulitid, ulcerdzni kolitidy
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B. Organové specifické autoprotilatky

« autoprotilatky namifeny jen proti nékterym organové specifickym strukturam

« mechanismy pUsobeni:

cytotoxické plisobeni pomoci aktivace komplementu a jinych cytotoxickych

mechanismu (typ Il dle Coombse a Gella, typicky u hemolytickych anemii a nékterych

1.

endokrinologickych chorob)
2.

(napfiklad myastenia gravis)
3.

(Graves-Basedowova choroba)
« vySetfovaci metody:

protilatky proti receptortim, které mohou svou vazbou zablokovat pfenos signalu

protilatky proti receptorim, které mohou intenzitu signalu patologicky zvySovat

« NIF — zakladni screeningova vysetfovaci metoda

« inkubuje se pacientovo sérum s fezy ziskanymi ze zvifecich organd (na rozdil od
organové nespecifickych protilatek je tfeba pouzit preparaty z konkrétnich tkani)

« ELISA, imunoblot — pro zpresnéni Gdajl, pfipadné i jako metoda prvni volby

Prehled organoveé specifickych autoprotilatek

Organové specifické onemocnéni

Autoprotilatky

Juvenilni diabetes mellitus

proti antigenm B-bunék pankreatu

Hashimotova thyreoiditida

proti tyreoidalni peroxidase (aTPO)
proti tyreoglobulinu (aTG)

Gravesova-Basedowova nhemoc

proti receptoru pro TSH
proti tyreoidalni peroxidase (aTPO)

Addisonova choroba

proti antigentm kdry nadledvin

Pemfigus

proti bazalni vrstvé epidermis (desmoglein 1 a 3)

Atroficka gastritida a perniciézni anemie

proti parietalnim burikam zaludku
proti vnitfnimu faktoru (transport vitaminu B12)

Myasthenia gravis

proti acetylcholinovému receptoru

Hemolyticka anemie

proti membranovym erytrocytarnim antigenim

103




13 — Diagnostika alergii

Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u alergickych pacientt.

 stanoveni celkového IgE je pfi analyze alergii malo spolehlivou metodou

- vyS8i koncentrace celkového IgE se mize vyskytovat i u jinych nemoci, naptiklad u
parazitarnich infekci a nékterych imunodeficit(

 stanovuiji se alergenové specifické IgE

- jejich produkce je odpovédna za reakci na konkrétni alergen

« vySetfeni hladiny eozinofill a eozinofilniho katonického proteinu (ECP) — monitorovani
zanétu atopického pacienta

1. Stanoveni alergenové specifickych IgE

« mezi nejCastéji vySetiované alergen specifické IgE patii prakaz precitlivélosti na travni a
pylové alergeny, alergizujici mikroorganismy, roztoce, jedy blanokfidiého hmyzu,
alergeny srstnatych zvirat (pfedevsim kocek a pst) a potravinové alergeny

« indikace — pfi kontraindikaci koznich testl (tj. pacienti s rizikem anafylaktické reakce,
s koznimi chorobami branicimi provedeni koZnich testl, nespolupracujici pacienti, malé
déti)

« stanoveni metodou FEIA CAP — povazovana za zlatou cestu

FEIA (vysokoafinitni fluoro-enzymo-imunoanalyza) — kvantitativni in vitro stanoveni
koncentrace rlznych typl protilatek nebo solubilnich antigenl v lidském séru nebo
plasmé

princip metody spociva ve vazbé specificky reaguijicich IgE protilatek z vySetfovaného
vzorku pacientova séra na antigen (alergen), ktery je kovalentné navazan na
trojrozmérné celulézové matrici uvnitf malého kaliSku (CAP) béhem pritoku vzorku
pacientova séra pres tento kaliSek

po odmyti nenavazanych protilatek je do kaliSku nanesena anti-IgE protilatka
konjugovana s B-galaktosidasou

po odmyti nenavazané protilatky je do kaliSku nanesen fluorogenni substrat 4-
methylumbelliferyl-B-D-galactopyranosid, ktery je S$tépen pfitomnou B-
galaktosidasou na aktivni fluorochrom

po zastaveni reakce 4 % uhli¢itanem sodnym je v kyveté, do niz je metabolizovany
(aktivni fluorochrom) i nemetabolizovany (nefluorogenni) 4-methylumbelliferyl-3-D-
galactopyranosid eluovan, mérena fluorescence

fluorescence je Umérna mnoZzstvi navazané [-galaktosidasy a tedy i mnozstvi
specificky navazaného IgE; je porovnavana s hodnotami na kalibraéni kfivce a je
vypocitana koncentrace protilatky

koncentrace alergen specifickych IgE protilatek je vyjadfena v jednotkach kUA/I (A
oznacuje alergen-specifické protilatky)

k uréeni hodnoty kUA/I se pouzivaiji IgE kalibratory (jsou soucasti sady reagencii)

interpretace:

< 0,35 kUA/I — velmi nizka koncentrace IgE protilatek, ale nevylu€uije alergii
> 0,35 kUA/I — klinicky vyznamna pfitomnost alergen specifickych IgE protilatek
> 17,5 kUA/I — velmi vysoké hodnoty

vzorkem pro stanoveni je sérum izolované ze srazlivé venozni krve

pro stanoveni specifickych IgE klinicky nejcitlivéjsi

kromé stanoveni specifického IgE se metoda FEIA-CAP v alergologické diagnostice
pouziva k méreni hladin ECP (mediator eozinofilniho zanétu u astmatu), hladin tryptazy
(marker akutné probéhlé aktivace mastocytl a tedy prodélané anafylaktické reakce)
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2. Eozinofilni kationicky protein (ECP)

ECP je cytotoxicky protein s RN-azovou aktivitou
nachazi se ve velkych granulich eozinofild
vykazuje Siroké spektrum aktivit :
1. inhibice proliferace bakterii (E. coli, S. aureus)
zabijeni a paralyza helmint( a parazitQ
redukce infektivity nékterych vir( (respiracni syncycialni virus, RSV)
inhibice proliferace T-lymfocytd, inhibice tvorby protilatek
zvyseni exprese ICAM-1 epiteliemi, zvySeni exprese receptoru pro IGF-1
inhibice rdstu a Zivotnosti nadorovych bunék
uvolnéni histaminu z Zirnych bunék
uvolnéni TGF-p z fibroblast(
ma rlzné intenzivni fyziologické a patologické plsobeni na r(izné tkané:

N o o k0D

®

- v respiracnim traktu pfispiva k protibakterialni obrané, ale rovnéz se podili na
poskozeni respiracniho epitelu — v plicich napfiklad zplsobuje remodelaci tkané a
fibrézu, ale zajistuje protivirovou obranu

sérova koncentrace ECP odpovida mife aktivace eozinofill, cozZ je vyznamné zejména
pro monitorovani eozinofilniho zanétu, napfiklad u bronchialniho astmatu

vzhledem k pomérné dlouhému sérovému polo¢asu je ECP vhodny pro dlouhodobé
monitorovani efektu terapie eozinofilniho zanétu

stanovuje se metodou FEIA CAP

- vzorkem je sérum izolované ze srazlivé vendzni krve odebrané do zkumavky s
aktivatorem koagulace

indikace — monitorovani intenzity eozinofilniho zanétu (zejména pfi diagnostice

.....

astmatu, nastaveni optimalniho terapeutického protokolu zejména u déti s eozinofilnim
zanétem, pomocna diagnostika atopické dermatitidy

referenéni hodnota ECP < 15-23 pg/I
« pod 23 ug/l — znamka optimalni terapie astmatu, jinak je hodnota vyssi
. dynamika ECP mUze byt informaci o spolupraci pacienta pfi dodrzovani IéCby

3. Tryptaza

proteaza uvoliiovana do séra béhem alergické reakce (25% intracelularnich proteind)
stépi VIP (vasoaktivni intestinalni polypeptid, tj. relaxacni faktor)

zvy$ena sérova hladina nékolik hodin po anafylaktické atace

mérfeni metodou nefelometrie
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14 — Pred a potransplantacni vySetieni

Pred a potransplantaéni imunologické laboratorni vySetreni.

« z imunologického hlediska je rozdil mezi transplantaci solidnich organt a hematopoetickych
kmenovych bunék:

. solidni organy — hrozi rejekce §tépu, tj. imunitni systém pfijemce napada
transplantovany organ (HvGD), nutna imunosupresivni terapie

- hematopoetické kmenové bunky — hrozi GvHD, tj. reakce $tépu proti hostiteli; mize
to byt vSak i vyhoda, kdy lymfocyty darce likviduji maligni buriky pfijemce

« systém HLA hraje roli pfi rozpoznavani bunék stépu lymfocyty prijemce v pripadé
transplantaci solidnich organd, resp. bunék pfijemce darcovskymi lymfocyty u transplantace
kostni dfené

« transplantace mize byt:
a) autologni — vlastni tkan sobé
b) syngenni — tkan od geneticky stejného jedince, napriklad monozygotniho dvojcete
c) alogenni — od jedince stejného druhu, tj. od jiného ¢lovéka
d) xenogenni — od jedince jiného druhu, napfiklad od prasete

Solidni organy

« u jedincl, ktefi maji neshodu v HLA-A, HLA-B a HLA-DR antigenech, je o 25% vyssi riziko
odmitnuti $tépu nez u jedincl s plnou shodou v téchto antigenech (shoda v 6 antigenech);
procento komplikaci roste s po¢tem neshod

« predtransplantacni vySetreni:

1. krevni skupiny (metodou aglutinace)

2. HLA typizace (metodou PCR-SSP)
s nizkym rozliSenim v HLA-A, B, DR u ledviny
« bez HLA u srdce, plic, pankreatu a stfeva — ¢asové dlvody
« bez HLA jatra a rohovka — shodu nevyzaduiji

3. zjisténi pritomnosti anti-HLA protilatek — PRA (panel reactive antibodies)
+ sérum Cekatele na transplantaci je inkubovano s panelem alogennich lymfocyt(
« hodnoti se procento darcl, proti kterym sérum prijemce vykazalo pozitivni reakci

« séra vysoce senzitizovanych pacientl (napf. po Castych transfuzich nebo
pfedchozich transplantacich) reaguji s vice nez 50% lymfocytarnich populaci
Z panelu

« vySetfeni se provadi u pacientd, ktefi jsou indikovani k transplantaci organu pred
jejich zarfazenim na ¢ekaci listinu, a dale pravidelné kazdé 3 mésice

4. krizova zkouska (cross-match)
« sérum pfijemce tésné pred transplantaci inkubovano s lymfocyty konkrétniho darce

« pozitivni reakce znamena pritomnost protilatek proti aloantigenim darce a je
divodem k odmitnuti transplantace, protoze je zde velké riziko hyperakutni rejekce
a zvySené riziko protilatkami zprostfedkované vaskularni rejekce v C¢asném
potransplanta¢nim obdobi
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Transplantace ledviny

pacienti z chronického dialyza¢niho programu, ktefi jsou indikovani k transplantaci, jsou
zarazeni na listinu ¢ekatell (waiting list)

predtransplantacni vysetreni:
1. krevni skupina
2. HLA typizace s nizkym rozliSenim v oblastech HLA-A, -B, -DR
« sérologicky nebo metodami molekularni genetiky
3. anti-HLA protilatky (PRA)
+ kazdé 3 mésice
4. sérologické markery infekce virem hepatitidy B, hepatitidy C, infekce CMV
u kadaverdzniho darce:
- provedena v rezimu statim HLA typizace, stejné jako u darce
vysledek je pfedan do narodniho centra koordinujiciho tranplantace

- zde je pomoci sotfwaru vybrano 50 potencialnich prijemctl, ktefi nejlépe vyhovuiji
vybérovym kritériim — shoda ABO a HLA systému, pozadavek na urgentni transplantaci,
doba ¢ekani na transplantaci

jména Cekatell jsou sdélena spadovym HLA laboratofim, které provadéji cross-match test

z kandidatd s negativnim cross-match testem jsou vybrani 2 pfijemci s ohledem na
vzdalenost mista odbéru ledviny od pfislusného transplanta¢niho centra

je mozna transplantace od Zivych darct, vySetfeni jsou shodna jako u kadaverdznich (bez
statim rezimu), odpada vybér prijemcl pres koordinacni centrum, protoZe Zivi darci vénuiji
ledvinu konkrétnimu pfijemci

Hematopoetické buriky

indikace — maligni poruchy krvetvorby (leukémie, lymfomy), nékteré solidnich nadory,
primarni i sekundarni tézké Utlumy kostni dfené (aplasticka anémie), zavazné primarni
imunodeficience

cilem je obnoveni funkéni krvetvorby (mdze navodit zménu krevni skupiny)
pozadavky na shodu v HLA systému jsou vyrazné odliSné od transplantaci solidnich organt

- je pozadovana co nejvétsi shoda HLA systému (na urovni alel) — tzn. je tfeba zajistit
maximalni shodu v lokusech HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1

- preferovany jsou HLA identické sourozenecké transplantace (pravdépodobnost Uplné
shody je 25%) — pokud neni v rodiné vhodny darce, patrani v narodnich i mezinarodnich
registrech darcu

- u nékterych pacientll mize byt akceptovan i darce s jednou, maximalné dvéma HLA
neshodami

typizace se provadi nejprve na Urovni nizkého rozliSeni a pokud nebyla nalezena neshoda,
pokracuje na Urovni vysokého rozliSeni

Potransplantacni vySetreni

ulohou imunologie je posoudit adekvatnost imunosupresivni terapie (zda riziko infekce
neprevazuje pfinos imunosuprese) a zhodnotit miru rizika rejekéni reakce

monitorovani pacientl po transplantaci ledvin — stanoveni subpopulaci lymfocyt
- monitorovani aktiva¢nich znak( T-lymfocytl véetné Treg
« vyznam — monitorovani rozvoje a zavaznosti mozné akutni rejekce
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15 — Vyznam vysSetieni HLA polymorfismu

Vyznam vysSetieni polymorfismu HLA a dalSich molekul u nadorovych onemocnéni,
autoimunit a imunodeficitd.

VysSetifeni polymorfismu HLA

asociace HLA znaku s chorobami — urcity HLA znak se vyskytuje Castéji u nemocnych s
danou nemoci nez v bézné populaci = lidé s urcitymi HLA antigeny maji zvySené riziko
vzniku nékterych onemocnéni

« pouha pfitomnost znaku vSak diagndézu nepotvrzuje, tedy neni pfi¢inou onemocnéni —

aby se nemoc rozvinula, musi byt pfitomen jesté vlastni etiologicky faktor (,,spoustéc”)
nejCastéji se jedna o choroby, v jejichz etiologii hraje dllezitou roli imunitni systém, zejména
AlO
relativni riziko — pomér mezi rizikem vzniku uréité choroby u nositele definovaného
rizikového faktoru (v tomto pfipadé uréitého HLA antigenu) a rizikem vzniku této choroby
v bézné populaci

- byly identifikovany choroby, kdy vyrazna vétsina jedincl, u nichZz se choroba rozvinula,
sdilela konkrétni HLA antigen

- pfitomnost daného HLA antigenu mdze byt dlleZitou, ale nikoliv nezbytnou podminkou
vzniku daného onemocnéni

mechanismus neni objasnén, jedna z hypotéz hovofi o selhani mechanizmu negativni selekce
autoreaktivnich T-lymfocytl v thymu

- napriklad pokud ur¢itda HLA molekula nenavaze néjaky télu vlastni antigen s dostate¢né
vysokou afinitou, nezraly T-lymfocyt reagujici s timto antigenem unikne negativni selekci
a vyzraje ve funkéné kompetentni bunku schopnou autoimunitni reakce

v nékterych pfipadech ma nepfitomnost daného znaku u pacienta vysokou negativni
prediktivni hodnotu — pokud se dany znak u pacienta nevyskytuje, je pravdépodobnost
prislusné nemoci nizka

Priklady chorob asociovanych s HLA

Nemoc HLA Riziko (%)
Béchterevova nemoc B27 84,4
celiakie DQ2, DG8

uveitida B27 10
Goodpasteurtiv syndom DR2 16
roztrousena skler6za DR2 4,8
Graves-Basedowova nemoc DR3 3,7
SLE DR3 5,8
myastenia gravis DRS3 2,5
pemphigus DR4 14,4
revmatoidni artritida DR4 4,2
Hashimotova thyreoditida DR5 3,2
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Vysetfeni genu TP53 (sekvenovani)
« gen TP53 lezi na p raménku 17. chromozomu a kéduje protein p53

- p53 fyziologicky funguje jako tumor-supresor, ktery reguluje bunéény cyklus a podili
se na opravach poskozené DNA tim, Ze zastavi bunécny cyklus do doby, nez je DNA
opravena nebo burika odsouzena k apoptdze

- pokud je gen TP53 deletovan nebo mutovan, dochazi k nekontrolovanému rdstu téchto
poskozenych bunék a kumulaci genetickych zmén

» indikace k sekvenovani TP53 — CLL

« interpretace vysledkl — delece nebo mutace genu TP53 predikuje odpovéd na lécbu a
zaroven ovliviuiji volbu lé¢ebného postupu u CLL

« pacienti s CLL s deleci nebo mutaci genu TP53 maji vyznamné horsi progndzu s vysSim
rizikem progrese do symptomatického onemocnéni, horsi a kratSi odpovéd na
chemoterapii a ¢astéji se vyskytuje Richteriv syndrom (zvrat CLL do vysoce maligniho
lymfomu)

Vysetreni fGzniho BCR-ABL1 genu (sekvenovani)

 u vétsiny pacientl s chronickou myeloidni leukémii (CML) se setkdvame s chromozomalni
aberaci 1(9;22)(q34;q11) — tzv. filadelfsky chromozom (Ph-chromosom)

. vede k trvalé aktivaci tyrosinkinasy
+ u pacientl s CML se vice nez 10 let Uspésné pouziva terapie inhibitory tyrozinkinaz (TKI)
- jednim z problém0 Iécby pacientd s CML pomoci TKI je rezistence, na které se ¢asto
podili mutace predevsim v kinasové doméné ABL1 genu, kde se TKI vazi
- proto se doporucuje provadét vysetieni mutaci ve fuznim ABL1 genu vzdy pfi selhani
léCby TKI, pfi progresi choroby a pfi nedostate¢né klinické odpovédi na Iécbu.
« indikace sekvenovani BCR-ABL1 — pacienti s CML a také u dalSich onkologickych malignit
lé¢enych TKI

+ interpretace vysledkl — priikaz mutaci tyrozinkinasové domény BCR-ABL1 genu mize
vést lékare k rozhodnuti o pfevedeni pacienta na jinou generaci TKI, pfipadné k indikaci
transplantace kmenovych krvetvornych bunék

109



110



3. Klinicka
Imunologie
a alergologie




1 — Alergicka reakce l. typu

Alergicka reakce l. typu — podstata, klinické projevy.

Reakce pfrecitlivélosti I. typu (anafylakticka)

 zprostfedkovana protilatkami IgE

1.

typicky probiha prudce s nahlym za¢atkem

prikladem je anafylakticky Sok, senna ryma, zachvat asthma bronchiale, urticaria (kopfivka)

alergicka reakce I. typu probiha ve 2 fazich — senzibilizace a anafylakticka reakce

nevyskytuje se u AlO

Faze senzibilizace

trva vétsinou 2-3 tydny

pocatecnim krokem je kontakt organismu s alergenem, vétSinou pres klzi nebo sliznici
dychaciho ¢&i traviciho Ustroji

alergenem mohou byt cizorodé proteiny a polysacharidy, Zivocisné nebo hmyzi jedy,

exogenni sérum hapteny predstavované nékterymi léky (napfiklad ATB, analgetiky, RTG
kontrastnimi latkami)

po adhezi alergenu na slizniéni epitel jsou alergeny fagocytovany a APC predlozeny
pomocnym CD4+ Th2 lymfocytlim, které zacnou produkovat rizné cytokiny (IL-4)

aktivuji vici tomuto antigenu jak sebe, tak i B-lymfocyty a iniciuji jejich preménu v
plazmocyty — ty jsou zdrojem specifickym protilatek, zviasté typu IgE

protilatky IgE se vazi k membranovym receptordm bazofilnich granulocytd (v krvi) a Zirnych
bunék (ve sliznicich, v klzi) — proto jsou projevy alergie tohoto typu Casto spojeny se
slizni€¢nimi nebo koznimi zménami, jako jsou edém sliznice nebo kozni vyrazka

Zirné bunky jsou zdrojem mediator( anafylaktické reakce

2. Anafylakticka reakce

vyvolana opakovanou expozici specifickému alergenu — ten se vaze ke specifickym
protilatkam IgE pfitomnym na Zirnych bunkéach a bazofilnich granulocytech

vazba antigenu na specifickou molekulu IgE navazanou na IgE-receptor vyvola jeho
redistribuci v membrané a aktivaci bunky

dojde ke zvySenému prliniku Ca2+ do téchto bunék a naslednému uvolnéni latek
obsazenych v cytoplazmatickych granulich (tzv. degranulace), je také zahajena syntéza
nékterych novych latek

« z cytoplazmatickych granul se uvolni — histamin, destiCky aktivujici faktor (PAF) a
faktor plUsobici chemotaxi eosinofilnich granulocyti (ECF-A)

+ nove se zacnou syntetizovat — prostaglandiny, leukotrieny LTC4 a LTD4

tyto latky vyvolaji ¢asné klinické symptomy (napfiklad kychani) a akutni zanét provazeny
edémem — plsobi totiz vazodilatacné, zvysuji permeabilitu kapilar, vyvolavaji kontrakci
hladké svaloviny, zvysuji krevni srazlivost

pozdni faze anafylaktické reakce se mlze vyvinout v nasledujicich 3-8 h
- je zplUsobena chemotaxi a aktivaci bazofilnich, ale zvlasté eozinofilnich granulocyt(
. projevuje se zanétem
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Projevy anafylaxe
« anafylakticka reakce se mUze projevovat lokalné, nebo celkové

a) lokalni projevy (tzv. projevy atopie) — zachvat senné rymy, bronchialniho astmatu,
koprivka, konjunktivitida

b) systémové projevy — anafylakticky Sok
« anafylakticky Sok — Zivot ohroZujici prudka alergicka reakce

. projevuje se nasledujicimi symptomy, které jsou zplsobeny predevSim vyplavenim
histaminu a bradykininu:

- arterialni hypotenze (aktivuje sympatikus — tachykardie, mydriaza, poceni, studena a
bléda klze, tzv. studeny pot)

» bronchokonstrikce, laryngospazmus
- edém
- kolikovité brisni bolesti, event. defekace
« svédéni a kozni vyrazka
. ztrata védomi
« degranulaci zirnych bunék mohou také vyvolat nékteré aktivované slozky komplementu:

- jak klasickou cestou (komplexem antigen—protilatka), tak alternativni cestou
(properdinovym systémem)

- jedna se o slozky C4a, C3a, C5a, oznacované jako anafylatoxiny
« Zirné bunky pro né nesou na své membrané prislusné receptory

- tim Ize vysvétlit, pro¢ alergické reakce |. typu mohou vyvolat i nékteré faktory
neimunologického charakteru, napfiklad expozice chladu

Produkt uvolnény nebo

FEUEEIEE) TR0 produkovany zirnymi burikami

 histamin

« desti¢ky aktivujici faktor (PAF)
 leukotrieny C4, D4, E4
 prostaglandin D2

Vazodilatace a zvy$ena cévni permeabilita

« neutralni proteazy (aktivuji komplement a
tvorbu kinin()

 histamin

« desticky aktivujici faktor (PAF)
 leukotrieny C4, D4, E4

« prostaglandiny

Kontrakce hladkych svalt

« chemotakticky faktor eosinofilll, neutrofild
o « desticky aktivujici faktor (PAF)

Bunécna infiltrace .
« leukotrieny B4

« cytokiny (napriklad TNF-a)
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2 — Reakce precitlivélosti Il. typu

Reakce precitlivélosti druhého typu — podstata, klinické projevy.

Reakce precitlivélosti Il. typu (cytotoxicka)

« nékdy se oznacuije jako protilatkami zprostfedkovana cytotoxicita
« reakce Il. typu je vyvolana protilatkami proti antigendim lokalizovanym na bunééném povrchu
« antigen na buné&né membrané je:
a) jeho pfirozena soucast (v pfipadé cizorodé buriky)
b) cizoroda bilkovina (napfiklad virovy protein)
c) muze se jednat o hapten, vazany k membranovému proteinu
 probiha 3 rozdilnymi mechanismy, ve kterych se uplatriuji jednak:
1. slozky komplementu
2. protilatkami aktivované cytotoxické efektorové burnky
3. protilatkami zplsobend dysfunkce rliznych typt bunék

1. Reakce zavisla na komplementu
« rozviji se 2 zpUsoby:

1. bud dochazi k interakci protilatek (IgM nebo IgG) s antigeny lokalizovanymi na
bunééném povrchu a po aktivaci slozek komplementu k poskozeni membranové
integrity vedouci pfimo k zaniku buriky

2. nebo po navazani protilatek a fragmentu C3b komplementu k bunéénému povrchu
(opsonizaci) se burika determinuje k fagocytoze

2. Reakce zprostfedkovana buinkami

« bunky stigmatizované IgG protilatkami (vyjimecné IgE protilatkami) jsou zni¢eny burikami,
které se na protilatky navazi pomoci Fc receptort

« tento mechanismus se uplatiiuje pfi obrané organismu proti parazitm i nadorovym
burikam a m{ze se Ucastnit i reakce proti transplantatu

3. Protilatkami navozena dysfunkce bunék

« vznika po vyvoji a navazani protilatek proti nékterym povrchovym bunéénym receptorlim,
¢imz nedochazi ke znic¢eni bunék, ale k porucham funkce téchto receptor(

« prikladem je porucha prenosu neuromuskularniho vzruchu po vytvoreni protilatek proti
acetylcholinovym receptordm svalovych bunék s pfiznaky svalové slabosti (myastenia
gravis)

« dalSim prikladem muze byt Graves-Basedowova nemoc, pfi které se naopak uplatriuje
stimulaéni Gc¢inek protilatek navazanych na receptor TSH (hormonu stimulujiciho
thyreoideu) na povrchu epitelovych bunék stitné Zlazy vedouci k nadprodukci thyreoidnich
hormon( (hyperthyreoidismus)
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Priklady klinickych onemocnéni
« transfuzni reakce

- pri¢inou jsou protilatky proti nékterym povrchovym antigenlm erytrocytl, trombocyt(
nebo leukocytl

- zejména erytrocytarni antigeny ABO systému
» hemolyticka nemoc novorozencu
- vznika podobnym zplisobem — zplsobena protilatkami proti antigenu RhD

- pokud je matka RhD- a plod RhD+, pfi porodu mdze dojit k imunizaci matky krvinkami
ditéte — pfi dalsim téhotenstvi pak mohou anti-RhD protilatky prestupovat
transplacentarné do cirkulace plodu a zplsobovat jeho poskozeni

. jako prevence se pouziva pasivni imunizace matky protilatkami anti-RhD po prvnim
porodu nebo potratu — tyto protilatky zablokuji antigen, takze se nemUze vazat na BcR
a aktivovat B-lymfocyty matky

« autoimunitni choroby

- zejména u organové specifickych, u kterych je autoimunitni reakce namirena proti
autoantigentim specifickym pro urc¢itou bunécénou linii nebo tkan

- napriklad pemphigus, Goodpasteurlv syndrom atd.
* blokujici nebo stimulacni protilatky
« proti TSH — Graves-Basedowova nemoc

proti acetylcholinovému receptoru — myasthenia gravis

- proti vnitfnimu faktoru (IF) — blokuji vstfebavani vitaminu B12 — perniciézni anemie

proti hormondm stitné Zlazy — projevi se jako hypotyredza

proti inzulinovému receptoru — vzacné formy diabetu

proti cytoplazmatickym antigendm neutrofild (ANCA) — vaskulitidy

proti spermiim — poruchy plodnosti
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3 — Imunokomplexovy typ precitlivélosti

Imunokomplexovy typ precitlivélosti — podstata, klinické projevy.

Reakce pfrecitlivélosti lll. typu (imunokomplexova)

« imunokomplexy vznikaji navazanim protilatky na pfislusny antigen (i pfi normalni imunitni
odpovédi) — mohou cirkulovat po uréitou dobu v krevnim obéhu, ale u zdravych osob jsou
pomérné brzy vychytavany pomoci makrofagt, které maji receptor pro Fc-fragment

- pokud odstranény nejsou, nebo jejich tvorba presahuje fagocytarni kapacitu
makrofagového systému, mohou se ukladat v cévni sténé nebo extravaskularné

- zde dojde k aktivaci komplementu, coz vede k pfitahnuti neutrofilnich granulocytt, které
se v tomto misté nahromadi a vyvolaji zanétlivou reakci, kterda mize poskozovat nékteré
tkané

« antigeny, které zpUsobuiji tento typ alergické reakce, mohou byt:

a) exogenni — proteiny pfi aplikaci ciziho séra, bakterie (streptokoky, vyersinie,
treponemy), viry (HBV, CMV), paraziti (Plasmodia, Schistosomy), mykozy a houby

b) endogenni — nuklearni antigeny, imunoglobuliny, nadorové antigeny
« onemocnéni vyvolana tvorbou imunokomplexti mohou byt:

1. generalizovana (systémova) — imunokomplexy tvofi se v obéhu a ukladaji se v
rlznych organech

2. lokalizovana — dochazi k poskozeni konkrétnich organt (napf. ledvin, kloubU, kize)

1. Lokalni formy

« zahrnuji onemocnéni jako glumerulonefritidy, polyartritidy, sterilni nasledky infekénich
onemocnéni (poststreptokokova glomerulonefritida, revmaticka horec¢ka), alergicka
alveolitida (tzv. farmarskeé plice), experimentalni model zvany Arthusova reakce

« Arthusova reakce — tj. experimentalni model lokalni reakce na intradermalni podani
antigenu senzibilizovanému jedinci (tzn. ma proti antigenu cirkulujici protilatky)

. lokalni vznik imunokomplext zplsobi edém kapilarni intimy béhem 5-30 min — ten
zpUsobuje zblednuti okoli mista vpichu; nasleduje infiltrace neutrofilnimi granulocyty a
tvorba mikrotrombU

« za nékolik hodin se vyviji mistni nekréza kize na podkladé akutni imunokomplexové
vaskulitidy spojené s fibrinoidni nekrézou stény cév

- narozdil od anafylaktické reakce (ktera vznika prakticky okamzité po aplikaci alergenu)
se rozviji pomalu, vyzaduje nékolik hodin, nez dosahne maxima, a desitky hodin, nez
zcela odezni

« Raynaudlv fenomén — imunokomplexy v tomto pfipadé vznikaji pfi nizké teploté, ktera
se muze uplatnit v akralnich ¢astech téla; ty jsou chladné, bledé, nebo cyanotické, jsou
bolestivé nebo necitlivé, mize se na nich vyskytnout nekréza a gangréna

2. Generalizované formy

« generalizovanou formu predstavuje systémovy lupus erythematosus (SLE), revmatoidni
artritida, nebo také sérova nemoc
« sérova nemoc — vznikd asi za 2 tydny po jediném podani cizorodého séra (napriklad
koriské antisérum proti hadimu jedu, mysi monoklonalni protilatky...)
- nové vytvorené protilatky vytvareji komplexy s pretrvavajicimi zbytky cizorodych
bilkovin — ty se ukladaji v drobnych cévach a tkanich rliznych organd, které tim
mohou byt poskozeny (myokard, jatra, ledviny, plice, klouby)

. Casné projevy jsou zvySena teplota, zvétSeni uzlin a sleziny, bolesti kloubd, myalgie,
generalizovana koprivka
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4 — Reakce pozdni precitlivélosti

Reakce oddalena - pozdni precitlivélost - podstata, klinické projevy.

Reakce precitlivélosti IV. typu (opozdéna)
« bunitkami zprostfedkovany typ hypersenzitivni reakce je zahajen specificky
senzibilizovanymi T-lymfocyty, protilatky se pfi této reakci neuplatriuji

« popisuji se 2 typy této reakce — oddaleny typ hypersenzitivity a T-lymfocyty zprostfedkovany
typ hypersenzitivity

« jde o specifickou imunitni reakci, ktera nasleduje nejen po infekci Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Treponema pallidum, Klebsiella rhinoscleromatis a
dalSich bakterii, ale i vir(, mykdz, protozoi a parazitl

« tato reakce se podili i na odvrzeni transplantat(

1. Oddaleny typ hypersenzitivity

« typickym ptikladem je tuberkulinova reakce (tuberkulin je proteinova a
lipopolysacharidova slozka izolovana z obalu Mycobacterium tuberculosis)

« osoba je imunizovana intradermalné antigenem ve vhodném adjuvans — to vede ke
vzniku antigenné specifickych Th1 bunék

« po opétovné injekci antigenu po nékolika tydnech se v okoli kozniho vpichu vyviji po
nékolika hodinach zarudla papula (faze kozni reakce) dosahujici maximalni velikosti po
1-3 dnech

. Casova prodleva mezi vpichem a reakci je zplsobena tim, Ze do mista vpichu musi
nejprve migrovat Th1 buriky a makrofagy, a vzajemné se stimulovat:

* Th1 produkuji IFN-y — aktivuje makrofagy
» makrofagy produkuji IL-12 a jiné cytokiny — pfispivaji k aktivaci dalSich Th1
- vznikne tvrdy otok zplsobeny bunécnou infiltraci

- pokud antigenni expozice stale trva, je po 2 az 3 tydnech plvodni prevazné
lymfocytarni infiltrat nahrazen makrofagy s objemnou cytoplazmou (tzv. buriky
epiteloidni); lymfocyty vSak z(stavaji nahromadény po obvodu léze — tj. faze
granulomatézniho zanétu

« cela reakce vyzaduje souhru rlznych cytokinl a chemotaktickych faktor(l, mezi nimiz
dominuji IL-12 a IL-2, IFN-y a TNF-a

« na tomto mechanismu je zaloZzeno poskozovani tkani béhem granulomatdéznich zanétd
(TBC, lepra, sarkoiddza, granulomatozni vaskulitida)

2. T-lymfocyty zprostifedkovany typ hypersenzitivity

« reakce podobna predchozi — lymfocyty Th1 pfi ni aktivuji dal$i efektorové slozky, zejména
CD8+ Tec-lymfocyty — Te-lymfocyty zabijeji buriky nesouci na svém povrchu pfislusny
antigen

« tyto mechanismy se uplatriuji zejména pri:
- akutni rejekci transplantovaného organu

. virové exantémy a tkanova poskozeni vyvolana viry (napfiklad poskozeni jater u
virovych hepatitid)
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5 — Bunky a mediatory alergické reakce

Zastoupeni a funkce bunéénych elementu v alergické reakci, mediatory alergické reakce.

viz otazku 3.1

- atopie — predispozice pro rozvoj imunopatologické reakce na neskodny antigen zevniho
prostfedi vedouci k rozvoji alergen specifickych IgE protilatek

« alergie (fenotypovy projev atopie) — neprimérené vystupriovana reakce imunitniho systému
na antigeny bézné pfitomné v okolnim prostredi

« alergen — latka vedouci po predchozi senzibilizaci k rozvoji alergické reakce

- 0 alergii v uzSim smyslu se hovofi, pokud se rozviji na podkladé precitlivélosti I. typu —
je zprostfedkovana protilatkou IgE; tato reakce probiha ve 2 fazich:

1. faze senzibilizace
2. anafylakticka reakce

pric¢inou atopie nejsou primarné alergeny, ale odliSna reaktivita atopikl — k vyraznym
odchylkam nachazenym u vétsiny atopikl patfi vysoka koncentrace IgE v séru, vyznamnou
roli hraji bezpochyby vrozené dispozice

« u zdravych lidi reaguje (pokud vlbec) s alergeny (pyly, potrava) predevsim Th1 vétev

odpovédi, zatimco u atopikl pfevaZuje pfi reakci s alergenem typ Th2 odpovédi, ktery je
normalné uréen k ochrané pred extracelularnimi parazity.

1. Faze senzibilizace

trva vétsinou 2-3 tydny

pocatecnim krokem je kontakt organismu s alergenem, vétSinou pres klZzi nebo sliznici
dychaciho ¢&i traviciho Ustroji

alergenem mohou byt cizorodé proteiny a polysacharidy, Zivocisné nebo hmyzi jedy,

exogenni sérum hapteny predstavované nékterymi Iéky (napfiklad ATB, analgetiky, RTG
kontrastnimi latkami)

po adhezi alergenu na slizni¢ni epitel jsou alergeny fagocytovany a APC predlozeny
pomocnym CD4+ Th2-lymfocytim, které zacnou produkovat rlizné cytokiny (IL-4, IL-5)

« cytokin IL-4 — podporuje produkci IgE v B-lymfocytech

« cytokin IL-56 — rlstovy faktor eozinofild (podnécuje k diferenciaci v kostni dreni)
aktivuji vici tomuto antigenu jak sebe, tak i B-lymfocyty a iniciuji jejich preménu v
plazmocyty — ty jsou zdrojem specifickym protilatek, zviasté typu IgE
protilatky IgE se vazi k vysokoafinnim membranovym receptordm pro Fc fragment
bazofilti (v krvi) a zirnych bunék (ve sliznicich, v kizi) (navic receptor pro C3a a C5a) —
navazany IgE na povrchu burnky pusobi jako specificky receptor pro antigen; po
navazani antigenu dochazi k aktivaci burnky

« proto jsou projevy alergie tohoto typu &asto spojeny se slizni€énimi nebo koznimi
zménami, jako jsou edém sliznice nebo kozni vyrazka

« Zirné bunky jsou zdrojem mediator( anafylaktické reakce
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2. Anafylakticka reakce

« vyvolana opakovanou expozici specifickému alergenu — vaze se ke specifickym
protilatkdm IgE pfitomnym na zZirnych bunkach a bazofilech

« vazba antigenu na IgE vyvola jeho redistribuci v membrané a aktivaci bunky — dojde k
uvolnéni latek obsaZzenych v cytoplazmatickych granulich (tzv. degranulace), je také
zahajena syntéza nékterych novych latek

« z cytoplazmatickych granul se uvolni — histamin, desti¢ky aktivujici faktor (PAF) a
faktor plUsobici chemotaxi eosinofilnich granulocytl (ECF-A)

* histamin — vazodilatace ({ TK), zvySeni permeability, bronchokonstrikce a edém
epitelu, kopfivka, alergicka ryma, konjunktivitida, zvySena motilita stiev

« desticky aktivujici faktor (PAF) — vazodilatace (1TK), bronchokonstrikce,
chemoatrakce zanétlivych bunék

- faktor ptsobici chemotaxi eozinofilnich granulocytti (ECF-A)
« nove se zacnou syntetizovat — prostaglandiny, leukotrieny LTC4 a LTD4
 prostaglandiny (PG)D2, E2, 12— zvyS$ena permeabilita cév, bronchokonstrikce

 leukotrieny (LT)C2, D2, E2 — zvySena permeabilita cév, bronchokonstrikce,
chemoatrakce neutrofil(l a eozinofil{

« tyto latky vyvolaji ¢asné klinické symptomy (napfiklad kychani) a akutni zanét provazeny
edémem, vyvolavaji i kontrakci hladké svaloviny a zvySuji krevni srazlivost

« pozdni faze anafylaktické reakce se mUze vyvinout v nasledujicich 3-8 h
- je zplUsobena chemotaxi a aktivaci bazofilnich, ale zvlasté eozinofilnich granulocyt(
« projevuje se zanétem (stimulovan TNF-a)

Buriky alergické reakce
1. Eozinofily (1-3% leu)
« dllezita uloha pfi alergickych reakcich I. typu (fagocytuji komplex antigen-protilatka)
« ochrana proti parazitim (vypusténi poskozujicich latek z granul)
« obsah cytoplazmatickych granuli — fosfatazy, peroxidazy, bazické proteiny
2. Mastocyty (zirné bunky)
« diferencuiji se z prekurzort v kostni dfeni, jsou podobné bazofilim
* rozliSuji se 2 typy — pojivové a slizni¢ni (diferencuji se zfejmé vlivem mikroprostiedi)

- fyziologicky regulatory imunitni odpovédi a obrana proti parazitlim; patologicky pfi
¢asnych reakcich precitlivélosti (1. typu)

« maiji vysokoafinni receptor pro IgE — po vazbé antigenu dojde k agregaci a degranulaci

« obsah cytoplazmatickych granuli — hydrolytické enzymy, proteoglykany (heparin,
chondroitinsulfat), biogenni aminy (histamin, serotonin), metabolity kyseliny arachidonové

3. Bazofily

« povazovany za cirkulujici formu Zirnych bunék (zda se ale, Ze jsou to terminalné
diferencované buriky, a ne pfedchddci tkarovych mastocytl, kterym jsou ale funkcemi a
vybavou velmi podobné)

« zodpovédné za vznik anafylaktického Soku
4. Th2-lymfocyty
« Tidi diferenciaci B-bunék na plazmocyty produkujici IgE
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6 — Alergicka rhinitida

Sezonni a perzistentni alergicka rhinitida — pfFicina, projevy, Iécba

» tj. zanétlivé onemocnéni sliznice nosni zplisobené imunopatologickou reakci
predisponovaného jedince na antigen zevniho prostredi

« typické klinické projevy, které se objevuji po expozici alergenu — kychani, vodnata ryma,
pocit ucpaného nosu, paleni a svédéni sliznic nosohltanu a o¢i, zatékani do nosohltanu

 etiologie — aeroalergeny (inhalacni alergeny) — pyly (napfiklad bfiza), traviny (naptiklad
bojinek), prasni rozto€i, zvifeci srst, spory plisni

» klasifikace:
- dle doby trvani priznak:
a) intermitentni (sezonni, tzv. pollinosis) — trvani < 4 dny v tydnu, < 4 tydny v roce
b) perzistujici — trvani > 4 dny v tydny, > 4 tydny v roce
- dle tize priznaku:
1. lehka — chybi nékteré priznaky
2. tézka — nekvalitni spanek, zhorseni vykonnosti, omezeni ADL, celkové pfiznaky
» epidemiologie:
- Casté onemocnéni (10-30% déti a dospélych)

« prevalence s trvalym vzestupem zejména v industridlnich oblastech a velkoméstech
— uhlikové mikroc¢astice (vyfukové zplodiny) mohou zvySovat alergenni potencial
napriklad pylU

- prevalence u déti 6-7 let 8,5%, u déti 13-14 let 14,6%

- vyrazna socioekonomicka zatéz pro spolec¢nost — 2,5% vSech navstév Iékare v pribéhu
1 kalendarniho roku

- u alergiku signifikantné vyssi preskripce IéCiv nez ve zbytku populace (az 2x)
» patofyziologie:
1. existence atopické viohy
« AD dédi¢na s neuplnou penetranci
« kédovana na 6. chromozomu
2. senzibilizace
« prvni setkani s alergenem

- dochazi k tvorbé specifickych IgE protilatek a jejich navazani na zirné bunky a
bazofily

3. expozice
- dochazi k samotnému rozvoji patologické reakce
« tj. Th2-mediovana imunitni reakce

po kontaktu s alergenem dochazi k rozvoji cytokinové boure

v Casné fazi této reakce se uplatruji zejména IL-4 a IL-13

- aktivuji B-lymfocyty na plazmocyty a ty zaénou produkovat alergen specifické IgE
protilatky, které zacinaji kolovat v obéhu

v pozdni fazi se uplatriuje zejména IL-5

. aktivuje eozinofily, ty svymi plsobky (TNF-a, INF-y, IL-6) ovliviuji lokalné sliznice,
které prostupuiji a zpUsobuji chronické zmény
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Diagnostika alergické rhinitidy
« anamnéza — vzdy na prvnim misté!
- typické projevy vazané na expozici specifickému prostredi

vék, kdy doslo k rozvoji obtizi

sezonni nebo celoro¢ni pfitomnost obtizi
- zhorSeni v ramci dne, zhor$eni pfi pobytu v pfirodé

reakce na pripadnou uzivanou antialergickou medikaci
« skin PRICK test — prlikaz ¢asné reakce precitlivélosti
- zakladni panel — pyly jarnich drevin, smés pylU travin, srst, domaci roztodi, plisné

- vyhody — vysledek do 20 min, manualni odecteni pfimo v ordinaci, vysoka bezpecénost,
necetné systémové reakce, nizké naklady

« alergen specifické sérové IgE — nejCastéji metodou ELISA
- presna kvantifikace cirkulujicich volnych alergen specifickych IgE
- vhodné pro potravinové alergeny, hmyzi jedy
« nezbytné pro uréeni spravné alergenové imunoterapie
- nutnost laboratorniho zazemi, vysoké naklady
- naprosta bezpec¢nost
« dalSi méné Casto uzivané vySetfovaci metody:
- epikutanni testy — v rezii dermatovenerologli — kontaktni alergie (kovy, chemikalie)
« provokacni testy — nazalni, spojivkové, bronchialni — podani definovaného alergenu
+ expozicni testy — potraviny, lé¢iva — podani potencialni zadvadné substance
+ nazalni cytologie (NARES)

Terapie
1. vyhybani se expozici alergenii
2. nefarmakologické postupy
3. alergenova imunoterapie — viz otazku 3.21
4. farmakoterapie — symptomaticka lé€ba, volba podle charakteru potizi
A. antihistaminika — blokada buné¢nych H1 receptor(
- napriklad bisuleptin (Dithiaden), levocetrizin (Xyzal), loratadin (Claritin)
B. antileukotrieny — blokada receptoru CysLT1 pro leukotrieny
- napriklad montelukast (Singulair®)
C. dekongestanty — ai adrenergni agonisté — vazokonstriktory
- napriklad loratadin + pseudoefedrin (Clarinase®), xylometazolin (Olynth®, Otrivin®)
D. kromony, kromoglykany — stabilizace membran mastocytd (zabranéni degranulace)
. napfiklad kromoglykat sodny (Allergocrom®)
E. intranazalni kortikosteroidy — protizanétlivy ucinek, blokada histaminu atd.
. napriklad flutikason furoat (Avamys®, mometason furoat (Nasonex®)
F. kombinované intranazalni pfipravky — antihistaminikum + kortikosteroid
. napriklad flutikason furoat + azeoastin (Dymistin®)
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7 — Asthma bronchiale alergické

Astma bronchiale alergické — déleni, klinické projevy, Iécba

 chronické zanétlivé zachvatovité onemocnéni s bronchialni hyperreaktivitou a reverzibilni
bronchokonstrikci (bronchialni obstrukci)

« je to lokalni projev sytémového prozanétlivého stav — tj. sou¢ast systémového onemocnéni
« epidemiologie:

. prevalence 1-18% (hlavné vyspélé zemé)

. v dospélé populaci incidence 1%, v CR asi 30% (tj. 30 000 novych pfipadd roéné)

- nejéast&jsi chronické onemocnéni déti, v CR 12-15% déti, dospéli 8%

- mortalita asi 250 000 roéné&, v CR velmi nizka mortalita (dana kvalitou péce)
« Kklasifikace:

+ dle stupné kontroly (GINA) — kontrolované, ¢aste¢né kontrolované, nekontrolované

- sleduje 6 parametrd — denni pfiznaky, omezeni dennich aktivit (ADL), no¢ni pfiznaky/
buzeni, potfeba Ulevovych Iéka, plicni funkce, exacerbace

« dle tize:
A. intermitentni — RABA dle potieby
B. lehké perzistujici — nizka davka IKS, nizka intenzita terapie (teofylin, antileukotrieny)
C. stfedné tézké perzistujici — nizka az stfedni davka IKS + LABA pfipadné dalsi |é¢ba
D. tézké perzistujici — vysoka davka IKS + LABA a dalSi extra |é¢ba
» genetika:
- podil maji dédi¢né faktory a vlivy zevniho prostredi:

A. dédi¢né faktory — polygenni multifaktorialni dédi¢nost, vice naz 150 genl v rlznych
lokusech s vazbou na astma a dal$i alergicka onemocnéni, atopie

B. vlivy zevniho prostiedni — Zivotni prostredi (znecisténi), stav vyzivy, hygienicky
standard, infek&ni inzulty, pracovni prostredi

« patofyziologie:
- chronické zanétlivé onemocnéni — specifické poméry zastoupeni populaci bunécné

imunity — prFevaha podtypu Th2 — zmnoZeni eozinofill, bazofill, nadmérna aktivace
mastocytl (existuje i Th1, ale na tu neexistuje Ucinna lécba)

« cytokinova boure (IL-4, PGE2, LTR, PAF...)

« rozvoj bronchialni hyperreaktivity — disledek chronického zanétu, geneticka determinace
— chromozom 5qg, ADAM23 chromozom 20q, polymorfismus gen( pro 2-receptor ADRB2

+ rozvoj reverzibilni obstrukce dychacich cest — akutni bronchokonstrikce, edém stény
pradusek, tvorba hlenovych zatek, prestavba stény vlivem zanétu (tj. uz ireverzibilni faze)

« spoustéci faktory:

« zanét — alergeny zevniho prostfedi, vlivy pracovniho a Zivotniho prostredi, respiraéni
infekce (nejvice viry — rhinoviry, coronaviry)

« bronchokonstriktory (fyzikalni i chemické) — zmény teploty (hlavné z tepla do zimy),
fyzicka aktivita, studeny vitr, emoce a stres, silné odéry (fenoly apod.)

« dalsi — koureni, znécisténi vzduchu, GER, léky (NSA, ASA), stravovani ve fastfoodu

- projevy — dusnost, bolest na hrudi, piskoty, kasel (vétSinou v noci), zhorSeni kvality
spanku, Unava, bolest na hrudi, piskoty, nekvalitni spanek

« exacerbace astmatu — postupné se zhorsujici dusnost, zkraceny dech, kaSel,
piskoty nebo pocit tize na hrudi (¢asto spojovan s pocitem dechové tisné)
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Diagnostika

« anamnéza — RA: 0-1, OA: kdy se poprvé objevily, kdy se objevuiji (prace, stres...) a v jakém
prostredi (lakovny, pekafri...)

- typické je, ze pfiznaky se rozvijeji v ramci fyzické aktivity (béhem i po ni)
- vétsSinou priznaky nastupuiji vétsinou v noci, dano biologickou aktivitou kortikoidd
« funkéni vysetieni:
- spirometrie s prikazem bronchialni obstrukce (FEV1/VC < 75%, FEV1 < 80%)
- bronchodilatac¢ni test — stanoveni reverzibility obstrukce
+ salbutamol 0,4 mg x ipratropium 0,08 mg

 pozitivni vysledek — po 30 min od apl. zména FEV1 > 12% a zaroveri o 200 ml v
abolutni hodnoté

« navazuje na néj bronchokonstrikéni test

- bronchokonstrikéni test — stanoveni bronchidlni hyperreaktivity
 nespecifické — metacholin (celkova kumulativni davka 8 mg)
 specifické — znamy alergen
 pozitivni vysledek — LFEV1 0 20% a vice oproti vychozi hodnoté

+ FENO — stanoveni NO ve vydechovaném vzduchu pro dg. eozinofilniho zanétu

- dopliikové metody — KO + diferencial lymfocytld (Teozinofily, Tbazofily),
imunoglobulinovy profil, alergologické testy, stanoveni eozinofilniho kationického
proteinu v indukovaném sputu nebo v séru

- odliseni od CHOPN, pneumotoraxu, ORL pfi¢in, embolie...

Terapie
« nefarmakologicka:
- rezimova opatreni s omezenim expozice vyvolavajicim Ciniteldm
- farmakologicka:
. Ulevova — SABA (salbutalmol, fenoterol), SAMA (ipratropium), methylxantiny (teofylin)

- kontrolujici — inhalaéni kortikosteroidy, LABA, LAMA, antileukotrieny, methylxantiny,
systémové kortikoidy, biologicka Iécba

« terapie exacerbace:
- odstranit spoustéc¢
- oxygenoterapie (O2 pritokem 4-6 I/min)
- parenteralni terapie — i.v. hydrokortizon (200 mg) , teofylin (40 mg)
- inhalaéni terapie (salbutamol, Berodual, ipratropium)
- laboratof (ABR, KO, kultivace stéru a sputa, sérologie)
- podplrna terapie — mukolytika, krystaloidy...

Dig. dg.
« CHOPN, pneumothorax, plicni embolie
« priciny dusnosti a kasle z ORL pficin
« onemocnéni pridusnice jiné onemocnéni pridusek a plic
» vaskulitidy
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8 — Anafylakticka reakce

Anafylakticka reakce, pfi¢iny, projevy, Ié¢ba

« atopie — genetickda predispozice k tvorbé antigen specifickych IgE protilatek

« alergie (fenotypovy projev atopie) — neprimérfené vystupnovana reakce imunitniho systému
na antigeny bézné pfitomné v okolnim prostredi

« anafylakticka reakce — akutni nahle vznikly, potencialné smrtelny multisystémovy syndrom
vychazejici z nahlého vyplaveni mediator( a chemokinl Zirnych bunék a bazofil(l na podkladé
vystupriované imunopatologické reakce

- anafylaktoidni reakce — reakce klinicky shodna s anafylaktickou, ale bez prikazu
imunopatologického podkladu

* epidemiologie:
- pfesné udaje nejsou znamy (problém presné diagnostiky, uréeni mechanismu reakce...)

- v CR kazdoro&né hospitalizace asi 2000 lidi pro zavaznou alergickou reakci — kolem 5
umrti v disledku anafylaktického Soku za rok

» patofyziologie:
- imunologicky podminéna anafylakticka reakce mudze vznikat na podkladé
imunopatologické reakce l., Il. a lll. typu. (nej¢astéji jde o reakci ¢asnou — IgE)
- preformované mediatory:
 histamin
« tryptaza, chymaza
« dalsi cytokiny
- de-novo syntetizované mediatory:
» leukotrieny
» prostaglandiny
« PAF A2
« klinické pfiznaky:

- vysoka variabilita v zavislosti na typu a potenci alergenu, na cesté vstupu do organismu,
na stupni senzibilizace, na postizeném systému

a) lokalni projevy

« kozni — pruritus, erytém, exantém, urtika, edém

« dychaci cesty — ryma, chrapot, kasel, dusnost, astmaticky zachvat

« GIT — nauzea, bolesti bficha, vomitus, prijem

« KV — bledost, tachykardie, hypotenze, centralizace obéhu

« urogenitalni — délozni spasmy, renalni kolika, spasmy mocového méchyre

 neurologicko-psychologické — anxieta, neklid, cefalea, poruchy védomi
b) systémové projevy

« vystupriovani lokalnich projevl vedouci az k Sokovému stavu a selhani kardialnimu
a respira¢nimu
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Diagnostika
« klinicky obraz + anamnéza
« klinicka kritéria anafylaxe dle EAACI:
1. akutni nastup koznich a slizni¢nich pfiznakd + nejméné 1
« porucha dychani (dyspnoe, vrzoty, stridor, znamky hypoxémie)

« pokles TK nebo znamky selhani organového systému (hypotonie, synkopa,
inkontinence)

2. 2 avice nasledujicich znakl nastupuijicich akutné po expozici suspektnimu alergenu
« postizeni koZniho krytu a sliznic (flush, edémy...)
« porucha dychani
« pokles TK nebo znamky selhani organového systému
« dlouhotrvajici symptomy GIT (zvraceni, kiece, prijem, ...)

3. pokles krevniho tlaku u pacienta vystaveného jiz znamému alergenu
« déti — pokles TK o 30%, hypotenze dle vékovych kritérii
+ dospéli — pokles TK o 30%, systolicky TK pod 90 mmHg

« ex-post dosetieni podezielé imunopatologické reakce:
« hladina sérové tryptazy

« pokusné hladina metabolitd histaminu ve 24 hodinovém sbéru moci, sérové hladiny
histaminu

- prokazani alergen-specifickych IgE protilatek
» skin PRICK test
- provokacni test

Terapie (ABCD)
1. adrenalin
« neexistuje zadna absolutni kontraindikace podani — benefit prekracuje rizika
« MU — neselektivni sympatomimetikum
« areceptory — navozeni vazokonstrikce (Uprava hypotenze, snizeni tvorby otokd)
« (1 receptory — pozitivné ionotropni a dromotropni Ucinek (Uprava hypotenze)

« B2 receptory — potlaceni brochokonstrikce a vyplavovani dalSich zanétlivych
mediatord

. podani — i.m. (pfi monitorovaném I0zku i i.v.)

« dospéli — 0,3-0,5 mg, DMS 0,5 mg

« déti — 0,01 mg/kg télesné hmotnosti, DMS 0,3 mg
- interval do pfipadné dalsi davky 5 min
« autoinjektory — pro déti do 25 kg davka 0,15 mg; pro dospélé davka 0,3 mg
antihistaminika — i.v. bisulepin (Dithiaden®); p.o. napftiklad levocetrizin (Xyzal®)
kortikosteroidy — i.v. hydrokortison 200 mg, metylprednison 40 mg v jednotné davce
oxygenoterapie (6-8 I/min)

o DN

bronchodilatancia — inhalacné salbutamol (Ventolin®), pfipadné kombinace s
parasympatolytiky (salbutamol + ipratropium = Berodual®)
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9 — Lékové alergie

Lékova alergie — projevy, lécba

Nezadouci Iékové reakce

« WHO: kazdy skodlivy, nezamysleny a nechtény nasledek podani Iéku v davkach uzivanych v
ramci preventivnich, diagnostickych a lé¢ebnych Ukon(

» klasifikace ABCDE:
A. Augmented

W

Bizzare
C. Chronic
D. Delayed
E. End of use
« lékova hypersenzitivni reakce patfi do skupiny B (bizzare, unpredictable, neocekavatelné)

- lékova intolerance — nezamysleny nasledek bez nalezu podminujici abnormity
metabolismu, exkrece a biologické dostupnosti Iéku pfi normalni podané davce

- idiosynkrazie — abnormaini a nezamyslen3 reakce zapfi¢inéna zménami metabolismu,
exkrece nebo biologické dostupnosti IéCiva. Casto geneticky podminéna.

- lékova alergie — abnormalni a nezamyslend reakce prokazatelné zapficinéna
imunopatologickymi mechanismy

- pseudoalergicka reakce (anafylaktoidni reakce) — zplsobena pfimym vyplavenim
mediator(l mastocytl a bazofilll bez spoluti¢asti imunopatologickych pochodi

« definice dle EAACI:

- lékova hypersenzitivni reakce — nezadouci reakce vznikajici v ndvaznosti na podani
léku pripominajici alergickou reakci

- lIékova alergie — je takovou reakci z precitlivélosti, u niz byl prokazan imunopatologicky
mechanismus (specifické IgE, specifické T-lymfocyty)

« dokud neni potvrzen imunopatologicky podklad obtizZi, je preferovanym terminem
polékova hypersenzitivni reakce
« nejcasté;jsi Iéky vyvolavajici alergické reakce:
- ATB, NSA, lokalni anestetika, celkova anestetika, myorelaxancia, opiaty

- Castéji se vyskytuji u mladych jedincl a osob stfedniho véku, dle pohlavi jsou Castéji
postiZzeny zeny; byly pozorovany i genetické faktory a rodinné predispozice

« klasifikace:
. klinicka klasifikace:

1. ¢éasna — rozvoj 1-6 h po poslednim podani Iéku, vznik na podkladé IgE mediované
imunopatologické reakce v navaznosti na predchozi senzibilizaci danym lé¢ivem

« projevy — urtika, edémy, rhinitis, bronchospazmus, nauzea, zvraceni, anafylaxe

2. pozdni — rozvoj kdykoliv od prvni hodiny po podani inicialni davky léku, vznik na
podkleadé aktivace T-lymfocyt(

. projevy — urtika, makulopapularni erupce, vaskulitidy, toxicka epidermiolyza,
Stevens-Johnson(v syndrom, DRESS, postizeni vnitfnich organl vedouci az k
jejich selhani

. patofyziologicka klasifikace:
a) alergicka
b) nealergicka
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Klinické pfiznaky

« lokalni projevy — kozni (pruritus, erytém, exantém, urtika, edém), respirac¢ni (ryma, kasel,
dusnost, astmaticky zachvat), GIT (nauzea, vomitus, prljem), KV (tachykardie, hypotenze,
centralizace obéhu), urogenitalni (délozni spasmy, renalni kolika, spasmy mocového
méchyfre), neurologicko-psychické (anxieta, neklid, cefalea, poruchy védomi)

» systémové projevy — vystupnovani lokalnich projevll vedouci az k Sokovému stavu a
selhani kardialnimu a respiraénimu

- Stevens-Johnsonlv syndrom — tézka forma polékového exantému, postihujici sliznice
a kdzi (naptiklad po ATB), kozni Iéze do 30% kozniho povrchu

v v v

exantému, postihuje az 100% kozniho povrchu, Nikolského znameni pozit. (tlak prstu
vede k tvorbé puchyre), zivot ohrozuijici

- DRESS (Drug Rash with Eosinophilia and Systemic Symptoms) — tézka reakce, mize
napadnout jakékoliv organy a zpUsobit jejich neinfekéni zanét, organy mohou nékdy i
selhat, coz nasledné vede ke smrti postizeného

Diagnostika
¢ anamnéza
- symptomatologie, ¢asovy pribéh priznakd

- ostatni uzivana medikace — jak soubéZzna medikace v dobé reakce, tak i ostatni léky
stejné skupiny uzivané od té doby

« anamnéza predchozich zdravotnich potizi — v€etné predchozi alergie nebo onemocnéni
jako chronicka kopfivka ¢&i chronicka rinosinusitida, které mohou byt zhorSovany
uzivanim nékterych Iékl (napriklad ASA a COX-2 neselektivni nesteroidni antirevmatika)

» kozni testy — B-laktamova ATB, lokalni anestetika a periferni myorelaxancia, hepariny
- pro ¢astné reakce — PRICK testy; pfi jejich negativité intradermalni podani
« pro pozdni reakce — epikutanni testy, intradermalni testy s pozdnim odec¢tem

« provokacni testy lékem (PTL) — zlaty standard pro uréeni Iéku vyvolavajiciho alergickou
reakci (potvrzeni €i vylouceni reakce; urceni tolerance zastupného léku)

- nutny zejména u NSA a lokalnich anestetik, u B-laktamu jen po negat. koznim testu

- PTL kontraindikovano u nekontrolovatelnych a/nebo téZzkych Zivot ohroZujicich
polékovych reakci (napfiklad SJS, TEN, DRESS, vaskulitidy, AGEP), téhotenstvi

 biologické testy
- lékové specifické IgE — dostupné pro B-laktamovéa ATB (Casto neprlikazné)

- tryptaza a histamin — v pfipadé anafylaxe potvrzeni aktivace bazofilli a mastocytd bez
pri¢iny degranulace

- alergické reakce Il. a lll. typu — hemolytické in vitro testy, Coombsovy testy
- genetické znaky — znamy HLA asociované reakce (napfiklad abacavir a HLA B5701)
Terapie
1. preruseni podavani léku a FeSeni anafylaktické reakce

2. individualni preventivni opatfeni — pravidelné aktualizovany seznam rizikovych lék(
spolu s pouzitelnymi alternativami; pouceni o farmakologické profylaxi pfipadné reakce

3. desentizace léky — navozeni docasného stavu klinické neodpovidavosti k latce v
pfipadé, ze dotyCny Iék je nezbytny v terapii a nema alternativu (napfiklad sulfonamidy u
HIV+, fluorochinolony u cystické fibrdzy, taxany u onkologickych onemocnéni)
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10 — Potravinova alergie

Potravinova alergie — projevy, Ié¢ba

« nezadouci reakce zplsobena konzumaci potravin, u které byla prokazana imunopatologicka
reakce (IgE ¢i non-IgE mediovana reakce)

1. IgE mediovana
« oralni alergicky syndrom (pollen-food allergy syndrom)
« urtika ¢i angioedém + rhinoconjunctivitida ¢i asthma bronchiale
« anafylaxe ¢i ,food dependent, exercise induced anaphylaxis”
2. IgE + bunééna slozka
« atopicka dermatitida
« eozinofilni onemocnéni GIT
3. bunécna slozka
» ,food protein-induced proctitis“
» ,food protein-induced enterocolitis syndrome*
« potravinova alergie je nejcastéjsi dlivod anafylaktické reakce dospélych
* epidemiologie:
- postihuje 2-5% dospélych a az 8% déti

- rozvoj mozny v kazdém véku, nejcastéji vSak pravé v détstvi; rozvoj potravinové alergie v
dospélosti je spojovan s vy$Sim rizikem zavazné reakce

- predisponuijici faktory:
« znama pylova alergie a s ni spojené klinické jednotky
« vlivy vnéjsiho prostredi (latex, rozpoustédia...)
« opakovana expozice klistatlim ¢i jedu meduz
« nahlé zmény dietniho rezimu

Nejcastéjsi potravinové alergie
« vétsSina alergend jsou proteiny, vzacné glykopeptidy (a-gal)
- dospéli — morské plody a ryby, burské ofechy
« morské plody a ryby — nejCastéjsi potravinova alergie v dospélé populaci
- senzitivizace ve vétsiné pripadl bud na ryby, nebo na morské plody
- napriklad pacient s alergii na krevety mize bez vétsich obav konzumovat ryby
« skorapkové plody a burské ofechy — problematika zejména v Severni Americe
- rozvoj jiz v détském véku, vétsinou perzistuje po cely Zivot
- reakce nevyzpytatelné sily — velmi ¢asto vede az k anafylaktickému Soku
. déti — mléko, vejce, pSeniéna mouka

« potravinova aditiva, konzervanty, pesticidy apod. nejsou témér nikdy podkladem alergické
reakce

. vyjimkou je zkfizena reaktivita — napriklad pektin (jablka), Zelatina (Cervené maso),
karminova ¢erven (korysi)
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Oralni alergicky syndrom (pollen-food allergy syndrome)

 kontaktni forma potravinové alergie vazana na zkfizenou reaktivitu slozek potravy a pyl(;
IgE mediovana

- pfitomnost termolabilnich proteinl (profilinGy), které jsou strukturalné podobné proteindm
rizikovych pyld — tzv. zkFizena reaktivita

« nejcastéjsi forma potravinové alergie u dospélych (5% populace)

« projevy — svédéni a paleni Ust, lehky otok rt, ryma, kasel nastupujici v fadu minut po
konzumaci rizikové potraviny

« nejcasté;jsi priklady zkfizené reaktivity:
- alergie na pyl bfizy — syrova jablka, hrusky, treSné, mrkev, celer, syrové brambory
- alergie na pyl ambrézie — meloun, banany
- alergie na pyl pelyriku = syrovy celer

Specialni typy potravinové alergie

a) na potravinach zavisla; fyzickou namahou indukovana anafylaxe
b) alergie na potraviny u pracovnik( v potravinarstvi (mlyny, ovocnarstvi, mostarny)
c) potravinova alergie vazana na latex — avokado, banany, kiwi, jedlé kastany, rajcata
d) pozdni alergicka reakce na Cervené maso — senzibilizace na glykopeptid a-gal vazana na
kousnuti klistétem
Diagnostika
« anamnéza — Casova spojitost, typ priznakl, dalsi jiz znamé alergie, konkomitantni

medikace, okolnosti vzniku (stres, infekce, fyzicka aktivita, geografie...)
* PRICK test — problém dostupnosti purifikovanych alergena, fale$na pozitivita u malych déti

« specifické IgE v séru — moznost nalezu zkfizené reaktivity s pyly, rekombinantni
podjednotkové studie, panalergeny

« diagnosticka eliminacni dieta — trvani 2-4 tydny pro IgE mediovanou, dalsi typy 6 tydn(

e expozi¢ni test — mnohdy jedind moznost presného potvrzeni rizikové potraviny (nese
nejvétsi riziko Zivot ohroZujici reakce)

Terapie

« akutni reakce — stejna terapie jako u anafylaktického Soku
« 1j. adrenalin, antihistaminika, kortikosteroidy, oxygenotreapie, bronchodilatancia

« eliminacni dieta — odstranéni hlavniho alergenu pfi zachovani vyvazeného dietniho rezimu
- nutnost respektovat individualni nutriéni potreby (vék, stravovaci zvyklosti...)
« Casto nutné prlibézné Upravy jidelniCku (zejména u déti)
« vyznamna role okoli pacienta (edukace rodiny, znalost potravinarskych oznaceni)
- specifika substituce mléka u kojenct

« zachrany balicek — adrenalinovy autoinjektor + kortikosteroid tbl. + antihistaminikum

« profylakticka farmakologicka terapie — dle EBM bez valného vyznamu, problematika
opozdéného rozvoje reakce, kryti hlavniho vyvolavatele

- specificka alergenova imunoterapie (SAIT) — viz otazku 3.21
« anti-IgE terapie — vyzkumné Ucely, av$ak s velmi dobrymi vysledky
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11 — Potravinové intolerance

Potravinové intolerance (histaminova, lakt6zova), projevy, lécba

» nezadouci reakce po potravinach nealergického ptivodu
- obtiZze zplsobené poruchou traveni nebo metabolismu dané potraviny

. riznoroda symptomatika mnohdy imitujici projevy potravinové alergie (od
gastroezofagealniho refluxu, GIT infekci, nedostatku &i chybéni specifickych travicich
enzymU az po anatomicko-neurologické anomalie)

« zavislost na mnozstvi pozité potraviny

- pfi kazdé konzumaci problémové potraviny stejné projevy
« nejc¢astéjsi potravinové intolerance v klinické praxi:

1. deficit stfevni laktazy (vrozeny i postinfekéni)
malabsorpce fruktozy
deficit alkoholdehydrogenazy

oD

pfima histaminoliberace (potraviny s vysokou koncentraci histaminu)

Deficit stfevni laktazy
« laktaza — enzymy kartaGového lemu enterocytl Stépici laktozu (mlécny cukr)
« pric¢ina selektivni malabsorpce

« pri deficitu laktazy neni laktdza Stépena v tenkém stfevé a dostava se do tlustého streva, kde
ji Stépi mikrobidlni laktazy — vzniklé monosacharidy se stavaji substratem pro dalsi
mikrobialni enzymy — tvorba mnoZstvi kratkych MK — ty jsou vysoce osmoticky aktivni a
vyvolavaji prijem

A. vrozeny deficit laktazy
- projevi se nesnasenlivosti mléka, obtize zac¢inaji od okamziku, kdy je ditéti podano mléko
- projevy — prdjmy, dehydratace a neprospivani

B. ziskany deficit laktazy
- po 6. roce Zivota, dochazi k ni geneticky podminénym postupnym snizenim jeji exprese

- dg. — stanoveni disacharidaz imunohistochemickymi metodami v bioptickém vzorku
ziskaného endoskopicky

- terapie — dietni opatfeni (bezlaktézova dieta), pfip. substituce enzymu laktazy pred
konzumaci mléénych pokrma
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Histaminova intolerance
« vznika v dusledku nerovnovahy metabolismu histaminu v téle a jeho nasledném hromadéni

- mlze byt i dlsledkem extrémné vysokého pfijmu v potravé ¢i poskozeného systému
odbouravani histaminu

« mimo potraviny mohou jako zdroje symptom0 z nadbytku histaminu pUsobit také Iéky, stres,
fyzicka aktivita ¢i toxiny

» patofyziologie:
« hlavni pri¢ina byva nedostateé¢na degradace histaminu v disledku snizené hladiny ¢i

aktivity enzymu diaminoxidasa (DAO) — enzym odbouravajici histamin, je produkovan
v bunikach GIT

« genetické faktory
« farmakologické faktory (inhibi¢ni i¢inek na DAO)
« zanétliva stfevni onemocnéni (ulcerdzni kolitida, MC)

« poSkozeni stfevni stény u jinych onemocnéni (nekompenzovana celiakie, jiné
intolerance)

« poruchy stfevni bakterialni flory

« snizena produkce enzymu DAO mtze byt pfechodna, méni se v ¢ase, takZze pacient
stfida dny (tydny, mésice, roky) dobré tolerance s obdobim zhorseni

« klinické projevy:
- abdominalni dyskomfort (bolesti bficha az kre¢e, nadymani, prdjmy)

bolesti hlavy (az migren6zniho charakteru), zavraté, nauzea, zvraceni

kozni nalezy (vyrazky, kopfivky, zEervenani pokozky, zhorSeni ekzému apod.)

potize s dychanim az dusnosti astmatického typu, otoky nosni sliznice

- mohou se objevit zmény chovani, Uzkostné i fobické stavy, poruchy spanku, snizeni chuti
k jidlu, zimomfivost a u Zen poruchy menstruace

» terapie:
1. omezeni histaminu ve stravé (nizkohistaminova dieta)

2. terapie zakladniho onemocnéni — v pfipadé, kdy vznikd na zakladé jiného
onemocnéni postihujiciho stfevo

3. substituce DAO
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12 — Alergie na jed blanokfidlého hmyzu

Alergie na jed blanok¥idlého hmyzu, projevy, Ié¢ba

Rad Blanok¥idli (Hymenoptera)
1. Celed Vcéeloviti (Apidae)
2. celed Srsnoviti (Vespidae)
3. celed Mravencoviti (Formicidae)

Chemické slozeni jedu blanokfidiého hmyzu
« kazdy zastupce ma specifické chemické sloZeni svého jedu

« v nékterych slozkach se mezi sebou mohou kfizZit, ale maji i typické slozky, které jsou dilezité
z hlediska diagnostiky (v laboratorni diagnostice odliSeni diky specifickym IgE protilatkam)

Insect venoms can vary significantly in their composition. They commonly
contain a complex mix of proteins, peptides, and enzymes, as well as smaller

molecular weight components. This graphic aims to give a broad overview of
some of these components.

The circle surrounding each component is colour coded to indicate whether it is
present in bee, wasp, hornet, or ant venom. Note that this represents a general
overview, and venoms will vary from species to species.

APAMIN

Can pass through the
blood-brain ba:

Bee Venom

MCD PEPTIDE

Causes degranulation

ALARM
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Signal and attract other

PHOSPHOLIPASE B

t cells, leading to

agent histamine.

Wasp Venom

SEROTONIN

irritant and

DOPAMINE

esent on

Homnet Venom

LETHAL DOSES OF VENOM
* Kﬁgﬁﬂ%n’gg Honey Bee 2.8mg/kg
ro:::ﬁ:;:::f;:i\;m Yellowjacket  3.5mg/kg
Sothe s of fre ame Giant Hornet  4.6mg/kg
ﬂnt {Vm e Harvester Ant 0.12mg/kg
Diagnostika

e anamnéza
« zda-li ho uz néjaky hmyz pobodal
« pokud ano — jestli byla néjaka reakce
« pokud ne — atypické, protoze nemohla probéhnout senzitivizace
- RA: 0-1
« SA: konicky (vCelari)
» kozni PRICK test — s redukovanou davkou alergenu
 specifické IgE protilatky a rekombinantni IgE protilatky
- mGzeme rozlisit jednotlivé slozky jedu, na které je dany pacient alergicky
- mizeme kvantifikovat cirkulujici IgE
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Klinické projevy

« normalni reakce po pobodani
« rozvoj v misté pobodani v fadu vtefin az minut
- bolestivé lozisko do 2 cm v prdméru
- misto bodnuti je zarudlé, kolem je bily pupen
« vymizi nejpozdéji do 2. dne po bodnuti

 rozsahla lokalni reakce
 svédivé a bolestivé lozisko se zarudnutim, horkosti a otokem
- vétsi nez 10 cm v priméru
. vymizi nejdfive za 24 hodin

- nepfedznamenava zvysené riziko rozvoje anafylaktické reakce — pouze 5-10% pripadu
se rozvine do obrazu systémové reakce

. vétSinou mizi az po poskytnuti 1écby
- terapie — p.o. antihistaminikum 2. a vy$si generace + p.o. glukokortikoid
« bézny zachranny bali¢ek — prednison 20 mg 2 tbl. + levocetirizin 5 mg 2 tbl.
« systémova reakce
« rozvoj u cca 3% celkové populace

- spojena s dal§imi projevy mimo misto vpichu — projevy rymy, paleni v krku, kasel,
celotélovy exantém, erytém, kopfivka, otoky, dusnost, nauzea

Stupen zavaznosti reakce dle postizenych struktur Klinické pfiznaky

1. stupen (lehky) kize a podkozi generalizovany edém, urtika

dusnost, stridor, expiracni piskoty,
nauzea, zvraceni, bolesti bficha,
prekolapsové stavy, pocit tize na hrudi

. ;s dychaci, kardiovaskularni
2. stupen (stfedni) s?/lstém, GIT
cyandza nebo SpO: < 92%, hypotenze
(STK < 90), kolaps, bezvédomi, uvolnéni
sveracl

hypoxie, hypotenze, zmény

3. stupeii (t€2ky) | | ity vadomi

Terapie
 stfedni az zavazna reakce — jako u anafylaxe
- adrenalin, antihistaminika, kortikosteroidy, oxygenoterapie, bronchodilatancia
« kauzalni lécba — specificka alergenova imunoterapie (SAIT)
- kauzalni Ié€ba alergie na jed blanokfidlych

- podstatou alergenové imunoterapie je podavani zvysSujicich se davek presné
definovaného alergenu, kdy dochazi k postupnému rozvoji dlouhodobé imunologické
tolerance

- vysoka efektivita — 95% léCenych po dosazeni udrzovaci davky efektivné chranéno pfi
dal$im pobodani
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13 — Imunodeficientni stavy

Imunodeficitni stavy — rozdéleni, diferencialni diagnostika.

Imunodeficience

a) fyziologicka — objevuje se koncem 6. mésice zivota; prestavaji plsobit ochranné faktory

vvvvv

b) patologicka — pretrvavajici porucha jedné nebo vice slozek imunitniho systému
podminéna geneticky nebo ziskana v pribéhu Zzivota, ktera vede ke snizeni
obranyschopnosti organismu

Zakladni rozdéleni

I. Primarni (vrozené) imunodeficience (PID)

 poruchy genl kédujicich proteiny dilezité pro funkci imunitniho systému

« klinické pfiznaky:

Casté a opakované infekce, chronické prijmy

« opakované komplikovany pribéh infekénich onemocnéni, ktera relativné Spatné
odpovidaji na standardni terapii

« 2 nebo vice infekci (meningitida, osteomyelitida, sepse) béhem roku

« infekce atypickymi mykobakteriemi

« u novorozencl — rozsahly erytém, zejména na dlanich a na chodidlech
neprospivani déti (jsou mensiho vzrlstu nez jejich zdravi vrstevnici)
pozitivni rodinna anamnéza

Il. Sekundarni (ziskané) imunodeficience (SID)

« onemocnéni, iatrogenni plvod ¢&i jiné vnéjsi faktory
 pficiny:

zavazna poranéni (popaleniny, polytraumata, stavy po rozsahlych operacich)
virové infekce, chronické infekce

podvyziva (choroby GIT, nevhodné diety, alkoholizmus, cirhdza)

faktory zevniho prostfedi (expozice chemickym skodlivinam, ionizujici zareni)
chronické stresové situace

stp. splenektomii

imunosupresivni plsobeni 1€kl (cytostatika, kortikoidy), [éCba zarfenim
infekce HIV

« primarni i sekundarni deficity Ize dale rozdélit podle slozky imunitniho systému:

1. poruchy nespecifické imunity

a) poruchy fagocytozy

b) poruchy komplementu

2. poruchy specifické imunity

a) bunécné imunodeficity

b) protilatkové imunodeficity

c) kombinované imunodeficity
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Diferencialni diagnostika
A. Imunoglobuliny
1. hladiny imunoglobulini (nefelometrie, turbidimetrie)
2. vySetreni specifickych protilatek
« interpretace:
- Brutonova agamaglobulinemie — Zadné, nebo nizké koncentrace vsech typl
- deficit IgA — selektivné snizeno IgA
+ hyper IgM — normalni nebo zvysené IgM, ostatni izotypy jsou velmi nizké
- pfitomnost monoklonalni protilatky — lymfoproliferativni onemocnéni
- zvySené IgE — Omenndv syndrom (varianta SCID), Wiskott-Aldrich syndrom
B. Komplement
1. mérfeni C3, C4
2. hemolytické aktivita komplementu CH50
C. Lymfocyty
1. KO — prehled o poctech lymfocytt
2. meéreni subpopulaci lymfocytl (pritokova cytometrie)
- B-lymfocyty (znaky CD19, CD20)
« T-lymfocyty (znaky CD3, CD4/CD8)
« NK buriky (znaky CD16, CD56)
3. sledovani funkci T lymfocyt( (test blastické transformace)
« interpretace:
« B+ T- nebo B- T+ — SCID
- chybéni B lymfocytl — Brutonova agamaglobulinemie
- snizeni B lymfocytll — CVID (béZna variabilni imunodeficience)
« snizeni CD4 s charakteristickou dynamikou — AIDS

- extrémné nizka ¢&i nulovd odpovéd v testu blastické transformace — SCID,
kombinované imunodeficity

D. Fagocyty

1. pocty granulocytd a monocytd (KO)

2. funkce fagocytl (NBT, burst test)

3. vysetieni adhezivnich molekul ze skupiny integrint (CD11/CD18) nebo selektint (CD15)
E. Genetické vysetreni

« pfi podezreni na primarni imunodeficienci, ktera je zplisobena na genové Urovni

« toto vySetfeni musi byt velmi prfesné definovano a vymezeno na urovni kombinace
klinickych priznak( a vysledkd dostupnych imunologickych vySetfeni

F. Dalsi vySetreni
1. zobrazovaci metody
2. biochemie
3. mikrobiologie
4. hematologie
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14 — SCID

Syndrom tézké kombinované imunodeficience (SCID) — pFiciny, klinické projevy.

« zpravidla se jedna o kombinaci humoralniho a bunééného defektu imunity

 predstavuji velmi zavaznou skupinu vrozenych imunodeficienci, u kterych dochazi ke
ztraté T-lymfocytu

- jiz u novorozencl zpuUsobuji tézké, Casto smrtici, virové, bakterialni, mykotické a
protozodlni infekce

« oc¢kovani zivymi vakcinami mize zpUsobit vazné onemocnéni
- bez Ié€by tyto déti umiraji vétSinou do 1 roku

« u mirnéjsich forem SCID se béhem Zivota vyskytuji ¢astéji riizné AlO (az u 20% pripadd) a
malignity (zejména rlizné lymfomy a karcinom Zaludku)

« morfologicky nalez u SCID je variabilni — u pfipad( s mutaci retézce y a ADA dochazi k
atrofii thymu s chybénim lymfocytl, u ostatnich pfipad( jsou zmény v zastoupeni rliznych
lymfocytarnich subtypt

Rozdéleni
1. SCID T- B- NK- — absence B-lymfocytd, T-lymfocytl i NK bunék
» SCID zptisobena deficitem adenosindeaminazy (ADA)
. AR dédi¢nost
. vede k hromadéni toxickych produktli metabolismu purinli v lymfoidnich burikach

. vysledkem je tézka lymfopenie (postihujici bunky T, B i NK fady) a rlzné kostni
abnormity

2. SCID T- B- NK+ — absence B-lymfocyt( i T-lymfocytl
« SCID na podkladé retiklarni dysgeneze
« AR dédi¢nost, velmi vzacné onemocnéni

- molekulova podstata je heterogenni — deficit rekombinazy RAG2 (enzym
zodpovédny za preskupovani gent pti vzniku TcR a BcR), porucha exprese receptoru
pro IL-7

- postihuje uz kmenovou burniku — blok vyvoje myeloidnich bunék i lymfocytt
3. SCID T- B+ NK- — absence T-lymfocytl i NK bunék
« SCID X-vazana

- defekt genu pro y-fetézec receptoru pro IL-2 (ale také pro IL-4, -7, -9, -11, -15), ktery
se nachazi na chromosomu X

- vysledkem této mutace je, Ze nezralé formy lymfoidnich bunék nemohou byt
uvedenymi cytokiny aktivovany, takze nedochazi k jejich diferenciaci na funkéni
formy T-lymfocytl

- nastava vyrazny pokles mnozstvi T-lymfocytli a snizeni syntézy protilatek fadou B-
lymfocytd, protoze chybéji aktivacni signdly fady T

« dale defekty riznych genli odpovédnych za funkénost a vyvoj T-lymfocytl (napfiklad
Janus 3-kinazy), které jsou zdédéné AR

« Omenniv syndrom — tézka funkcni porucha T-lymfocytll, doprovazena vyraznym snizenim
IgG, IgA, IgM a elevaci IgE

« AR dédi¢nost, prognéza fatalni

- klize a strevni sliznice je infiltrovana aktivovanymi T-lymfocyty produkujicimi IL-4 a IL-5,
které zpUsobuji eozinofilii

- na kUZi erytrodermie a alopecie, postizeni stfeva ma za nasledek tézké prdjmy
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15 — Vrozené imunodeficity

Vrozené imunodeficity — rozdéleni, pric¢iny, klinické projevy.

1. Humoralni (protilatkové) imunodeficience

- poruchy charakterizované nedostateénou nebo nadbyte¢nou tvorbou protilatek
(imunoglobulinG)

. pacienti s témito defekty humoralni imunity trpi zejména infekcemi zplsobenymi
bakteriemi (streptokoky, stafylokoky, hemofily, atypické mykobakterie), vzacnéji viry
(enteroviry, herpetické viry)

¢ Brutonova agamaglobulinémie

. defekt genu chromosomu X kédujiciho tyrosinovou kindzu Btk (Bruton tyrosine kinase)
UCastnici se signalni drahy proteinu BcR (receptor B lymfocytd), ktery fidi vyzravani B-
lymfocytd — dochazi k zastaveni normalni diferenciace B-lymfocytli na plazmocyty a
nedochazi k tvorbé funkénich protilatek (tvoii se jen tézké rfetézce imunoglobulind, lehké
fetézce se nevytvareiji)

« pocet perifernich lymfocytl je snizen, plazmocyty chybéji
- postihuje prevazné jedince muzského pohlavi, avSak existuji i vzacné formy postihujici divky
- mezi morfologické pfiznaky patfi:

« atrofie tonzil a uzlin, ve kterych chybéji reakéni centra

« thymus je normalni, stejné jako je normalni pocet prekurzord B-lymfocytl v kostni dfeni

- klinické projevy — opakované bronchitidy a bronchopneumonie, sinusitidy, otitidy a
konjunktivitidy, popfipadé pyodermie

« AR dédi¢na agamaglobulinémie

« vyvolana mutacemi genl kddujicich bud pfimo protein BcR, nebo jiné komponenty dilezité
pro vyzravani B-lymfocytl, které se nachazeji na jinych chromosomech, nez je chromosom
X — klinické i laboratorni pfiznaky shodné s Brutonovou agamaglobulinémii

« Selektivni deficit IgA (IGAD)
« velmi nizké (maximalné 0,05 g/l) nebo nulové hladiny sérového i sekre¢niho IgA

- defekt lezi na Urovni diferenciace B-lymfocytd tvoricich IgA — predpoklada se, Ze defekt lezi
na urovni kmenovych bunék

« projevy:

« IgA je odpovédny za slizni¢ni imunitu, ktera mUze byt ¢astecné zprostredkovana i
sekre¢nim IgM — proto Casto byva tento deficit bez klinickych priznak(; u nékterych
osob se vSak projevuje ¢astymi infekcemi hornich dychacich cest, zejména v détstvi

« Casto koincidence s inhala¢ni alergii, ¢astéjsi nez v bézné populaci je rovnéz vyssi
vyskyt AlO a pravdépodobné i nador(

« Selektivni deficity podtfid imunoglobulinG G (IGGSD) a specifickych protilatek (SAD)
- defekty podtfid IgG se vyskytuji bud'izolované, nebo spole¢né s deficitem IgA
« projevy — zavazné recidivujici infekce rlznych systéma

- u deficitu specifickych protilatek se nej¢astéji jedna o poruchu tvorby protilatek proti
polysacharidovym antigenim, pficemz celkova hladina imunoglobulini mdze byt normalni

« pacienti jsou nachylni k infekcim mikroorganismy, které maiji polysacharidova pouzdra
« Hypogamaglobulinémie pfechodna (THI)

. familiarné se vyskytujici defekt, ktery se projevuje u kojencl opozdénou tvorbou
imunoglobulinl; tento stav se obvykle spontanné upravi, pfic¢ina neni znama
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« Hypogamaglobulinémie bézna variabilni (bézna variabilni imunodeficience, CVID)

« hypogamaglobulinémie z rlznych pficin vyskytujici se bez predilekéni vazby na nékteré
pohlavi

- spoleénym znakem THI a CVID je pokles hladin vSech 3 imunoglobulin(, nékdy v§ak
jen pokles IgG — diagndza je zaloZzena na vylouc€eni vSech ostatnich znamych pficin
poklesu tvorby imunoglobulin

« projevy:

recidivujici infekce herpetickymi viry, enteroviry (véetné meningoencefalitidy) nebo
Giardia lamblia (prdjmy)

zvySena vnimavost k infekci H. pylori

zajimavym a v diferencidlni diagnostice ¢asto uzivanym znakem je, Ze u pacientt s CVID
se prakticky nikdy nevyskytuje infekce Pneumocystis carinii

Casty soucasny vyskyt AlO (RA, pernicidézni anémie, hemolyticka anémie)
zvySeni rizika pro vyskyt malignit lymfoidnich bunék a karcinomu Zaludku

- morfologické nalezy:

hyperplastické zarode¢né folikuly v uzlinach, sleziné a stfevnich Peyerovych platech

bézné je postiZeni stfev — typicka nodularni hyperplazie lymfatické stfevni tkané nebo
symptomatologie pfipominajici chronické nespecifické stfevni zanéty

¢asto vyskyt granulomi v rliznych organech, které zpravidla ustupuiji po Ié¢bé kortikoidy

¢ Syndrom nadmérné produkce IgM (HIM)

« normalni nebo zvysena produkce IgM pfi sou¢asném deficitu tvorby I1gG, IgA a IgE

- nejcastéji je spojen s defektem ligandu receptoru CD40 (tzv. CD40L), jehoZz gen lezi na
chromosomu X

interakce mezi molekulami CD40 a CD40L je nezbytna pro spravnou spolupraci
lymfocytld B a T pfi tzv. izotypovém prepnuti (isotype switching) ze syntézy bazalniho
typu imunoglobulin IgM na syntézu ostatnich tfid imunoglobulind

« projevy:

recidivujici pyogenni kozni infekce, nachylnost k infekcim Pneumocystis carinii apod.

rlzna AlO (autoimunitni neutropenie), ktera vyvolavaji nekrotizujici zanéty sliznice Ust a
konecéniku, nebo vyskyt sklerozujici cholangoitidy a nadorl Zlu¢ovych cest a jater

2. Bunécéné a smiSené imunodeficience

. tato skupina imunitnich poruch se déli na tézké smiSené defekty imunity, u kterych dochazi
k faktické ztraté T-lymfocytl, a na smisené defekty imunity, u nichZz se projevuji rizné
funkéni poruchy T-lymfocytl

« Tézké kombinované imunodeficience (SCID) — viz otazku 3.14
¢ Smisené defekty imunity (CID)

« heterogenni skupina poruch charakterizovanych normalnim nebo mirné snizenym pocétem
lymfocytl T s defekty jejich funkéni schopnosti.

« klinické pfiznaky:

obdobné jako u SCID, avSak daleko mirnéjSiho charakteru a pozdéjSiho nastupu
Casté jsou prljmy s pfiznaky ulcerdzni kolitidy a réizné alergie

pridruzené autoimunitni reakce, tykaji se predevSim krevnich bunék (hemolyticka
anémie, trombocytopenie, neutropenie), vzacnéji jinych systémi (vaskulitidy, hepatitidy)
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3. Hemofagocytarni syndromy

- jejich spoleénym znakem je dysregulace polyklonalni aktivace a proliferace T-lymfocytl
spojena s tvorbou vysokych hladin INF-y

« tento cytokin aktivuje makrofagy, které zvySené fagocytuji krevni elementy v kostni
dfeni, jatrech i slezing, s naslednou pancytopenii

- mezi diagnostické znaky patfi vysoky podil aktivovanych T-lymfocytl nesoucich znak DR
(vice nez 40%)

« jde o zavazné stavy, které ¢asto kon&i multiorganovym selhanim a smrti
« Chédiaktiv-Higashiho syndrom (CHS)

- mutace genu kodujiciho protein LYST, ktery se Ucastni na formovani lyzosomd, jez jsou
defektni — dochazi k poruse prenosu imunoregula¢ni molekuly CTLA-4 z lyzosomU na
membranu (tato molekula normalné brzdi neadekvatni aktivaci T-lymfocyt()

« chybéni této molekuly na buné¢né membrané proto vede k nekontrolované aktivaci a
proliferaci lymfocytl T s naslednou aktivaci makrofagli a hemofagocytdzou

. defektni slozeni granul neutrofilnich granulocytl zpUsobuje nelcinnost fagocytarniho
mechanismu — je zvySena vnimavost vici uréitym infekcim, predevsim bakterialnim (hlavné
S. aureus) a mykotickym

- defektni granula melanocytl zpUsobuiji projevy parcialniho albinismu
« nelécené onemocnéni konci letalné
« X-vazany lymfoproliferativni syndrom (Purtilliv syndrom, XLP)
- geneticky determinované onemocnéni postihujici pouze chlapce, ktefi jsou infikovani EBV
. postiZeni jedinci jsou zdravi az do prvniho kontaktu s EBV, ktery mize vyustit do 3 stavi:
1. tézka az fatalni infek&ni mononukledza, nékdy s pfiznaky meningoencefalitidy
2. lymfoproliferativni syndrom, postihujici pfedevsim B-linii (nej¢astéji lymfom z B-bunék v
brisni lokalizaci)
3. hypogamaglobulinémie
- v kostni drfeni je mozné prokazat hemofagocytézu, pravidlem je postizeni jater s projevy
tézké hepatitidy
. pfedpoklada se, ze infekce EBV indukuje nekontrolovatelnou proliferaci B-lymfocytl v

dlsledku mutace T-lymfocyty regulujiciho proteinu SAP, jehoz gen se nachazi na
chromosomu X

» Wiskotttv-Aldrichiv syndrom (imunodeficience s trombocytopenii a ekzémem)

- recesivni onemocnéni (incidence 4 na 1 milion Zivé narozenych) vazané na mutaci genu
nachazejiciho se na chromosomu X a kodujiciho multifunkéni protein WASP (Wiskott-Aldrich
syndrome protein) — protein ovliviiuje slozeni a integritu cytoskeletu, stejné jako prenos
intracelularnich signalll

« klinické projevy:
« imunodeficience
« infekéni komplikace, jako jsou recidivujici pneumonie a hnisavé otitidy
« typicky lokalizovany nebo generalizovany ekzém objevuijici se brzy po narozeni
« trombocytopenie — ohroZuje pacienty zavaznou krvacivosti (kozni petechie a krvavé
prijmy)
. asi u 40% nemocnych se vyskytnou v prlibéhu Zivota rizna AlO (vaskulitidy, hemolytické
anémie, neutropenie, stfevni zanéty) a zvysSuje se riziko vyvoje malignit lymfatického aparatu
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 Di Georgelv syndrom
« vyvojova porucha 3. a 4. zaberni vychlipky, ktera vede k hypoplazii nebo aplazii thymu
. disledkem je Uplna nebo Castecna ztrata imunity zprostfedkovana T-lymfocyty

. soucasné dochazi k defektu vyvoje pristitnych télisek a poruse metabolismu kalcia a fosfatd
— snizeni hladiny kalcia obvykle vyvola tetanii

« projevy — nachylnost k infekcim zejména virového a mykotického plivodu
- morfologicky se da prokazat i atrofie T-lymfocytarni parakortikalni oblasti v lymfatickych
uzlinach a dalsi lymfoidni tkani, rozsah B-lymfocytarnich zon pfitom zlistava nezménén
4. Poruchy fagocytozy
« zejména poruchy poctu a funkce neutrofilnich granulocytt, ¢aste¢né makrofagu

- poruchy fagocytdzy se projevuji nachylnosti k rlznym infekcim zplsobenym predevsim
stafylokoky, atypickymi mykobakteriemi, enterobakteriemi a mykdzami

« Kostmanntv syndrom
. téZka vrozena neutropenie
« v kostni dreni je poruseno vyzravani granulocytt ve stadiu promyelocytl a myelocytd

- projevy — brzy po narozeni Casté a zavazné infekce; u pomérné vysokého procenta
postiZzenych se pozdéji vyvine AML

 Cyklicka neutropenie
. pfechodné snizovani poc¢tu granulocytd v krvi v cyklech trvajicich 19-21 dnd

« tézkéa neutropenie trva nékolik dnd a v tomto obdobi se zvySené vyskytuji infekéni, prevazné
bakterialni onemocnéni

« v meziobdobi jsou pocty granulocytl v dolnim pasmu normalnich hodnot
« Chronicka granulomatézni choroba (CGD)
- je spojena s defektem NADPH oxidazy ve fagocytech

« poc¢ty neutrofilll jsou normalni, neutrofily a monocyty vSak nejsou schopné zabit
fagocytované bakterie, jsou defektni ve schopnosti vytvaret velké mnoZstvi kyslikovych
radikal(

- podle typu defektu tohoto systému se jedna o onemocnéni vazané na chromosom X (asi
60% pripadl) nebo o onemocnéni AR dédi¢né (40%)

* projevy:
+ od kojeneckého véku hnisavé infekce klze, zanéty plic a hnisavymi lymfadenitidami.

« tvorba cetnych granulomd v riznych organech vcetné strev, pripominajici Crohnovu
chorobu

« pozitivni reakce na BCG vakcinu
« Defekt adhezivnich molekul (LAD)

- deficience leukocytarnich integrini (CD11/CD18); projevy:
« porucha chemotaxe a adheze neutrofilll s pfiznaky snizené imunity
« leukocytdza zplsobena zmensenim nebo chybénim marginainiho poolu granulocytd
« neschopnost koncentrovani granulocytll v mistech infekce vysvétluje Casty vyskyt

infekci a jejich tézky pribéh
. ze zanétl vyvolanych infekcemi jmenujme gingivitidy, parodontitidy, sialoadenitidy, otitidy,
sinusitidy a pneumonie
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Poruchy komplementového systému

. relativné vzacna onemocnéni, ¢asto bez vyraznych klinickych priznakd. Néktefi jedinci s
témito poruchami maiji zvy$enou nachylnost k pyogennim a neisseriovym infekcim

deficity ¢asnych slozek komplementu (C1-C4)

« podileji se na solubilizaci a opsonizaci imunokomplex

« projevy — rozvoj pyogennich infekci a k pfiznakim obdobnym jako u onemocnéni
zpUsobenych imunokomplexy, zejména pfipominaji SLE

deficit slozky C5
« extrémné vzacny, vede k meningokokovym a gonokokovym infekcim
deficity slozek C6-C9
« jsou priznaky velmi diskrétni a pozoruje se rovnéz nachylnost k infekcim neisseriemi

deficity alternativnich slozek komplementu se tykaiji faktorti B, H, | a properdinu

« jsou diagnostikovany u pacientd, ktefi prodélali meningokokovou meningitidu nebo
neisseriové infekce.

Hereditarni angioedém
+ AD dédi¢nost, UpIné chybéni nebo funkéni porucha inhibitoru C1

« po minimalnich stimulech (drobna poranéni, stomatologické a chirurgické vykony,
menstruace, infekce) se aktivuje cela komplementova kaskada

. vysledkem jsou edémy podkozi a sliznic (laryngu, stfev, mocovych cest) projevujici se
dechovymi obtizemi, bolestmi bficha se zvracenim a prdjmy nebo retenci moci

Syndromy se zvy$enou lomivosti chromosomti
- podkladem je geneticky podminéna porucha proteind Ucastnicich se oprav DNA
- to vede ke zvyseni citlivosti bunék organismu na poskozeni zevnimi mutageny a k defektlim
imunity
- pacienti trpici témito chorobami maiji kromé urcitého stupné imunodeficience také zvysené

mnozstvi klasickych chromozomalnich aberaci a jejich buriky reaguji na mutageny vyssim
stupném chromosomalniho poskozeni

Bloomuv syndrom
- AR dédi¢nost

. projevy — imunodeficience (zahrnuji poruchy B lymfocytll), vysokd nachylnost k rlznym
typm karcinomu (zejména koznich)

Ataxia telangiectasia (AT)

- vzacné AR onemocnéni; gen odpovédny za vznik této choroby se nachazi na 11.
chromosomu, tvz. gen ATM (ataxia telangiectasia mutated)

- charakteristicka je ¢asné vznikajici progresivni cerebelarni ataxie (progresivni mozeckova
korova degenerace postihujici Purkyriovy a granularni bunky) — ddvod specifické ztraty
Purkyriovych bunék je nejasny, pravdépodobné je tento bunéény typ obzvlasté citlivy na
oxidativni stres, ktery nasleduje po ztraté normaini funkce ATM

« druhym zakladnim znakem je telangiektazie — povsechna dilatace krevnich cév (pfic¢inou
muUze byt oxidativni stres zplsobeny tvorbou endogennich volnych radikal)

- dal$im pfiznakem je imunodeficience na podkladé snizené funkénosti B i T-lymfocytl
(projevuje se v respiracnim traktu opakujicimi sinusitidami a bronchopneumoniemi)

- dalsi projevy — nachylnost ke vzniku nadorl, zvySena radiosenzitivita, pfed¢asné starnuti,
chromosomalni nestabilita, defektni bunéény cyklus
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16 — Ziskané imunodeficity

Ziskané imunodeficity - rozdéleni, pFiciny, klinické projevy.

» postihuji sou¢asné nékolik slozek imunitniho systému

« jde o ¢asta onemocnéni s heterogenni etiologii, na kterych se podili podvyziva, riizné virové,
bakterialni a parazitarni infekce a riizna metabolicka onemocnéni

- velmi casto jsou také vysledkem l|écebnych zasahl, jako napfiklad radioterapie,
imunosupresivni a cytostaticka terapie apod.

1. Drenové dysfunkce
« stavy, pfi kterych v dlsledku rliznych pri¢in dochazi ke sniZeni tvorby krevnich element(

- tyto stavy se nékdy oznaduji jako periferni cytopenie nebo také dienové Gtlumy

« vedou k nim 2 skupiny hematologickych onemocnéni:

1. Aplastické anémie

tvorba krevnich bunék v kostni dfeni je snizena nebo fokalné chybi

kostni dfen je hypocelularni, v nékterych pripadech mohou byt krevni ostrlivky
nahrazeny tukovou tkani

incidence 2:1 000 000 za rok
mohou byt vrozené nebo ziskané
na vzniku aplastické anémie se mize podilet:
. ozareni, Ucinek rliznych Ié¢iv a chemikalii
- infekce EBV, viry hepatitidy B a C, HIV
« nadory primarni (thymom, preleukemické stavy, leukémie, lymfomy)

- nadory sekundarni (infiltrace kostni dfené karcinomy a jinymi typy solidnich
nadoru)

- imunitné zprostifedkovana destrukce viry infikovanych bunék nebo destrukce
na autoimunitnim podkladé

2. Myelodysplastické syndromy

kostni dreri sice mlze byt hypercelularni, avSak krevni bunky nejsou ze diené
vyplavovany, takze vysledek na periferii mize byt stejny jako u aplastickych anémii

incidence pfiblizné 5:1 000 000 za rok

projevy vzniklé imunodeficience se odviji prfedevS§im od snizeného poctu
neutrofilnich granulocyt(

2. Ziskané poruchy thymu

« nejCastéjsi priciny — thymektomie, téZzké sepse a nahlé stresové situace, infekce virem
HIV, vysoké davky kortikoidl nebo imunosupresivni 1é¢ba z riznych pficin, primarni nador
thymu (thymom)

« klinické priznaky zavisi na véku postizené osoby — s pfibyvajicim vékem klesa funkéni
schopnost thymu, a proto napfiklad v pfipadé transplantace stoupa riziko reakce Stépu
proti hostiteli (GvHD)

« klinické projevy:
« rlizné projevy AlO (SLE, hemolytické anémie atd.)

« hypogamaglobulinémie (Goodtv syndrom) a neutropenie spojené s imunodeficienci, a

« krvacivé projevy souvisejici se vznikem trombocytopenie
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3. Imunodeficience po splenektomii a hyposplenismu

provazeny zvysenou nachylnosti k riznym infekcim koncicim nékdy sepsi
priciny — amyloiddza sleziny, sarkoiddza sleziny, AIDS, vrozena aplazie sleziny

4. Ziskané poruchy poc¢tu a funkce perifernich leukocytt

mohou byt nasledkem Utlumi kostni dfené nebo vlivu faktor(, jako jsou antimembranové
autoprotilatky, nedostatek opsonind, poruchy komplementu, sérové inhibitory apod.

pacienti s timto typem imunodeficience jsou obvykle nachylnéjsi ke stafylokokovym
koznim infekcim

vyskyt vaznéjSich komplikaci vcetné sepse hrozi pfi markantnim poklesu poctu
neutrofilnich leukocytd (pod 500 na 1 pl krve)

mezi onemocnéni vedouci k tomuto typu imunodeficience patfi:

. rizna AlO, jako jsou SLE, autoimunitni idiopaticka neutropenie, Sjégrenova choroba,
revmatoidni artritida, trombocytopenicka purpura, smiSena choroba pojiva, chronicka
aktivni hepatitida, Basedowova ¢i Hashimotova struma

- nékteré virové infekce (CMV, HIV, parvoviry)
« maligni onemocnéni (riizné typy lymfom0 a leukémii, thymom)
« nékteré Iéky (sulfonamidy, chinin, prokainamid, hydantoin, penicilamin, fenothiazin atd.)

5. Ziskané protilatkové imunodeficience

jejich pricinou je nedostatek imunoglobulin zplsobeny:
a) ztratou existujicich imunoglobulind z krevni plazmy
« onemocnéni ledvin vedouci k nefrotickému syndromu
« popaleniny, vyrazné ztraty krve
b) jejich nedostate¢nou tvorbou, &i nefunkénosti
« rdzné typy lymfomd a leukémii, plazmocytarni myelom
- nékteré Iéky uzivané pfi Ié¢bé revmatoidni artritidy a epilepsie

6. Imunodeficience jako nasledek lIééebnych postupt

komplikace modernich léCebnych postupl, pfi kterych je nutné pouzit imunosupresivni
nebo cytostatickou l1é¢bu a ozarovani

patfi mezi né transplantace kmenovych bunék, transplantace ledvin i jinych organd,
chemoterapie a aktinoterapie nador(

stuperl imunodeficience je rlizny podle dynamiky obnovy hematopoézy — v pocatec¢nich
stadiich dochazi k neutropenii, ktera je snadnéji zvladnutelna nez nasledna tézka bunécna
imunodeficience

7. Imunodeficience navozené infekénimi agens

imunodeficientni jedinec je vice nachylny k rlznym infekcim a naopak néktera infekcni
agens mohou imunodeficienci navodit nebo prohloubit

plvodci infekce vyvolavaji imunodeficienci rlznym zplsobem — bud plsobi svou
toxicitou, nebo jsou schopni vyradit z funkce nékterou ze sloZek imunitniho systému

mezi agens zpUsobujici imunodeficienci patfi viry (HIV, EBV, virus spalnicek, virus chfipky
aj.) i bakterie (napriklad Helicobacter pylori, Borrelia burgdorteri)

s
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17 — Moznosti lécby imunodeficitu

Moznosti kauzalni a symptomatické lééby imunodeficitnich stavdl.

Kauzalni lééba imunodeficitu

1.

Transplantace kmenovych bunék krvetvorby

« |écba se provadi transplantaci kmenovych hematopoetickych bunék od zdravého darce

hematopoetické kmenové buriky pro transplantac¢ni pouZiti Ize ziskat 3 zpUsoby:

1.
2.
3.

odbérem punkci z lopaty kosti kycelni

z pupecnikové krve (odbérem z placenty po porodu a po odstfizeni pupecniku)

z periferni krve po predchozim uvolnéni z kostni dfené plsobenim GM-CSF a
pozitivni selekci CD34+ bunék

transplantace kostni dfené nevyZaduje chirurgicky zakrok pfi podani transplantatu

zakladem transplantace je transfuze bunék kostni dfené (nebo krvetvornych kmenovych
bunék ziskanych z krve) do krevniho obéhu pfijemce — ta zabezpeci uchyceni a funkci
jednotlivych krvetvornych kmenovych bunék v krvetvorné tkani pfijemce

jejimi specifickymi problémy je pfedtransplantacni pfiprava pfijemce, kterda ma jednak
zabezpecdit prijeti Stépu a Casto také potlacit onemocnéni krvetvorné tkané

. pfedtransplantacni pfiprava pfijemce mize zahrnout celotélové ozareni ionizujicim
zarenim davkou okolo 10 Gy a podani cytostatik ve vysokych davkach

« pfipravny rezim bud zcela zni¢i pavodni krvetvorbu (myeloablativni rezim), nebo vede k
vyrazné imunosupresi aZz imunoablaci (nemyeloablativni rezim, rezim s redukovanou
intenzitou) a pfipravi ve dfeni prostfedi pro uchyceni Stépu (engraftment)

podle plvodu S$tépu se rozliSuje transplantace autologni, alogenni a vyjime¢né syngenni,
kdy je darcem jednovaje¢né dvojce

a) autologni transplantace — pacientovi se prevadéji vlastni hematopoetické
kmenové buriky odebrané pfi remisi nebo alespori ve fazi minimalni aktivity
zakladniho onemocnéni

b)

autologni transplantace sama o sobé neléci zakladni onemocnéni, ale umoznuje
pouzit velmi intenzivni myelotoxicky lécebny rezim, ktery kromé pulsobeni na
nador fatalné poskozuje ptvodni krvetvorbu

rizikem je moznost, Ze $tép obsahuje i patologické bunky lIé¢eného onemocnéni
soucast terapie nékterych agresivnich lymfoma a plazmocytarniho myelomu

alogenni transplantace — podani krvetvornych bunék jiného clovéka, tzv. darce,
kterym mUze byt pribuzny (nejCastéji sourozenec), nebo nepfibuzny — idealné se
shodou ve v§ech deseti molekularné sledovanych antigenech I. a ll. tfidy HLA

oproti autologni transplantaci nehrozi, ze by byl $tép kontaminovan
patologickymi burikami

Stép obvykle obsahuje darcovské lymfocyty, které rozpoznavaji (a imunitnimi
mechanismy nic¢i) prezivajici nadorové buriky, coZz se oznacuje jako reakce Stépu
proti nadoru (graft versus tumor, GvT), resp. reakce $tépu proti leukémii (graft
versus leukemia, GvL) — odvracenou stranou tohoto mechanismu je poskozeni
organ(l a tkani pfijemce (reakce stépu proti hostiteli, GvHD)

je indikovana zejména u akutnich i chronickych leukémii a u pokrocilého
myelodysplastického syndromu; z nenadorovych indikaci napfiklad tézka
aplasticka anémie véetné vrozenych poruch krvetvorby

« komplikace — p¥i transplantaci kostni dfené pravidlem

- nez dojde k obnové krvetvorby (v radu tydn() je pacient téZzce pancytopenicky a je
ohrozen infekcemi pfi leukopenii a krvacenim pfi trombocytopenii
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2. Transplantace alogenni thymové tkané

» kauzalni Ié¢ba vrozené deficience thymu (di Georgetliv syndrom) — vétsina pacientl s
di Georgeovym syndromem nevyzaduje tuto I1é¢bu, nebot defekt neni kompletni

« tato |é¢ba pfipada teoreticky v Uvahu také u nékterych sekundarnich imunodeficienci
véetné infekce HIV

3. Genova terapie

* funkéni gen, ktery ma nahradit nefunkéni gen pacienta, je vnesen pomoci vhodného
expresniho vektoru do lymfocytd, ¢i Iépe kmenovych bunék pacienta

* dosud hlavnim problémem je nalezeni dostate¢né ucinnych vektorl, které by zabezpedily
pfenos a adekvatni expresi vnaseného genu v co nejvétsim poctu bunék (idealné
kmenovych)

* genova terapie byla zatim klinicky pouZita pouze u nékolika malo prfipadl deficience
adenosin deaminazy (SCID), vysledky byly jen z&asti Uspésné; druhym klinicky uspésnym
pokusem je genova lécba pacientll se SCID zplisobenym deficitem spolec¢ného y retézce
receptoru cytokind

Substituéni Ié¢ba imunodeficita
« tj. ndhrada chybéjiciho produktu imunitniho systému

« pouziva se u protilatkovych poruch imunity, u nékterych komplementovych deficitl, v pfipadé
deficitd nékterych cytokind

« lze sem také zaradit autologni transplantaci kmenovych bunék, ktera je pouzivana jako
substituéni 1é¢ba u sekundarnich poruch imunity navozenych intenzivni chemoterapii nebo
radioterapii pfi [éCbé zhoubnych nadord

1. Substituéni Ié¢ba intravenéznimi imunoglobuliny
« pouziva se u pacientll se zavaznymi vrozenymi a sekundarnimi poruchami tvorby protilatek
« imunoglobuliny k i.v. aplikaci se ziskavaji z plazmy darc krve

« jsou opracovany tak, aby neaktivovaly komplement (nesmi obsahovat agregovany
imunoglobulin), a z hlediska bezpecénosti prochazeji riznymi procedurami, minimalizujicimi
mozny prenos infekci

« k dispozici jsou v sou¢asné dobé i preparaty pro subkutanni aplikaci (pacienti si je mohou
aplikovat sami).

2. Substituéni Iééba u komplementovych deficitt
« indikace — hereditarni angioedém zpUsobeny deficitem C1 inhibitoru
 k dispozici je C1 inhibitor pfipraveny z normaini lidské plazmy

« slozky komplementu spotfebované pfi septickych stavech lze nahradit nejlépe infuzi
plazmy

3. Substituéni Ié¢ba rustovymi faktory
» rekombinantni erytropoetin (rEPO)
« U pacientd s chronickym renalnim selhanim, ktefi maiji deficit tohoto cytokinu
« rekombinantni riistovy faktor granulocytovych kolonii (rG-CSF)
« U vrozené agranulocytézy (Kostmannova syndromu)

« u nékterych dalsich druh( neutropenii, zejména ke zkraceni intervalu nutného k
regeneraci granulopoézy po transplantaci kostni diené
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18 — Imunostimulancia

Imunostimulatory a jejich klinicky vyznam.

 UCinek:
« u patologicky snizené funkce imunitniho systému
« posileni normalné fungujiciho imunitniho systému
 rozdéleni:
1. nespecifické imunostimulatory
- komplexni posileni imunitni odpovédi
2. specifické imunostimulatory (vakcinace) — viz otazku 3.23
« posileni imunitni odpovédi proti konkrétnimu antigenu

Nespecificka imunostimulancia

1. Syntetické imunomodulatory
€ isoprinosin (methisoprinol)
- mechanismus uc¢inku:

1. imunomodulans — stimuluje proliferaci T-lymfocytd a NK bunék, indukuje
dozravani a diferenciaci T-lymfocytl, indukuje produkci cytokinl (interferonu a
lymfokind)

« stimula¢ni vliv na lymfocyty T je nejvyraznéj$i na pocatku lécby, pfi
dlouhodobém podavani se snizuje

2. virostatikum — inhibuje replikaci nékterych virG (hlavné herpetickych, ale i
respirac¢nich virQ)

. indikace — virové infekce s tézSim nebo recidivujicim pribéhem, u pacientd s
laboratornimi znamkami bunéé&ného imunodeficitu

« recidivujici herpes labialis, herpes genitalis, herpes zoster, kondylomata, CMV
infekce, EBV infekce, spalnic¢ky

- nezadouci u¢inky — elevace kys. mocové v séru, GIT obtize, bolesti hlavy

2. Bakterialni imunomodulatory
a) Bakterialni lyzaty k lé¢bé recidivujicich infekci

- mechanismus U¢inku — obsahuji nastépené kmeny bakterii vyvolavajici onemocnéni
dychacich cest (Klebsiella pneumoniae) nebo mocovych cest (UPEC) — nespecificka
stimulace imunity, zejména ovlivnéni slizni¢niho imunitniho systému

« pfi dlouhodobém podavani Ize indukovat i specificky U€inek — tvorbu IgA
protilatek proti podavanym kmendm

- indikace — k dlouhodobé prevenci u opakovanych infekci dychacich a mo¢ovych cest
€ Broncho-vaxom, € Urovaxom, € Luivac, € Ribomunyl
b) Bakterialni lyzaty k 1é¢bé nadori

- mechanismus Uéinku — suspenze Mycobacterium bovis (BCG), nebo slozka jejich
bunécéné stény (muramyl dipeptid) = nespecificka stimulace imunitniho systému, coz
nepfimo vyvolava i odpovéd na nador (zvysuje produkci cytokind)

. indikace — nadory mocového méchyre (intravezikularni podani), osteosarkom bez
prikazu metastaz (i.v. infuze)

- kontraindikace — hypersenzitivita, imunosuprimovani pacienti, aktivni TBC, akutni
infekce mocovych cest
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3. Cytokiny a rustové faktory

« cytokiny jsou endogenni regulatory imunitnich reakci, chemicky jde o polypeptidy nebo
glykoproteiny

- konstitutivni produkce cytokinl je nizka nebo zadna, ke zvySeni dochazi az po uréitém
signalu (infekce, stres) a trva jen po urcitou dobu

- jejich plsobeni zavisi na vazbé se specifickymi membranovymi receptory

« nékdy jsou pfirovnavany k hormondm — zatimco hormony jsou produkovany jednim
typem specializovanych bunék, cytokiny jsou obvykle sekretovany vice typy bunék;
hormony pUlsobi endokrinné (na mistech vzdalenych od jejich produkce), cytokiny
pusobi parakrinné nebo autokrinné (vyjimky TNFa, IL-1, IL-6)

« muUzeme potlacit jejich plsobeni (tj. imunosuprese), nebo je podavat (tj. imunostimulace)
 vyrabény rekombinantni DNA technologii za pomoci E.coli
A. G-CSF (rastovy faktor stimulujici granulocytarni kolonie)

« mechanismus uc¢inku — vyvolava zvySené vyplaveni prekurzor(l neutrofill; zvySenim
jejich proliferativni schopnosti a zrychlenim jejich vyzravani zkracuje trvani neutropenie

» indikace — lécba a redukce doby trvani neutropenie (u pacientl po cytotoxické
chemoterapii malignity; u myeloablativni terapie nasledované transplantaci kostni drené);
vyplaveni progenitorovych bunék u zdravych darci kostni dfené pred alogenni
transplantaci

« nezadouci Uucinky — bolesti skeletu, chripkovy syndrom, reakce v misté vpichu, alergie
€ filgrastim, € pegdfilgrastim

B. Interferony (INF)
« cytokiny s funkci intercelularnich posl

« mechanismus uc¢inku — Ucinkuji virostaticky, antiproliferacné, zasahuji do imunitnich
reakci

 indikace:
« INF-a — hematologické malignity, mnoho¢etny myelom, melanom, hepatitida B a C
« INF-B — sclerosis multiplex
« INF-y — prevence infekci u chronické granulomatoézni choroby

e nezadouci U¢inky — flu-like syndrom, leukopenie, GIT poruchy, kozni projevy,
neurologické priznaky, deprese

C. TNF-a (tumor-nekrotizujici faktor)
« indikace — adjuvantni nebo paliativni terapie sarkom mékkych tkani
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19 — Imunosupresiva

Imunosupresiva a jejich klinicky vyznam.

« latky tlumici ¢innost imunitniho systému

« pouziti:

a) patologicky zvys$ena reaktivita imunitniho systému — AIO, alergie
b) transplantologie — prevence a |é¢ba rejekce a reakce $tépu proti hostiteli (GvHD)

1. Glukokortikoidy

hormony kury nadledvin ¢i jejich analoga
mechanismus u¢inku:
« vysoce lipofilni — snadno prestupuji membranami

. vazba na cytoplazmaticky receptor, translokace do jadra a ovlivnéni genové
transkripce — Ucinek na Urovni transkripce gent

« inhibice tvorby prozanétlivych cytokinG (IL-1, IL-2, TNF) a blokada syntézy
receptord pro cytokiny (IL, TNF)

« inhibice syntézy mediator(i zanétu (prostaglandiny, leuktorieny, PAF)
pouziti hlavné (ale ne pouze) v akutni fazi
dlouhodobé zavazné NU, snaha o minimalizaci expozice
uéinky:
- metabolické ucinky
* jatra — zvySeni glukoneogeneze (T glykémie)

« periferni tkané — katabolické UCinky (kosterni sval — sniZeni proteosyntézy,
zvy$ené uvolfiovani AMK, snizeni utilizace glukdzy; tukova tkan — zvyseni lipolyzy)

- protizanétlivé ucinky
» potlaceni projevil zanétu (potlaceni vazodilatace, sniZzeni permeability, teploty,
bolesti, exsudace) — potlacenim exprese genll pro zanétlivé cytokiny
« potlaceni proliferace fibroblastd — snizena proliferacni faze zanétu, zhorsené hojeni
- imunosupresivni ucinky

« snizeni poctu lymfocytll, monocytl, eozinofill, bazofild v krvi — je suprimovana
rejekéni reakce transplantatu; je potlacena tvorba protilatek (zvysené riziko infekci)

« vyplaveni neutrofild z kostni dfené do krve
« ucéinky na krev
« zvySeni trombocytl (zvySena srazZlivost), erytrocytll i koncentrace hemoglobinu
« ucinky na kost a pojivo
+ prevaha resorpce nad osteogenezi (rozvoj osteoporozy)
« snizeni tvorby kolagenu
« negativni vapnikova bilance (snizena absorpce, zvySena exkrece)
« Ucinky na ledviny
« zvySeni glomerularni filtrace
« Ucinky na kardiovaskularni systém
« snizeni pfesunu vody do bunék, udrzuji tak extracelularni objem tekutiny
« zvySeni kontraktility myokardu
« zvySeni cévniho tonu
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Ve

1.1. Glukokortikoidy pro systémové podani
€ hydrokortizon, €, methylprednisolon, € prednison, € dexamethason

« davkovani — typicky 1x denné (rano); dale v pulzech (kratkodobé narazové davky —
az v gramech, i.v., napf. u sklerosy multiplex); podani p.o. i parenteralné

v v

- vysazovat postupnym snizovanim davky
« indikace pro systémové podani:

1. substituéni Iééba — pri nedostate¢né sekreci endogenniho hormonu (Addisonova
choroba, adrenalektomie)

2. akutni stavy — akutni alergickd reakce, status asthmaticus, akutni ataka
roztrouSené sklerdzy, Sokové stavy, edém mozku (dexamethason i.v.)

chronicka onemocnéni — protizanétliva Ié¢ba, predevsim pfi exacerbaci
imunosuprese (po transplantaci)

U I

malignity (zvlasté hematologické)
6. porodnictvi — v pfipadé hroziciho pred¢asného porodu k indukci plicni zralosti

» nezadouci Ucinky:
. kratkodobé podani (do 7 dnd, i u velkych davek) nevyvola NU, nebo jen velmi mirné
- pfi dlouhodobém uzivani (fada mésicll) — atrofie klry nadledvin

« zplsobeno zpétnovazebnim Gtlumem tvorby ACTH, ktery ma na kdru nadledvin
trofické UCinky — proto je nutno vysazovat je postupné (hrozi az akutni
insuficience)

« iatrogenni Cushingliv syndrom — meésiCkovity obli¢ej, byc¢i Sije, strie, akné,
centralni obezita (pfi relativné stihlych koncetinach)
1.2. Glukokortikoidy pro lokalni podani
€_budesonid, € betamethason, € flutikazon, € triamcinolon

» kortikosteroidy s omezenou biologickou dostupnosti — bud’ se nevstfebavaji, nebo
se vstiebavaiji, ale maji vysoky first-pass efekt v jatrech (~90%)

« podani ve formé:
a) ocni, usni a nosni kapky — neinfekéni (!) zanétliva onemocnéni oka

b) masti a krémy pro aplikaci na kdzi a sliznice — kozni zanétlivda onemocnéni
(psoriaza, LE, lichen planus, alergické zanétlivé stavy, ekzémy...), hemoroidy

c) injekce intraartikularné, instrasynovialné, periartrikularné — symptomaticka
|é¢ba subakutniho a chronického zanétlivého onemocnéni kloubl

d) aerosol k inhalaci — astma bronchiale, CHOPN
e) intranazalni kortikoidy (sprej, nosni kapky) — alergicka rinitida

f) rektalni formy (Cipky, klyzmata); nebo peroralni formy uvolnujici se v distalnich
Usecich stfeva — |éCba nespecifickych strevnich zanétd

¢ nezadouci ucinky:
. lokélni — atrofie kiize a sliznic, kandidéza dutiny Ustni (NU inhala¢nich forem)
. systémové NU jsou vzacné, ale mohou se vyskytnout pfi zvy$ené expozici — pii
pouziti na vétsich plochach téla (zejména u déti) a ve vysokych davkach
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2. Cytostatika (antiproliferacni latky)
» vyuzivaji vedlejsi ucinek klasické cytostatické terapie, ktera poskozuje rychle délici
se bunky; davky uzivané v imunosupresi jsou nizsi nez v onkologické lé¢bé
€ azathioprin
- mechanismus U¢inku — prodrug 6-merkaptopurinu, tj. purinovy analog
« inhibuje tvorbu purinovych bazi, a tim i nukleovych kyselin
- indikace:
« AIO
« prezivani transplantovanych organtl (v kombinaci jako cortoid-sparing drug)
« jako aktivni 6-merkaptopurin je uzivan v 1é¢bé hematoonkologickych chorob u déti
« nezadouci Géinky:
« Utlum kostni dfené — leukopenie, trombocytopenie, anémie (sledovat KO)
« zvyseneé riziko infekci
 teratogenita, mutagenicita
€ metotrexat
- mechanismus Uéinku — analog kys. listové (antifolat)
« fale$ny substrat enzymu pro syntézu tetrahydrolistové kys. — inhibice syntézy DNA
- indikace:
« AIO
« |ék volby u revmatoidni artitidy
+ |é¢ba hematologickych malignit (vysoké davky)
- nezadouci Ucinky:
« GIT potize (v€etné aftoznich stomatitid)
« hepatotoxicita (sledovat jaterni testy)
« nefrotoxicita (sledovat rendlni funkce, alkalizovat mog)
« intersticialni pneumonie (sledovat respirac¢ni funkce)
« poruchy krvetvorby; zvySené riziko infekci, tumor( (EBV infekce, lymfomy)
- k prevenci NU Ize podavat nizké davky kys. listové (1 den po metotrexatu)
€ cyklofosfamid
« mechanismus uG¢inku:
« v jatrech preménovan na alkylaéni metabolity — vazou se na DNA a poskozuji DNA
- indikace:
« AIO (hlavné vaskulitidy) — pokud selze méné toxicka lécba
« hematologické malignity (vysoké davky)
- nezadouci ucinky:
» nefropatie
« hemoragicka cystitida (profylaxe — mesna neutralizuje metabolit akrolein)
« Utlum kostni dfené
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3. Selektivni imunosupresiva

« léky blokujici aktivaci imunitniho systému bez obecného cytotoxického Ucinku —
neposkozuji rychle se mnozici tkané jako cytostatika
3.1. Inhibitory kalcineurinu
€ cyklosporin, € takrolimus
- mechanismus uc¢inku:

« tyto latky tvofi v cytoplazmé komplex se svym imunofilinem — (imunofiliny jsou
proteiny schopné vazat r(izné latky, podili se na aktivacnich a signalnich drahach
bunky — cyklofilin vaze cyklosporin, FKBP-12 vaze takrolimus)

« komplex inhibuje kalcineurin (kalcineurin je fosfataza, ktera v T-lymfocytu
zprostredkovava bunéénou signalizaci) = vysledkem je snizena tvorba IL-2 a

pfibuznych cytokinl — nasledné dochazi k Utlumu aktivity T-lymfocytd a
proliferace B-lymfocytl na T-lymfocytech zavislé
- indikace:

« transplantace (profylaxe rejekce), prevence GvHD
« |écba AlO refrakternich k bézné Iécbé (hlavné cyklosporin)

- nezadouci ucinky:
» nefropatie, hepatopatie,neuropatie, tres, bolesti hlavy, infekce
« hirsutismus (u cyklosporinu velmi ¢asty, u takrolimu vzacny)
 hyperplazie dasni (cyklosporin)

3.2. Inhibitory TOR
€ sirolimus, € everolimus
« mechanismus uéinku:

e vazi se na imunofilin FKBP-12, komplex inhibituje mTOR (mTOR, mammalian
target of rapamycin, je kindza podilejici se na fosforylaci rady proteinl) —
vysledkem je zastava bunécéného cyklu, brani pfechodu z G do S faze — to
ovliviuje aktivaci T-lymfocyt(, inhibuje proliferaci bunék indukovanou cytokiny

- indikace:
» transplantace ledvin (profylaxe rejekce)
« nahrada inhibitoru kalcineurinu
- nezadouci ucinky:
« vyrazné zvyseni cholesterolu
« poruchy krvetvorby (hlavné anemie), infekce, novotvary
« zpomaleni hojeni ran (hlavné u vysokého BMI)
- everolimus se pouziva k napousténi vaskularnich stentl ke snizeni rizika retrombozy
(vliv na celkovou mortalitu je kontroverzni)

3.3. Dalsi selektivni imunosupresiva

€_mykofenolova kyselina (mykofenolat mofetil, mykofenolat sodny)
€ leflunomid
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20 — Imunomodulancia

Soucéasné moznosti imunomodulacéni lécby.

« léky stimulujici ¢innost imunitniho systému, modifikuji pfirozenou obranu vic¢i nakaze,
nadorlm — podavaji se jako podpora pfi nadorech, infekcich, zanétech, autoimunitnich
chorobach, u AIDS

1. Nespecificka imunomodulancia
1.1. Rustové faktory
€ filgrastim, € pedfilgrastim
* mechanismus uc¢inku:

- rekombinantni lidsky faktor stimulujici granulocytarni kolonie (rG-CSF)

- vyvolava vzestup prekurzorl neutrofilll zvySenim jejich proliferativni schopnosti a
zrychlenim jejich vyzravani — zkracuje trvani neutropenie

* indikace:

1. redukce doby trvani neutropenie se snizenim rizika vzniku febrilni neutropenie u
pacientl po standardni cytotoxické chemoterapii malignity

2. redukce doby trvani neutropenie u myeloablativni terapie nasledované
transplantaci kostni drené

3. mobilizace PBPC u zdravych darct pred alogenni transplantaci kostni dfené
» nezadouci Ucinky:

- bolesti skeletu

- chripkovy syndrom

- reakce v misté vpichu

« alergie
€ isoprinosin

* mechanismus ucéinku:
« virostatikum, imunomodulans

- stimuluje proliferaci T lymfocytd a NK bunék, indukuje dozravani a diferenciaci
lymfocytd, indukuje produkci interferonu a lymfokind

« inhibuje replikaci nékterych virl - hlavné herpetickych, ale i respiracnich virQ
 indikace:

1. u virovych infekci s té€z8im nebo recidivujicim pribéhem u pacientl s
laboratornimi znamkami bunééného imunodeficitu

« pozn.: stimulaéni vliv na T-lymfocyty je nejvyraznéj$i na pocatku |éCby, pfi
dlouhodobém podavani se snizuje

1.2. Bakterialni lyzaty

€_Broncho-vaxom, € Urovaxom, € Luivac, € Ribomunyl

* mechanismus uéinku:

- bakteridlni lyzaty s rliznym zastoupenim bakteridlnich kmen(, zejména Klebsiella
pneumonie (respiracni), E. coli (urologické) — nespecificka stimulace imunity

* indikace:
« k dlouhodobé prevenci u opakovanych infekci
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1.3. Interferony
« cytokiny s funkci intercelularnich posli
¢ mechanismus ucinku:
« Ucinkuji virostaticky, antiproliferacné, zasahuji do imunitnich reakci
* indikace:
« INF-a — hematologické malignity, mnohoc¢etny myelom, melanom, hepatitida B a C
« INF-B — sclerosis multiplex
« INF-y — prevence infekci u chronické granulomatozni choroby
» nezadouci ucinky —
« flu-like syndrom
+ leukopenie
« GIT poruchy, kozni projevy, neurologické priznaky, deprese

2. Specificka imunomodulancia

« vUcCi urcitému alergenu Ize navodit jak imunitni reakci, tak toleranci, vice se dafi imunizace
(oCkovani nebo pasivni pfenos)

« aktivni a pasivni imunizace — viz otazky 3.18 a 3.23
« specificka alergenova imunoderapie (SAIT) — viz otazku 3.19
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21 — Specificka alergenova imunoterapie (SAIT)

Specificka alergenova terapie, pficiny, indikace, provedeni, typy alergenové imunoterapie.

« drive téZ desenzibilizace ¢i hyposenzibilizace
« kauzalni terapie alergickych onemocnéni — pfima |é¢ba priciny alergického onemocnéni

e podstatou je podavani zvySujicich se davek presné definovaného alergenu, dochazi
k postupnému rozvoji imunologické tolerance

« vzdy provadi alergolog

Indikace
« laboratorné verifikovana IgE precitlivélost s pfimou vazbou na klinické projevy:
- alergie na hmyzi jed (pouze injek&né)
- pylova alergie
- alergie na roztoCe

Kontraindikace
1. nutnost uzivani B-blokatord — omezuiji efekt adrenalinu (= nelc¢inna terapie anafylaxe)
2. KV onemocnéni — alergen mUze vyvolat tachykardie, kratkodobou ischemii apod.
3. tézké a obtizné kontrolovatelné astma — alergen vyvolava exacerbaci astmatu
4. téhotenstvi

Mechanismus uéinku

1. novotvorba blokujicich protilatek IgG4 — zamezeni navazani komplexu alergen-IgE na
mastocyty; vzestup IgG4 v séru koreluje s klinickou Uspésnosti terapie

2. aktivace Treg — inhibice T-bunécéné mediované aktivace B-lymfocytd; migrace do mista

alergického zanétu a zde sekrece IL-10 a TGFB — inhibice lokalniho zanétu, snizeni
proliferace T-lymfocytd, posileni tvorby IgG4

3. indukce sekreze protizanétlivych mediatort (IL-10, TGF-B)

Provedeni
- podavani postupné se zvysujicich davek alergenu (alergenové extrakty), dokud je dosazeno
udrzovaci davky, ktera se aplikuje v uréitych intervalech (minimalni doba podavani je 3 roky)
Aplika¢ni schémata

1. subkutanni forma (SCIT) — vysSi compliance, lepSi kontrola podané davky, méné
pohoding; vice NU ale feseni inned (kromé omezujicich otokd 3-4 dny po aplikaci)

a) eskalaéni davkovani — standardni rezim (8 sezeni), zrychlené rezimy (1-2 sezeni)
« pripravky Pollinex, Alutard, Phostal (standardni), Cluster, Rush (zrychlené)
b) udrzovaci davka — dlouhodoby efekt pfi aplikaci 3 a vice let
« davka 100 000 jednotek, rezim 1 injekce za 4-6 tydn(
« Uprava davky mozna dle aktualniho stavu pacienta — pylova sezéna, infekce apod.
2. sublingualni forma (SLIT) — Siroké spektrum alergent (roztodi, pyl brizy, travin apod.)

« schéma dané vyrobcem, u sezénni a predsezonni SAIT kazdy den 220-300 jednotek po
dobu 3-6 mésicl

a) tablety s podanim pod jazyk — pfipravky Oralair, Grazax, Acarizax
b) kapky s podanim pod jazyk — Staloral
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22 — Biologicka léciva v imunologii

Biologicka lé¢iva v imunologii.

« biologicka lééba — tj. postupy zalozené na monoklondlnich protilatkdch a proteinech
plsobicich jako aktivatory nebo inhibitory specifickych molekul a procesl zucastnénych
v imunitnich déjech

Rekombinantni cytokiny
« umélé molekuly konstruované metodami genetického inzenyrstvi

« cytokiny jako hlavni regulatory imunitniho systému maji mimoradny potencidl jako pozitivni
resp. negativni imunomodulatory

e jejich pouziti je komplikovano pleiotropnimi G¢inky — rozpor mezi jejich vysoce
lokalizovanym pUsobenim za fyziologickych podminek a systémovou terapeutickou aplikaci +
interakceme s jinymi cytokiny

1. Rekombinantni INF-a
- indikace — hepatitida B, hepatitida C, hematoonkologie (CML, tricholeukemie...)
- na trhu preparaty konjugované s PEG nebo albuminem — delsi setrvani v obéhu

- pripravky € Roferon®, € Pegasys®, € Pegintron®, € Albinerferon alfa®...
2. Rekombinantni INF-B
« tlumi zanétlivé poskozeni u roztrousené sklerézy

- pripravky € Avonex®, € Rebif®, € Betaferon®
3. Rekombinantni IL-2

€ Alesleukin® (Proleukin) — terapie metastatického melanomu a metastazujiciho
karcinomu ledvin; odpovidavost cca 15 %

4. Rekombinantni G-CSF

Q Neupogen® — terapie chemoterapii indukované neutropenie

Anti-TNF terapie

 cilem je blokovat patologické ptisobeni TNF-a, prozanétlivého cytokinu uplatiiujiciho se v
patogenezi AlIO

€ infliximab (Remicade®)

- rekombinantni chimerickd monoklondlni protilatka proti TNF-a produkovana v kulture
mysich myelomovych bunék

- indikace — revmatoidni artritida, MC, psoriaza (tézsi formy)

€ adalimumab (Humira®)
« 1. rekombinantni plné lidska protilatka produkovana v lidské bunécéné linii
- plsobeni analogické jako infliximab

€ etanercept (Enbrel®)

- flzni protein rozpustného receptoru pro TNF-a a Fc ¢asti lidského IgG1 — struktura
celkové podobna protilatce — 2 vazebna mista pro TNF-a

. funkce — kompetitivni inhibice plsobeni TNF-a
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23 — Vakcinace a o¢kovani

Vakcinace a oékovani.

Aktivni imunizace

tj. pouziti antigenu k vyvolani imunitni reakce, kterd mlze pozdéji chranit pred patogenem
nesoucim stejny antigen

prvni pouzitou vakcinou (18. stoleti) byla tzv. variolace (tj. o¢kovani Zivym virem kravskych
nestovic), ktera vyvolavala u lidi jen mirné onemocnéni a poskytovala ochranu proti viru
pravych nestovic

pouziti:
- profylaktické — navozeni imunity jesté pfed kontaktem s patogenem (napfiklad pertuse)

- terapeutické — pokud jiz pacient byl infikovan (napfiklad vzteklina); podani vakciny
vyvola imunitni odpovéd, ktera ,pfedbéhne” pfirozenou infekci a zabrani vzniku nemoci

Princip uc¢inku

pokud se organismus prvné setka s patogenem, reaguje na néj pouze vrozenda imunita

pokud se organismus setka podruhé s tymz patogenem, je reakce jiz rychlejsi a intenzivnéjsi,
v nékterych pfipadech ani neprobéhne onemocnéni

oc¢kovani je zaloZzeno na tom, Ze jsou imunitnimu systému predloZzeny antigeny spojené s
plvodcem onemocnéni, ale je zajisténo, aby neprobéhla skute¢na infekce

ucinnost pak také zavisi na mikrobiomu

ucinnost (za optimalnich klinickych podminek) a ucinkovost (za realnych podminek) vakcin
ale byvaiji jiné

Typy vakcin

podle pouzitého zplsobu se rozliSuji nasleduijici typy vakcin:

a) ziva oslabena (atenuovand) vakcina — tvofena Zivymi patogeny, které ztratily
schopnost vyvolat onemocnéni — po takové vakciné probéhne obvykle mirna infekce,
ktera zanechava imunitu jako po prodélaném onemocnéni

« napriklad spalni¢ky, pfiusnice, zardénky, détska obrna (Sabinova vakcina), TBC,
Zluta zimnice, plané nestovice

b) inaktivovana vakcina — tvorfena usmrcenymi patogeny (usmrceni musi byt provedeno
takovym zplsobem, aby byla zachovana struktura antigen(, které rozpozna imunitni
systém)

« napriklad cholera, tyfus, chfipka, kliStova encefalitida, vzteklina, détska obrna
(Salkova vakcina), hepatitida A

c) toxoidova (anatoxinova) vakcina — tvorena bakterialnimi toxiny, které maji
potlacenou schopnost vyvolat toxickou reakci, ale stimuluji imunitni odpovéd

 napriklad tetanus, difterie, pertuse
d) subjednotkova vakcina — tvorena pouze nékterymi fragmenty plvodce
« napriklad polysacharidova pouzdra hemofilt, meningokokt a pneumokokd

e) rekombinantni vakcina — podobna subjednotkové, ale podjednotky jsou ziskany
pomoci technik genetického inZenyrstvi jako produkty ¢innosti bakterii a kvasinek

« napriklad hepatitida B

f) genova vakcina (RNA vakcina) — nejnovéjsi koncept vakciny, ktera donuti nékolik
bunék ockovaného, aby docasné produkovaly fragmenty patogenu, proti kterym
imunitni systém vytvori imunitni odpoved

 napriklad covid-19
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Podani a kontraindikace
« nejCastéji i.m., dale s.c. i p.o. (napfiklad cholera, rotaviry, poliomyelitida), BCG intradermalné
« kontraindikace pfi precitlivélosti na vakcinacni latku nebo adjuvas, ¢i akutni infekce

« NU — lokalni reakce v misté aplikace, systémové teplota, nechutenstvi, zvraceni, anafylaxe

Pomocné latky (adjuvas)

« k modifikaci odpovédi imunitniho systému na vakcinu slouzi fada latek pridavanych do
vakciny, tzv. adjuvans (napomahaji pohlceni antigenu APC a prvni fazi odpovédi) —
nekompletni a kompletni Freundovo adjuvans, hydroxid hlinity AIl(OH)s

Ockovani jako nastroj verejné imunity
« ocCkovani vyznamnym zpUlsobem zabrarnuje vzniku infekénich onemocnéni — podili se na

vzniku kolektivni imunity (tj. vy$Si odolnost prevazné imunni populace k Sifeni nakazlivé
choroby)

 takové imunity Ize obvykle dosahnout vysokou proo¢kovanosti — konkrétni hodnota zavisi
na nakazlivosti onemocnéni a na efektivité podavané vakciny

Ockovani v CR

Vodiés —Onemocnéni " Ockovac ltka
. 7 v s s
) 1. davka: zaskrt, tetanus, pertuse, hemofilové . )
A' pOVInne 00kovanl od 9. tydne invazivni infekee, hepatitida B, détskd obrna Hexacima, Infanrix Hexa
v - v
2. davka; zaskrt, tetanus, pertuse, hemofilové . N
1 - Cerny kasel (pertuse) 3. mésic invazivni infekce, hepatitida B, détska ol{ma Hexacima, Infanrix Hexa
2 d vt k A b | |t 3. ddvka; zaskrt, tetanus, pertuse, hemofilové
vi u: u i . -
- elska obrna (pO |omye I |S) 4. mésic invazivni infekce, hepatitida B, détska obrna Hexacima, Infanrix Hexa
3_ Haemoﬁ/us inﬂuenzae typu b 15 mésic 1. davka: spalnicky, pfiusnice, zardénky M-M-RVAXPRO, Priorix
4. davka 2aG5krt, tetanus, pertuse, hemofilové _ 5
vr v s iy . . do 18. mésice invazivni infekce, hepatitida B, détskd obrna Hexacima, Infanrix Hexa
4. pfiusnice (parotitis epidemica)
21-25. mésic 2. davka: spainicky, priusnice, zardénky M-M-RVAXPRO, Priorix
5. Spa|nICky (mOI’bI”I) 5-6. rok 5. davka: zaskrt, tetanus, pertuse Boostrix, infanrix
v _ 6. davka: zGSkrt, tetanus, pertuse; - ;.
6. Zal’den ky (rubeOIa) 10-11. rok 5. davka- détskd obma Boostrix Polio
B ?14 ’%l:'k 5 o e e TETAVAX, Tetanol pur, TD-
v . . U ne: ovanw A X PUR
7. zasSkrt (difterie) G ot
8. tetanus

Ockovaci kalendar
hepatitida B (od 1990s)

B. povinné pro déti s rizikem

1.

tuberkuldza

C. nepovinné oc¢kovani

1. lidsky papillomavirus (HPV)
2. plané nestovice (varicella zoster)
3. pneumokokové infekce
4. rotavirové infekce
5. covid-19
Ockovaci latky

1. Infanrix hexa — subjednotkové a rekombinantni antigeny

« poliomyelitida, pertuse, difterie, tetanus, hepatitida B, hemofilové infekce

2. Priorix — atenuované viry (kontraindikace u tézkych imunodeficitd)

« priusnice, spalnicky, zardénky

3. BCG (bacillus Calmette-Guerin) — TBC
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