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1 Role imunity aimunologie

Imunita patiik zakladnim homeostatickym mechanismtiim
nezbytnym pro existenci zivych soustav. O imunitnim
systému hovofime v souvislosti se zachovanim integrity
a identity vicebunééného organismu. Zde se zaméiime
na organismus savce, ¢lovéka, i kdyz fada poznatki byla
ziskdna z mySich modeld. Pokud by imunologie méla
erb, zajisté by na ném byla mys.

Ve vSeobecném chdpani je imunita povazovana za
mechanismus zodpovédny za obranu pred mikrobidlnim
ohrozenim. Postupné se do povédomi lidi dostava i role
imunity v rezistenci proti nadortm, pti problémech s od-
mitanim transplantovanych tkani a organd. Méné se vi,
Ze imunitni systém je rovnéz soustavou informacni, jde
o jakysi x-ty smysl ovliviiujici nejen télesné, ale i psychic-
ké déje.

Pokud se podivame na historii imunologie, vidime
to, Ze empiricka praxe predbihala teorii. Na této strané
je prehled historickych udalosti. Jako priklad uvedme, ze
Edward Jenner zavedl o¢kovani proti nestovicim, aniz by
cokoli védél o virech nebo o imunitni paméti, o sto let
pozdéji Emil von Behring zahdjil éru zachrany smrtelné
nemocnych déti sérem proti difterii, aniz by mél poznat-
ky o strukture protilatek a jejich tvorbé v téle.

Imunologie se vyvijela a vyviji spolecné s mikrobiolo-
gii. Toto spojeni pfineslo a prinasi viibec nejvétsi dobro-
dini lidstvu, pokud jde o zachovani zdravi ¢i jeho obnovu.
Predev$im oc¢kovani zachranilo stamiliony lidskych Zivo-
td, to se neda fici o Zadném jiném zdravotnickém oboru.

Poznatky z imunologie se promitaji do vétsiny medi-
cinskych disciplin, a to jak v oblasti diagnostiky, tak te-
rapie.

Milniky imunologie

Uvedme nékteré védce, kteff se zaslou-

Zzili o rozvojimunologie. Data jsou

orientacni a tykaji se zpravidla zverej-

néni nebo uzndni objevd, na nichZ pra-

covali badatelé a jejich spolupracovnici

dlouhd léta. Hvézdickou jsou oznaceni

nositelé Nobelovy ceny.

1796 - E. Jenner zavddi ockovdni proti
nestovicim

1880 - L. Pasteur zavddi ockovani proti
vztekliné a antraxu

1883 — I. Mecnikov* popisuje fagocy-
tézu

1888 - H. F. Nuttal objevil protildtky
v séru

1890 - E. von Behring* objevil lécbu
zdskrtu sérem imunizovanych zvirat

1894 — H. Buchner a J. B. Bordet* po-
pisuji protibakteridlni efekt komple-
mentu

1898 - P. Ehrlich* uvddi prvni teorii
o vztahu antigen—protildtka

1900 - K. Landsteiner* popisuje antige-
ny krevnich skupin

1905 - R. Koch* zavadi tuberkulinovou
zkousku

1906 - C. E. von Pirquet popisuje aler-
gickou reakci

1936 — P. A. Gorer popisuje imunologic-
kou podstatu tkdriové neslucivosti

1939 - A. W. Tisselius* a E. A. Kabat
urcuji, Ze protildtky jsou imunoglo-
buliny

1953 — P. B. Medawar* a M. Hasek uka-
zuji, jak vznikd imunitni tolerance

1960 - J. Dausset* popisuje systém HLA

1961 - J. Miller a R. Good objevuji roli
thymu vimunité

1965 - R. R. Porter* a G. M. Edelman*
popisuji strukturu imunoglobulind

1975 - C. Milstein* a G. Kohler* pripra-
vuji monoklondlni protildtku

1978 - S. Tonegava* popisuje vznik
genli pro imunoglobuliny pomoci
preskupovdni genovych segmentti

1983 - K. Haskins a K. Allison objevuji
TCR

1986 - T. R. Mosmann a R. L. Coffman
popisuji dualismus Ty1 a T,,2 bunék

1992 - L. Moretta a L. Lanier popisuji
receptory NK bunék

1994 — P. Matzingerovd uvddi ndzor
o aktivaci imunity pomoci signdlui
nebezpeci

1995 - S. Sakaguchi objevuje regulacni
lymfocyty T (T-reg)

1997 - R. Medzhitov* popisuje savci TLR



Kmenové buriky zachranuiji zivot
Jeste pred 30 lety nebylo jasné, jak
kmenové buriky vlastné vypadaji,
protoZe je nebylo mozné odlisit od
malych lymfocytu. Teprve kdyz byla
nalezena pro né typickd povrchovd
bilkovina (znak) CD 34, bylo mozné
kmenové buniky identifikovat a poslé-
ze i izolovat.

Kmenové buriky jsou zdkladem
transplantace kostni drené. Ta se pro-
vddi u nemocnych, jejichZ kostni dreri
nezajistuje dostatek imunocytu kvdili
vrozené vadé anebo (Casteéji) kvili
poskozeni pri onemocnéni leukémii
¢i v dusledku velmi intenzivni Iécby
nddordi.

Vlastni transplantace neni technic-
ky ndrocnd, o to sloZitéjsi je obdobi
pred ni, kdy je nutné opatfit kostni
dren nebo pfimo kmenové buriky
izolované z krve (kde v malém poctu
rovnéz jsou).

Dalsim vydatnym zdrojem kme-
novych bunék je pupecnikovd krev,
Z niz Ize buriky izolovat a hluboce
zmrazené uchovat pro pripadné dalsi
pouZziti. Dnes vznikaji banky téchto
bunék, do nichz se buriky ziskané po
porodu uklddaji.

Nékdy (pokud je to mozné) je
ddrcem sdm pacient v dobé pred na-
sazenim terapie nicici spolu s nddorem
i krvetvorbu, jindy je nutné najit vhod-
ného ddrce, bud mezi pribuznymi,
nebo mezi dobrovolniky sdruzenymi
v registrech ddrcti.

Bezprostredné pred transplantaci
je pacientova krvetvorba zcela
znicena léky nebo ozdrenim, potom
jsou poddny kmenové buriky.
Pacient je v této chvili bez leukocytd,
a tudiz zcela bezbranny viici jakymkoli
mikrobim. Proto musi byt umistén
v mimorddné cistém (bezmikrobnim)
prostredi. Lécen je mj. antibiotiky,
antimykotiky a ristovymi faktory leu-
kocytu (= CSF, viz pozn. na strané 13).
Po obnoveni krvetvorby (béhem 3-5
tydnu) se vraci do normdiniho Zivota,
ovsem s trvalou kontrolou primérené
funkce transplantovaného stépu.

2 Struktura imunitniho systému

2.1 Imunitni systém se podili na udrZeni
vnitiniho prostredi

Rezistenci proti nebezpeénym ¢initelim (mikroby, nado-
rové buiiky) zajist'uji specializované bunky (imunocyty)
a jejich produkty (napt. protilatky, cytokiny, komple-
ment) a spolu s nimi bariérové organy (napi. kize,
sliznice) a n€ékteré fyziologické funkce (napft. peristaltika,
¢innost fasinkového epitelu, kasel nebo deskvamace epi-
telii). Imunitni systém (IS) spoluzajistuje homeostazu,
predev§im pak integritu (celistvost) a identitu
(jedinecnost) organismu. IS komunikuje s centralnim
nervovym systémem, kterému zprostiedkuje nékteré in-
formace o vnitinim prostiredi organismu. Na druhé
stran¢ podléha IS nervové i hormonalni regulaci.

2.2 Buiky imunitniho systému vznikaji v kostni
dieni

Bunky imunitniho systému maji rozmanitou struktu-

ru i funkci, presto maji téZ fadu spole¢nych ryst, napr.

spole¢ny pitvod. Vsechny imunocyty (jejich nejznamé;jsi

zastupci jsou krevni leukocyty) se vyvijeji z pluripotent-

nich kmenovych bunék kostni dfené.

Kmenové burky jsou nadany velkou schopnosti déle-
ni a sebeobnovy, vlivem prostredi v kostni dfeni se mno-
i a postupné se rozriznuji. Vznikaji predchtudci dvou
hlavnich fad imunocytd: kmenové bunky lymfoidni
a kmenové buniky myeloidni. Tyto kmenové bunky da-
vaji vzniknout buné¢nému potomstvu, které se postupné
tvarové a funkéné méni a pres fadu mezistadii dozrava ve
specializované vykonné bunky.

Zjednodus$ena predstava o vyvoji imunocytii a dal$ich
krevnich elementt je na nasledujicim schématu:



pluripotentni kmenova bunka

myeloidni kmenova IL-3 IL-7 | lymfoidni kmenova
burika buiika

vyvojova mezistadia, diferenciace, ptisobenl hemopoetickych cytokinti:
EPO TPO G-CSF IL-5 M-CSF IL-4  IL-7 IL-15

¥ o \@}b

Bas — bazofil; DC — dendriticka burika,; Eos — eozinofil; EPO — erytropoetin; Ery — erytrocyt;

G-CSF — ristovy faktor podporujici granulocyty; IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-15 — interleukin 3, 4, 5, 7, 15;
LyT - lymfocyt T, M-CSF— r(istovy faktor pro monocyty; MF— makrofédg; Mo— monocyt;

LyB — lymfocyt B, Neu — neutrofil;, NK - prirozeny zabijec; PB — plazmaticka burika, TC — cytotoxicky
lymfocyt T; TH — pomocny lymfocyt T, TPO- trombopoetin; Trombo — trombocyt; ZB — Zirna bufika

Obr. 2.1 Vyvoj imunocytt a dal$ich krevnich elementt

2.3 Dozravani krvinek podporuji ristové faktory

Predpokladame, Ze rozhodujici vliv na tcelné dozravani

bunék v kostni dfeni maji riistové faktory, coz jsou latky

povahy peptidovych hormont, oznac¢ované jako CSF (co-

lony stimulating factor). Jednotlivé CSF se 1ii predevsim

typem bunék, jejichz mnozeni, dozravani a funkei pod-

poruji. Nékolik CSF se dnes vyuziva v terapii, coz umoz- y 5 > o e

v . . M . . . . L. X Priprava téchto Idtek je biotechno-
fiije vyznamné urychlit proliferaci a diferenciaci bun¢k |/ Y Y —— A——

z transplantované kostni dfené nebo doplnit krvinky po-  zjidskych gendi pro jednotlivé faktory,

$kozené napf. cytostatickou lé¢bou. Jejichz vhodné kopie jsou vioZeny do
bakterii, kvasinek ¢i savcich tkdrovych
kultur. Ty pak tvori bilkoviny, které

Rustové faktory v terapii

Tab. 2.1 Zakladni hematologie imunocyta v krvi mohou lidské CSF piné nahradit.
buriky % leukocytds | v1lkrve doba Zivota rastovy faktor plisobi na:
IL-3 vsechny
neutrofily | 45-70 2,00-7,00 x 10° 648 hodin krvinky
GM-CSF* granulocyty
bazofily 0-2 0,00-0,20 x 10° 4-10dnd amonocyty
M-CSF monocyty
eozinofily | 0-5 0,00-0,50 x 10° 8-12dnii G-CSF* granulocyty
EPO* erytrocyty
monocyty 2-12 0,08-1,20 x 10° 60—-100 dnii § o .
*Tyto Idtky se pouZivaji v terapii.
lymfocyty | 20-45 0,80-4,00 x 10° 4 dny — desetileti




Fabriciova burza

Zatimco vztah lymfocytd T k thymu
jezndm od 50. let, misto dozrdvdni
lymfocyti B u savcii nebylo dlouho
zndmo. Nejprve se soudilo, Ze lym-
focyty B dozrdvaji v lymfatické tkdni
streva ¢i v miznich uzlindch, nyni se za
misto dozrdvdni lymfocyti B povaZuje
kostni dren.

Ovsem v dutych kostech ptdkd je
relativné mdlo kostni drené, proto se
u nich vyvinul zvldstni orgdn, bursa
Fabricii, nahrazujici pri tvorbé lym-
focyt( B kostni dier. Diky Fabriciové
burze dostala cdst lymfocytu svij
»monogram’”.

Thymové hormony

Epiteloveé bunky pokryvajici vnitini
povrch thymu tvori fadu peptidovych
hormond, které maji nezastupitelnou
ulohu pri vyvoji lymfocyti T. Tyto
hormony se pripravovaly a pouZivaly
k lécbé pacientd, jejichz thymus, resp.
lymfocyty T dostatecné nefunguiji.
Thymové hormony se uplatnuji jako
ndhrada privrozeném chybéni thymu
i jako podpora protinddorové imunity
nebo jako prostredek obnovujici regu-
laci neadekvdtnich imunitnich déjq.

Levamizol - Iék dvou vyuziti

Francouzsti imunologové — manZelé
Renouxovi — zaznamenali pfi svych
pokusech u nékolika skupin mysi
vyrazné vyssi aktivitu imunitniho
systému, nez jakou mély ostatni

mysi stejného kmene. Vysvétleni této
prekvapivé odchylky bylo nalezeno ve
zvitetniku.

Chovatelé poddvali mysim bézny
protiparazitdrni lék — levamizol, aby
predesli jejich ztrdtdm kviili ndkaze
parazitickymi Cervy, ktefi se v té dobé
ve vivdriu objevili.

Renouxovi tcinek levamizolu
podrobné prozkoumali a doporucili
jej pro lécbu poruch imunity v podob-
nych indikacich, jaké maji thymové
hormony.

2.4 Buriky imunitniho systému putuji télem
se zastavkami v lymfoidnich organech

Imunitni systém (IS) je tvofen bunkami sdruzenymi do

organt a bunkami, které volné migruji téméf vsemi tka-

némi, krvi a mizou. Nedilnou soucasti imunitniho systé-
mu jsou i latky produkované imunocyty. Odhaduje se, ze

IS ¢lovéka tvori kolem 10" bunék a o 2-3 fady vice mole-

kul, zpravidla bilkovinné povahy. K zékladnim vlastnos-

tem IS patii:

a) rozptylenost - volné bunky prostupuji v podstaté cely
organismus,

b) pohyb - vétsina bunék béhem svého Zivota putuje or-
ganismem, zdrzi se v ur¢ité lokalité a potom cestuje
jinam. Vedle pohybu ve smyslu zmény mista prodéla-
va kazda bunka pohyb ve smyslu vlastniho vyvoje.
Jednotlivé imunocyty jsou schopny samostatné exis-

tence, ale jejich plné uplatnéni spocivd v soucinnosti

s ostatnimi buitkami.

2.5 Lymfatické organy obsahuji vykonné
a podpirné bunky

Lymfatické organy si mizeme zjednodusené predstavit

jako anatomicky definovana mista pravidelného soustte-

dovani imunocytt. Nalezneme zde dva typy tkani s roz-
dilnym poslanim:

a) Podpiirna tkai tvofici obal a vnitini stroma (prosto-
rovou sit’) organu. Stroma protkané krevnimi cévami
predstavuje prostor, v némz se soustfed’uji imunocyty.
Nékteré se v dané lokalité usazuji dlouhodobé, jiné
pouze docasné.

b) Imunocyty, které se do lymfatické tkdné dostavaji pre-
devsim krevni cestou (do miznich uzlin navic vstupuji
dostfednymi miznimi cévami).



2.6 Primarni lymfatické organy slouZi
k dozrévani bunék

Thymus a kostni dfen oznacujeme jako primarni lym-
fatické organy. Je to proto, ze zde bunky imunitniho sys-
tému vznikaji (kostni dfen) a vyzravaji (kostni dfen
i thymus). Nékteré bunky vzniklé v kostni dfeni, napr.
neutrofily, vycestovavaji do krve jiz jako funk¢né zralé
elementy. Naopak lymfocyty musi sviij potencial rozvi-
nout béhem dalsiho ,,8koleni®. To probiha jednak v thy-
mu, jednak v kostni dfeni.

preskupeni
genu pro g

progenitor
lymfocytu pre-B
lymfocyt

produkce
protilatek
,. . ~ - 7 -

plazmaticka
bunka

panensky
lymfocyt B

aktivovany
lymfocyt B

Obr. 2.2 Vyvoj lymfocytt B a vyskyt povrchovych znaki
béhem jednotlivych stadii

Nezralé lymfocyty predurcené pro tzv. specifickou bu-
né¢nou imunitu vycestuji z dfené, putuji krvi a usadi se
v thymu. Zde se vlivem thymovych hormoni produko-
vanych podpiirnou tkani méni v buiiky schopné reagovat
s antigeny. ProtoZe takto vznikaji rovnéz buiky schopné
poskodit i vlastni organismus, probiha v thymu uc¢inna
selekce a buniky namifené proti vlastnim strukturam jsou
eliminovany. Bunky opoustéjici thymus oznacujeme jako

Povrchové znaky imunocytt
umoznuji jejich identifikaci
Klasickd hematologie urcuje krevni
elementy morfologicky. Identifikace
bunék véetné stupné jejich diferen-
ciace je velice dobre propracovand,
presto vsak v dnesni dobé nestaci.
Proto imunologové zacali vyuzivat
k presnéjsimu urceni bunék jejich povr-
chovych (cytoplazmovych znakd).
Pod pojmem znak si miZzeme
predstavit urcitou bilkovinu, kterd pIni
nékterou, pro burku dulezZitou funkci.
Dnes je jen u leukocytti charakteri-
zovdno uz vice nez 370 povrchovych
bunécnych bilkovin, které jsou
zahrnuty do tzv. CD (Cluster Desig-
nation) nomenklatury. CD znaky jsou
postupné cislovdny. K identifikaci CD
molekul slouzi prevdzné monoklondlni
protildtky, pomoci nichz Ize znaky na
Jjednotlivych burikdch identifikovat.

Dobra znalost vyvojovych stadii
bunék ma vyznam v diagnéze
nékterych chorob

Podle zastoupeni bunék nesoucich
rlizné znaky, resp. ze soucasného vy-
skytu vhodné volenych znakdi Ize urcit
napr. miru poskozeni krvetvorby nebo
presné urcit typ krevni malignity, napr.
leukémie. Vyvojovd stadia leukocytu
byla hematology v minulosti velmi
dobre popsdna co do tvaru a vnitini
struktury, enzymové vybavy ¢i zmén
chromozomd.

V poslednich letech se uplatriuje
i charakterizace bunék podle typic-
kych membrdnovych ¢i cytoplaz-
matickych bilkovin — znakui. Vyskyt
urcitych znaku je charakteristicky pro
jistou dobu vyvoje buriky.

Nékteré znaky md burika béhem
krdtkého vyvojového obdobi, jiné zna-
ky nese pomérné dlouho. Dnes neni
problém urcovat znaky i na velkém
poctu leukocyti nebo bunék kostni
drené pomoci prutokové cytometrie.
Vice v kapitole 10.2.

Priklad vyskytu povrchovych
znakd béhem vyvoje lymfocyti B je na
obrdzku 2.2.



Imunocyty se nachazeji ve tka-
nich, v krevnich a miznich cévach
i v lymfoidnich organech

Vétsina imunocytd je naddna schop-
nosti migrovat organismem. Predstav-
me si Zivotni cestu jedné buriky:

Vznikd v kostni dreni jako potomek
lymfoidni vyvojové vétve. Po uvolnéni
z drené se burika krvi pohybuje tak
dlouho, az dosdhne thymu, v némz
dozraje.

Z thymu se burika — zde jiZ typicky
lymfocyt T - dostdvd do Zily a pres
plice a srdce do tepen. Projde kapild-
rami a v postkapildrnich venuldch
se muZe zachytit na cévni vystelce,
kterd umozni lymfocytu projit z cévy
do mimocévniho prostoru tkdné.

K tomuto dochdzi zejména v poskoze-
nych tkdnich.

Jimi lymfocyt prochdzi a vykondvd
imunitni dozor - pdtrd po antige-
nech. Stdvd se soucdsti lymfy, kterou
soustreduji slepé koncici lymfatické
cévy. Témito (privodnymi) cévami
proudi lymfa do lymfatické uzliny.
Do uzliny mohou imunocyty vstoupit
i krevni cestou: kapildrou projdou do
venuly s vysokym endotelem (HEV -
high endothelial venules) a pres néj
projdou do vnitrniho prostoru uzliny.

V uzliné se mize lymfocyt zastavit,
a je-li mu zde predlozen antigen, tak
s nim reagovat. Ddl burika pokracuje
(odvodnou) lymfatickou cévou do
mizovodu.

Mizovody se spojuji v hrudni a pra-
vy mizovod, které usti do pritoku
horni duté Zily. Krvi se burika vydd na
dalsi pout.

Tento kolobéh se muze opakovat
mnohokrdt, nez se lymfocyt po setkdni
s antigenem zméni ve vykonnou buri-
ku, kterd antigen likviduje, uvédomuje
0 ném ostatni buriky nebo se na jeho
popud mnozi. Dceriné buriky opét
vstupuji do krve a cely obéh pokracuje.

Béhem své cesty se lymfocyt méni.
Je pod vlivem vnéjsich podnétu (anti-
gen, rozpustné informacni molekuly
— cytokiny nebo informacni molekuly
na povrsich jinych bunék). Méni se

jeho struktura, méni se jeho povrchové
znaky i funkce.

lymfocyty T. Druha ¢ast lymfocytt dozrava v kostni
dfeni, je uréena k tvorbé protilatek, oznacuje se jako lym-
focyty B.

2.7 Sekundarni lymfatické organy jsou mistem
spoluprace imunocyti

Mezi sekundarni lymfatické organy patfi lymfatické
(mizni) uzliny, slezina, Peyerovy platy ve stfevé, shlu-
ky lymfoidni tkané ve sliznici st nebo mandle - tonzily.
Tyto riiznorodé struktury jsou osidleny predevsim zraly-
mi imunocyty, které se zde mohou soustfedovat do zén
s jednim prevladajicim bunéénym typem - zéna T nebo B,
oznadend podle prevladajicich lymfocytt. Zjednoduseny
pohled na pohyb imunocyti v téle nabizi obrazek 2.3.
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Obr. 2.3 Pohyb imunocytt v téle



3 Prirozend imunita zajistovana bunikami

3.1 Fagocytoza

Fagocytdza patii k prastarym obrannym mechanismam.
Vzdyt jiz napt. ménavky chrani sebe i svoje ,,teritorium
tim, ze ,,nepratele a konkurenty* pohlti a vyuziji jako
potravu. I lidské télo ma svoje ,,ménavky*. Jde o buiky
vzniklé z myeloidni vyvojové vétve krvetvorby: ne-
utrofily (téZ nazyvané polymorfonukleary, PMN) ope-
ruji v krvi, odkud vycestovavaji do tkani v misté a Case
potieby, napt. pfi zanétu. Monocyty prestupuji z krve
do tkéni pribézné a meéni se zde na tkanové makrofagy
pripravené k akci v misté¢ svého usazeni. Dendritické
buiiky vznikaji také z monocytil, usazuji se v tkanich
a zname je napt. jako Langerhansovy bunky v kizi.

Neutrofily a makrofagy se sice lisi v fadé morfolo-
gickych i funkénich hledisek, ale proces fagocytdzy ma
u obou buné¢nych typt hlavni rysy shodné, takze je mu-
zeme popsat spole¢né. Ptivodné se pojem fagocytdza po-
uzival pro pohlcovani pevnych ¢astecek bunkami (fagein
= pozirat). Dnes je fagocytéza chapana jako komplexni
imunitni déj, na némz se spolupodili vice slozek imunit-
niho systému.

Jako priklad uvedme rozfazovany prubéh likvidace
bakterif proniklych do ur¢itého okrsku téla:

a) Smérovany pohyb k mistu zasahu

Patogenni bakterie se dokdzou rychle mnozit a po-
$kozovat tkan. Pritom vznikaji ptisobky (jak tkanové, tak
bakterialni), které plisobi na fagocyty i endotel nejblizsich
cév. Na povrchu endotelii se objevi ve zvySeném poctu
adhezni molekuly, tj. bilkoviny schopné doc¢asné k sobé
pripoutat buiiky nesouci jejich protéjsky - ligandy. Takto
se zachycuji zejména fagocyty, které ptilnou k vnitfnimu
povrchu cévy a prostoupi pomoci diapedézy jeji sténou.
Vlivem putisobkt z loziska infekce fagocyty migruji mé-
navkovitym pohybem do mista poskozeni. Smérovany
pohyb za vy$si koncentraci atraktantu je znam jako che-
motaxe a latky, které ji zptisobuji, oznacujeme souhrnné
jako chemotaxiny (chemotaktické cytokiny jsou pak che-
mokiny).

Prehled bunék
monocyto-makrofagové linie

burika (b.) lokalizace
monocyt krev
Kupferova b. jdtra
mesangidini b. ledviny
alveoldrni MF plice
serézni MF mezotelové
povrchy
mikroglie mozek
osteoklast kost
sinové MF slezina,
lymf. uzlina
dendritickd b. lymf. tkdn

Langerhansova b.  kiize

MF — makrofdgy

Priklady chemotaxint

oznaceni  zdroj pusobi na:

fMLP bakterie  Neu, Mo/MF
C5a C Neu, Mo/MF
IL-8 Mo, LyT Neu
MCP1 Mo Mo/MF
RANTES Mo, LyT Mo/MF
fMLP — formylmetionyl-leu-
cyl-phenylalanin: v nové
syntetizovaném bilko-
vinném retézci bakterif
je vzdy prvni aminoky-
selinou formylmetionin
(fMet), ktery bakterie
neodbourdvaji. Diky fMet
na zacdtku bilkoviny se
tedy bakterie ,prozradi”
a pritahuji fagocyty.
fMLP je nejkratsi peptid,
ktery md chemotaktickou
aktivitu
C — komplementovy systém
C5a - stép 5. slozky komple-
mentu vznikajici pri jeho
aktivaci
IL-8 —interleukin 8
MCP - monocytovy chemo-
takticky protein
RANTES - chemokin

Mo —monocyty
MF - makrofdgy
Neu - neutrofily

LyT - lymfocyty T



Od octomilky k ¢lovéku

Musky octomilky (Drosophila mela-
nogaster) umoznily v minulém stoleti
obrovsky pokrok genetiky. Jméno
téchto musek se zacalo objevovat
ivimunologické literature.

Pri studiu obranyschopnosti téchto
organismu byla totiZ na burikdch he-
molymfy objevena skupina receptoro-
vych molekul, které reaguji se slozkami
tél mikrobd a tim umoZzriuji octo-
milkdm obranu pred infekcemi. Tyto
receptory byly nazvdny Toll (némecky
Toll = mj. skveély).

Bylo pomérné prekvapivé, kdyz mo-
lekuly (receptory) velmi podobné Toll
(Toll like receptor — TLR) byly objeve-
ny i na bunkdch imunitniho systému
savcu. Ukdzalo se, ze pIni obdobnou
ulohu jako u hmyzu, tj. zprostred-
kuji informaci o kontaktu s mikroby
ajejich produkty, cozZ zpravidla vede
k aktivaci imunocytu. Receptory TLR
maji buriky jak na svych povrsich, tak
uvnitr, uméji tedy rozpoznat jak extra-
celuldrni, tak nitrobunécné patogeny
i ldtky uvolnéné z poskozenych bunék.

Jde o historicky velmi stary (a velmi
ucinny) obranny mechanismus, ktery
prebirdme od ddvnych predku.

Jesté univerzdlnéji se jevi recep-
tory NOD, které maji vedle Zivocichti
i rostliny a slouzi k podobnému tcelu
jako TLR.

Slozky mikrobidlnich tél rozezndva-
né TLR patii mezi takzvané struktury
(vzory) asociované s patogenitou
(pathogen-associated molecular
patterns) — PAMP (nékdy téz MAMP
[microbe-associated molecular
patterns]). Diky témto strukturdm
buriky prirozené imunity (fagocyty,
dendritické buriky) dokdZou identifi-
kovat mikroorganismy a rychle na né
reagovat.

Pro aktivaci fagocytt je patrné
dulezitd kombinace signdld ptsobi-
cich pres rizné TLR: predpokldddme,
Ze daleko intenzivnéji bude reagovat
burika na soucasné signdly z mikroba
a poskozené tkdné, neZ na samotné
podnéty pouze od mikrobd.

Jakymsi protikladem TLR jsou
receptory rozezndvajici zdravé buriky
vlastniho téla, na nichz jsou tzv. don’t
eat me struktury.

Signdly z téchto receptorti maji
tlumivy efekt na fagocyty a brdni tak
neticelnému, nebo dokonce posko-
zujicimu startu fagocytdrniho déje
azdnétu.

Vedle vyprovokovani cileného pohybu chemotaxiny
migrujici bunky rovnéz aktivuji, to znamena, Ze je prfipra-
vuji na dalsi faze fagocytdzy.

auapyeq

Obr. 3.1 Faze fagocytozy: 1. Usmérnény pohyb (chemota-
xe) k cizorodému materialu

b) Aktivace burnky a pfilnuti k antigenu (adheze)

Nastava ve chvili, kdy burka dostihne cizorodou ¢as-
tici a vaZe se na jeji povrch. Fagocytoza je nespecificky
imunitni déj, ktery nepostihne jemné rozdily mezi an-
tigeny, presto musi fagocyty rozlisit mezi vlastnimi (nor-
malnimi) a ostatnimi (poskozenymi ¢i cizimi) buitkami.
Dlouho panovala predstava, ze hlavnim rozli§ovacim zna-
kem jsou fyzikalné-chemické vlastnosti povrchu, napr.
nesmacivost. Fagocyty totiz dokazou pfilnout k ,,nepfi-
rozenym® povrchiim, napf. k neupravenému sklu ¢i plastu
laboratornich nadob. Proto je nutné zajistit u kanyl, jimiz
se vede krev, u dialyza¢nich membran atd. takovy povrch,
k némuz bunky neadheruji.

V posledni dobé byly nalezeny dalsi vyznamné me-
chanismy, které umozni rozeznat nebezpecné mikroby
a aktivovat fagocytozu. Jde o skupinu receptort (napr.
typu Toll, viz poznamka na této strané) na fagocytech
(inadalsich bunkach imunitniho systému), které rozezna-
ji typické soucdsti mikrobidlnich bunék, jako je napft. li-
popolysacharid gramnegativnich bakterii, teichoova
kyselina buné¢nych stén grampozitivnich bakterii, pep-
tidoglykan, nebo dokonce ur¢ité posloupnosti bazi DNA
(CpG), typické pro bakterie. Souborné tyto latky
oznacujeme jako PAMP (pathogen associated molecular
pattern).



Dal$im aktiva¢nim impulzem fagocytézy (a posléze
zanétu) jsou latky z vlastnich tkani, napt. $okové bilkoviny
(HSP) nebo ATP, které upozornuji na napadeni/poskozeni
vlastnich bunék. Hovorime o signdlech nebezpeci nebo
poskozeni, danger/damage signals (dammage associ-
ated molecular pattern - DAMP). Pritomnost DAMP je
patrné silnéjsim impulzem pro rozvoj zanétu nez vyskyt
PAMP bez zndmek poskozeni téla.

V tabulce 3.1 je prehled nékterych receptort
rozeznavajicich typické vzory (struktury) mikrobu (pat-
tern recognition receptors — PRR), které rozeznavaji ty-
pické vzory (struktury) nebezpeénych mikrobti (PAMP)
nebo molekuly uvoliiované z (jimi) poskozenych
bunék (DAMP). Uvedena jsou i léciva, ktera ptisobi
prostiednictvim uvedenych receptorti imunostimula¢né.

Tab. 3.1 Nékteré receptory PRR rozeznavajici typické mi-
krobidlni struktury (PAMP) nebo signaly z poskozenych
vlastnich tkdni (DAMP)

ligandy receptorii ligandy o)
receptor g y P 5 zvlastnich | bunétna | ovliviujici
mikrobialniho piivodu . . )
PRR (PAMP) tkani lokalizace | tyto recep
(DAMP) tory
lipopolysacharid,
LS triacyllipopeptidy St
Tipy  |peptidoglykan, zymosan, o oy
kyselina lipoteichoova
TLR3 dvouvlaknova (virova) RNA Ie)rrl\l(i\ogennl nitro poly I:C
ME | PSR, i povich | taxol
virové glykoproteiny rinogen
TLR5 flagelin povrch
TLR6 diacyllipoproteiny povrch
TLR7 | jednoietézcova RNA nitro loxoribin
TLR8 jednoretézcové RNA nitro imidazol-
nemetylovana DNA (CpG) endogenni f;llr(]]?lll(::gd
TLR9 (= bakteridIni), DNA nitro
virova dvouvldknova DNA
TLR11 | profilin nitro
dectin [ glukan povrch lentinan
NOD2 | muramylpeptidy nitro mifamurtid

Testovani aktivity fagocytujicich
bunék

Pri podezrenti, Ze pricinou zdravotnich
problémd pacienta je nedostate¢nd
funkce fagocytujicich bunék, je treba
pripadnou poruchu odhalit.

Schopnost migrace za chemo-
taktickym podnétem zjistujeme tak,
Ze mezi suspenzi bunék izolovanych
z krve a roztok chemotaktickeé Idtky
vloZime prekdzku, napr. membrdnu
s péry mensimi, neZ je primér bunék.
Burniky se vydaji za chemotaktickou
Idtkou a prolézaji skrz péry. Cim vétsi
pocet bunék za urcitou dobu (30-60
min.) membrdnou projde, tim lepsi je
jejich schopnost migrovat.

O ucinnostiingesce, tj. zda buriky
pohlcuji cdstice, se miZeme presvédcit
tak, Ze k burikdm (bud primo v odebra-
né krvi, nebo k izolovanym) priddme
kvasinky nebo mikroskopické
kuli¢ky z polymer(i a nechdme zhruba
60 min. inkubovat. Béhem této doby
by mély buriky cdstice pohltit. Pokud
buriky rozprostieme na podlozni
mikroskopické sklicko a obarvime je,
muZeme pod mikroskopem spoditat,
kolik bunék skutecné cdstice pohltilo
a zda je jejich fagocytdrni aktivita
srovnatelnd s burikami zdravych lidi.

Schopnost zabijet, tj. cidie, se miiZe
meérit podobné jako ingesce s tim roz-
dilem, Ze krev nebo izolované buriky
s pfidanymi mikroby se po inkubaci
(120 min.) misto rozetreni na sklicko
nechaji rozpadnout v destilované vodé
a prenesou na vhodnou Zivnou ptdu.
Jak ucinné byly ptsobenim fagocytu
pouzité mikroby (kvasinky, bakterie)
zabijeny, pozndme podle poctu
vyrostlych kolonii na pudé.

Baketericidni potencidl fagocytii Ize
hodnotit i podle schopnosti respi-
racniho vzplanuti, coZ je popsdno
v pozndmce o svétélkovdni na str. 20.



Fagocyty svétélkuji

Bylo zjisténo, ze béhem fagocytdézy
vznikaji ve fagocytech velmi slabé
svetelné zdblesky. ,Svéetélkovdni” Ize
vyrazné zesilit priddnim Idtek, které
tvori svételnd kvanta pri interakci

s kyslikatymi slouceninami pri re-
spiracnim vzplanuti. Jev se nazyvd
chemiluminiscence.

Pomoci velmi citlivych pfistroju Ize
intenzitu chemiluminiscence zazna-
menat a tim hodnotit metabolickou
aktivitu bunék. Zpravidla se porov-
ndvd rozdil mezi chemiluminiscenci
bunék standardné aktivovanych napr.
Skrobem a burikami neaktivovanymi.

K ndrdstu svételnych impulzt do-
chdzi béhem 10-30 minut po aktivaci,
potom aktivita klesd. Pocet impulz
v Case se zaznamendvd a vznikld
krivka charakterizuje metabolickou
aktivitu testovanych bunék. Metoda
chemiluminiscence se vyuzivd v expe-
rimentdlni i klinické imunologii.

Jak funguje systém rychlého
varovani PAMP - DAMP - NALP
Buriky zajistujici prvni linii obrany
pri poskozeni maji schopnost rychle
»vyhodnotit” situaci na zdkladé de-
tekce vzorii typickych pro patogeny
(PAMP) nebo podle latek uvolnénych
z poskozenych bunék (DAMP),
k cemuz slouzi receptory podobné mo-
lekuldm Toll (TLR) nebo receptorim
NOD (NLR) - viz prehled v tab. 3.1. Do
rodiny NLR patii mj. cytoplazmatické
bilkoviny (senzory) nazyvané NALP.
NALP proteiny jsou v cytoplazmé
imunocytu pritomny (cekaji) v neak-
tivni formé, kterd teprve po navdzdni
PAMP nebo DAMP ziskd schopnost
sdruZovat se do Sestic, tvorit hexamery
neboli inflamazomy. Inflamazomy
maji enzymovou aktivitu - umi
meénit neaktivni prekurzory inter-
leukinu 1 (IL-1) a IL-18 z bunécnych
zdsob na aktivni cytokiny, které burika
béhem pdr minut uvolriuje do okoli.
Toto funguje mnohem rychleji nez
syntéza cytokin(i v burice de novo. IL-1
podporuje rozvoj obranného zdnétu
a dalsi déje (napr. aktivaci lymfocytd
nebo horecku).

Pokud se signély nebezpeci uvolni bez mikrobialni
kontaminace (napt. po poskozeni bunék teplem), muize
se rovnéz aktivovat fagocytoza a nasledny ,,sterilni“ zanét
zptisobi poskozeni tkané.

Pfilnuti fagocytu na mikroorganismus je zprosttedko-
vano fadou povrchovych interakei typu receptor-ligand.
K prilnuti fagocytu na mikroba uc¢inné napomaha jeho
opsonizace, tedy pokryti protildtkami, komplementem
nebo dal$imi bilkovinami. Fagocyty maji na svém povr-
chu receptory pro opsoniny (komplement, protilatky atd.)
a mohou prostfednictvim téchto receptort k sobé poutat
opsonizované bakterie mnohem pevnéji nez bez opsoni-
zace.

Adheze ¢astic na povrch fagocytu je signalem pro ak-
tivaci bunky, tedy pro ptipravu na pohlceni a likvidaci
mikroba.

kontakt mezi mikrobem a

fagocytem zajistuiji:
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aktivace,
respiraéni
vzplanuti

" TLR -PAMP
° FcR - receptor pro protilatky
/-" Ab - protildtka (opsonin)

CR - receptor pro komplement
C3b - 3. sloZzka komplementu (opsonin)
TLR - receptor podobny Tolf
PAMP — znak patogenniho mikroba

=)

Obr. 3.2 Faze fagocytozy: 2. Interakce povrchu fagocytujici
buriky a bakterie (opsonizace, adheze)

c) Pohlceni castice (ingesce) zacina tim, Ze fagocyt vy-
sunuje vybézky své protoplazmy (panozky) po povrchu
Castice tak dlouho, az ji celou a ze vSech stran obklopi.
Buné¢éna membrana kolem castice se uvnitt buiky spoji
a vznikne ttvar zvany fagozom.



