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Seznam zkratek

ACA anticentromerové autoprotilatky

ACLA  antikardiolipinové autoprotilatky (anticardiolipin autoantibodies)

ADCC  bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkdch (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity)

AIDS  syndrom ziskané imunodeficience (acquired immune deficiency syndrome)

ALPS  autoimunitni lymfoproliferativni syndrom

ANA antinukledrni autoprotilatky (antinuclear autoantibodies)

ANCA antineutrofilni cytoplazmatické protilatky (antineutrophil cytoplasmic anti-
bodies)

APC bunka predkladajici antigen (antigen-presenting cell)

aPTT  aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as

ASMA  protilatky proti hladkému svalu (anti-smooth muscle autoantibodies)

BAT test aktivace bazofila (basophile activation test)

BCG Calmettetv-Guérintv bacil

BCR receptor lymfocyt B (B cell receptor)

BPI protein zvys$ujici baktericidii a permeabilitu (bactericidal permeability increa-
sing protein)

C1INH inhibitor C1 slozky komplementu

CAST  test degranulace bazofilii

CD diferencia¢ni antigen (cluster designation)

cDNA  komplementarni kyselina deoxyribonukleova (complementary DNA)

CDR oblast determinujici komplementaritu (complementary determining region)

CFSE  carboxyfluorescein succinimidyl ester

CGD chronicka granulomatdzni choroba (chronic granulomatous diseases)

CID kombinovany imunodeficit (combined immunodeficiency)

CL chemiluminiscence

CMV  cytomegalovirus

CNS centralni nervovy systém

CRP C-reaktivni protein (C-reactive protein)

CTL cytotoxicky lymfocyt T (cytotoxic T lymphocyte)

CVID  bézny variabilni imunodeficit (common variable immunodeficiency)

DBPCT  dvojité slepy placebem kontrolovany pokus (double blind placebo controled test)

DC dendritické bunka (dendritic cell)

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dsDNA dvousroubovice DNA (double stranded DNA)

DTH reakce pozdni precitlivélosti (delayed hypersensitivity test)

EA ¢asny antigen (early antigen)

EBNA  nukledrni antigen viru Epsteina-Barrové (EB nuclear antigen)

EBV virus Epsteina-Barrové (Epstein-Barr virus)

ECP eozinofilni kationicky protein (eosinophil cationic protein)

EDTA  kyselina dietylen tetraoctova

EHK externi hodnoceni kvality

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA  enzymova imunoanalyza na imunosorbentech (enzyme-linked immunosorbent
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ENA
FISH
FITC
FSc
GAD
GAPDH
G-CSF
HBV
HCV
HIV
HLA

HLH
CH100
CH50
IFN
IgA
IgD
IgE
IgG
IgM
IL
INT
JCA
LAD
LFA

LKM
MAC

MALT
MBL

MCTD
MGUS

MHC
MPO
MSHP
NADPH

NBT
NK
OPD
PAA
PAGE
PBMC
PCR

Seznam zkratek

extrahovatelné nuklearni antigeny

fluorescen¢ni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridization)

fluorescein izothyocyanat

parametr analyzy u pritokové cytometrie (forward scatter)

dekarboxylaza kyseliny glutamové (glutamic acid decarboxylase)
glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza

faktor stimulujici kolonie granulocytii (granulocyte colony stimulating factor)
virus hepatitidy B

virus hepatitidy C

virus lidské imunodeficience (human immune deficiency virus)

hlavni komplex lidskych histokompatibilnich antigenti (human leukocyte anti-
gen complex)

hemofagocytujici lymfohistiocytéza

celkova hemolyticka aktivita komplementu (100%)

celkova hemolyticka aktivita komplementu (50%)

interferon

imunoglobulin A

imunoglobulin D

imunoglobulin E

imunoglobulin G

imunoglobulin M

interleukin

jod-nitroblue tetrazolium

juvenilni chronicka artritida

syndrom defektni adhezivity leukocytil (leukocyte adhesion deficiency syndrome)
adhezivni molekula ze skupiny integrinii (leukocyte-function-associated anti-
gen)

protilatky proti mikrozomtm jater a ledvin (liver-kidney microsomes antibo-
dies)

komplex slozek komplementu atakujici membranu a vyvolavajici lyzu (mem-
brane attack complex)

slizni¢ni imunitni systém (mucosa associated lymphoid tissue)

lektin vazajici manézu (mannose binding lectin)

smi$end choroba pojiva (mixed connective tissue disease)

monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (monoclonal gammapathy of un-
known significance)

molekuly tkanové slucitelnosti (major histocompatibility complex), viz HLA
myeloperoxidaza

mikrosférické hydrofilni partikule

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (nicotinamid adenin dinucleotide phos-
phate)

nitrotetrazoliova modf (nitroblue tetrazolium chlorid)

ptirozeny zabije¢ (natural killer)

ortofenylendiamin

polyakrylamid

polyakrylamidova gelova elektroforéza

mononukledrni buiiky z periferni krve (peripheral blood mononuclear cells)
fetézova polymerazové reakce (polymerase-chain reaction)
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PE
PEG
PHA
PI
PMA
PMN
PWM

RAST
RF

RIA
RISA
RNA
RPMI
RT-PCR

SCID
SI
SLE
SSc
SSP
Tc
TCR
TdT
TGF

TMB
TNF
Tr
TSH
VCA
VCAM
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fykoerytrin

polyetylenglykol

fytohemaglutinin (phytohemaglutinin)

propidium jodid

forbol myristat acetat (phorbol myristate acetate)
polymorfonukledrni leukocyty (polymorphonuclear cell)

poke weed mitogen

revmatoidni artritida

radioallergosorbent test

revmatoidni faktory

radioimmunosorbent-assay

ring-immunosorbent assay

kyselina ribonukleova (ribonucleic acid)

médium

reverzné transkriptdzova polymerazova fetézova reakce (reverse transcriptase
polymerase chain reaction)

tézky kombinovany imunodeficit (severe combined immunodeficiency)
stimula¢ni index

systémovy lupus erythematodes (systemic lupus erythematodes)
parametr analyzy u pritokové cytometrie (side scatter)
sekven¢né specifické primery

cytotoxicky lymfocyt T pro antigen (cytotoxic T cell)

receptor lymfocytu T (T cell receptor)

termindlni deoxyribonukleotid transferaza

transformujici rstovy faktor (transforming growth factor)
pomocny lymfocyt T (helper T cell)

tetrametylbenzidin

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

regula¢ni lymfocyt T (regulatory T cell)

hormon stimulujici tyroideu (thyreoid stimulating hormon)
virovy kapsidovy antigen (viral capsid antigen)

vaskularni adhezivni molekula (vascular cell adhesion molecule)



+ Uvod

Uvod

Uplynulo jiz dvacet let od doby, kdy se ¢tenaftim dostala do rukou skvéla kniha Vybrané
diagnostické metody v imunologii autori J. Prochazkové a C. Johna. Dodnes je tato pub-
likace soucasti knihovnic¢ky imunologickych laboratofi. Pokud se néjaky student, at jiz
v pregradualnim, nebo postgradualnim studiu, chtél néco dozvédét o zakladnich imuno-
logickych technikach, sahl po této knize. Doba vsak jiz pokroc¢ila a fada metod se zménila,
nékteré zanikly, jiné pribyly. Studenti mediciny i pfirodnich véd, postgraduélni studenti
v biomediciné, 1ékati stazujici v laboratofi pfed atestaci z alergologie a klinické imunolo-
gie zacali postradat ucelenou stru¢nou publikaci, kde by se néco dozvédéli nejen o princi-
pech modernich metod, ale také o indikacich k vySetfeni a interpretaci vysledkua. Posled-
nim impulzem k sepsani této prirucky pak byla akreditace bakalafského studia v oboru
Zdravotni laborant na 2. 1ékarské fakulté UK v Praze, a tedy potfeba modernich u¢ebnich
textd pro tento specificky obor. Kolektiv internich a externich ucitelti 2. 1ékarské fakulty
UK se proto rozhodl zaplnit chybéjici mezeru na trhu a ptichazi s touto publikaci.

Kniha je koncipovana jako prakticka prehledna prirucka pro klinické i laboratorni
pracovniky zabyvajici se imunologii. V prvni kapitole je jako vychozi informace pro dalsi
texty strucné rekapitulovana fyziologie a patologie imunitniho systému. Druha kapitola
pojednava o metodikach, které se pouzivaji pro diagnostiku imunitnich parametrii. Meto-
diky neobsahuji podrobny pracovni protokol, spie se orientuji na principy metod, jejich
uskali, limity, uplatnéni v diagnostice réiznych parametrt imunity. U jednotlivych metod
je také zminéno, jaké pristrojové vybaveni metoda vyzaduje a jak je ekonomicky naro¢na.

Treti kapitola se zabyva moznostmi stanoveni jednotlivych parametrii imunity. Zatimco
ve druhé kapitole jsou zminény metody (napt. nefelometrie), téeti kapitola se zabyva tim,
jakymi metodami Ize stanovit jednotlivé parametry imunity (napf. imunoglobuliny- nefelo-
metrii, radidlni imunodifuzi ...), jaké jsou vyhody a nevyhody jednotlivych metod stanoveni.
Zaroven obsahuje odstavce o fyziologickych hodnotach jednotlivych parametrd, poptipadé
o specifité nebo senzitivité jednotlivych vysetreni a interpretaci patologickych vysledka.

Ctvrta kapitola obsahuje zdkladni algoritmy vysetfeni, ktera jsou indikovdna u jednot-
livych druht imunopatologickych stavii - imunodeficienci, autoimunitnich a alergickych
chorob. Stru¢né jsou zminény i anamnestické a klinické aspekty, vice pozornosti je véno-
vano laboratornimu spektru. Je zafazena i kapitola o moznostech monitorovani protina-
dorové imunity, nebot predpokladame, ze imunoterapie se v blizké budoucnosti prenese
z védeckého experimentu do klinické praxe a pozadavky na imunologické laboratore se
v tomto sméru zvysi.

Posledni kapitola je vénovana problematice akreditace, certifikace a standardizace
v klinickych laboratotich.

Oproti starsi publikaci Prochazkové a Johna neobsahuje kniha podrobné laboratorni
protokoly. Doba se zménila a cela fada testii je dodédvana vyrobci v kompletech, setech
nebo je zcela automatizovana. Uebnice by byla v tomto aspektu nerovnomérna: byly by
podrobné popsany metody na vysetfeni funkci buné¢nych slozek imunity, které jsou stéle
zalozeny na manualnim zpracovani, zatimco u vétsiny testlt humordalni imunity by bylo
napsano - ,,zkumavku s krvi dame do analyzatoru a poc¢kame na vysledek® nebo ,,postu-
pujeme dle navodu vyrobce®

Doufame, Ze publikaci shledaji jako uzitecnou lékari a prirodovédci vzdélavajici se
v problematice klinické a laboratorni imunologie, postgradualni studenti v biomediciné
ptichazejici do styku s laboratornimi metodami, posluchacdi bakalarského studia a vyssiho
odborného studia oboru zdravotni laborant, ale i biochemici, mikrobiologové, farmakolo-
gové a také klinic¢ti lékafi jinych odbornosti.
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Pfedmluva k 2. vydani

Na zacatku $kolniho roku 2009/2010 jsme si uvédomili pfi uvodni prednasce pro bakalar-
sky obor zdravotni laborant, Ze pti doporucovani studijni literatury slovy: ,PouZivejte nasi
novou ucebnici Laboratorni vysetfovaci metody v imunologii,“ mluvime o knize s rokem
vydéani 2005. CoZ znamend, ze doporucujeme udebnici starou pét let. Rozhodli jsme se, ze
pro dalsi $kolni rok ucebnici inovujeme.

Ponechali jsme obdobnou strukturu jako v predeslém vydani, nebot jsme méli na tuto
koncepci velmi pozitivni ohlasy. V nové ucebnici jsme se snazili zachytit obraz pocdatku
21. stoleti v imunologickych laboratofich. Rozvoj laboratornich technik jde jako rozvoj
vsech technologii v lidské ¢innosti nezadrzitelné kupredu, ale i v dobé $pi¢kovych techno-
logii ziistavaji nékteré metody ,,zlatym a provéfenym standardem® a leckdy se jen obtizné
nahrazuji modernimi technikami. Vypovédni hodnota nékterych novych technologii pro
klinickou diagnostiku neni v zasadé o moc pfinosnéjsi, nez je tomu u metod klasickych,
pricemz finan¢ni naro¢nost je nékdy enormni. Zminili jsme metody, které pfinejmensim
v principu jesté dlouho nezastaraji (reakce zaloZzené na vazbé antigen—protilatka se po-
uzivaji jiz vice nez 80 let). Doplnili jsme metody, které nyni nejsou zcela rutinni, ale jiz se
»0 nich vi‘, a miizeme oc¢ekavat, Ze si zanedlouho najdou své misto v laboratorni diagnos-
tice, a které jiz v soucasnosti tvori arzenal vyzkumnych laboratofi. Pfestoze je nase uceb-
nice zaméfena zejména na laboratorni techniky a jejich vyznam, snazili jsme se, byt jen
ve stru¢nosti, zminit, Ze laboratorni vyS$etfeni neni samospasitelné a Ze ani v éfe biocipt,
mikroarrai a priitokové cytometrie neztrati v diagnostice imunopatologického stavu svtij
vyznam anamnéza, fyzikdlni vySetfeni a dal$i pomocné vySetfovaci metody.

Za kolektiv autort editori
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Struc¢na fyziologie a patologie imunitniho systému

1 Strucna fyziologie a patologie imunitniho systému

Jitina Barturikovd
1.1 Slozky a funkce imunitniho systému

Imunitni systém patii spolu s endokrinnim a nervovym systémem k regula¢nim me-
chanizmiim organizmu, které zajistuji jeho celistvost a udrzovani vnitfniho prostfedi
(homeostazu). Zakladni vlastnosti imunitniho systému je schopnost rozpoznat $kodlivé
od neskodného, cizi od vlastniho. Skodliviny zevniho i vnitfniho pivodu jsou likvidova-
ny, neskodné je tolerovano. Unikatni vlastnosti imunity, obdobnou nervové soustavé, je
schopnost uceni a paméti. Funkce imunitniho systému zajistuje vzajemna provazanost
mechanizm? imunity pfirozené - nespecifické a adaptivni - specifické. Do nespecifické
imunity patfi polymorfonuklearni leukocyty, monocyty, makrofagy a dendritické bunky
a rizné soucasti plazmy, jako je komplement a proteiny akutni faze. Do specifické imunity
patfi lymfocyty T a lymfocyty B, které se po diferenciaci do plazmatickych bunék stavaji
producenty protilatek.

Latka, kterd je schopna vyvolat imunitni reakci, se nazyva antigen. Z chemického hle-
diska jsou antigeny vétsinou bilkoviny (proteiny) nebo bilkoviny spolu s cukernymi sloz-
kami - glykoproteiny. Mohou v$ak byt i povahy tukové (lipidy, fosfolipidy, glykolipidy)
a cukerné (polysacharidy). Pokud je antigen zevniho ptivodu, oznacuje se jako exoantigen.
Jedna se nejcastéji o slozky mikroorganizmd. Jako alergen se oznacuje exoantigen, ktery je
schopen u vnimavého jedince navodit nepfimérenou imunologickou reakci - alergickou
reakci. Alergeny mohou byt pyly, zvifeci srst, potraviny, 1éky a dalsi latky. Struktury vlast-
nich tkani, proti nimz se vyviji imunitni reakce, se nazyvaji autoantigeny. Malé molekuly,
které jsou schopny vyvolat imunitni reakci pouze po vazbé na makromolekuldrni nosi¢
(napf. albumin), jsou nazyvany hapteny (napft. 1éky). Mald oblast molekuly antigenu, ktera
je rozeznavana antigenné specifickymi receptory, se nazyva epitop.

Laboratorni imunologické metody jsou v pfevazné vétsiné zalozeny na reakci antigen—
protilatka (kapitola 2). Antigenem v téchto reakcich muze byt jakdkoliv slozka, ktera je
vySetfovana, tj. i protilatka (napt. lidsky imunoglobulin). Protilatkou je pak v systému zvi-
feci imunoglobulin, ktery byl vyroben imunizaci zvifete zkoumanou lidskou protilatkou,
nebot ta coby cizoroda bilkovina predstavuje pro zvifeci imunitni systém antigen.

Bunky imunitniho systému spolu s pojivovymi bunkami a dal§imi strukturami tvo-
i anatomické a funkéni celky - lymfatické organy a tkané. Bunky zajistujici imunitni
reakce se nazyvaji imunokompetentnimi bunkami. Centralnimi lymfatickymi orga-
ny jsou kostni dfen a brzlik (tymus). Jsou to mista, kde dochazi ke vzniku, diferenciaci
a zrani imunokompetentnich bunék. V kostni dfeni vznikaji véechny imunitni bunky ze
spole¢né kmenové bunky. Ta se dale diferencuje na myeloidni a lymfoidni bunécné linie.
Z myeloidni linie vznikaji ¢ervené krvinky a krevni desticky a dva druhy bilych krvinek,
granulocyty a monocyty. Z lymfoidni linie vznika dalsi druh bilych krvinek - lymfocyty.
Ty, které se dale vyvijeji v tymu, se oznacuji jako lymfocyty T. V kostni dfeni se vyviji cela
linie myeloidni a lymfocyty typu B, z nichZ se posléze stavaji bunky plazmatické, které
produkuji protilatky. Mezi imunokompetentni bunky se radi také bunky dendritické, je-
jichz hlavni funkci je pohltit a zpracovat antigen, vystavit jej na svém povrchu a prilakat
ptislusné lymfocyty T a B, které pak rozvinou imunitni reakci.

Periferni (sekundarni) lymfatické organy a tkané jsou mistem, kde probiha imunit-
ni reakce a kde se diferencuji lymfocyty T a B do vykonnych populaci. Patii sem slezi-
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na, lymfatické uzliny a lymfaticka tkan asociovana se sliznicemi (MALT - mucous associ-
ated lymphoid tissue). Anatomicka struktura perifernich lymfatickych organti umoznuje
optimadlni spolupraci lymfocytt T a B s bunikami prezentujicimi antigen. Dochdzi k jejich
aktivaci, rstu, diferenciaci a kone¢nému vzniku vykonnych lymfocytti. Lymfatické organy
a tkané jsou propojeny siti lymfatickych a krevnich cév. Nové vzniklé lymfocyty se dosta-
vaji z centralnich do perifernich lymfatickych organti krevnim fecistém, odkud prestupuji
cévni sténou. Sekundarni lymfaticky organ opoustéji lymfatickymi cévami, jimiz se dosta-
vaji cirkulaci do tkani.

Pro imunitni reakce jsou dtlezité interakce imunokompetentnich bunék s dal$imi
bunkami, které nepochazeji z hematopoetickych (krvetvornych) kmenovych bunék. Patti
sem napriklad folikularni dendritické bunky, endotelie (vystelka cév), buiiky nervového
systému, epitelidlni bunky sliznic a fibroblasty.

Funkce imunitniho systému vykonavaji jednak nékteré soucasti krevniho séra, nazyva-
né humoralni faktory, a jednak krevni bunky. Buiiky koluji v krevnim a miznim obéhu
a v pripadé potieby vycestuji do mista, kde je jich potfeba. Nékteré buriky imunitniho sys-
tému jsou usazeny v tkanich a necestuji. Podle toho, zda se v imunitni reakei vice uplatni
humoralni faktory nebo buriky, se slozky imunity rozdéluji na humoralni a bunécné. Pod-
le toho, jakym zptsobem imunitni slozky rozpoznavaji antigen, délime imunitni systém na
slozky specifické (adaptivni) a nespecifické (pfirozené). Vsechny slozky imunity spolu
uzce spolupracuji a navzajem se ovliviiuji a reguluji bud pfimym kontaktem zprostredko-
vanym adheznimi molekulami na bunééném povrchu, nebo rozpustnymi mediatory, ze-
jména cytokiny. Zakladni charakteristiky buné¢né a humoralni imunity uvadi tabulka 1.

Tab. 1 Srovndni humordlni a bunééné imunity

humoralni bunécna
nespecifické proteiny akutni faze, komplement | bunky NK, neutrofilni leukocyty,
slozky monocyty, makrofagy
specifické slozky | protilatky lymfocyty T
hlavni funkce obrana proti extraceluldrné zijicim | obrana proti intracelularné Zijicim

mikroorganizmtim (opsonizace) | mikroorganizmiim, u neutrofilti
i obrana proti extracelularnim
mikroorganizmiim, zdnétliva reakce

material na sérum, plazma, ev. jiné tekutiny | nesrdzlivd krev, bioptické vzorky tkani,
vySetfeni (sliny, mozkomi$ni mok) ev. jiné zdroje (mozkomi$ni mok,
bronchoalveoldrni lavaz)

1.2 Bunécné slozky imunity

Do buné¢né imunity nespecifické patii fagocytujici bunky (polymorfonukleary a mono-
cyty/makrofagy) a bunky NK (tzv. pfirozeni zabijec¢i — z anglického natural killer cells).
Specifickou slozku tvofi lymfocyty T. Po aktivaci produkuji tyto bunky rozpustné medi-
atory, zvané cytokiny. Ty aktivuji dalsi slozky imunity nebo samy sebe a stéavaji se z nich
buriky regula¢ni nebo zabije¢ské (cytotoxické).

Buné¢na imunita se uplatiiuje v obrané organizmu proti virovym, plisnovym a nékte-
rym bakterialnim infekcim (zptisobenym nitrobunéénymi parazity, napt. mykobakterie-
mi) a v obrané proti nadortim (zejména vyvolanymi onkogennimi viry). V transplanta¢ni

mediciné se bunécné slozky podileji na odvrzeni transplantované tkané. Slozky buné¢né
imunity se vySetiuji z nesrazlivé krve.
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