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SEZNAM ZKRATEK

Ab protilatka

Ag antigen

AP alkalicka fosfatdza

APC antigen prezentujici bunika

ATB antibiotikum

BFA brefeldin A

BrdU bromdeoxyuridin

CCD zktizen¢ reagujici uhlovodikové determinanty (cross-reactive

carbohydrate determinants)

CD cluster of differentiation

ConA konkanavalin A

CSFE carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

CTLA cytotoxicky T-lymfocytarni antigen (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein)
CVID bézny variabilni imunodeficit (common variable immunodeficiency)
DELFIA dissociation-enhanced lanthanide fluoroimmunoassay

EIA enzymatickd imunoanalyza

ELISA enzym-imunoanalyza probihajici na pevné fazi

ELISPOT enzymatickd bunécna imunoesej

FACS fluorescence activated cell sorting

FEIA fluorescen¢ni enzymatickd imunoanalyza

FITC fluorescein-isothiokyanat

fMLP N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine

FS, FSC forward scatter

GPA glykoforin A

HLA hlavni lidsky histokompatibilni systém (human leucocyte antigens)
HRP kienova peroxidaza (horseradish peroxidase)

IL interleukin

M ionomycin

IFN interferon

IU/ml mezinarodni jednotka (international unit)/mililitr

LPS lipopolysacharid



LTP
mAb
NK
PBMC
PBS
PD-1
PE
PHA

PI
PMA
PWM
RAST
SCID
SFC

SS (SSC)
TNF
TUNEL

lipid transfer protein

monoklonalni protilatka

piirozeny zabije¢ (natural killer)

mononuklearni buiiky periferni krve (peripheral blood mononuclear cells)
fosfatovy pufr (phosphatebuffered saline)

receptor programované bunécné smrti (programed cell death-1)
phycoerythrin

phytohemaglutinin

propidium jodid

phorbol myristat acetat

pokewed mitogen

radio allegro sorbent test

tézky kombinovany imunodeficit

bunky tvofici spoty (spot forming cells)

side scatter

tumor nekrotizujici faktor

terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling



Uvod

V soucasné dob¢ prochazi bunécné metody v klinické imunologii rychlym vyvojem. Je
to dano predevsim rozvojem separacnich a detekénich metod, coz je doprovazeno neustale se

zlepSujicim vybaveni vyzkumnych, ale i klinickych laboratofi.

Skripta maji za kol sezndmit studenty se zdklady modernich testi v imunologické
bunécné laboratofi, vyznamna ¢ast je vénovana i novym metodam v alergologické diagnostice.
Skripta jsou doplnéna i o kapitolu o klinickém vyuziti monoklonélnich protilatek; jedna se
o velmi moderni smér klinické mediciny, se kterym musi byt sezndmeni i studenti nelékatskych

medicinsky obort.

Skripta jsou ur€ena zejména pro studenty pfedmétu Klinickd imunologie magisterského

oboru Bioanalytik a doplnuji skripta Zaklady vySetfeni v klinické imunologii.



1 Separacni metody

Izolace jednoho nebo vice bunéénych typl z heterogenni populace je nedilnou soucasti
moderniho biologického vyzkumu, rutinni klinické diagnostiky i 1é¢by. V nedavné dobé doslo
k rychlému rozvoji separatnich metod, které se navzajem li§i ve vytéznosti, Cistoté
separovanych bun¢k a jejich zivotaschopnosti. To se odrazilo nejen ve vyznamném pokroku
v raznych oblastech diagnostiky, ale také v biologii kmenovych bunék, onkologii a regeneracni

medicing.
1.1 Preanalytickd faze vySetfeni bunééné imunity

VySetfovanym materialem pro bunécnéd imunologicka vySetfeni je nejcastéji nesrazliva
tzv. plna krev. Spravné provedeny odbér krve, vybér odbérového média, skladovani odebrané
krve a jeji transport do laboratofe jsou faktory, které mohou zasadné ovlivnit vysledky
pozadovanych vySetfeni. Pro cytometrické stanoveni zastoupeni subopopulaci leukocytli a
lymfocytl se odebird krev do EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina), ktera chelatuje
vapnik a tim zamezuje aktivaci bunék. V krvi. Tuto krev lze také pouzit pro separaci bunek,
protoze pii ni je EDTA pii zpracovani vzorku odstranéna. Provedeni mnoha funkc¢nich testt je
mozné i z plné krve. Zde je vyhodné odebrat krev do heparinu, ktery zabraiiuje srazeni tim, Ze
aktivuje antitrombim III, ktery pak inhibuje trombin a faktory vnitiniho sraZeni a tim zabraiiuje
pieméné fibrinogenu na fibrin. Zkumavka s odebranou krvi musi byt oznacena Stitkem
s jednozna¢nou identifikaci pacienta a také opatfena privodkou, kterd opét obsahuje
identifikaci pacienta, kontakt na odesilajiciho 1ékafe ¢i oddéleni, pozadavky na provedeni

vySetteni a také dobu odbéru.

Pocty nékterych leukocyti a funkcéni vlastnosti jednotlivych bunécénych populaci
v odebrané krvi se méni pii jejim skladovani. Zejména pro funkéni vySetieni monocyti,
neutrofild a také lymfocytd je tfeba odebranou krev dopravit do laboratofe co nejdiive
po odbéru. Nejnachyln€j$i ke zménam co do funkcnosti 1 poctu bunék jsou monocyty a
neutrofily. Pro funk¢ni testy by méla byt krev dopravena do laboratofe do n€kolika hodin,

pro stanoveni zastoupeni lymfocytarnich populaci do 24 hodin.

Ptezivani bunék v odbérovém médiu ovliviiuje nejen doba skladovani ¢i transportu, ale
také teplota. Odebrand krev by neméla byt vystavena pfimému sluneénému ¢i svételnému

zafeni ani vysokym teplotdm. Vzorky krve odebrané do heparinu by mély byt skladovany a



transportovany do laboratofe pii pokojové teploté, 16-25°C, vzorky krve v EDTA pak za chladu
pti 4-8°C.

Dilezitym bodem pro spravné provedeni funkCnich testi je dodrzovani sterility
zpracované¢ho materidlu a péstovanych kultur. Tu je potieba zachovavat po celou dobu
zpracovani a kultivaci vzorku tak, aby nedoslo k nespecifické aktivaci a znehodnoceni celého

stanoveni napf. plisnémi, bakteriemi apod.

Dalsi kapitoly obsahuji metody, jak separovat rtizné typy bunék a jakym zpisobem
provadét neékteré z funkénich testi. U mnoha separaci a néslednych vySetfeni se jedna o
pomérne drahé metody a pii nedodrzeni nékterého z vysSe uvedenych bodii preanalytické taze

muze vést ke zkresleni vysledk.

Mnoho funkénich testl uvedenych v této kapitole 1ze provést nejen ze separovanych
bungk, ale také z pIné heparinizované krve — produkce cytokint, proliferacni testy, aktivace NK
bun¢k, fagocytarni testy apod. PIné krev 1épe odradzi stav in-vivo nez separované bunky. Pti
provedeni nékterych testl je vSak zapotiebi ziskat vét§i mnozstvi urcitého typu bunék pro

provedeni cileného vySetfeni, tam je mozné s vyhodou pouzit separacni metody.

1.2 Zékladni principy separace bun¢k

Pfi oddélovani bunék z heterogenni smési se s uspéchem vyuziva jedné nebo vice
vlastnosti, které jsou pro dany typ builky jedinecné. Nejpouzivan€jsi metody separace bunék

jsou zaloZeny na zakladnich bunécnych vlastnostech, mezi které patii:

Povrchovy néboj a adheze: schopnost adherence (pfilnuti) bun€k k plastickym a jinym
povrchim polymeru mtze byt pouzita k oddéleni adherentnich bunék od suspenznich bun¢k

(naptiklad pti separaci monocyti).

Velikost a hustota: tyto vlastnosti bun¢k se bézn¢ pouzivaji pro izolaci velkého poctu bunék,
a to sedimentaci, filtraci nebo centrifugaci v hustotnim gradientu (napiiklad pfi separaci

PBMC).

Bunécéna morfologie a fyziologie: rizné typy buné¢k lze rozlisit podle tvaru, histologického
barveni, ristu v selekénich médiich, redoxniho potencidlu a podle dalSich vizuélnich a

behavioralnich vlastnosti, které pak mohou byt vyuzity k izolaci téchto bun¢k.



Vyuzitim monoklonalnich protilatek ke specifické vazbé na povrchové antigeny bunék:
tim miize dojit k selektivnimu zachyceni bunék pozadovaného fenotypu. Oznacené buiky se
nasledné detekuji pomoci méftitelnych sond (obvykle fluorochromt nebo magnetickych castic,

kterymi jsou protilatky oznaceny).

Vyse uvedené principy mohou byt kombinovany, aby se zvysila specifi¢nost izolace
bunék. V prvnim kroku se vétSinou vyuziva separacnich metod bez znaceni monoklonalnimi
protilatkami (napft. izolace PBMC pomoci hustotniho gradientu). Nasleduje povrchové znaceni
bunék pomoci monoklonalnich protilatek oznacenych fluorescen¢nim konjugatem a rozdéleni
bun¢k pomoci sortovani pratokovou cytometrii nebo magnetickou selekci pii pouZiti

monoklonélnich protilatek konjugovanych s magnetickymi ¢asticemi.

Separace bun¢k je nutnd pro néktera imunologicka vysetfeni, jako je vySetfeni fenotypu
lymfocytl, proliferacni aktivity lymfocytl nebo cytotoxické aktivity NK bunck. Separace
bun¢k se také vyuziva v mnoha vyzkumnych metodach. Nejcastéji pouzivanym materidlem je

periferni krev nebo kostni dien, nicméné buiiky mohou byt separovany také z tkani.

Casto je také zapotiebi odstranéni erytrocytii (zejména pro cytometrické stanoveni). Zde
si pomahame hypotonickou lyzou, ktera je zalozena na vétSi citlivosti erytrocytl
k hypotonickému Soku ve srovnani s leukocyty. Jako lyzaéni roztok se pouziva 0,84% roztok
chloridu amonného, kyselina mravenci nebo jsou k dispozici rizné protokoly s pouzitim
destilované vody. Lyza erytrocyti muze byt provedena pied znacenim plné krve
monoklondlnimi protildtkami nebo az po pouziti monoklonalnich protildtek a pouziva se
pro testy kvantifikace lymfocytarnich subpopulaci, ptipadné dalSich leukocytdi, a to jak

pro urceni jejich relativnich, tak absolutnich pocti.

Vybér metody izolace bunék pro experiment zavisi na nasledujicich kritériich:

1. Kolik stresu (mechanického, chemického nebo fyziologického) separovand buiika
vydrzi a pfi tom zlstane Zivotaschopna.

2. Potifebnd troven Cistoty a vytéznosti bun€k spolu s piijatelnym rizikem kontaminace,
(nulova kontaminace je nutnd v ptipadé€, Ze jsou buiiky potiebné pro naslednou sterilni
kultivaci).

3. Jaké jsou piijatelné naklady na piistroje, Cinidla, praci a podobné.

4. Jakékoliv specifické pozadavky naslednych aplikaci (naptiklad kultivace bunék,

extrakce nukleovych kyselin nebo proteinti a podobn¢).
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S vySe uvedenymi kritérii také souvisi typ metody izolace pomoci monoklondlnich

protilatek, kterd mize byt zaloZzena na negativni nebo pozitivni selekci.

1.3 Pozitivni a negativni selekce

Pozitivni selekce je zaméiena na separaci konkrétniho bunécného typu, zatimco negativni
selekce zahrnuje odstranéni vSech ostatnich bunécnych typli z celé populace bun€k, coz
v kone¢ném duasledku vede k ziskani populace bunék cilovych. Oba typy izola¢nich metod maji
své vyhody i nevyhody. Pozitivni selekce umoznuje Iépe ziskat Cisté¢ vyseparovanou bunécnou
populaci, protoze k vybrani cilovych bunék vyuziva specifickych protilatek zamétenych na
konkrétni bunéény typ. Pozitivni separaci ziskané cilové bunky jsou vSak oznaceny
protilatkami a rovnéz ovlivnény dal§imi €inidly, coz mize mit vliv na funkéni vlastnosti bunék
(napft. péstovani v kultute). Pfi negativni selekci se vyuziva smési monoklonalnich protilatek
namifenych proti vSem nepotiebnym bunéénym subpopulacim ve vzorku tak, aby nebyla
oznacena prave pouze cilova populace bunék. To v§ak mize byt velmi slozité a v diisledku toho
se po negativni selekci bézné setkavame s horsi Cistotou ziskaného vzorku, kde je cilova

populace stale doprovazena malou ¢i vétsi pfimési nepotifebnych bunck.

1.4 Izolace PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells)

Separace bunék je zaloZena na rozdilnych fyzikalnich vlastnostech sledovanych bunék,
jako je jejich velikost a hustota. Separace muze probihat na spojitém nebo nespojitém hustotnim
gradientu. Zatimco spojity gradient se pouziva spiSe pro separaci proteinti, nespojity gradient
se vyuziva zejména pro separaci tzv. mononukledrnich bunék periferni krve (lymfocyty a
monocyty neboli PBMC; z anglického peripheral blood mononuclear cells). Pti této separaci je
nesrazlivd krev nanesena na separacni médium o hustoté¢ 1,077 g/ml, coz je synteticky
vysokomolekuldrni polymer disacharidu sukrézy a epichlorohydrinu (komeréni nazvy Ficoll
400, Ficoll-Paque PLUS, ¢i Lymphoprep™). Na Ficoll se navrstvi vzorek periferni krve a necha
se centrifugovat pii nizSich otackach s nulovou brzdici rychlosti. Buniky sedimentuji urcitou
rychlosti podle své velikosti, hustoty a tvaru az do chvile, kdy je dosazena rovnovaha mezi
hustotou roztoku a buiitkami. Hustota erytrocytt je 1,1 g/l, trombocyta 1,05 g/l, lymfocyta 1,06
g/l, monocytd 1,07 g/l a granulocyti 1,08 g/l. Po centrifugaci jsou bunky rozdéleny

cvwr
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obsahu zkumavky, pod ni se nachazi prstenec mononuklearnich bun¢k (tedy monocyti a
lymfocytl), dale vrstva separacniho média a na dn¢ zkumavky jsou granulocyty a erytrocyty.
Lymfocytarni prstenec je pak pfemistén do Cisté zkumavky. Nasleduje promyti bunck ve
fosfatovém pufru PBS (phosphate-buffered saline). Jedna se o izotonicky roztok, ktery ma
stejnou osmolaritu jako pfirozené prostiedi buné¢k (krev). Udrzuje ptirozené pH v rozmezi 7,2—

7,4 a obvykle neobsahuje vapenaté a hoteCnaté ionty.

1.5 Rozetové separace

Rozetové separace vychazeji z pfitomnosti specifickych receptori T- a B-lymfocytt.
T-lymfocyty vystavuji na svém povrchu receptor CD2, na ktery se vdzou berani erytrocyty
svym LFA-3 (lymphocyte function-associated antigen 3) a tvoii tzv. E-rozety. B-lymfocyty
vazou mysi erytrocyty a vznikaji tzv. M-rozety. Lymfocyty s navazanymi erytrocyty lze

separovat pomoci gradientové centrifugace a erytrocyty pak odstranit hypotonickou lyzou.

V soucasné dobé se spiSe pouziva jiny typ rozetové separace, ktery vyuziva specialné
piipravené monoklonalni protilatky spojené do tetramerti ¢i také tzv. tetramernich komplexi.
Ty jsou tvofeny Ctyfmi protilatkami spojenymi do jedné molekuly, viz obrazek ¢€.1. V reakci
se pouzivaji dva typy tetramernich komplexli souc¢asn¢é. Prvni komplex mé vazebna mista,
kterymi se vaze na glykoforin A (GPA) na povrchu erytrocytl a dal$i vazebna mista, kterymi
reaguje s vybranymi receptory bunck, které je nutné pii izolaci odstranit. Druhy typ
tetramernich komplexti ma vazebné mista pouze pro GPA na povrchu erytrocytt. K plné krvi
odebrané do nesrazlivého ¢inidla se ptfida vyse uvedend smés dvou tetramernich komplext a
takto pfipravend krev se inkubuje 20 minut pii pokojové teploté. V dob¢ inkubace se buiiky,
vuci jejichz receptoriim byly pfidany monoklonalni protilatky v tetrameru s GPA, pomoci
téchto tetramerti navdzou na erytrocyty a erytrocyty s navazanymi buiikami se plisobenim
tetramerti proti GPA provazou mezi sebou. Takto upravena krev je navrstvena na hustotni
médium, nasleduje hustotni gradientova centrifugace. Po ni v prstenci mezi plazmou a
separacnim médiem ziistanou pouze ty buiiky, vici jejichz povrchovym znakim nebyly pfidany
monoklonalni protilatky. Ostatni buiitky béhem separace klesnou spolu s erytrocyty na dno

zkumavky (viz obrazek €. 1).
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nechténa burika tetramery erytrocyt

anti-bunka anti-GPA

Obrazek €. 1: Rozetové separace.
Izola¢ni koktejl protilatek obsahuje tetramery proti receptorim buné€k spolu s anti-GPA, které provazou

nechténou builku s erytrocyty a dale tetramery tvofené pouze anti-GPA, které provazuji erytrocyty navzajem.

1.6 Separace pomoci adherence na plastové povrchy

Je jednou z nejlevnéjsich variant separaci, kterou je mozno vyuzit pro ziskdni monocytu.
Tyto bunky maji pfirozenou schopnost adherovat k povrchu kultivacniho plastiku. PBMC
izolované z periferni krve se nechaji inkubovat nékolik hodin v plastikové misce (napft. plastova
Petriho miska), pfi¢emz monocyty béhem inkubace postupné adheruji k plastovému povrchu,
zatimco lymfocyty zlstavaji v médiu. Nevyhodou této metody je, ze neziskame Cistou populaci
monocytl (v ziskané bun&tné smési je pouze 70-80 % monocytll), navic se touto metodou
vyseparuje vétSinou méné nez 50 % vSech pfitomnych monocytl ve zpracovavaném vzorku.
K tomu hraje dualezitou roli také variabilita jak v Cistoté, tak uCinnosti separace mezi

jednotlivymi dérci.

1.7 Magnetické selekce

Pomoci téchto metod lze ziskat specifickou vybranou populaci bunék. Magneticka
selekce je zalozena na oznafeni bun€k v suspenzi monoklondlni protilatkami, které jsou

konjugovany s magnetickymi cCasticemi. Zkumavka s takto oznacenymi bunkami je pak
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vloZzena do magnetu, pfi¢emz magnetické cCastice se spolu s cilovymi bunikami zachyti
na sténach zkumavky, zatimco ostatni bunky v supernatantu jsou odstranény. Reakce miize
probihat bud’ ve zkumavkach, nebo tzv. kolonach. I zde jsou v prvnim kroku oznaceny bunky
protilatkami s navazanymi magnetickymi partikulemi. Po ukoncéeni inkubace buiiky prochéze;ji
kolonou umisténou v silném magnetickém poli. Magneticky oznacené bunky jsou zadrzeny
v kolon¢ a oddé€leny od neznacenych bunék. Po vyjmuti kolony z magnetického pole jsou
vymyty zadrzené buniky. Ob¢€ populace bunék (znacené i neznacené) jsou nasledné pouzitelné

k dal$im experimentim.

1.8 Sortovani

Dalsi metodou k ziskani urcité bunécné populace je sortovani (nebo téz sortrovani). Tato
metoda se provadi na pfristrojich, které se diive oznacovaly nazvem FACS (z anglického
,fluorescence-activated cell sorting). Pfistroje vyuzivaji principu prutokové cytometrie.
Pro toto stanoveni jsou bunky v roztoku oznaceny monoklonalni protilatkou s navazanym
fluorochromem. Po inkubaci a promyti vzorku nésleduje vlastni separace. Vzorek je nasavan
pod tlakem do tenké kapilary, kde se buiiky fadi jedna za druhou. Nasleduje detekce zalozena
na stejném principu, jako u klasického prutokového cytometru. Vzorky vstupuji do meéfici
komirky (tzv. prutokové cely), kde jsou ozafeny paprskem laseru. Pfitomné fluorochromy
na protilatkach, které jsou navdzany na specifickych receptorech bunky, za¢nou po ozareni
paprskem laseru emitovat svétlo prislusné vinové délky, které je snimano pomoci detektord.
Sorty pracuji na zaklad¢ dvou principt, podle kterych je mizeme rozdélit na fluidni sortery a
kapénkové sortery. U fluidniho sorteru prochazi proud nosné kapaliny se vzorkem priitokovou
celou a pfi identifikaci Castice splnujici pozadovana kritéria je sepnut piezoelektricky ventil a
proud s castici vybo¢i mimo hlavni proud, a tam je posléze zachycen do sbérnych zkumavek.
U kapénkového sorteru je proud bunék roztfistén na jednotlivé kapicky idealné tak, aby jedna
kapicka obsahovala pravé jedinou bunku. Jakmile je detekovana buika, kterd spliuje
pozadovana kritéria (obsahuje sledovany fluorescencni znak), je celé kapicce pomoci
elektrického vyboje udélen bud’ pozitivni nebo negativni naboj. Nabité kapicky jsou vychyleny
z proudu pomoci elektromagnetii a zachyceny do sbérnych zkumavek. Obé metody se
vyznacuji vysokou Ccistotou separace, ale jsou finan¢né narocné, a to nejen z hlediska
piistrojového vybaveni, ale i samotné separace. V soucasné dobé existuji i dalsi typy sortert,

které tfidi buniky na odliSnych fyzikalnich principech (napt. akustické sortery a dalsi).
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2 VysSetfovaci metody v laboratofi bunéné imunologie

2.1 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda urcena k méteni bun€k nebo ¢astic v roztoku. Pratokovy
cytometr se sklada ze tfi systému: fluidniho, optického a elektronického. Fluidnim systémem
jsou bunky urcené k analyze ve vzorkovém pufru unaSeny proudem nosné kapaliny do méfici
komiirky (tzv. prutokova cela) tak, aby komurkou prochazely jedna buiika za druhou (princip
hydrodynamické fokusace). V prutokové cele dopadéd na bunky paprsek jednoho ¢i postupné
vice lasert v zavislosti na konfiguraci daného cytometru, ¢imz se do méteni zapojuje opticky
systém. Opticky systém je tvofen jednim nebo vice lasery v zavislosti na konfiguraci cytometru,
dale soustavou Coc¢ek a hranola, které upravuji laserovy paprsek do pozadovaného tvaru a déle
optickymi zrcadly a filtry, jez zajiStuji vlastni méfeni jednotlivych optickych parametra. Pti
prichodu bunky laserovym paprskem dochézi k rozptylu svétla laserového paprsku. Rozptyl
svétla v kolmém sméru na dopad paprsku laseru je zavisly na morfologickych vlastnostech
bunky (povrchové struktufe membran, ptitomnych granulich a celkové hustoté buiiky). Méfi se
detektorem nazyvanym Side Scatter (SSC nebo SS). Rozptyl svétla v rovnobézném sméru je
zavisly na velikosti buiiky a méfi se detektorem s ndzvem Forward Scatter (FSC nebo FS).
Pokud jsou buiky oznaCeny monoklonalnimi protilatkami, které jsou konjugovany
s fluorochromy, dochazi pti ozareni laserovym svétlem k excitaci elektronti v atomech tohoto
fluorochromu. Pfi navratu elektroni do zékladniho stavu je piebyte¢na energie vyzaiena ve
formé elektromagnetického zateni s delsi vinovou délkou, nez byla vinova délka dopadajiciho
laserového paprsku. Emise fotona je zavisla na vstupni energii a na tzv. Stokesové posunu
(rozdil mezi vlnovou délkou excitaéniho a emitovaného zareni). Konkrétni vinova délka takto
vzniklého emitovaného fluorescencniho zareni je tedy zavisla na vinové délce pouzitého
laserového svétla a na konkrétnim fluorochromu. Fluorescencni zateni prochéazejiciho vzorku
je postupné systémem dichroickych zrcadel a soustavy filtrli, propoustéjicich specifické
rozmezi vinovych délek (long pass, short pass a band pass filtry), rozdéleno mezi jednotlivé
detektory, které snimaji vzdy jen urcitou cast spektra v ur¢itém rozsahu vinovych délek, (tedy
zaznamenavaji intenzitu zafeni typickou pro ur€ité skupiny fluorochromt). Napft. prvni detektor
snima zafeni v rozsahu vinovych délek 500-545 nm, které jsou typické pro fluorochromy FITC
(Fluorescein isothiokyanat) nebo Alexa Fluor 488 a ruhy detektor snima zafeni v rozsahu

vlnovych délek 560-590 nm, které jsou charakteristické pro fluorochromy PE (Phycoerythrin),
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Alexa Fluor 647 aj. Pomoci tohoto systétmu jsou zaznamendny signaly jednotlivych
fluorochromti, kterymi jsou oznaceny monoklondlni protilatky navdzané na bunécnych
povrchovych strukturach. Pouzivanymi detektory v cytometrech jsou fotodiody (pouze pro
Forward Scatter) a fotondsobice. Na kladn¢ nabitou desku fotonasobice (katodu) dopadne foton,
ktery z ni vyrazi dva elektrony a ty se tzv. nasobi na sérii dynod. Na konci fotonasobice je
anoda, na které se méfi zména napéti, ktera vznikd ve fotonasobi¢i po dopadu fotond. Pti
ozéfeni bunky a fluorochromi (pfitomnych na monoklonélnich protilatkdch navdzanych na
bunécnych receptorech) paprskem laseru vznikaji na jednotlivych detektorech napétové pulzy.
Elektronicky systém pak zpracovava zaznamenané napétové pulsy jako tzv. intenzitu
fluorescence. Relativni $kéla intenzit se zpravidla vynasi na logaritmickou stupnici. Vysledek
cytometrického méfeni se odecita z grafli, a to bud’ dvouparametrové pomoci tzv. dot ploti
(obrazek ¢. 2A), nebo z jednoparametrového histogramu (na ose X je zobrazena intenzita
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Obrazek ¢.2: A) Dot plot - stanoveni procentualniho zastoupeni pomocnych CD3+CD4+ T-lymfocyti
a CD3+4- T-lymfocytd. B) Histogram procentualniho zastoupeni T-lymfocytti CD3+.

fluorescence, na ose Y je pocet bunck, obrazek ¢. 2B). Jednotlivé tecky v dot plotech
predstavuji buniky, které jsou definovany intenzitou fluorescence pro kazdy ze sledovanych
fluorescencnich signalid. Od urcité intenzity fluorescence je sledovany fluorescenéni signal
povazovan za pozitivni a sledovany znak je pak oznacen znaménkem plus (+). Buiiky s nizsi
intenzitou fluorescence sledovaného markeru jsou pak povazovany za negativni a jsou

oznacovany znaménkem minus (-).

U fluorochromu je vhodné, aby se jejich absorpcni maximum co nejvice blizilo vinovym

délkam bézné pouzivanych laserti. V cytometrii se nejcastéji pouziva vzduchem chlazeny
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argonovy laser s vinovou délkou zafeni 488 nm (modré oblast spektra), helium-neonovy laser
s vinovou délkou 633 nm (Cervena oblast spektra), fialovy laser s vinovou délkou 407 nm nebo
UV laser s vlnovou délkou 350 nm. V soucasné dob¢€ je v pritokové cytometrii béznym
standardem vyuziti vice-laserového uspotadani. Na bunky v méfici cele dopadaji paprsky
riznych laserti s ¢asovym odstupem a z nich vzniklé signaly jsou vyhodnoceny samostatné.
Driive vyuzivany jedno-laserovy cytometr s argonovym laserem byl schopen analyzovat méteni
pro 5 rtiznych fluorochromti, dnes se v bézné rutinni diagnostice vyuzivaji cytometry v rozsahu
8-10 barev. Pro vyzkumné ucely jsou dnes vyuzivany mnoho-laserové cytometry, které jsou
schopny hodnotit 18-20 barev, nebo tzv. spektralni cytometry, které jsou schopny
shromazd’ovat Uplné spektralni informace na urovni jedné bunky. Konfigurace pouzivanych
detektori spektralniho cytometru zabira celé fluorescencni spektrum a neni explicitné vyladéna
na konkrétni barvici panel. Timto zplisobem lze detekovat i fluorochromy, které maji své
podobné emisni spektrum a pii méfeni na bézném pritokovém cytometru by od sebe nebyly

rozeznatelné (obrazek €. 3).

Konvencni detekce Spektralni detekce
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Obrazek €. 3: Schéma konvencniho a spektralniho cytometru
Modifikovano dle: Nolan JP, Condello D. Spectral flow cytometry. Curr Protoc Cytom. 2013;Chapter
1:Unit1.27. doi:10.1002/0471142956.cy0127s63

Pii bézném cytometrickém meéteni se Casto stava, ze prutokovou celou prochazeji dvé

buiiky najednou. Tato naméiena data musi byt softwaroveé z celkového souboru vsech dat
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odstranéna. Tento problém fesi novéjsi typ cytometru (tzv. akusticky cytometr). Tento pfistroj
pracuje s technologii akustického zaostfovani vzorku, pfi které se generuje ultrazvukovy tlak
(pti frekvenci > 2 MHz), kterym se pfenasi Castice do stfedu proudu vzorku. V kombinaci
s hydrodynamickym tlakem vznikd centralizovany tzky proud castic, ktery je vstfikovan
do stfedové osy kapilary, kde dochazi k rovnomérnému laserovému ozafeni bez ohledu

na vstupni rychlost vzorku.

Omezenim pratokové cytometrie je relativné malo typ antigenii, které jsme schopni
detekovat na jedné bunce. Naptiklad pifi stanoveni efektorovych pomocnych
T-lymfocytli potiebujeme znak CD45 (coz je znak typicky pro leukocyty), déle znaky CD3
(vSechny T-lymfocyty) a CD4 (pomocné T-lymfocyty), znaky CD45RA a CCR7 (definuji
vyvojova stadia T-lymfocytl), a znaky CD69, CD25, CD38 a dalsi, které vypovidaji o aktivaci
buniky. Dale potiebujeme stanovit intracelularni produkci cytokinti (IFN-y, TNF-a, 1L-4),
ptitomnost kostimulacnich molekul CD40 ligand nebo CTLA-4 a ptidat znaceni odd¢€lujici zivé

a mrtvé bunky.

Pro jednotliva vyvojova ¢i aktivacni stadia lymfocytl jsou dnes znamy charakteristické
markery. Protoze zpravidla pracujeme s bunécnou suspenzi, ve které jsou efektorové T-
lymfocyty stimulované periferni krve vrizném stadiu vyvoje, nebudeme schopni pfi
omezeném poctu detektort tyto bunky zcela ptfesné charakterizovat. Pfi méfeni na naptiklad
deseti-barevném cytometru nemame k dispozici dostatek kanal, které by byly schopny snimat
vice nez 10 riznych fluorescen¢nich zareni a tim padem nemtzeme detekovat vice nez 10 znakt
na jedné buiice. Navic pouzivané fluorochromy vzdy emituji zafeni v ur¢itém relativné Sirokém
pasmu spektra a tyto pasy se mohou v zavislosti na pouzitych fluorochromech castecné
piekryvat. To vede k faleSnému zvyseni signalu a tim i k faleSné vyssi intenzité fluorescence.
Takto naméfena data proto musi byt tzv. kompenzovana. Cast signilu, ve které dochazi
k ptekryvu, je softwarové odectena od skute¢né naméfené intenzity fluorescence. Tento
problém fesi atomova hmotnostni cytometrie pomoci piistroje CyTOF (obrazek ¢. 4), kdy se
misto fluorescen¢nich znacek na monoklonalnich protilatkdch pouzivaji izotopy lanthanoidi.
Buiiku lze takto teoreticky oznacit az 100 riznymi monoklonalnimi protilatkami. Pfi vlastnim
méteni je kazda buiika suspenze rozprasena neboli nebulizovana do jedné kapky. Tato kapka je
pak vnesena do argonového plamene, ktery ma teplotu vyssi nez 5000 °C. Nasledn¢ dojde
k odpateni vSech organickych soucasti. Burka je timto procesem atomizovana, z pfitomnych
lanthanoidl jsou vyraZeny elektrony, ¢imZ se z nich stanou ionty. Tyto ionty jsou urychleny

v elektrostatickém poli a pii svém letu k detektoru jsou oddéleny pomoci deflektort

18



na jednotlivé paprsky v zavislosti na jejich hmotnosti. Hmotnostni spektrometr je odlisi
od ostatnich izotopt na zéklad¢ rozdilnych atomovych hmotnosti jednotlivych prvki. Detektory
pak scitaji prichdzejici ionty a kvantifikuji mnozstvi kazdého kovu, které je zavislé na mnozstvi
navazanych protilatek pro kazdou bunku. Vysledkem jsou ¢arova spektra, ve kterych nedochézi
k ptekryvu, jako je tomu v ptipadé béznych fluorochromt (obrazek ¢. 4). Navic lze takto
stanovit relativné¢ velky pocet bunécnych znakli (v soucasnosti se pouziva 30-40
monoklonélnich protilatek soucasng), ale analyza takového méfeni zatim prevySuje bézny
diagnosticky ramec. S tim souvisi také to, ze zatim neni rutinn¢ k dispozici nabidka lanthanoidy
znacenych monoklonalnich protilatek, potfizovaci cena ptistroje je vysoka a provedeni vySetteni

je drahé.

Oznaceni bunék Sbér dat Analyza

-

- o Nebulizace Kvadrupal MS-TOF
bunék Hmotnostni spektra Dimensionalni

Jednotlivych bunék redukce dat
Protilatky znadené prvky kovill vzdcnych zemin

Obrazek €. 4: Atomova hmotnostni cytometrie CyTOF

Pratokova cytometrie se v imunologické vySetfeni nejCastéji pouziva ke stanoveni
procentudlniho zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich populaci, ale je mozné jeji vyuziti také
ke stanoveni kvantimetrické. Jedna se o stanoveni zalozeném na meéfeni meanu intenzity
fluorescence, ktery piedstavuje stfedni hodnotu intenzity fluorescence, kterou pro dany
fluorochrom konjugovany s protilatkou hodnotime u sledované populace bunék. Tato hodnota
je pfimo umeérnd navazanému mnozstvi protilatek, coz mizeme vyuzit pro zjisténi mnozstvi
exprimovaného receptoru, napiiklad se pfi sepsich zvySuje exprese CD64 na neutrofilech,
u monocytl se na jejich povrchu snizuje exprese HLA-DR, pfi monitorovani exprese CD274

pfi sledovani G¢innosti 1é€by pomoci monoklonélni protilatky anti-PD-L1 ( CD274) a podobné.

Pritokova cytometrie se vyuziva nejen k imunologickému a hematologickému vysetieni lidi,

ale ma také Siroké vyuziti ve veterindrni medicing, v biologii, mikrobiologii apod.
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2.2 Vysetfeni lymfocytarnich subpopulaci v laboratofi bunééné imunologie

Hodnoceni lymfocytarnich populaci je nezbytné pro diagnostiku malignich onemocnéni,
vrozenych primarnich imunodeficienci ¢i ziskanych sekundarnich imunodeficienci, které se
mohou rozvinout v disledku infekci, autoimunitnich onemocnéni, traumat, nadort, malnutrice,
nebo terapie primarniho onemocnéni (ozafovani, chemoterapie, antibioticka 1écba, kortikoidy,
a podobn¢). Diagnostické laboratorni postupy jsou navrhovany na zékladé podrobného

klinického vySetfeni a mély by byt hodnoceny v kontextu s klinickym stavem pacienta.

Zakladnim bunénym vySetfenim v imunologické laboratoii je sledovani zmén
v zastoupeni a funkci jednotlivych populaci lymfocytl. Ty se vyznamné podileji na funkci
imunitniho systému, napiiklad efektorové pomocné CD4" T-lymfocyty ovliviluji aktivaci
makrofagli, pomahaji pfi aktivaci CD8" T-lymfocytt a B-lymfocytt. Efektorové cytotoxické
CD8" T-lymfocyty a NK buiiky (natural killer cells, pfirozeni zabije¢i) zabijeji pfedev§im
infikované nebo nadorové zménéné bunky. B-lymfocyty po své aktivaci a diferenciaci

na plasmablasty a plazmatické buiiky jsou odpovédné za produkei protilatek.

V periferni krvi zdravého ¢lovéka se vyskytuji riizné bunééné populace, mezi kterymi se
nachazeji buniky Gc¢astnici se primarn¢ imunitnich reakci. Mezi né patii T-lymfocyty (pomocné
Th, cytotoxické Tc a regulacni Treg T-lymfocyty), B-lymfocyty a NK bunky. Kazda z téchto
bun¢k nese na svém povrchu nekteré jedinecné znaky, podle kterych je mozné danou populaci
bunék identifikovat. T-lymfocyty charakterizuje povrchovy znak CD3, Th-lymfocyty CD3 a
CD4, Tc-lymfocyty CD3 a CD8, Treg lymfocyty CD3, CD4, CD25 a CD127, B-lymfocyty
CD19 nebo CD20, NK buiiky CD16 a CD56. Zkraceny zapis definované populace se provadi
pomoci CD znaku a znaménka plus (+; sledovany znak u bun€k pfitomen je) ¢i minus
(-; sledovany znak pfitomen neni). Existuji jesté dal§i formy zdpisu, kdy je definovana sila
exprese dané¢ho znaku, napf. ,,high* nebo znakem ,,++*, cozZ okazuje na vysokou expresi daného
znaku na povrch buiky. Nizka exprese je oznacena jako ,low* nebo také ,,+/-“. Regulacni
T-lymfocyty jsou pak oznaceny jako CD3*CD4'CD25'CD127"Y. Pomoci fluorochromem
konjugovanych monoklondlnich protilatek, které jsou namitfeny proti sledovanym znaktim, je
mozné tyto bunécné populace od sebe odlisit metodou priitokové cytometrie. Krome zékladnich
lymfocytarnich populaci mizeme stanovit i dalsi, tzv. efektorové faze vyvoje T a B-lymfocytt
(pomoci znakd, které se na téchto lymfocytech vyskytuji pfi jejich aktivaci) nebo pomoci

selektinovych ¢i chemokinovych receptorti (umoznuji vstup lymfocyt do uzlin).
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Vysledkem zakladniho imunologického vySetfeni je procentualni zastoupeni
lymfocytarnich populaci ve vySetiovaném vzorku. Souétem procentualniho zastoupeni
hlavnich lymfocytarnich populaci v periferni krvi (T-lymfocytd, B-lymfocyti a NK-bunék)
ziskdvame hodnotu, ktera se blizi 100%. Kromé procentualniho zastoupeni lymfocytarnich
populaci (tzv. relativni pocet lymfocytli), je neméné dilezitou hodnotou také tzv. absolutni
pocet lymfocytl, ktery nam udava redlny pocet bunék dané populace v litru krve. Zmény
absolutniho poctu lymfocytii jsou zadvislé na celkovém poctu lymfocytti a celkovém poctu
leukocytll v daném vySetfovaném vzorku. Pokles poctu leukocyti a lymfocytih mize vést
ke snizeni absolutniho poctu lymfocytd, ackoli relativni poCty ziistavaji v normalnich
hodnotach. Tyto hodnoty jsou dllezit¢ zejména u sledovani poctu pomocnych CD4+
T-lymfocytli u pacientii s HIV infekei, kde snizujici se pocet téchto bunék v krvi odrazi tizi

klinického stavu pacienta.

2.2.1 T-lymfocytarni subpopulace

T-lymfocyty jsou tvofeny populacemi pomocnych a cytotoxickych T-lymfocyti. Obé
tyto populace miizeme déle rozd¢lit na naivni (dosud se s antigenem nesetkaly), pamétové
(vznikaji po setkani se s antigenem), efektorové nebo efektorové pamétové T-lymfocyty
(obrazek ¢. 5A). Obé¢ efektorové subpopulace jsou v krvi bézného ¢lovéka zastoupeny ve velmi
malém mnozstvi, nebot’ se vyskytuji jen v misté probihajici infekce ¢i zanétu a v krvi je tedy
muzeme zachytit jen pii jejich putovani do cilového organu. Tento pomér se vSak mlize ménit
u imunodeficitnich stavii, téZce probihajicich infekci ¢i autoimunit. Jednotlivé subpopulace
pomocnych (CD3"CD4") nebo cytotoxickych (CD3°CD8") T-lymfocyti miizeme stanovit
pomoci protilatek proti CCR7 a CD45RA nebo CD45RO (obrazek ¢. 5). CCR7 je chemokinovy
receptor vyskytujici se na naivnich nebo pamétovych T-lymfocytech, sjehoz pomoci se
lymfocyty dostavaji do uzlin ¢i sekundarnich lymfatickych organd. T-lymfocyty pii své
aktivaci tento receptor ztraceji, coz jim umoznuje vycestovat z uzlin a putovat do mista zanétu.
Ztratareceptoru CCR7 tedy definuje tzv. efektorovy stav T-lymfocytl. Efektorové T-lymfocyty
jsou pln¢ diferencované T-lymfocyty ve stadiich Thl, Th2, Th17 ptipadné¢ dalSich forem
Th-lymfocytt, které¢ poSly celou aktivaci T-lymfocyti prostfednictvim antigenu

prezentované¢ho na APC.
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Obrazek ¢. 5: T-lymfocytarni subpopulace
A) Dotplot subpopulaci CD4" T-lymfocytt. B) Histogram CD45RA™ T-lymfocytu.

CD45RA je znak, ktery se vyskytuje na naivnich T-lymfocytech, a CD45RO se vyskytuje
na pamét’ovych T-lymfocytech. Jednd se o produkt jednoho genu, ktery se v zavislosti
na vyvojovém stadiu lymfocytu ptepisuje v rozdilnych formach. Pti aktivaci T-lymfocytu se
zkracuje délka proteinového fetézce tohoto antigenu, pficemz forma RA oznacuje nejdelsi
formu a RO vyrazné krat§i formu proteinového fetézce. Tento receptor je enzym tyrosin
fosfataza, kterd se podili na pfenosu intracelularniho signalu pii aktivaci lymfocytu. Kombinaci
znaki CCR7 a CD45RA, nebo CCR7 a CD45RO mizeme definovat jednotlivé subpopulace
pomocnych i cytotoxickych T-lymfocyti. DalS§im dilezitym znakem, oznacujicim T-lymfocyty
odchazejici z thymu, je znak CD31. S jeho pomoci mizeme definovat tzv. ,,recent thymic
emigrants* neboli CD31" T-lymfocyty. Jejich nepfitomnost je dileZitym pomocnym markerem
pfi diagnostice pacientl s t¢zkym kombinovanym imunodeficitem (SCID). Zastoupeni zejména
naivnich a pamétovych T-lymfocytl se méni v zavislosti na véku pacienta. U novorozencd,
kojencti a déti pievazuji naivni T-lymfocyty, v seniorském véku pak pamétové T-lymfocyty.
V ramci efektorovych populaci ddle mizeme stanovit aktivované T-lymfocyty pomoci znaku
HLA-DR, znak CDS57 nalezneme na tzv. vycerpanych (exhausted) T-lymfocytech.
S chronickou aktivaci se rovnéz zvySuje exprese PD-1 na téchto bunkach. PD-1 receptor
(Programmed cell Death-1) po vazbé na PD-1 ligand (PD-L1) aktivuje apoptézu u lymfocytt.
Jedna se o regulaci poctu, ptipadn€ nadmérné funkce efektorovych T-lymfocytd. PD-L1 muze

byt po aktivaci exprimovan na buitkach endotelu, makrofazich, monocytech, neutrofilech ¢i
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dalsich bufikdch. Zvy$ené pocty CD57" a PD-17 T-lymfocyti nachidzime u pacientii

s chronickymi zanéty.

2.2.2 B-lymfocytarni subpopulace

Rovnéz u B-lymfocyti mizeme v periferni krvi identifikovat néktera z jejich
vyvojovych stadii. Definujeme je pomoci monoklonalnich protilatek proti znaku CD27,
membranovému IgD nebo IgM, CD38 a CD21. Vyvojové nejmladsi B-lymfocyty jsou
nazyvany transientni B-lymfocyty s fenotypem CD19*IgM"ghCD27-CD38"e", Pokud maji
tyto buniky navic nizkou expresi CD21 a IgD, jedna se o nejmlad$i formu transientnich
B-lymfocytti (tzv. T1 B-lymfocyty). Pii dalSim dozravani zacinaji transientni B-lymfocyty
exprimovat IgD a CD21 a stavaji se znich T2 B-lymfocyty. Obé formy transientnich
B-lymfocytti dozravaji ve slezin¢ nebo v sekundarnich lymfatickych organech v naivni
B-lymfocyty (IgM*IgD*CD27). Naivni B-lymfocyty putuji krevnim fecistém do uzlin
¢i sekundarnich lymfatickych organti a hledaji sviij specificky antigen. Po setkani se
,,Svym‘ antigenem se z nich stavaji IgM pamétové B-lymfocyty (IgM*CD27"). Pii dalsi
aktivaci B-lymfocyti za pomoci CD4" folikularnich pomocnych Tru-lymfocyth a folikularnich
dendritickych bun¢k v germinalnim centru se ze sekundarnich lymfatickych organa dostavaji
do krve izotypové piepnuté pamétové B-lymfocyty (IgM-CD27") a plasmablasty
(CD19"°¥IgM-CD27"ghCD38high)  Plasmablasty putuji do kostni dieng, kde se usazuji jako
plazmatické buiiky (CD19 IgM-CD38"e"CD138"eh), V této chvili také ztraceji typické znaky
pro B-lymfocyty (CD19 a CD20). Znak CD21 (jedna o receptor pro C3d, také oznacovany jako
CR2; tento receptor také vyuziva virus Epsteina-Barrové) je normalné pifitomen na vSech
vyvojovych stadiich B-lymfocytii krom& T1 B-lymfocytl a plasmablastii ¢i plazmatickych
bun¢k. Ve zvySené mife je exprimovan na B-lymfocytech margindlni zény, které maji
podobné jako IgM pamétové B-lymfocyty fenotyp IgM*CD27*. V krvi pacientl
s autoimunitnimi chorobami, s CVID ¢i hepatitidami nékdy nachazime subpopulaci
CD21'°¥CD38'"" B-lymfocyti. Jejich vyssi procento mizeme nalézt také u starSich osob. Jedna
se ziejm& o B-lymfocyty, které pii svém vyvoji do pamétovych forem unikly apoptoze
pfi selekcich v germindlnich centrech. U osob s autoimunitnimi onemocnénimi jsou ¢astecné

odpovédné za produkci autoprotilatek.

Zastoupeni subpopulaci B-lymfocyti se podobné jako u T-lymfocytl 1isi v zavislosti

na v€ku pacienta. V pupecnikové krvi, u novorozenci a kojencl nachazime pievahu

23



transientnich B-lymfocytl. K jejich dozravani dochéazi postupné s vékem a to do naivnich
B-lymfocytli a dalSich pamétovych B-lymfocytarnich subpopulaci. U kojencti a batolat také
muizeme pozorovat zvySenou tvorbu plasmablastd, kterd je dana reakci imunitniho systému
na styk s béznymi patogeny, proti kterym si déti vytvareji protilatky, které jsou uz u dospélych
bézné ptitomny. Chybéni zejména pamétovych forem B-lymfocyti a plasmablasti u dospélych
osob muze byt znamkou imunodeficitu. Pfitomnost zejména pamétovych forem B-lymfocyti
podava informaci o funk¢&nosti pomocnych CD4" T-lymfocytt, které pomahaji B-lymfocytim
pii vyzravani izotypove piepnutych pamétovych forem do stadia plasmablastti a plazmatickych
bungk. Pfi vyznamném ubytku CD4" T-lymfocytl nebo pii jejich nefunkénosti (u pacientd
s imunodeficity), dochazi k preruseni vyvoje izotypové piepnutych pamétovych B-lymfocyti
a vkrvi pacientl nachdzime jen naivni formy ¢i IgM pamétové B-lymfocyty, pficemz

plasmablasty mohou chybét uplné.
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Obrazek ¢. 6: B-lymfocytarni subpopulace

A) Dot plot vyobrazujici B-lymfocyty naivni (IgM+CD27-), IgM pamétové (IgM+CD27+) a izotypove
prepnuté pamétove (IgM-CD27+).

B) Dot plot vyobrazujici B-lymfocyty transientni (CD24+CD38+) a plasmablasty (CD24-CD38++).
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Obrazek €. 7: B-lymfocytarni subpopulace
A) Dot plot znazorfiyjici transientni B-lymfocyty T1 a T2.

B) Subpopulace CD21°% B-lymfocyti.

Jak uz bylo dfive uvedeno, pritokova cytometrie se v imunologické vySetieni nejcastéji
pouziva ke stanoveni procentudlniho zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich populaci, ale je
mozné ji vyuzit také ke kvantimetrickému stanoveni. Jedna se o stanoveni zalozeném na méefeni
meanu intenzity fluorescence (MFI) pro dany fluorochrom konjugovany s protilatkou. MFI
piedstavuje stfedni hodnotu intenzity fluorescence, kterd je piimo Umérnd navdzanému
mnozstvi protilatek na sledovany receptor. Méfeni MFI miizeme vyuzit pro sledovani miry
exprese receptoru, napiiklad se pfi sepsich zvysuje exprese CD64 na neutrofilech, u monocytt
se na jejich povrchu snizuje exprese HLA-DR, pfi monitorovani exprese CD274 pti sledovani
ucinnosti 1€€by pomoci monoklonalni protilatky anti-PD-L1 (CD274) na nadorovych buiikach

a podobng.

Pritokova cytometrie se vyuziva nejen k imunologickému a hematologickému vysetieni

lidi, ale ma také Siroké vyuziti ve veterinarni medicing, v biologii, mikrobiologii apod.
2.3 Funk¢ni testy v laboratofi bunééné imunologie

V ramci sledovani parametri bunééné imunity nas kromé poctu jednotlivych bunéénych
subpopulaci zajima také jejich funkénost. Specifické funkéni testy Casto vyzaduji izolaci
nékteré z lymfocytarnich subpopulaci. Naptiklad sledovani proliferace T-lymfocytt vyzaduje

izolaci PBMC nebo pifimo T-lymfocyt, produkce protilatek izolaci PBMC nebo piimo
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B-lymfocytti, produkce cytokinli izolaci T-lymfocyti a stanoveni cytotoxicity izolaci
cytotoxickych CD8" T-lymfocytli nebo NK bunék. Po izolaci bun&k nasleduje in vitro kultivace
v ruznych typech kultivacnich desek v zavislosti na poctu bunék, dobé kultivace a spotiebé
kultivacniho média. Kultivace zpravidla probihda v kultivacnich médiich, kterda mohou
obsahovat rtizné latky (ristové faktory, cytokiny a podobné¢), a to za vhodnych podminek

(pti teploté 37 °C v atmosfére COy).

2.3.1 Aktivace bunék

V zéavislosti na konkrétnim funkénim testu jsou pouzivana rlizna stimulancia.
Pro vySetfeni aktivace a proliferace T-lymfocytii nespecifickym mitogenem se Casto pouzivaji
tzv. polyklondlni mitogeny, které¢ se vazou na specifické membranové sacharidy a aktivuji
bunky bez zavislosti na jejich antigenni specificité. Pfikladem takovychto mitogenii pisobicich
na T-lymfocyty jsou phytohemagglutinin (PHA) a concanavalin (ConA).
B-lymfocyty i T-lymfocyty aktivuje pokeweed mitogen (PWM). Lipopolysacharid (LPS,
endotoxin) aktivuje predevSim B-lymfocyty, ale pii delSim pisobeni se aktivuji
prostiednictvim B-lymfocyti 1 T-lymfocyty. Dal§$im moznym zplUsobem stimulace
T-lymfocytl je vyuziti monoklonalnich protilatek anti-CD3 spole¢né s anti-CD28. Vsechny
lymfocyty je mozné aktivovat také pomoci phorbol myristat acetatu (PMA) a ionomycinu
(IM), kdy obé tyto slozky piisobi jako nizkomolekularni aktivatory signalnich drah. PMA a
ionomycin pronikaji pfes bunéénou membranu do nitra buiiky. PMA je pfimy stimulator
proteinkindzy C a ionomycin plisobi na vapnikovou pumpu. PMA a IM piisobi jako velice silné
aktivatory bun¢k a zejména pii aktivaci ionomycinem casto dochéazi k jejich pred¢asnému
usmrceni. K aktivaci lymfocyt je mozno také pouzit specifické antigeny (naptiklad tetanus,
virus varicely, pneumokoky, kandidy a podobné¢). Stanoveni odpovédi na specifické antigeny
muze slouzit ke sledovani odpovédi pacienta na ockovani danym antigenem. Nevyhodou této

specifické stimulace je aktivace a proliferace jen malého mnozstvi lymfocytt.

2.3.2 Blasticka transformace lymfocyta

Termin blastickd transformace vznikl na zdklad¢ sledovani morfologickych zmén
lymfocytl pfi proliferaci. Pii pfeméné klidovych lymfocyti na proliferujici lymfocyty dochézi
k vyraznému zvétSeni bunék véetné podilu cytoplazmy uvniti bunék. Bunécny cyklus zahrnuje
nasledujici faze: GO, G1, S, G2 a M fazi. GO faze je klidovou fazi bunécného cyklu. Pii aktivaci
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bunky ptechazeji do faze G1. Pii ni se pfepisuji geny a syntetizuji se enzymy a nukleotidy
potiebné pro replikaci DNA. G1 faze zaujima 30—40 % délky bunééného cyklu. Jakmile jsou
pfipraveny potiebné enzymy a nukleotidy, pfechazi buiika do S faze, pfi které probihd syntéza
DNA. Tato faze zaujima 3050 % délky bunééného cyklu. Po dokonceni syntézy DNA vstupuje
buiika do G2 faze. V této fazi probiha syntéza a aktivace proteini zodpovédnych za kondenzaci
chromozomt, tvorbu mitotického aparatu a destrukci jaderného obalu. G2 faze predstavuje 10—
20 % délky bunécného cyklu. Posledni fazi bunééného cyklu je M-faze, neboli mitdza. Pii ni
dochazi k rozdéleni jadra a jadérka (karyogenezi) a poté k rozdéleni cytoplazmy (cytokinezi).
Pti karyogenezi jsou chromozomy vzniklé v S fazi ohranic¢eny, pfi¢emz kazdy duplikovany
(zdvojeny) chromosom ma dvé¢ sesterské chromatidy, které obsahuji identické kopie DNA.
Sesterské chromatidy jsou spojeny po celé délce, pozdéji jsou poutdny pouze v oblasti
centromery. V prubéhu mitozy se sesterské chromatidy od sebe odd€li a putuji k opacnému
konci buniky. Na konci mitozy dochazi u lymfocytu k zaSkrceni bunky od okraji do stfedu a
vzniku dvou dcefinych bunék, z nichz kazda ma své vlastni jadro. Pokud buiika obdrzi signél
k opakovani bunécného cyklu, opét vstoupi do G1 faze. Pokud mitogenni signal jiz pfitomen

neni, bunka dale neproliferuje a vstupuje do klidové faze GO.

2.3.3 Metody meéteni aktivace a proliferace lymfocytt

K méfeni aktivace a proliferace lymfocytli se Casto pouzivaji cytometrické metody.
Vyhodou téchto metod je moznost méteni vice znakd zaroven, napiiklad stupen aktivace
jednotlivych T-lymfocytarnich bunéénych populaci pomoci znaki CD69, CD71, CD25 a
HLA-DR. Znak CD69 je nejcasnéjSim markerem aktivace. Pii stimulaci pomoci PMA a IM
dosahuje 80% exprese uz po 4 hodinach aktivace. CD69 je selektinovy receptor, ktery se podili
na udrzeni aktivovaného lymfocytu v lymfatické uzliné. Pozdéji se na povrchu T-lymfocytu
objevuje receptor pro transferin (CD71) a nasledné také CD25 (fetézec receptoru pro 1L-2) a

HLA-DR.

Proliferacni test patii mezi funkéni vysetieni T a B-lymfocytl. Kromé vyzkumného
vyuziti jsou rutinn€ vyuzivany zejména jako diagnosticky test u pacientli s podezienim na tézky
variabilni imunodeficit (SCID), u deficitu CD4" T-lymfocytdi nebo k monitorovani
imunosupresivni u€inkti onkologické 1€Cby. Proliferacni testy 1ze provadét riznymi zptisoby.
Mezi nejcitlivéjsi metody fadime inkorporaci triciem (*H) znageného thymidinu a metodu

DELFIA. V soucasné dob¢ se s vyhodou vyuzivd metody prutokové cytometrie, pficemz
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stanovit proliferacni aktivitu je mozné né¢kolika zplisoby. Je mozné vyuzit inkorporaci
znaCenych pyrimidinovych bazi do DNA proliferujicich lymfocytii. V téchto testech se
pouzivaji syntetické analogy thymidinu: bromdeoxyuridin (BrdU) ¢i 5-ethynyl-2"-deoxyuridin
(EdU). Déle je mozné proliferacni aktivitu bunék sledovat pomoci kvantifikace blastii v procesu
proliferace, kvantifikace celkové DNA pomoci interkalace (vmezeieni se mezi jednotlivé baze
DNA) specidlnich barviv do DNA d¢licich se bunék. Dal$i moznost predstavuje méteni
intracelularnich aktiva¢nich markert (Ki-67) ¢i obarveni cytoplazmy nebo membrany bunék
pomoci barev Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE), PKH-26, CellVue Claret a
dalsich. Spolu se stimulovanymi buiikami je tfeba také sledovat nestimulované bunky, vysledky

vznikaji pravé srovnanim obou typt bun€k v zavislosti na sledovaném markeru proliferace.

Test proliferace pro jednoho pacienta probihd nejméné ve dvou zkumavkach nebo
jamkach. Pokud jsou pouzity izolované buiiky nebo pfedem ur¢eny objem plné krve odebrané
do heparinu, je vobou zkumavkich nebo jamkach stanoveny pocet bunck. V prvni
zkumavce/jamce probihd inkubace vzorku bez ptidavku stimulancia, ve druhé s pridavkem
definovaného mnozstvi stimulac¢ni latky. Piipadné mohou byt pouzity dalsi zkumavky
s riznymi stimulancii, v zavislosti na druhu testu. Soucasné s proliferaci krve ¢i bun€k pacienta
by méla byt provedena proliferace stejnym zptisobem taky u zdravé Kontrolni osoby.
Izolované bunky nebo krev se inkubuji v médiu, které obsahuje dostatek zasobnich latek
umoznujicich proliferaci bunék po dobu zpravidla 72 hodin. Pfi stimulaci
B-lymfocyti se doba inkubace prodluzuje na pét dni, pficemz v tomto ptipadé je tieba si
uvédomit, Ze soucasné pritomné T-lymfocyty se stimuluji rychleji, je jich vice a zpravidla diky
tomu spotiebuji zivotné dulezit¢ latky z média diive, nez se zaCnou mnozit samotné

B-lymfocyty. Vysledkem pak mtzZe byt faleSn€ niz§i namétena proliferace B-lymfocyta.

Metody mérici proliferaci

Nejjednodussim stanovenim proliferace je sledovani poctu bunék po stimulaci
ve srovnani s nestimulovanou kontrolou. Tato metoda je vSak zatizena velkou chybou, proto se
v praxi prili§ nepouziva.

Zlatym standardem detekce proliferace je dlouhodobé pouzivana metoda sledujici
inkorporaci triciem zna¢eného thymidinu (°*H thymidin), ktery se piidava do média 1224

hodin pted ukon&enim inkubace. *H thymidin se b&hem inkubaéni doby zabudovava jako jeden

28



ze zékladnich kamenti do DNA proliferujicich bun¢k. Po ukonceni inkubace se proliferujici
bunky zamrazi a poté rozmrazi, ¢imz dojde k jejich rozpadu. Vznikla smés je filtrovana pies
specidlni filtracni papir, na kterém je pak zachycena bunécné drt’ a s ni i DNA se zabudovanym
thymidinem znaceného triciem. Filtra¢ni papir je poté vlozen do scintila¢ni tekutiny a méfi se
pocet zableski, ktery je dan mnozstvi navdzaného tricia v proliferujicich bunikach. Scintilace je
fyzikalni jev, pifi kterém vznikaji slabé svételné¢ zablesky. Tyto zéblesky jsou zplsobeny
dopadem ionizujiciho zafeni na povrchy nékterych anorganickych ¢i organickych latek, které
nazyvame scintilatory. Pfi dopadu ionizujiciho zafeni na scintilator, ¢i scintilacni tekutinu,
vnika cizi iont do krystalické miizky scintilatoru, ¢imz se excituji elektrony krystalu a pii jejich
nasledné deexcitaci dochazi k emisi fotond viditelného svétla, ¢ili svételného zablesku. Pocet
zéableskil se méii pomoci tzv. B-counteru. Vysledkem se udava jako pocet zableskll za minutu
(jednotka cmp; z anglického ,,counts per minute*) nebo jako proliferacni index, coz je pomér
mezi mnozstvim zéableskl ve stimulované a nestimulované zkumavce. Pocet zablesk je zavisly
na mnozstvi navazaného thymidinu v proliferujicich butikach. Jedna se o metodu s vysokou

citlivosti, avSak s vysokymi naklady na piistrojové vybaveni.

Jednou z levnéjSich metod je méreni celkové DNA pomoci interkala¢nich sond, jako
jsou ethidium bromid, propidium jodid (PI) nebo hexidium jodid a podobné. Tato barviva
s cervenou fluorescenci se vmezeti mezi pary bazi dvojité Sroubovice DNA. Protoze DNA je
uvnitt jadra buiiky, je tieba pted pfidavkem tohoto barviva buiiky fixovat a permeabilizovat.
Zaroven je nutné odstranit RNA ptidavkem ribunukleazy (RNazy stépici fetézce RNA), protoze
dochazi 1 k nespecifickému obarveni této nukleové kyseliny. Vysledkem je stanoveni poctu
bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Méteni proliferace pomoci PI nedava informaci
o nové syntetizované DNA a nekoreluje se stanovenim inkorporace *H thymidinu. K méfeni
proliferace metodou obarveni cytoplazmy nebo membrany buncék se pouziva zelené
fluorescen¢ni barvivo oznacujici bilkoviny Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) a
cervené fluorescencni lipofilni membranové barvivo PKH26, CellVue Claret a podobné&. Tato
barviva se lisi ve svych chemickych a fluorescen¢nich vlastnostech. Membranova barviva
(PKH26 a CellVue Claret) jsou vysoce lipofilni barviva, ktera se stabilné, ale nekovalentné
zachycuji v lipidech bunéénych membran. Proteinové barviva (CSFE), kterymi jsou typické
amino-reaktivni slouceniny, tvofi stabilni kovalentni vazby s bunécnymi proteiny. CSFE je
lipofilni molekula, kterda dokud neni transportovana do buiiky, vykazuje jen minimalni
fluorescenci. CSFE pronika do bunky pasivni difuzi. Bunécné esterazy Stépi acetylové skupiny

CSFE a vznikly produkt (succinimidyl ester) se stdvd vyrazné fluorescencni. Tento ester se
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kovalentné¢ vaze k volnym aminoskupindm na makromolekulach v cytoplazmé. Jak toto
proteinové, tak vySe uvedend membranova barviva zbarvuji buiiky jasnou homogenni
fluorescenci. Intenzita fluorescence pti kazdém nésledujicim de€leni klesd u dcetinych bunék
piiblizné na polovinu. Proto porovnanim plivodni a konecné intenzity fluorescence
vysetfovanych bun¢k ziskdme informaci také o poctu déleni, kterym vysetiované buiky prosly.
Ze znalosti poctu déleni a relativniho poctu bunek v kazdé deefiné generaci Ize zpétné vypocitat
pocet bunck v plivodni populaci (tj. bun¢k ptitomnych v dobé stimulace), které se nasledné
zacaly délit. Pomoci téchto informaci Ize vypocitat rozsah expanze prekurzorovych bunék na
zkoumany specificky antigen nebo bunécny mitogen. Nevyhodou barveni CSFE je relativné
vysoka cytotoxicita. Podobné probihd znaceni i vyhodnoceni proliferace pii pouziti

membranovych barviv PKH26, CellVue Claret a dalSich.

Mezi dalsi metody sledovani bunétné proliferace patii metoda inkorporace
bromdeoxyuridinu (BrdU), pfi které se vyziva zabudovani znacenych pyrimidinovych bazi
do DNA délicich se bunék sndslednym méfenim pomoci priatokové cytometrie.
Ve standardnim BrdU testu se buiiky spolecné se stimulancii inkubuji také s BrdU. Nésledné je
provedena denaturace DNA pomoci enzymil, kyseliny nebo tepla tak, aby byla umoZznéna
detekce zabudovanych molekul BrdU pomoci protilatek anti-BrdU. Pouzivané metody
denaturace DNA mohou negativné ovlivnit morfologii bun€k a rozpoznavani antigenti, stejné
jako kvalitu obrazu pfi cytometrickém meéteni. Denaturacni €inidla rovnéz omezuji schopnost
BrdU vazat se s fluorescen¢nimi proteiny (napt. GFP, RFP, mCherry) nebo fluorescen¢nimi
barvami na bazi phycoerythrinu, které se pravideln¢ pouzivaji v mikroskopickém zobrazovani

nebo v prutokové cytometrii.

VylepSenim BrdU testu je metoda Click-iT® Plus EdU, kdy se v prubé¢hu aktivni
syntézy DNA zalleniuje do jejiho fetézce analog thymidinu EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridin)
obsahujici alkiny. Vlozeny EdU obsahuje ve své ethynylové c¢asti alkyn. Pii konecném
zpracovani se k buiikam ptidaji fluorescen¢nimi barviva, napt. Alexa Fluor® nebo Pacific
Blue™ obsahujici pikolyl azidovou skupinu, ktera se vaze na alkyn v EdU tzv. azid-alkynovou
cykloadici (tzv. piepinaci reakci neboli kliknutim, kterd dala metod€ nazev). Reakce je
katalyzovand méd’'natymi ionty. Standardni fixace bun¢k na bézi aldehydu a jejich nasledujici
permeabilizace pomoci detergentu postaci k tomu, aby detek¢éni cinidlo obsahujici
fluorescencni barvu s pikolyl azidem ziskalo piistup k EAU v DNA. Neni tedy tieba zadnych
tzv. tvrdych denaturantti. Nové syntetizovana DNA miize byt detekovéna a kvantifikovana

za pouZiti obrazovych technik nebo pritokové cytometrie.
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Velice citlivou alternativou k méfeni proliferace pomoci BrdU je méteni proliferace
metodou DELFIA, (zanglického ,Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent
ImmunoAssay*), kterd je zalozena na Casové modulovaném méfeni fluorescence (TRF;
z anglického ,time-resolved fluorescence). Metoda je =zaloZzen na inkorporaci
bromdeoxyuridinu (BrdU), pii které se vyziva zabudovani znacenych pyrimidinovych bazi
do DNA délicich se bunék. Pro detekci proliferujicich bun¢k se pouzivaji anti-BrdU protilatky
znacené fluorescen¢ni sondou, coz byva stabilni chelat lanthanidu (nejcastéji europia - Eu).
Po ptidavku europiem znacené protilatky dochazi k jeji vazbé na BrdU zabudovany v DNA.
Po ukonceni inkubace s protilatkou nasleduje promyti, ¢imz se odstrani piebytek nenavazané
protilatky. Dal§im reakénim krokem je ptidavek ligandu B-diketonu. Tato ¢ast reakce probiha
v kyselém prostiedi, které zplsobi odtrzeni europia, a na jeho misto se v chelatu navaze
piidavany ligand. Nové vznikld slouCenina vykazuje intenzivni fluorescenci, kterd je
dlouhodobd (fadoveé stovky mikrosekund) a navic s velkym rozdilem mezi vinovou délkou
excitace a fluorescence (Stokestiv posun). Méteni probihd na pfistroji EnSight, kde je vzorek
pulzné excitovan vlnovou délkou svételného zareni (napt. vinovou délkou 340 nm). Zateni se
pak elektronicky méfi se zpozdénim, jakmile vyhasne fluorescence pozadi. Méfeni zafeni se
provadi opakovan¢ béhem piednastavené¢ho Casového intervalu (za 1 s Ize ziskat az 1000
méteni). Vysledkem je (podobné jako u metody inkorporace thymidinu) pocet impulst, ktery

se zvySuje s poctem proliferujicich bunék.
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V soucasné dob¢ se Casto pouziva k méteni proliferace detekce jaderného proteinu Ki-67.
Tento protein je exprimovan béhem vSech aktivnich fazi bunécného déleni, avSak neni
exprimovan v klidové fazi GO. Toto méfeni je relativn€ jednoduché, nebot’ nevyzaduje ptidavky
dalSich reagencii béhem inkubacni doby proliferacniho testu. Vysledkem vySetieni je procento
Ki-67 pozitivnich lymfocyt. Nevyhodou této metody je, ze protein Ki-67 se exprimuje uz v G1
fazi bunécného cyklu, kdy se buiika k proliferaci teprve chystd, ale nemusi ji jesté dokoncit
(naptiklad pfi selektivnim plisobeni cytostatik). Z tohoto diivodu je zapotiebi v ramci kontroly
spravnosti vysledku tohoto méfeni sledovat také velikost a pocet proliferujicich bunék, pticemz
oba tyto parametry by mély pii Uplné proliferaci lymfocyti stoupat. Ki-67 se také stanovuje
jako diagnosticky znak pro nékteré typy nadord (karcinom, prsu, prostaty a dalsi). Protoze se
jedné o protein vnitiku bunééného jadra, je tieba k jeho méteni pouzit fixaci a permeabilizaci
buné¢k. Tato metoda zpracovani (tedy fixace a permeabilizace) se pouziva ve vétSiné metod
vysetieni proliferace a dale napt. pii méfeni cytokinové produkce leukocytarnich populaci

pomoci prutokové cytometrie.

cytokineze

Ki=6

Obrazek & 2: Bunéény cyklus a proliferacni sondy

Ruzné metodiky mefteni proliferace se vyznacuji odliSnou dynamikou ve vztahu k bunéénému cyklu. Zatimco
jaderny protein Ki-67 (Cervena) je exprimovan ve vSech fazich bunécného cyklu (nikoli v GO fazi), Brdu ¢i
interkalacni sondy (zelena a modra) cili na inkorporaci ¢i interkalaci do novée vznikajici DNA béhem S faze.
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Obrazek 3: Intenzita fluorescence u metodik CSFE a Ki-67

Proteinové barvivo CSFE zbarvuje homogenné bunéénou cytoplazmu a v pribéhu bunécného déleni je i
CSFE déleno mezi dcefinné bunky. S kazdym délenim intenzita fluorescence klesa pfiblizné o polovinu
vzhledem k buiice matef'ské. Naproti tomu Ki-67 protein je exprimovan pouze v jadie bunék, pficemz jeho
mnozstvi stoupa v pofadi G1<S<G2<M. V klidové GO fazi neni tento protein v jadfe bun¢k ptitomen.

e

intenzita signalu

0- 0.

o

Intracelularni stanoveni antigenii

Cytometrické stanoveni intraceluldrnich proteini je zalozeno na permeabilizaci
bunééné membrany, pii které se detekeni protilatky (zpravidla konjugované s fluorochromy)
navazuji na struktury uvniti bun¢k nebo bunécného jadra. Aby pii permeabilizaci nedochéazelo
k iniku bunétného obsahu pifes porusenou bunécnou membranu, je tfeba builkky nejprve

fixovat. K tomu se pouzivaji alkoholy nebo aldehydy.

Fixace bunék: Alkohol, aldehyd paraformaldehyd

Alkoholy (obvykle ethanol nebo methanol) jsou precipitacni nebo denaturacni fixacni
latky, které koaguluji proteiny. Rozpoustéji také lipidy, coz vede k tvorbé relativné velkych
port v plazmatickych i jadernych bunéénych membranach. Alkoholy jsou vhodné pro analyzu
DNA. Koagulace proteinii kolem DNA totiZ umoziiuje rovnomérny piistup barvivu, coz vede

k dobrému varia¢nimu koeficientu pii meétfeni intenzity fluorescence pro jednotlivé piky
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(naptiklad pfi méfeni bunéného cyklu pomoci propidium jodidu). Nékdy vSak mize koagulace
proteint vadit, zejména pokud je detekce epitopu zavisla na konkrétni konformaci proteinu tak,
aby epitop po fixaci zistal pfistupny pro danou monoklonalni protilatku. Vyjimku tvoii malé
epitopy proteini signalnich drah, kjejichz detekci se pouzivaji fosforylacné specifické

protilatky.

Dalsi skupinou latek pouzivanou pro fixaci bunék jsou aldehydy. Jedna se o zesit’ovaci
fixacni latky, které vytvareji vazby predev§im mezi zbytky lyzinu. Proto udrzuji strukturu
vetSiny proteinli neporusenou, coz z nich Cini optimalni fixacni ¢inidla pro barveni proteina
pomoci monoklondalnich protilatek, protoze cilovy epitop diky tomu zistane pravdépodobné
nedotCen. Obvyklym fixaénim cCinidlem na bazi aldehydu pouzivanym v cytometrii je
formaldehyd. Pokud neni do roztoku formaldehydu ptfiddno malé mnozstvi metanolu,
polymeruje za vzniku paraformaldehydu (PFA). Castou chybou je tvrzeni, Ze se k fixaci bunék
pouziva paraformaldehyd. Ve skutecnosti se jednd o nerozpustny bily prasek, ktery nema
na fixaci zadny vliv. Pro tcely fixace bunék se formaldehyd rozpousti v PBS a jeho koncentrace

by se méla pohybovat v rozmezi 0,54 %.

Dalsi latkou pouzivanou k fixaci bun¢k je glutaraldehyd. Ten se intenzivné pouZziva
v elektronové mikroskopii, zatimco v pritokové cytometrii neni tak rozsifen. Je u€inné&jsi pti
zesitovani proteinti a proto je pak pro monoklonalni protilatky a barviva téz§i vazat se efektivné
na cilové struktury. Pii jeho pouziti také vyrazné stoupa autofluorescence vzorku. Z téchto
ditvodt je pro pritokovou cytometrii 1épe vyuzitelny formaldehyd nebo alkohol. Jejich pouziti

potom zavisi na molekularnim charakteru cilového antigenu.

Bunky fixované v etanolu jsou stabilni bez promyti pii teploté 4 °C nebo -20 °C po celé
mésice. Bunky fixované formaldehydem jsou stabilni ptiblizné 1-2 tydny, ale je zapotiebi je
po 2-3 hodinach z formaldehydu promyt a uchovavat v roztoku PBS. To zamezuje zvySeni
autofluorescence, ktera je pfitomna u vSech fixaci a mize zkreslit vysledek u slabé
exprimovanych antigend. Fixace miize rovnéz zménit vlastnosti rozptylu svétla bunék,

tj. velikost a granulaci méfené na FS a SS.

Fixace formaldehydem a etanolem je mozné kombinovat. Nejprve se bunky fixuji
formaldehydem (uchovani vSech slozek uvnitt bunky) a poté nasleduje fixace v alkoholu
(vytvori vétsi otvory v burice, coz umoziiuje snazsi pristup protilatek ¢i pouzivanych sond).
Po fixaci formaldehydem lze buiiky permeabilizovat 1 pomoci jinych cCinidel jako je Triton X-

100 nebo Tween-20.
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Permeabilizace

Permeabilizace je proces, pfi kterém se méni propustnost bunéné membrany
pro kapaliny, avSak bunka zistava celistva, tj. nedojde k jeji 1yze, coz je vétSinou zajiSténo
ptedchozi fixaci buiiky. Permeabilizace umoziiuje monoklonalnim protilatkdm ziskat ptistup k
intracelularnim strukturdm, pficemz morfologické rozptylové charakteristiky bun€k ziistavaji
nedotceny, nebot’ jsou zajistény fixaci. Pfi tomto kroku je dulezitd troven permeabilizace.
Detekce rizné umisténych epitopli miize vyzadovat odliSnou troven permeabilizace (napf.
cytoplazmatické a nuklearni epitopy). Rovnéz je nutné dostatecné vymyti zbytku nevyvazané
protilatky z bunék. Obecné se pouzivaji dva typy Cinidel: organicka rozpoustédla (methanol
a aceton) a detergenty (saponin, Triton X-100 a Tween 20). Organickd rozpoustédla
rozpoustéji lipidy v bunécnych membrandch, ¢imz je ¢ini propustné i pro monoklonalni
protilatky. Protoze organicka rozpoustédla také koaguluji proteiny, mohou byt ve stejnou dobu

pouzita jak k fixaci, tak permeabilizaci bunék.

Permeabilizace pomoci detergentii

Saponin interaguje s membranovym cholesterolem, selektivné ho odstraiiuje a tim
vytvaii otvory v bunééné membrané. Nevyhodou je, ze permeabilizace saponiny je reverzibilni
a pti dalSich krocich zpracovani vzorku se mohou saponiny vymyt. Tudiz 1 pii dalSich krocich
zpracovani bunék musi byt v pouzivanych ¢inidlech ptitomny saponin. Dalsi nevyhodou je, ze
saponin nepermeabilizuje jadernou membranu a nelze jej tedy pouzit ke znaceni jadernych
proteinil ¢i nukleovych kyselin. Na druhou stranu vyhodou tohoto permeabiliza¢niho ¢inidla je,
ze muze byt pouzit k selektivni permeabilizaci sav¢ich bunéénych membran na zéklad¢ jejich
obsahu cholesterolu nebo jeho schopnost zachovani integrity proteinovych povrchovych

antigend.

Triton X-100 a Tween 20 jsou detergenty neselektivni povahy a mohou extrahovat
proteiny spolu s lipidy, ¢imz rovnéz tvoii pory v bunééné membrané. Nevyhodou téchto ¢inidel
je, ze pii pouziti vysSich koncentraci nebo pii dlouhych inkubaénich ¢asech je vysoce
pravdépodobné, Ze zpisobi také 1yzu analyzované buniky. Oba absorbuji UV svétlo, protoze
obsahuji fenylovy kruh. To mize mit negativni disledky pii pouziti UV laseru v pritokoveé
cytometrii. Vyhodou téchto €inidel je, ze permeabilizuji vSechny lipidové dvojvrstvy, ¢imz
umoznuji stanoveni také struktur uvniti bunécného jadra. Také ve srovnani se saponinem méné

ovliviiuji struktury lektinovych antigent.
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Moznosti kombinace fixace a permeabilizace

Existuje mnoho zplsobil intracelularniho barveni, ale je tieba peclivé vyhodnotit vybér
metody a Cinidel na zéklad¢ povahy analyzovaného antigenu a pouzité metody pro hodnoceni.
Naptiklad pro pritokovou cytometrii je obvykle diilezité zachovat morfologii a zpisob rozptylu
svétla buniky. Tyto bunééné charakteristiky mohou byt nespradvnym vybérem fixace a
permeabilizace zasadné ovlivnény. Také typ stanovované molekuly a jeho umisténi v bunice
zasadné ovliviiuje vybér fixacniho a permeabiliza¢niho postupu. Pokud jsou antigeny blizko
plazmatické membrany, anebo jsou stanovovany rozpustné cytoplazmatické antigeny, staci
jemnad bunécnd permeabilizace bez fixace. Pro stanoveni cytoskeletalnich, virovych ¢i
nékterych enzymovych antigent se pouziva fixace s vysokou koncentraci acetonu, alkoholu
nebo formaldehydu. Pfi intracelularnim barveni pro cytometrii se buiiky obvykle nejprve fixuji
a nasledn¢ se provadi permeabilizace bunécné membrany. Zde jsou ptiklady obvykle

pouzivanych metod:

Fixace formaldehydem nasledovana permeabilizaci pomoci ne-ionogenniho detergentu

pro jaderné antigeny

Fixace bun¢k probiha v roztoku 0,01% formaldehydu po dobu 10—15 minut, poté se vzorek
promyje PBS anasleduje permeabilizace membrany za pouziti jednoho z nasledujicich
detergenti: Triton X-100 nebo NP-40 (Nonidet P-40; octyl phenoxypolyethoxylethanol).
Obvykla koncentrace téchto cinidel je 0,1-1% roztok v PBS. Oba detergenty castecné
rozpoustéji 1 jadernou membranu, takZe jsou vhodné i pro barveni jadernych antigent. Ztrata
bunécné membrany a cytoplazmy mé za nésledek snizeni rozptylu svétla na FS a SS, n¢kdy

také dochazi ke snizeni autofluorescence.

Fixace formaldehydem nasledovana permeabilizaci pomoci ne-ionogenniho detergentu

pro nejaderné antigeny

Pro stanoveni antigeni v cytoplazmé nebo na cytoplazmatické ploSe plazmatické
membrany a rozpustné nuklearni antigeny je vhodné po fixaci formaldehydem pouzit Tween

20, Saponin nebo Digitonin ¢i Leucoperm (0,5 % objemu v PBS).
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Fixace formaldehydem (0,01%) s naslednou fixaci a permeabilizaci pomoci metanolu

Fixace probiha v roztoku 0,01% formaldehydu po dobu 10-15 minut, poté se vzorek
promyje. Do kazdého vzorku se pfida ledové chladny 100% roztok metanolu, a to v takovém
mnozstvi, aby kone¢na koncentrace metanolu byla 90 %. Vzorek se mirn€ promiché a inkubuje
pti -20 °C po dobu 10 minut. Poté néasleduje centrifugace a 2 promyti v PBS s 1% bovinnim

sérovym albuminem (BSA). Toto stanoveni je vhodné pro analyzu DNA.

Fixace a permeabilizace acetonem

Do kazdého vzorku se ptida 1 ml ledové chladného acetonu. Vzorek se mirn€ promiché a

uchova pti -20 °C po dobu 10 minut.

Poznamka: Pri praci s acetonem nejsou vhodné plastové zkumavky. Tento postup je mozné

pouczit pro fluorescencni mikroskopii.

Poradi barveni pfi intracelularnim cytometrickém stanoveni

Potadi znaceni protildtkami se mize mezi jednotlivymi testy lisit, v zdvislosti na
stanovovaném antigenu. Pokud maji byt vySetieny zarovei povrchové a intracelularni epitopy,
je nejlepsi nejprve oznacit povrchové antigeny a teprve poté buiky fixovat. Pfi tomto postupu
je tfeba dat pozor na fluorochromy, které jsou na fixaci citlivé (fluorochromy na bdazi
phycoerythrinu (PE) nebo alophycocyaninu (APC)). Jedna se totiz o velké molekuly bilkovin,
které budou fixaci ovlivnény stejnym zptisobem jako jiné proteiny. Malé fluorochromy (Alexa
Fluor 488 nebo FITC) nejsou obecné ovlivnény zadnym fixa¢nim prostiedkem. Buniky by mély
byt béhem piidavani fixacniho Cinidla jemné vortexovany, aby se zajistilo dobré proniknuti
fixativa do buné¢k a zaroven doslo k dostatecnému rozruSeni bunécnych shlukti. Do bunécné
pelety je lepsi vzdy pfidat vétsi objem fixaniho roztoku, aby ¢inidlo mohlo kvalitné plsobit

na vSechny builky v roztoku.
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Intracelularni detekce sekretovanych proteini pomoci pritokové cytometrie

Detekce sekretovanych proteinti (naptiklad cytokinl) mize byt naro¢na, protoze se
v Case rychle méni jejich koncentrace v bunice. Z tohoto diivodu se piidava na posledni 4 hodiny
stimulace latka brefeldin A (BFA) nebo monensin, které brani uvoliiovani cytokinii
z intracelularniho prostoru buiiky do jejiho okoli. Takto uvniti buiiky ,,zadrZzené* cytokiny lze
pak stanovit pomoci intraceluldrniho barveni nékterym z vySe uvedenych postupti. Brefeldin A
funguje jako reverzibilni inhibitor translokace proteinu z endoplazmatického retikula
do Golgiho aparatu. Inhibuje vazbu cytosolického obalového proteinu (p-COP) a ADP-
ribosyla¢niho faktoru (ARF) na Golgiho membrany a inhibuje vyménu GDP-GTP. Monensin
uzavira produkované cytokiny v endosomech, ¢imz znemozni jejich sekreci do okoli buiiky.
Po oSetfeni bun¢k brefeldinem nebo monensinem ziistavaji noveé vytvoiené proteiny v buiice,
kde se hromadi. Ob¢ latky mohou na bunky pusobit jen omezenou dobu, protoze pii jejich

dlouhodobéjsim pasobeni dochézi ke smrti buiiky. K cilenéjsi identifikaci buné¢k, které

produkuji cytokiny nebo protilatky je ur¢ena metoda ELISPOT (viz. kapitola 3.3).

2.3.4 Sledovani funkce ptirozenych cytotoxickych bun¢k

NK bunky, (natural killer cells, pfirozeni zabijeci), mohou byt rozdéleny do dvou
populaci, z nichZ prvni obsahuje CD56" NK buiiky a druhd CD56'°" buiiky. Tyto populace se
navzajem lisi schopnosti psobit cytotoxicky a produkci IFN-y. NK buiiky CD56"" vykazuji
vysokou produkci IFN-y a nizkou pfirozenou cytotoxicitu, zatimco NK buiiky CD56"°%
vykazuji nizkou produkci IFN-y a vysokou pfirozenou cytotoxicitu. ZvySena aktivita bunék NK
byla pozorovana béhem virovych infekci. Rovnéz u Zen s opakovanymi spontannimi potraty
byl nalezen vyssi pocet aktivovanych cirkulujicich NK bunék a vysoké hladiny NK-bunécné

cytotoxicity.

Aktivace NK bun¢k se stanovuje pomoci prutokové cytometrie, kdy se detekuje exprese
aktivacniho znaku CD69 po piedchozi aktivaci NK bunék rtznymi stimulanty. Jako
nespecifické stimulacni ¢inidlo mtize byt pouzita HLA-I negativni bunécna linie K562. Déle se
aktivace NK bun¢k pouziva pii vySetfovani poruch reprodukce, kdy jsou NK bunky
stimulovany napf. trofoblastem nebo spermiemi partnera. Procento CD69" NK bunék se
porovnava s pozitivni a negativni kontrolou (tj. kontrolni vzorek stimulovany pomoci PMA a

vzorek bez stimulace).
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U NK bunék je také mozno intraceluldrné stanovovat mnozstvi perforinu a granzymu a
jejich zmény po aktivaci téchto bun€k. Jako marker degranulace NK bunck 1ze také pouzit znak
CD107a, jehoz povrchova exprese se pti degranulaci NK bun€k zvySuje a zménu jeho exprese

1ze stanovit pomoci prutokové cytometrie.

Funkéni cytotoxicka aktivita NK bunék byva vySetfovana u onemocnéni
hemofagocytarni syndrom (HS) nebo hemofagocytarni lymfohistiocytoza (HLH). Jedna se
o heterogenni skupinu poruch charakterizovanych aktivaci deregulovanych T lymfocyti a NK
bunék. To vede k aberantnimu uvoliiovani cytokint z téchto bunck a nasledné nekontrolované
aktivaci a proliferaci makrofagli, které za¢nou fagocytovat buiilky vlastniho téla, k orgdnové
infiltraci aktivovanymi histiocyty, coz vyustuje nakonec az do multiorganového selhani.
U pacientii nachdzime neptitomnost nebo nizkou aktivitu NK bunék. Jako stimulancia u tohoto

vysetieni se pouzivaji linie K562, PHA a PHA v kombinaci s IL-2.

Ke sledovani cytotoxickych funkci NK buné¢k 1ze pouzit nékolik metod. Za klasickou
metodu se povazuje stanoveni lytické aktivity NK buné€k, kdy je k izolované suspenzi NK
bun¢k nebo k PBMC pfidana ter¢ova bunécna linie erytroleukemoidniho plivodu K562, ktera
je oznacena radioaktivnim chromem (Cr). Béhem inkubace jsou ter¢ové bunky lyzovany
piidanymi NK bunkami a do supernatantu se uvolni radioaktivni Cr. Namétena radioaktivita je
pak imérna cytotoxické funkci NK bunck. V soucasné dob¢ se pouzivaji i dalsi metody, které
bud’ pfimo monitoruji proliferaci NK buné¢k po jejich aktivaci, nebo jejich lytickou aktivitu.
Proliferaci NK bunék stanovujeme stejnymi metodami jako proliferaci T-lymfocytl, jen se
pouzivaji rozdilna stimulancia v zavislosti na tom, ¢im potiebujeme, aby byly NK bunky
stimulovany (napt. piidavek nadorovych bunék k izolovanym NK bunkam pii sledovani
cytotoxicity vii¢i nadoru). Je také mozno sledovat mnozstvi usmrcenych ter¢ovych bunek, a to
napiiklad pomoci propidium jodidu nebo Anexinu V. K rozliSeni efektorovych populaci (NK
bungk) a terCovych populaci (bunéénych linii) Ize pfi méfeni na pratokovém cytometru pouzit
scaterove vlastnosti, které se zpravidla lisi (zejména SS). Cilovou populaci teréové linie Ize také
obarvit pomoci fluorescencnich sond, naptiklad karboxyfluoresceinem (BCECF), aceto-
methylestery (AM) a riznymi derivaty fluorescein diacetatu. Tyto sondy jsou malé molekuly,
které se dostavaji do bunck pasivnim prunikem pies membranu. Jakmile se tyto sondy dostanou
do bungk, jsou pfeméneny intracelularnimi esterazami do fluorescencnich produktt, které jsou
bunikami zadrzeny. Pii zabiti terCové buitky NK bunkou dochazi k uvolnéni fluorescencnich
produktti z mrtvych bunék do média, coz mizeme také méfit, protoze intenzita fluorescence

média je zavisla na poctu usmrcenych bunék.
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2.3.5 Sledovani apoptozy ¢i dalSich typ bunécné smrti

Vysetfeni apoptézy je v imunologii vyuzivano pii vySetieni nékterych nadori a
malignit, pfi sledovani kvality spermii v reproduk¢ni imunologii, pfipadné miize byt vyzkumné
vySetfovano u nékterych typl imunodeficiti. Ke stanoveni lze pouzit metodu barveni
propidium jodidem (PI) a Annexinem V. Annexin V je protein, ktery ma vysokou afinitu
k fosfatidylserinovym a ethanolaminovym strukturam, které se v prubéhu apoptdzy dostavaji
na povrch buiiky. Fluorochromem znaceny Annexin V se tedy vaze na apoptotické bunky. PI
nepronika do zivé a Casné apoptotické buiiky, ale diky porusené membranové integrité az do
pozdné apoptotické ¢inekrotické buniky. Timto zplisobem lze od sebe rozlisit jednotlivé

populace (obrazek €. 10).

Dalsi metodou pro sledovani apoptdzy je sledovani aktivace kaspaz. Kaspazy (cystein
rich aspartate protease) jsou enzymy, které spousti proces apoptdzy. Jejich substratem jsou
proteiny obsahujici specifickou sekvenci tfech az Ctyf aminokyselin nasledovanou aspartatem,
za nimz je protein kaspdzami $tépen. Metoda sledovani aktivace kaspdz vyuzivd uméle
vyrobenych substrati s vySe uvedenou aminokyselinovou sekvenci, jejichz rozstépenim
dochazi k uvolnéni fluorescencni molekuly. Dal§i moznosti stanoveni apoptézy je sledovani
funkce mitochondrii, a to uvoliiovanim cytochromu C, nebo sledovani zmény membranového
potencialu mitochondridlni membrany. Zmény v permeabilité mitochondrialnich membran jsou
detekovatelné jiz v Casnych fazich apoptdézy. Zmény membranového potencialu
mitochondridlni membrany se detekuji pomoci fluorescenéniho barviva JC-1
(5,5,6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraecthyl-benzamidazolocarbocyanin jodid) pomoci pritokové
cytometrie. Pfi tomto stanoveni maji mitochondrie v neapoptotickych bunkéach cervenou
fluorescenci, zatimco v apoptotickych bunkach dochdzi ke zméndm na mitochondridlni

membrang, k vylouceni JC-1 a vzniku agregati, které fluoreskuji zelené.

Relativné drahou metodou je sledovéani fragmentace DNA pomoci metody TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), vyuzivajici fluorescencéné
znacené nukleotidy dUTP, které jsou pomoci enzymu terminalni deoxynukleotidyltransferasy

(TdT) inkorporovany na 3' konce DNA zlomu.

Pozn. Pri cytometrickém stanoveni apoptozy nelze delat zavery z jedné metodiky, vzdy je treba
vzorek vySetrit alespon dvema principialnée odlisnymi metodikami detekce apoptozy.
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2.3.6 Sledovani funk¢nosti signalnich drah

Pti aktivaci lymfocytl jsou v zavislosti na druhu pouzité stimulace aktivovany piislusné
receptory pro dané signalni drdhy. Poté mlZzeme pomoci pritokové cytometrie sledovat
fosforylaci ptisluSnych proteind signalnich drah pomoci monoklonalnich protilatek, které se
vazi na aktivni fosforylované formy zkoumanych proteind. I pfi tomto stanoveni musi byt
buniky nejprve aktivovany, pticemz aktivace miize byt relativné kratka v fadu minut nebo hodin,
poté jsou povrchové znaky definujici zkoumanou populaci oznaceny monoklonalnimi
protilatkami. Po fixaci a permeabilizaci bunék jsou pomoci monoklonalni protilatky oznaceny
fosforylované formy piislusené¢ho proteinu. Toto stanoveni se vyuziva zejména pro potvrzeni
poruchy daného proteinu pfi noveé nalezené¢ genetické poruSe ¢i mutaci v diagnostice

imunodeficienci.

1.2.8. Funk¢ni vySetfeni fagocytujicich bunék

Fagocytoza patii mezi zékladni nespecifické mechanismy likvidace cizorodych
mikroorganismil. Prostfednictvim fagocytdzy také dochdzi k odstranéni apoptotickych a jinak
zménénych bun€k a k nastartovani opravnych mechanisml v zanétem poskozené tkani. Jedna
se o slozity proces, ktery se skladd z n¢kolika fazi: adheze (navazani fagocytujici bunky

na endotelovou vystelku cévy), chemotaxe (putovani fagocytujicich bun¢k za stoupajicim
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gradientem chemotaktickych faktorti do mista zanétu), adherence (obklopeni cizorodé ¢astice
vybézky membrany fagocytujici buniky) a nakonec ingesce (Uplné pohlceni cizorodého
organismu jeho uzavieni do vacku, ktery se nazyva fagozom). Na fagozom se pak navazou a
splynou s nim granula fagocytujici bunky, kterd obsahuji rGzné latky, které se podileji
na rozkladu cizorodého mikroorganismu. Dulezitym procesem pii rozkladu cizorodého
materidlu je oxidacni vzplanuti, pfi kterém membranovy enzym NADPH oxidéaza katalyzuje
pfeménu molekuly kysliku na superoxidovy aniont (O27), ktery je produkovan dovnitt
fagolysozomu. Za piitomnosti enzymu superoxid dismutdzy reaguje superoxidovy aniont
s vodikem a vzniké peroxid vodiku. Ten reaguje s chloridovymi anionty za pfitomnosti enzymu

myeloperoxidazy a vzniké kyselina chlorna, ktera je také mikrobicidni.

VysSetteni fagocytarni aktivity provadime pii podezieni na primdrni ¢i sekundarni deficit
nékteré z fazi fagocytdézy. Obvykle jsou vySetfovanymi bunikami neutrofily, ale podobné
reaguji 1 monocyty. Laboratorné je mozné vysetfit prakticky vSechny faze fagocytdzy, ale
v rutinni praxi se provadi jen n¢které metodiky. Mezi n¢ patii vySetieni poruchy adheze, kdy
se pomoci pratokové cytometrie vySetfuje exprese integrini CDI11/CD18. Deficit téchto
molekul je pfitomen u priméarni imunodeficience s ndzvem ,,deficit leukocytarnich integrini*
(LAD syndrom, z anglického leukocyte adhesion deficiency syndrome). DalSi moZznosti
vysetieni fagocytarnich funkci je vysetieni ingesce. K tomuto tcelu se pouzivaji metakrylatové
partikule, které jsou fagocyty pohlcovany. Pocet pohlcenych partikuli se stanovuje
mikroskopicky, nebo jsou partikule oznaceny fluorescencni znackou, napiiklad FITC a

N3

cytometricky se stanovuje procento ,,FITC pozitivnich neutrofilti ¢i monocytid*. Test ingesce

se v soucasné dob¢ jiz ptili§ nevyuziva, byl nahrazen vysetfenim respiracniho vzplanuti (tzv.

burst testem), ktery zarovent monitoruje ingesci 1 oxida¢ni vzplanuti.

Burst test

Pfi burst testu jsou neutrofily a monocyty v plné heparinizované krvi stimulovany pii 37°C

pomoci:

1. bakterii E. coli, které jsou opsonizovany protildtkami ze smésného séra

2. chemotaktickym peptidem fMLP

3. pfimym aktivatorem proteinkinazy C: PMA
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Po 10 minutach stimulace se do zkumavky piidava roztok dihydrorhodaminu 123.
Stimulace pokracuje dalSich 10 minut a celd reakce je zastavena pfidanim ledového Cinidla
PBS. Nésleduje centrifugace, po které se ze zkumavky odstrani supernatant. Bunéc¢na peleta na
dné zkumavky obsahujici erytrocyty a leukocyty je dale zpracovana pro cytometrické méteni a

to l1yzou erytrocyti.

Stimulace fagocytujicich buné¢k pomoci opsonizovanych E. coli v sobé zahrnuje kroky
ingesce a oxida¢niho vzplanuti. Opsonizace usnadnuje vazbu E. coli na bunéénou membranu
fagocytu a zvySuje jeho aktivaci. Dochdzi k pohlceni mikroorganismu fagocytem, tedy
k ingesci, a poté k vySe popsanému oxida¢nimu vzplanuti. To je detekovano pomoci
dihydrorhodaminu 123. Dihydrorhodamin patfi mezi fluorescen¢ni sondy, které pasivné
pronikaji dovnitt buniky. Pfi oxida¢nim vzplanuti je vznikajicimi oxida¢nimi produkty oxidovan
na rhodamin 123, ktery vykazuje zelenou fluorescenci (podobné jako FITC). Vysledkem
uspésné probehlé stimulace funkénich fagocytl jsou zelené fluoreskujicich neutrofily ¢i
monocyty. Pomoci pritokové cytometrie pak hodnotime procentualni zastoupeni zelené

fluoreskujicich neutrofilii a monocyti.

Aktivace fagocytujicich bunék pomoci fMLP (N-Formylmethionyl-leucyl-
phenylalanin) probiha prostfednictvim receptoru pro fMLP, ktery maji neutrofily i monocyty
na svém povrchu. Vazba tohoto malého chemotaktického peptidu fagocytujici bunky aktivuje,
ale nemé¢la by vést k plné rozvinutému oxida¢nimu vzplanuti u vSech fagocytujicich bunék.
Zvysené oxidacni vzplanuti po stimulaci fMLP bylo zaznamenano u akutné probihajicich

infekeci.

PMA neboli phorbol myristat acetat je rovnéz mald molekula, kterd se pasivni difuzi
dostava dovnitt bunky a je piimym stimulatorem proteinkinazy C. Proteinkinaza C dale aktivuje
NADPH oxidéazu, coz vede u fagocytujicich bun¢k k oxida¢nimu vzplanuti. Stimulace pomoci
PMA je nejsiln€j$i ze vSech stimulaci pouzivanych u burst testu. Porucha mechanismu
oxida¢niho vzplanuti po stimulaci E. coli i PMA byva ptitomna u pacienti s chronickou
granulomat6zni chorobou. Ke sniZzeni hladiny oxida¢niho vzplanuti miize dochazet 1 u deficitu

myeloperoxidazy. Toto snizeni vSak nebyva tak vyrazné jako u chronické granulomatézy.
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Stanoveni myeloperoxidazy

Pfi podezieni na deficit myeloperoxidazy (MPO) stanovujeme piitomnost tohoto
enzymu v leukocytech. Stanoveni provadime pritokovou cytometrii. Hledany enzym, ktery je
pfitomen uvnitt buiiky, je oznacen pomoci intraceluldrniho barveni monoklonalni protildtkou
namifenou proti MPO. Mé&fime pak procentudlni zastoupeni MPO™ neutrofili a monocytd.

U zdravého €lovéka dosahuji tyto hodnoty 100%.
Mikrobicidni test

Dalsim testem, ktery se predevsim v minulosti pouzival pro vysetfeni fagocytozy, je
mikrobicidni test. Jeho vyhoda spociva v tom, Ze ndm umoziiuje monitorovat cely proces
fagocytézy. Pfi ném jsou k heparinizované krvi ptidavany nékteré mikroorganismy
(sacharomycety, Candida albicans, Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus). Zkumavku
inkubujeme 30 min pii teploté¢ 37 °C. V dobé inkubace fagocytujici buiky ptidany
mikroorganismus pohlti a zabiji. Usmrcené kvasinky se z fagocytli uvolni deoxycholatem
sodnym a jejich mnozstvi se urc¢i obarvenim methylenovou modii, kdy stanovujeme pocet
modrych (tzn. usmrcenych kvasinek). Nevyhodou mikrobicidniho testu je nutnost kultivovani
mikroorganismi nutnych k provedeni vySetfeni pii zaroven vétSinou malé frekvenci jeho

provadeéni.
Redukce tetrazoliovych soli

Oxidacni vzplanuti mtuze byt také hodnoceno pomoci redukce tetrazoliovych soli. Pfi
ném je k aktivovanym bunikdm (napt. pomoci PMA nebo latexovych ¢astic) ptidavan roztok
nekteré z tetrazoliovych soli (nitrobluetetrazolia nebo iodonitrotetrazolia). Molekuly soli
pronikaji do buniky, kde jsou pii oxida¢nim vzplanuti redukovany na nerozpustny modry
formazan, ktery bud’ miizeme po uvolnéni z buné¢k méfit spektrofotometricky, nebo reakci
odecist ptimo ve fagocytu mikroskopicky. Pro mikroskopické stanoveni je nutnd izolace

fagocytujicich bunék, nejcastéji neutrofili.
Chemiluminiscen¢ni test

Pfi oxida¢nim vzplanuti vznika a plisobi ve fagolysozomu singletovy kyslik, ktery je
vysoce nestabilni, a béhem fagocyt6zy rychle reaguje s pohlcenymi mikroorganismy. Pfi téchto
reakcich vznikaji elektronové nestabilni karboxylové skupiny, které pifi ndvratu svych elektronti
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do zékladniho stavu vyzaiuji luminiscencni zafeni. Tuto luminiscenci lze zesilit vhodnym
luminoforem (naptiklad luminolem nebo lucigeninem), které vzniklé zafeni zesiluji a posouvaji
do viditelné oblasti. Protoze se jedna o luminiscenci vznikajici chemickou reakci, je nazyvana
chemiluminiscenci. Test se opét provadi v plné heparinizované krvi, ke které je ptidana
stimulacni latka (ryZzovy Skrob nebo opsonizovany zymozan). Do zkumavky se také ptidava
luminol nebo lucigenin. Chemiluminiscencni zafeni vznikajici pfi oxidacnim vzplanuti
po stimulaci se méfi v impulsech za minutu. Vysledkem je graf, kdy na ose X je ¢as v minutach
a na ose Y intenzita luminiscence v impulsech. Méfeni v jednotlivych ¢asovych intervalech
jsou spojeny do kiivky a vyhodnocuje se plocha pod kiivkou, ktera se normalizuje poctem

fagocytujicich bunék ve vysetfované krvi.

U vSech fagocytarnich testtl, ale obecné u vSech funkcnich testti musi byt pro vylouceni
chyby v priibéhu testu a piredchdzeni vzniku faleSné negativnich vysledk soubézné s krvi

pacienta vySetfovan i zdravy darce.

Poznamka:
U vsech vyse uvedenych testit jsou popisovany pouze zdkladni principy pouzivanych metod.
Ve skutecnosti je tato problematika slozitéjsi. Jako priklad uvadime metodiku ELISPOTu jako

realnou ukazku toho, jak musi vysetiujici laborator kazdou metodiku pripravit a provadet.
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2.4 Moznosti vySetieni sekrece humoralnich faktord na bunécné tirovni

Jednotlivé buiiky lidského téla uvolnuji do extracelularniho prostfedi riizné druhy piisobkii,
které se uplatituji v ramci zajistovani jejich fyziologické funkce a komunikace s ostatnimi
buitkami. Koncentrace sekretovanych bunéénych produktii se konvenéné métfi pomoci
enzymové imunoanalyzy (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; ELISA). Stanovenim
celkového mnozstvi humoralnich faktort pfitomnych v séru nebo vySetfovanych kultivac¢nich
médiich ziskdme pouze nepfimou informaci o sekre¢ni schopnosti skupiny bunék. Nedokézeme
ale zjistit typ buniky a jeji schopnost produkovat sledované humorélni faktory. Znalost téchto
informaci je Casto dilezita pro zjisténi aktivacniho stavu nebo funkce riznych bunék naseho
organismu. Proto byly jako doplnéni serologickych metod zavedeny funk¢ni bunécné eseje,
které umoziuji sledovani produkce humordlnich faktort (nejCastéji protilatek, cytokint,

chemokint a dal$ich humoralnich faktoril) pfimo na buné¢né tirovni.

24.1 ELISPOT

ELISPOT (Enzyme-Linked Immunosorbent SPOT assay) pifedstavuje funkcni laboratorni
bunécné vysetieni, které umoznuje in vitro detekci produkce sledovanych molekul jednotlivymi
bunikami. Tato metoda vychazi z tzv. metod Jerneho plakt, které byly vyvinuty na pocatku
Sedesatych let, a ve své dobé patiily mezi nejcitlivéjsi postupy biologického métfeni. V zasadé
se tyto testy podobaji technikam plaki pro detekci bakterialnich virt.

Pii testu Jerneho plakli se smichd agar nebo agardza s erytrocyty a se suspenzi PBMC
obsahujici B-lymfocyty. Pokud B-lymfocyty vylu€uji protilaitky proti antigennim
determinantdm pfitomnym na povrchu cilovych Cervenych krvinek, protildtka se navaze
na erytrocyty. V pfitomnosti zdroje komplementu (obvykle séra kralika nebo morcéete) dochézi
k 1yze opsonizovanych erytrocytli, coZ se projevi tvorbou svétlych zon. Ve stiedu kazdé takto
vzniklé zony je jediny B-lymfocyt produkujici protilatky. Metoda ELISPOT pak byla vytvofena
na tomto principu dvéma na sob¢ nezavislymi skupinami na poc¢atku 80. let minulého stoleti.
Pivodné slouzila k detekci poctu bunék tvoficich protilatky, pozdéji byla modifikovana
ke zjistovani produkce cytokinii, chemokini nebo jinych sekretovanych molekul.
Vysledkem tohoto vysetieni jsou rizné vypadajici ,,skvrny* na bilé filtraéni membrané dna
jamek mikrotitracni desticky (tzv. spoty), které predstavuji otisk jednotlivych bunék ve smyslu
zachyceni produkce molekul na jednobunécné trovni. Vysetfeni poskytuje informaci nejen
o poctu buné€k tvoficich sledované molekuly, ale umoznuje téz kvantifikaci bunécnych

produktli a poskytuje informaci o rychlosti a sile této produkce. VSe piimo koreluje
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s charakterem, velikosti a intenzitou zbarveni jednotlivych spotti. Mezi dalsi vyhody tohoto
vySetfeni patii, ze se jedna o funk¢ni test s vynikajici citlivosti (umoziuje funkéni sledovani
ijedné jediné bunky) a metoda muze byt snadno prizplisobena pro detekci raznych
sekretovanych produkti. V dnesni dobé existuji rizné modifikace ELISPOTu, které umoznuji

sledovat funkci T-lymfocytl, B-lymfocytti i bun¢k vrozeného imunitniho systému.

2.4.1.1 Princip vySetteni

1. PotaZeni bilé membrany mikrotitracni desticky

K provedeni metody ELISPOT je mozné pouzit mikrotitracni desticky o 96 nebo 384 jamkach.
Jejich pouziti zavisi na poctu vySetiovanych bun¢k. Bé€zné se pouzivaji 96 jamkové
mikrotitraéni desti¢ky (pro 2—4 x 10° bunék/jamku), nicméné pro dosaZeni optimalnich
stimulaénich podminek pfi mensim poétu bunék (typicky okolo 0,5 x 10° bunék/jamku) je
mozné pouzit desticky 384 jamkové. Dno jamek mikrotitracni desticky miize byt potazeno
nitroceluldzou, ale vétSinou se pouziva polyvinylidenfluorid (PVDF), protoze na ten se nejlépe
vazou molekuly tvofici potah dna jamek desticky. Pti potahovani desticky je dualezita také
koncentrace potahovacich molekul, kterd ovliviiuje kvalitu ziskanych spotii. Dna jamek
mikrotitracni desticky mohou byt potazena bud’ protildtkou namifenou proti sledovanému
cytokinu ¢i jinému bunéénému produktu nebo antigenem, na ktery se budou vazat produkované
protilatky. Koncentrace potahovaciho ¢inidla zdsadné€ ovliviiuje kvalitu ziskanych spott, co se
tyCe velikosti a intenzity jejich zbarveni. VE&tsi koncentrace potahovaci molekuly vede k tvorbé
malych a intenzivnéji zbarvenych spotil, protoze sekretované analyty jsou zachyceny okamzité
po svém uvolnéni z bunky v jeji blizkosti. Naopak pii nizs$i koncentraci potahovaci molekuly
dojde k tvorbé vétSich a méné intenzivné zbarvenych spoti, protoze sekretované analyty se
musi dostat ddle od bunky, aby se navazaly na odpovidajici molekuly ptfitomné na dné
mikrotitra¢nich desticek.

Pti B-bunéénych (protilatkovych) ELISPOT esejich je tfeba vétSinou pouzit vyssi koncentrace
potahovaciho antigenu. Nésledné se mikrotitracni desti¢ka inkubuje nejlépe pies noc pii teploté
4 °C nebo alternativné 2 hodiny pii teploté 37 °C. Po promyti potahovaciho roztoku se do jamek
pridava blokovaci ¢inidlo [1% roztok bovinniho sérového albuminu (BSA) ve fosfatovém
pufru (PBS)], které se inkubuje 2 hodiny pii pokojové teploté. Po promyti jamek je desticka

piipravena k dalSimu kroku.
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2. Po inkubaci a promyti se do reakce pridaji vySetfované burnky

Do jednotlivych jamek se nasledn¢ ptidaji vySetiované bunky spolec¢né se stimulancii (peptidy,
proteiny, bunécnymi lyzaty, naddorovymi nebo infikovanymi bunkami ¢i profesionalnimi
antigen prezentujicimu builkkami), které umoznuji vyvolat produkci sledovanych analytt
vySetfovanymi bunikami béhem asi 16 az 48 hodinové inkubace ve vhodnych podminkach. Tyto
analyty se pak vazou na protilatky nebo antigeny, kterymi byla jamka desticky potazena
v prvnim kroku. K vySetfeni se pouzivaji vétSinou izolované mononuklearni bunky periferni
krve (PBMC). Nejlepsi vysledky jsou dosazeny pii pouziti ¢erstvych PBMC, kde je jejich
kvalita negativné ovlivnéna zejména Casovym odstupem mezi krevnim odbérem a izolaci
PBMC, ale také samotnym procesem jejich izolace. Kromé nativnich bun¢k je mozné testovat
1 buiiky zamrazené, kdy je vSak tfeba pomyslet na to, ze funk¢ni kvalita testovanych bunék je
navic negativné ovlivnéna procesem zamrazeni bunc¢k vcetné vlivu média pro zamrazeni,
teplotou a dobou jejich zamrazeni. VSechny tyto procesy totiz negativné ovlivituji funkcnost
bun¢k a vedou k nastartovani apoptdzy. Proto se v nekterych modifikacich metody vkladaji
pridatné kroky (ponechani predtim zmrazenych PBMC v klidovém stavu pfes noc v inkubatoru,
odstranéni apoptotickych buné€k), které mayji zajistit dobrou kvalitu bunék pro funk¢ni testovani.
Jedna vrstva bunék na dné jamky 96 jamkové mikrotitraéni desti¢ky je tvofena asi 1-1,5 x 10°
bun¢k. Nicméné k zajisténi dostate¢né stimulace buné€k k produkci analyzovanych cytokinti
nebo protilatek ve formé efektivni prezentace antigenu a kostimulace je nutno do jamky ptidat
vetsi mnozstvi PBMC bunék. Optimalnim mnozstvim bunék pro dosazeni efektivni stimulace
je 2—4 x 10° bunék na jamku. Je tieba si uvédomit, Ze buiiky ve vys§ich vrstvach nebudou eseji
detekovany a mohou naopak nezadoucim zplsobem zvySovat pozadi. Pti vy$§im poctu bunek
v jamce bude i vyssi pocet spotli na jejim dné, které se pak mohou piekryvat a znemoznit piesny
odecet jejich poctu.

krok celého procesu. Nedostatecné promyti bunék ze dna jamky totiz vede k nardstu
nezddouciho pozadi, které muze ztizit nebo 1 znemoznit odecCteni vysledku celé eseje

(obrazek ¢. 12B).
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3. Po inkubaci a promyti se do reakce prida sekundarni protilaitka oznacena

enzymem a nasledné vhodny substrat

Navazan¢ analyty na dn¢ mikrotitrac¢ni desticky se detekuji pomoci zmény intenzity zabarveni.
K té se vyuziva reakce mezi enzymem a substratem. Po probéhnuti enzymatické reakce se
vytvoii barevny nerozpustny produkt, ktery precipituje na bilé membrané dna jamky
mikrotitraéni desticky a tvoii tzv. spoty. Kazdy jednotlivy spot piedstavuje jednu sekretujici
buniku, ktera tvofila sledovany analyt (obrazek ¢. 11). Koncentrace sekundarni protilatky
pro naslednou detekci navazaného analytu na dn€ jamky je obvykle nizsi (asi 0,1 pg/jamku),
nez koncentrace antigenu nebo protilatky potiebna pro potazeni jamek dna mikrotitracni
desticky. VétsSina ELISPOT eseji vyuziva amplifika¢ni krok pomoci kaskady biotin-avidin-
enzym-substrat. Avidin se vyskytuje bud’ v komplexu s kifenovou peroxidazou (HRP) nebo
alkalickou fosfatazou (AP). Pouzity enzym urcuje, jaky substrat musi byt pouzit, coz udava
vyslednou barvu spotti. Substratem pro HRP je 3-amino-9-ethylcarbazol (AEC; ¢ervené spoty)
nebo  tetramethylbenzidin  (TMB; modré spoty), substritem pro AP je
5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT,; modrofialové spoty).
Sekundarni protilatka se inkubuje vjamkach mikrotitraéni desticky 2 hodiny v temnoté
pii pokojové teploté. Po promyti se piidd substrat a enzymatickd reakce se nechd probihat
10-30 minut, kdy se na dné jamek mikrotitracni desticky zacnou objevovat spoty. Reakce se
zastavuje piidanim destilované vody. Nasledn¢ se celd desticka promyje pod tekouci vodou

a necha se vysusit.

4. Zjistovani poctu spoti

Pocet spotli ziskanych pifi vySetieni se pro standardizaci a zpfesnéni vétSinou odecita
automaticky pomoci ELISPOT/FLUOROSPOT readerii (obrazek ¢. 13). V dnes$ni dobé
existuje nékolik automatickych systémt pro odecet poctu spotl vybavenych riznymi
moznostmi nastaveni softwaru. Obecné je mozné si manualné nastavit sledovani velikosti,
barvy, intenzity zbarveni, tvaru a zmény zbarveni spotu od centra do periferie. Spoty jsou
charakterizovany urcitymi vlastnostmi, mezi které patfi zejména postupnd zména barvy
od syt&jsi centralni do bledsi periferni a urcita minimalni velikost, coz umoznuje odlisit redlné
spoty od artefaktii nebo dalSich nechténych signalid (obrazek ¢. 14). Vysledek vysetfeni se
u cytokinovych eseji udava jako pocet bunék [tzv. ,,spot forming cells* (SFC)] na 10° PBMC
a u protilatkovych ELISPOT eseji jako SFC/10° B-lymfocytil. Spoty jsou stabilni po dlouhou
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dobu (mésice nebo roky), zejména pokud jsou chranény proti svétlu. Dokonce také spoty
ziskané FLUOROSPOTEM jsou pii svételné protekci stabilni nékolik mésicii (zejména Cy3
cyanine fluorescencni barva), na druhou stranu FITC signaly zacinaji blednout po opakované

dlouh¢ expozici svétlu.

2.4.1.2 Modifikace metody

ELISPOT pro detekci tvorby protilatek

B-bunéény ELISPOT je citlivym nastrojem pro sledovani tvorby protilatek
na B-bunééné trovni. U protilatek tvotfenych jednim B-lymfocytem mtize byt metodou
ELISPOT detekovana jejich antigenni specificita, tfida nebo podtiida. Antigenni specificita
tvofenych protilatek je urcena jejich vazbou na antigen, kterym je potazeno dno mikrotitracni
desticky, kde jsou B-lymfocyty kultivovany. K vazbé protildtky na antigen dochézi v tésné
blizkosti samotného B-lymfocytu. Tato vazba je detekovana sekundarni protilatkou namifenou
proti stanovované tiid¢ produkovanych protildtek znacenou enzymatickou znackou. Barevny
spot, ktery se vytvoii na dné¢ jamky mikrotitracni desticky tak piedstavuje otisk jednoho
B-lymfocytu, ktery tvofil ptislusené protilatky. Dnes existuji modifikace ELISPOT eseje, které
umoziuji detekci celkem sedmi imunoglobulinovych tfid a podtiid v jedné metodice (IgM, IgA,
IgE, IgG1, 1gGa, 1gGs, IgGs). Existuje také reverzni podoba B-bunéné ELISPOT eseje, kdy
misto antigenu jsou desti¢ky potazeny protilatkou namifenou proti IgG, na kterou se vazou IgG
protilatky produkované B-lymfocyty. Tato modifikace ELISPOT eseje pfinesla zlepseni kvality
spotil pfi pouziti niz§i koncentrace potahovaciho antigenu. Kromé tvorby protilatek se mohou
B-lymfocyty v imunitnich reakcich podilet také tvorbou cytokini, chemokind nebo granzymai.
Antigen-specifické B-lymfocyty, na rozdil od antigen-specifickych T-lymfocytii, nemohou byt
identifikovany pomoci priitokové cytometrie. Proto byly vyvinuty multiplexové B-bunécéné
ELISPOT eseje, které¢ slouzi pro identifikaci funkénich B-bunéénych subpopulaci.
B-lymfocyty, které¢ tvoii kromé protilatek jesté dalsi cytokiny, budou vykazovat dvoji pozitivu.
Pti této modifikaci ELISPOT eseje je mozné pouzit az 7 barev, coz umoziuje sledovat 6 analyta

a protilatku produkované burnkou.

ELISPOT pro detekci tvorby cytokinu

Jednobarevna IFN-y ELISPOT esej byla vyvinuta jako vysoce citlivé metoda pro detekci
T-bunécnych funkci. Pavodné modifikace metody umoznovala detekci produkce
IFN-y T-lymfocyty po antigenni expozici, coz umoziiovalo méfit pocet antigen-specifickych
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pomocnych CD4" T-lymfocyti (Th1) u vySetfovanych pacientii. Tim byla zisk4na informace
o klondlni expanzi téchto bunék, které¢ po stimulaci antigenem produkuji IFN-y. Nicméné
jednobarevna IFN-y ELISPOT esej neni vhodné pro urceni bunééné odpoveédi Th2 nebo Th17
bungk, ani neposkytuje informaci o diferenciaénich stadiich cytotoxickych CD8" Tc-lymfocyti.
Proto byly nasledn¢ vyvinuty dalsi eseje, které umoznu;ji sledovat také tvorbu jinych cytokini
T-lymfocytii. Jakmile se totiz Th1, Th2 a Th17 bunky diferencuji do svych efektorovych stadii,
jsou charakterizovany jedineCnym cytokinovym profilem, ktery je od sebe odlisuje.
Po opétovném setkani se specifickym antigenem produkuji Th1 lymfocyty IFN-y (ale ne IL-4
nebo IL-17), Th2 lymfocyty IL-4 nebo IL-5 (ale ne IFN-y nebo IL-17) a Th17 lymfocyty IL-17
(ale ne IFN-y, IL-4 nebo IL-5). Procentualni zastoupeni Th1/Th2/Th17 bun¢k mezi antigen-
specifickymi Th-lymfocyty urcuje kvalitu imunitni odpovédi. Toto zastoupeni se méni dle
antigenu, na ktery imunitni systém odpovida. Proto méfeni poc¢tu a tvorby cytokind t€mito
buinikami je dualezité pro sledovani funk¢nosti imunitniho systému. Protoze se vSak maximum
produkce jednotlivych cytokintl po stimulace se u riznych T-lymfocyti lisi (u [FN-y 24 h, u IL-
17 96 h, u IL-4 48 h a u IL-5 96 h po stimulaci), je lepsi pro detekci pouzit jednobarevné
ELISPOT eseje. Nicméné¢ nedavno bylo popsdno, ze koexprese IL-2, TNF-o, granzymu
B spole¢né s IFN-y umoziuje odlisit riizné subpopulace CD8" cytotoxickych Tc-lymfocyti,
které produkuji riznd mnozstvi téchto cytokinl po setkani s antigenem. Proto byla vyvinuta
Ctyibarevna fluorescenéni ELISPOT esej, ktera umoznuje detekovat produkei IFN-y, IL-2,
TNF-a a granzymu B u kazdého Tc-lymfocytu a tim urcit aktivacéni a diferenciacni stadium

téchto buné€k.
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Obrazek ¢.11: Ukazka spotii na bilé membrané dna mikrotitra¢ni desticky

Typicky spot je charakterizovan tmavsi centralni ¢asti s postupnym ubyvanim intenzity zbarveni do periferni ¢asti.
To je zptsobeno zachycenim produkované molekuly nejvice v blizkosti samotné burky a jeji nasledné difuze do
periferie na zaklad€ mnozstvi a rychlosti sekrece této molekuly v ¢ase. Velikost spotu a intenzita jeho zbarveni
koreluje s aktivaci zkoumané buiiky. Cim vé&tsi je spot a &im vy$§i ma intenzitu zbarveni, tim vét$i mnoZstvi této
molekuly dana bunka v Case vytvofila. Je tieba mit vSak na paméti, ze vzhled spotli miize byt silné ovlivnén
technickymi aspekty testu, proto je nutné dbat na standardni optimalizaci testu pro jeho konkrétni pouziti.

..

A B

Obrazek €. 12: Ukazka spoti na bilé membrané dna mikrotitracni desticky

Obrazek 12A) ukazuje prili§ vysokou koncentraci spotti na dné mikrotitracni desticky, ktera byla zptisobena
velkym pocétem zkoumanych bunék v jedné jamce. Obrazek 12B) ukazuje navic pfili§ velkou barevnost pozadi
zpusobenou nedostate¢nym promytim desticek po inkuba¢nim bunééném kroku. Ob¢ dvé tyto nezadouci
situace pak zhor$uji spravné odecteni poctu spoti.
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Obrazek ¢. 43: Automaticky odecet poc¢tu spotii pomoci ELISPOT readeru

ELISPOT reader provadi odecet poctu spotil dle pfedem nastavenych parametrd, kam patii primérna velikost,
velikost povrchu a barevna saturace jednotlivych spott. Tento konkrétni obrazek ukazuje pocet SFC tvoticich
protilatky proti tetanickému toxoidu ve tfidé IgG u zdravé osoby.
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Obrazek ¢. 5: Ukazka typu spotii na bilé membriané dna mikrotitrac¢ni desticky
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242 FLUROSPOT

Kromé¢ klasického ELISPOTU na bazi detekce pomoci zmény zbarveni pii reakci enzym
substrat existuje i modifikace nasledné detekce pomoci fluorescen¢niho zbarveni, tzv.
FLUOROSPOT. Puvodné byl vytvofen pro detekci T-bunécné cytokinové sekrece, ale
postupné byla modifikovéana také pro detekci B-bunécné tvorby. FLUOROSPOT je podobné
citlivy jako ELISPOT a je schopny detekovat v jednom vySetfeni az tii analyty. To umoznuje
sledovani 7 subpopulaci v ramci jednoho vysetieni, a to bud’ tii subpopulace sekretujici jeden
analyt, tii subpopulace sekretujici kombinaci dvou analytii nebo jedna subpopulace tvorici tii
analyty. FLUOROSPOT eseje umoziuji ziskani vétSiho mnozstvi dat za pouziti mensiho

mnozstvi bun¢k a antigenu nez klasické ELISPOT eseje.

Shrnuti

ELISPOT/FLUOROSPOT eseje predstavuji citlivé funkéni laboratorni metody, které umoziuji
detekci tvorby nejriznéjSich molekul pfimo na bunécné urovni. Je tak mozno vySetiovat funkci
T-lymfocytli, B-lymfocytd nebo dal§ich bun¢k imunitniho systému, kdy se nejcastéji stanovuje
tvorba protilatek nebo cytokini. Vysledkem vySetfeni je zjisténi poctu bungk, které tvotily
sledované bunécné produkty. V soucasné dob¢ jsou na trhu dostupné jak samostatné desticky
potazené piisluSnymi protilatkami, tak 1 diagnostické soupravy obsahujici vSechny slozky

pottebné k provedeni testu (napt. T-SPOT vyuzivany v diagnostice latentni tuberkuldzy).
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3 VyuzZiti monoklonalnich protilatek k 1écebnym tcelim

V poslednich 20 letech prodé€lala medicina revoluci v oblasti terapeutickych moznosti
zavedenim tzv. biologické 1€cby do bézné klinické praxe. Jedna se o 1éCbu pomoci molekul,
které ptivodné byly biologického ptivodu (od toho odvozen ndzev této terapeutické skupiny).
Tyto molekuly jsou bud’ produktem zivého organismu, nebo ze zivého organismu vychazi.
Dnes navic patii do této skupiny rtizné inhibitory kindz, inhibitory proteazomii a podobné¢, které
biologického plivodu nejsou a i piesto jsou do skupiny biologickych 1é¢iv zahrnovany.
Biologika zasahuji do imunopatologickych mechanismii ucastnicich se rozvoje autoimunitnich,
zangtlivych a nadorovych onemocnéni a tim ovliviiuji jejich priib&h. Do této skupiny 1é¢iv patii
i monoklonalni protilaitky (mAb). Zavedeni biologické 1écby do klinické praxe bylo
umoznéno spolupraci tfi zakladnich obort, a to imunologie, molekularni biologie a genetického

inZenyrstvi.

Prvni mAb byly vyrobeny Milsteinem a Kohlerem, za coz tito védci v roce 1984 ziskali
Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékarstvi. Tyto mAb byly stoprocentné mysi bilkovinou, proto
byly pro ¢lovéka imunogenni a nehodily se k dlouhodobé 1é¢bé. Toto omezeni bylo piekonano
metodami molekularni biologie a genetického inZenyrstvi, coz umoznilo vytvofit mAb
s menSim podilem mysi a vétSim podilem lidské bilkoviny, které jiz nebyly pro ¢lovéka tolik
imunogenni. Nejdiive byla nahrazena Fc oblast mysi protilatky Fc oblasti lidské protilatky
procesem oznacovanym jako chimerizace (napojeni mysSiho Fab fragmentu na lidskou Fc Cast
molekuly IgG), ¢imz byly ziskdny tzv. chimerické mAb. Pozdé¢ji doslo k preneseni
hypervariabilnich oblasti mySi protilatky na zbytek protilatky lidské za vzniku tzv.
humanizovanych mAb. Nejnovéjsi technologie umoznuji vyrobu tzv. plné¢ humannich mAb.
Lécba monoklondlnimi protildtkami se dnes pouziva zejména pii 1écbé nadorovych
a autoimunitnich onemocnéni, ale i pfi rejekcich transplantati ¢i nékterych dal§ich onemocnénti,
pfi¢emz pocty biologickych 1é¢iv a jejich indikace se neustale rozsifuji (Pfiloha €. 1).

Fuzni proteiny jsou tvofeny umélym spojenim dvou nebo vice proteind, za vzniku nového
proteinu, ktery miize nést obé funkce piivodnich proteinti. Mlize se jednat napiiklad o spojeni
enzymu ¢i cytokinu a protilatky zaméfené proti konkrétni antigenni struktute. Pfi aplikaci takto

piipraveného fuzniho proteinu dojde k jeho navazani na cilovou buriku ¢i strukturu a pfitomny

enzym nebo cytokin tak mize piisobit v konkrétnim miste.
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Biologicka 1é¢ba je mnohdy velmi ucinna ve smyslu 1écby nebo tlumeni ptiznakt 1éceného
zakladniho onemocnéni, ale jejich pouZzivéani s sebou bohuzel nese také celou fadu nezddoucich
ucinkt (systémovych nebo organove specifickych), z nichz nékteré mohou byt velmi zavazné.
terapii monoklonalnimi protilatkami antagonizujicimi u¢inky TNF-a nebo rozvoj progresivni
multifokalni encefalopatie zpisobené John Cunningham virem (JCV) po 1é¢bé natalizumabem,
rituximabem nebo efalizumabem), porucha funkce desticek (po [é¢bé infliximabem,
efalizumabem nebo rituximabem), dermatitida (po 1é¢bé cetuximabem, panitumumabem),
rozvoj autoimunitnich (lupus-like syndromy, autoimunitni postizeni Stitné zlazy, autoimunitni
kolitida) nebo nadorovych onemocnéni nebo ptiznaky tzv. cytokinové boufe (masivni uvolnéni

cytokinli do krevniho ob¢hu, které vede k mnohocetnému orgdnovému postizent).

Tabulka na konci skript dokumentuje Sirokou Skdlu v souCasnosti 1écebné pouzivanych
monoklonélnich protilatek a fuznich proteinti. Nékteré znich mohou vyrazné ovlivnit i
laboratorni vysledky, napfiiklad pfi pouziti monoklonalni protilatky Rituximab dochézi
k depleci B-lymfocyti. V periferni krvi by se po jejim podani pacientovi nemély B-lymfocyty
vyskytovat. Stanoveni relativniho a absolutniho poctu B-lymfocytl se pak muze stat soucasti
monitorovani u¢inku podavané protilatky. Protoze je Rituximab protilatkou proti receptoru
CD20 na povrchu B-lymfocytu, je tfeba k laboratornimu stanoveni po¢tu B-lymfocytl vyuzit
jiny receptor tak, aby nedoSlo k blokovani vazby diagnostické protilatky na piipadnych
piezivsich B-lymfocytech. Ke stanoveni poctu B-lymfocyti by pak méla byt pouzita protilatka
proti znaku CD19. Z tohoto divodu je dobré znat cilové molekuly, na které se pouzivana
biologicka 1é¢iva vazou. Skala pouzivanych biologickych 1&¢iv se neustile rozristd a
pro spravnou diagnostiku je proto zapotitebi komunikace mezi Iékafem pozadujicim cilené
vysetieni, naptiklad vySetfeni poctu B-lymfocytii, a laboratofi, ktera toto vySetfeni bude
provadét. V soucasné dobé¢ jiz existuji i diagnostické soupravy umoziujici stanovit v séru
pacienta jak hladinu podavaného preparatu, tak hladinu protilatek, které miize pacient béhem

terapie vytvoftit, coz pfispiva k uzitecnosti hodnoceni podavaného 1€ku v klinické praxi.

56



4 Diagnostika alergickych stavi

Pojem ,,alergie* zavedl v roce 1906 rakousky védec Clemens von Pirquet. Toto slovo
pochazi z teckych slov ,allos* (jiny) a ,,ergon“ (reakce, reaktivita) a pouzito dohromady

znamena néco jako ,,0dlisna reaktivita.*

Alergickd onemocnéni jsou zpusobena neadekvatni reakei imunitniho systému na bézné a
jinak neSkodné antigeny pochazejici z vnéjsiho prostfedi, na néz imunitni systém zdravého
Clovéka nereaguje. Tyto antigeny se nazyvaji alergeny. Alergickd onemocnéni jsou
zprostiedkovana humoralnimi nebo bunéénymi mechanismy. Maji sice dédicny zaklad, ale
na jeho vzniku a rozvoji se vyznamné podileji i faktory vnéjSiho prostiedi. Alergické reakce
nalezi do skupiny imunopatologickych reakei, které jsou bézné déleny podle klasifikace dle
Coombse a Gella do ctyt zakladnich typt. Na vzniku alergickych stavi se sice miize podilet
kazda z té€chto imunopatologickych reakci, nicméné vétSina alergickych onemocnéni (tak, jak
jsou chapana v dnesnim pohledu), jsou precitlivélosti ¢asného typu zavislou na IgE protilatkach
(tzv. imunopatologicka reakce Gasné precitlivélosti neboli I. typu). Casna precitlivélost prvniho
typu se vyviji ve dvou krocich. Prvnim z nich je tvorba specifického IgE na dany alergen a jeho
navazani na Fc, receptory zirnych bun¢k. Ve druhém kroku pti opétovném setkani s alergenem
dochazi k vazb¢ alergenu na navdzané molekuly IgE, coz vede k aktivaci signalni kaskady a

bunécné degranulaci.

Atopie je genetickd predispozice odpovidat tvorbou specifického IgE po stimulaci

nékterymi cizorodymi antigeny (alergeny).

4.1 Alergeny

Alergen je exogenni antigen, ktery je schopen u vnimavych jedincii vyvolat patologickou
imunitni reakci. Spektrum alergent je velmi Siroké. Z inhalac¢nich alergeni se jednd zejména o
slozky pylovych zrn, rozto¢e nebo spory plisni. Z potravinovych a Iékovych alergenti se mlize
uplatinovat prakticky kterdkoliv potravina ¢i 1€ék. Velmi rizikovym alergenem je jed
blanoktidlého hmyzu. Potravinové alergeny muzeme rozdélit do dvou tfid:

U alergenu prvni tfidy dochazi k senzibilizaci jedince ordlni cestou. Jednd se
o alergickou reakci, ktera se spousti zpravidla béhem nekolika minut po konzumaci potraviny.

Potravinova alergie se miize projevovat s riiznou intenzitou, a to od mirného svédéni v dutiné
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ustni az po plné rozvinutou anafylaxi s otoky, obstrukci dychacich cest a obéhovym selhanim.
To vSe nastava béhem nékolika minut od konzumace spoustéciho druhu potraviny. Potravinové
alergeny prvni tfidy jsou pfevazné glykoproteiny, které podle vazby glykant nazyvame N-
vazané nebo O-vazané. Maji relativné nizkou molekulovou hmotnost v rozmezi 10-50 kDa a
jsou dobtfe rozpustné ve vodé. Byvaji odolné proti pilisobeni zaludecni kyseliny i
proti enzymiim, jako je pepsin, trypsin a chymotrypsin. Maji rovnéz zvySenou odolnost vici

pusobeni vyssich teplot. Vyvolavaji lokalni i celkové reakce.

Alergeny druhé tridy ,,alergizuji inhala¢ni cestou. Jsou vysoce termolabilni a nestabilni, tudiz
je obtizna ptiprava diagnostickych extraktli. Tyto alergeny jsou odvozeny z rostlinnych pylt.
Casto vyvolavaji pouze lokélni piiznaky. Alergeny rostlinného piivodu jsou Gasto proteiny,
které maji v rostlindch razné funkce. Patii sem tzv. skladovaci proteiny, které¢ se nachazeji
zejména v ofesich, semenech a obilnych zrnech, dale inhibitory enzymi, naptiklad inhibitory
alfa amylaz, které by mohly Stépit Skroby; anti-trypsin chranici pied trypsinovym rozkladem
proteinti v obilnych zrnech, tzn. inhibitory takovych enzymdi, které by mohly putsobit
destruktivné pti skladovani potravin. Mezi alergeny druhé tfidy fadime také regulacni proteiny
(naptiklad profiliny, které jsou diilezité v rozmnozovani rostlin a jsou pfitomny v pylech),
proteiny souvisejici s patogenezi (podileji se na obrannych reakcich rostliny; naptiklad
hevaminy, coz jsou enzymy podobné lysozomu, které $tépi bunécné stény hub a chrani tak
rostlinu ptfed napadenim plisnémi). Mezi alergeny rostlinného pivodu rovnéz fadime proteiny
zajist’ujici transport lipida (LTP), které jsou nezbytné pro vlastni fungovani rostlinné bunky.

Obsah proteinid v konkrétni ¢asti rostliny mtize byt rizny, napt. pSeni¢na bilkovina tvofi
zhruba 12 % suchych jader pSenice. PSeni¢né bilkoviny délime na gliadiny, gluteniny, albuminy
a globuliny. Gliadiny obsahuji 40—60 rtznych slozek, gluteniny obsahuji nejméné 15 rtiznych
slozek a podobné, pfiCemz alergeny se mohou vyskytovat ve vSech téchto slozkach. Kromé
rostlinnych alergenti také existuje spousta alergenti zivoc¢iSnych, napt. alergeny mléka, kterych
je znamo asi 30: kaseiny (a; B; «), které jsou termostabilni nebo a-laktalbumin a B-
laktoglobulin, které jsou termolabilni. Mezi alergeny vajec patfi ovalbumin, ovomukoid,
ovotransferin a lysozym vajecného bilku. Alergeny se rovnéz vyskytuji v korysich, raznych
druzich masa a podobné¢. Déti byvaji nejcastéji alergické na vejce, kravské mléko a burské
ofechy. K senzibilizaci unich dochazi piimo v gastrointestinalnim traktu pii kojeni. Tato
alergie byva obvykle piechodného charakteru a v predSkolnim veéku zpravidla vymizi.

U dospélych jsou Castymi potravinovymi alergeny mekkysi nebo korysi, arasidy, rizné druhy

58



ofecht, ryby, vejce a luSténiny. Tyto alergie dospélych vznikaji po senzibilizaci inhalacnimi

alergeny, zejména pyly a dochazi pak ke vzniku zkiizené reaktivity.

V soucasnosti je znamo aminokyselinové uspotadani vétSiny alergenli, coZ umoziuje
rozliSit hlavni a vedlejSi alergeny. Hlavni alergen je latka, na kterou reaguje vice nez 50 %
jedinct ptecitlivélych na dany alergen, a to tvorbou specifickych protilatek, nejcastéji tiidy IgE.
Ostatni alergeny jsou oznacovany jako vedlejsi. Naptiklad pylové zrno btizy (latinsky Betula
verrucosa) obsahuje okolo tficeti alergenli, ale pouze proti jednomu z nich se specifické
protilatky tvofi téméf u vSech osob alergickych na pyl bfizy. Tento alergen, oznafovan
v alergologické nomenklatufe jako Bet v 1 (odvozeno z prvnich tfi pismen rodového a prvniho
pismena druhového latinského ndzvu rostliny), je tedy hlavnim alergenem bfizy. Na hlavni
alergeny tedy reaguje vétSina vnimavych osob (50-90 %) a na vedlejsi alergeny reaguje
mensina vnimavych osob (<10 %). Jako hlavni alergen miZe byt oznaceno i vice alergent,

napiiklad mezi hlavni alergenové komponenty arasidl (Arachis hypogaea) patii Arah 1,2 a 3.

4.2 Zkiizené reakce

Relativné velka ¢ast alergenti si je navzdjem podobna ve svém aminokyselinovém
sloZeni. Alergeny s vétSim nez 50% homologickym aminokyselinovym sloZzenim pak vykazuji
vyraznou zkfizenou reaktivitu. Je-li homologie alergenu vyssi nez 80 %, pak hovotfime
o tzv. panalergenech. Obsahuji 91-95 % aminokyselin, jejichz zdkladni sekvence je
fylogeneticky velmi konzervativni. Tyto panalergeny casto zplsobuji potravinovou alergii
asociovanou s pyly. U vnimavych jedincti nejprve dochéazi k jejich senzibilizaci za ucasti
inhala¢nich alergent, nasledné prostfednictvim zkiizené reaktivity mezi proteiny inhala¢nich
alergent (pyly, roztoci, pefi, ko€ici epitel) a potravinami dojde k rozvoji potravinové alergie.
Panalergeny mizeme rozd¢lit do ¢tyf skupin, a to na profiliny, PR-10 proteiny, lipid transfer

proteiny a zasobni proteiny (obrazek ¢. 12).

Profiliny jsou cytoplazmatické bilkoviny vazici aktin. Nalezneme je v pylech trav,
plevell a stromt. Mezi profiliny patii vedlejsi alergeny btizy Bet v 2 a Bet v 6, alergen bojinku
Phl p 12 nebo alergen araSidti Ara h 5. Jedna se o termolabilni proteiny. U pacient s alergiemi
na profiliny miizeme pozorovat zkiizenou reakci na pyl — ovoce (hrusky, banany, pomerance)

— zelenina (brambory, mrkev, paprika, rajéata) — ofechy.
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PR-10 proteiny (pathogenesis related proteins 10) patii mezi termolabilni proteiny, které
se Casto vyskytuji v duzin€ ovoce. Jejich tlohou je obrana rostliny proti bakteriim a plisnim.
Jedna se o proteiny, které jsou homologni s hlavnim alergenem btizy Bet v 1 a alergenem
araSidu Ara h 8, dale sem patii alergeny jablka, hrusky, tfeSn¢€ a merunky. U senzibilizovanych
pacientll miizeme pozorovat zkiizené alergie na pyl bfizy — ovoce (jablka, hrusky) — zeleninu
(mrkev, celer). Z obilnin sem mizeme zatfadit s6ju. Do této skupiny nalezi také alergeny latexu.
Zkiizena alergie mezi riznymi antigeny latexu se nazyva latex-fruit syndrom. U latexu, ktery
se ziskava z kaucukovniku, je popsano 12 alergentl. Casto jde o panalergeny, které jsou
homologni (shodné) s alergeny nékterych druhii exotického ovoce, napft. alergen glukonéaza se
nachazi v latexu, bananu, kiwi, fiku, avokadu a bramborach, chitinaza se naléza v latexu

a avokadu a thaumatin se nachézi v latexu, jablku a tfesni.

Lipid transfer proteiny (LTP) jsou ubikvitni bilkoviny transportujici fosfolipidy
v bunécnych sténach rostlinnych bunék. Vyskytuji se predevsim v ovoci (broskve, meruniky,
jablka), v obilovinach (kukufice, jecmen) a v araSidech (zde se jednd o alergen Ara h 9).

U téchto typu alergii nebyva asociace s alergii na pyly.

Zasobni proteiny nalézdme predevSim v ofeSich, arasidech, jadrech, peckach plodu,
semenech a luSténinach. Patii sem viciliny (7S globuliny), leguminy (11S globuliny) a ve vod¢
rozpustny 2S albumin. Viciliny jsou hlavni alergeny lusténin, které¢ jsou velmi odolné viici
proteolyze. Najdeme je také v ofeSich a sezamovém seminku. Patfi sem Ara h 1 (hlavni
arasidovy alergen), ktery predstavuje nejlépe charakterizovany alergenni vicilin. K této rodiné
alergennich vicilinovych proteinti patii i Jug r 2 vlaSského ofechu, Jug n 2 ¢erného otechu, Cor
a 11 liskového ofechu, Ana o 1 keSu ofechtl, Ses 1 3 sezamu, Pis s 1 a Pis s 2 hrachu, Pis v 3
pistaciovych ofiskl, a Len ¢ 1 ¢ocky. Alergenni leguminy zahrnuji vedlejsi araSidové alergeny
Ara h 3 a Ara h 4. Dalsi popsané leguminy jsou Cor a 9 liskového ofechu, Ber e 2 para ofechtl,
Pis v 2 pistaciovych ofechtl, Ana o 2 kesu ofecht, sojového glycininu Gly m 6, a Ses i 6 a Ses

1 7 sezamu. 2S albumin je velice stabilni a nachazi se v araSidech (Ara h 2). Dale sem patii

VW w

VW w

(Jugr 1 alugr4),sezamu (Sesi 1 a Ses i 2), skoccovych bobu (Ric ¢ 1), keSu ofechu (Ana o

3) a pistacii (Pis v 1).
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Obrazek ¢. 65: Zakladni skupiny panalergent

Dal$im typem zkiizené reaktivity je biochemicka podobnost alergenii vychdzejici
z pritomnosti zktizené reagujicich sacharidovych determinant (CCD znaky). Pravé anti-CCD
protilatky jsou Casto odpovédné za faleSnou pozitivitu diagnostickych testl, které pouzivaji
standardizované alergenové extrakty. OvSem i tyto latky mohou byt odpovédné za alergické
reakce. CCD alergeny jsou popsany u hrusky, mrkve, celeru, mékkysta, clenovea

a dvoukftidlého i1 blanoktidlého hmyzu.

Jestli bude mit vazba IgE se sacharidovou slozkou alergenu klinicky vyznam zavisi na
tom, zda se IgE protilatka vaze na jeden sacharidovy epitop alergenu, tzv. monovalentni
glykoalergen (napi. Ara h 1), nebo provaze mezi sebou vice sacharidovych epitopt,
tzv. polyvalentni glykoalergen (obrazek ¢. 16). Pfi monovalentni vazbé nedochazi zpravidla
ke klinickym projeviim alergie, nebot’ nedochdzi k provazani IgE protildtek navazanych
na povrchu mastocytii, ¢imz nedojde k uvolnéni mediatorti z t€chto buncék. U polyvalentnich
glykoalergenti vSak k takovému provazani dochazi, coz miize vyustit v klinické piiznaky
alergie. Z tohoto diivodu je zapotiebi piesné urcit senzibilizujici alergenovy epitop (obrazek ¢.

17).
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Obrazek ¢. 16: Monovalentni a polyvalentni alergeny
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Obrazek €. 17: Vazba IgE na sacharidovou slozku alergenii, tzv. anti-CCD IgE
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Pokud jsou anamnéza, symptomy nebo kozni testy v rozporu s vysledky stanoveni IgE
protilatek, je tfeba zvazit pravdépodobnost falesné pozitivnich vysledkl v zavislosti na mozné

falesné reakci na sacharidovou komponentu (obrazek €. 18).

alergen
N hotd |

SOC0OCR  0h00000  1hooadn

l | |
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Obrazek €. 78: Blokovani anti-CCD protilatek: zelen¢ jsou znaceny IgE protilatky proti peptidovym epitopim
daného alergenu a cervené IgE protilatky proti sacharidovym komponentam alergenu

4.3 Zdroje alergent pro laboratorni diagnostiku

Pivodné se pro diagnostické a terapeutické ucely pouzivaly malo definované alergenové
extrakty ziskané purifikaci pfirodnich zdrojii. V soucasnosti se pouzivaji standardizované
alergenové extrakty, ve kterych je vyrobcem stanoven obsah hlavnich alergenti a jejich
schopnost vazat se s lidskymi protilatkami. Kvantitativni mnozstvi alergenti vyrobce stanovuje
ELISA testem. Kvalitativni stanoveni, neboli aktivita, se méfi pomoci prick testl (in vivo)
u skupiny lidskych dobrovolnikli s pozitivni reakci na dany alergen nebo ELISA testem.
Mnozstvi a aktivita daného alergenu v pfipravovaném extraktu se pak srovnava se standardem.
Tim se zajiStuje kvalita a bezpecnost diagnostickych alergenovych preparati. Nicméné
alergenové extrakty obsahuji mimo hlavni alergeny také dal$i vedlejs$i nealergenni latky
(proteiny, glykoproteiny a sacharidy). Tyto soucasti extrakti pak mohou vést k falesné
pozitivité u diagnostickych testt, které jsou s nimi provadény. Z tohoto ditvodu byly vyvinuty

rekombinantni alergeny. Jednd se o biotechnologicky produkované molekuly pivodné

63



identifikované z alergenovych extraktl, které se piipravuji pomoci molekularné biologickych
metod. Ze zdroje alergenu je izolovana RNA, kterd je pouzita pro syntézu DNA. Ta se
amplifikuje a je vloZena do genu bakteriofaga. Hostitelem bakteriofaga je bakterie, kterd bude
konkrétni alergen produkovat. Rekombinantni alergeny jsou v soucasné¢ dobé produkovany
bakterii Escherichia coli (E. coli), ktera je vyhodna v tom, ze produkovany alergen neni tfeba
posttransla¢né upravovat a ma stalou strukturu. V soucasné dobé jsou rekombinantni alergeny
vyuzivany k diagnostice, ale také terapii stale vice. Rekombinantni alergeny umoziuji tzv.
komponentovou diagnostiku, kterou je mozné urcit konkrétni alergenni molekuly
vyvolavajici senzibilizaci. Komponentova diagnostika umoziuje definovat také spravné slozeni
ptipravkll pouzivanych pro specifickou alergenovou imunoterapii a posoudit riziko vzniku

systémové reakce pii jejich podavani.

4.3.1 Diagnostické vyuziti alergenovych extraktli a rekombinantnich alergenti

V soucasné dobé se k laboratornimu stanoveni alergické reakce uzivaji alergenové extrakty i
rekombinantni alergeny. V extraktech se nachéazi vice alergenovych komponent a zvysSuje se
pravdépodobnost nalezeni piiciny alergie. Pfesnéjsi komponentova diagnostika pak umoznuje
urcit precitlivélost na jednotlivé slozky alergenovych smési a pomdha vysvétlit zkiizené reakce

na rizné alergeny.

4.4 Alergologické vySetieni

Zakladem alergologického vysetfeni je dikladna anamnéza zaméfend na vytipovani
moznych alergenii. Nasleduje fyzikalni vySetieni, které vychdzi z interniho vySetfeni pacienta.
Alergologické testy se déli na testy provadéné in vivo nebo in vitro. Prvni z nich jsou podrobné
popsany ve skriptech s ndzvem ,,Zaklady vysetieni v klinické imunologii, 2015 “. V této kapitole
se budeme podrobné¢ji zabyvat in vitro testy, ptfi kterych se pouzivaji standardizované

alergenové extrakty 1 rekombinantni alergeny.

4.4.1 Laboratorni diagnostika

Pti podezieni na alergické onemocnéni pacienta miZzeme laboratorné vySetiovat pocet
eozinofill, koncentraci celkovych sérovych IgE imunoglobulini, koncentraci specifickych
sérovych IgE protilatek proti nativnim i rekombinantnim alergeniim a test aktivace bazofili.

U vybranych ptipada se dale provadi stanoveni hladiny tryptdzy a eozinofilniho kationického
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proteinu (ECP). Pro stanoveni pozdni ptecitlivélosti, zejména u 1ékovych alergii, se da vyuzit

test proliferace lymfocyti.

4.4.2 Stanoveni poctu eozinofil

Eozinofilni granulocyty hraji fyziologicky dilezitou roli v obrané organismu proti
mnohobunéénym parazitim, pfi¢emz patologicky se podileji na vzniku alergického zanétu.
Informaci o absolutnim a relativnim poctu eozinofilli ziskame vySetfenim diferencialniho
rozpoctu leukocytii. Pocet eozinofilll v krvi kolisa v zavislosti na véku pacienta, denni dob¢,
namaze a na vlivu okolniho prosttedi. Horni hranice normalniho absolutniho poctu se pohybuje

kolem 0,7 x 10°/1, relativni pocet do 5 % leukocytii v periferni krvi.

4.4.3 Stanoveni koncentrace celkovych imunoglobulini ve tiid¢ IgE

Koncentrace celkovych imunoglobulint je za fyziologickych okolnosti velmi nizka a
z tohoto diivodu se stanovuje v mezinarodnich jednotkach (IU/ml; kU/I). Za zvySené jsou
povazovany hodnoty od 100 IU/ml (v n€kterych laboratotich az od 200 IU/ml), avSak i zdravy
¢lovék muze mit zvySenou koncentraci celkovych IgE imunoglobulini. Z hlediska
diagnostiky alergie neni samotné zvyseni koncentrace celkového IgE v séru ptili§ podstatné, na
druhou stranu normalni celkova hladina IgE nevyluc€uje pfitomnost alergického onemocnéni.
Pro interpretaci vysledki je dulezité zdlraznit, Ze mefime koncentraci volnych IgE protilatek
nachazejicich se v séru, IgE protilaitky navazané a bunéénych povrSich toto vySetfeni
nezahrnuje. Stanoveni sérové koncentrace IgE imunoglobulinti je provadéno celou fadou
metodik, nejcastéji vSak pomoci nefelometrie a enzymové imunoanalyzy (EIA). Ke stanoveni
diagnozy alergie vSak vySetfeni celkového IgE nestaéi. Zvysené hladiny celkového IgE v séru
muzeme rovnéz nalézt u nékterych typti imunodeficienci (napt. Jobova syndromu Wiskottova-
Aldrichova syndromu a dal$ich), u parazitarnich onemocnéni a nékdy mivaji zvySenou hladinu

celkového IgE také zdravé osoby.

4.4.4 Stanoveni koncentrace specifickych IgE protilatek

Stanoveni koncentrace IgE protilatek namifenych proti konkrétnim alergentim (tedy tzv.

specifickych IgE protilatek) patii v soucasné dobé k nejrozsifenéjSim vySetfenim v rutinni
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laboratorni diagnostice alergii. V soucasnosti lze specifické IgE protilatky stanovit proti
smésim alergent (napft. proti pyliim trav, stromi nebo bylin), proti jednotlivym alergeniim nebo
proti piesné definovanym slozkam jednotlivych alergeni (tzv. rekombinantnim alergeniim
v ramci komponentové diagnostiky neboli molekularni diagnostiky alergii). Komponentova
diagnostika doplnuje klasické stanoveni specifickych IgE protilatek proti nativnim alergentim
a dostava se do poptedi v situacich, kdy existuje rozpor mezi anamnézou, vyskytem piiznaki a
vysledky testll u polysenzibilizovaného pacienta. Pii testovani se nejdiive zjiStuji primarni
alergeny a dale zktizené reagujici komponenty. Diagnostika alergii pomoci rekombinantnich
alergenli umoznuje zptesnit a specifictéji indikovat alergenovou imunoterapii u konkrétniho
pacienta. Dal$i vyhodou komponentové diagnostiky je moznost piesnéj$iho stanoveni rizika

frekvence a zavaznosti alergické reakce u potravinovych alergii.

Stanoveni koncentrace specifickych IgE protilditek namitfenych proti sledovanym
alergeniim (kterd je velmi nizkd) vyzaduje velmi senzitivni testy. Pivodné se ke stanoveni
koncentrace specifickych IgE protilatek pouzival tzv. RAST test (Radio Allergo Sorbent Test),

nicméné byl vétSinou nahrazen metodou ELISA.

RAST je historicky prvni laboratorni metoda ke stanoveni specifického IgE. Jeho
principem je sendvicova radioimunoesej. VySetfovany alergen je navazan na pevnou fazi.
Nasledné dochazi k inkubaci se sérem pacienta, pii které se na alergen navazi specifické IgE
protilatky pro dany alergen obsazené v séru pacienta. Zbylé nenavazané proteiny se odstrani
promytim. V poslednim kroku se pfida anti-IgE protilatka oznacend radioaktivnim izotopem
jodu !%I. Plati, Ze intenzita radioaktivniho zafeni po promyti je pfimo Umérna mnoZstvi

specifického IgE.

ELISA je nejsnaze dostupnou metodou pro stanoveni koncentrace specifického IgE.
Na pevnou fazi navaze vyrobce alergen. V laboratofi se do mikrotitracni desticky piidava
uz jen sérum vysetfované osoby s predpokladanym obsahem specifickych IgE protilatek.
Po inkubaci a promyti se ptida konjugat s navdzanym enzymem, v dal§im kroku po inkubaci a
promyti pak substrat, ktery je Stépen enzymem z konjugatu a vznikla barevna reakce se méti

fotometricky.

Moderni techniky stanoveni specifického IgE délime podle zplisobu vazby alergenu
v pevné Ci kapalné fazi. V soucasné dobé¢ existuje ne¢kolik zdkladnich systémti na detekci

specifického IgE: ImmunoCAP, Immulite a AlaSTAT.
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ImmunoCAP vyuziva fluorimetrické detekce enzymatické reakce v tzv. ,kepech*
(kaliScich). Na vnitinim povrchu jednotlivych kaliskt je celuldza a na ni je navazany specificky
alergen. Do kaliska se pfida sérum pacienta a béhem inkubace se pacientovy IgE protilatky
navazi na alergen. Nasledné jsou promyty ostatni nenavazané slozky séra a ptida se konjugat,
coz je anti-IgE protilatka znacend enzymem [(-D-galaktosidazou. Po inkubaci a promyti je
pfidano vyvijeci €inidlo obsahujiciho substrat 4-methylumbelliferon-B-D-galaktosid, z n€hoz
B-D-galaktosiddza odsteépi B-D-galaktosid za vzniku 4-methylumbelliferonu, ktery po excitaci
sveételnym paprskem (Hg-vybojka) emituje fluorescencni zafeni o delsi vinové délce (Stokestav
posun). Na zavér se ptida stop Cinidlo (uhli¢itan sodny), které celou reakci zastavi. Vysledné
koncentrace specifickych IgE protilaitek jsou rozd€leny do Sesti tfid, kdy nultd tfida

s koncentraci do 0,35 IU/ml je povazovana za negativni.

U klasicky postavenych metod mtize pii monitorovani 1écby pacienta na alergenové
terapii dochéazet ke zKkresleni vysledkii vlivem specifickych IgG protilatek, které pii této
terapii vznikaji. IgG protilatky se mohou na volny alergen vazat s vétsi afinitou a blokovat tak
vazbu specifického IgE. Detekcni systém klasickych metod, ktery je zalozen na vazb¢ anti-IgE
protilatek, pak naméti nizsi hladinu specifického IgE nez ve skutecnosti je. Z tohoto divodu
byl vyvinut tzv. reverzni systém, pfi kterém jsou na pevnou fazi navazany anti-IgE protilatky
a pti aplikaci vzorku se vSechny IgE protilatky v séru navazi. Jako detekéni systém se pak

piidava hledany alergen, ktery je znacen enzymem.

Analyzator Immulite 2000 je =zalozen na principu enzymoveé zesilené
chemiluminiscence. Pevnou fazi predstavuje v reakci jedind kulicka. Do pfipravenych
zkumavek analyzator ptidd polystyrénovou kulicku obalenou biotinem a napipetuje také
alergen s navazanym streptavidinem. Vytvofi se vazba streptavidin-biotin, ¢imz je alergen
na kuli¢ce imobilizovan. Poté se pfidava vySetfované sérum pacienta. Pokud jsou v séru
pfitomny specifické IgE protilatky proti sledovanému alergenu, dojde v pribéhu inkubace
k jejich navazani na alergen. Po promyti je analyzatorem do zkumavky piidan konjugat (anti-
IgE protilatka znaCena alkalickou fosfatazou) a nasleduje dalsi inkubace a promyti, kterym
dojde k odstranénim piebytecného konjugéatu. Na zaver je pridan substrat (dioxetan-adamantyl-
fosfat), ktery obsahuje vysoce energicky bohatou vazbu mezi dvéma kysliky a pyrimidinové
jadro s fosfatovou skupinou POs. Alkalicka fosfatdza z konjugatu odstépi PO3 a molekula se
rozloZi za soucCasné emise fotonil. Intenzita vzniklého zafeni je umérna mnozstvi specifickych
IgE protilatek pfitomnych v séru pacienta. Jednotlivé reakce se rozdéluji do Sesti t¥id podle

citlivosti.
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AlaSTAT pouziva alergeny oznaCené biotinem. Vazba na pritomné specifické IgE
protilatky obsazené v séru probihd v tekutém prostiedi ve zkumavce nebo jamce mikrotitracni
desky, jejichz stény a dno jsou potazeny biotinem. Poté se do reak¢éni smési ptida avidin, ktery
piipoutd biotinylovany alergen s navazanym specifickym IgE na biotin na dn¢ a st€nach jamky
nebo zkumavky. Jako detekéni protilatka se pak ptidava protilatka proti lidskému IgE
konjugovana s enzymem (kifenovou peroxiddzou) a ptfidd se substrat. Vysledkem je

enzymaticka pfeména bezbarvého substratu na barevny produkt (kolorimetricka reakce).

Vé 7 4 r’

Klasické usporadani Reverzni usporadani

anti-IgE-enzym alergen-enzym

/ IgE ¥

1gE
AE:rgen anti-IgE
Pevna faze Pevna faze

Obrazek €. 19: Zpisoby detekce specifickych IgE protilatek.

4.4.5 Multiplexové metody

Multiplexové metody jsou multialergenni testy stanovujici nékolik analytli v jednom
reakénim kroku. Testy vyuzivaji principu microarraye neboli bioCipu, kdy jsou alergeny nebo
alergenové extrakty navdzany na malé plochy podlozniho sklicka, ¢i jiného podobného
materidlu a na t€chto malych plochach dochazi k reakcim se specifickym IgE obsazenym v séru
pacienta. Reakce je zviditelnéna kolorimetricky ¢i fluorescencné a vysledek je odecten pomoci
ctecky s vysokou rozliSovaci schopnosti a pak vyhodnocen pomoci pocitace, pfi¢emz je presné

dana poloha jednotlivych alergend.

Immunocap ISAC

Technologie zalozena na bazi bioCipu umoziuje v jednom testu vyhodnotit specifické

IgE protilatky namifené proti 112 riznym alergenovym slozkdm z vice nez 50 plivodnich
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alergenovych zdroji. Jednd se o semikvantitativni diagnosticky test probihajici ve dvou
krocich. V prvnim kroku jsou rekombinantni a purifikované nativni alergeny navazany
na pevny nosi¢. Nasledné je ptidano sérum pacienta. Po inkubaci se IgE protilatky ze séra vazi
na imobilizované alergenové slozky. Nasleduje promyti, poté je pfidana fluorescen¢né znacena
anti-IgE protilatka. Vysledna fluorescence se méfi laserovym snimacem a je softwarové
vyhodnocena. Intenzita fluorescence odpovidd mnozstvi specifickych IgE protilatek ve vzorku.
Hodnoty jsou vyjadieny v arbitrarnich jednotkach ISU-E (ISAC Standardised Units). Vysledky

> 0,30 ISU-E jsou povazovany za pozitivni.

Testovaci systém Allergy Explorer (ALEX)

Vysoce specializované vySetteni zaloZzené na makrocipové technologii a kolorimetrické
enzymové¢ analyze umoziuje vySetfit simultinné v ramci jednoho stanoveni specifické IgE
protilatky proti vice jak 100 rekombinantnim alergeniim a vice jak 150 alergennim extraktim,
které pochazi z nékolika desitek alergenovych zdroji. ALEX pro imunoanalyzu vyuziva
pevnou fazi. Extrakty alergenii nebo molekularni alergeny, které jsou navazany na nanocastice,
jsou systematicky naneseny na pevnou fazi tvotici macroarray. Nejprve alergeny navazané na
casticich reaguji se specifickym IgE, které se nachazi ve vzorku pacienta. Po inkubaci dojde
k vymyti nespecifického IgE. Postup pokracuje ptidinim enzymem znacené detekéni protilatky
proti lidskému IgE, které tvoii komplex se specifickym IgE navazanym na ¢astici. Po druhém
promyvacim kroku je pifidan substrat, ktery je enzymem vazajicim protilditku zménén na
nerozpustny zabarveny precipitat. Nakonec je reakce mezi enzymem a substratem zastavena
blokujicim ¢inidlem. MnozZstvi precipitatu je imérné koncentraci specifického IgE ve vzorku
pacienta. Hodnoty stanoveni specifickych IgE protilatek jsou vyjadieny v jednotkdch kUA/I
(mezinarodni jednotka/l) a klasifikovany ve Ctyfech semikvantitativnich tfidach. Vysledky >
0,30 kUA/1 jsou povazovany za pozitivni. Analyticky protokol ALEX obsahuje vysoce u¢inny
inhibitor zkiiZzené reagujicich uhlovodikovych determinantii (CCD) v priibéhu inkubace séra,

coz zvysuje specificitu vysledku testu.

4.4.6 Stanoveni ECP

Eozinofilni kationicky protein (ECP) je cytotoxicky protein, ktery je secernovan
aktivovanymi eozinofily. Pfispiva k poskozeni bronchidlni sliznice u astmatiki. VySetieni
hladiny ECP v séru (plazm¢) pacienta slouzi ke sledovani dynamiky eozinofilniho zanétu
a k monitoraci protizanétlivé terapie u astmatikii. Normalni sérové hladiny ECP jsou do 24

ng/ml. Stanovuje se metodikou FEIA (analyzator Immulite 2000).
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4.47 Stanoveni tryptazy

Tryptédza je mediator uvolilovany z zZirnych bunék po expozici alergenem a je povazovan
za vhodny marker prilkazu anafylaktické reakce. Stanoveni hladiny tryptdzy v séru (plazme¢)
ma vyznam zejména pii diferencialni diagnostice anafylaktickych reakci, napt. polékovych
nebo po bodnuti hmyzem, déle pfi retrospektivnim prikazu probéhlé anafylaktické reakce a pti
diagnostice mastocytézy. Vyhody stanoveni tryptdzy oproti stanoveni hladiny histaminu
spocivaji v tom, Ze tryptaza neni na rozdil od histaminu uvoliiovdna z bun¢k periferni krve
(bazofill) — tim je vylouceno ,,falesné pozitivni* uvolnéni in vitro, a ma i delsi polocas rozkladu
in vivo, takze stanoveni muze byt provedeno i n€kolik hodin po prodélané alergické reakci.
Stanoveni hladiny tryptazy se mize pouzit i k posouzeni anafylaxe jako mozné pticiny smrti,
zde je nutny odbér do 48 hodin od smrti. Pfi stanoveni pro diagnostiku anafylaktické reakce se
provadi 1. odbér v intervalu 15 min az 3 hodin po pocatku ptiznaka anafylaxe, 2. odbér za 24
hodin nebo pozdéji po odeznéni ptiznaki. Pro uchovani vzorku je nejlépe oddélit sérum/plazmu
do 2 — 3 hodin od odbéru, uchovat v teploté 2 - 8 °C do jednoho tydne, nebo uchovévat déle pii
-20 az -70 °C. V pripad¢ potieby pro transport mozno vzorky (srazend krev nebo krev s EDTA
¢1 heparinem) uchovévat chlazené pii 2 - 8 °C nebo pii pokojové teploté max. do 2 dnti a poté

sérum/plazmu odd¢lit centrifugaci.

Tryptdzu stanovujeme enzymatickou imunoanalyzou s fluorescenéni detekci

na analyzatoru ImmunoCAP. Normalni hladina tryptazy v séru je do 13,5 ng/l.

4.4.8 Test aktivace bazofilu

Test aktivace bazofilli je funk¢ni test slouzici k diagnostice IgE zprostiedkované
alergické reakce. Principem je detekce znak aktivace bazofilti (CD203c¢ a CD63) prutokovym
cytometrem. Bazofilni granulocyty plné heparinizované krve jsou nejprve stimulovany
alergenem, nasledné je detekovana exprese aktivanich znakll na jejich povrchu pomoci
pratokové cytometrie. Aby doslo k aktivaci bazofilli, musi mit tato bunika na svém povrchu
navazany pies Fce receptory specifické IgE protilatky proti sledovanému alergenu. Po piidavku
alergenu dojde k zesitovani Fce receptori pomoci téchto navazanych protilatek a aktivaci
bazofili. Hodnoti se procento aktivovanych bazofilii z celkového poctu bazofilt, a to pomoci
zmén exprese povrchovych znakti CD63 a CD203c¢. Procento CD63" a CD203c¢" bazofili se
porovnava s negativni kontrolou (tj. vzorek periferni krve pacienta bez stimulace) a pozitivni

kontrolou (jako stimulans se pouziva chemotakticky peptid fMLP). Zvyseni exprese CD63
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koreluje s degranulaci a uvolnénim histaminu. Molekula CD203c je v nizkych hladinach
exprimovana na klidovych bazofilech a jeji exprese se rychle zvySuje po aktivaci bazofilu.
Zvyseni exprese CD203c je ptfechodné a rychlejsi nez zvySeni exprese CD63. Proto testy, které
pouzivaji jako aktivacni marker molekulu CD203c, vyzaduji peclivé nacasovani detekce
zvyseni exprese CD203c. K detekcei bazofilii I1ze rovnéZ pouzit anti-IgE protilatku, kterd se vaze
na IgE protilatky pfitomné na senzibilizovanych bazofilech. Senzitivita testu se pohybuje
v rozmezi 50-90 %, specificita je 70—100 %. Ptiblizn¢ 10 % pacientli jsou tzv. non-respondeti,
takze u nich test nelze interpretovat. Test aktivace bazofilii nachazi uplatnéni zejména
v diagnostice hmyzich a potravinovych alergii. Zkousi se v diagnostice 1ékovych alergii.

V soucasnosti je test aktivace bazofilii povazovan za pomocnou laboratorni metodiku.

4.49 Test proliferace lymfocytl pro pozdni alergickou reakci na 1éky

Pacienti, u kterych probéhla zavazna reakce na urcity 1€k (penicilin, sulfonamidova
antibiotika, opiaty a nesteroidni analgetika), mohou byt ve specidlnich laboratofich in vitro
otestovani na reakci pozdni precitlivélosti. Pfi tomto testu se k heparinizované plné krvi
pacienta pfida testovany 1€k nejlépe v injekéni forme, aby nebyly pfitomny zadné vedlejsi
slozky (napf. obal tablety). Ke krvi se pfidd médium a takto ptipraveny vzorek se necha
inkubovat 7 dni pii 37 °C v atmosféte CO,. Poté se zméti proliferacni aktivita lymfocyt. Pokud
je po pridavku 1€k blastickd transformace zvySena, povazuje se testovany 1€k za spoustéc
pozdni alergické reakce. Spolu s testovanim proliferacni reakce na sledovany 1€k je tteba také
nasadit pozitivni kontrolu proliferacni schopnosti lymfocytii pacienta (napf. miizeme pouzit
PHA nebo ConA) a nestimulovanou kontrolu, pro ptipad vyskytu nespecifické lymfoproliferace
u vysetfovaného pacienta. Soucasné s pacientem, je také zapotfebi provést stejné vySetieni
u kontrolni nealergické osoby pro posouzeni funkc¢nosti testu. Proliferaci mizeme sledovat
za pouziti nékterych z metod, které jsou popsany v kapitole 3.2.2. Proliferace neboli blasticka
transformace. Pro testovani opozdéné alergické reakce pomoci proliferacnich testi je tieba brat

na zfetel nékolik omezenti:

1. Senzitivita testu se liSi v jednotlivych studiich v zavislosti na lécich a typu klinické

reakce.

2. Nejsou testovany piipadné metabolity Iéku — nékteré tcinné latky jsou oxidovany
v jatrech enzymatickym systémem cytochromu P450 a pravée tyto metabolity mohou byt

pti¢inou klinickych obtizi pacienta.
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3. Nékteré 1éky samy o sobé plisobi jako stimulancia ¢i inhibitory proliferace lymfocyti:
prostaglandin E2 mé supresivni efekt na produkei IL-2, ktery je nezbytny pro aktivaci a

proliferaci T-lymfocytt.

4. Moznost piitomnosti faleSné¢ pozitivnich vysledkd, tj. pozitivni vysledek
prolifera¢niho testu bez klinickych piiznakl u pacienta, proto je zapotiebi davat vzdy

vysledek do souvislosti s klinickym nélezem.
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4.5 Priloha ¢. 1.

Ptehled nékterych monoklonalnich protilatek a fiznich proteinti pouzivanych v klinické praxi

Monoklonalni Cilova . . . Pouziti v klinické
- Mechanismus ucinku 1é¢iva .
protilatky molekula praxi
RA, JIA, axialni
) spondylartritida, PSA,
. rekombinantni huméanni IgG1 ) ) »
Adalimumab . psoriaza, hidradenitis
mAb namifena proti TNF-a. )
suppurativa, CD, UC,
uveitida
rekombinantni humanizovany RA, axialni
Certolizumab Fab fragment mAb namiteny spondylartritida,
pegol Inhibuje biologické aktivity TNF (vazbou na TNF inhibuje proti TNF-a a konjugovany s ankylozujici spondylitida,
jeho vazbu na bunécné povrchové receptory p55 a p75), polyethylenglykolem PSA
TNF-a moduluje biologickou odpovéd, ktera je indukovina nebo )
. plné humanni IgG1-kappa mAb RA, JIA, PSA, axialni
Golimumab regulovana TNF, véetné zmén hladin adheznich molekul ) N
oovédnich ) enkocut namitena proti TNF-a spondylartritida, UC
odpovédnych za migraci leukocytii
o RA, PSA, psoriaza,
.. chimérickd IgG1 mAb namifend ) .
Infliximab . ankylozujici spondylitida,
proti TNF-a
CD, UC
fuzni protein (vazebna doména
) RA, JIA, PSA, axialni
lidského receptoru 2 TNF o )
Etanercept spondylartritidy, loZiskova
(TNFR2/p75) a Fc oblast )
psoriaza
lidského IgG1)
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Ustekinumab p40 Vazba na protein p40 (podjednotka IL-12 a IL-23) blokuje plné humanni IgG1-kappa mAb PSA, plakova psoriaza,
podjednotka vznik vazbu IL-12 a IL-23 na jejich receptorovy protein IL- namifena proti IL-12 a IL-23 CD
IL-12 aIL- 12RpB1, coz pravdepodobné vede k preruseni signalizace a
23 cytokinové kaskady, které se ucastni patologie psoriazy, PSA a
CD
RA, polyartikularni
Abatacept juvenilni revmatoidni
selektivni blokator CD28-zprostiedkované kostimulace, ¢cimz | fazni protein (extracelularni ¢ast i
artritida
CTLA-4 zabranuje aktivaci T-lymfocytii mechanismem kostimulacni lidského CTLA-4 a fragment Fc
) profylaxe rejekce Stépu
modulace domény lidského 1gG1)
Belatacept u piijemcti transplantované
ledviny
autoinflamatorni
. humanni IgG1 mAb namifena )
Canakinumab , syndromy, Stillova
neutralizuje biologickou aktivitu IL-1 a tim zabraiuje tvorbé proti IL-1B R
IL-1 choroba, dnava artritida
zanetlivych mediatori
. antagonista humanniho
Anakinra RA
receptoru pro IL-1
neutralizace ucinku pleiotropniho prozanétlivého cytokinu IL-
. . 6 produkovaného riznymi typy bunek; chiméricka IgG1-kappa mAb
Siltuximab IL-6 _ Castlemanova choroba
nadprodukce IL-6 hraje dileZitou roli pri systémovych namitena proti IL-6
projevech u pacientii s Castlemanovou nemoci
inhibice vazby IL-6 na jeho receptor (IL-6 je prozanétlivy rekombinantni humanizovana RA, systémova JIA,
Tocilizumab IL-6R cytokin, ktery se podili na patogenezi rady zanétlivych IgG1 mAb namifena proti juvenilni idiopaticka

onemocnéni)

receptoru pro IL-6

polyartritida
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vazba na IgE znemoziuje tak dalsi vazbu IgE na receptory

humanizovana IgG1 mAb

alergické astma bronchiale,

Omalizumab IgE . ] chronické spontanni
efektorovych bunek a spusteni kaskady alergicke reakce protilatka namitend proti IgE o
urtikarie
Reslizumab inhibice biologickeé aktivity IL-5 (diferenciace, zrani, migrace
a aktivace eozinofilit) blokovanim jeho vazby na receptor na humanizovana IgG4-kappa )
IL-5 " il ok vede ke skrdcent o Ab o ) astma bronchiale
Mepolizumab povrchu eozinofilii, coz vede ke zkracenému prezZivani a mAb namifena proti IL-5
snizent aktivity eozinofilu
. vazbou na o4B1-integrin, ktery je exprimovan na povrchu rekombinantni humanizovana
Natalizumab 04B1- “ P g vJeep P
] ) vSech leukocytii s vyjimkou neutrofilii, blokuje interakci s jeho mAb namifend proti 04p1- SM
integrin
analogickym receptorem (VCAM-1) integrinu®
. adp7- pusobi jako imunosupresivum se selektivnim ucinkem na humanizovana IgG1 mAb proti
Vedolizumab . , . . CD, UC
integrin zazivaci trakt a4p7-integrinu
rekombinantni humanizovana
Ixekizumab IL-17A neutralizace IL-17A snizuje proliferaci a aktivaci keratinocytii | 1gG4 mAb namifena proti IL- psoriaza
17A
lyza bunék s povrchovym znakem CD52 (pritomny predevsim humanizovana IgG1-kappa
Alemtuzumab CD52 na T a B-lymfocytech, v nizsich hladinach na NK burikach, mAb namifend proti antigenu SM
monocytech a makrofizich) CD52
. chimerickd IgG1 mAb proti
Basiliximab blokada vazby IL-2 na CD25 (receptor pro IL-2) na povrchu . SM
a-fetézci receptoru pro IL-2
CD25 T-lymfocytii po jejich aktivaci antigennim podnétem, coz vede
. humanizovana mAb IgGl
Daclizumab k zabrdnéni nasledné proliferaci T-bunék _ SM
namifend proti CD25
rekombinantni chimericka IgG1
L. po vazbé na antigen CD20 se indukuje imunitni reakce, ktera o RA,
Rituximab CD20 mADb namifena proti antigenu

pusobi cytolyzu B-lymfocytii

CD20

B-bunééné nadory
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vyvolava ADCC priblizné stejné intenzity jako Rituximab Cisté humanni IgG1 mAb
Ofatumumab o CLL
a vyrazné intenzivnéjsi CDC namifena proti antigenu CD20
. po oznaceni radioaktivnim [90Y] se ibritumomab-tiuxetan ) o )
Ibritumomab rekombinantni mys$i IgG1-kappa | CD20 pozitivni folikularni
vaze specificky na B-buiiky (véetné malignich bunék o
tiuxetan CD20 mAD proti antigenu CD20 B NHL
s expresi CD20)
vaze se specificky na extracelularni smycku antigenu CD20 na
rekombinantni humanizovana
. povrchu nemalignich i malignich pre-B a zralych B-lymfocytii ) ]
Obinutuzumab IgG1 mADb namifena proti CLL, folikularni lymfom
(Fc fragment syntetizovany inzenyrstvim glykoproteinii vede k )
antigenu CD20 druhé generace
vyznamnému zvySeni ADCC)
CD38 exprimovany ve velkém mnozstvi na povrchu )
lidska IgG1-kappa mAb
Daratumumab CD38 nddorovych bunék mnohocetného myelomu a v riizném o MM
namifend proti antigenu CD38
mnozstvi i na dalsich typech bunék a tkani
pusobi soucasne na 2 proteiny (CD19 na povrchu B-bunek a
. CD3 na povrchu T-bunek), zprostiedkovava tvorbu cytolytickeé bispecificky protilatkovy
Blinatumomab | CD3/CD19 ALL
synapse mezi T a B-bunikami, tak aktivuje T-bunky k uvolnéni fragment
proteolytickych enzymii proti B-bunkam
melanom, metastazujici
nemalobunécny karcinom
. humanni IgG4 mAb namifena )
Nivolumab . plic, refrakternim
proti receptoru PD-1 )
zesiluje odpovéd’ T-bunek (vietné protinadorové odpovédi) klasickym HL, renalni
CD279/PD-1 | blokdadou vazby receptoru PD-1 (negativni regulator aktivity karcinom
T-bunék) na ligandy PD-L1 a PD-L2 melanom, metastazujici
Pembrolizuma humanizovana IgG4 mAb nemalobunéény karcinom
b

namifena proti receptoru PD-1

plic, refrakternim

klasickym HL
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inhibuje preziti B-lymfocytii, véetné autoreaktivnich B-

humanni IgG1-lambda mAb

Belimumab BAFF lymfocytii a snizuje diferenciaci B-lymfocytii na plazmatické ) . SLE
namifend proti proteinu BLyS
bunky produkujici imunoglobuliny
specificka blokada inhibicniho signalu CTLA-4 (negativni
.. CTLA4/ regulator aktivace T-lymfocytit) vyvolava aktivaci T-bunék, rekombinantni plné humanni
Ipilimumab _ melanom
CDI152 proliferaci a lymfocytarni infiltraci nadorii, coz vede mAb namifend proti CTLA-4
k usmrceni nadorovych bunék
o chimérickd IgG1 mAb namifena
. . glykolipid méni bunky neuroblastomu, ty se tak stavaji cilem imunitniho )
Dinutuximab proti karbohydratové doméné neuroblastom
GD2 systému
GD2
inhibice dilezitych nitrobunécnych na ligandech zavislych humanizovana IgG1-kappa karcinom prsu,
Trastuzumab HER2 v g & 4 o o
signalnich drah, coz miize vést k inhibici proliferace mAb namifena proti HER2 adenokarcinom Zaludku
nadorovych bunék a k apoptoze, navic také aktivace humanizovana IgG1 mAb
Pertuzumab HER2 , . karcinom prsu
mechanismu ADCC namifena proti HER2
blokada drahy pres EGFR vede k inhibici proliferace, o kolorektalni karcinom,
. chimérickd IgG1 mAb namifena ) )
Cetuximab EGFR angiogeneze a dediferenciace, stimulaci apoptozy a prevenci EGFR spinocelularni karcinom
proti
tvorby metastaz hlavy a krku
vazba na EGFR vede k internalizaci receptoru, inhibici rekombinantni pIné humanni
Panitumumab EGFR bunécného rastu, indukci apoptdzy a snizené produkci IL-8 a IgG2 mAb namifend proti kolorektalni karcinom

vaskuldrniho endotelidlniho ristového faktoru

EGFR
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inhibice vazbu VEGF na jeho receptory na povrchu

endotelidalnich bunék vede k neutralizace biologické aktivity

rekombinantni humanizovana

karcinom tlustého stieva,

rekta, prsu, plic, ledvin,

Bevacizumab VEGF IgG1 mAb namifena proti délozniho &ipku, nadory
VEGF, coz snizuje vaskularizaci nadoru a inhibuje tak jeho ) ]
VEGF vajeéniku, vejcovodl nebo
rust i o
primarni nador pobfisnice
karcinom zaludku,
o ) o adenokarcinom
inhibice ligandy stimulovanou aktivaci VEGF receptoru 2 a
. lidska IgG1 mAb namifend proti | gastroesofagealni junkce,
Ramucirumab VEGF neutralizuje ligandy indukovanou proliferaci a migraci i
VEGF receptoru 2 kolorektalni karcinom,
lidskych endotelidinich bunék o
nemalobunéénym
karcinom plic
rekombinantni fazni protein
plsobi jako solubilni falesny receptor, ktery vaZze VEGF-A a (extracelularni domény makularni degenerace,
Aflibercept VEGF PIGF s vy33i afinitou neZ jejich pfirozené receptory a blokuje | huménniho VEGF receptoru 1 a makularni edém
tak angiogenni uc¢inek VEGF 2 fuzovanych na Fc fragment v disledku okluze retinalni
humanniho IgG1) zily, poruchy zraku pfi
diabetickém makularnim
silné se vdZe na pfedevsim na VEGF-A a tim brdni jeho edému, myopicka
L. navdzadni na receptory VEGFR-1 a VEGFR-2 (to by vedlo k fragment humanizované mAb chorioidealni
Ranimizumab VEGF
proliferaci endotelidlnich bunék a neovaskularizaci, a také ke namitené proti VEGF neovaskularizace

zvysené propustnosti cév)
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Denosumab RANKL napomdhd rovnovdze mezi kostni resorpci a novotvorbou
(vazba na RANKL inhibuje vznik vazby RANK/RANKL, ¢imZ
zabrariuje diferenciaci novych a aktivaci zralych osteoklasti a pln¢ huménni IgG2 mAb
. ti licandu RANKL osteoporodza
ndslednému zvyseni osteoklastické kostni resorpce), zvysuje hamirena proti ligandu
denzitu kostniho minerdlu i mechanickou odolnost kosti
selektivni vazbou na enzym PCSK9 zabrariuje cirkulujicim
primarni
PCSK9 vdzat se na LDLR na povrchu jaterni buriky a tim
lidské IgG2 mAb namifena proti hypercholesterolémie
Evolocumab PCSK9 zabrariuje degradaci LDLR zprostfedkované PCSK9; zvyseni
enzymu PCSK9 nebo smisend
poctu LDLR v jatrech ma za ndsledek sniZeni hladin LDL-
dyslipidémie
cholesterolu v séru
prfimo aktivuje NK buriky jak cestou SLAMF7 (protein silné humanizovand IgG1 mAb
. L, L . ifena ti tei
SLAMF7/C exprimovdn na burikdch MM nezdvisle na cytogenetickych namirena proti protemu
Elotuzumab SLAME7 MM
D319 abnormalitdch), tak pres Fc receptory, a tim zvysuje anti-
myelomovou aktivitu
. ) silné a specificky vdZe na dabigatran a jeho metabolity a Fab fragment humanizované reverze uéinku dabigatranu
Idarucizumab dabigatran o o
neutralizuje jejich antikoagulacni ucinek mAb namifené proti dabigatranu u dospélych pacientl
o prevence ischemickych
S . " . , Fab fragment chimerické IgG1
inhibuje agregaci desticek, prokoagulacnich vlastnosti kardialnich komplikaci u
y . L ) mAb namifené proti
. destiCek a proliferativnich vlastnosti bunék endotelu a hladké pacientll podstupujicich
Abciximab CD41 glykoproteinovému I1b/I11a

svaloviny cévni stény; ucinné blokuje spusténi generacni

kaskady trombinu

receptoru na povrchu

trombocyti

perkutanni koronarni
intervenéni zakrok,

nestabilni angina pectoris

79




. kombi tilat ti molekule CD30 (¢len TNF konjugat protilatky a 1ék
Brentuximab ombinace protilatky proti molekule (Clen jugat p y u HL, anaplastick§
CD30 receptorové rodiny) a antimikrotubulové latky vedotinu (chimericka IgG1 mAb
vedotin _ . velkobuné&ény lymfom
(monomethylauristatin E) namifena proti CD30 a vedotin)
humanizovana IgG2/4-kappa paroxyzmalni no¢ni

specificky vaze na lidsky protein komplementu C5 a inhibuje

Eculizumab C5 mAb namifena proti C5 slozce | hemoglobinuria, atypicky
aktivaci terminadlniho komplementu

komplementu HUS
inhibuje vazbu mezi PDGF a jeho receptorem, ktery je plné humanni IgG1 mAb
Olaratumab PDGF exprimovan na nadorovych a stromalnich bufikach, coz vede namifena proti receptoru sarkom mekkych tkani
k inhibici ristu nadoru PDGFR-a

Vysvétlivky: VEGF-A (vaskularni endotelialni riistovy faktor), PIGF (placentdrni ristovy faktor), RANKL (receptor activator of nuclear factor NF-kappaB-ligand),
PCSK9 (proprotein konvertaza subtilisin/kexin typu 9), PDGFR-alfa (alfa riistového faktoru odvozeného z trombocytit), TNF-a (tumor nekrotizujici faktor o), mAb
(monoklonalni protilatka), RA (revmatoidni artritida), CD (Crohnova choroba), UC (ulcerozni kolitida), PSA (psoriaticka artritida), JIA (juvenilni idiopaticka
artritida), CTLA-4 (cytotoxicky antigen asociovany s T lymfocyty), IL (interleukin), VCAM-1 (vaskularni bunécna adhezni molekula), SM (sclerosis multiplex), ADCC
(cytotoxicita zavisla na buinkach), CDC (cytotoxicita zavisla na komplementu), HL (Hodgkiniv lymfom), NHL (non-Hodgkiniv Iymfom), CLL (chronickad lymfaticka
leukemie), ALL (akutni lymfaticka leukémie), MM (mnohocetny myelom), Blys (solubilni aktivacni protein B-lymfocytii), GD2 (disialogangliosid 2), SLE (systémovy
lupus eythematodes), EGFR (receptor epidermalniho riistového faktoru), VEGF (vaskularni endotelialni ristovy faktor), RANKL (receptor activator of nuclear factor
NF-kappaB-ligand), LDL (lipoprotein o nizké hustoté), LDLR (receptor pro lipoprotein o nizké hustote), PCSK9 (proprotein konvertaza subtilisin/kexin typu 9), HUS
(hemolyticko-uremicky syndrom), PDGF (ruistovy faktor z desticek), PDGFR-o. (receptor a pro riistovy faktor z desticek), SLAMF?7 (signaling lymphocyte activation

molecule family member 7)

* monoklonalni protilatka proti adhezni molekule, ktera redukuje prestup bunék pres hematoencefalickou bariéru do CNS
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