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Presentace antigenu lymfocytium T

T-lymfocyty poznavaji antigeny pouze ve formeé peptidovych fragment(
vazanych na MHC | nebo IlI.

HLA antigeny musi byt stejné, jako ma prislusny konkrétni jedinec
(Fenomen MHC-restrikce).

Antigen musi byt nejdrive v bunkach ,,zpracovan® (processing)- nativni
protein je proteolyticky degradovan na peptidy, ktere se (intracelularne)
vazi na molekuly MHC. Tento komplex se dostava na bunécnou membranu,
kde je schopen reagovat s TCR.

T-lymfocyty jsou schopny poznavat i lipidové a glykolipidové struktury: je
to p((:) ulgce NK-T, ktera poznava tyto antigeny , neklasickymi molekulami
MHC” - CD1

Imunogennost proteinovych antigenu je urCena schopnosti bunék )
predkladajicich antigen vytvorit peptidy, které se budou vazat na vlastni
molekuly MHC.
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Lymfocyty T a B jsou zakladnimi operacnimi
jednotkami adaptivni imunity

T-lymfocyty jsou zameéreny na intracelularni antigeny
B-lymfocyty na extracelularni antigeny
B-lymfocyty produkuji imunoglobuliny

T-lymfocyty neprodukuji imunoglobuliny, produkuji
cytokiny




Charakteristika adaptivni imunity

Specificnhost

Repertoar

Autotolerance

Pamét

Priléhaveé efektorové mechanismy



ANTIGEN — adaptivni imunita

(Antibody generating substance)

e Struktury, na néz reaguje adaptivni imunitni systém.

e Receptory lymfocytu B a T poznavaji epitopy
antigenu (epitopy B, epitopy T).

* Antigenni molekuly jsou proteiny, cukry, nukleové
kyseliny a jejich komplexy, puvodu exogenniho
(mikroorganismy, alergeny, transplantované tkane) i
endogenniho (krevné-skupinové substance,
nadorové antigeny, ,autoantigeny”).

Antigennost vs. Imunogennost



Adaptivni imunita:
charakteristické rysy

Specificnost:

Prirozena imunita: jsou rozeznavany struktury,
které jsou stejné u rady cizorodych agens
(PAMP)

Adaptivni imunitni systém naproti tomu

poznava a odlisuje ruzné epitopy antigenu
(T-, B-)



Adaptivni imunita: specificnhost

VSechny faze adaptivni imunitni reakce (poznani
antigenu, aktivace lymfocytu, efektorové
mechanismy) jsou zaméreny na konkrétni
antigenni determinantu (epitop).

Lymfocyt ma genetickou informaci pro jeden
,antigenni receptor” zajistujici tvorbu tisice
identickych kopii tohoto receptoru.



Adaptivni imunita:
charakteristickeé rysy

Receptory:
U adaptivni imunity receptory lymfocyti T a B
vznikaji somatickym preskupovanim genu.
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Adaptivni imunita:
charakteristické rysy

Rozsah repertoaru:

Adaptivni imunitni systém je

schopen odlisit (TCR, BCR lymfocyt) vice nez 1078

epitopl antigend.

e Schopnost poznat rizné antigeny je takrka neomezena.
Odhaduje se, ze adaptivni imunitni systém dokaze odlisit
cca 10121 epitopd.

* Priciny diverzity:

-Somatické rekombinace (somatické preskupovani genu)
-Mutacni mechanismy



Postulaty klonalni selekcni teorie
(Macfarlane Burnet)

Kazdy lymfocyt ma jeden typ receptoru s jedinecnou
specificitou.

Interakce mezi epitopem antigenu a receptorem
schopnym ji vazat vede k aktivaci lymfocytu.

Bunky, které vznikly z aktivovanych lymfocytu proliferaci
a diferenciaci maji receptory stejné specificity.
Lymfocyty, které maji receptory pro télu vlastni antigeny
jsou v casném stadiu vyvoje lymfoidnich bunék
odstranény a tudiz v repertoaru zralych lymfocytu chybi
(,forbidden clones”).



Klonalneé selekcni teorie

iminace

_________



Vrozena imunita:
charakteristické rysy

Autoreaktivita:

Adaptivni imunita se vytvorila k poznavani
,cCizich “, mikroorganismu, ale také vlastnich
molekul.

Pamét:

Vytvoreni imunologické

paméti je pro adaptivni imunitu priznacné
— primarni a sekundarni reakce, , booster”.
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T-lymfocyty



Receptor lymfocytu T (TCRa3, TCRy0)
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Vyvoj T a B lymfocytu
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Vyvoj T-lymfocytu
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Vyvoj lymfocytu v thymu
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Thymova vychova T-lymfocytu

* Pozitivni selekce bunék reagujicich s nizkou afinitou s
HLA antigeny na povrchu antigen- prezentujicich
bunék. Probiha v kortikalni oblasti. Zajistuje preziti
jen téch thymocytd, které pozdéji rozpoznaji komplex
antigen-HLA.

* Negativni selekce — apoptdzou hynou thymocyty
reagujici s vysokou afinitou s komplexy HLA-
autoantigeny. Probiha zejména v subkortikalni oblasti
thymu. Zajistuje odstranéni autorektivnich klond.

e \V pribéhu obou procest hyne vice nez 85%
thymocytu.



Vyvoj T lymfocytu v thymu of3

Dvojité pozitivni pre-T lymfocyty (CD4+CD8+)

Pozitivni selekce — interakce s HLA kortikalnich bunék
thymu.

Negativni selekce — rozpoznani komplexu Ag-HLA 1.tfidy
(nebo Il) prezentovanych dendr. b., makrofagy.

Pre -T lymfocyty, které reaguji s molekulami HLA I.tridy
postupneé snizuji expresi CD4 a ponechavaji si CD8+ se
stdvaji CD8+ T lymfocyty.

Pre -T lymfocyty, které reaguji s molekulami HLA Il.tridy
postupneé snizuji expresi CD8 a ponechavaji si CD4+ se
stavaji CD4+ T lymfocyty.
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Molekularné geneticka podstata
specifichosti

Geny pro TCR (BCR) vétsi pocet genovych segmentd,
které se pfri vyvoji T- nebo B-lymfocytl preskupuiji.
Jsou sloZzeny z Varibilnich segmentu, Diversitnich
segmentUd a Konstantnich segmentu.

Na koncich V, D a ] jsou kratké sekvence nukleotidu,
které jsou rozeznavany Rekombinazami RAG1 a RAG2,
probiha vystépeni segmentl mezi vybranymi D a J
segmenty a poté dochazi ke spojeni odstrizenych
koncl D a J nové syntetizovanym Usekem N pUsobenim
termindlni transferdzy a dalsSich enzymu.

Nejprve dochazi k D-J preskupeni, poté nasleduje V-D
preskupeni.



VDJ rekombinace pfi vzniku variabilniho mista

Germline configuration V segments D segments J segments Constant region exons

D to J recombination \/

V to DJ recombination

I NOID W ) meEm ) ) Y

transcription, splicing

OOE

Adapted from Janeway 2001



Co zvysuje variabilitu specifickych
vazebnych mist

* Pro jednotlivé retézce TcR je ruzny pocet
kombinaci VDJ genovych segmentu.

e Spojovaci variabilita: po vystépeni genovych
usekl béhem DJ a VD preskupeni — zbyvajici
konce nejsou odstrizeny presné a spojuji se nove
syntetizovanym usekem N s nahodnou sekvenci
nukleotidu.

* Vznik TcR retézcu s odliSnou sekvenci
aminokyselin ve vazebném misté pro antigenni
fragment prezentovany v kontextu HLA molekul.



Alelicka exkluze

* T lymfocyt, ktery prodélal preskupeni -
vsechny TcR na jeho povrchu rozpoznava
jediny Ag fragment.

* U heterozygotnich jedincu preskupeni
genovych segmentl pouze na 1 chromosomu,
na druhém se preskupovat nemuze.



Aktivace T lymfocytu

Naivni T lymfocyt putuje krevnim recistém do
sekundarnich lymfatickych organd.

Reakce TCR s HLA Antigen prezentujici bunky.

+ dalsi kostimulacni signaly — vedou k aktivaci
T lymfocytu, k jeho proliferaci a vzniku
efektorovych bunék.

Efektorove T lymfocyty putuji do mista infekce
kde pak reaguji s dalsimi APC prezentujicimi
Ag, kterym byly aktivovany.



Presentace antigenu lymfocytim T

T-lymfocyty poznavaji antigeny pouze ve forme peptidovych
fragmentl vazanych na MHC | nebo Il. (Fenomen MHC-
restrikce).

Antigen musi byt nejdrive v bunkach ,,zpracovan”
(processing)- nativni protein je proteolyticky degradovan na
peptidy, které se (intracelularné) vazi na molekuly MHC. Tento
komplex se dostava na bunécnou membranu, kde je schopen
reagovat s TCR.

T-lymfocyty jsou schopny poznavat i lipidové a glykolipidovée
struktury: je to populace NK-T, ktera poznava tyto antigeny
,neklasickymi molekulami MHC“ — CD1

Imunogennost proteinovych antigenu je ur¢ena schopnosti
bunék predkladajich antigen vytvorit peptidy, které se budou
vazat na vlastni molekuly MHC.



Aktivace T lymfocytu
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Aktivace T-lymfocytu

e T-lymfocyty mohou byt stimulovan pouze
komplexy antigen-HLA.

 HLA antigeny musi byt stejné, jaké ma
prislusny konkrétni jedinec = fenomén HLA
restrikce (syngenni preference).




Kostimulacni signaly nutné pro
aktivaci T lymfocytu

-Antigen recognition. T cell response.

CD28
"Resting"
(costimulator- _ >
deficient) Naive
APC T cell

: . Nn response
Activation of APCs by microbes, or anergy

innate immune response
Effector
T cells
+ ‘? +
IL-2
g

-\-.'ﬁ % -
T cell survival,

Activated
APCs:
increased
expression of
costimulators,
secretion of
cytokines

B7 CD28

. ‘f y -¥
/

Cytokines

(e.9.,

IL-12) proliferation
and differentiation

© Elsevier 2012. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 7e www.studentconsult.com



Vazba CD40 — CD40L
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Role IL-2
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Aktivace TCR antigenem a superantigenem

Aktivacni Aktivacni
signal signal




Vyvoj CD4+ lymfocytarnich populaci

e Dendritické bunky (DB) predkladaji Ag a
zaroven produkuji cytokiny.

* RUzné mikroorganismy mohou stimulovat DB k
produkci ruznych cytokinu.

* Dalsi cytokiny produkuji NK bunky a zirné
bunky:.



Efektorové CD4+ T lymfocyty

e Efektorove CD4+ Th lymfocyty jsou rozdéleny
do nékolika subpopulaci na zakladé svého
cytokinoveho profilu a funkci.



O vyvoji efektorovych Th.. lymfocytu

rozhoduje cytokinové prostredi
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Thl, Th2 a Thl7 lymfocyty
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Vyvoj Thl, Th2 a Th 17 lymfocytu
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Th1l odpoved
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Thl lymfocyty

CD4+ Th1l lymfocyty rozeznavaji Ag
zpracovane fagocytujicimi bunkami.

Aktivuji makrofagy k zabiti mikrobd.

Aktivace makrofagu je zprostredkovana IFN-y
a CD40L — CDA40 interakci.
Aktivované makrofagy

— zabijeji fagocytované mikroby za pomoci
reaktivniho kysliku, dusiku a enzymu

— stimuluji zanét a mohou poskozovat tkane.



T, 1 lymfocyty

Produkuji zejména IFN-y, IL-2, IL-3.
Diferencuji se pod vlivem IL-12, IL-18, IFN-y.
Pusobi prozanétlive, stimuluji funkci makrofagu.

Snad se spolupodileji se na patogenezi autoimunitni
thyreoiditidy, roztrousené mozkomisni sklerozy.

Produkci IFN-y, tlumi funkci T, 2 lymfocytu.

Hraji dulezitou roli v akutni rejekci stépu.



Th2 odpoved
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Th2 lymfocyty

Rozeznavaji antigeny produkované parazity a
dalsi mikroby a alergeny
IL-4 sekretovany aktivovanymi Th2 lymfocyty

— podporuji Izotypové prepnuti B-lymfocytu a
produkci IgE, které muze pokryt parazity

— Ovlivnuje degranulaci zirnych bunék a zanét
IL-5 aktivuje eosinofily k uvolnéni obsahu
granuli ke zniCeni parazitu

IL-4 a IL-13 stimuluji ochranu epitelové bariery



T2 lymfocyty

Produkuji zejména IL-3, IL-4, IL-5, IL-10.
Diferencuji se pod vlivem IL-4

Stimuluji tvorbu protilatek.

Spolupodileji se na patogenezi atopickych
chorob.

Jejich predominance se objevuje béhem
tehotenstvi.

Produkci IL-10 a IL-4 tlumi funkci T, 1 lymfocytu.
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T,17 lymfoycyty

Vznikaji z antigenem-stimulovanych T-
lymfocytu

v prostredi TGF-f3 a IL-6.

Produkuji IL-17A, IL-17F a IL-23.

Maji vyznam v obrané proti extracelularnim
patogenum.

Patogeneticky se uplatnuji pri chronickych
zanetlivych procesech a vzniku nékterych

autoimunitnich chorob ( ?Crohnova choroba,
?RA).



Th1l7 T lymfocyty

e Stimuluji zanétlivou odpovéd bohatou na
neutrofily nicici extracelularni bakterie a

houby.
* Muze byt dulezita u posSkozeni tkani u
autoimunitnich chorob.



T oo lymfocyty

Samostatna subpopulace prirozené regulacnich
bunek.

Vyvoj v thymu.
Jsou CD4+CD25+.

Primo pusobi na jiné T-lymfocyty
orostrednictvim molekuly CTLA-4 a snad
i membranovou formou TGF-[3.

Tvori asi 5-10% CD4+ lymfocytda.
Je mozna i indukce téchto bunék na periferii.




Zakladni typy regulacnich T-lymfocytu

[
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CD4+ CD25* FOXP3* 38
THBQ cell ]
: Antigen
O (foreign or self)
Naive CD8+ CD&* regulatory T cell
Rz CD25- T cell 2
L]
Antigen =
(foreign or self) E
" =
(=]
o
L m
o
Naive CD4* g
CcD25-T cell 2
TF|1 cell
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TR-1 lymfocyty

Jedna se o indukované regulacni CD4+
bunky.

Vznikaji z aktivovanych T-lymfocytu
pusobenim IL-10.

Produkuji vysokeé hladiny IL-10, IFN-y, TGF-
B, ne vsak IL-2.

Neni jasny vztah k obdobnym tzv. Th3
bunkam.



Cytotoxické T-lymfocyty

Jsou CD8&8+

Rozeznhavaji cizorody antigen prezentovany na
HLA-I antigenech.

Cytotoxicky pusobi perforin, dale ruzné
mechanismy indikujici apoptdzu cilové bunky
(granzymy, FasL, lymfotoxin).

Jsou i dulezitymi producenty cytokinu (Tcl a
Tc2 bunky).



Diferenciace efektorovych
cytotoxickych T lymfocytu

CD4+ helper T cells
produce cytokines
that stimulate
CTL differentiation

Differentiated CTLs

- CD4* helper T cells  ~p4q1 o
enhance the ability oy
of APCs to stimulate

CTL differentiation

T cell Differentiated CTLs

& ]
\é- E_!
CD4* helper T cell Cytokines

© Elsevier 2012. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 7e www.studentconsult.com



Mechanismy ,,zabijeni” cytotoxickych
T lymfocytu

Perforin/ Apoptosis
granzyme— of target cell
mediated
el kdling cTL T
Granzymes ——— Granzymes enter
peﬁorinf target cell cytosol,
Serglycin=" " ‘activate caspases
" Fas/FasL— P
mediated - D 2. ==
cell killing

_ _ Apoptosis
FasL on CTL interacts of target cell

~with Fas on target cell
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Cytotoxické CD8+ T lymfocyty

Zabijeji bunky exprimujici peptidy virovych
antigenu, které jsou asociovany s molekulami
MHC I. Tridy.

Zabijeno je pomoci granuli, které obsahuiji
granzym a perforin.

Perforin usnadnuje granzymu vstup do
cytoplasmy cilové bunky a granzym iniciuje
nekolik cest apoptozy.

CD8+ dale sekretuje IFN gama.



Gama delta T lymfocyty a NKT bunky

Malé populace lymfocytu (5% periferni krev),
Castejsi vyskyt mezi epteliemi.

Nerozeznavaji MHC asociované peptidoveée Ag.
Rozeznavajici Sirokou skalu Ag zahrnujici peptidy |
nebilkovinné antigeny: malé fosforylovaneé
molekuly, alkyl aminy, stresové proteiny a lipidy.

Cast téchto bunék je pfitomno v kdzi a ve
sliznicich.

Urceny k obrané proti konzerovanym Ag
strukturam (napr. u mykobakterii).



Bunky NKT

Imunofenotypove i funkéneé podobné NKa T.
Pritomny v periferni krvi, slezing, jatrech,
lymfatickych uzlinach, kostni dreni, thymu.
Aktivované migruji do mist infekce nebo zanétu

Receptor ma charakter ,semi-invariantniho® o TCR
(Va24/Jal8 — Vb11l).

Svym TCR receptorem poznavaji glykolipidové nebo
lipidové struktury presentované na nepolymorfni
CD1 molekule (lysofostatidylcholin je autoantigenem
pro lidské NKT).



Receptor lymfocytu B (BCR)
(IgM, IgD)

activation matifs
{ITAMSs) — sites lor
| imtraceliular signaling




B lymfocyty

* jsou zakladnimi bunkami specifické humoralni
Imunity

* primarni funkce - produkce protilatek —
imunoglobulint (Ig)

* |g- zameéreny proti mikroorganismum nebo
jejich toxinum pusobicich v télnich tekutinach
Ci dutinach tj. mimo bunky



£ A
BCR receptor <

e Sklada se ze dvou
identickych tézkych
retézcu a dvou
identickych lehkych
retézcu

Antigen-
hinding st

o
7 ll o+

* Na kazdém retézci
| jsou variabilni a
~~~~~ Llairsr konstantni oblasti
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Protilatky

* |g existuji ve dvou formach:
— membranove vazané na povrchu B-lymfocytu , kde
funguji jako receptor pro antigen
— sekretovaneé, které jsou v cirkulaci, tkanich,
mukoze

— jsou sekretovany plazmatickymi bunkami, které
vznikaji z B-lymfocytu po jeho aktivaci a dalsi
diferenciaci

— vazou se na Ag a aktivuji efektorové mechanismy
vedouci k eliminaci Ag



Vyvoj B lymfocytu

Pre-B/T antigen Antigen Positive and
Proliferation receptor Proliferation receptor negative
expression expression selection
Weak Mature
antigen TIB cell
recognltlon
=} {7~
Immature
i B/T cell: =>
Pre-B/T cell: expresses
expresses complete
one chain of antigen “Positive
antigen receptor receptor selection

Pro- Y
B/T cell 2
Strong
antigen
recognition
A

S|
<\

b
o

Failure to Failure to

express express

pre-antigen antigen

receptor; receptor; —

cell death cell death Negative
selection
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Diferenciace subpopulaci B lymfocytu

Fetal liver

Bone marrow

@*O*é o

Pre-B Immature B

| 3 4
©-0-0-

Pro-B Pre-B Immature B

igM=\ 2~ CD5

—

B-1 B cell

Transitional
B-2 B cell

= g
Follicular

1 Marginal zone

B-2 B cell

“) 7= IgM

B-2 B cell
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Antigeny aktivujici lymfocyty B

Thymus-independentni, typ 1 a 2
Typ 1: polyklonalni aktivatory, mitogeny,
stimuluji B-bb nespecificky
Typ 2: polysacharidy bakterii, aktivace je
specificka
(predevsim IgM, nizka afinita, kratka pameét)
Thymus-dependentni
Proteiny, glykoproteiny. Vyzaduji kooperaci T-B.
(IgM, 1gG, IgA, vysoka afinita, dlouhodobad
pameét)



Aktivace B lymfocytu a produkce Ig

* Ag se vaze na membranovy IgM a IgD receptor
zralého naivniho B-lymfocytu — aktivaci bunky.

e Aktivace vede k proliferaci Ag specifickych B-
lymfocytu, k jejich diferenciaci a vzniku
pameétovych a plazmatickych bunék.

e Jedina bunka béhem jednoho tydne muze
vyprodukovat vice nez 5000 plazmatickych
bunék, které sekretuji vice nez 102 molekul Ig
za den.



Aktivace B lymfocytu

Microbial gﬂrllgléoebrllal

antigen
AMP from
microbe
: o

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
--------------------------------------------------------------------------------------

Bound C3d
CR2/CD21
CcD19
PA-1

-------------------------------------------------------------------------------

BCR signaling

Proliferation and Proliferation and
differentiation differentiation
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Enhancement of l TLR signaling

BCR signaling
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B lymfocyt jako APC a jeho stimulace T
lymfocytem

Linear peptide
"carrier epitope"

Microbial
protein
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Protilatkova odpoved — T dependentni

B cell activation
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VISUALIZING CONMNCEPTS
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Figure 5: V(D)J Recombination

Germline configuration
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D to J recombination \/
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(adapted from Janeway 2001)
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lzotypovy presmyk a funkce
jednotlivych Ig
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B-bunécna aktivace a produkce Ig u B2
lymfocytu
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Antibodies

8 agglutination and precipitation

— enhances phagocytosis by
gathering antigens into clumps

Antigen Processing E
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Efektorové funkce protilatek
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Adaptivni imunita: pamét

Zvyseni imunitni reakce po opakovaném setkani
s puvodnim antigenem.

Klonalni selekce — klonalni expanze
Diferenciace: terminalni efektoroveé bunky

L 4

dlouze zijici pamétové bunky

Imunitni reakce:
primarni
sekundarni (anamnesticka,“booster”)



Imunitni protilatkova odpoved
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antibody response antibody response
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Pamétové lymfocyty

Centralni pamétové burnky (CCR7+, CD62L+)
jsou v sekundarnich lymfatickych organech, vykazuji nizkou
cytolytickou aktivitu a omezenou schopnost migrace; jsou
nejucinnejsi pri systémovych infekcich

Periferni (efektorové) pamétové buriky (CCR7-, CD62-)
jsou v nelymfoidnich tkanich (plice, kuize, tukova tkan), jsou
cytolytické a maji vyrazny cirkulacni potencial; jejich lokalizace
umoznuje bezprostredni reakci na infekce v perifernich tkanich



Regulace v imunitnim systéemu
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Regulace imunitni odpovedi

e UskutecCnuje se:
— interakci slozek imunitniho systému.

— vlastnostmi a kvantitou antigenu a dalsSich vnéjsich
aktivacnich signalt (PAMP).

— prostrednictvim neuroendokrinnich vlivu: inervace
organu imunitniho systému, vlivem hormonu na
funkci imunitniho systému.



Regulace uvnitr imunitniho systému

e UskutecCnuje se predevsim:
— fyzikalnimi mezibunécnymi interakcemi — ucastni
se rada aktivacnich povrchovych molekul
prenasejicich pozitivni nebo negativni signal.

— prostrednictvim produkce rady cytokind.



Kostimulacni molekuly pri aktivaci
a inhibici T-lymfocytu
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Regulace T-lymfocyty

e Antagonisticky vztah Thl a Th2 lymfocytu

e RUzné typy regulacnich T-lymfocytu
inhibuji imunitni reakci, jsou zodpovédné
za vrozenou i ziskanou toleranci.



Funkce Thl and Th2 lymfocytu

L0

Inhibits production IL-4 IL-5
NiNs
hag

Antibodies (including IqE)

Zdroj: http://pathmicro.med.sc.edu/




Regulacni T-lymfocyty

Konstitucni Treg (CD4+CD25+)
neproliferuji pri polyklonalni stimulaci, tlumi reakce
T-bunék primym kontaktem

Indukované Trl a Th3 (CD4+, IL-10, TGF-$3)
tlumi bunky Thl, Th2, ale i jiné bunky prostfednictvim
cytokind



Regulace protilatkami

ldiotyp-antiidiotypové interakce.
Negativni regulace po vazbe protilatky na FcyRII.

Vazba imunitniho komplexu pfi prezentaci antigenu
dendritickymi folikularnimi bunkami

v zarodecnych centrech vyrazné zvysuje
Imunogenicitu.

C3dg (Stépny produkt C3) vazany na antigen vazbou na
receptor CD21 ma pozitivni stimulacni efekt na B-
lymfocyty.



Interakce idiotyp-antiidiotyp

~ O

Antiidiotyp




Inhibicni vliv 1IgG na aktivaci B-lymfocytu

> Imunokomplex

Fc-receptor
(CD32B)

AKTIVACE
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