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Seznam pouzitych zkratek

APC antigen prezentujici bunky (antigen presenting cells)

ATP adenosin trifosfat

btk Brutonova tyrosin kinaza

CCL chemokin

CCR chemokinovy receptor

CD diferenciacni antigen (cluster of differentiation)

CTL cytotoxicky lymfocyt

CVID bézny variabilni imunodeficit (common variable immunodeficiency)

CXCR chemokinova receptor

DC dendritické bunky (dendritic cells)

DNA deoxyribonukleova kyselina

FOXP3 transkripcni faktor exprimovany v regula¢nich T lymfocytech (forkhead
box P3)

HLA lidsky leukocytarni (histokompatibilni) antigen (human leucocyte antigen)

HMGB1 high mobility group box 1

hsp protein tepelného Soku (heat shock protein)

ICAM mezibunééna adhezivni molekula (intercellular adhesion molecule)

IDO indolamin-2,3-oxigenaza

IFN interferon

IgA imunoglobulin tfidy A

[o[€} imunoglobulin tfidy G

IgM imunoglobulin tfidy M

IKK IkappaB kinase komplex

IL interleukin

IRF transkrip¢ni faktor - interferon regulatory factor

LPS lipopolysacharid

LRR sekvence bohaté na leucin (leucin rich repeats)

mDC myeloidni DC

MDSC myeloidni supresorové buiiky (myeloid derived supressor cells)

MHC hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

MyD88 myeloid differentiation primary response protein

NF-xB nuklearni faktor kappa B



NK
NKT
NLR
PBMC
pDC
PDL
PGE2
pMHC
RLH
RNA
TAP

TCR
TGF
Th
TLR
TNF
Treg
VDR
XLA

pfirozeni zabijeci (natural killer)

piirozeni zabije¢i nesouci T bunécny receptor (natural killer T cell)
NOD like receptory

periferni mononuklearni buiiky (peripheral blood mononuclear cells)
plasmacytoidni DC

programmed cell death ligand

prostaglandin E2

peptid vazany na hlavni histokompatibilni komplex

helikazy podobné RIG (RIG like helicase)

ribonukleova kyselina

trasportér sdruzeny s antigenni prezentaci (transporter associated with antigen
processing)

T bunéény receptor (T cell receptor)

transformuyjici riistovy faktor (transforming growth factor)

pomocny lymfocyt

Toll-like receptor

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

regulacni T lymfocyt

vitamin D receptor

agamaglobulinémie vazana na X chromozom



1 Uvod

Dendritické buriky (DC) jsou nepostradatelnou soucasti imunitniho systému. V periferni
krvi se vyskytuji ve velmi malém mnozstvi, avSak diky objevu metod jejich kultivace
z monocyttl ¢i bunék kostni diené se daji ziskat ve velmi vysokém poctu a nasledné sledovat
jejich funkéni vlastnosti i interakce s dal§imi bufikami imunitniho systému. Jedna se o velmi
efektivni antigen prezentujici buiiky pfedstavujici propojeni mezi mechanismy vrozené a
adaptivni imunity. Jejich unikatni vlastnosti je schopnost aktivovat naivni T lymfocyty, a tim
spoustét primarni imunitni odpoveéd’. Jsou nezbytné pro zahajeni imunitni reakce proti
patogennim organizmum, byla popsana jejich role v protinadorové odpovédi a také role v
indukci tolerance.

PoruSend funkce dendritickych buné€k v pribéhu nékterych onemocnéni se mize vyrazné
podilet na jejich patogenezi a prispivat k vyslednému klinickému obrazu. Skodliva miize byt
jak pftilisna, tak nedostatecna aktivace dendritickych bunék. PtiliSna aktivace mlize vést
k rozvoji autoimunitnich onemocnéni, nedostate¢na aktivace muize ptispivat k rozvoji
nadorovych chorob nebo byt zodpovédna za nékteré rekurentni infekce. Objasnéni role DC u

imunopatologickych stavli mize byt piinosem pro jejich 1écbu.



2 DC v imunitnim systému

Imunitni systém piedstavuje soubor bunék, organi a biologicky aktivnich pasobk, jejichz
hlavnim tkolem je obrana organismu proti infekci. Tento systém se v primitivni formé
vyskytuje jiz u nejjednodussich mnohobunéénych organismi. U obratlovct se jedné o velmi
slozity komplex, ktery je tvofen dvéma zdkladnimi slozkami, systémem ptirozené
(nespecifické) a adaptivni (specifické) imunity (Hemmrich et al. 2007).

Slozky nespecifické imunity jsou evoluéné starsi ¢asti imunitniho systému a jsou schopny
okamzité reagovat na pfitomnost patogenu v organismu. Jsou aktivovany tzv. ,,signalem
nebezpeci®, coz nasledné vede ke spusténi efektorovych mechanismt (Matzinger 2002) a
eliminaci patogennich organismu. Vyznam piirozené imunity je podloZen studiem vrozenych
defektti imunity u mysi i u lidi (Casanova a Abel 2005; Casanova a Abel 2007). Takto
postizeny organismus je nachylny k infekci, a to i v pfipadé, ze jsou slozky adaptivni imunity
zcela v potradku.

Zakladnim rysem adaptivni imunity je existence ohromného mnoZzstvi receptorti s piesné
danou antigenni specifitou, takze téméf pro kazdy antigen existuje v organismu specificky
lymfocyt. Frekvence lymfocytt specifickych pro konkrétni antigen se vétSinou pohybuje mezi
1-2 na 100 000 lymfocyti. Je zfejmé, Ze takto maly pocet lymfocytli neni schopen eliminace
patogenu. Proto po rozpoznani antigenu dochazi nejdiive ke klonalni expanzi a vytvoreni
dostatecné velké populace efektorovych bunck. Tento proces trva priblizn€ 4-7 dni a v tomto
obdobi zajist'uje obranu organismu nespecifickd imunita. Samotné rozpoznani antigenu a
zahajeni klonalni expanze je slozity proces, kterého se ucastni i dal$i buniky imunitniho
systému. Tim je sniZeno riziko, Ze dojde k chybné aktivaci lymfocytu s nasledky, jako jsou
autoimunitni reakce nebo alergie.

Pro Gc¢innou aktivaci musi byt antigen lymfocytim piedkladan antigen prezentujicimi
buitkami (APC) a zaroven musi lymfocyt od téchto bun€k obdrzet kostimulacni signal.

APC jsou buiiky schopné pohlcovat ¢astice z okoli a vystavovat jejich fragmenty
v komplexu s MHC molekulami I. a Il. t¥idy. Zaroven po obdrzeni signalu nebezpec¢i
exprimuji na svém povrchu kostimula¢ni molekuly a produkuji cytokiny podporujici
diferenciaci a proliferaci lymfocytt. Komplexy MHC-peptid jsou rozpoznavany TCR
receptory na T lymfocytech, kostimula¢ni molekuly a cytokiny poskytuji dalsi signaly, které
jsou impulzem pro diferenciaci a proliferaci téchto lymfocytt (Koulova et al. 1991; Kubin et
al. 1994). Mezi APC se fadi dendritické burnky, makrofagy, B lymfocyty a endotelialni buriky,
u kterych je ale exprese MHC I1. tfidy indukovana teprve po jejich aktivaci. Dendritické



buniky maji mezi APC vysadni postaveni. Jsou jako jediné schopny stimulovat naivni T
lymfocyty, a tim zahajit primarni imunitni odpovéd’.
Dendritické bunky lze tedy povazovat za prostiednika mezi systémy prirozené a adaptivni

imunity, bez kterého se nemtze imunitni reakce plné rozvinout (Banchereau et al. 2000).



3 Biologie DC

3.1  Zaikladni charakteristiky DC

Dendritické bunky byly popsany v sedmdesatych letech minulého stoleti a pojmenovany
podle typického vzhledu — jedna se o buriky s dlouhymi vybézky (dendrity) (Steinman a Cohn
1973). Pozdgji bylo prokazano, ze se jedna o heterogenni skupinu bunék, jejichz spoleénym
rysem je schopnost indukovat proliferaci naivnich T lymfocytd (Inaba et al. 1990).
Dendritické buiiky vznikaji v kostni dieni, odkud migruji krevnim fec¢istém do tkani. Zde se
vyskytuji v tzv. nezralém stavu, ktery je charakterizovan vysokou schopnosti pohlcovat
castice z okoli, avSak malou schopnosti indukovat proliferaci T lymfocytt, coz se zptisobeno
nizkou expresi kostimulacnich molekul na povrchu DC a nizkou produkei stimulujicich
cytokini. Poté co DC rozezna signal nebezpeci, prochazi procesem maturace, kdy se vyrazné
zvysi exprese MHC molekul, kostimula¢nich molekul a produkce cytokint.

Zralé DC migruji do sekundarnich lymfatickych organti, kde dochazi k stimulaci T-
lymfocyta (Banchereau a Steinman 1998). Interakce MHC molekul nesoucich antigen a TCR
predstavuje prvni signal, ktery lymfocyt obdrzi. Druhym signalem je interakce kostimulaénich
molekul s jejich partnery na povrchu lymfocytu. Tteti signal obdrzi lymfocyt prostfednictvim
cytokint, které¢ maturovand DC produkuje. Cytokinové prostredi ovliviiuje také polarizaci T
bunééné odpoveédi (De Becker et al. 1998; Moser a Murphy 2000; Gutcher a Becher 2007) a
urcuje tak charakter imunitni odpovédi. Pro polarizaci do Thl je dalezity zejména cytokin IL-
12 (Macatonia et al. 1995), v polarizaci Th2 hraje daleZitou roli IL-6 a nepiitomnost 1L-12
(Diehl a Rincon 2002). Pro recentné popsanou populaci Th17 lymfocytt nebyly polariza¢ni
cytokiny jesté zcela jednoznac¢né urceny, dulezitou roli hraje 1L-23 (Harrington et al. 2005),
IL-1 (Sutton et al. 2006) a IL-6, u mysi navic jesté TGF-beta (Bettelli et al. 2006; Acosta-
Rodriguez et al. 2007). DC mohou také pomoci IL-10 indukovat vznik T regula¢nich
lymfocyta Tr1 (Jonuleit et al. 2000) nebo ovliviiovat diferenciaci FOXP3 pozitivnich bunék
(Luo et al. 2007).

Jak bylo jiz zminéno vyse, DC maji jako jediné schopnost stimulovat naivni T lymfocyty a
indukovat jejich proliferaci. Dosud nebyla objevena molekula specificka pro DC, ktera by
byla za tento fenomén odpovédna. Zda se, ze tato unikatni vlastnost DC je ddna spise
mnozstvim a spektrem produkovanych cytokini a kvantitou exprese MHC molekul a
kostimulacnich molekul. Bylo zjisténo, ze zralé DC exprimuji 10-100x vice komplextd peptid-

MHC molekula nez jiné APC (Inaba et al. 1997). Zralé dendritické bunky také exprimuji
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celou fadu adhezivnich molekul, které pfispivaji ke stabilizaci interakce s T buiikami

(Benvenuti et al. 2004).

3.2 Subpopulace dendritickych bunék

Dendritické buiiky neptedstavuji jednotnou populaci leukocytt, jedna se o nékolik
riznych subpopulaci bun€k, které se 1isi svou morfologii, lokalizaci, funkci a expresi
povrchovych molekul. Nomenklatura subpopulaci neni zcela jednotna, 1isi se u mysi a lidi a
k nejednotnosti klasifikace piispiva také snaha o zavedeni novych pfesnéjSich nazvi.

Podle tradi¢niho déleni se DC ¢lenily do tfech subpopulaci — plasmacytoidni a myeloidni
DC a Langerhansovy buiiky. Novéji byly populace myeloidnich DC oznaceny jako konvenéni
DC. Tyto snahy vychdzi zejména z poznatkt, Ze u mysi mize byt prekurzorem myeloidnich
DC i spole¢ny lymfoidni progenitor, a proto je oznac¢eni myeloidni DC zavadéjici.

Plasmacytoidni DC (pDC) hraji dulezitou roli v obrané proti virovym infekcim —
rozpoznavaji virové nukleové kyseliny a v odpovédi na n€ produkuji [FNa a IFNB. Na svém
povrchu nesou receptor pro IL-3 (CD123) (Grouard et al. 1997), lidské navic BDCA-2 a
BDCA-4 (Dzionek et al. 2000).

Charakteristické znaky myeloidnich DC (mDC) se 1i8i u lidi a my$i. U mysi bylo dosud
popsano 5 subpopulaci, které se navzajem lisi expresi znakti CD4, CD8a, CD11b a CD205.
Lidské myeloidni DC jsou charakteristické expresi molekuly CD11c. V lidském periferni krvi
byly dosud identifikovany dva typy mDC — populace CD11c’CD1a’BDCA-1", ktera
piedstavuje cca 0,6% perifernich mononukledrnich bunék (PBMC) a je prekurzorem
Langerhansovych bunék (Ito et al. 1999). Druha populace je charakterizovana fenotypem
CD11c’CD1a’BDCA-3", v periferni krvi tvoii jen 0,05% PBMC a je prekurzorem
intersticialnich DC (Dzionek et al. 2000; Sato a Fujita 2007). Intersticialni DC jsou
lokalizovany v tkanich a organech, Langerhansovy buriky, které se nachazeji v epidermis,
exprimuji na svém povrchu znak CD1a, langerin (CD207) a obsahuji Birbeckova granula.

Vzhledem k minimalnimu poétu DC v periferni krvi a k omezenym moznostem jejich
izolace byly vyvinuty zpisoby, jak DC ziskat z CD34" prekurzori nebo monocytii. Kultivace
CD34" prekurzori s GM-CSF a TNF dava vznik buiikdim podobnym ¢DC, a to jak
intersticialnim DC, tak Langerhansovym buinikam (Caux et al. 1996). Kultivace monocytt
s GM-CSF a IL-4 vede k vzniku tzv. monocytarnich DC (moDC, monocyte derived), které
jsou nejvice podobné intersticialnim bunkam (Romani et al. 1996). V posledni dob¢ se v§ak
ukazuje, ze mezi DC generovanymi in vitro a DC izolovanymi z organismu mohou byt zna¢né

funk¢ni rozdily.

11



Recentné popsanou populaci jsou tzv. killer-DC, neboli interferon-producing DC (IKDC).
Jedna se o populaci leukocytu s vlastnostmi DC (prezentace antigend, produkce IFN Ltypu) a
vlastnostmi NK bunék (exprese aktivaénich receptorit NK, produkce IFNy, zabijeni
nadorovych bungk), kterd ma v organismu odlisnou roli nez mDC i pDC (Chan et al. 2006;
Taieb et al. 2006).

3.3 Pohlcovani, zpracovdni a prezentace antigenii

Ukolem dendritickych bunék je predavat organismu informace o skladbé vnitiniho
prostfedi a upozornit na ptipadné nebezpeci. To se déje prosttednictvim pohlcovani,
zpracovani a prezentace antigenu. Za pohlcovani antigenti jsou zodpovédné nezralé DC. Tato
forma DC se vyskytuje v perifernich tkanich a ve sliznicich, tedy tam, kde hrozi riziko vstupu
infekce do organismu. Pohlcovani antigenu se déje nékolika procesy — receptory
zprostifedkovanou endocytozou, fagocytézou nebo makropinocytozou.

Na endocytoze zprostiedkované receptory, u niz se pro pohlceny material vytvaii
klatrinovy vacek, se podileji Fc receptory (CD64, CD32) (Fanger et al. 1996) C-lektinové
receptory (DEC 205, manosovy receptor, DC-SIGN, langerin) (Figdor et al. 2002) a
scavenger receptory (Delneste et al. 2002; Facciponte et al. 2005).

Fagocytdza umoziuje dendritickym bunkam pohlcovat pevné Castice. Muize byt
zprostifedkovana receptory, pficemz receptory jsou stejné jako v ptipad€ endocytozy, pouze
mechanismus pohlcovani se vyrazné lisi. DC jsou schopny fagocytovat také nekrotické nebo
apoptotické buiiky, a to za ucasti integrinti, komplementovych receptorti nebo scavenger
receptorti (Guermonprez et al. 2002). Nové objevenymi receptory, které hraji roli pii
fagocytoze apoptotickych bunék, jsou receptory skupiny TAM (TYRO1, AXL, MER) a TIM
receptory (v DC je exprimovan TIM-4). TAM receptory jsou stimulovany ligandem, ktery je
autokrinné produkovan APC, a fosfatidylserin na povrchu apoptotickych bunék stabilizuje
tuto interakci natolik, Ze spousti signaliza¢ni kaskadu, ktera vyusti v pohlceni bunky.
Stimulace téchto receptort zaroven tlumi zanétlivou reakci (Lemke a Rothlin 2008). TIM-4
vaze piimo fosfatidylserin a umoziuje tak pohlceni apoptotické buiiky. Zaroven pfispiva
interakce TIM-4 s TIM-1 na povrchu T lymfocyta k aktivaci T lymfocytu a jejich delsimu
prezivani (Kobayashi et al. 2007; Kuchroo et al. 2008).

Makropinocytoza predstavuje vyznamny mechanismus, kterym dendriticka bunka
neselektivné zkouma své okoli. Timto procesem je buiika schopna vyménit béhem jedné
hodiny az 40% svého objemu. Tento proces probihd v DC neustale a samovolné a neni tieba

zadnych dalsich stimulac¢nich faktorii k jeho udrzeni. Po stimulaci PPR (pattern recognition
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receptor) dochazi k pfechodnému zvyseni intenzity tohoto déje (maximum za 30-45 minut),
avSak za n€kolik desitek hodin je tento d&j zcela utlumen (Sallusto et al. 1995; West et al.
2004).

Exogenni antigeny jsou po svém pohlceni degradovany pomoci lysosomalnich enzymu na
peptidy, které se nasledné vazi na MHC molekuly II.tfidy. Endogenni antigeny jsou
degradovany v proteazomu pomoci proteaz, transportovany TAP transportérem do
endoplasmatického retikula a zde se vazi na MHC molekuly I.tfidy. Antigeny asociované
s MHC molekulami jsou transportovany na povrch buiiky a jsou pfipraveny pro interakci s T
mechanismem, ktery z nich €ini tak efektivni a nezbytnou ¢ast imunitniho systému. DC jsou
schopny vystavit exogenni antigeny také na MHC molekulach L.tfidy. Tento d&j se oznacuje
jako zkfizena prezentace (z angl. cross-presentation). Mechanismy tohoto déje nejsou dodnes
zcela prozkoumany, avsak je zfejmé, ze existuji dve riizné cesty, kterymi se exogenni antigen
dostane k MHC molekule Ltiidy.

Prvni cesta je zavisla na transportéru peptida TAP a pfedpoklada, Ze se peptid nebo
protein z fagozomu dostava do cytosolu, kde je zpracovan podobné jako endogenni molekuly,
tzn. $tépen proteazomem. Nasledné jsou vzniklé fragmenty preneseny TAP transportérem do
endoplasmatického retikula a navazany na MHC L.tfidy. Jakym zplsobem se protein ¢i peptid
dostane z fagozomu do cytosolu, neni jednozna¢né identifikovano, uvazované mechanismy
zahrnuji ucCast proteinovych komplexi, které transportuji proteiny z endoplasmatického
retikula, autofagii nebo prasknuti fagozomu (Vyas et al. 2008). Druha cesta je nezavisla na
TAP transportéru a predpoklada, ze k vazbé antigenu na MHC molekulu dochazi v endosomu.
Optimalni $tépeni proteinu zajist'uji proteazy piitomné v endosomu (napf. katepsin S)
(Campbell et al. 2000; Kleijmeer et al. 2001).

Antigeny prezentované na MHC molekuléch I. tfidy jsou pfedkladany cytotoxickym CD8
lymfocytlim, antigeny prezentované na MHC II.tfidy mohou interagovat s TCR pomocnych
CD4 lymfocyti.

Mechanismem, jehoz vyznam pro pohlceni a prezentaci antigenu neni dodnes zcela znam,
je trogocytoza. Jednd se o proces, pii kterém si buiikky vymeénuji ¢asti cytoplasmatické
membrany. Bylo prokazano, ze DC takto ziskavaji komplexy MHC L.t¥idy-peptid
Z naddorovych bunék. Tento mechanismus mtze v DC pftispivat k efektivnéjsi prezentaci

nékterych antigend (Zhang et al. 2008).
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3.4  Maturace dendritickych bunék

V nezralém stavu vystavuji DC na svém povrchu antigeny, které odrazi sloZeni okolniho
prostiedi. Aby vsak byly tyto DC schopné efektivné stimulovat T lymfocyty, musi projit
procesem maturace. Tento proces je pro organismus zaroven ochranou, protoze jinak by
dochazelo k vzniku autoreaktivnich klonti T a B lymfocytt i za klidového stavu, coz by bylo
predstavovalo riziko rozvoje autoimunitniho onemocnéni. V situaci, kdy je ohrozena
existence, integrita ¢i vyvoj organismu, méni DC své morfologické i funkéni vlastnosti tak,
aby byly schopny co nejaéinnéji podpofit rozvoj imunitni odpovédi a zamezit tak moznému
poskozeni organismu. Tato série zmén se nazyva maturace a je nezbytna pro vznik DC, které
jsou schopny indukovat proliferaci antigen specifickych T lymfocytt (Banchereau et al. 2000;
Steinman et al. 2003). Pojem maturované DC byva ¢asto pouzivan i pro takové DC, které sice
vykazuji fenotyp maturovanych DC, ale nemaji schopnost indukovat proliferaci T lymfocytt.

Pro takovéto bunky je vhodné&jsi pouzivat oznac¢eni semimaturované (Reis e Sousa 2006).

3.4.1 Maturacni signaly

Signaly, jejichz pfitomnost v organismu indukuje maturaci DC, jsou velmi rtiznorodé, coz
zabezpecuje reakci DC na Siroké spektrum podnéti. Matura¢ni signaly mizeme rozdélit do
n¢kolika skupin:

Produkty bakterii, virti a hub — ozna¢ované jako pathogen associated mocelular patterns
(PAMPs) jsou rozpoznavany membranovymi nebo cytoplasmatickymi receptory, tzv. pattern
recognition receptors. Mezi tyto receptory patii Toll-like receptory, C-lektiny, scavengerové
receptory, NOD-like receptory, helikazy.

Faktory produkované v prib&hu zanétu — zejména zanétlivé cytokiny, napi. TNF, jsou
produkovany hostitelskym organismem v pribchu infekce a jsou rozpoznany cytokinovymi
receptory na povrchu DC.

Signaly zprostfedkované aktivovanymi T lymfocyty — predstavuji molekuly nebo
cytokiny, které jsou produkovany aktivovanymi lymfocyty a vazi se na receptor ¢i ligand na
DC. Piikladem muze byt interakce CD40/CD40L.

Imunokomplexy — aktivuji dendritické bunky vazbou Fc fragmentu protilatkové molekuly
na Fc receptor DC.

Endogenni signaly — pfedstavuji heterogenni skupinu latek, které se uvoliluji pti poSkozeni
tkani (napft. kyselina mocova).

Podle teorie signdlu nebezpeci prof. Matzingerové 1ze vSechny tyto signaly povazovat za

tzv. signaly nebezpeci (z angl. danger signal). Jedin¢ v ptipadé, ze byla DC aktivovana
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signalem nebezpeci, je schopna indukovat proliferaci antigen specifickych T lymfocytt

(Matzinger 1994).

3.4.1.1 Toll-like receptory

Objev Toll-like receptorti (TLR) objasnil roli dendritickych bun¢k a jejich vyznam pii
obran¢ organismu proti infekci. Jiz pfed objevenim TLR byla diskutovana existence
receptord, pomoci nichz je imunitni systém schopen rozeznat patogenni ptivod antigenu
(Janeway 1989), avsak definitivnim potvrzenim téchto domnének bylo az objeveni TLR4
(Medzhitov et al. 1997). Tomuto objevu piedchazelo objeveni receptoru Toll u Drosophily,
ktery je jednak zodpovédny za dorsoventralni orientaci v prub€hu ontogeneze, jednak hraje
roli v obrané proti houbovym infekcim (Lemaitre et al. 1996). Nasledné byly identifikovany
lidské homology tohoto receptoru a byly identifikovany jejich ligandy. Dodnes bylo popsano
11 mysich a 10 lidskych TLR, spole¢né s jejich ligandy jsou uvedeny v Tab.1.

TLR Ligand Pivod ligandu

TLR1 Triacyl peptidy bakterie

TLR2 Lipoproteiny, lipopeptidy |rtzné patogeny
Peptidoglykan Gram-pozitivni bakterie

Lipoteichoova kyselina Gram-pozitivni bakterie

Lipoarabinomannan mykobakterie
Poriny Neisseria
Fosfolipomanan Candida albicans
Zymosan houby

TLR3 Dvojietézcova RNA viry

TLR4 Lipopolysacharid (LPS) | Gram-negativni bakterie
Glykoinositolfosfolipidy | Trypanosoma
Manan Candida albicans

TLR5 Flagellin enterobakterie

TLR6 Diacyl peptidy mykoplasmata
Lipoteichoova kyselina Gram-pozitivni bakterie
Zymosan houby

TLR7 Loxoribine synteticky ligand
Jednofetézcova RNA viry

TLR8 Jednofetézcova RNA viry
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TLR9 CpG obsahujici DNA bakterie, viry

Hemozoin Plasmodium

TLR10 neznamy

TLR11 profilin-like molekula Toxoplasma gondii

neznamy uropatogenni bakterie

Tab. 1 Ligandy TLR receptorii

Nékteré prace ukazuji, ze TLR jsou aktivovany také molekulami, které se béZzné vyskytuji
Vv téle hostitele — proteiny tepelného Soku (heat shock protein, hsp) (Srivastava 2002),
fibrinogenem, kyselinou hyaluronovou (Beg 2002), HMGB1 (high mobility group box 1)
(Park et al. 2006). Dodnes vsak nebyly zcela vyvraceny pochyby, zda se jedna o stimulaci
TLR témito latkami, nebo zda byl TLR stimulovan LPS (Marincek et al. 2008) ¢i
mykoplasmaty (Salio et al. 2000), jimiz mohly byt pouzité latky kontaminovany.

TLR jsou transmembranové glykoproteinové receptory, které se na zakladé homologie
cytoplasmatické ¢asti zafazuji do nadrodiny interleukin-1 receptort (IL-1R).
Cytoplasmatickou ¢ast receptoru tvofi evolu¢né stabilni region o cca 200 aminokyselinach,
nazyvany Toll/IL-1R doména (TIR). Extracelularni respektive intraorganelarna doménu TLR
tvofi tzv. na leucin bohaté sekvence (leucin-rich repeats LRR). LRR jsou piimo zodpovédné
za rozeznani konkrétniho patogenu. Piestoze jsou si tyto sekvence u jednotlivych TLR velmi
podobné, dokazou tyto receptory rozeznat celou fadu strukturné odliSnych ligandt
(Medzhitov 2001; Akira a Takeda 2004).

Z hlediska vyskytu na subcelularni arovni l1ze TLR rozdélit na dvé skupiny. TLR1,2,4,5,6
jsou lokalizovany v cytoplasmatické membran¢ buné€k a jejich LRR doména se nachazi
Vv extracelularnim prostoru. A praveé v extracelularnim prostoru je nejvétsi pravdépodobnost
vyskytu jejich ligandu. Naopak vSechny domény TLR3,7,8,9 se nachdzeji intracelularné,
receptor je ukotven v membran¢ organel. TIR doména se nachazi v cytoplasm¢, LRR jsou
situovany do vnitini ¢asti organel. TLR9 byl prokazan v endoplasmatickém retikulu, vSechny
Ctyfi receptory pak v endosomech (Ahmad-Nejad et al. 2002; Heil et al. 2003; Matsumoto et
al. 2003; Latz et al. 2004). Opét plati, ze lokalizace téchto receptori odpovida vyskytu jejich
ligandti — viry jsou lokalizovany intracelularné (Akira a Takeda 2004). Zaroven je lokalizace
téchto receptort uvniti organel ochranou pted rozpoznanim vlastnich nukleovych kyselin
(Barton et al. 2006). Lokalizace TLR10 a 11 neni dosud znama.

Exprese TLR se lisi na jednotlivych subpopulacich dendritickych buné¢k , ¢imz je dana
specializace jednotlivych subtypt na rizny typ infekce (Pulendran 2006). Plasmacytoidni DC
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exprimuji TLR7 a TLRY, které jsou stimulovany virovymi nukleovymi kyselinami (Jarrossay
et al. 2001), hraji vyznamnou roli v zahajeni protivirové odpovédi (Colonna et al. 2004).
Myeloidni DC exprimuji zbyvajici TLR a jsou schopny zahajit imunitni reakci proti Sirokému
spektru patogenti.

Po navazani ligandu na pfislusny receptor mize dojit k vytvoreni homodimeru, ¢imz je
spusténa signaliza¢ni kaskada (TLR4 a TLR5), zatimco pro aktivaci jinych TLR je ticba
vytvofeni heterodimeru (TLR1-TLR2, TLR6-TLR2) (Janssens a Beyaert 2003). Tato synergie
ma vyznam hlavné pro rozliseni jednotlivych patogenti. TLR1-TLR2 komplex je stimulovan
triacyl lipopeptidy pfitomnymi ve strukturdch Gram negativnich bakterii a komplex TLR6-
TLR2 je stimulovan diacyl lipopeptidy vyskytujicimi se ve strukturdch mykoplazmat
(Medzhitov 2001; Takeda a Akira 2005).

Za ptenos signalu je zodpovédna cytoplasmaticka doména — TIR doména. Dodnes byly
popsany 2 signaliza¢ni cesty spousténé aktivaci TLR — MyD88 dependentni a MyD88
independentni cesta (Medzhitov 2001). Obé tyto signaliza¢ni kaskady jsou znazornény na
Obr. la a 1b. Vysledkem stimulace TLR je aktivace transkripcnich faktort a nasledné
ovlivnéni genové exprese. V piipadé MyD88 dependentni cesty jsou aktivovany transkripéni
faktory NF- kB, AP2, po stimulaci TLR4,7,8,9 také IRF5, po stimulaci TLRY je aktivovan
transkrip¢ni faktor IRF7 (Medzhitov 2001; Akira a Takeda 2004; Kawai et al. 2004; Takaoka
et al. 2005; Takeda a Akira 2005; O'Neill a Bowie 2007). Aktivace IRF vede k produkci
interferond Ltypu a je tudiz nezbytnou soucasti protivirové odpovédi. Aktivace MyD88
independentni cesty vede k aktivaci transkripénich faktord NF- kB a IRF3 (Fitzgerald et al.
2003; Akira a Takeda 2004).

TLR2, 5, 7 a 9 vyuZivaji pii své aktivaci pouze MyD88 dependentni cestu, aktivace této
cesty u TLR4 je nutna pro indukci transkripce prozanétlivych cytokint. Naopak tato cesta
neni viibec zapojena v TLR3 signalizaci (Akira a Takeda 2004). MyD88 independentni cesta
je jedinou signaliza¢ni kaskadou TLR3 a signalizac¢ni kaskddou indukujici transkripci IFN po
TLR4 stimulaci. Dulezitymi soucastmi signaliza¢nich kaskad jsou adaptorové proteiny
MyD88, MAL, TRIF, TRAM a SARM. Jejich asociace s riznymi TLR ma podil na diverzité

odpovédi na rizné patogeny.
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Obr. 1a Schéma MyD88 dependentni cesty aktivace TLR 1b Schéma Myd88 independentni
cesty aktivace TLR

V nedavné dobé byla také popsana role Brutonovy tyrosin kinazy (btk) v TLR signalizaci.
Bylo prokazano, Ze btk je asociovana s n€kterymi proteiny signaliza¢ni kaskady TLR a Ze
ovliviuje také fosforylaci transkripéniho faktoru NF- kB (Jefferies et al. 2003; Doyle et al.
2005). Disledkem toho je, Ze dendritické buriky bez btk nejsou schopny produkovat
prozanétlivé cytokiny IL-6 a TNFa v odpovédi na TLR8 stimulaci (Sochorova et al. 2007).

Signalizac¢ni kaskada TLR je ovliviiovana a regulovana mnoha dal§imi proteiny a
predstavuje jemné vyladény systém schopny piesné reagovat na hrozici nebezpeci (O'Neill a

Bowie 2007).

3.4.1.2 Jiné membranové receptory rozpozndavajici patogenni struktury

Po objevu TLR byly postupné objeveny dalsi receptory, které hraji v rozpoznani patogenu.
Na povrchu dendritickych bunék jsou exprimovany lektiny typu C a scavengerové receptory,

Vv cytoplasmé se nachazi NOD-like receptory a helikazy podobné RIG.

18



Lektiny typu C

Lektiny typu C jsou molekuly, které svou CRD oblasti (carbohydrate recognition domain)
reaguji s cukernymi zbytky molekul patogentl. Ucastni se také receptory zprostiedkované
endocytdzy. Mezi tyto receptory patii napt. dectin-1, DEC-205, DC-SIGN a manosovy
receptor. V nedavné dob¢ bylo prokézano, ze dectin-1 se také podili na signalizaci. Po
navazani beta-glukanu z hub a dimerizaci s TLR2 dochazi k aktivaci signaliza¢ni cesty, ktera
vyuziva CARD9 (caspase-recruitment domain) k aktivaci NF- kB (Gross et al. 2006).
Scavengerové receptory

Proteiny z rodiny scavengerovych receptori SR-A (SR-A | a Il, Macrophage scavenger
receptor) jsou schopny vazat molekuly s polyanionickym charakterem napft. kyselinu
lipoteichoovou, dvouvlaknovou RNA nebo lipid A (slozka lipopolysacharidu). Bylo
prokazéano, ze mysi bez SR-A receptoru jsou vice nachylné k infekcim napt. infekci vyvolané
Listeria monocytogenes nebo Staphylococcus aureus (Mukhopadhyay a Gordon 2004).
Nejnovejsi vyzkumy prokazuji, ze se také scavenger receptor CD36 podili na rozpoznavéani
patogennich struktur, konkrétné Gram negativnich bakterii, a jeho aktivace vede k aktivaci c-

JNK (Baranova et al. 2008).

3.4.1.3 Cytoplasmatické receptory rozpozndvajici patogenni struktury

Protoze nékteré viry a bakterie jsou schopny uniknout z endosomalniho kompartmentu a
perzistovat v cytoplasmé, vyvinuly si hostitelské organismy mechanismy, kterymi jsou
schopny i tyto patogeny odhalit.

NLR (NOD-like receptors)

Vyznamnou skupinou cytoplasmatickych receptorii jsou NLR (NACHT-LRR,
CATEPILLER). Nazvoslovi téchto receptorti neni dodnes sjednoceno, a tak je bézné, ze pro
jeden receptor je soucasné pouzivano nékolik oznaceni. Dodnes bylo identifikovano vice jak
20 lidskych NLR. Tyto receptory jsou charakteristické svou trojdoménovou strukturou.
Obsahuji N-terminalni efektorovou doménu, ktera je zodpovédna za indukci signalu, protoze
interaguje s kinazami signalizaéni kaskady. Prostfedni doména (NOD=NACHT) hraje roli
v oligomerizaci receptoru. C-terminalni doména obsahuje, podobné jako Toll-like receptor,
sekvence LRR, kter¢ jsou nezbytné pro rozpoznani patogenni struktury.

Rodinu NLR Ize rozdélit na tii skupiny receptorti s ohledem na to, kterou efektorovou
doménu obsahuji. Proteiny rodiny NOD obsahuji efektorovou doménu CARD, v proteinech
rodiny NALP se vyskytuje pyrin a v proteinech NAIP je efektorovou doménou BIR (Sirard et
al. 2007).
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Jako ligandy NOD proteinii byly identifikovany slozky bunééné stény bakterii — NOD1
rozpoznava dipeptid odvozeny od peptidoglykanu Gram negativnich bakterii, NOD2 vaze
muramyl dipeptid, ktery je sloZkou peptidoglykanti Gram pozitivnich i Gram negativnich
bakterii. Po navazani ligandu na receptor dojde k asociaci RIP kinazy s receptorem. Nasledné
interaguje RIP kindza s IKK, jejiz aktivitou dojde k uvolnéni a translokaci NF- kB do jadra,
kde dochazi k ovlivnéni genové exprese. Zaroven RIP aktivuje MAP kindzy, coz vede
k dal$imu ovlivnéni genové exprese bunky (Mathews et al. 2008; Wilmanski et al. 2008).
Zajimavym faktem, poukazujicim na dilezitou roli NOD proteind v imunitni reakci, je, ze
mutace v NOD2 proteinu je asociovana s vyskytem autoimunitnich onemocnéni, konkrétné
Crohnovy choroby a Blauova syndromu (Hugot et al. 2001; Miceli-Richard et al. 2001; Ogura
et al. 2001), zatim v8ak neni vyfeSena role NOD2 v patogenezi t€chto onemocnéni.

Druhou rodinu tvoii proteiny NALP, jejichZ aktivace je spojena se vznikem inflamazomu
- proteinového komplexu tvofeného receptorem, kaspazou 1 a 5 a adaptorovym proteinem
ASC. Kaspazy nasledné $té€pi prolL-1p a vznika aktivni forma IL-1, prozanétlivého
cytokinu. Dva nejvice prozkoumané proteiny této rodiny jsou NALP1 a NALP3. Ligandem
NALP1 je muramyldipeptid a také ¢ast anthraxového toxinu (Martinon et al. 2004; Boyden a
Dietrich 2006). Ligandy NALP3 jsou predmétem stalé diskuse. Bylo prokazano, ze NALP3 je
aktivovan bakterialni RNA, krystaly kyseliny mocové a pyrofosfat dihydratu, ATP nebo
nékterymi toxiny (Kanneganti et al. 2006; Mariathasan et al. 2006; Martinon et al. 2006).
Receptor také reaguje na zmény intracelularni hladiny drasliku. Predpoklada se, ze nékteré
toxiny a také ATP neaktivuji receptor pfimo, ale praveé tim, ze ovlivni hladinu drasliku
v bunce (Mariathasan et al. 2006). Dalsi otazkou je, zda je pro tvorbu IL-1p potiebna
soucasna aktivace TLR, nebo zda je samotna aktivace NALP3 dostacujici. Recentni studie
nicméné ukazuji, ze K zahajeni produkce IL-1f je dostacujici samostatna aktivace NALP3
(Kanneganti et al. 2007). Zatimco toxiny nebo bakterialni RNA, interagujici s NALP3, jsou
latkami produkovanymi patogenem, krystaly kyseliny moc¢ové a pyrofosfat dihydratu jsou
vytvareny hostitelskym organismem. Jedna se o endogenni signal nebezpeci, upozoriujici na
poskozeni organismu, protoze kyselina moc¢ova i pyrofosfat dihydrat se sice bézné vyskytuji
Vv organismu, avSak pouze za stresovych podminek se v organismu vytvaii krystaly, které
spousti mechanismy pfirozené imunity (Shi et al. 2003; Meylan et al. 2006).

Tieti skupinou NLR receptorti jsou NAIP proteiny, jejichz ligandem je flagelin, protein
z biciku bakterii. Zda se v signalizaci pies tyto receptory uplatiiuje také kaspaza 1, nebylo
dosud jednozna¢né potvrzeno ani vyvraceno (Zamboni et al. 2006; Lamkanfi et al. 2007).
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Helikazy podobné RIG

Nejnovéji objevenou skupinou receptorti rozpoznavajicich patogenni struktury jsou
helikazy podobné RIG, oznacované také jako RLH (RIG-like helicases). Tyto helikazy
rozpoznavaji dvouvldknovou RNA a nezdvisle na TLR spoustéji protivirovou imunitni reakci
(Yoneyama et al. 2004). Mezi tyto receptory patii RIG-1 a MDAS, které obsahuji 2 CARD
domény, které vyuZzivaji adaptorovy protein Cardif k aktivaci IRF3 a NF- kB a nasledné k
produkeci interferonti I.typu. Tretim zastupcem této skupiny je LGP2, v jehoz molekule se
CARD doména nevyskytuje a neni zatim ziejmé, jak dochazi k ptenosu signalu (Meylan et al.
2006). Zda se, ze to, jaké receptory jsou pouzity k rozpoznani virové RNA, koreluje s typem
DC — myeloidni DC vyuZivaji k rozpoznani virli receptory RLH, zatimco plasmacytoidni DC
vyuzivaji TLR (Kato et al. 2005).

Mnozstvi zndmych receptord, které rozpoznavaji patogenni struktury nebo endogenni
signaly nebezpeci, a mnozstvi poznatkd o nich neustale nartista. Stale ziistdva mnoho
nezodpovézenych otazek — jak receptory rozlisuji vlastni a virovou RNA, jak organismus
odliSuje komenzalni bakterie od patogeni, jak je regulovana odpovéd’ na stimulaci
jednotlivych receptort ¢i zda je pro Gplnou aktivaci imunitni odpovédi nutna stimulace vice

receptord.

3.4.1.4 Signaly zprostiedkované zanétlivymi faktory

Kromé signalt nebezpeci, které obdrzi DC prostiednictvim receptoru rozpoznavajicich
patogen, mohou dendritické buniky rozpoznat nebezpeci také nepiimo. V piipad¢ infekce
produkuji makrofagy, NK buiiky, NKT buiiky, zirné buiiky a endotelie prozanétlivé cytokiny
(napt. TNF, IL-1pB, IFNa a IFNP), které se vazi na ptislusné receptory na DC a tim DC
aktivuji. Timto zpusobem mize také dochazet k amplifikaci odpovédi, protoze se DC, které
rozpoznaly patogen pomoci svych PPR, stavaji producenty téchto cytokini a mohou
parakrinng aktivovat dal§i DC ¢i autokrinni stimulaci jesté vice podpofit vlastni aktivaci.

DC aktivované zanétlivymi faktory vSak nejsou pln¢ maturované, nejsou totiz schopny
produkovat IL-12 p70, hlavni Th1 polariza¢ni cytokin, a tak poskytnout polariza¢ni signal T
lymfocytim (Sporri a Reis e Sousa 2005).

Udaje o vlivu dalich zanétlivych faktorti (napi. C-reaktivni protein) jsou protichiidné, a
proto nelze efekt téchto faktorti jednoznac¢né vyhodnotit (Tobiasova-Czetoova et al. 2005;
Zhang et al. 2006; Van Vre et al. 2008).
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3.4.1.5 Signaly zprostiedkované aktivovanymi lymfocyty

Aktivované lymfocyty maji taktéz schopnost indukovat maturaci dendritickych bunck.
Aktivované pomocné CD4 lymfocyty na svém povrchu nesou molekulu CD40L, ktera svou
vazbou na CD40 na povrchu dendritickych bun¢k indukuje upregulaci kostimula¢nich
molekul CD80, CD86 a spousti produkci polariza¢niho cytokinu IL-12 p70 (Koch et al. 1996;
O'Sullivan a Thomas 2003). N&které prace vSak poukazuji na to, ze in vivo je nezbytna
soucasna stimulace mikrobidlnimi produkty, aby byla indukovana produkce IL.-12 p70
(Schulz et al. 2000). Zaroven ligace pies CD40 uschopiiuje DC k tomu, aby mohly pIné
aktivovat cytotoxické CD8 lymfocyty (CTL). Pivodni model aktivace CTL piedpokladal, ze
CTL jsou aktivovany pomocnymi T lymfocyty, které tuto schopnost ziskavaji interakci
s aktivovanymi DC. Bylo vsak prokazano piesné opacné fungovani této interakce, a to, ze
CTL jsou aktivovany stykem DC, které byly pfedtim stimulovany pomocnymi T lymfocyty
pies interakci CD40-CD40L (Schoenberger et al. 1998; Toes et al. 1998). Dalsi molekulou,
ktera je exprimovana aktivovanymi lymfocyty a kterd ovliviiuje maturaci dendritickych
bunék, je RANKL (TRANCE). Jedna se o protein z rodiny TNF, jehoz receptor RANK je
exprimovan také na DC. Vazba RANK-RANKL vede ke zvyseni exprese kostimulacnich
molekul a CD83 na povrchu DC (Schiano de Colella et al. 2008). Prace o vlivu této interakce
na produkci cytokint véetné IL-12 jsou vSak rozporuplné (Josien et al. 1999; Schiano de
Colella et al. 2008). RANK-RANKL interakce ovlivituje kromé maturace DC také jejich
prezivani. Bylo zjisténo, Ze touto interakci dochazi v DC K zvyseni exprese Bel-xL, ktery je
chrani pted apoptozou (Wong et al. 1997).

Aktivované Thl lymfocyty a CTL produkuji IFNy, ktery také aktivuje DC. Rovnéz CTL
maji schopnost maturovat DC pfimou interakci, pfesny mechanismus této interakce vSak neni
znam (Ruedl et al. 1999).

NK buiiky, NKT buiiky a yd T buniky, tzv. lymfocyty pfirozené imunity, maji po své
aktivaci také schopnost maturovat DC. D¢je se tak ziejmé prostiednictvim TNF a IFNy, které
po aktivaci produkuji v§echny tii vyse zminéné skupiny lymfocytt. V piipadé NKT bunék je
maturace podpofena i vazbou CD40L (Munz et al. 2005).

3.4.1.6 Fc receptory

Bylo prokazano, ze myeloidni DC na svém povrchu exprimuji Fcyl (CD64), Fcylla a
Fcyllb (CD32) receptory, pDC exprimuji pouze minimalni mnozstvi Fcylla (Boruchov et al.
2005). Kromé¢ FeylIlIb se jedna o aktivaéni receptory, které o navazani imunokomplexu

zpusobuji zvySeni exprese kostimula¢nich molekul, produkci prozanétlivych cytokini, avSak
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nejsou schopny indukovat produkci IL-12 (Banki et al. 2003; Dhodapkar et al. 2005). VVazba
imunokomplexu na FcyIlb inhibuje maturaci indukovanou ptes Fcylla a sama o sob¢ pfispiva
k zachovani nezralého stavu DC. Exprese Fcylla a Fcylll se zvySuje v pfitomnosti IFNy,
exprese Fcllyb v pritomnosti vysokych koncentraci IgG. Pomér Fcylla a Fcyllb ovliviwje, zda

prevazi inhibi¢ni nebo aktivaéni signaly (Boruchov et al. 2005).

3.4.1.7 Endogenni signdly

O endogennich latkach jako maturacnich signalech bylo ¢aste¢né pojednano v rameci
kapitol 0 TLR a NLR, nutno vSak podotknout, Ze se jedna o jedno z kontroverznich témat
imunologie DC. Dodnes existuji pochyby, zda nebyla imunitni reakce vyvolana endogennim
signalem spise reakci organismu na kontaminaci v pouzitém materialu (Salio et al. 2000;
Marincek et al. 2008). Kandidati na endogenni signaly nebezpecni piedstavuji molekuly, které
se V piipad¢ ohrozeni organismu vyskytuji v odlisné form¢ (kyselina mo¢ova, pyrofosfat
dihydrat) nebo v odlisné lokalizaci (hsp, HMGBL1, ATP). Nezodpovézenou otazkou stale
zUstava, jaké situace predstavuji ohrozeni organismu. Nejcastéji jsou endogenni signaly
nebezpeci spojovany s obranou proti nadorovym onemocnénim. Vétsina praci se shoduje
V tom, zZe se v ptipad¢, kdy buiika umira nekrotickou smrti, vyvola jeji smrt reakci imunitniho
systému. V pripad¢ apoptotické smrti bunck se data rozchazeji. Rozhodujici mize byt fakt, ze
Vv pfipad¢ masivni apoptozy nejsou fagocytujici bunky schopny pohltit veskery apoptoticky
material, a tak dochazi k jeho sekundarni nekrotizaci a nasledné stimulaci DC (Brusa et al.
2008). Pokud dochazi k smrti buiiky nekrézou, uvoliuji se z bunék proteiny tepelného Soku a
Z chromatinu se uvoliiuje HMGB1. Ty mohou néasledn¢ stimulovat receptory na povrchu DC a
indukovat tak jejich maturaci. Receptorem hsp60 a hsp70 je ztejmé TLR4, n¢které prace
uvadéji také TLR2 (Ohashi et al. 2000; Vabulas et al. 2001; Vabulas et al. 2002). Receptorem
pro hsp gp96 je molekula CD91 (Binder et al. 2000), HMGBI1 pusobi ptes TLR2 a TLR4
(Park et al. 2006).

DalSim moznym endogennim signalem je extracelularni ATP. V ptipad¢ stresové situace
(poskozeni buiiky apod.) se ATP uvolnuje do extracelularniho prostoru a aktivaci
purinergniho receptoru na DC ovliviiuje jejich maturaci — zvySuje expresi kostimula¢nich
molekul, avSak nedochazi k produkci prozanétlivych cytokint ani IL-12, je potlacena Thl
odpoved’ a preferovana odpovéd’ Th2 (la Sala et al. 2001; Wilkin et al. 2002; Idzko et al.
2007).
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Jak bylo zminéno vyse (kap. 3.4.1.3), kyselina mocova a pyrofosfat dihydrat se
Vv organismu vyskytuji bézn¢, avsak za stresovych podminek vytvareji krystaly, které stimuluji
NALP3, a tak aktivuji DC.

3.4.2 Zmény DC v pritbéhu maturace

Poté co DC obdrzi maturaéni signdl, je zahajen proces maturace, jehoz vysledkem jsou
takové DC, které jsou schopny u¢inné stimulovat naivni T lymfocyty. Maturace DC je
komplexnim procesem, v jehoz pribéhu dochazi ke zméné exprese nékolika stovek gent
(Granucci et al. 2001).

Pro ziskani schopnosti stimulovat naivni T lymfocyty jsou klicové nésledujici zmény:

e zmeéna morfologie DC

e zména migracnich vlastnosti DC

e zména pohlcovani a prezentace antigenu
e zvySend exprese kostimula¢nich molekul

e produkce prozanétlivych a polarizacnich cytokinti

3.4.2.1 Morfologie DC

V pribéhu maturace dochazi v DC k reorganizaci aktinové Casti cytoskeletarniho aparatu.
DC ziskavaji charakteristicky tvar s vybézky — dendrity. Tento tvar zabezpecuje lepsi
pohyblivost a schopnost migrace a zaroven zvétSuje plochu, ktera mize byt vyuzita pro styk
DC s T lymfocytem. Jako kontrolni ¢initel v remodelaci cytoskeletu ptisobi fascin, protein
umoziujici propojeni aktinovych vlaken (Ross et al. 1998; Ross et al. 2000). V promotorové
oblasti fascinu byla identifikovana regulani mista, na kterd se mohou vazat transkrip¢ni
faktory zahrnuté v signaliza¢nich kaskadach nekterych PPR (Bros et al. 2003). Druhym
proteinem, jehoz exprese vyrazn¢ stoupa po maturaci DC a ktery hraje roli v organizaci

aktinu, je cofilin, ktery podporuje disociaci aktinovych monomerta z aktinového vlakna
(Verdijk et al. 2004).

3.4.2.2 Migrace DC

Nezral¢ dendritické buiiky se vyskytuji v perifernich tkanich a ve sliznicich, kde je
nejveétsi Sance styku s antigenem. Tato lokalizace na periferii zdroven omezuje moznost jejich
setkani s lymfocyty. Proto je nezbytné, aby DC po rozpoznani hroziciho nebezpecni zménily

svou lokalizaci a putovaly do mist, kde je pfilezitost na setkani s lymfocyty vysoka —do T
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z6ny sekundarnich lymfatickych organt. Migrace DC je fizena chemokiny a expresi jejich
receptori na povrchu DC.

Nezralé DC na svém povrchu exprimuji CCR1, CCRS a CCR6, jejichz ligandy MIP-1a,
MIP-1f, MCP-1 a 3, RANTES a MIP-3a jsou produkovany v perifernich tkanich v piipadé
zanétu. Jejich zdrojem jsou burniky imunitniho systému, endotelie a burnky epitelu (Dieu et al.
1998). Bylo prokazano, ze nékteré chemokiny (MCP-1, RANTES, IL-8) jsou epitelem
produkovany konstitutivné (Sallusto et al. 1998). Po maturaci DC dochazi ke zméné v expresi
chemokinovych receptort, snizuje se exprese CCR1, CCRS5 a CCR6 a naopak se vyrazné
zvySuje exprese CCR7, mirné pak také exprese CXCR4. Ligandy CCR7 jsou chemokiny
CCL19 (MIP-3p, ELC) a CCL21 (SLC), které jsou produkovany buikami v T zoné
sekundarnich lymfatickych organt, takze zralé DC jsou atrahovany praveé do této oblasti
(Dieu et al. 1998; Sallusto et al. 1998). Aktivace CCR7 piedstavuje pro DC také
antiapoptoticky signal (Sanchez-Sanchez et al. 2004) a hraje rovnéz roli v regulaci
endocytozy (lijima et al. 2005).

Mimo DC je CCR7 exprimovan také na povrchu naivnich T lymfocyti, coz podporuje
smétovani DC a naivnich T lymfocytti do stejného mista, a zvySuje tak pravdépodobnost
setkani DC s T lymfocytem (Britschgi et al. 2008). V pozd¢jsich fazich maturace zacinaji DC
samy CCL19 a CCL21 produkovat, ¢imzZ je jeSté vice podpofena moznost interakce DC-T
lymfocyt. Jedna se o tieti vinu v produkci chemokinti dendritickou bunkou, ktera nastupuje po
24-48 hodinach, kdyz vz DC dosahla sekundarniho lymfatického organu. Prvni vina
chemokinové produkce se dostavuje za 2-4 hodiny od aktivace virovym agens a jsou
produkovany zejména chemokiny atrahujici neutrofily. Druhé vlna chemokinové produkce
nastupuje za 8-12 hodin a produkované chemokiny ptitahuji zejména efektorové lymfocyty
(Piqueras et al. 2006).

Koncept zaloZzeny na zméné exprese CCR7 v pribéhu maturace je pon¢kud nabouran
faktem, Ze 1 v sekundarnich lymfatickych organech se vyskytuji nezralé DC, které prezentuji
antigen zde pfitomnym T lymfocytim a indukuji toleranci (Reis e Sousa 2006). Zda se vsak,
ze v pripad¢€ nezralych DC je jejich migrace fizena jinymi chemokiny a CCR7 v této migraci

roli nehraje (Bonasio et al. 2006).

3.4.2.3 Pohlcovani, zpracovdni a prezentace antigenu

Znakem maturovanych DC je nizka schopnost pohlcovat antigeny (Sallusto et al. 1995).
Avsak bylo prokdzano, ze kratce po aktivaci DC matura¢nim signadlem dochézi k vyraznému

zvy$eni makropinocytarni aktivity buniky. Dochazi zaroven k remodelaci aktinu
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vV podosomech, které ptechodné zcela vymizi. To ziejmé umozni buiice kratkodobé zvysit
kapacitu endocytozy (West et al. 2004). Timto zvySenim kapacity burika pohlti velké
mnozstvi materialu, ktery se nachazel v jeji blizkosti v okamziku, kdy doslo ke stimulaci DC.
Zvysuje se tak pravdépodobnost, ze DC pohlti ¢ast patogenu, ktery jeji aktivaci vyvolal (van
Niel et al. 2008). Vystaveni ¢asti patogenu vyvolavajiciho maturaci je zabezpeceno také tim,
ze v ptipadé, kdy jsou pohlceny ¢astice obsahujici a neobsahujici TLR ligand, je komplex
MHC-peptid vytvaien pouze v téch endosomech, ve kterych byl TLR ligand pfitomen
(Blander a Medzhitov 2006).

V pribéhu maturace také dochazi ke zménam ve zpracovani a prezentaci antigenu.
Exprese MHC 1. a IL.tfidy se na povrchu DC zvySuje az stonasobné (Kukutsch et al. 2000;
West et al. 2004). V ptipadé MHC I. tfidy je toto zvySeni zplisobeno zvySenim syntézy MHC
molekul (Rescigno et al. 1998) a také zvySenou expresi aktivatoru proteazomu PA28, coz
dramaticky zvysi pocet peptidii produkovanych proteasomem. Zvysena je také exprese
transportéru TAP, ktery transportuje vzniklé peptidy z cytoplasmy do endoplasmatického
retikula, kde dochazi k jejich vazbé na MHC 1. tiidy (Granucci et al. 2001). V pribéhu
maturace DC se také ptiblizné trojnasobné prodluzuje doba, po kterou je MHC molekula I.
tiidy exprimovana na bunééném povrchu (Rescigno et al. 1998).

V piipadé MHC II. tfidy je situace komplikovangjsi. Pivodné se predpokladalo, ze
zvysena povrchova exprese je také vysledkem zvySené transkripce MHC geniti (Rescigno et
al. 1998), data z expresniho profilovani vSak ukazala, ze k zvySeni transkripce téchto genti
nedochazi (Granucci et al. 2001). Jedna se zfejmé o ochranny mechanismus, aby pfi zvySené
syntéze de novo nedoslo k rychlému nahrazeni MHC s pohlcenym a jiz zpracovanym
peptidem novymi MHC molekulami, které by vsak nesly jiny antigen (Wilson et al. 2004).
Zvysena povrchova exprese MHC Il tfidy je disledkem nékolika jevl. V lysozomech dochazi
po maturaci DC k aktivaci vakuolarni protonové pumpy, ¢imz je snizeno pH v lysosomech a
podpoteno Stépeni proteinii a peptidi na fragmenty, které budou vazany na MHC (Trombetta
et al. 2003). Vyznamng;jsi roli vSak ziejmé hraje prodlouzeni doby exprese MHC IL.tfidy na
povrchu buiiky. U nezralych DC jsou MHC Il.tfidy rychle internalizovany, zatimco na
povrchu maturovanych DC zistavaji ve stabilni formé i n€kolik dni (Cella et al. 1997).
Prodlouzeni ¢asu, po ktery je komplex peptid-MHC (pMHC) exprimovan na povrchu DC, je
vysledkem potlacené endocytdzy téchto komplexii v maturovanych DC. Endocytéza MHC
komplext je fizena pomoci ubiquitinylace. Pokud je na 3 fet¢zec MHC komplexu navazan
ubiquitin, je molekula ur¢ena k endocytoze a degradaci. Za ubiquitinylaci je zodpovédna

ligiza MARCHE-1, jejiz aktivita se v prib&hu maturace snizuje. Tento jev vede ke snizené
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endocytoze MHC komplexu, a tim k prodlouzeni doby exprese molekul MHC II.tfidy na
povrchu DC (Shin et al. 2006; De Gassart et al. 2008). Za dalsi mechanismus vedouci

k zvysené expresi MHC IL.tfidy po maturaci DC bylo povazovano zadrzovani nové
syntetizovanych MHC molekul v endosomech. Tento model ptedpokladal, ze poté co buitka
obdrzi matura¢ni signal, dojde k vazbé peptidu na nahromadéné MHC molekuly, k uvolnéni
komplextit pMHC z endosomalniho kompartmentu a K jejich vystaveni na povrch DC (Inaba et
al. 2000). Nov¢jsi prace vsak tuto teorii spiSe vyvraceji a nejvetsi dilezitost je piikladana

prodlouzené expresi MHC Il.ttidy na povrchu DC (Villadangos et al. 2005)

3.4.2.4 Exprese povrchovych molekul

Dendriticke bunky exprimuji po maturaci velké mnoZstvi kostimula¢nich molekul CD80
(B7.1) a CD86 (B7.2). Tyto molekuly jsou kriticky dilezité v indukci imunitni odpoveédi,
jejich vazebné protéjsky jsou CD28 a CTLA-4 na povrchu T lymfocytt (Greenwald et al.
2005). V nedavné dobé byly popsany dalsi molekuly z rodiny B7 — B7-H1 (PD-L1, CD274) a
B7-DC (PD-L2, CD273). Jejich ligandem je PD-1 na povrchu T lymfocyti. PD-L1 je
exprimovan na nezralych DC a jeho exprese se po aktivaci jest¢ zvySuje, zatimco PD-L2 neni
na povrchu nezralych DC pritomen a k jeho expresi dochazi az po aktivaci DC (Sharpe et al.
2007). Na rozdil od CD80/86 a PDL se exprese ICOSL, dalsi molekuly z rodiny B7 s funkci v
interakci s lymfocyty, v pribéhu maturace DC neméni (Greenwald et al. 2005). Kromé
kostimula¢nich molekul z rodiny B7 se na povrchu DC vyskytuje kostimula¢ni molekula
CDA40. Jeji exprese nartista pii aktivaci DC, coz koresponduje s tim, Ze hraje diileZitou roli v
interakci s T lymfocyty. Prostiednictvim CD40 obdrzi DC ,,licenci“ ke stimulaci CTL
(,,licence to kill*) (O'Sullivan a Thomas 2003).

V prubéhu maturace dochazi také k expresi molekuly CD83. Jeji funkce nebyla dosud
jednozna¢né urena. Recentni prace ukazuji na roli CD83 v regulaci T i B lymfocytarni
odpovédi (Prechtel a Steinkasserer 2007). Specificka exprese molekuly CD83
Vv maturovanych DC z ni ¢ini vhodny znak pro identifikaci této populace.

Maturované DC také exprimuji vice adhezivnich molekul podilejicich se na vytvoreni
synapse mezi DC a T lymfocyty. Jedna se zejména o CD11a (LFA-1), CD54 (ICAM-1),
CD58 (LFA-3), na interakci s T lymfocyty se podili také CD2, CD50 (ICAM-2), CD102
(ICAM-3) a integriny a a 3, jejichz exprese se v§ak v pribéhu maturace vyrazné neméni (Hart

1997; Lindstedt et al. 2002).
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3.4.2.5 Produkce cytokinii

Po obdrzeni matura¢niho signalu produkuji DC rtizné cytokiny, které nasledné ovliviiuji
rozvoj a charakter imunitni odpovédi. Jedna se o prozanétlivé cytokiny IL-1a, IL-1f3, TNF,
které funguji jako lokalni i systémové mediatory zanétu (Granucci et al. 2001). Druhou
velkou skupinu tvofi cytokiny imunoregula¢ni (IL-12, IL-18, IL-23, IL-15, IFNa, IL-10, IL-
6), které ovliviuji dal§i komponenty imunitniho systému a podileji se tak na modulaci
imunitni odpovédi. IL-12 polarizuje imunitni odpovéd” smérem k Thl (Macatonia et al. 1995),
synergicky pusobi IL-18, cytokiny IL-23 a IL-1 hraji roli v proliferaci Th17 lymfocytt
(Harrington et al. 2005; Sutton et al. 2006; Stritesky et al. 2008). 1L-12, IL-18, IL-15 a IFNa
podporuji aktivitu NK bunék (Walzer et al. 2005). IL-10 indukuje vznik regulac¢nich Trl
lymfocytt (Jonuleit et al. 2000; Belardelli a Ferrantini 2002). Efekt IL-6 je pleiotropni. IL-6
napomaha diferenciaci B lymfocytt, ptisobi jako prozanétlivy faktor, ktery indukuje produkci
proteint akutni faze v jatrech. Také bylo prokazano, ze IL-6 hraje, spolu s TGFp, roli
v indukci Th17 lymfocytd (Blanco et al. 2008). Navic se ukazuje, ze 1L-6 dokaze zvratit
imunosupresivni ptisobeni FOXP3+ T regulacnich lymfocyta (Pasare a Medzhitov 2003).
Kromé toho produkuji maturované DC IL-2, které pfimo ovliviiuji klondlni expanzi
lymfocytti (Granucci et al. 2003). DC jsou vsak pouze minoritnim producentem téchto
cytokintl a vyznam této produkce nebyl dodnes objasnén.

Zasadni schopnosti maturovanych DC je indukovat proliferaci a polarizovat Th lymfocyty.
Pro polarizaci ThO nediferencovanych lymfocytt do fenotypu Thl je klicovy cytokin IL-12
p70. Bylo prokazano, ze pouze DC maturované signaly PAMPs nebo CD40L jsou schopny
produkovat IL-12 v odpovédi na tyto signaly. DC, u nichz doslo ke stimulaci prozanétlivymi
faktory, exprimuji sice velka mnozstvi MHC IL.tfidy, kostimula¢nich molekul i
prozanétlivych cytokini, IL-12 vSak nejsou schopny produkovat. Z nedavnych pozorovani je
také ziejmé, ze 1 jednotlivé TLR ligandy se mohou li$it tim, zda a jak vyraznou produkei IL-
12 vyvolaji (Sporri a Reis e Sousa 2005). Ve svétle objevu Th17 lymfocyti 1ze predpokladat,
ze rozpoznani n¢kterych patogenti (identifikovany byly bakterie rodu Bordetella, Klebsiela,
Citrobacter a kvasinky Candida) nepovede k produkci I1L-12, ale k produkci cytokini
potiebnych pravé pro Th17 polarizaci (Fedele et al. 2008; Curtis a Way 2009). Kritickym
faktorem pro uspésné zahajeni imunitni reakce je ziejmé setkani DC a patogenem. Aktivace
DC prozanétlivymi cytokiny mtze adaptivni imunitni reakci posléze pouze amplifikovat
(Sporri a Reis e Sousa 2005).
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4 Interakce DC s T lymfocyty

Jak jiz bylo zminéno vyse, zékladni funkci dendritickych bunék je pohlcovat antigeny,

prezentovat je T lymfocytim a v pfipade nebezpeci u€inn¢ zah4jit adaptivni imunitni reakei.

4.1  Priabéh adaptivni imunitni reakce

Interakce DC s T lymfocyty, ktera zahajuje adaptivni imunitni odpovéd’, se odehrava
v sekundarnich lymfatickych organech. Lymfocyty specifické pro urcity antigen Se v periferni
krvi vyskytuji s frekvenci 1/100 tis. Diky migraci maturovanych DC do T zény sekundarnich
lymfatickych organti je vSak piilezitost setkani DC se specifickym T lymfocytem vyssi.
Maturovana DC se zde za hodinu setka s ptiblizn¢ 5000 lymfocyty (Miller et al. 2004). Po
rozpoznani antigenu piislusnymi specifickymi lymfocyty dochazi k jejich expanzi v takové
mife, Zze az 70% lymfocyti mtze byt specifickych pro antigen, ktery byl prezentovan na
povrchu DC (Murali-Krishna et al. 1998). DC stimuluji pomocné CD4 nebo cytotoxické CD8
lymfocyty. Cytotoxické lymfocyty pfimo zabijeji cilové bunky, pomocné lymfocyty produkuji
cytokiny, které podporuji aktivitu dalSich slozek imunitniho systému. Po eliminaci patogenu
dochazi k apoptdze antigen-specifickych lymfocytl, avSak cast téchto lymfocyti preziva a
vytvaieji se z nich pamétové lymfocyty. Efektorové pamét'ové bunky se vyskytuji na periferii
a jsou pfipraveny ihned po opétovném rozpoznani antigenu vykonavat své efektorové funkce.
Centralni pamétové buiiky jsou lokalizovany v sekundéarnich lymfoidnich organech a
Vv ptipad¢€ rozpoznani antigenu proliferuji a davaji vznik efektorovym bunikam (Lanzavecchia
a Sallusto 2005).

4.2  Interakce DC-T lymfocyt

Interakce mezi DC a T lymfocytem neni pouhou interakci mezi MHC molekulou a TCR
receptorem. Imunologické synapse se ucastni také kostimulacni a adhezivni molekuly. Jiz 5
sekund po prvnim kontaktu dochazi v T lymfocytech k formaci mikroclusterti, které jsou
bohaté na TCR-CD3, ZAP 70, LAT, SLP-76 a dalsi molekuly podilejici se na TCR
signalizaci. Teprve po 5-10 minutach dochazi k pohybu mikroclusterti a vytvoieni prstencové
struktury supramolekularniho clusteru (SMAC). Do tohoto clusteru v§ak nejsou
translokovany vSechny molekuly z mikroclustert, proteiny ZAP70 a SLP-76, kli¢ové pro
zahajeni TCR signalizace, nejsou soucasti téchto clusterd (Yokosuka et al. 2005). To
podporuje piedpoklad, Ze TCR signalizace je zahajena ihned poté, co dojde k interakci TCR-
MHC, a nikoli az po vytvoifeni SMAC (Varma et al. 2006). Vnitini ¢ast synapse tvofi
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centralni SMAC (cSMAC), vngjsi stranu prstence predstavuje periferni SMAC (pSMAC).

V centralnim clusteru jsou lokalizovany MHC molekuly S navazanym peptidem, komplex
TCR-CD3, koreceptory CD4 nebo CDS, dale kostimula¢ni molekuly CD80, CD86 a jejich
vazebni partnefi CD28, CTLA-4. Kromé toho se zde vyskytuji adhezivni molekuly s krat§im
fetézcem - CD2 vazici se na CD58. Z vnitini strany membrany T lymfocytu jsou ke clusteru
ptidruzeny protein-kinaza PKC-0, Lck a nékteré dalsi proteiny ucastnici se TCR signalizace.
Na periferii imunologické synapse se pak nachéazeji adhezivni molekuly LFA-1, ICAM-1
(Yokosuka et al. 2005). Byla popsana také ucast molekul ICAM-3 a DC-SIGN (Geijtenbeek
et al. 2000) . Molekuly CD43 a CD45, které maji dlouhé negativné nabité fetézce, jsou

z imunologické synapse vylouceny. Jak v DC, tak v T lymfocytech byla prokazana aktivni

role aktinu na formaci supramolekularnich clusteria (Al-Alwan et al. 2003; Campi et al. 2005).

4.3  Aktivaéni signaly T lymfocytii
Aby doslo k aktivaci T lymfocytli, musi lymfocyty obdrzet od DC nékolik aktivaénich
signald. Prvni signal pfedstavuje vazba komplexu MHC-peptid na TCR, dalsi signaly

poskytuji kostimula¢ni molekuly a imunoregulac¢ni cytokiny.

4.3.1 Signal 1: komplex MHC-peptid

Bylo zjisténo, ze k aktivaci TCR sta¢i velmi malé mnozstvi komplexu MHC-peptid
(pMHC), coz vede k ptedpokladu, ze jedna molekula pMHC muize postupné interagovat
s mnoha TCR (Valitutti et al. 1995). Interakce TCR a pMHC neni pouze aktiva¢nim signalem,
ale rozhoduje také o charakteru odpovédi, ktera bude ¢i nebude spusténa. O tom, jak bude
vypadat odpoveéd’ T lymfocytu na stimulaci, rozhoduje n€kolik faktort, které spolu vzajemneé
souvisi — afinita a avidita vazby MHC-peptid a TCR, poloc¢as interakce téchto dvou molekul a
také rychlost jejich asociace a disociace. Vzhledem k metodické naro¢nosti pokust
provadénych v této oblasti a odliSnym postuptim nejsou ziskané vysledky konzistentni, a tak
neni role jednotlivych faktord piesné definovana (Stone et al. 2009). Nékteré prace
predpokladaji rozhodujici vliv poloc€asu interakce, ktery je ur¢en afinitou komplexu MHC-
peptid a TCR. Prili§ kratky polocas vazby neni dostate¢ny pro kompletni spusténi signalizacni
kaskady, pftili§ dlouhy polocas interakce mize snizit po¢et TCR, které jsou jednim

komplexem pMHC aktivovany (Kalergis et al. 2001).
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4.3.2 Signal 2: kostimulace

Druhy signél obdrzi T lymfocyt pfes kostimulaéni receptory. Pivodné bylo
piedpokladano, ze pokud jsou DC maturované, nesou na svém povrchu kostimulacni
molekuly, jejichz prostfednictvim obdrzi lymfocyt potvrzeni a dojde k jeho aktivaci. Naopak
nezralé DC kostimula¢ni molekuly neexprimuji, a tudiz jejich interakce s T lymfocyty
nevyvolava zadnou odezvu, protoze T lymfocyt neobdrzi potvrzujici signdl. Dnes je vSak
potvrzenym faktem, ze kromé toho, Ze mohou kostimula¢ni molekuly poskytnout DC
pozitivni signal, existuji také molekuly, které aktivitu T lymfocytt ovliviiuji negativné.
Predpoklada se proto, ze vysledek kostimulace je ur¢en pomérem jednotlivych kostimulacnich
a koinhibi¢nich molekul (Subudhi et al. 2005). Dnes jsou znamy dvé skupiny kostimula¢nich
molekul — rodina B7, vazici kostimula¢ni receptory piibuzné CD28, a rodina TNF, vazici se
na molekuly ptibuzné TNF receptoru.

Mezi molekuly rodiny B7 patii CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), PDL-1 (B7-H1, CD274), PD-
L2 (B7-DC, CD273), ICOS ligand (ICOSL), B7-H3 a B7-H4. Vylu¢né antigen prezentujicimi
buinikami jsou exprimovany molekuly CD80 a CD86, ostatni molekuly mohou byt
exprimovany i mimo lymfoidni tkan. Receptory téchto molekul na povrchu T lymfocytl jsou
proteiny rodiny CD28 — CD28, CTLA-4, PD-1, ICOS, BTLA (Greenwald et al. 2005).

Zékladni roli v kostimulaci T lymfocytd hraji kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86.
Jejich interakce kostimula¢nim receptorem CD28 je nezbytna pro aktivaci T lymfocytu.
Zajimavé je, Ze po aktivaci T lymfocytii dochdzi k expresi koinhibi¢niho receptoru CTLA-4
na jejich povrchu, pfi¢emz ligandy tohoto receptoru jsou opét molekuly CD80 a CD86. Jedna
se ziejmé o soucast regulacni negativni zpétné vazby. CD80 vykazuje vyssi afinitu k CTLA-4,
zatimco CD86 k CD28 (Judge et al. 1999; Rogers et al. 2005). Recentni data poukazuji na roli
CD80 v indukci regula¢nich T lymfocytu (Perez et al. 2008) a také na moznou intereakci s
PDL-1, ktera vede k inhibi¢nimu ptisobeni na T lymfocyty (Butte et al. 2007).

Receptor této molekuly, ICQOS, je také exprimovan T lymfocyty a jeho aktivace vede
k podobnym uc¢inkim jako aktivace CD28 (Janke et al. 2006).

Piedpoklada se, ze dal$i molekuly z rodiny B7, PDL-1 a PDL-2 maji na T lymfocyty spise
koinhibi¢ni efekt, i kdyz nékteré prace uvadéji také efekt kostimulacni (Butte et al. 2007).
Jako mozné vysvétleni se nabizi fakt, Ze dosud byl popsan pouze jeden receptor téchto
molekul — PD-1, avsak existence dals$iho receptoru se predpoklada (Liu et al. 2003). Jeho

stimulace muze mit zcela odliSny efekt nez stimulace PD-1.
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Novéjsi prace poukazuji na fakt, ze interakce molekul z rodin CD28 a B7 neni dtlezita jen
pro T lymfocyty, ale ze také DC obdrzi prostfednictvim této interakce signal, ktery ovlivni
jejich aktivitu. Pfesny vyznam této signalizace vSak neni jesté znam, v ptipadé PD-L se jedna
ziejme o supresivni pusobeni (Kuipers et al. 2006). Vazba CTLA-4 na CD80/CD86 vede
k indukci enzymu IDO (indolamine-2,3-dioxygenaza), ktery inhibuje efektorovou T bunécnou
odpoveéd’ (Grohmann et al. 2002).

Kostimula¢ni molekuly rodiny TNF — CD70, OX40L, 4-1BB, LIGHT, CD30L a GITRL -
nejsou piimo nezbytné pro aktivaci T lymfocytl, avsak poskytuji lymfocytim ve vSech
stadiich jejich zivota signaly potiebné pro jejich preziti. Na rozdil od rodiny B7, u molekul
z rodiny TNF bylo dosud popsano pouze kostimulacni piisobeni, podpora aktivace lymfocytl
a je jim také ptisuzovana role v regulaci Th1/Th2 polarizace. Na povrchu aktivovanych T
lymfocyt jsou v zavislosti na jejich aktiva¢nim stavu exprimovany receptory vySe uvedenych

kostimula¢nich molekul - CD27, OX40 (CD134), CD137 (4-1BB), HVEM, CD30 a GITR..

4.3.3 Signal 3: cytokiny a dalSi polariza¢ni faktory

Cytokiny produkované DC po jejich maturaci ovliviiuji polarizaci imunitni odpovédi.

Pro polarizaci Thl je nezbytny IL-12 (Macatonia et al. 1995). Ptsobi pfimo na aktivované
T lymfocyty, které nasledné diferencuji do fenotypu Thl a produkuji cytokiny, které zpétné
podpoii dalsi produkci IL-12 v DC. V roce 2006 byla publikovéana prace, kterd uvadi, ze DC
produkuji IL-12 az poté, co jsou kromé matura¢niho signalu vystaveny pusobeni [FNy (Abdi
et al. 2006), takze pro spusténi aktivace a polarizace T lymfocytu je tieba tcast tieti bunky
(Corthay 2006). DC jsou schopny polarizovat imunitni odpovéd’ také smérem k Th2, av§ak
IL-4 zodpoveédny za polarizaci Th2 neni produkovan dendritickymi butikami, pro polarizaci je
zfejme nutna ucast tieti bunky (Corthay 2006). Jiné prace poukazuji na roli IL-6 a
nepiitomnost IL-12 pii Th2 polarizaci (Diehl a Rincon 2002). Roli IL-6 v Th2 polarizaci
potvrzuje také recentni publikace, ktera identifikovala expresi a vzajemnou interakci c-Kit a
jeho ligandu SCF jako zptsob, kterym je regulovana produkce IL-6 po maturaci DC. Exprese
c-Kit je ovlivnéna charakterem signalu, ktery vyvolal maturaci DC (Krishnamoorthy et al.
2008). Nékteré prace uvadéji, ze v polarizaci Th2 hraje roli OX40L. Nov¢&;jsi studie vSak
identifikovala OX40L spiSe jako kostimula¢ni molekulu, ktera je nezbytna pro aktivaci Th2
lymfocytl. V ptipadé, Ze jsou bunky patogenem ovlivnény tak, aby smétovaly T bunécnou
odpoveéd k Th2, a zaroven jsou tyto bunky deficitni v expresi OX40L, nedochazi k indukci T

buné¢né odpovedi (Jenkins et al. 2007). Role v polarizaci se pfisuzovala také Notch ligandu
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Jagged-2, avsak recentni vyzkumy ukazuji, ze exprese Jagged-2 sice koreluje s polarizaci
smérem Th2, ale pro indukci Th2 neni nezbytna (Krawczyk et al. 2008; Worsley et al. 2008).

Recentné popsanou populaci T lymfocytii jsou Th17 bunky. Jaké cytokiny hraji roli
(Harrington et al. 2005), IL-1 (Sutton et al. 2006) a IL-6, u mysi navic jest¢ TGF-p (Bettelli et
al. 2006; Acosta-Rodriguez et al. 2007) byly potvrzeny jako cytokiny nezbytné pro polarizaci
a proliferaci Th17 lymfocytt.

Pokud byly DC osetieny tak, ze produkuji velké mnozstvi IL-10 a zadné nebo malé
mnozstvi [L-12, vede jejich setkani s T lymfocyty k jejich polarizaci k regulaénim
lymfocytim Trl (Jonuleit et al. 2000).

Kuvedenému piehledu je tieba dodat, ze vysledky jednotlivych studii se zdsadné 1i$i u

lidi a u mysi.

4.4  DC a ovlivnéni charakteru T bunécné odpovédi

Ackoli byly identifikovany tfi signaly nezbytné pro aktivaci T lymfocytl, dodnes nejsou
jednoznacéné popsany faktory, kterymi dendritickd buiika ovlivni charakter imunitni odpovédi.
Kromé toho, jak pfesné ovlivituji DC polarizaci lymfocytt, zlistavd nezodpoveézena take
otazka, jaka je role DC v indukci pamétovych T lymfocytt.

Pro zpusob, kterym DC ovliviiuji polarizaci T lymfocytl, byly postupné postulovany 3
teorie. In vivo je ziejmé polarita lymfocytti uréovana kombinaci téchto mechanismt. Prvni
z teorii predpokladala, Ze polarizace je disledkem aktivace urcitého typu DC - myeloidni DC
smé&fuji odpovéd’ smérem k Th1, plasmacytoidni k Th2 (Liu 2001). Dnes je vsak potvrzeno,
ze 1 pDC mohou polarizovat imunitni odpovéd’ smérem k Thl. Druha teorie vychazela
z faktu, ze po urcité dobé od maturace dochazi v DC k utlumu produkce IL-12p70. Autofi se
proto domnivali, ze DC ziskava béhem maturace potencial produkovat IL-12p70 a polarizovat
imunitni odpovéd’ smérem k Thl. Teprve po uréitém ¢ase, kdy dojde k atlumu produkce
IL-12p70, jsou tyto bunky schopny polarizovat T buné¢nou odpovéd’ smérem k Th2
(Langenkamp et al. 2000; Langenkamp et al. 2002). Jedna se vSak ziejmé pouze o ochranny
mechanismus, ktery chrani DC pied vyCerpanim. Tteti teorie predpoklada, ze polarizaci Thl i
Th2 muze indukovat stejna populace DC, ktera je charakterem matura¢niho signalu ovlivnéna
tak, aby spoustéla typ odpovédi ucinny na konkrétni patogenni organismus, ktery maturaci
vyvolal (Kalinski et al. 1999).

Mechanismu, kterymi je ovlivnéna polarizace T lymfocyt, je Siroka $kala. O charakteru T

bunécné odpoveédi rozhoduji parametry interakce TCR a pMHC, spektrum exprimovanych
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kostimula¢nich molekul, produkované cytokiny, ale i okolni mikroprostiedi, které je utvareno
dal$imi bunikami. Ziejmé nejzasadnéjsi roli vSak hraje charakter patogenu, ktery je rozpoznan
dendritickou bunkou. Prvni ovlivnéni vyplyva jiz z faktu, Ze plasmacytoidni a konvenéni DC
exprimuji rozdilnou $kédlu TLR. Plasmacytoidni DC exprimuji TLR7 a TLRO, které
rozpoznavaji molekuly charakteristické pro viry, konven¢ni DC exprimuji $irsi spektrum TLR
a rozpoznavaji patogeny bakteriadlniho, houbového i virového ptivodu. Aktivace riznych TLR
vyusti ve spusténé odlisného typu odpovedi. Podobné se 1isi 1 exprese ostatnich receptorii
rozpoznavajicich patogen (Netea et al. 2005).

Dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze maturace DC a nasledna interakce s T lymfocyty
vyusti vzdy v Thl odpovéd’. Dnes je vSak prokazano, ze aktivace nékterych TLR ovlivni DC
tak, Ze polarizuji imunitni odpovéd’ do Th2 fenotypu (Pulendran et al. 2001). Je mozné, Ze
jsou za tyto odliSnosti zodpovédné prave adaptorove proteiny ovliviiuji signalizacni drahy
TLR (Netea et al. 2005). Jestli jsou jednotlivé adaptory striktné vazany na TLR nebo je jejich
asociace s TLR sice mozna, ale vyuzita v ptipad¢ aktivace konkrétnim patogenem, neni zcela
Znamo.

Dalsim mechanismem v diverzifikaci reakce organismu na patogenni organismus je
soucinnost receptortl. Zymosan, slozka bunééné stény kvasinek, je rozpoznavan pomoci
TLR2, ale také pomoci dectinu-1 (C-lektin). Reakce organismu je pak vysledkem kombinace
signalti z obou receptorti (Gantner et al. 2003). V soucinnosti S TLR ziejmé pracuji také
ostatni receptory rozpoznavajici patogen (Netea et al. 2005; Benko et al. 2008; Magalhaes et
al. 2008).

45 DC aindukce tolerance

45.1 Role DC v navozeni centralni tolerance

Tolerance vii¢i autoantigeniim je v organismu zajisténa na dvou urovnich — na Grovni
centralni a periferni. Centralni tolerance je navozena v thymu mechanismem negativni
selekce. Na tomto procesu se podileji kromé jinych také dendritické buriky, a to jak DC trvale
usazené v thymu, tak DC z perifernich tkani. Rezidentni DC prezentuji vyvijejicim se T
lymfocytiim antigeny, které jsou ektopicky exprimovany v medularnich epitelidlnich bunkach
thymu a nasledné jsou transportovany do DC a piedkladany T lymfocytam (Gallegos a Bevan
2004). Bylo vsak prokazano, ze také DC z periferie se podileji na negativni selekci. Tyto DC
se Vv perifernich tkanich setkdvaji s autoantigeny, které nasledné vystavuji na svém povrchu.

Vzhledem k tomu, ze zaroven s pohlcenim antigenu nebyl rozpoznan signal nebezpeci,
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zUstavaji tyto DC v nezralém stavu a nemaji tedy schopnost indukovat T buné¢nou odpovéd'.
V ramci recirkulace se dostavaji do krve a pomoci P-selektinu, VLA-4 a zatim
neidentifikovaného chemoatraktantu do thymu. Zde se prezentaci antigen ziskanych na

periferii podili na negativni selekci autoreaktivnich T lymfocytt (Bonasio et al. 2006).

45.2 Role DC v mechanismech periferni tolerance

Periferni tolerance je zabezpefena n€kolika mechanismy. Jedna se o deleci
autoreaktivnich klont, jejich anergii nebo jejich potlaceni regulaénimi T lymfocyty. Dlouhou
dobu se predpokladalo, ze nezral¢ dendritické buiiky jsou zodpovédné za navozeni tolerance
véetné indukce regulacnich T lymfocytl, zatimco zralé DC spousti imunitni odpovéd’. Ve
svétle recentnich vyzkumu se vsak tato teorie ukazuje jako nepiesna (Cools et al. 2007).

DC kontinualné pohlcuji autoantigeny (napf. apoptotické buriky) a vystavuji je na svém
povrchu. Protoze vSak zaroven nedoslo k rozpoznani signalu nebezpeci, zlstava exprese
kostimulacnich molekul na nizké trovni a také produkce cytokinti neni ovlivnéna. V tomto
stavu neni DC schopna poskytnout T lymfocytu 2. signél v podob¢ kostimula¢nich molekul
CDB80 a CD86 nebo molekul ovliviiujicich pteziti T lymfocytu — OX40I, 4-BB1L, a proto
lymfocyt nasledné hyne nebo upada do stavu anergie (Peng et al. 2007; Proietto et al. 2008).
Avsak také maturované DC jsou schopny vyvolat anergii ¢i deleci lymfocyti. Vyuzivaji
k tomu expresi IDO, ktera se ucastni katabolismu tryptofanu, pficemz vznikaji produkty
potlacujici aktivaci lymfocytl a zaroven jsou lymfocyty vystaveny nedostatku esencidlni
aminokyseliny tryptofanu, coz také prispiva k atlumu jejich funkce (Munn et al. 2002; Mellor
a Munn 2004). Zvysena exprese IDO je v DC vyvolana vazbou CTLA-4 na kostimula¢ni
molekuly CD80/86 (Boasso et al. 2005). Také zvysena exprese FasL (Suss a Shortman 1996)
nebo produkce solubilni CD25 (von Bergwelt-Baildon et al. 2006) byly identifikovany jako
mechanismy podilejici se na regulaci T bunééné odpovédi maturovanymi DC.

Regulaéni lymfocyty predstavuji u€inny nastroj, jak zamezit Skodlivému piisobeni
autoreaktivnich lymfocytd, které unikly mechanismu negativni selekce. K jejich vzniku
dochazi jednak v thymu — tzv. ptirozené CD4+CD25+FOXP3+ regulacni lymfocyty (Treg),
ale také v perifernich tkanich a sekundarnich lymfatickych organech — tzv. indukované
regulaéni lymfocyty (Trl a Th3). Toto rozdéleni ponékud nabourava fakt, Ze také Treg mohou
vznikat na periferii. Supresivni pasobeni Treg je podminéno pfimym kontaktem
s ovliviiovanou burnikou, zatimco Trl a Th3 produkuji velkd mnozstvi supresivné piisobicich

cytokint (IL-10 a TGF-B resp. TGF-B). Bylo prokazano, Ze se na vzniku obou typt
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regulacnich lymfocytl podili také DC. Do nejasnosti ohledné T regula¢nich lymfocyt
prispivaji 1 nové poznatky o regulacnich vlastnostech CD8+ lymfocytt.

Na vzniku Treg v thymu se podileji DC, které se nachazi v blizkosti Hasallovych télisek.
V téchto teliskach je exprimovan thymicky stomalni lymfopoetin (TSLP), ktery zvySuje
expresi kostimula¢nich molekul na povrchu DC. T lymfocyty, které se setkaji s témito DC a
rozpoznaji antigen na jejich povrchu, nejsou negativné selektovany, ale ptezivaji a ziskavaji
regulaéni fenotyp (Watanabe et al. 2005; Proietto et al. 2008). Nékteré prace poukazuji také
na Ucast perifernich dendritickych bun¢k a s nimi i perifernich antigent pti vzniku Treg
v thymu (Goldschneider a Cone 2003).

Mechanismy indukce regulacnich T lymfocytli na periferii nejsou dodnes zcela
jednoznaéné popsany. Teorie, Ze nezralé DC indukuji vznik regula¢nich T lymfocytd, zatimco
maturované DC spousteji imunitni odpovéd’, byla nabourana pracemi, které prokazuji, ze i
maturované DC mohou vyvolat vznik regulac¢nich T lymfocyt (Banerjee et al. 2006).
Nekteré prace poukazuji také na to, Ze sila interakce mezi lymfocytem a nezralou DC je slaba,
pricemz DC nejsou schopny poskytnout T lymfocytim ani 1.signal, ktery je nezbytny pro
vznik regula¢nich bunék (Benvenuti et al. 2004).

Mezi mechanismy, které ziejmé piispivaji k indukci T regulaé¢nich lymfocyta
dendritickymi bunkami, patii exprese IDO a ovlivnéni metabolismu tryptofanu v lymfocytech
(Park et al. 2008b), produkce supresivniho cytokinu IL-10 a utlumena produkce IL-12 (Cools
et al. 2007). Také exprese kostimula¢nich a koinhibi¢nich molekul hraje roli v indukci
tolerance. Recentné byly popsany role PDL-1 a CD80 v indukci regula¢nich T lymfocytd
(Perez et al. 2008; Wang et al. 2008).

Postupné jsou také identifikovany faktory, které ovliviiuji DC tak, aby vyuzily vySe
zminénych schopnosti a indukovaly vznik regula¢nich T lymfocytti. Velkou roli pfi vzniku
tolerogennich DC hraje cytokinové prostiedi obklopujici DC (Rutella et al. 2006), popsana
byla role molekuly ILT3 a jeji upregulace (Chang et al. 2002; Suciu-Foca a Cortesini 2007).
Recentné byla v indukci regulaénich T lymfocytl popsana také role Jagged-1. Dendritické
bunky maturované timto Notch ligandem podporuji pteziti a proliferaci Treg a tlumi
proliferaci CD25- lymfocyti (Bugeon et al. 2008). Také glukokortikoidy nebo vitamin D
indukuji vznik tolerogennich DC (Penna et al. 2007; Bosma et al. 2008). Bohuzel nadorové
buniky nebo nékteré patogenni organismy ovliviiuji DC tak, ze indukuji vznik regulacnich

lymfocytl a brani tak spusténi imunitni reakce.
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5 Dendritické buriky a jejich vyznam u vybranych patologickych stavii

Primarni poruchy dendritickych bunék mohou byt pfi¢inou riznych onemocnéni a naopak,
rizné patologické procesy v organismu mohou sekundarn¢ funkce DC ovlivitovat. Poruchy
DC jsou podkladem nékterych primarnich imunodeficitii a autoimunitnich onemocnéni,
funkce DC jsou ovlivnény v prib&hu akutnich a zejména chronickych infekci, v prib&éhu
nadorovych onemocnéni nebo v disledku rozvratu vnitiniho prostiedi organismu. Vzhledem
k Gstfedni roli DC v imunitnim systému S sebou pfinasi jakékoliv ovlivnéni funkce

dendritickych bun¢k zavazné disledky.

5.1  Dendritické buiiky a primdrni imunodeficience

Jednotlivé slozky imunitniho systému jsou vzajemné provazany, proto defekt v jakékoliv
buiice imunitniho systému muiZe ovlivnit 1 DC. VétSina molekul je exprimovéana n€kolika
bunéénymi populacemi, a tak je vysledny klinicky obraz mozaikou riznych projevu.
Zajimavym faktem také je, Ze sekundarnim projevem né€kterych imunodeficitl je autoimunitni
onemocnéni, coZ poukazuje na roli poskozenych struktur v regulaci imunitni odpovédi.
Nekteré mutace dokonce vedou piimo k rozvoji autoimunitniho onemocnéni, neprojevi se
jako imunodeficience, tedy snizenou odolnosti k infekcim, piestoze by to bylo mozno
z charakteru postizené molekuly oCekavat. Prikladem takové vrozené poruchy je mutace
genu CARDI1S5, ktera je asociovana s rozvojem Crohnovy choroby nebo Blauova syndromu.
Ptitom doména CARD15 je dulezitou soucasti NLR - cytoplasmatickych receptorii

rozpoznavajicich patogen.

5.1.1 X-vazana agamaglobulinémie (XLA)

Tento deficit byl popsan jiz v roce 1952 a teprve pozdéji byla ur¢ena molekula, jejiz
mutace je pfic¢inou tohoto deficitu — Brutonova tyrosin Kinasa. Je nezbytna pii diferenciaci B
lymfocyta, jeji mutace vede k bloku ve vyvoji B lymfocyta a k nésledné hypo- ¢i
agamaglobulinémii. Nedavno byla popsana také role btk v signalizaci pies TLR receptory
(Jefferies et al. 2003). Choroba se projevuje obvykle po ptl roce véku ditéte, nejcastéji jako
opakovana infekéni onemocnéni se zdvaznym prub&hem - otitidy, bronchitidy, pneumonie a
meningitidy. Pavodcem téchto onemocnéni je nejcastéji Streptococcus pneumonie nebo
Haemophilus influenzae. Terapie agamaglobulinémie spoc¢iva v substituci

imunoglobulinovymi preparaty. I pfes tuto substituci trpi pacienti zdvaznymi onemocnénimi
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(encefalitida, myelitida), které jsou vyvolany piekvapiveé nikoliv bakteridlnimi, ale virovymi
organismy, a to konkrétn¢ enteroviry.

Funkce dendritickych bunék je v piipadé tohoto onemocnéni ovlivnéna jednak ptimo, a to
defektem v TLR signalizaci (Sochorova et al. 2007; Taneichi et al. 2008), jednak nepiimo,
protoze nedostatek protilatek tfidy IgG snizuje maturacni schopnosti DC (Elluru et al. 2008).

5.1.2 Bézna variabilni imunodeficience (CVID)

CVID je skupina onemocnéni s heterogenni pfi¢inou a symptomy. Zakladni
charakteristikou je deficit protilatek IgG a IgA, ktery mize byt provazen dal§imi poruchami
ve funkci T a B lymfocytt. Pacienti trpi opakovanymi bakteridlnimi infekcemi, v 25 %
ptipadi CVID se rozviji autoimunitni onemocnéni, Pacienti maji zvysené riziko vyskytu
nékterych malignit a plicnich komplikaci (Park et al. 2008a). Terapie je jako u jinych
protilatkovych poruch substitucni, poddvaji se imunoglobulinové preparaty.

V soucasnosti uz jsou znamy nékteré priciny CVID, avSak u ¢asti pacientli jsou genové
mutace vedouci k deficitu protilatek zatim neznamé. Znamymi pticinami jsou mutace CD19,
mutace proteini TACI a BAFF-R z TNFR rodiny a mutace ICOS (Schaffer et al. 2007).

Ackoliv se v ptipadé CVID jedna o onemocnéni s heterogenni etiologii, publikované prace
se shoduji v tom, ze pfi tomto onemocnéni je ovlivnéna funkce DC. Po maturaci DC zlstava
exprese kostimula¢nich molekul na nizké tirovni, je produkovano malé mnozstvi IL-12 a
stimulace allogennich T lymfocyti je velmi slaba (Bayry et al. 2004; Cunningham-Rundles a
Radigan 2005). V ptipad¢ pDC je po stimulaci TLR9 snizena produkce IFNa a také
nedochazi ke zvySené expresi Kostimulaénich molekul (Cunningham-Rundles et al. 2006).
Ziejmée se jedna o dusledek nepfitomnosti nékterych solubilnich faktorti nebo protilatek

Vv plazmé osob postizenych CVID (Nourizadeh et al. 2007).

5.1.3 Hyper IgM syndrom

Hyper IgM syndrom je, stejné jako CVID, heterogenni onemocnéni. V laboratornim
nalezu dominuje zvysena hladina IgM v krvi, ale hladiny IgG, IgA 1 IgE jsou velmi nizké.
Kromé oportunnich infekci vyvolanych intracelularnimi parazity Cryptosporidium a
Pneumocystis mize vést tato porucha k autoimunitnim chorobam, jako jsou cytopenie,
artritidy nebo zanétliva onemocnéni stiev. Jedinou u¢innou Ié¢bou je transplantace kostni
diené&, nadéjné se jevi také postupy genove terapie. Genetickym podkladem tohoto
onemocnéni jsou mutace v molekulach CD40, CD40L nebo AID (aktivaci indukovana cytidin

deaminasa) a z nich vyplyvajici porucha izotypového piesmyku B lymfocytt (Fontana et al.
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2003). Pokud je pri¢inou onemocnéni deficit AID, je porucha vazana pouze na B lymfocyty,
ostatni buniky imunitniho systému nejsou postizeny a pacient neni ohrozen oportunnimi
infekcemi (Revy et al. 1998; Revy et al. 2000). V piipad¢ deficitu CD40 nebo CD40L je
porusena také interakce mezi T lymfocyty a dendritickymi buitkami. V piipad¢ mutace

v CD40 je zménéna odpovéd DC na LPS nebo TNF. DC sice exprimuji matura¢ni marker
CD83, ale exprese kostimula¢nich molekul je stejné jako produkce IL-12 snizena (Fontana et
al. 2003).

5.1.4 Wiskottuv-Aldrichiv syndrom

Wiskottav-Aldrichiv syndrom je onemocnéni zptisobené mutaci WASp (Wiskott Aldrich
syndrom protein) genu a je vazano na X chromozom. Protein WAS je zodpoveédny za regulaci

polymerizace aktinu v hematopoetickych butikach. Projevy tohoto onemocnéni jsou zavislé na
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form¢ se onemocnéni projevuje jako trombocytopenie s opakujicimi se infekcemi a ekzémem,
doprovazena zvySenym vyskytem autoimunitnich a nadorovych onemocnéni. Mirné&jsi formy
se mohou projevovat pouze intermitentni trombocytopenii. Jedinou u¢innou terapii tohoto
syndromu je transplantace kostni dfené, vzhledem k charakteru onemocnéni se jako nadéjny
zpusob jevi také genova terapie (Notarangelo et al. 2008).

WASDP je exprimovan také v DC, ve kterych ovliviiuje tvorbu podosomu (Calle et al.
2004). DC pacienti s Wiskott-Aldrichovym syndromem vykazuji defekt v migraci do
sekundarnich lymfoidnich organti a porusenou schopnost aktivovat T lymfocyty, ktera je

MV

Noronha et al. 2005; Bouma et al. 2007; Pulecio et al. 2008).

5.1.5 IRAK-4 deficit

Jedna se o recentné popsany autozomalné¢ recesivni imunodeficit, ktery ovliviiuje
signalizacni drahu vSech TLR vyuzivajicich v aktivaci MyD88 dependentni cestu aktivace.
Bylo prokazano, Ze pacienti trpici timto deficitem jsou nachylni k infekcim vyvolanym
Streptococcus pneumonie a Staphylococcus aureus. DC postizenych pacientii nejsou schopny
po stimulaci TLR1/2, 2/6, 3, 4, 5 a 9 produkovat prozanétlivé cytokiny ani IL-12. Stimulace
TLR3 a 4 vede pouze k produkci IFNa a IFN (Ku et al. 2007). Nékteré prace uvadéji, ze
také produkce IFNa/B je po stimulaci TLR3 nizka nebo chybé&jici. Proti tomuto zjisténi vSak

stoji fakt, Ze dosud nebyla prokazana role IRAK-4 v signalizaci pfes TLR3. Také po stimulaci
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TLR7,8 a9 je produkce IFNa/p velmi nizka nebo zcela chybi (McDonald et al. 2006).
V souladu s tim je i prace, které popisuje snizenou aktivaci proteinu signaliza¢ni kaskady
TLR7 (Koziczak-Holbro et al. 2007).

Vzhledem k rozsahu postizeni TLR signalizace a klinickym projeviim nemoci, kterymi
jsou pouze infekce vyvolané vySe zminénymi bakteriemi, 1ze usuzovat, ze zfejmé existuje

IRAK-4 independentni zptisob obrany proti infekcim (Ku et al. 2007).

5.1.6 Chronicka granulomatéza

Chronické granulomatdza je onemocnéni zpisobené defekty v enzymatickém systému
NADPH oxidazy, ktery je nezbytny v tvorbé¢ kyslikovych radikalt. Postizeny jsou
fagocytujici bunky (zejména monocyty, makrofagy a neutrofily), které nejsou schopny zabijet
nékteré pohlcené patogenni mikroorganizmy. Pacienti opakované trpi zavaznymi
bakterialnimi nebo houbovymi infekcemi, které vedou v organismu k tvorbé granulomt.

V granulomu jsou koncentrovany bunky lymfatického systému s pohlcenymi patogeny, které
nemohou degradovat. Pacienti ¢asto trpi kolitidou, ktera je velmi podobna Crohnové chorobg.

Bylo prokazano, ze komplex NADPH oxidazy hraje dulezitou roli pii zpracovani antigenu
v dendritickych bunkach. Ptispiva k acidifikaci fagosomu. Ve fagozomech DC pacientt
s chronickou granulomatézou je vy$si pH neZ u zdravych kontrol a byla popsana porucha
zkiizené prezentace (Mantegazza et al. 2008). Recentni data poukazuji na moznou roli
komplexu NADPH oxidazy v tolerogennich DC, které¢ indukuji apoptozu T lymfocytt (Kuang
et al. 2008).

5.1.7 Anhydroticka ektodermalni dysplazie s imunodeficitem

Anhydrotické ektodermalni dysplasie s imunodeficitem je velmi vzacné onemocnéni
zpusobené mutaci v genu kodujicim protein NEMO (NF- kB essential modulator) nebo
mutaci v genu pro IkB. NEMO je soucasti komplexu IKK, ktery umoziuje tak translokaci
NF- kB do jadra. Vyse zminéné mutace vyrazné omezuji aktivaci NF- kB a jeho translokaci
do jadra, coz ptedstavuje zablokovani jednoho z klicovych mist aktivacni kaskady TLR
receptori. Kromé mnoha piiznakd, které nejsou typickymi projevy poruchy funkce
imunitniho systému (nesnasenlivost tepla, ztrata ochlupeni, defekty zubti), patii do klinického
obrazu infekce opouzdienymi bakteriemi a netypickymi mykobakteriemi, které krevni cestou
infikuji vnitini organy (Ku et al. 2005). Funkce DC u téchto pacienti nebyla dosud
zhodnocena zejména vzhledem k velmi nizkému poctu postizenych osob. Za podobné projevy

mohou byt zodpovédné také dal§i mutace proteind ovliviiujici aktivaci NF- kB.
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5.2 Dendpritické buriky a poruchy metabolismu

5.2.1 DC u metabolickych poruch

Vnitini prostfedni organismu ovlivituje fungovani jednotlivych bun¢k. Také DC mohou
byt vyrazné ovlivnény zménami, které doprovazeji néktera onemocnéni. Ziejme nejcastéjsimi
Stitné zlazy a zmény vyvolané selhdnim ledvin.

Zhodnoceni vlivu hyperglykémie na DC je slozité zejména u diabetu L.typu, protoze se
jedna o autoimunitni onemocnéni, jehoz pfic¢inou mize byt také primarni porucha funkce DC.
Existuje jen velmi malo praci, které se zabyvaji vlivem hyperglykémie na DC. Studie
provedend s monocytarnimi DC kultivovanymi v médiu s vysokym obsahem gluko6zy ukazala,
ze takto oSetfené DC exprimuji kostimula¢ni molekuly a také produku;ji cytokiny véetné IL-
12, ptestoze jim nebyl poskytnut jiny maturacni signal (Yao et al. 2006). Podobny efekt ma na
DC také hyperinzulinémie, ktera provazi nékteré formy diabetu IL.typu (Lu et al. 2007).

V piipad¢ acidozy, snizeni pH krve, nebyla funkce DC dosud sledovana. Bylo vSak
potvrzeno, ze v pripad¢ zanétu, autoimunitni reakce nebo v prostiedi tumoru muze byt pH
snizeno podstatné vice nez v krvi. Ve studii, ktera sledovala vliv nizkého pH na DC, bylo
prokazano, ze prechodné vystaveni dendritickych bun¢k pH 6,5 vede k jejich fenotypické
maturaci a produkci IL-12. Trvalé vystaveni DC takto nizkému pH vSak maturaci DC
neindukuje (Martinez et al. 2007). Vliv alkalozy na funkci DC nebyl dosud hodnocen.

Poruchy funkce §titné zlazy vedou bud’ k hypotyredze nebo hypertyreoze. Oba stavy
primarni roli.. Teprve v nedavné dob¢ bylo potvrzeno, Ze DC exprimuji receptor pro
trijodtyronin. Fyziologicka hladina trijodtyroninu piispiva K zvyseni exprese MHC a
kostimula¢nich molekul, k zvyseni produkce IL-12 a k stimulaci T lymfocytd (Mascanfroni et
al. 2008). Vliv hyper- nebo hypotyreozy na DC nebyl dosud sledovan.

Selhani ledvin vede k vyraznym zménam vnitiniho prosttedi, coz mtize vyrazné
ovliviovat také imunitni systém. Pfi selhani ledvin se zvysuje hladina kreatininu, mocoviny,
drasliku a dalSich toxickych latek. V ptipadé chronického selhani dochazi i k dalsim
metabolickym zménam — poskozené ledviny nejsou schopny produkovat erytropoetin a také
nejsou schopny syntetizovat aktivni formu vitaminu D. Tyto faktory mohou ovliviiovat funkci
DC. Recentni studie prokazaly vliv vysoké hladiny mocoviny 1 dalSich vysoko i
nizkomolekularnich toxint na DC. Tyto latky inhibuji maturaci DC vyvolanou LPS, snizuji

expresi kostimulaénich molekul a schopnost DC stimulovat T lymfocyty. U¢inngjsi dialyzaéni

41



postupy, béhem kterych jsou odstranény nizkomolekularni toxiny, vedou k obnoveni funkce
konven¢nich DC, zatimco funkce plasmacytoidnich DC zistava porusena (Lim et al. 2007a;
Lim et al. 2007b).

Dalsim faktorem, ktery mtize vyrazné ovliviiovat funkci DC v pribéhu chronického

selhani, je deficit aktivni formy vitaminu D, kalcitriolu.

5.2.2 DCavitamin D

Vitamin D je v lidském téle syntetizovan v nékolika krocich — syntéza prekurzoru
Z cholesterolu probiha v kiizi za ptitomnosti UV zafeni, ndsleduje hydroxylace v jatrech a
poslednim krokem je hydroxylace 1-hydroxylazou v ledvinach. Potravou pfijimany vitamin D
neni G¢inny, do aktivni formy musi také projit hydroxylaci v ledvinach. Porucha funkce
ledvin vede k bloku v poslednim kroku syntézy — v hydroxylaci - a k deficitu aktivni formy
vitaminu D. Kromé chronického renalniho selhani mize byt hypovitamindza vitaminu D
zpisobena dal§imi faktory. Vzhledem k tomu, ze vitamin D neni klasickym vitaminem —
lidské télo ho umi také syntetizovat - byvaji pfi¢iny nedostatku komplexné&jsiho charakteru.
Vliv na jeho hladinu ma zejména strava a expozice slune¢nimu zateni.

Bylo prokazano, Ze receptor vitaminu D (VDR) je exprimovan nékterymi buikami
imunitniho systému. Velké mnozstvi VDR je exprimovano v CD8 T lymfocytech, dale je
VDR exprimovan také v CD4 lymfocytech, monocytech, makrofazich a dendritickych
bunkach (Veldman 2000). Nékteré buiiky imunitniho systému véetné DC maji také schopnost
aktivni formu vitaminu D, Kalcitriolu, syntetizovat. Na rozdil od syntézy v ledvinach neni
extrarenalni syntéza striktné kontrolovana hladinami kalcia, fosforu a PTH v krvi (Holick
2004; Holick 2005).

Kalcitriol ovliviiuje zejména antigen prezentujici bunky - monocyty, makrofagy a
dendritické buiiky. Pfimou vazbou tohoto vitaminu na VDR je potla¢ena exprese MHC
molekul II. tfidy, které jsou zodpovédné za prezentaci antigenu T lymfocytim. Rovnéz je
snizena exprese kostimula¢nich molekul, které poskytuji T lymfocytiim 2.signal, nezbytny pro
jejich uplnou aktivaci. Ovlivnénim cytokinové produkce - snizenim IL-12 a zvySenim IL-10 -
je potlacen vyvoj Thl lymfocyti a stimulovan vyvoj Th2 lymfocyti, ¢imZ je cela imunitni
reakce sméfovana do Th2 typu. Thl odpovéd’ je navic piimo oslabena, protoze vlivem
kalcitriolu nejsou lymfocyty schopny produkovat klicové cytokiny Th1 odpovédi - IL-2 a
IFNy. Naopak Th2 odpovéd je vlivem Kalcitriolu podpofena, a to ptedevsim proto, ze
lymfocyty v prostfedi kalcitriolu zvysuji produkci IL-4, IL-5 a IL-10 (Adorini 2002; Adorini
2005) (van Etten a Mathieu 2005). Toto zjednoduSené schéma vyplyva z fady
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experimentalnich praci in vitro. Ve skute¢nosti jsou u¢inky kalcitriolu v organismu
komplexnéjsi a zavisi na celé fad¢é okolnosti.

Bylo prokazano, ze vitamin D ovliviiuje imunitni odpovéd’ v ptipad¢ infekce, v priabehu
autoimunitni reakce, hraje také roli v reakci organismu na transplantat a v protinddorové
imunitni reakci. Diilezitost vitaminu D pro protiinfekéni imunitu nejlépe vystihuje ptislovi
,,Kam nechodi slunce, tam chodi Iékai*“. Snizena expozice slune¢nimu zafeni vede k deficitu

Vrwe

Mykobakteria jsou v organismu rozpoznavana makrofagy, jejich eliminace z organismu je ale
problematicka, protoze ziji intracelularné. K jejich u¢inné eliminaci je zapotiebi souhry dobré
funkce makrofagii a Th1 lymfocytl. Ty poskytuji produkci interferonu gama stimulus pro
indukci intracelularni tvorby NO (oxidu dusnatého), ktery je pro mykobakteria baktericidnim
faktorem. I kdyZ z experimentil vyplyva, Ze vitamin D potlacuje funkci Thl lymfocyti a
produkci interferonu gama, v tomto ptipadé ziejmé prevlada jeho ptimy vliv na produkci NO
(Waters et al. 2004). Dalsi mechanismus eliminace mykobakterii spoc¢iva v nasledujicim
pochodu: pokud makrofag rozpozna ve svém okoli mykobakteria, zah4ji imunitni reakci, jejiz
soucasti je zvySena exprese 1-hydroxylazy a VDR. Tim se zvysi lokalni produkce kalcitriolu a
citlivost makrofagli na tento ptisobek. Vazba kalcitriolu na VDR indukuje expresi
cathelicidinu, ktery se vyznacuje pfimou mikrobicidni aktivitou a je schopen likvidovat i
intracelularné lokalizovand mykobakteria. Zaroven ptsobi jako chemokin a ovliviiuje migraci
lymfocytt do mista infekce. Pfedpoklada se, Ze hraje roli také v regulaci dalsich
protizanétlivych pochodu (Liu et al. 2006).

Pokud jde o autoimunitni onemocnéni, zda se, ze pti ochrané organismu pied
autoimunitnimi onemocnénimi se uplatiuje spise imunosupresivni u¢inek kalcitriolu. Bylo
prokézano, ze lidé zijici ve vysSich zemépisnych Sitkach jsou vice ohrozeni autoimunitnimi
onemocnénimi, protoze se u nich ¢astéji vyskytuje deficit vitaminu D v souvislosti
s nedostatkem slune¢niho zatfeni. U obyvatel nizSich zemépisnych Sitek (0-35°) je riziko
rozvoje prototypu organove specifické autoimunitni choroby - roztrousené sklerézy -
polovi¢ni v porovnani se skupinou obyvatel vyssich zemépisnych sifek. Navic byl popsan
sezonni vyskyt tohoto onemocnéni - v 1ét€ je incidence nizka, v zimnim obdobi dosahuje
maxima. Zvyseny piijem vitaminu D (400 [U/den) sniZuje riziko vyskytu o vice nez 40%
(Holick 2005). Pro 1é¢bu relapst roztrousené sklerdzy se jako vhodny 1€k jevi biologicky
aktivni forma vitaminu D kalcitriol, problémem pfi jeho pouziti je vyskyt hyperkalcémie

(Wingerchuk et al. 2005). Podobna souvislost jako v piipad¢ roztrousené sklerozy byla
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zjiSténa u diabetu 1.typu. Deficit vitaminu D vyrazné zvySuje riziko rozvoje diabetu u déti,
suplementace vitaminem D toto riziko snizuje (Mathieu et al. 1994; Hypponen et al. 2001).

Podobny efekt vitaminu D lze o€ekavat 1 v prevenci dalSich autoimunitnich onemocnénti,
jako jsou napf. revmatoidni artritida, Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida nebo systémovy
lupus erytematodes. V ptipad¢ téchto onemocnéni vSak nebyla souvislost mezi deficitem ¢i
suplementaci vitaminem D a rozvojem onemocnéni jednozna¢né prokézana, zatim se jedna
pouze o udaje zjisténé studiem zvifecich modelu (Seibert et al. 2005).

Zajimava je také role vitaminu D v prevenci hypertenze a aterosklerdzy. I ateroskleroza je
dnes povazovana za ¢asteén€ autoimunitni onemocnéni. Kalcitriol negativné reguluje
produkci reninu, piisobi na buiiky srde¢niho svalu a zdroven svym imunosupresivnim
ucinkem tlumi zanétlivou reakci probihajici ve stadiu vzniku ateromové 1éze (Holick 2005).

Je zfejmé, Ze i u autoimunitnich chorob hraje dulezitou patogenetickou roli dysfunkce DC

navozend mj. nedostatkem aktivni formy vitaminu D.
5.3  Dendritické buiiky a nadorova onemocnéni

5.3.1 Role imunitniho systému v obrané proti nadorovym buiikam

Nadorové onemocnéni predstavuje svym charakterem velmi specifickou formu
onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze je zpisobeno vlastnimi bunkami organismu, které jsou
transformované v bunky nadorové, je pro imunitni systém situace velmi odlisna od piipadu,
kdy je ptivodce cizi exogenni ¢initel. Otazkou je, zda je imunitni systém vybaven tak, aby byl
schopen G¢inné eliminovat transformované bunky. Odpovéd’ na tuto otazku poskytuje fakt, ze
u imuno-deficitnich jedincti je incidence nékterych typti nadort vyssi nez u jedinct
s normalnim imunitnim systémem (Beral a Newton 1998). Také na RAG deficitnich mysich
modelech, které postradaji T a B lymfocyty, byla potvrzena role imunitniho systému v obrané
proti nddorovym bunkam. Tyto mysi vyvijely mnohem vice spontannich nadori a také
chemicky indukované tumory se vyvijely rychleji a s vétsi frekvenci nez u
imunokompetentnich kontrol (Shankaran et al. 2001). Podobné vysledky byly ziskany
studiem mysich modelt postradajicich NK a NKT burky (Smyth et al. 2000). Taktéz byla
prokazana role IFNy (Shankaran et al. 2001) a perforinu v protinadorové imunitni reakci
(Street et al. 2001).

Puvodni teorie o imunitnim dozoru (Burnet 1970), ktera piedpokladala existenci bunék,
které permanentné kontroluji, zda nedoslo k nadorové transformaci, byla postupné rozsitena a

uptfesnéna. Zda se, ze imunitni systém vyviji na nadorové bunky neustaly selek¢ni tlak, ktery
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ovsem vede k selekci takovych variant transformovanych bunék, které dokazou uniknout
protinadorovym mechanismtiim imunitniho systému. Podle nové hypotézy, tzv. ,,Cancer
immune editing®, editace nadoru imunitnim systémem lze rozlisit tfi rizné stavy boje
imunitniho systému s transformovanymi burikami. Jedna se o eliminaci transformované
bunky, ustaveni rovnovahy mezi nadorovymi buiikami a imunitnim systémem a Gnik
transformované nadorové buiky pfed imunitnim systémem. Ve vétSiné€ ptipadl jsou
transformované bunky v¢as rozpoznany imunitnim systémem a eliminovany z organismu.
Muze vsak dojit k ustaveni rovnovahy, tato faze mtze byt velmi dlouha, ptipadné i trvala,
muize vSak vést k eliminaci transformovanych bun¢k nebo naopak k tniku transformovanych

bunék a rozvoji nadorového onemocnéni (Dunn et al. 2002).

5.3.2 Rozpoznani nadorovych bunék imunitnim systémem

Bylo prokazano, Ze hlavni roli v obran¢ proti nadorovym onemocnénim hraji cytotoxickeé
lymfocyty, kterym je antigen prezentovan dendritickymi bunkami (lkeda et al. 2004).
Nadorové bunky sice exprimuji na svém povrchu tumor specifické antigeny, avSak nemohou
samy o sob¢€ fungovat jako antigen prezentujici buiiky, nebot’ na svém povrchu nenesou
kostimulacni molekuly nutné pro plnou aktivaci T lymfocytii. Aby mohla byt zahajena
imunitni reakce, musi byt nadorova buiika pohlcena DC, na jejimz povrchu jsou nasledné
casti nadorovych bun¢k vystaveny. V této forme jsou pak ¢asti nadorovych bunék
prezentovany T lymfocytiim a mize byt zah4jena specificka imunitni reakce proti nadoru. Za
tu jsou zodpoveédné zejména cytotoxické lymfocyty. Problémem vSak zistava, Ze pro plné
rozvinuti imunitni odpovédi musi byt prezentujici DC aktivovany. Endogenni signaly
nebezpedi, jakymi jsou kyselina moc¢ova, dihydrogen pyrofosfat nebo proteiny teplotniho
Soku maji vS§ak mnohem mensi aktiva¢ni potencial nez struktury patogennich organismi (Shi
et al. 2003; Meylan et al. 2006).

Nadorové buiikky mohou byt rozpoznany a zniceny také pomoci NK bun¢k, a to v ptipadé,
ze je eliminovana exprese MHC molekul na jejich povrchu. Nedochazi tak k vazbé MHC na
inhibi¢ni KIR receptor NK buiiky, ta je aktivovana a svymi cytotoxickymi mechanismy
nadorovou bunku zni¢i (Ljunggren a Malmberg 2007). Zarovent mohou byt NK burnky
aktivovany pomoci aktiva¢nich receptoru. Nejlépe popsanym aktiva¢nim receptorem je
NKG2D, jehoz ligandy, molekuly podobné MHC L.tfidy, jsou zfidka exprimovany na
normalnich buiikéch, zatimco jejich exprese na povrchu nadorovych buné¢k je velmi Casta

(Waldhauer a Steinle 2008).
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5.3.3 Mechanismy tiniku niadorovych bunék pred imunitni reakei

Ke svému pieziti vyvinuly nadorové bunky fadu mechanismu, kterymi se snazi uniknout
pied zni¢enim efektorovymi mechanismy imunitniho systému. Nadory ovliviiuji zejména
lymfocyty a antigen prezentujici buniky. V ptipadé ovlivnéni T lymfocytti dochazi ke zménam
v signalizac¢ni kaskadé TCR, inhibici cytotoxickych mechanismi, indukci Treg nebo indukci
apoptozy. V pripad¢ ovlivnéni DC se jedna o snizeni poctu DC, inhibici diferenciace,
maturace nebo migrac¢nich schopnosti.

Nédorové a stromdlni bunky produkuji celou fadu plsobki, kterymi ovliviiuji funkei
imunitniho systému. Produkci TGF-f, M-CSF (macrophage-colony stimulating factor), I1L-6,
VEGF (vascular endothelial grow factor), IL-1 a PGE2 je inhibovana diferencicace DC.
Nekteré pusobky ovliviiuji také funkéni vlastnosti DC a T lymfocyta (Gabrilovich et al.
1996a; Rabinovich et al. 2007; Gottfried et al. 2008). Také produkce kyseliny mlééné
nadorovymi bunkami ovlivituje funkci CTL — snizuje produkci cytokint a inhibuje
cytotoxické mechanismy (Fischer et al. 2007).

Dal$im mechanismem, kterym nadorové bunky ovliviiuji T lymfocyty, je exprese IDO a
nasledna inhibice funkce T lymfocytl vyplyvajici z nedostatku tryptofanu a prebytku
nékterych inhibi¢nich metaboliti (Uyttenhove et al. 2003).

Nédory mohou inhibovat T lymfocyty také pomoci exprese koinhibi¢nich molekul PD-L1
s B7-H4(Dong et al. 2002; Zou a Chen 2008) a mohou navozovat apoptozu T lymfocytt
prostfednictvim exprese molekul FasL, TRAIL a RANTES (Hahne et al. 1996; Giovarelli et
al. 1999; Mellado et al. 2001).

Mechanismem, ktery vyuzivaji nadorové buiiky zejména k tiniku pfed NK bunikami, je
produkce HLA-G, které inhibuje funkci NK bun¢k a CTL, a také produkce solubilni formy
MICA (homolog MHC molekul L.tfidy), kterd vede ke snizeni poctu aktiva¢nich receptorii na
povrchu NK (Groh et al. 2002; Seliger 2005).

Recentné popsanou populaci buné€k, ktera ptispiva k tiniku nadorovych bunc¢k dozoru
imunitniho systému, jsou supresorové buiiky odvozené z myeloidnich prekurzora (MDSC,
myeloid-derived suppressor cells). Jedna se o heterogenni populaci nezralych makrofagi,
granulocytti, DC a dalSich myeloidnich bunék. U zdravych jedinci se tyto buniky vyskytu;ji
pouze ve slezin¢ a v kostni dfeni a davaji vzniknout zralym myeloidnim buitkdm. Tyto bunky
antigen specificky ovliviiuji schopnost CTL produkovat IFNy - brani jeho produkci u téch
bunék, jejichz TCR reaguje s komplexem peptid-MHC 1.t¢idy na povrchu MDSC (Rabinovich
et al. 2007). Tento d&j je zavisly na produkci peroxidu vodiku v MDSC (Kusmartsev a
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Gabrilovich 2003). Interakce T lymfocytt s témito buitkami mtze vést k indukci Treg nebo

k vytvofeni anergickych T lymfocyt. Piedpoklada se, ze v indukci populace MDSC hraji roli
solubilni faktory produkované nddorem, dosud vSak nebyl uréen konkrétni piisobek
zodpovédny za tento jev. Kandidatnimi ptsobky jsou zejména molekuly ze skupiny riistovych

faktord, které jsou produkovany v mnoha typech nadora (Marigo et al. 2008).

5.3.4 DC a imunoterapie nadorovych onemocnéni

Jelikoz v rozvoji nddorového onemocnéni i ochrané proti nému hraje vyraznou roli
imunitni systém, nabizi se moznost vyuzit modulaci imunitnich funkci jako terapeuticky
postup pro 1é¢bu téchto onemocnéni. Tyto postupy se daji rozdélit do tii velkych skupin:
postupy vedouci k indukci imunogenni smrti nddorovych bunék, postupy podporujici
prezentaci nadorovych antigenti a aktivaci T lymfocytd, a postupy, které se snazi
antagonizovat imunosupresivni u¢inek naddoru. Stale jsou vSak objevovany nové zpusoby,
kterymi se naddory brani pied zni¢enim, a tak lze predpokladat, ze G€inny terapeuticky postup
nebude vyuzivat jediného mechanismu, ale bude kombinovat G¢inky ve vSech tfech vyse
zminénych oblastech (Stagg et al. 2007).

Dendritické bunky se vyznamnou mérou podili na protinadorové imunitni odpovédi
(Dhodapkar et al. 2008). Imunoterapie zalozena na dendritickych butikach se proto nabizi
jako vhodny postup. Zakladni myslenka tohoto postupu je velmi jednoduché - dendritické
buniky jsou ovlivnény tak, aby na svych MHC molekulach prezentovaly nddorové antigeny.
Poté diky tomuto ovlivnéni spusti imunitni odpovéd’ zamétenou proti nadoru. DC mohou byt
upraveny in vitro a vraceny zpét do téla pacienta, existuji vSak postupy, kdy jsou DC
ovlivnény pfimo in vivo.

Plvodné byly pouzivany nezralé DC s navdzanym antigenem, avSak pozd¢ji se zacaly
vyuzivat postupy, pii kterych dochazelo zaroven k maturaci DC, aby bylo zamezeno indukci
Treg nezralymi DC (Mcllroy a Gregoire 2003).

Postupné bylo zjisténo, ze ucinnost protinddorové vakciny ovlivituje cela fada faktort.
Prvnim z nich je volba zdroje DC — ty lze ziskat izolaci z krve, kultivaci z monocyt nebo
CD34+ bunék kostni diené. Izolace DC z periferni krve je z vySe uvedenych postupli nejméné
vhodn4, a to zejména kviili velmi nizkému poctu DC v periferni krvi. Navic jiz mohou byt
tyto buniky ovlivnény supresivnim ptisobenim nadoru (Gabrilovich et al. 1996b).

V piipad¢ imunoterapie pomoci DC je také tteba zvolit vhodnou formu nadorového
antigenu — bud’ je vyuzivan konkrétni nadorovy antigen, ptipadné definovana smés, nebo jsou

pouzivany celé nadorové bunky, pticemz se jedna o nedefinovatelnou smés mnoha riznych
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antigentl. V prvnim piipad¢ mize byt peptid nebo protein podan DC piimo nebo muiize byt
jeho exprese vyvolana transfekci dendritickych bunék RNA nebo DNA, ktera koduje dany
protein nebo peptid. Nukleova kyselina kddujici nadorovy antigen muze byt do bunky
vpravena také pomoci virovych vektorti (Osada et al. 2006). Postupem testovanym pouze na
mysich modelech je doruceni antigenu v komplexu s protilatkou tfidy IgG (Kalergis a
Ravetch 2002; Schuurhuis et al. 2006). Pohlceni a prezentace peptidu mutize byt podpotfeno
jeho navazanim na molekulu vazici se na C-lektinovy receptor CD205 (Bozzacco et al. 2007)
nebo DC-SIGN (Tacken et al. 2005), jako varianta se nabizi také navazani peptidu na ligand
TLR (Khan et al. 2007). V ptipad¢ pouziti nadorovych bun¢k jako zdroje antigent je mozné
vyuzit bunééné lyzaty, nekrotické nebo apoptotické nadorové bunky (Osada et al. 2006).
Nekteré postupy je mozno vyuzit pouze in vitro, jiné€ in vitro i in vivo.

U obou postupll je tieba zajistit, aby bylo dosazeno fenotypické 1 funkéni maturace DC.
Proto je velmi dulezitym faktorem ovlivitujicim a¢innost vakciny volba matura¢niho Cinidla.
Vyuzivany jsou ligandy TLR receptorti nebo rizné smési cytokinii. Jako zlaty standard je
pouzivana kombinace IL-13,TNF, IL-6, PGE-2 (Jonuleit et al. 1997), pfi¢emz ptitomnost
PGE-2 je pon¢kud problematicka. DC maturované bez pfitomnosti PGE-2 nejsou schopny
exprimovat chemokinovy receptor CCR7, ktery je nezbytny pro migraci DC do sekundéarnich
lymfatickych organi (Luft et al. 2002). Na druhou stranu PGE-2 snizuje produkci IL-12 v DC
(Jongmans et al. 2005). TLR ligandy se jevi jako vhodnéjsi matura¢ni ¢inidla vzhledem jejich
schopnosti indukovat plnou fenotypickou i funkéni maturaci DC. LPS jako latka s extrémnim
ucinkem na imunitni systém je K pouziti ve imunoterapeutickych vakcinach vhodna jen za
urcitych okolnosti. V ptipadé pouziti imunokomplext neni nutna dalsi stimulace DC, protoze
DC jsou aktivovany prostfednictvim svych Fc receptori, které reaguji s imunokomplexy
(Schuurhuis et al. 2006).

Uginnost protinadorové vakciny miize byt ovlivnéna také zptisobem podani, poétem
podanych bun¢k nebo frekvenci a poctem opakovani (Osada et al. 2006). Dosud nebyl
stanoven postup, ktery by vedl k optimalnimu vysledku a protokoly jednotlivych laboratofi se
velmi 1i8i — napiiklad davka podavanych DC se pohybuje mezi 1-200 miliony DC.
Optimalizace postupu pfipravy protinadorové vakciny je pfedmétem studia mnoha pracovist.

Jak ukazuji metaanalyzy provedenych studii, samotna imunoterapie DC ma nejvyssi
ucinnost mezi imunoterapeutickymi postupy — cca 12%. Ptesto je to veelku nizka G¢innost
vyplyvajici z celé fady diivodl (aplikace v pokrocilych stadiich onemocnéni, rtizné vyrobni
postupy aj.). Vzhledem ke komplexnim mechanismtiim protinadorové imunity se nové;jsi

postupy zamétuji nejen na aplikaci samotné vakciny z DC, ale kombinuji se postupy vedouci
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napt. k redukci Treg ev. jiné doplitkové postupy (Stagg et al. 2007). Jako nadé€jna se jevi
kombinace s chemoterapii, pficemz se vyuziva indukce imunogenni smrti nadorovych bunék
pomoci chemoterapie (Spisek et al. 2007; Zitvogel et al. 2008).

Je ztejmé, ze diky své roli v imunitnim systému jsou DC nastrojem, ktery miize byt vyuzit
k 1€¢bé fady onemocnéni. Na druhou stranu je tieba stalé obezietnosti vzhledem k moznosti

indukovat zcela odlisné typy reakce.
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6 Cile prace

V teoretické Casti této prace jsou shrnuty soucasné poznatky o dendritickych bunkach a
jejich funkci v imunitnim systému. Jsou zde popsany signaly vedouci k maturaci DC, zmény
vyvolané maturaci DC a nasledné ovlivnéni aktivity T lymfocytii s cilem zdiraznit dilezitost
kazdého kroku v rozvoji adekvatni imunitni reakce. Je ziejmé, Ze poruSeni funkce
dendritickych bun€k mize piispivat k patogenezi n¢kterych onemocnéni, stejné tak jako muze
byt funkce DC nékterymi patologickymi stavy ovlivnéna.

Cilem této prace bylo rozsitit poznatky o roli dendritickych bun€k v patogenezi n¢kterych
onemocnéni, zhodnotit moznosti ovlivnéni DC s cilem normalizovat jejich poruSenou funkci a
piipadn¢ je vyuzit k terapii zakladniho onemocnéni. Konkrétné je feSena problematika shrnuta
do tfi bodu:

Sledovani funkce dendritickych bunék u pacientii Brutonovou agamaglobulinémii

Pacienti s Brutonovou agamaglobulinémii trpi i pfes substituéni 1é¢bu imunoglobuliny
velmi zavaznymi virovymi infekcemi postihujicimi zejména centralni nervovy systém.

V nedavné dobé byla popsana asociace Brutonovy tyrosin kinazy, jejiz mutace je pfi¢inou
onemocnéni, s proteiny signaliza¢ni kaskady TLR receptort. Cilem nasi prace bylo stanovit,
zda je u pacientii ovlivnéna funkce DC. Porusena schopnost DC maturovat v odpovédi na
patogenni stimulaci by mohla byt pfi¢inou vyse zminénych zavaznych komplikaci.
Zhodnoceni vlivu kalcitriolu a jeho analogu na dendritické buniky

Kalcitriol (1,25 dihydroxycholecalciferol), aktivni forma vitaminu D, je latkou
S prokdzanymi imunoregulacnimi vlastnostmi. Hypovitaminéza, kterd je velmi Casto
dusledkem chronického ledvinového selhani z divodt poruchy 1a-hydroxylace
cholecalciferolu v ledvinach, vyrazné ovliviluje také funkci DC. Pouziti aktivni formy
vitaminu D v substitu¢ni terapii je omezeno kvuli jeho hyperkalcemickému efektu.
Paricalcitol, analog kalcitriolu, vykazuje podstatné nizsi hyperkalcemicky efekt a pacienti
1éCeni timto analogem mayji nizsi riziko kardiovaskularnich komplikaci. Abychom potvrdili
vhodnost terapie paricalcitolem také z hlediska t¢inkli na imunitni systém, porovnali jsme
ucinek kalcitriolu a jeho analogu paricalcitolu na dendritické buiky.

Moznost piipravy protinadorové vakciny pro pacientky s karcinomem ovaria

Ptiprava vakciny z dendritickych bunék se jevi jako mozny terapeuticky postup nékterych
nadorovych onemocnéni. Dendritickym buitkam je piedlozen nadorovy antigen a buiiky jsou
nasledn¢ maturovany. Cilem nasi prace bylo zhodnotit vlastnosti dendritickych bun€k

ptipravenych kultivaci s apoptotickymi nadorovymi bunikami a maturovanych ligandem
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TLR3. Byl sledovan maturacni stav DC a jejich schopnost indukovat antigen specifickou
protinadorovou odpovéd'. Jednalo se o prvni krok vyvoje protinadorové vakciny, jehoz cilem

byla optimalizace parametra spojenych s poddvanim antigenu a maturaci DC.
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7 Vysledky a diskuze

Vysledky této prace byly shrnuty do tfi publikaci otiSténych v zahrani¢nich
impaktovanych Casopisech. Pouzitd metodika i konkrétni vysledky prace jsou vzdy popsany
VvV samotné praci, ke kazdé publikaci je pfipojen kratky komentat, ktery diskutuje dosazené

vysledky a vyznam prace.
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7.1  SniZend schopnost dendritickych bunék pacientit s X-vazanou

agamaglobulinémii produkovat IL-6 a TNF-a po stimulaci TLRS8

Brutonova tyrosin kinaza je kli¢ovym proteinem ve vyvoji B lymfocyti. Mutace v genu
kédujicim tento protein je pti¢inou X-vdzané agamaglobulinémie (XLA), kterd je
charakterizovdna absenci B lymfocyta v periferni krvi a z toho vyplyvajici
hypogamaglobulinémii. Pacienti jsou po cely Zivot odkazani na substitu¢ni 1écbu
imunoglobulinovymi preparaty. Ptes tuto 1é¢bu jsou ohrozeni zavaznymi virovymi infekcemi.

Kromé B lymfocytt je btk exprimovéna také v myeloidnich bunikach. V nedavné dobé
byly publikovany préce, které prokazaly, Ze btk je asociovdna s nékterymi proteiny
signalizacni kaskady TLR. Proto jsme se rozhodli sledovat vliv mutace btk na signalizaci pies
TLR v myeloidnich dendritickych bunikach. Zaméfili jsme se na vlastnosti DC, které se
vyrazné méni béhem maturace DC vyvolané stimulaci TLR ligandy. Jednalo se o sledovani
fenotypickych charakteristik, endocytarni aktivity, produkce cytokini a schopnosti indukovat
proliferaci alogennich lymfocytii. Vzhledem k existenci praci poukazujicich na moznou roli
btk v diferenciaci DC jsme zhodnotili také pocty dendritickych bun€k v periferni krvi
pacientl a spektrum TLR exprimovanych myeloidnimi DC.

Prokézali jsme, ze pacienti s XLA maji v periferni krvi normalni poc¢et myeloidnich 1
plasmacytoidnich DC. Také exprese TLR byla v myeloidnich dendritickych buiikach pacienta
shodna jako v myeloidnich DC zdravych kontrol. Vliv btk na diferenciaci dendritickych
bunék jsme v nasi praci nepotvrdili. Po stimulaci vétSinou TLR ligandti jsme prokazali u DC
pacientil shodné maturacni charakteristiky jako u dendritickych bun€k zdravych kontrol.

V ptipadé stimulace TLR8 analogem virové RNA jsme vSak nalezli vyrazny defekt
Vv produkci cytokint IL-6 a TNFa u pacienti s XLA. Pouziti specifického inhibitoru btk
potvrdilo, Ze tento defekt v produkci IL-6 a TNFa je opravdu disledkem nefunkcnosti btk.

V nasi praci jsme potvrdili roli btk v TLR signalizaci a popsali dosud neznamé disledky
deficitu btk na signalizaci pies TLRS. Pfed nami se vlivem deficitu btk na funkci bun¢k
zabyvalo nékolik védeckych skupin, vétSinou se vsak jejich pozornost zamétrovala na jiné
populace myeloidnich bunék (monocyty, makrofagy). S myeloidnimi DC byla provedena
pouze jedind studie, pfi niz byl vSak ke stimulaci DC pouzit pouze LPS a zadny defekt v TLR
signalizaci zaznamenan nebyl. Zavery této studie potvrdila i nase prace. Vzhledem k tomu, Ze
jsme pouzili Sirsi spektrum TLR ligandi, bylo mozno sledovat vliv deficitu btk na
signalizacni drahy nékolika TLR. V pfipadé¢ stimulace TLRS8 byla u pacientii s XLA

zaznamenana vyrazn¢ snizena produkce IL-6 a TNFa. Zajimavym faktem je, ze zavazné
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virové infekce postihujici pacienty navzdory substituéni 1€cbé jsou zplsobeny enteroviry, za
jejichz rozpoznani je zodpovédny TLR8. Nami objevena porucha v signalizaci pfes TLR8

muze byt jednou z pii¢in vaznych komplikaci pacientil S X-vazanou agamaglobulinémii.
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7.2 Paricalcitol (19-nor-1,25-dihydroxycholecalciferol) ak alcitriol (1,25-
dihydroxycholecalciferol) maji imunomodulacéni vliv na dendritické buiiky a
inhibuji vznik antigen specifickych T lymfocytii

Jak bylo uvedeno v kapitole 5.2.2, aktivni forma vitaminu D, kalcitriol, je nezbytna pro
normalni fungovani imunitniho systému. Dendritické bunky obsahuji nitrobunéény receptor
pro kalcitriol, VDR. Dendritické bunky ovlivnéné kalcitriolem maji tolerogenni charakter, je
potlacena zejména indukce Th1 imunitni odpovédi. Deficitem kalcitriolu jsou vyrazné
ohroZeni zejména pacienti trpici chronickym selhanim ledvin. Substitucni 1écba podavana
témto pacientli ma korigovat sekundarni hyperparatyreoidismus a rendlni osteodystrofii.
Ukazuje se vsak, ze substitu¢ni 1é¢ba muze byt pfinosem také svym puisobenim na bunky
imunitniho systému. Pro své imunomodulaé¢ni G¢inky by terapie kalcitriolem mohla byt
piinosem také v 1é¢bé nékterych autoimunitnich chorob. Problémem podavani kalcitriolu je
vsak jeho vyrazny hyperkalcemicky efekt, ktery muze vést az ke kalcifikacim vnitinich
organd a ovlivnéni kardiovaskularni morbidity a mortality. Nov¢jsi preparaty — analoga
kalcitriolu - maji redukovany hyperkalcemicky efekt se zachovanou schopnosti vazat se na
VDR, avsak jejich G¢inek na imunitni systém nebyl dosud popsan.

V nasi praci jsme porovnali G¢inek kalcitriolu a jeho analogu paricalcitolu (aktivatory
VDR) na funkéni a morfologické vlastnosti DC. Dendritické buniky derivované z krevnich
monocytu byly vystaveny in vitro pasobeni kalcitriolu nebo paricalcitolu a nasledné
maturovany pomoci lipopolysacharidu. Nasledn¢ byly sledovany jejich fenotypové
charakteristiky, produkce 1L-12, schopnost indukovat antigenné specifickou imunitni
odpovéd’ a schopnost indukovat vznik FOXP3+ regula¢nich T lymfocytt.

V nasi praci jsme potvrdili imunomodulacni vliv kalcitriolu na DC — osetfené DC
exprimovaly podstatné mén¢ kostimula¢nich molekul a MHC IL.tfidy a produkovaly mén¢ IL-
12 nez kontrolni DC. Podobny efekt jsme zaznamenali také u paricalcitolu. Sledovali jsme
také vliv obou lé¢iv na expresi PDL na povrchu DC, protoZe tyto molekuly hraji zfeymé roli
v indukci periferni tolerance. Zatimco exprese PDL-1 nebyla pouzitymi 1é¢ivy ovlivnéna,
exprese PD-L2 byla snizena. Vliv kalcitriolu a jeho analogti na indukei antigen specifické
imunitni odpovédi nebyl dosud sledovan. Zjistili jsme, Ze Kalcitriol i paricalcitol vyrazné
snizuji schopnost DC indukovat proliferaci antigenné specifickych T lymfocyta produkujicich
IFNy. Dalsi sledovanou vlastnosti ovlivnénych DC byla schopnost indukovat vznik FOXP3+
regulacnich T lymfocytl po stimulaci definovanymi antigeny. Pfes schopnost inhibice vzniku

antigenné specifickych T lymfocyti nebyla v porovnani s kontrolami snizena frekvence T
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regulacnich lymfocytl, coz mize svédcit o schopnost aktivatortt VDR inhibovat vznik
specifické imunitni reakce pti zachovani indukce regulacnich bunék.

Ziskané vysledky dokumentuji, ze efekt kalcitriolu a paricalcitolu na imunitni systém je
totozny. Potvrzeni toho, Ze také paricalcitol je schopen inhibovat Th1 imunitni odpovéd’,
otevird moznosti jeho pouziti v 1é€bé nékterych autoimunitnich onemocnéni, protoze na rozdil

od kalcitriolu ma tento 1¢k velmi redukovany hyperkalcemicky efekt.
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7.3 Invitro zhodnoceni vlastnosti DC pulsovanych apoptotickymi nadorovymi

buiitkami s ohledem na jejich pouZiti jako protinadorové vakciny

Imunoterapie dendritickymi buitkami ptedstavuje jeden z nadéjnych postupd, ktery by
mohl byt vhodnym doplnénim klasickych forem 1é€by. O tom, jak G¢inny bude tento postup,
rozhoduje mnoho faktort. V ptipravé protinadorové vakciny jsou to zejména zdroj a forma
nadorovych antigend, které jsou dendritickym bunikam ptedkladany, a ¢inidlo, které je vyuzito
k maturaci DC.

V nasi praci jsme se zaméfili na zhodnoceni vlastnosti DC pulsovanych apoptotickymi
nadorovymi buitkami a maturovanych pomoci poly(I:C), analogu virové RNA. Sledovali jsme
fenotyp dendritickych bunék a spektrum produkovanych cytokinti. Schopnost dendritickych
bunék vyvolat antigen specifickou protinadorovou odpovéd’ byla zhodnocena kvantifikaci
IFNy produkujicich T lymfocytlh pomoci metody ELISPOT.

V nasi praci jsme prokazali, Ze vice jak 30% dendritickych bunék, jimz byl piedlozen
nadorovy antigen, tento antigen pohltilo, avSak apoptotické buniky samy o sob& neindukovaly
maturaci DC. Pomoci maturac¢niho ¢inidla poly(I:C) bylo dosazeno maturace DC — byla
zvySena exprese kostimulacnich molekul, DC produkovaly TNFa a také IL-12p70, i kdyz
vV mens$im mnoZzstvi nezZ DC, které nebyly pulzovany nddorovymi buiikami. Proliferace
antigen specifickych lymfocytl bylo dosaZeno u vétSiny pacientek.

Prokazali jsme, ze zvoleny postup piipravy protinadorové vakciny vede k vzniku
maturovanych dendritickych bunék, které jsou schopny indukovat proliferaci antigen
specifickych T lymfocytt produkujicich IFNy.

Vysledky této prace polozily zaklad dalSim optimalizaénim pokusiim provadénym na
Ustavu imunologie UK 2.LF a FN Motol. Dlouhodobym cilem naseho pracovisté je piiprava
protinddorové vakciny pro pacientky s karcinomem ovaria za podminek spravné vyrobni

praxe.
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8 Zavér

V soucasné dobe je jiz jednoznacné potvrzena vyznamna role dendritickych bunék

v imunologickych reakcich. Na jednu stranu hraji tyto bunky roli v imunitni odpovédi
zamétené proti patogentim ¢i nddorovym buitkdm, na druhou stranu maji schopnost indukovat
toleranci vii¢i nékterym antigenlim. Je ziejmé, Ze poruseni funkce dendritickych bunék miize
mit pro organismus fatalni nasledky. Nedostate¢na aktivace dendritickych bunck muize
ptispivat k rozvoji nadorovych onemocnéni nebo se podilet na zvySené nachylnosti organismu
k infekénim onemocnénim. Naopak piilisna aktivace dendritickych bunék mize byt pti¢inou
autoimunitniho onemocnéni. OdliSnym piipadem je situace, kdy je funkce dendritickych
bunék ovlivnéna sekundarng, a to v diisledku onemocnéni, ktera porusi vnitini rovnovahu
organismu.

Studium dendritickych bunék, jejich role a ovlivnéni v pribéhu patologickych stavi bylo
hlavnim pfedmétem této disertacni prace. Zavery prace lze rozdélit do tii Casti:

V prvni ¢asti byla zhodnocena funkce dendritickych bunék u pacientt s deficitem Brutonovy
tyrosin kinazy. In vivo jsme sledovali vliv deficitu na zastoupeni populaci DC v periferni krvi.
In vitro jsme sledovali schopnost nezralych DC maturovat po aktivaci riznymi agonisty TLR
ligandti. V nasi praci jsme potvrdili roli btk v TLR signalizaci a popsali dosud neznamé
dusledky deficitu btk na signalizaci ptes TLRS. Po stimulaci dendritickych bunék s deficitem
btk analogem virové RNA (TLRS) je vyrazné snizena produkce cytokint IL-6 a TNFa. Tato
porucha v signalizaci ptes TLR8 muze byt jednou z pfi¢in vaznych infekénich komplikaci
pacientt s deficitem btk.

Druhou ¢asti prace bylo porovnani u¢inku Kalcitriolu a jeho analogu paricalcitolu (aktivatory
VDR) na funk¢ni a morfologické vlastnosti DC. Prokézali jsme, Ze synteticky analog
kalcitriolu parikalcitol ma na dendritické bunky stejny vliv jako pfirozeny kalcitriol — inhibuje
jejich maturaci. Ob¢ 1é¢iva zaroven vyrazné potlacovala vznik antigen specifickych
lymfocytt. Potvrzeni toho, Ze také paricalcitol je schopen inhibovat Th1 imunitni odpovéd’,
otevira moznosti jeho pouziti v 1€cb¢ nékterych autoimunitnich onemocnéni, protoze na rozdil
od kalcitriolu ma tento 1¢k velmi redukovany hyperkalcemicky efekt.

Naplni treti ¢asti prace bylo navrzeni postupu, jehoz vysledkem je ovlivnéni funk¢énich
vlastnosti dendritickych bunék tak, Ze jsou schopny indukovat antigen specifickou imunitni
reakci zamétenou proti nddorovym bunkam. Nezralym dendritickym bunkam byl pfedlozen
antigen ve formeé apoptotickych nadorovych buné€k a nasledné byly DC maturovany pomoci

ligandu TLR3. Vysledky této prace polozily zaklad dal$im optimalizaénim pokusim
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provadénym na Ustavu imunologie UK 2.LF a FN Motol. Dlouhodobym cilem naseho
pracoviste je ptiprava protinadorové vakciny pro pacientky s karcinomem ovaria za podminek

spravné vyrobni praxe.
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