Souhrn

Charakterizace antigen presentujicich bunék (APC) u alergického astmatu

Astma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni, jehoz vyskyt za
poslednich dvacet let prudce vzrostl, pfedevSim v zapadnich zemich. Tato prace je
zaméfena zejména na popis dendritickych bunék, které hraji v patogenezi astmatu
dulezitou roli. Dendritické bunky (DC), B lymfocyty a makrofagy jsou antigen

presentujicimi bufikami reagujicimi s Th lymfocyty.

Detailni popis dendritickych bunék by umoznil urcit, zda Th lymfocyty reaguiji
vice s DC nebo s makrofagy v plicni tkani. Na zakladé tohoto zjisténi by bylo mozné
preruSit vazbu mezi Th lymfocyty a DC, omezit tim zanétlivou kaskadu reakci a snizit
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alergickym astmatem je charakteristicka kumulace DC v bronchialni mucose a jejich
zvySené mnozstvi. U DC v plicni tkani se pfedpoklada, Ze se jedna o dlouho Zijici
APC. Mohou byt popsany na zakladé povrchovych markerd CD11b, B220, CD8a,

CD11c, MHCII.

Pfi pokusech jsme pouzili laboratorni mySi s rozdilnym typem stadia
alergického astma. Délili jsme je na memory (rechallenged), recovery, naive a naive
control skupiny mysSi. Memory mice — mySi byly podrobeny i.p. imunizaci alergenem
1. a 21. den, poté 28. a 29. den vystaveny aerosolu 1% alergenu a 84. den
imunizovany alergenem OVA AF 594 i.n. Recovery mice — byly pouze podrobeny i.p.
imunizaci a 1% aerosolu alergenu. Skupina Naive — mysi byly imunizovany pouze i.n.
alergenem a Naive kontrol skupina nebyla vystavena alergenu. Na zakladé rozdilné
Casové imunizace jsme mohli porovnat pfitomnost bunék v organech imunitniho
systému. Obrazky bunék byly pofizeny pomoci Nikon florescent microscope

se zvétSenim 40x.

V prvni €asti vyzkumu jsme se zaméfili na chovani bunék, které pohltily
alergen OVA AF 594 v organech imunitniho systému, v zavislosti na ¢ase. Buriky
byly barveny barvivem DAPI (barvivo zobrazujici nukleus) a pozorovany v ledving,
slinivce a v jatrech po 1, 2, 3, 4 hodinach poté co pokusna zvifata obdrzela alergen
OVA AF 594 i.n. Ve v8ech sledovanych organech bylo viditeIné zvySeni poctu OVA-



DAPI dvojité positivnich bunék po 4 hodinach. DAPI je barvivo na zobrazeni bunék

obsahujicich jadro, proto nemizeme fici zda se jednalo pfimo o DC ¢i makrofagy.

V druhé ¢asti nasi prace jsme se pokusili detailné popsat a rozlisit DC a makrofagy pomoci
jejich charakteristickych povrchovych znakt. U DC jsme pouzili monoklonalni protilatky anti
CD11c a anti MHCII, u makrofagt anti F4/80, anti CD11b, anti MHCII. Hodnotili jsme, zda
bunky, které byly positivni pro OVA alergen, nesou na svém povrchu i typické DC marky. Pfi
pokusu jsme pouzivali dvojité barveni monoklonalnimi protildtkami, proto né¢kdy dochazelo
ke snizeni ostrosti barveni jedné protilatky druhou. Ve vétSing ptipada se tudiz jevily butiky,
které pohltily OVA alergen, jako single pozitivni véts§inou pro MHCII a CD11b. Abychom
mobhli s jistotou Fici, jaky typ bunék vice interaguje s alergenem, bylo by vhodné pouzit
pratokovou cytometrii a jiné typy protilatek s intenzivnéj$im barvenim.



