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Seznam zkratek
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RAG recombination activating gene
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TACI transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand
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TCR T-cell receptor, antigen specificky receptor lymfocytd T
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Souhrn

Bunéénd imunita je dlleZitou soucdsti imunitniho systému. V ptipadé jejiho t€Zkého
postizeni vedouci ke zvySené néachylnosti pacienta k infekcim, mluvime o
imunodeficitnim stavu. Existuje fada imunodeficitli. Jakym zplisobem se imunodeficit
projevi zaleZi na tom, jaka slozka imunitniho systému je postizena. K vySetfeni bunééné
imunity je dostupnd fada metod, které posuzuji pocet, zastoupeni a funkci bunék

imunitniho systému.

Jednou z imunodeficienci je tzv. hyper [gM syndrom (HIGM), ktery je zplisoben
poruchou izotypového presmyku. Pacienti vytvareji protilatky tiidy [gM, ostatni izotypy
se netvofi anebo jen v malé mife. Jednou z pri€in je defekt v povrchové molekule
CD154 (CD40L) na T lymfocytech. Tento imunodeficit lze diagnostikovat pomoci
pritokové cytometrie. Pritokova cytometrie je standardni metodou k vysetfeni bunécné
imunity. Jeji pouziti je rychlé a relativné levné. Vysledkem vySetfeni je potvrzeni

ptitomnosti nebo nepritomnosti povrchové molekuly CD154 (CD40 ligand).

K definitivni diagnostice je nutné molekularné genetické vySetfeni. Existuji pfipady
HIGM, kdy je pti¢ina vzniku jina. V Ceské republice byly zaznamenany pouze 4

ptipady tohoto onemocnéni.

Jeden z téchto nemocnych, pacient O.Z.P., se v motolské nemocnici podrobil
transplantaci kostni dfené. Diky nové zavedené metodé€ stanoveni povrchové molekuly
CD154 lze sledovat obnovu jeho imunitnfho systému. Tato metoda také umoznuje
zachyt novych ptipad u pacientd s CVID, u kterych muze byt deficit CD154 pticinou
nizkych hladin protilatek.

Klicova slova: bunéfnd imunita, imunodeficience, hyper IgM syndrom, pritokova

cytometrie, CD154, CD40 ligand



1. Teoreticka cast

1. 1 Imunitni systém

Imunitni systém je souéésti regulaénich mechanizmil organizmu, které zajistuji jeho
integritu a udrZuji vnitini prostredi, homeostazu. Imunitni systém je schopen rozpoznat
Skodlivé od neSkodného, ale také cizi od vlastniho. Jeho hlavni funkci je obrana
organismu proti patogennim mikroorganismiim a toxinim. Odpovida za rozpoznani
vlastnich bun€k a tkani a za toleranci vi¢i nim, a za imunitni dohled, tj. odstranuje staré,
nefunkéni ¢i jinak poSkozené bunky. Funkce imunitniho systému je zajistovéna
provazanosti nespecifickych (neadaptivni) a specifickych mechanizml (adaptivni).
Neadaptivni mechanizmy jsou vrozené, nejsou ovlivnény predchozim setkanim

s antigenem. Adaptivni, ziskané, mechanizmy uplatiiuji imunologickou pamét [13].

1. 1. 1 Lymfatické tkané a organy

Centralni lymfatické organy jsou kostni dfenn a thymus (brzlik). Centralni lymfatické
organy jsou mistem vzniku a diferenciace imunokompetentnich bunék. VsSechny
bunééné linie se diferencuji v kostni dieni aZ do stadia zralych bun€k, pouze prekurzory
T lymfocyth pfechazeji do thymu a jejich diferenciace probihd v tomto orgénu.

Periferni lymfatické organy jsou slezina, tonsily, lymfatické uzliny a lymfaticka
tkail rozptylena ve sliznici zaZivaciho traktu, dychacich cest a kiize. Periferni lymfatické
organy jsou mistem, kde probihd imunitni reakce. Dochazi tu ke zpracovani a prezentaci
antigenu,

a k diferenciaci zralych imunokompetentnich bun¢k do bunék efektorovych [13].

1. 1. 2 Molekuly imunitniho systému

Zékladnimi molekulami jsou antigenné specifické receptory na povrchu T a B
lymtocytd, HLA (human leukocyte antigen) glykoproteiny I. a II. tfidy, Fc receptory,
adhezivni a kostimula¢ni molekuly, imunoglobuliny, cytokiny a jejich receptory, slozky
komplementového systému. Tyto molekuly jsou bud’ sou¢asti bunééné membrany, nebo

Jsou burikami sekretovany [13].



1. 1. 3 Bunééna slozka imunitniho systému

Imunokompetentni butiky pochézeji z pluripotentnich kmenovych bunék pritomnych
v kostni dfeni. Charakteristickym znakem kmenovych bun€k je pfitomnost povrchové
molekuly CD 34. Z kmenovych bun€k vznikaji dvé zakladni linie — myeloidni

a lymfoidni.

Z myeloidn{ linie vznikaji monocyty (cirkuluji v krvi, ve tkdnich se diferencuji
na makrofagy), dendritické bunky a granulocyty: neutrofily, eozinofily, bazofily
(tkanovou formou bazofild jsou Zirné buriky). VétSina bunék z myeloidni linie je
schopna fagocytdzy. Dendritické bunky, monocyty a makrofagy plsobi jako buiky
prezentujici antigen (APC). Tyto bunky rozpoznaji antigen, pohlti jej a rozS$t€pi na malé
¢astice, které pak vystavi na svém povrchu.

Z lymfoidni linie se diferencuji bunky NK (natural killer), lymfocyty B a T. B
lymfocyty se vyviji vkostni dfeni, jejich vyvoj se dokoncuje po setkdni s antigenem
v sekundarnich lymfatickych organech. Kone¢nym diferenciaénim stadiem B lymfocyti
jsou plazmatické buiiky produkujici protilatky. Hlavni ¢ast vyvoje T lymfocyti probihéd
v thymu. Thymus opoustéji odlisné subpopulace T lymfocytld - prekurzory pomocnych
T buné€k (Tw), na povrchu maji receptor CD 4 a prekurzory cytotoxickych T bunék (T¢),
na povrchu nesou receptor CD 8. NK buiiky jsou vyvojové bliz§i T lymfocytim, maji
viak omezenou antigenni specifitu.. Na zralé efektorové buiky se prekurzory Ty a Tc

diferencuji po setkani s antigenem na povrchu APC [13].
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1. 2 Buriky imunitniho systému

1. 2. 1 NK bunky

Nk buriky (natural killer), pfirozeni zabije€i, jsou morfologicky
granularni lymfocyty. Vyvoj NK bun€k probiha v kostni dfeni,
pochéazeji z lymfoidni linie [6]. Na plazmatické membrané maji

fadu povrchovych molekul, napt. CD2, CD16, CD56, aj. Narozdil

od T a B lymfocytll na svém povrchu nemaji antigenné specifické

lustrace [+ NK receptory (TCR, BCR), nesou v$ak inhibi¢ni a aktiva¢ni receptory.

buska

. . ot vé bu y .
Kisbsirkn com.au) Jsou schopné zabijet nékteré nadorové builky a bunky napadené

viry bez nutnosti prezentace specifického antigenu. Hraji tak
vyznamnou roli v protinddorové imunité. Vyznacuji se spontanni cytotoxicitou, jsou
schopny likvidovat cilovou buriku jiZ pfi prvnim setkdni. Pii vybéru cilovych bunégk,
hraji roli molekuly HLA . tfidy [17]. Pokud ma burika na svém povrchu malo molekul
HLA systému [. tfidy, stimula¢ni receptory se aktivuji. Stimulaci NK bunék dochazi

k aktivaci cytotoxickych mechanismi a cilova burika je zabita.

1. 2. 2 B lymfocyty

B lymfocyty se vyviji z prekurzori v kostni dieni a jejich vyvo;j
se dokon¢uje po setkdni s antigenem v sekundamich
lymfatickych organech. B lymfocyty se specializuji na produkei
protildtek. Na povrchu nesou B lymfocyty antigenné specificky
rceeptor - B receptor (BCR). Dal$im dlleZitym reccptorem je

molekula CD40. Vazba s molekulou CD40L (CD40 ligand,

Hustrace 2: B lymfocyt
(www.isualsunlimited ~ CD154) na povrchu aktivované¢ho pomocného T lymfocytu je

" jednim z pomocnych signaltt k produkci protilatek. Po prvnim
sctkdni s antigenem se nejprve produkuji imunoglobuliny tfidy IgM. Pfi pfimém
kontaktu B lymfocytu s aktivovanym pomocnym T lymfocytem dochazi k izotopovému
picsmyku (zména <&asti struktury imunoglobulinu disledkem pfeskupeni €asti
imunoglobulinového genu), pii kterém se méni tfida imunoglobulint z pivodnich IgM

nebo [gD na nékterou jinou (IgA, IgE, IgG). Po izotopovém piesmyku B lymfocyt
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dokon¢i sviij vyvoj a pteméni se v plazmatickou buriku.

1.2. 3 T lymfocyty

Hlavnim znakem T lymfocyth je receptor pro rozpoznani antigenu
(TCR). T lymfocyty se diferencuji do dvou zakladnich
subpopulaci- pomocné T lymfocyty (Th - helper) a cytotoxické T
lymfocyty (Tc). Th lymfocyty nesou znak CD4, Tc lymfocyty
CDS8.

llustrace 3. T ) L ., .
lymfocyt Th lymfocyty pomoci TCR rozpoznéavaji komplex ciziho antigenu
(www.lbl.gov)

a molekulami HLA systému II. tfidy [12]. Th lymfocyty lze dale
rozdélit podle cytokinl, které produkuji, na Thl (produkce IL- 2 a IFN- y), Th2
(produkce IL- 4, IL- 5, IL- 6, IL- 10), Th3 (intenzivni produkce TGF-B).

Zakladni funkci Thl bunék je spoluprice s makrofagy. Cytokiny produkované
Thl burikami jsou nezbytné pro jejich aktivaci. Vzajemné plsobeni Th1 bunék
a makrofagl je zdkladnim mechanismem imunopatologické reakce opozdéného typu.

Th2 butiky spolupracuji s B lymfocyty, které byly predem stimulovany
antigcnem. Dochazi k navdzani povrchového receptoru CD40 na B burikdch a CD40L
na povrchu aktivovanych Th2 buikéch. Dochazi k izotopovému presmyku, pfi kterém
hraje dilezitou roli [L- 4 [4].

Dalsi subpopulaci jsou regulaéni lymfocyty (Treg). Exprimuji na svém povrchu
molekulu CD25, intracelularné je pritomen specificky transkripéni faktor foxP3,
a nesou TCR rozpoznavajici autoautoantigeny. Sekretuji tlumivé cytokiny IL- 10
a TGF- B. Podileji se tak na potlacovani autoimunitnich reakcich [30]. Inhibi¢ni
schopnosti Treg bunék vSak mohou byt posileny nadorovymi butikami. Dusledkem
toho klesa protinddorové imunita [31].

Cytotoxické lymfocyty (Tc) rozeznavaji a ni¢i butiky napadené viry nebo jinymi
intraccluldmimi parazity. Pro spusténi reakce musi Tc rozeznat komplex antigenu
a moleckul HLA systému 1. tfidy na povrchu bunék prezentujici antigen (APC).
Dilezitou roli zde hraji molekuly CD40 na povrchu APC a CD40L na povrchu Th [2].
Pomoci signalti mezi CD40 A CD40L zaéne APC exprimovat molekulu CD80 a CD86,

a tim stimuluje Te [22]. Cilové bunky jsou zabijeny pomoci granul obsazenych
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v cytoplazmé zralych Tc, ktery se vaZe na receptor Fas (tzv. Fas-ligand), jenz aktivuje

apoptézu, tj. kaskadu reakci vedouci k buné€né smirti.

1. 2. 4 Fagocyty

Fagocyty jsou buniky schopné fagocytézy tj. déje, pfi kterém jsou
cizorodé castice pohlcovany a ni¢eny. Meczi tyto burnky se fadi
neutrofilni a eosinofilni granulocyty, monocyty a z nich se
diferencujici makrofagy. Makrofagy fagocytuji hlavné pozuistatky

vlastnich zahynulych bunék a podileji se na obran¢ proti

intraceluldrnim parazitim. Granulocyty maji vyznam v obrané

llustrace 4: Makrofag
pohlcujici bakterii
(www.rkm.com.au)

proti extracelularnim mikroorganismim a mohou pusobit
okamzité, makrofagy musi byt nejprve aktivovany cytokiny, které
jsou sckretovany Th lymfocyty. Do mista zadnétu se fagocyty dostavaji vlivem
chemotaktickych faktort. Pro neutrofily je hlavni chemotaktickou latkou IL-8 [23],

pro monocyty pak MIP-a (Macrophage Inflammatory Protein-1-alpha) a MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1) [7]. Spole¢nymi chemotaktickymi latkami jsou
souéasti komplementu C3a a C5a, leukotrien B4, faktor aktivujici desticky (PAF)

a chemotaktické peptidy z baktcridlnich proteind (fMLP).
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1. 3 Imunodeficience

Imunodeficience jsou poruchy imunitniho systému, které¢ vedou ke zvySené nachylnosti
k infekcim. Podle pri¢iny se d€li na primami a sekundarni. Primarni imunodeficience
jsou genetického plvodu, sekundami jsou ziskané v prib&hu Zivota jedince a jsou
disledkem plisobeni vnéjsich a vnitinich faktorli s dopadem na imunitni systém [16].

Existuje vice nez stovka imunodeficienci. Zde jsou uvadény pouze piiklady

nékterych z nich.

1. 3. 1 Primarni imunodeficity

MizZe se jednat o bodové mutace, delece ur€itého Gseku chromozomu a posttranslaéni
poruchy. Genova porucha zplsobuje absenci nebo dysfunkci uréité molekuly.
Postizenou molekulou miiZe byt membranovy receptor, protein U€astnici se pfenosu
signalu z povrchu bunky do jejiho nitra, sekretovany produkt. Také mizZe jit o poruchu

enzymy. Pokud jsou tyto molekuly dilleZité pfi diferenciaci imunokompetentnich bunék,

vedou zmiriované poruchy k absenci celé bun&éné linie [16].

1. 3. 1. 1 Tézké kombinované defekty imunity (SCID)
SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) ptedstavuje nejzdvaznéjsiformu vrozené

imunodeficience. Nejéastéjsi déleni je podle pfitomnosti lymfocytarnich subpopulaci.

SCID TB
NejcastéjSim onemocnénim v této skupiné je porucha adenosin-deamindzy (ADA).
Absence nebo dysfunkce tohoto enzymu vede ke hromadéni produkti metabolismu
purind. Ty jsou toxické pro Casné prekurzory lymfoidni rady, coZ zpisobuje t&zké
lymfopenie postihyjici B, T i NK bunky. U poruchy adenosin-deaminazy se uplatiuje
autozomalné recesivni dédi¢nost [25].

Ostatni formy imunodeficitd se vyznacuji chybénim jak T tak i B lymfocytd.
Pouze NK buriky jsou zachovany. Pfi¢inou miZe byt deficit enzym RAG1

(recombination activating gene) a RAG2 [28] zodpovédné za rekombinaci geni
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kodujicich antigenné specifické receptory B a T bunék (BCR a TCR). Dédi se také

autozomalné recesivneé.

SCID TB*

Pii tomto deficitu zlistdvaji zachovany B lymfocyty, T a NK bunky chybi.

Ze sedmdesati procent se jedna o dédi¢nost vazanou na X chromozom, ze tficeti

o autozomalné recesivni dédi¢nost. Forma vazanid na X chromozom je zplsobena
mutaci genu koédujictho y-fetézec receptoru pro interleukin 2 (IL-2), ktery je vsak
spolecny i receptorim pro IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21 aj. Jedna se tedy o funkéni
poruchu na drovni mnoha cytokint. Pfi¢inou autozomalné recesivnich forem muize byt
porucha kindzy JAK-3 (Janusova kindza), chybé&ni povrchové molekuly CD45, absence

fetézce a-receptoru pro interleukin 7 (IL-7), pfipadné d-fetézce molekuly CD3 [27].

Ommenuv syndrom

Jde o autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni, kdy je kiZe a sliznice stfeva
infiltrovana aktivovanymi lymfocyty T oligoklondlniho charakteru. Jsou typu Th2

a jejich produkty (IL-4, IL-5) vedou k eozinofilii. Molekularni podstatou onemocnéni je

sniZzena aktivita rekombindz RAG1 a RAG2 [18].

DiGeorgetiv syndrom
Jednd se o genetické onemocnéni zplisobené vyvojovou poruchu tieti a Etvrté Zaberni
vychlipky. To vede k redukci tk&dné thymu a tudiZz ke sniZeni poctu T lymfocyta.

Porucha je vétSinou zplisobena deleci v oblasti 22. nebo 10. chromozomu [13].

1. 3. 1. 2 Funkéni poruchy T lymfocyti

Funkéni poruchy T lymfocyt jsou oznacovany také jako CID (kombinované defekty
imunity). Poéet T lymfocytd v periferni krvi je normélni nebo sniZeny, T lymfocyty
vSak vykazuji rizné funkéni anomalie. MlZe se jednat o poruchy v aktivaénich drahach

lymfocytl T, o poruchy v antigenni prezentaci a poruchy v regulaci aktivace lymfocyti.
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Aktivacni poruchy T lymfocytu
Spodivaji v poruchach molekul zodpovédnych za proces aktivace zralych lymfocyth T

nebo jejich prekurzor. Tato onemocnéni ¢asto provéazi autoimunitni reakce namirend

nejcastéji proti krevnim elementiim.

Syndrom hyper-lgM

Imunodeficience se zvySenymi protilatkami typu IgM jsou
charakteristické opakujicimi se infekcemi spojenymi s velmi nizkymi
¥ .- hladinamiIgG, IgA aIgE, ale normadlni nebo zvySenou hladinou IgM.
@@ Nejéastéjsi formou syndromu hyper IgM (HIGM) je forma vazana na

X-chromozom. MlzZe byt zpisobena mutaci v molekule CD40 ligand

llustrace 5:

Pentamer IgM (CD154) exprimovanou aktivovanymi CD4 T lymfocyty, nebo
(www.jdaross.cwe i . .

net) mutaci v NEMO (nuclear factor kB essential modulator) spojenym s

ektodermalni dysplazi [15]. Pokud se jedna

0 autozomalné recesivni nebo dominantni dédiénost, molekulami podstatou je zde

mutace genu pro enzym AID (activation-induced cytidine deaminase) a genu pro CD40.

Dalsi zjisténa mutace je v uracyl-DNA glykosylaze (UNG).

HIGM1- na X-vazany hyper IgM syndrom typu 1 v disledku deficitu CD40L je
zpisoben mutaci ligandu T bunék, CD40L (CD154), ktery interaguje s molekulou
CD40 na B buiikach a umoznuje presmyk syntézy z [gM na ostatni izotypy [24]. Pokud
aktivované CD4 T lymfocyty neexprimuji CD40L (CD154), lze predpokladat
pfitomnost HIGM1.

HIGM2-hyper IgM syndrom typu 2 s deficitem enzymu AID je autozomalné
recesivni imunodeficience. Pri¢inou je mutace v genu kédujici enzym AID [26], ktery
se ucastni izotopového pfesmyku. HIGM2 je méné €asty nez HIGM1 a vétSina pacienti

pochazi z pribuzenskych siatka.

HIGM3-hyper IgM syndrom typu3 s deficitem CD40 je vzacné autozomalné
recesivii onemocnéni se zvySenou hladinou IgM a sniZenou hladinou IgG a IgG

protilatkovou odpovédi. Tento stav je spojen s absenci molekuly CD40 na B
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lymfocytech [21].

HIGM4-hyper [gM syndrom typu 4 byl objeven teprve nedavno. Molekularni
podstata nebyla definovana, klinicky se v8ak projevuje jako HIGM2.

Hyper IgM syndrom v duasledku deficitu UNG (uracyl-DNA glykosylazy) je
nové popsana choroba klinicky podobnd HIGM2 a HIGM4 [14]

Klinicky se HIGM syndrom manifestuje zvySenou nachylnosti jak
k bakterialnim, tak virovym a oportunnim infekcim. Pacienti trpi v détstvi infekcemi
dychaciho dstroji (Casté jsou pneumocystové pneumonie) a prijmy parazitem
Cryptosporidium parvum. Dal§imi projevy mohou byt nemoci jater zplsobené
cytomegalovirem (CMV) nebo chronickou infekci kryptosporidiemi, dale pacientim

hrozi riziko encefalitid. Neutropenie, jako dusledek autoimunitnich projevii, miZze

zpisobit nekrotizujici slizniéni zanéty v dstech a konecniku. Vyskytuji se 1 sklerotizujici

cholangoitidy a nadory hepatobilidrniho traktu [29].

Podle Ceského narodniho registru primarnich imunodeficienci bylo v Ceské

republice zachyceno ke 3. lednu 2002 toto onemocnéni (HIGM) pouze u tfi pacienti,

pacient popisovany v této praci je ¢tvrty v poradi.

W 5 -
. A IKKy - Z7CD40 CDHOL
2~ B
HTRY . ‘ AT
NEKB *AIDLUNG MHC-11 ICR CD4
=t IL-R -l\
% ; IL
call +
brolifgation AID-ID
UNG-ID

ong-figed PC
|

llustrace 6. Defekty u HIGM (Notarangelo, J Allergy Clin Immunol 2006, 117, 855-64)
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Poruchy v antigenni prezentaci

Jedna se o defekty exprese HLA 1. nebo II. tfidy, které vedou sekundarné k deficitu

a dysfunkci CD4, resp. CD8 lymfocytii, v prvnim pfipad€ i s ndslednou poruchou tvorby
protilatek. Tato skupina onemocnéni se oznacuje také jako syndrom holych lymfocyti
(BLS- bare lymphocyte syndrome) [19]. PriCinou jsou defekty v transkripénich
faktorech reguluyjicich expresi molekul HLA II. tfidy. Pacientim chybi témér plné CD4
lymfocyty. Porucha v expresi HLA 1. tiidy je zpisobend defektem v transportu peptidl
do endoplazmatického retikula. To brani tvorbé stabilnich komplexd HLA I. tfidy. Tito
pacienti maji velmi malo CD8 lymfocytd.

1. 3. 1. 3 Poruchy fagocytozy
Poruchy fagocytarniho systému spoéivaji hlavné v poctu, v adhezivité a motilité
neutrofilnich granulocytd. Postizen mZe byt i mikrobicidni mechanismus. Funkéni

poruchy postihuji 1 monocytomakrofagovy systém [13].

Poruchy v poctu neutrofilu

Tézka kongenitalni neutropenie. Jde o kvantitativni poruchu ve vyvoji neutrofili, kdy
se v kostni dfeni zastavuje maturace neutrofild ve stadiu promyelocytd nebo myelocyti.

Molekulova podstata spociva v mutaci genu ELA2 kédujici neutrofilni elastazu [9] nebo

v genu G-CSFR (granulocyte colony-stimulating factor receptor) u autozomalné

recesivné dédi¢né varianty, Kostmannova syndromu [10].
Cyklicka neutropenie. Cyklicka neutropenie je charakterizovana cyklickym poklesem

granulocytl, obvykle v intervalu tfi tydni. U této choroby byly také prokdzany mutace

neutrofilni elastazy ale v jiné oblasti enzymu.
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Poruchy ve funkci fagocytujicich bunék

Chronicka granulomatézni choroba. Pfi chronické granulomatézni chorobé je pocet
leukocyti normalni, defektni je vSak jejich funkce. Jednd se o defekt v enzymovém
systému nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat (NADPH) -oxidazy vazané

na membranu fagocytl nebo o defekt v cytozolickych faktorech, které jsou nutné k
aktivaci tohoto enzymu. To vede k absenci tvorby kyslikovych radikald, baktericidni
schopnost fagocytd je proto sniZzena. Dysfunkéni jsou i dal$i degradacnich enzymy,
které tak nejsou schopny efektivné rozloZit pohlceny material ¢imz dochéazi k akumulaci
nestravenych zbytkl v téchto burikach. PostiZeny jsou jak granulocyty, tak monocyty

a makrofagy. Podle typu deficitni slozky NADPH oxidazy se jedna bud’ o chorobu

vazanou na chromozém X, nebo o onemocnéni dédiéné autozomalné recesivné [1].

Defekt adhezivnich molekul (LAD). LAD I syndrom (lekocyte adhesion deficiency) je
defekt leukocytarnich integrint a je projevem dysfunkce neutrofilii zptisobené poruchou
jejich adhezivity. Granulocyty nejsou schopny adherovat k endoleiim, a tedy opustit
krevni recisté a dostat se do mista zanétu. Defekt je zplisoben mutaci genu pro 2

podjednotku integrinovych molekul CD11/CD18 [8&].

LAD II syndrom vznika v disledku nedostatku sialyl-Lewis-x molekuly, ligandu

pro selektiny [11].

Humoraini imunodeficience

CVID-bézna variabilni imunodeficience. CVID je heterogenni skupinou onemocnéni,
kterd je charakterizovana sniZzenou schopnosti produkce protilatek, zejména tiid I1gG a
IgA. Pti¢inou onemocnéni je porucha v posledni fazi zrani B lymfocyt v plazmatické
buiiky spojené s produkei protilatek nebo s izotopovym presmykem z IgM na IgG. Jsou
vSak prokazovany i rizné¢ funkéni poruchy lymfocyt T. Variantou tohoto onemocnéni
je selektivni deficit IgA.U né&kolika pacientlt byla jiZ objevena molekulova podstata

tohoto onemocnéni. Byly zji$tény mutace v TACI (transmembrane activator and
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calcium modulator and cyclophilin ligand interactor), ICOS (inducible T cell

costimulator gene) a v molekule CD19 [5].

1. 3. 2 Sekundarni imunodeficity

Sekundami imunodeficience jsou ve srovnani s primarnimi imunodeficiencemi relativné
Castéj$i. Mohou byt zpisobeny poSkozenim pfirozenych obrannych mechnismi
(naptiklad rozsahlé popaleniny, poranéni a toxicka poskozeni kiiZe a sliznic, chronicka
zanétliva onemocnéni kiiZze a sliznic, polytraumata) i jednotlivych sloZek imunitniho
systému. Nejcastéj§i pfic¢inou sekundarni imunodeficience ve svétovém méfitku je

podvyZiva, druhou nejcast€j$i imunodeficienci je pak infekce virem HIV.

V naSich podminkach prevazuji pficiny sekundarnich imunodeficienci

imunosupresivni a cytostatickd 1é¢ba, stavy po transplantaci kostni dfené, stavy

po virovych infekcich a chronické infekce, poruchy pfirozenych bariér (popéleniny,
poskozeni, poranéni a chronicka zanétlivd onemocnéni kiize a sliznic), metabolické

choroby, poruchy vyZivy a nddorova onemocnéni [16].
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1. 4 Moznosti stanoveni

1. 4. 1 Izolace bunék
Pro fadu testt bunééné imunity je potieba izolovat krevni buriky z plné krve. Existuje
fada metod, jak jednotlivé druhy bilych krvinek oddélit. Metody se mezi sebou lisi

provedenim a také ¢asovou a finanéni naro¢nosti .

1. 4. 1. 1 Gradientova centrifugace

Izolace bunék pomoci gradientové centrifugace je zaloZena na oddéleni bunék podle
rozdild v jejich hustoté. Krev odebrana do zkumavky s heparinem se navrstvi na vrstvu
separaéni tekutiny (Ficoll- Hypaque). V separalni tekutin€ o urcité hustoté¢ jsou
zadrzeny vSechny burky, které jsou lehéi nebo stejné hustoty. Buriky s vyssi hustotou
prochéazeji separacni tekutinou a dostavaji se pod jeji hladinu. Po navrstveni separaéni
tekutiny se celd zkumavka centrifuguje. Po centrifugaci dojde k typickému rozdéleni
bunék, kdy monocyty a lymfocyty tvofi prstenec na povrchu Ficoll- Hypaque (maji

nizsi hustotu), erytrocyty a granulocyty se nachdzeji pod vrstvou Ficoll- Hypaque.

Tato metoda patii mezi zakladni imunologické techniky a bézné se pouziva

pro pfipravu bunek k funkénim testim [20].

1.4. 1. 2 Izolace T lymfocytli pomoci rozet

T lymfocyty exprimuji na cytoplazmatické membrané adhezivni molekulu CD2, kterd
se vaze na glykoprotein na ovéich erytrocytech. Vazba erytrocytu je realizovana
ligandou CDS8. T lymfocyty tak vytvafi s ovéimi erytrocyty rozety. Pro ziskani

T lymfocyth se periferni krev s ovéimi erytrocyty kultivuje spolu s neuraminidazou.
Neuraminidaza rozdéli krevni elementy na rozetujici populaci (T lymfocyty)

ana populaci nerozetujici (ostatni buriky). Tyto populace jsou od sebe oddéleny pomoci
gradientové centrifugace [3].

Tato metoda se v dneSni dobé uZiva jen zfidka.
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1. 4. 1. 3 Imunomagneticka selekce bunék
Tato separace je zaloZena na expresi riznych povrchovych antigenl. Separace se
rozd€luje na pozitivni a negativni. Pfi pozitivni separaci jsou vybirdny buriky, které na
svém povrchu vystavuji uréitou molekulu. Pfi negativni selekci jsou odstranény vSechny
buniky ze studované populace kromé studované populace
na zaklad¢ exprese povrchovych molekul.

Princip metody spoéiva v pouziti mikroskopickych €astecek (kulicky
z polyakrylu) s magnetickymi vlastnostmi (immunobeads) které jsou potaZeny
poZadovanou protilatkou. Po inkubaci s bunéénou populaci, kdy dojde k navézani
magnetické Castice se specifickou protilatkou na povrchovy antigen, jsou bunky
umistény do magnetického pole. Zde jsou buiiky s navazanou protilatkou zachyceny
a ostatni bunky volné prochdzeji. Navazané magnetické Castice lze z bun€k odstranit.

Imunomagneticka selekce miize byt pouZita pro izolaci jakéhokoli bunééného typu [3].

1. 4. 2 Blasticka transformace (proliferace lymfocytu)

Metoda je velmi pfinosna pro diagnostiku zavaznych vrozenych imunodeficienci

a pro sledovéni rozvoje funkce $t€pu po transplantaci kostni drené.

Proliferace T lymfocyt je nutnd pro normdlni prib&h imunitni reakce. Spousti
se aktivaci TCR komplexem antigenu a molekulami HLA systému I. nebo II. tfidy.
Aktivace TCR vede ke spusténi intracelularnich signalizaénich cest. Vysledkem je
napriklad produkce cytokinl, uvolnéni cytotoxickych granul. Proliferacni aktivita
T bunék se hodnoti pomoci jejich stimulace. Ke stimulaci se pouZivaji antigeny
aktivujici pamét'ové buriky vytvofené po ockovani (tuberkulin, tetanicky toxoid),
mitogeny (PHA-fytohemaglutinin, PWM-pokeweek- mitogen) nebo protildtkou proti
molekule CD3, kterd je souéésti komplexu TCR. Po uplynuti doby kultivace je
k butikdm pFidan *H- thymidin a kultivace pokracuje. V&lenéni *H- thymidinu detekuje
syntézu DNA. Radioaktivita obsazena v jednotlivych burikéch je detekovana detektorem

pro beta-zareni. To umoZiuje hodnotit proliferaéni aktivitu lymfocytd [3].
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1. 4. 3 ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay)
ELISPOT je metoda pro detekci a analyzu jednotlivych bunék

produkujicich specifické protilatky nebo cytokiny. Principem
metody je vazba cytokinu produkovaného urcitou buiikou

na protilatku vadzanou na desti¢ce. Dno mikrotitracni desticky tvori

PVDF (polyvinylidene fluoride) membrana nebo membrana

Iustrace 7- nitrocelulézova. Tato membrana je potazena primarni specifickou
fﬁip i)On]r;usystemS 4 protilatkou. Pro tspésné provedeni ELISPOTu je nutna specificka
¢

stimulace studovanych bunék spravnym stimulem. Cytokin (nebo

jina latka) produkovany z aktivované buriky je zachycen navadzanou protilatkou na

povrchu PVDF membrany. Po inkubaci jsou buriky lyzovany a odmyty. Prida se
biotinem znadend druhd protilatka proti testovanému cytokinu a barevny substrat

s peroxidem vodiku. Tak se zvyrazni misto, kde burka produkovala detekovany

cytokin [3].

1. 4. 4 Stanoveni aktivity cytotoxickych bunék

Tento test stanovuje cytotoxickou aktivitu bungk, které jsou schopné likvidovat cilové
buriky. Jedna se o NK buinky a cytotoxické T lymfocyty. Pro provedeni cytotoxického
testu je zapotiebi buné&lna linie citliva vii¢i t€mto burikam. Bunéénymi liniemi mohou
byt buiiky infikované virem, nadorové buriky.

Bunééna linie se inkubuje v pfitomnosti radioaktivniho izotopu chromu.
Radioaktivni chrém vstoupi do bunék. Promytim se odstrani nenavazany radioaktivni
chrom. Testované bunky jsou smichdny ve vhodném pomeéru s burikami testovanymi.
Pii inkubaci dochézi k cytotoxické likvidaci cilovych bun€k a uvolnéni radioaktivniho

chromu. Mira uvolnéni radioaktivniho chromu je timérna mife piisobeni cytotoxickych
bunék [20].

1. 4. 5 Fagocytoza
Fagocytéza je schopnost bun€k zvanych fagocyty rozpoznat v téle cizorodou ¢astici

a pohltit ji. Pripadné ji 1 usmrti a degraduje, pokud se jedna o Zivy mikroorganismus.
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Vysetieni fagocytdzy se obvykle omezuje pouze na vySetfeni faze pohlceni (ingesce).

Pro sledovani ingesce se pouzivd hydroxyetylmetalkrylatové partikule jako
substrat. Suspenze ¢astic se inkubuje s plnou krvi. Po inkubaci se zhotovi natér
na podlozni sklicko, které se pak fixuje a barvi. Nésleduje ode€itani ve svételném

mikroskopu. Jako pozitivni buriky se oznacuji ty, které obsahuji tfi a vice partikul [3].

1. 4. 6 Baktericidni test

Tento test zahmuje vSechny faze fagocytarmiho d€je aZz po usmrceni pohlceného
mikroorganismu. Proto substritem musi byt Zivy mikroorganismus. Nejéastéji se
pouziva Candida albicans, Staphylococcus aureus nebo pseudomonady. Test se hodnoti
podle pouzitého substratu. U kvasinek lze hodnotit mikroskopicky vitdlnim barvenim
trypanovou modf{ po lyze fagocytli (usmrcené kvasinky jsou modré, Zivé ziistavaji bilé,
protoze trypanovou modr eliminuji). U stafylokoki se provadi o¢kovani na plotny

a poditani narostlych kolonii. Pro vyhodnoceni prezivajicich bun&k lze také pouzit

pritokovou cytometrii [3].

1. 4. 7 Testy oxidacniho metabolismu

Podle pouzitého substratu se tyto testy oznaduji jako NBT

[ i, . (nitroblue-tetrazolium  chlorid) a INT (iod-nitroblue-
.'. .-'_ TR tetrazoliova stl). Tyto metody posuzuji  kyslikovy
70 - ' metabolismus granulocytll. ZjiStuje se schopnost redukce

S, N bezbarvé tetrazoliové soli na barevné formazany. Do nitra
llustrace 8: Vysledek testu bunky se dostdva nebarevna forma substratu, ktera se diky
oxidaéniho vzplanuti L . i . . .
(www.cgmh.org. tw) oxidaénim pochodiim redukuje na ncrozpustny tmavé modry

formazan. V optickém mikroskopu se pak odeditaji
granulocyty, které zredukovaly rozpusténou nebarevnou formu barvicky. Touto metodou

s¢ testuje, zda granulocyty nemaji sniZzenou schopnost fagocytézy nebo meéné cfektivni

mikrobicidni systém [3].
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1. 4. 8.Chemiluminiscence

Bunky pfi fagocytéze wuvolriuji wuréitd svételnd kvanta, ktera se projevuji
chemiluminiscenci fagocytd. Méfeni chemiluminiscenéni aktivity fagocytld je
nejvyhodnéj§i metodou pro kvantitativni sledovéni oxida¢niho vzplanuti fagocyta. Pfi
oxidaénim vzplanuti se tvofi vysoce reaktivni kyslikové metabolity. Béhem tohoto
procesu vznikaji elektronové excitované stavy, které emituji fotony. Tato emise se
projevuje chemiluminiscenci fagocyti.

Chemiluminiscence se vyvola pridanim stimulu, ktery aktivuje fagocyty. Jako
stimulaéni latka je pouzivan phorbol-myristat-acetat (PMA) nebo zymozan. Pro zesileni
pfirozené chemiluminiscenéni aktivity slouzi latky zvané luminofory (luminol,
lucigenin). Intenzita chemiluminiscence se pak vyhodnocuje na chemiluminiscenénim

pristroji [3].

1. 4. 9 Imunohistochemické metody

Cilem imunohistochemickych metod je zndzoméni lokalizace ur¢ité molekuly

v bunikach a tkanich pomoci specifickych protilatek. Detekce je zaloZena na specifické
vazbé antigen-protildtka. Tato vazba musi byt vizualizovadna. Pro vizualizaci vysledku
se pouzivaji dvé metody: pfimé a nepfima. Pfima metoda je jednokrokova, kdy primarni
znacend protilatka reaguje pfimo s danym antigenem. V nepfimé metod€ se nejprve
vaze neznaena primamni protilatka na antigen. Ve druhém kroku dochazi k vazbé

znacené sekundarni protilatky na primérni protilatku navazanou na antigen [3].

1. 4. 10 Pratokova cytometrie

Pritokové cytometrie je metodou pro analyzu bunék v suspenzi. Je to technologie, ktera
soutasné méfi a analyzuje Cetné fyzikdlni charakteristiky jednotlivych partikuli.
VétSinou se jednd o bunéénou suspenzi rozptylenou v laminadrné proudici tekutiné.
Analyzou se zjistuje velikost a pocet bunék, piitomnost granul v cytoplazmé,exprese
povrchovych €i cytoplazmatickych molekul. Tyto udaje se stanovuji pouZitim opticko-
elektronickym systémem jako odpovéd” jak bunky rozptyli laserovy paprsek a vyzafi

excitované svétlo.
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Pratokovy cytometr se sklada ze tfi systémi: laminarné proudici tekutiny, optiky

a elektroniky. Lamindrné proudici tekutina pfenadSi bunky k laserovému paprsku.
Opticky systém zahrnuje laser, ktery ozafuje ¢astice v proudici tekuting, a optické filtry
fidici vysledny signal k pfisluSnym detektoriim. Elektronicky systém ptevadi zachycené
svételné signaly na signaly elektronické, které pak mohou byt zpracovany pocitacem.

Bunélna suspenze se oznali monoklondlnimi protilitkami s navézanou

fluorescenéni molekulou-fluorochromem. Molekuly monoklonédlnich protilatek se
specificky vazi na antigeny vySetfovanych bunék. V prétokovém cytometru je
analyzovand bunéfnd suspenze rozptylend v laminarné proudici tekutin€. UnéaSené
buttky jsou nasledné vypuzovany pretlakem z kalibrované trysky, ktera zajist'uje, Ze
z otvoru vytéka tenky proud suspenze, v némz jsou buiky sefazené za sebou.
Pro spravnou analyzu neni vhodné, aby se dv€ burky ocitly vedle sebe. Tento proud
protina laserovy paprsek. Jakdkoliv ¢astice v suspenzi zplsobi, Ze se od ni laserové
svétlo odrazi a rozptyli. Laserovy paprsek zarovefi zplsobi excitaci fluorochromi
navazanych na Casticich. Vyzaii se tak jeSté excitované svétlo. UnaSené buriky jsou
detekovany nékolika senzory. Senzory zjist'uji pocet bunék, prométuji velikost, ktera se
vyjadiuje jako FSC (Forward Scatter-rozpyl svétla) a jejich kompaktnost bunééného
povrchu, pFitomnost granul v cytoplazmé, optické vlastnosti cytoplazmy a jadra. Tyto
iidaje zaznamenava SSC (Side Scatter-odrazené svétlo). Pro proméifeni intenzity
fluorescence jsou uzivany fluorescenéni kanaly. Korelaci FSC a SSC lze rozlisit typy
bunék v heterogenni populaci, naptiklad rozlisit subpopulace leukocyti.

Analyzovana je nativni leukocytarni suspenze. Ziskand data z analyzy jsou
vyhodnocena v pocitadi. Prvni informaci o analyzované bunécné suspenzi nam
poskytuje scattergram. Scattergram je zavislost mezi velikosti parametru FS a velikosti
parametru SS. Elektronicky lze oznalit jen ¢ast buné€k a uzaviit ji do zoény-gatu. Tato
¢ast bunék se stdva pro daldi vyhodnocovani jedinou, ostatni buriky jsou z hodnoceni
vylou€eny.

Hodnocené vzorky jsou oznaCené monoklondlnimi protilatkami s navazanou
fluorescenéni molekulou—ﬂubrochromem. Nejcastéji se jednd o FITC (fluorescein
izothiokyanat), ktery emituje svétlo v zelené oblasti, a o PE (phycoerythrin), ktery

emituje svétlo v Cervené oblasti. Dal§imi pouZivanymi fluorochromy jsou naptiklad
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APC (allophykokyanin), ECD (energy-coupled dye), peridin-chlorophyl (PerCP),
iododicarboxykyanin (Cy5) [3][20].
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lustrace 9: Princip pritokové cytometrie
(hitp://meds.queensu.ca)
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2. Cile prace

1. Zavedeni nové metody — detekce povrchové vazané molekuly CD40 L
(CD154), vySetteni zdravych dérca.

2. Sledovéani stavu buné¢né imunity u pacienta s hyper IgM syndromem.

3. VySetfeni pacientd sCVID, u kterych mutze byt deficit CD154 pficinou

hypogamaglobulinémie.
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3. Metody

3. 1 Pouzité reagencie:

RPMI 1640+ - kultivaéni roztok, CAMBREX, Belgie

PMA - Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, stimulaéni latka, koncentrace 2mg/ml

IM — Ionomycin, stimulaéni latka, koncentrace 100mg/ml

PBS - phosphate buffer saline, fyziologicky roztok s fofdtovym bufferem, sloZeni:
NaCl, Na,PHO412H,0, KCI, KH.PO,, pfipravuje se v laboratoti

Lyzaéni ¢inidlo - slozeni: NH.,CI, NaHCOs, EDTA (kyselina

ethylendiamintetraoctova), pfipravuje se v laboratofi

3. 2 Stanoveni CD154-CD40 ligand

Metoda je zaloZena na expresi povrchové molekuly CD154 na stimulovanych

T lymfocytech. Proto je nutné pfed samotnym meéfenim pritokovou cytometrii burky

stimulovat.

1. 0,5ml heparinizované krve bylo naredéno 10ml roztokem RPMI 1640+.
2. Byla pouzita 24 jamkova kultivaéni deska -pro kazdého pacienta bylo potieba 8
jamek-4 jamky pro nestimulovanou a 4 jamky pro stimulovanou krev.
3. Do kazdé jamky bylo napipetovano 1ml nafedéné krve.
4. Do prvnich jamek nebylo pfidano nic, do dal$ich 4 jamek se pridaly 2ul PMA
a Sul IM..
| 5. Inkubace probihala 4 hodiny pfi 37°C v atmosféie CO, .
! 6. Po inkubaci byla stdhnutd zvlast’ stimulovanou a nestimulovanou krev do dvou
1 10ml zkumavek.
7. Krev byla nafedéna 1:1 RPMI 1640+,
8. Naredéna krev byla centrifugovana (20000t/10min).
9. Po centrifugaci se krev slila a natedila 10ml RPMI 1640+.
10. Naredéna krev byla podruhé stoc¢ena (20000t/10min).

11. Po druhém sto€eni byla krev slita na co nejmensi objem, ale ne do sucha.
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12. Byly pfipraveny 2 sady zkumavek- pro stimulovanou a nestimulovanou krev:
69 FITC/3 PE/8 APC-kontrola aktivace, 3 FITC/154 PE/8 APC, kazda po Sul.

13. Do pfipravenych zkumavek bylo napipetovano 50pl krve.

14. Inkubace probihala 15 minut ve tm¢.

15. Lyza: bylo ptidano 1,5ml lyza¢niho Cinidla,

16. Inkubace probihala 15 minut ve tmé&.

17. Zlyzovana krev byla sto¢ena (12000t/Smin) a nésledné slita.

18. K zistatku bylo pfidano 200ul PBS.

19. Piipraveny vzorck byl méfen na prutokovém cytometru.

3. 3 Pristroje

Pritokovy cytometr — FACS Calibur, Becton Dickinson, USA

Ttustrace 10: FACS Calibur
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Zavedeni metody stanoveni CD154-CD40 ligand
Metoda je prevzata z Ustavu imunologie v Usti nad Labem a jeji pouziti bylo zavedeno
do podminek laboratofe v Ustavu imunologie v Motole. Metoda byla ovérena
s pouzitim vzorkll od pacienta sprokdzanym hyper IgM syndromem na podkladé
deficitu CD40L. Dal§imi vySetfovanymi byli pacienti s CVID.

Jedna se o metodu semikvantitativni, tj. vysledek méfeni mdze byt ovlivnén
koncentraci stimulaénich latek, dobou kultivace. Pfi jejich zméné se zméni také
procentuelni podet namérenych bunék s CD154 u téhoZ vzorku. Proto je nutné provadét
vySetfeni zaroven se zdravou kontrolou.

Vysledek vySetieni vypovidd o pfitomnosti ¢éi nepfitomnosti povrchové
molekuly CD154 a slouZi pii stanoveni diagnézy hyper-IgM syndromu. Pro potvrzeni
této diagnozy je jeste tieba provést molekularné genetickou analyzu.

Stanoveni CD154 pomoci pritokové cytometrie je rychlé, relativné levné a lze

jej provadét 1 v menSich laboratofich.

4. 2 Vysetreni pacienta O.Z.P. |

Pacient O.Z.P. je devitimési¢ni kojenec, ktery byl hospitalizovany pro dudnost na
Pediatrické klinice v Motole. O.Z.P. od dvou mésicu $patné prospival, ve tfech mésicich
“ se u n&ho objevila zvétsena uzlina v podpaZi a nasledné byla provedena jeji punkce.

Ve &tyfech mésicich byl O.Z.P. 1é€en na suchy kasel. O.Z.P. trpi chronicky Fidsi Zluto-

| zelenou stolici. V osmi mésicich u néj byla nalezena kvasinkové infekce v tstech.
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Hustrace 11: Vahovy graf OZP

Pti laboratornich vySetfeni byl zjistén zvySeny pocet leukocyti, nizk4 hladina

c-reaktivniho proteinu, nizké hladiny IgG a IgA, zvySena hladina IgM. Podet lymfocytl

a vysledky funkénich testi (blastickéd transformace, fagocytéza, NBT) byly v normé.
Detekce CD40L na stimulovanych T lymfocytech byla prakticky nulova. Vysledky

.

vySetfeni svédCily pro X-védzany hyper IgM syndrom. Diagnéza byla potvrzena
molekuldmé genetickym testem.
O.Z.P. se dne 9.2.2007 podrobil transplantaci kostni diené a jeho klinicky stav

se postupné upravuje k normé.
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Pro vySetfeni pritokovou cytometrii je nutné pouZzit zdravé kontroly. Prvni graf
vysledkl vySetieni pacienta O.Z.P. pratokovou cytometrii znaci kontrolu aktivace
T lymfocyt. Na ose Y je vynesen pocet proméfenych bunék, na ose X pak mnoZstvi
povrchovych molekul. Modré kiivka odpovidéa nestimulované krvi, €ervend kiivka krvi
stimulované. Posun Cerveného piku doprava odrazi veétsi expresi povrchovych molekul
po stimulaci. Plocha nésledujicich dvou grafii je kfiZzem rozdélena na Ctyfi kvadranty.
Vysetfované buikky s povrchovym znakem CDI154 se nachazeji v levém hornim
kvadrantu (tj. CD4+ T lymfocyty), pokud je krev stimulovand. Vysledky vySetfeni
pacienta O.Z.P.
pred transplantaci udavaji necelé 1% (0,61%) aktivovanych T lymfocyti se znakem
CD154 z 68 356 bunék, jak udava Event Count. U kontrolniho vzorku bylo
aktivovanych T lymfocytld s CD154 25,5% z 10 507 bunék.

Po transplantaci kostni dfené pocet aktivovanych T bunék s CD154 stoupl
na 12,5% z 6 586 bunék. U vySetfované kontroly bylo z 1 598 bunék 37,7%
aktivovanych T lymfocyta.

Z provedeného testu na detekci CD154 je patrné, Ze jsou u n€ho pfitomny T
lymfocyty exprimujici tuto molekulu. Pokud nedojde k neo¢ekdvanym komplikacim, je

pacient kauzalné vylécen.
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4. 3 Vysetieni pacientli s CVID
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Hlustrace 14: Vysledky vySetfeni pacientit s CVID ze dne 12.3.2007

Bylo vysetfeno 6 pacientd s CVID, u kterych bylo podezieni, Ze pri€inou jejich nizkych

hodnot protilatek miaze byt deficit CD154. Buiiky s molekulou CD154 se vyskytuji

v levém hornim kvadrantu. VySetfeni ukazalo, Ze u vSech Sesti pacientd byly pfitomny

buriky s touto molekulou, takze pti¢ina nizkych hodnot protilatek je jina nez z divodu

deficitu bun¢k s CD]1
Nam¢é&tené hodnoty:
pacient €.1: 43,5%
pacient ¢.2: 29,8%
pacient ¢.3: 39,9%
pacient ¢.4: 23,1%
pacient ¢.5: 44,3%
pacient ¢.6: 55,3%

54.

Nejniz§i namétena hodnota bungk s CD154 je 23,1%, nejvySsi pak 55,3%.

Primérna hodnota je

39,32%.
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5. Zaver
Metoda stanoveni CD154-CD40 L byla usp&iné zavedena do laboratote Ustavu
imunologie, kde se bude dale vyuzivat. Diky této metod€ je mozné sledovat obnovu
imunitniho systému pacienta O.Z.P. po transplantaci kostni dfené. Metoda umoZiiuje
objasnéni nizkych hladin protilatek u pacientd s CVID, pokud je moznou pfi¢inou
deficit povrchové molekuly CD154, a ptipadné zachyt dal$iho ptipadu ojedinélého

onemocnéni HIGM.
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