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7. Uvod do imunogenetiky

Zakladni vlastnosti specifického imunitniho systému je schopnost rozlisit neSkodné ¢astice
od nezadoucich castic a to 1 na zakladé velmi malych rozdili (u peptidd rozhoduje casto
jedinda AMK, u sacharidu koncové zbytky, alosterické formy aj.). Tato rozliSovaci schopnost
je dana extrémni variabilitou specifickych imunocytd resp. jejich povrchovych molekul
(pfedevsim receptort). Skutec¢nost, ze receptory specifické imunity existuji v tolika variantach
(tzv. fenotypovy polymorfismus), je vysledkem tzv. genetického polymorfismu® a fadou
dalSich regula¢nich mechanismu uplatiujicich se béhem vyvoje lymfocyti. Mezi molekuly,
vykazujici nejvétsi variabilitu patii MHC resp. HLA glykoproteiny, imunoglobuliny a
receptory T a B lymfocytt.

Imunogenetika je obor zabyvajici se geny kodujici jednotlivé slozky imunitniho systému,
genetickou variabilitu a mechanismy vedouci k jejich dosazeni, stejné jako vztahy raznych
onemocnéni ke slozkam IS.

7.1 MHC glykoproteiny a jejich polymorfismus

Zkratka MHC (z angl. Major Histocompatibility Complex) oznacuje transmembranové
glykoproteiny, vyskytujici se na vSech jadernych bunkach vyssich obratlovet vE. ¢lovéka.
Byly objeveny v souvislosti s inkompatibilnimi transplantacemi: Bylo zji§téno, ze praveé
variabilita v MHC glykoproteinech je odpovédna za odvrzeni $tépu piijemcem, a podle toho
také ziskaly MHC molekuly sviij nazev hlavni histokompatibilni systém. MHC
glykoproteiny se v populaci kazdého druhu vyskytuji v obrovské variabilité, takze je
prakticky nemozné, aby dva jedinci (kromé jednovajecnych dvojcat) méli stejnou kombinaci
MHC molekul. Imunitni systém ptijemce pak rozpoznava MHC glykoproteiny obsazené
v tkani darce jako cizorodé antigeny, a spousti imunitni odpovéd’ vedouci k jejich eliminaci a
tim 1 k degradaci darcovského Stépu.
Primarni biologickou funkci MHC glykoproteini je vSak stimulace T-lymfocyti
antigennimi peptidy. MHCgp jsou syntetizovany V endoplazmatickém retikulu a tvofi
intracelularni komplex s peptidovymi fragmenty potencialnich antigenti. Komplex MHC-Ag
je pak transportovan na povrch bunky, kde je Ag prezentovan T-lymfocytim.
U ¢loveéka byly MHC glykoproteiny primarné zkoumény na leukocytech, kde se jich nachazi
nejvyssi koncentrace. Proto jsou lidské MHC molekuly oznaCovany jako leukocytarni
antigeny, resp. HLA (z angl. Human Leukocyte Antigen). Pro ¢lovéka jsou tedy terminy
MHC a HLA ekvivalenty.
Na zéklad¢ molekularni struktury MHCgp, podle typu prezentovaného antigenu a podle typu
populace stimulovanych T-lymfocytl rozliSujeme dva zékladni typy humannich MHC
molekul:
e MHC glykoproteiny 1. tfidy (ozn. také jako MHCgp |, MHC-I — patii sem HLA-A,-B,-C)
e MHC glykoproteiny 2. tfidy (ozn. také jako MHCgp II, MHC-Il — patii sem sem sem
HLA-DP, -DQ, -DR)

7.1.1 MHC glykoproteiny 1. tiidy

! je dan existenci mnoha alel (variant) daného genu
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MHC-1 gp se nachdzi na vSech jadernych bunkach téla. Jejich molekula se sklada
Z transmembranového vysoce variabilniho fetdzce o a mikroglobulinu p. Retézec o obsahuje
tii domény o; oy a o3. Domény a; a oy jsou nejvariabilnej$i a tvofi vazebné misto pro
proteinovy antigen (obr. 7.1a).
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Obr. 7.1 : a) Molekularni struktura glykoproteinu MHC-1. b) Komplexni schéma vazebné interakce
mezi busikou prezentujici antigen ve vazbé s MHC-I a cytotoxickym CD8" T- lymfocytem.

Glykoproteiny MHC-I vazou antigen syntetizovany v cytosolu a prezentuji ho
cytotoxickym CD8" T. lymfocytam (obr. 7.1b) Typickymi cytosolovymi antigeny jsou
virové nebo nadorové proteiny; vznikaji tak ale 1 normdlni fyziologické proteiny. VSechny
tyto proteiny jsou v ramci bun&né ,.kontroly* oznadeny ubikvitinem? a nasledn& rozitdpeny
v proteolytickém komplexu proteazomu. Fragmenty rozstépenych proteini vstupuji do
endoplazmatického retikula® a vazou se na MHC-Igp, které jsou v ER syntetizovany.
Vazebné misto pro antigenni proteiny je na MHC-I gp relativné malé a morfologicky
uzaviené, takze mize vazat jen peptidy o délce 8-10 aminokyselin. Vznikly komplex MHC-I-
Ag je formou vezikul transportovan ptres Golgiho komplex az na povrch dané bunky, kde
miize aktivovat cytotoxické CD8" Tc lymfocyty (obr. 7.2).
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Obr. 7.2: Schéma syntézy MHC-Igp, vznik komplexu MHC-1 s endogennim Ag a proces prezentace Ag
cytotoxickym Tc lymfocytim. PREKRESLIT

2NC za chemii 2004 (A.Ciechanover, A.Hershko, [.Rose: Ubikvitinem zprostiedkovana degradace proteinti)
¥ Pies TAP (Transport Antigen Protein) - specifickou transportni pumpu umisténou v membrang ER
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Cytotoxické CD8" T-lymfocyty stimulované takovym antigenem pak iniciuji apoptozu takto
poskozené buiiky. Tim chrani organismus pied Sifenim viru popt. pfed mnozenim nadorovych
bun¢k. Ve skute¢nosti jsou na MHC 1 vystavovany vSechny peptidy syntetizované danou
bunikou. Pokud vSak neni dany peptit Skodlivy nebo jinak nestandardni nevyvold u T-
lymfocyti imunitni odpoveéd’ ale naopak toleranci. S jistou nadsazkou lze MHC gp | tiidy
oznacit za ,,vystupni kontrolu proteint, které jsou v buiikach syntetizovany (obr. 7.3).

Realn¢ plati, ze na MHC-I se vyskytne vSe, co se dostane do cytoplasmy. Miize vSak nastat
situace, kdy se do cytoplazmy dostanou exogenni peptidy, které byvaji normalné uchovany
Vv endozomalnich vacich. Tomuto mechanizmu prezentace exogennich peptidi na MHC-I1 se
fikd cross-prezentace. Navozeni imunitni odpovédi CD8" T-lymfocytd proti exogennim
antigentim se rik4 cross-priming. Prezentace exogennich antigenti na MHC-1 a aktivace CD8"
T-lymfocyti je esencialni pro obranu vaci viriim, které nenapadaji antigen prezentujici buniky.

Iniciace L
Jaderna burika apOptéz!//,_ ——————
o~
(AN
f A

‘ / Komplex
\ L) MHC I - Ag
\\

Obr. 7.3: Princip aktivace cytotoxickych T-lymfocyti komplexem MHC-1 gp S navdzanym
intraceluldrné syntetizovanym antigenem.

Na MHC-I gp je vazebné misto jednak pro Ag, ddle pro receptor T-lymfocytu (TCR) a nakonec pro
koreceptorovou molekulu cytotoxickéeho lymfocytu - CD8. Aktivované cytotoxické lymfocyty proliferuji
a sekretuji lymfotoxiny, které iniciuji apoptozu prvodni buriky.

7.1.2 MHC glykoproteiny 2. ti'idy

MHC-II gp se fyziologicky* vyskytuji jen na imunitnich buiikach, jejichZ primarni funkci je
fagocytoza potencionalné skodlivych castic (antigent). Proto jsou takové bunky nazyvany
jako profesionalni fagocyty; patii k nim pfedev§im dendritické buiiky, monocyty a
makrofagy. MHC-II gp vazou fragmenty pohlcenych, tedy exogennich antigennich ¢astic a
prezentuji je na svém povrchu pomocnych CD4" T-lymfocytim. Takové profesiondlng
fagocytujici buiiky proto nazyvame antigen prezentujici buiiky (APC).

Molekula MHC-II glykoproteinii se sklada ze dvou transmembranovych, kovalentné
vazanych fetézcl a a B. Vazebné misto pro antigen je tvofeno terminalnimi jednotkami obou
fetézcu (obr. 7.4a).

‘s patologickym vyskytem MHC-IIgp se setkdvame napf. na bunikach §titné zlazy, kde prezentaci vlastnich Ag
mohou navodit tvorbu protilatek proti vlastnimu tyreotropnimu receptoru (Graves-Basedowa choroba)
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Obr. 7.4: a) Molekuldrni struktura glykoproteinu MHC-11. b) Komplexni schéma vazebné interakce
mezi buiikou prezentujici antigen ve vazbé s MHC-II a pomocnym CD4" Th lymfocytem.

Glykoproteiny MHC-I1I vazou antigen exogenniho puvodu, ktery byl buiikou fagocytovan a
nasledné ho prezentuji pomoenym CD4" T, lymfocytiim (obr. 7.4b, 7.5).

Typickymi antigeny jsou slozky patogennich mikroorganismi, pfedevsim bakterii. Pohlceny
antigen je wuzavien do fagosomu, kde dochdzi Kjeho fragmentaci. Soucasné je
v endoplazmatickém retikulu syntetizovan MHC-II gp, jehoz vazebné misto je docasné
blokovan specifickym proteinem, tzv. invariantnim fetézcem (li). Komplex MHC-IIgp + li je
Vv transportnim vacku pies Golgiho aparat uvolnén a nakonec splyva sendosomem,
obsahujicim fagocytovany antigen. Po odstépeni Ii fetézce se Ag vaze na uvolnéné vazebné
misto MHC-II gp a spolu s nim je transportovan na povrch antigen prezentujici burnky, a
prezentovin pomoenym CD4" T}, lymfocytiim (obr. 7.5).
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Obr. 7.5: Schéma syntézy MHC-I1 gp, vznik komplexu MHC-I1 s exogennim Ag a proces prezentace Ag
pomocnym Th lymfocytum. PREKRESLIT

Pomocné CD4" T, lymfocyty stimulované exogennim fagocytovanym antigenem pak

v zavislosti na typu prezentovaného antigenu iniciuji proliferaci naivniho T, lymfocytu do

jedné z nasledujich subpopulaci (obr. 7.6):

e subpopulace Tyl prostiednictvim sekrece zanétlivych cytokind (IL-2, IFN-y) stimuluje u
APC fagocytozu a aktivuje zanétlivé procesy

e subpopulace T2 prostiednictvim sekrece cytokint (ptedevsim IL-4, 5, 6 a 10) stimuluji
B-lymfocyty k produkci protilatek na Th zavislych, které maji vysokou afinitu k danému
antigenu, jez byl prezentovan
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7.6 Princip aktivace cytotoxickych T-lymfocytit komplexem MHC-II gp

D QTR

S navazanym

extraceluldarnim fagocytovanym antigenem. Aktivované pomocné CD4+ Th Iymfocyty proliferuji a
podle typu prezentovaného antigenu sekretuji cytokiny rozvijejici zanétlivou reakci (IL-2, IFN-y), nebo
cytokiny 1L-4,5,6,10 aj. Ty aktivujici B-lymfocyty k produkci protildatek na T-lymfocytech zavislych.

Srovnani zakladnich vlastnosti a funkci MHC glykoproteinu 1. a 1l. tfidy je uvedeno v tab 7.1.

MHC-I1 MHC-II
.

Polymorfni fetézec o (3 [, %] Dva polymorfni fetézce a a B
struktura domény) a g e

mikroglobulinp (.

, 3 ) s Profesionalni fagocyty (dendritické

vyskyt Viechny jaderné buiiky bufiky, monocyty, makrofagy
stimulovany lymfocyt | CD8" cytotoxicky T, lymfocyt CD4" pomocny T}, lymfocyt

typ prezentovaného
antigenu

Endogenné syntetizovany protein
v cytosolu (typicky virus, nadorové
proteiny)

Exogenni fagocytovany protein (typicky
bakterialni)

Misto vazby MHC-Ag

Endoplazmatické retikulum

Vezikula vznikla splynutim fagosomu a
transportniho vacku z Golgiho aparatu

Pomocné interagujici
proteiny

TAP v endoplazmatickém retikulu
(transportuje antigenni fragmenty
z cytosolu do ER)

Invariantni protein docasné blokujici
vazebné misto u MHC-II pfed splynutim
s fagosomem obsahujicim Ag

7.1.3 Geny kodujici MHC molekuly

Lidské MHC glykoproteiny jsou kodovany vysoce polymorfnim genovym komplexem
ulozenymi na 6. chromosomu. Ten obsahuje lokusy jednak pro MHC-I, MHC-II ale také
lokus oznacovany nékdy jako ,,MHC-III* kddujici cytokiny, proteiny komplementu, stresové

proteiny® aj (obr. 7.7).

® proteiny tepelného Soku, tzv. HSp (Heat Shock protein)
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Obr. 7.7: — Zjednodusené schéma stavby 6. chromosomu a rozlozeni genii pro MHCglykoproteiny. Pro
prehlednost jsou vybrany jen hlavni skupiny genii kodujici MHC-lgp a MHC-IlIgp s tim, Ze poradi
genil je zachovano. Rada dalsich genii neni pro prehlednost zobrazena.

V ramci lokusu pro MHC-I se na 6. chromozomu nachazi izotypy genti A, B, C, E,HaF,
které koduji a-fetézce glykoproteinu MHC-I (viz dale).

Vramci lokusu MHC-II se nachazi izotypy geni DP, DQ, DR kodujici MHC-II
glykoproteiny. Vzhledem k tomu, Ze se na variabilit¢ MHC-1Igp podili jak podjednotka a tak
podjednotka B (obr. 7.4a), jsou geny kodujici MHC-lIgp tvofeny vzdy soucasné dvéma
alelami — jedna koduje a-podjednotku MHC-lIgp a druha koduje B-podjednotku MHC-1Igp.

Kazdy z gent kodujicich MHC glykoproteiny se v populaci vyskytuje v obrovském mnozstvi
alel. K ¥jnu 2015° bylo detekovéano 10 297 alel pro geny na lokusu MHC-1, a 3 543 alel pro
geny na lokusu MHC-II, tj. celkovy poc¢et 13 840 alel. Pocet alel vSak neni zdaleka kone¢ny
(obr. 7.8.). Srozvojem imunodetekénich metod je prokazovana existence dalsich a dalsich
alel.
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Obr. 7.8: Vyvoj poznani Obr. 7.9: Metodika popisu

Vv oblasti poctu HLA alel Jjednotlivych alel HLA systému
v letech 1987 — 2014. (http://hla.alleles.org/nomencla
(http://hla.alleles.org/nomencla ture/index.html )

ture/index.html )

® Aktudlni poéty MHC alel jsou k dispozici na strankéach http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html
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Jednotlivé alely se dédi kodominantné. Kazdy ¢lovek dédi jednu sadu alel po otci a druhou po
matce. Pri tak obrovském poctu existujicich alel je tedy prakticky nemozné, aby se dva
nepiibuzni jedinci shodovali v kombinaci svych MHC gent resp. glykoproteinti. Naprosta
shoda nastdva pouze u jednovajecnych dvojcat. Piibuzenské kiizeni vSak znacné zvySuje
podobnost jedincti v MHC molekulach. Ve vyzkumné praxi je toho vyuzivano pro ziskani tzv.
imbrednich linii’, které jsou povazovany z hlediska genetického témét za 100% homozygoty.

7.2. Variabilita imunoglobulinii a lymfocytarnich receptoru

V z4jmu maximalni obranyschopnosti imunitniho systému, musi kazdy jedinec disponovat
obrovskym mnozstvim imunoglobulinti resp. specifickych receptori B a T lymfocyti. Jen
Vv takovém piipad¢ je Clovék schopen Celit nepfebernému mnozstvi potencidln€ nebezpecnych
antigendl. Z kapacitnich diivodi vSak neni mozné, aby byl kazdy imunoglobulin resp. receptor
kodovan samostatnym genem. Proto se evoluci vyvinuly specialni genetické mechanismy,
uplatnujici se k odvozeni vysoce variabilnich proteini tvoficich koncovou variabilni oblast T
a B lymfocytarnich receptort resp. imunoglobulini. To umoZziuje Z relativné malého poctu
gent vV zarode¢né DNA vytvaret po cely zivot jedince neustale nové kombinace.
Geny pro receptory B-lymfocytt (resp. pro imunoglobuliny) lezi na 14., 2. a 22. chromozomu.
Geny pro receptory T-lymfocytt lezi na 7. a 14. chromozomu (obr. 7.10). Pii formovani
lymfocytarnich receptorti resp. imunoglobulinti (probihaji na genové trovni v primarnich
lymfatickych organech), se uplatiuji podobné mechanismy. Jedna se o nasledujici procesy:
e Preskupovani genovych segmentt (kap. 7.2.1)
e Spojovaci variabilita (kap. 7.2.1)
o Alelicka exkluze (kap. 7.2.2)
e Somaticka mutace (na periferii v lymfatickych uzlinach a jen u B-lymfocyti) - (kap.

7.2.4)

Geny variabilni oblasti Geny konstantni oblasti
A A

-
~
=

N\

\

CHROMOZOM ¢. 14
Ig (BCR)
tézky retézec

(1) M b3

s— N - SR GR— GR— C—
-

Chromozomy obsahuji

Ig (BCR)
lehky retézec
(kaA)

CHROMOZOM &. 2 (k) a 22 (A)

genové segmenty
V,D,JaC

TCR p fetézec

TCR o fetézec

CHROMOZOM ¢.7

CHROMOZOM ¢. 14

/
\

/

Obr. 7.10: Piehled genovych segmentii kodujicich variabilni a konstantni oblast receptorii B a T lymfocytii
resp. imunoglobulinii.
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U mysi po vice jak 20 generacich ptibuzenského kiizeni (mezi sourozenci nebo mezi rodi¢i a détmi)
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Geny pro variabilni N-terminalni konec tézkého retézce imunoglobulinii resp. receptoru B-lymfocytii lezi na 14.
chromozomu. Geny pro variabilni N-termindlni konec lehkého Fetézce imunoglobulinii resp. receptoru B-
lymfocytit lezi na 2. a 22. chromozomu. Geny pro variabilni N-terminalni konec f retézce receptoru T-lymfocytii
lezi na 7. chromozomu a geny pro N-termindlni konec o fetézce receptoru T-lymfocytii lezi na 14. chromozomu.

7.2.1 Preskupovani genovych segmentii a spojovaci variabilita

Proces probiha v primarnich lymfatickych organech (kostni dien, thymus, fetdlné jatra) pti
formovani receptorit T i B lymfocyti. Jedna se o niahodnou somatickou dpravu genii
zarodecné DNA. Proces zajistuje maximalni diversitu receptori, podlozenou relativné
malym poctem genl v zarodecné DNA.

Ptislusné geny jsou v zarode¢né DNA uspotfadany do ¢tyf genovych segmenti. Segmenty V,
D a J obsahuji geny kodujici variabilni N-termindlni oblast lymfocytarniho receptoru resp.
imunoglobulinu. Segment C obsahuje geny kodujici konstantni oblast receptoru resp.
imunoglobulinu (obr. 7.11)

E E B
iﬁnmﬁnuww.. .

5’konec

Nl N

3’konec

Obr. 7.11: Geny 14. chromozomu kédujici téiky ietézec B-lymfocytdrniho receptoru resp. imunoglobulinu.
Segment ,, V* (,,variability) obsahuje vice jak 100 genii, které koduji AMK ¢. 1-101 variabilni oblasti receptoru.
Segment ,,D* (,,diversity”) obsahuje priblizne 50 genii, které koduji AMK ¢. 102-106 variabilni oblasti
receptoru. Segment ,,J* (,,joining ) obsahuje priblizné 9 genii, které koduji AMK ¢. 107-123 variabilni oblasti
receptoru. Segment ,,C*“ obsahuje geny kodujici konstantni oblast B-lymfocytarniho receptoru resp.
imunoglobulinu. Sipky ukazuji mista s charakteristickou sekvenci nukleotidii, které jsou rozpozndaviny enzymy
provadeéjicimi preskupovani genovych segmentii.

Pieskupovani genovych segmentii probiha ve dvou fazich. Nejprve dochazi k ptreskupeni a
expresi genu kodujicich tezky retézec u B-lymfocytu resp. 8 retézce u T lymfocytu. U
lymfocytl u kterych neprobéhne Gspésné syntéza prvniho fetézce, je automaticky aktivovana
apoptoza. Vsechny lymfocyty, které projdou Uspésné fazi syntézy jednoho fetézce, prechazi
automaticky do faze pieskupovani a exprese gent druhého fetézce: lehkého 7. u B-lymfocytu
resp. a retezec u T lymfocytu (0br. 7.12):

1. FAZE: Preskupeni a exprese genti pro téZky p (my) Fetézec (B-lymfocyt,
14.chromozom) resp. P ftetézec (T-lymfocyt, 7.chromozom): Enzymy provadéjici
pfeskupovani genil, rozpoznavaji charakteristické sekvence nukleotidll v jednotlivych tsecich
chromozomu. V daném misté pak DNA rozstépi, nahodn¢ ,,vystfihnou* jeji ¢ast a zbytek opét
spoji. Proces se miize n¢kolikrat opakovat a probih4 v nasledujicim potadi:

e Nejprve dochézi k tzv. ,, D-J* preskupovani: Vv ramci téchto segmentli jsou postupné
ndhodné a opakované vystépovany jednotlivé geny, ¢imzZ se méni pivodni sekvence
zarodecné DNA.

e Nasleduje proces tzv. ,, V-D*“ preskupovani, kdy jsou analogicky opakované nahodné
vystépovany geny v ramci usekt ,,V*“ a ,,.D*.

2. FAZE: P¥eskupeni a exprese genii pro lehky k (kappa) Fetézec (B-lymfocyt, 2.
chromozom), resp. a Fetézec (T-lymfocyt, 14.chromozom): Proces probiha analogicky
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jako v prvni fazi. Protoze ma ale zarodecna DNA kodujici « resp. a fetézec jen segmenty ,,V*
a,,J*, tak preskupovani probiha pouze v ramci téchto segmentt.

Zarodecna
DNA

dseku - g e LN SS 2o il

useku D-J

e o gl s = = ielsi e Sm

useku V-D M

Transkripce
Primarni RNA C::h:ﬂ:mj Eq#:]
transkript v
Sestfih intront

m [:[Hm-AAA d:“-j-AAA
, Translace
|

Tézky Lehky
fetézec M fetézec

Somaticka rekombinace

Polypeptidicky

fetézec —
variabilni -
oblasti

Variabilni oblast
receptort resp. Ig

Obr. 7.12: Piehled procesit v ramci formovdni variabilni oblasti Ig resp. BCR

Variabilitu celého procesu déale jeSt¢ navySuje proces oznacovany jako ,,spojovaci
variabilita®, ktera se uplatiuje pii kazdém rozstépeni a znovuspojeni zarode¢né DNA
(rekombinaci). Lymfocyt-specifickd rekombindza Rag-1 a Rag-2® odstfihne ¢ast DNA mezi
pfislusnymi rekombinovanymi Useky. V pifipad€é asymetrie je podle delSiho vldkna DNA
syntetizovano vlakno komplementarni — tzv. P usek. Oba volné konce DNA jsou pak spojeny
nahodnym vlozenim dalSich nukleotidt - tzv. N usek (obr. 7.13). Tyto nukleotidy v N useku
jsou pridavany specialni DNA polymerazou, oznacovanou jako TdT® nebo DNTTY. N useky
jsou tedy uplné¢ nové sekvence DNA, které nebyly soucasti zarode¢ni DNA.

—~ -
i P usek
6 [¢
¢ e < c fs] c a
Mo ™ Sl o o
A 7 D A A A
segment |6 [€] segment G c fcl () ¢}
¢l & <l e c G c 5
; o ; B &
I A ; A A A
llella’/ ‘Gl a Ells] A e[ a clc a e[ a €6 A “8|[Fl A cls
a) b) c) d) €)

Obr. 7.13: Spojovaci variabilita.

a) Pocdtek procesu pieskupovani genii v ramci segmentii ,,V*“ a ,,D*. b) Rekombindza Rag rozstépi zdrodecnou
DNA v misté specifickych rozpoznanych nukleotidovych sekvenci. c) V pripadé nestejnomérnosti koncit vzniklych
rozstépenim, jsou k DNA pridany nukleotidy vytvarejici usek P. d-e) Volné konce upravené zarodecné DNA jsou
spojeny usekem N, tvorenym nahodné nakombinovanymi nukleotidy.

® Recombination-Activating Gene
® Terminal deoxynucleotidyl Transferase
' DNA Terminal Transferase nebo DNA TerminalexoTransferase
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Plvodni zarodecnd DNA, kterd je zcela ndhodn€ modifikovana v procesech ,,pireskupovani
genovych segmenti™ a ,spojovaci variability* pak slouzi jako matrice pro standardni
transkripci a translaci: Modifikovana DNA je nejprve piepsana do primarni RNA, ktera po
sestfihu intronti predstavuje mRNA, a ta je pielozena do primarni sekvence AMK tvofici
variabilni ¢ast receptoru resp. imunoglobulinu (obr. 7.12).

1.2.2 Alelicka exkluze

Preskupovani genovych segmentli kodujicich fetézce lymfocytarnich receptorti resp.
imunoglobulini  probihaji soubézné¢ na obou homolognich chromozomech piislusného
lymfocytu. ProtoZe proces na obou chromozomech probihd zcela nezavisle, je vysledkem
kazdého nahodného pieskupovani jiny vysledny produkt. Aby nedoSlo k expresi dvou
riznych receptorti na jednom lymfocytu, je vzdy proces preskupovani na jednom homolognim
chromozomu zastaven — mluvime o tzv. alelické exkluzi. Ta je zarukou, Ze kazdy lymfocyt
exprimuje jediny, zcela unikatni specificky receptor.

V ptipadé, Ze chybou dojde k vytvofeni lymfocytdrniho klonu se dvéma typy receptord,
podléha takovy lymfocyt apoptdze.

7.2.3 Negativni a pozitivni selekce

Vzhledem k tomu, Ze procesy pieskupovani genovych segmentti a spojovaci variabilita jsou
zalozeny na zcela nadhodnych krocich, je pti vzniku novych lymfocytarnich receptorti vysoka
pravdépodobnost vzniku autoreaktivnich receptort resp. protilatek. Proto diive, neZ jsou nové
lymfocyty uvolnény z primarnich lymfatickych organi** do periferie, prochazeji ptisnou
kontrolou. Vsechny potencialné autoreaktivni ale také nefunk¢ni (anergni) klony jsou zniceny
formou apoptozy (negativni selekce). Timto zplsobem zanika odhadem az 98% nové
vzniklych lymfocyta.

e U B-lymfocytu je Vv kostni dfeni testovana reaktivita receptori k vlastnim antigentim.
Vsechny potencionalné autoreaktivni klony jsou eliminovany fizenou apoptézou. Na
periferii, v lymfatickych uzlinach jsou dale eliminovany klony s nefunkénimi receptory
k cizim antigenim (anergni receptory) a selektovany klony s nejvyssi afinitou
k potencionalné skodlivym antigentim (tzv. somatickd mutace — viz dale). Také to neni tak
sofistikované jak u TCR prototoze vznik vysoce afinitniho BCR nebo Ab je stejné zavislé
na T-lymfocytech. Proto je selekce extrémné piisna u T-lymfocytu.

e U T-lymfocyti je proces selekce mnohem komplikovanéjsi. Je to zptsobeno fadou
vazebnych ploch, které jsou soucasti tspésné stimulace T-lymfocytu (obr. 7.1 a 7.4).
Uspésna stimulace TCR je zalozena jednak na komplementarité TCR-Ag a jednak na
vazbé¢ TCR-MHC. Kromé autoreaktivity nebo naopak slabé afinity k potencialnim
antigenum (negativni selekce), musi byt proto U TCR testovana také sila vazby k MHC
proteinu antigen prezentujicich bunék. Tato vazba musi byt dostate¢né silnd, aby doSlo
uspesné ke vzniku komplexu MHC-TCR (pozitivni selekce). Na druhé strané ale nesmi byt
ptili§ silnd, aby MHC nepiisobil jak potencidlni antigen. Sila vazby TCR s MHC je také
jednim z faktord formujicich Ty lymfocyty, které rozpoznavaji vlastni antigeny (jsou
Vv zasad¢ autoreaktivni) avSak tuto schopnost nevyuzivaji k rozvoji imunitni reakce ale
naopak K jejimu utlumeni.

! kostni dieng, popt. brzliku, & sleziny
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7.2.4 Somaticka mutace pri formovani B-lymfocytii

Somaticka mutace' je proces selektovani B-lymfocytarnich mutantd s nejvyssi afinitou
k danému antigenu. Proces probiha v lymfatickych uzlinach, konkrétné v zarodeénych
centrech sekundarnich lymfoidnich folikuli (Kap. 5, obr. 5.10.)

ZarodeCna centra jsou tvofena proliferujicimi B-lymfocyty, které byly Vv priméarni fazi
aktivovany Th lymfocyty. Aktivované B-lymfocyty se diferencuji v tzv. centroblasty, u
kterych béhem intenzivniho d€leni probiha jak izotypovy piesmyk, tak proces tzv. somatické
hypermutace gentt kodujicich variabilni oblast BCR. Oblast intenzivni proliferace B
lymfocytl se diky vysoké koncentraci centroblastl jevi tmavé a je proto oznacovana jako
Stmava zona*“. Z ni migruji diferencované B-lymfocyty do ,svétle zony*, kde se zaroven
nachézeji folikularni dendritické buiiky (FDC"™) a folikularni T-lymfocyty (Tgn). FDC
prezentuji na svém povrchu antigeny, které jsou diferencovanymi B-lymfocyty rozpoznavany.
Stejny Ag je aktivovanym B-lymfocytem soucasné prezentovan a rozpoznavan folikularnimi
T-lymfocyty. Pfitom jsou selekénim tlakem upiednostiiovany ty nové vzniklé varianty B-
lymfocyti, které maji nejvetsi afinitu k antigenu, rozpoznaného na folikularnich
dendritickych buiikach (FDC) a souasné rozpoznaného folikularnimi Tgn lymfocyty. B-
lymfocyty prochazeji opakovanymi cykly proliferace, mutace a selekce. V téchto naslednych
cyklech déale dochazi opét k izotypovému presmyku, kdy se misto plvodnich IgM,
v zavislosti na charakteru stimula¢niho antigenu a cytokinového prostiedi, méni tiida
imunoglobulinu. Nap#. IL-4 indukuje izotypovy piesmyk primarné na I1gG1l a IgE; TGF-§
indukuje produkci IgA a 1gG2b; IL-5 zvysuje produkci IgA, a IFN-y stimuluje tvorbu 1gG3,
IgG2a.

Na zavér celého procesu se bunky, které uspésné produkuji vysoce afinitni imunoglobuliny,
diferencuji v plazmatické buiiky a castené v dlouhodobé pamétové buriky, a opoustéji
zarodecné centrum. Ty z centroblastd, které maji slabou nebo zadnou afinitu k danému
antigenu, jsou odsouzeny K fizené bunécné smrti — apoptoze (obr. 5.12).

@ & Zarodeéné centrum sekundarniho folikulu
Lt S Y
'Y - Plazmatické buriky
Th}*&@:
:e'j‘ @’O @ %08
S & . b \5./-’ 7 &
% 3“;;; ‘i% ) + (5.(() f
&' N 8 _)t.“{ 08
%S
2 Ny of
C $o
/ »
28 & 1
b g
B $%

Pamét'ové
B lymfocyty
%

12 Ozna¢. nékdy také jako hypermutace

B EDC nejsou vyvojové piibuzné s DC, nejsou hematopoetického ale mezenchymalniho piivodu; nazev ziskaly
na zakladé podobnosti s DC. Antigeny neprezentuji v kontextu MHC, ale maji je pouze ,,nalepeny na svém
povrchu

12



I. Fellnerova, A. Fellnerova, PtF UPOL 7. Uvod do imunogenetiky

Obr. 5.12: Sekunddrni faze protilitkové reakce v zdrodeéném centru sekunddrniho folikulu lymfatické uzliny:
V prvni tzv. extrafolikularni fazi prezentuji aktivované B lymfocyty antigen pomocnym Ty lymfocytium, které
zpétné u B lymfocytit stimuluji proliferaci a izotypovy presmyk (a). Cast takto stimulovanych T, lymfocyti
migruje do zarodecného centra lymfatickych folikulii, kde predstavuji specifickou skupinu folikularnich Tg,.
Podobné i aktivované B lymfocyty migruji do zarodecného centra, kde v tmavé zoné probiha jejich intenzivni
proliferace doprovazend izotypovym presmykem a somatickou hypermutaci (b). Takto vznikié centroblasty putuji
do svétlé zony, kde jsou z nich selektoviny — pomoci vazby s FDC a Tg, (¢) B lymfocyty s nejvyssi afinitou
k danému antigenu (d). Timto procesem vznikaji klondlni expanzi plazmatické bunky produkujici vysoce afinitni
na T lymfocytech zavisié protilatky (e) a dlouhodobé Zijici pamétové B lymfocyty (f).

Po aktivaci B-lymfocyti v lymfatickych uzlinach (obr. 5.12 - krok a-c), dochazi ke transkripci
useku gent, kodujicich variabilni ¢ast Ig fetézc. Béhem transkripce dochazi k nékolika
procestim, které méni piivodni sekvenci DNA (obr. 7.14):
Deaminace cytosinu Vv transkribované DNA. Proces je fizen enzymem, tzv. ,aktivaci
indukovanou cytosin deaminazou* (AID), ktera odstranénim —NH; skupin méni cytosin na
uracyl. Takto pozménéna DNA je dale upravena jednim z nasledujich dvou procesti:

> Zménou uracilu na tymin pridainim CHjz skupiny kK ptivodnimu uracilu, nebo

> Odstranénim uracilu ¢imZ vzniknou v DNA mezery (tzv. zuby). Chybé&jici baze

jsou nasledné, zcela ndhodné nahrazeny jinymi bazemi.
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Obr. 7.14: Piehled dil¢ich krokii béhem somatické hypermutace u DNA p¥i formovdni B-lymfocytii s nejvyssi
afinitou k antigenu.

V prvnim kroku je enzymem deamindzou indukovand preména cytosinu na uracil. Dalsi upravy se mohou ubirat
dvéma sméry: Vazbou CHg skupiny na molekuly uracilu dochdzi k jeho zméné na thymin (levd spodni cdst

obrazku). Druhou moznosti je odbourani uracilu a nasledné ndahodné doplnéni nukleotidii (prava spodni Cast
obrazku)

Zavéreény obrazek této kapitoly (obr. 7.15) shrnuje v piehledu jednotlivé dosud popsané
procesy, které se uplatiiuji pfi formovani vysoce variabilnich BCR resp. Ig.
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Obr. 7.15: Komplexni piehled vyvoje B-lymfocytii od hematopoetické kmenové buiiky ai k efektorové
plazmatické buiice s nejvyssi afinitou k antigenu.

Zaklavi v horni ¢asti obrazku oznacuje jednotlivé dilci procesy vyvoje B lymfocytu, ktery je zobrazen ve stredni
casti obrazku. Cerné panely ve spodni casti vymezuji, které procesy jsou vazany na primdrni lymfatické organy a
které probihaji na periferii. Bile panely ve spodni casti VyMezuji, které procesy probihaji nezavisle na
antigenech a které jsou zavislé na viastnich resp. cizich antigenech. Cervené sipky v obrazové casti ukazuji, kde
probihaji jednotlivé procesy zodpovédné za variabilitu BCR resp. Ig.
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