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Definice Imunochemie

1907

Arrhenius charakterizoval imunochemii jako vedu
0 chemickych reakcich latek, které vznikly

po injekci cizich latek do krve zvirat, nebo-li

PO jejich imunizaci.

Produkty imunizace reaguji s temito cizimi latkami
podobne jako proteiny nebo enzymy, na zaklade
svych chemickych vlastnosti“

Dnesni definice:
Imunochemie zkouma chemii antigenu
a protilatek a mechanizmus jejich interakce.



Struktura prednasek
< Uvod do imunologie a imunochemie

* Antigeny

* Protilatky

* VVztah antigen-protilatka

* Priprava poly a monoklonalnich protilatek
* Imunochemické metody:

-serologicke

-imunodifuzni

-elektroforeticke

-radioimunoanalyza

-enzymova imunoanalyza
-fluorescencni a luminiscencni analyza
-Imunosensory

-histoimunochemie
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Imunochemie je mezioborova veda:
Imunologie x chemie

dalsi obory:

molekularni biologie, mikrobiologie, biochemie,
biofyzika

medicinske obory, genetika aj.

Moderni imunochemie je soucasti imunologie, ale jeji
vysledky a metodicke postupy tvori samostatny celek,
z ktereho cerpaji i jiné vedni obory.



Jak funguje imunita a co ji muze ovlivnit?

mandle

lymfatické uzliny
brzlik

kostni dren

slezina

Imunita je schopnost organismu branit se proti chorobam
(branit se virum, bakteriim a také nadorovym bunkam)
Imunitni systém u savcu

(slezina, lymfatické uzliny, kostni dren, brzlik

a dale lymfocyty, protilatky, imunohormony)



Kdyz imunita nefunguje...
e zvySena unava
* chronické potize
e Casta nemocnost
* Kkozni projevy
(malé déti, osoby starsi 60 let, stres, deprese, fyzicka namaha)

Posileni imunity

* prestéhovat se na venkov

* zdravy zivotni styl (strava)

* pravidelny pohyb

* dostatek spanku, dostatek odpocinku
* otuzovani



Zvyseni obranyschopnosti organismu -y
Imunizace

aktivni: oCkovani, vakcinace (oslabeny puvodce onemocnéni)
pasivni: oCkovani primé vkladani protilatek do organismu

Autoimunita a alergie

Autoimunita: IS poskozuje vlastni organismus tak, Ze reaguje
na vlastni struktury (roztrousena skleroza, celiakie, revmatoidni
artritida).

Alergie: Porucha IS, kdy organismus reaguje na neskodnou
latku (ryma, kasSel, vyrazka, unava). | i




Praktické vyuziti imunochemie v klinické biochemii
* vySetieni hormoni
* téhotenské testy

« metabolika

* rakovinné markery
* srdeéni markery
 thyroidy

« funkce ledvin

- EVB

* léky

 alergeny

* jaterni fibrosa

* Kkostni metabolismus




Historie irnunologie

Védni obor imunologie

vychazi z poznani, ze jedinci, kteri se
uzdravili z urcité nemoci, byli nasledné
chraneéeni proti této nemoci

latinsky: Immunis
anglicky: Immunity

znamena: stav ochrany pred infekéni nemoci



430 I.p.n.l.

15. stoleti

1718

1721

1798

Peloponéskeé valky: mor v Athénach

kdo se nakazil morem a uzdravil, uz znovu
neonemocni

Cifané a Turci

sucheé strupy z pravych nestovic vdechovali
VARIOLACE

Pani May Wortley Montagu (Konstantinopol)
pokusy na vilastnich détech

zavedla prvni oCkovani proti pravym
nestovicim

Edward Jenner

ochrana pred PRAVYMI NESTOVICEMI
dojicky kravské nestovice

g osmilety chlapec James Phipps

I~ metoda vakcinace


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Edward_Jenner_by_James_Northcote.jpg

1881 Louis Pasteur

ockovani kurat drubezi cholerou

(ziva kultura), kultura slabla a kurata se
uzdravila

Vaccine - vakcina (zeslabena kultura bakterii)

Louis Paster rozsiril zavery na dalsi nemoci:
vakcionalizoval skupinu ovci oslabenymi
bakteriemi sneti (Anthrax bacillus)

1885 1. vakcina podana cloveku -Pasteur
vir proti vztekline

Pasteur vakcionaci provadeél, ale nevedél proc
Rozsiril znalosti i na dalsSi nemoci:
antrax, slepici cholera, prasecCi mor

zeslabeny kmen bakterii = VACCINE (vacca-krava)



1. Vakcina podana Cloveku:
chlapec Joseph Meisner
viry proti vztekline

Louis Pasteur prohlizi Joseph Meister po vakciné
proti vztekline



1890

1901

30. leta

Emil von Behring

Shibasaluro Kitasako (zaskrt — difterie)

Sérum z ockovanych zvirat do neockovanych
pochopili princip imunity

Ziskali za tyto vyzkumy Nobelovu cenu

Aktivni komponenta séra by mohla neutralizovat
toxin (srazet nebo aglutinovat).

Tato komponenta byla nazvana antitoxin,
precipitat nebo aglutinat.

Elvin Kabat frakce odpovédnou

za imunitu v lidske tekutine
gamma-globulin (imunoglobulin) humors,
protilatky

Humoralni imunita



1883 Jeste pred objevenim humoralni imunity:
Elie Metchnikoff (Nobelova cena 1909)
pozoroval bilé krvinky (fagocyty), ktere
byly schopny spolknout (usmrtit)
mikroorganismy (cizi material).

Fagocyty byly aktivnéjsi u zvirat, ktera
byla imunizovana.

Oznacil fagocyty za hlavni vykonavatele
Imunity (monocyty, neutrofily).
Bunécna imunita

ve 40. léeta Merril Chase (tuberkulosa guinejskych prasat)
dokazal
prenos imunity do organismu pomoci bilych
krvinek (bunécna imunita)

v 50. léta Lymfocyty (technika tkafiovych kultur)
objeveny bunky odpovédné za obé imunity
(humoralni i bunécna imunita)



Bruce Glick Statni univerzita v Mississippi
dokazany 2 typy lymfocytu:

T-lymfocyty ziskané z thymusu (brzliku)
bunécna imunita
B-lymfocyty z Fabriciovy burzy (u ptaku)

humoralni imunita

Humoralni x Bunéc¢na imunita:
Oba systémy jsou spojeny a jsou nutné
pro imunitni odpoved.



ILUISREBN Nobel Prizes for immunologic research

Year Recipient Country Research
1901 Emil von Behring Germany Serum antitoxins
1905 Robert Koch Germany Cellular immunity to tuberculosis
1908 Elie Metchnikoff Russia Role of phagocytosis (Metchnikoff) and
Paul Ehrlich Germany antitoxins (Ehrlich) in immunity
1913 Charles Richet France Anaphylaxis
1919 Jules Border Belgium Complement-mediated bacteriolysis
1930 Karl Landsteiner United States Discovery of human blood groups
1951 Max Theiler South Africa Development of yellow fever vaccine
1957 Daniel Bovet Switzerland Antihistamines
1960 F. Macfarlane Burnet Australia Discovery of acquired immunological
Peter Medawar Great Britain tolerance
1972 Rodney R. Porter Great Britain Chemical structure of antibodies
Gerald M. Edelman United States
1977 Rosalyn R. Yalow United States Development of radioimmunoassay
1980 George Snell United States Major histocompatibility complex
Jean Daussct France
Baruj Benacerraf United States
1984 Cesar Milstein Great Britain Monoclonal antibody
Georges E. Kohler Germany
Niels K. Jerne Denmark Immune regulatory theories
1987 Susumu Tonegawa Japan Gene rearrangement in antibody
production
1991 E. Donnall Thomas United States Transplantation immunology
Joseph Murray United States
1996 Peter C. Doherty Australia Role of major histocompatibility complex
Rolf M. Zinkernagel Switzerland in antigen recognition by by T cells

\



Vyznam imunitniho systému

Pro vznik zivota jsou potrebne
3 zakladni mechanismy:

*» ziskani volné energie a jeji transformace
do formy, ktera bude pohanét biochemické reakce
(biokatalyza)

¢ prepis a prenos genetické informace
(transkripce a replikace)

(biochemie, biofyzika, molekularni biologie)

*» ziskani informace z vneéjsiho i vnitrniho
prostredi, jejich logickeé zpracovani a regulace
zivotné dulezitych procesu.

(biochemie, neurologie, endokrinologie, imunologie)



Informacni systémy zivych soustav:

“* chemicky (humoralini)
“* elektrochemicky (nervovy)
< imunochemicky (imunitni)

Prijem informaci je dulezity pro zivou soustavu, bunku
i jednotlivce, nebot’ zabezpecuje adaptaci na vnéjsi
i vnitrni prostredi.



Humoralni systém

Nejstarsi, nejprimitivnejsi
behem fylogenetického vyvoje se dostal
na vyssi uroven.

enzymy-substraty-inhibitory,
Induktory-receptory, hormony,
feromony, mediatory



Nervovy system

Od cervl a élenovcu se objevuje.
Zakladem je nervova bunka-neuron.

(Lidsky mozek vazi 1400 g a
obsahuje 10'° neuronu, které

jsou propojeny do sit’'ovych okruh.
Spojeni se uskutecnuje elektrickymi
impulsy a specielnimi chemickymi
latkami- neurotransmitery a
neuroendokrinnimi peptidy.)

Neuron

Nerve
signals | / / Neurotransmitter

molecules diffuse
) |
. ~ACross synapse




Imunitni systém

Zakladem je rozpoznani ,,vlastniho od ciziho*
Duisledkem je rozpoznani a odvrzeni

tkani a bunék geneticky ruznych jedincu.
Zpusobuji to specialni znaky na povrchu bunék -
tkanoveé antigeny.

(typické pro kazdého jedince a jsou produktem genu
sdruzenych do hlavniho histokompatibilniho
komplexu)



Co je to imunitni system?

Difuzni organ (u dospéléeho clovéka 1000 g)
slozeny: - 10'?lymfocytu (druh bilych krvinek)
- pridavné bunky (makrofagy atd.)
- 10°° molekul protilatek (Ig)
- miliony molekul vykonnych a
regulacnich latek (imunohormony)
- slozky komplementu
- mikrobicidni a cytotoxické bunky

Lymfocyty koluji v krvi v lymfé nebo se sdruzuji
v primarnich a sekundarnich lymfoidnich organech.



Reakce imunitniho systému (imunitni odpoved)

“* prospeésna (vznika imunita)

*» Skodliva (imunopatologické reakce)

Funkce imunitniho systému
“* imunologicky dohled (surveillance)

* obrana pred patogennimi mikroorganismy

(bakterie, plisné, kvasinky a viry)



Imunologicky dohled (surveillance)

Lymfocyty a protilatky se dostavaji (krev, lymfa)
do vsech tkani v organismu a rozpoznavaiji
vlastni od ciziho.

VyloucCi nadorové, poskozené, opotrebované
bunky a take bunky z geneticky odlisného
jedince.

Zabezpecuje dodrzeni dokonalého, bezchybného
slozeni bunék podle urcitého genomu.

Rozliseni vlastniho od ciziho



Protilatky nerozpoznavaji celé bunky, ale jen
urcita mista na jejich povrchu
Determinantni skupiny = Determinanty

Jerne N.K.: Epitopy

Molekula, ktera obsahuje determinanty

= Antigen.

Protilatka se nenavaze na determinantni skupiny
celym povrchem, ale jen vazebnym mistem

= Paratop.

Antigen - epitop Protilatka - paratop



Protilatky —heterogenni populace glykoproteinovych molekul
Protilatky se nachazeji:

** krevni sérum

*» dalsi telesné tekutiny

¢ intracelularni prostor

% cytoplazmaticka membrana B lymfocytu

Elektroforéza krevniho seéra:
protilatky = gama-globulinova frakce
Imunoglobuliny

Frakcionace krevniho séra pomoci
stejnosmérného proudu




Lymfocyty a protilatky se také rozpoznavaji vzajemne.
Cely imunitni system (IS) tvori ,,sit™ do které se zachyti
vsechno ,,cizi“ nebo ,,pozménéné”.

IS kontroluje vlastni i cizi bunky a molekuly.

Cizi nebo pozmeénené struktury zaznamenava jako
antigeny.

To vede k jejich oznaceni, vychytani a odstranéeni

Z organismu.



ProC vznikl imunitni system?

Polymorfismus:

Lide a vyvojoveé nejvyse stojici zivocichove
podoba morfologicka, chemickou stavbou tel

ale

kazdy jedinec ma neopakovatelné chemickeé
slozeni dané genetickym vybavenim genomem.
Geneticka variabilita zvySuje pravdepodobnost
preziti urciteho druhu.

Kazda jaderna bunka obsahuje geneticky material,
ktery urcuje vsechny fenotypové znaky druhu.
Vyssi organismus se brani splynuti s jinym.

Nelze volne prenést transplantovat organy,
protoze jinak by se vlastnosti jednotlivce
neurcovali podle genetickych zakonu, ale nahodile.




Uvod do imunologie
biologické vedy imunologie medicinské védy

zkouma bunéecné a molekuloveé reakce v organizmu
clovéka a zvirat, které vznikaji po rozpoznani
cizorodych antigenu imunitnim systémem

Soubor techto reakci: imunitni odpoved
imunitni odpoved: -prospesna (proti nemocem)

-indiferentni
-Skodliva (precitlivelost)



Propojeni imunologie s jinymi védnimi obory




Imunitni odpoved’ mohou indukovat nejen cizi,
ale i vlastni antigenovée pozmeénéné bunky

a molekuly, které jsou potom rozpoznavany
jako cizi.

“* prospéesnou imunitu (protinadorova imunita)

*» Skodlivou imunitu (autoagresivni choroby)



Pocatek imunitni odpovedi (10):

Interakce antigenu s antigensenzitivnimi
(imunokompetentnimi burikami).

Uréita populace lymfocytu,

které maji na svém povrchu antigenoveé receptory.
Imunokompetenci ziskavaji lymfocyty behem svého
vyvoje v primarnich lymfoidnich organech.

K. NOUZA je prirovnava k univerzitam

(naro€né studium, prisné zkousky)

Imunokompetence je schopnost lymfocytl rozpoznat
antigen a odpovédeét na néj specifickym zpusobem.
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Primarni lymfoidni organy u obratlovcu:

“* Thymus (brzlik) T-lymfocyty
“* Fabriciova burza u ptaku nebo jeji ekvivalent

u savcu (kostni dren) B-lymfocyty

Lymfocyty se usazuji (po ziskani imunokompetence)
v sekundarnich nebo perifernich lymfoidnich
organech (lymfatické uzliny, slezina, nekteré

shluky lymfatické tkané) nebo cirkuluji

v krevnim nebo lymfatickém recisti.



: lymfatické
— o/ uzliny

nosni mandle

Lymfoidni organy:

primarni:
thymus, kostni dren
(znaceny cervene)

sekundarni organy:
slezina, lymfatické uzliny
sliznice, lymfoidni tkané
(zna€eny modre)




Antigenove receptory se nachazeji na povrchu
B- a T-bunék (lymfocytu)
** Glykoproteiny, jednim koncem zakotvené
do fosfolipidove dvojvrstvy cytoplazmaticke
membrany, druhy konec trci z bunky ven.

** Vazebneé misto - cast molekuly receptoru,
ktera vycniva z povrchu lymfocytu
a ma komplementarni strukturu
kK urcitemu antigenovemu determinantu.

» Specifichost vazby
Antigenovy determinant se muze navazat jen

na jeden antigenovy receptor.
(Jeden kli¢c k zamku)






Vazebnych mist je mnoho milionu typu

(tolik kolik je antigenovych determinantu)
Na jednom lymfocytu je jeden typ receptoru
se stejnym vazebnym mistem.

V celkovém pocétu lymfocytu, které koluji

v organismu, je kazdéeho jednotliveho typu
jen par (nekolik stovek), které maji receptory
tim samym vazebnym mistem.

v jeden lymfocyt s receptory urcité specifity
nevaze jen antigeny s presne komplementarnimi
determinanty, ale | determinanty podobneée
struktury.

v' Pevnost vazby je tim slabsi, ¢im méné presné jsou
determinanty.



Antigenove receptory na povrchu B-bunék
Molekuly protilatek (imunoglobuliny), ktere se
pri biosyntéze uvnitr bunky nedostaly ven pres

cytoplazmatickou membranu, ale se do ni zabudovaly ve
forme receptoru.

(a) B cell

Antigen-

binding
receptor

humoralni (antibody)




Antigenové receptory na povrchu T-bunék

(pomocné a cytotoxickée bunky)

Maji stejné vazebné misto jako receptory na B-lymfocytech,
ale dalsi cast jejich molekuly je jina. Nejsou to imunoglobuliny,
ale geneticky odliSny druh glykoproteinu.

Antigenové receptory na T-bunkach nerozpoznaiji
komplementarni antigenové determinanty primo,

ale spolecné s histokompatibilnimi znaky (antigeny),
typickymi pro bunky kazdého jednotlivce.

(b) Ty cell (©) T cell

TCR CD4 TCR
}R |
' M bunééna




Vazba antigenového determinantu na receptor:

Spousti se rada biochemickych reakci:

% zacina rozmnozovani urcitého typu lymfocytu
“ diferencuji se na vykonné (efektorove) bunky
“* vznik bunécné linie (klonu) z aktivovanych

lymfocytu (ostatni jsou v klidu).

Reakce antigenového determinantu s vazebnym
mistem lymfocytového receptoru se nazyva

specificka imunitni odpoved.



Specifické imunitni mechanismy

** Humoralni imunita (protilatky)

“* Bunécna imunita (bunky)
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Humoralni typ imunity

% antigenem se aktivuji urcité linie B-lymfocytu
¢ zacinaji se diferencovat plazmaticke bunky
*» plazmatické bunky sekretuji protilatky
se stejnym vazebnym mistem, jaké mely
ve svych receptorech B-bunky, kterée antigen
rozpoznaly
> protilatky jsou odpovéedné za humoralni typ

specifickych imunitnich reakci



Bunécny typ imunity

» antigen stimuluje prislusnou linii T-bunek

* nevznikaji protilatky

% vznikaji rizné subpopulace regula¢nich nebo
vykonnych T-lymfocytu.

4

L)

L)

L)

o0
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T-lymfocyty

“* podminuji bunécnou imunitu a reakce predcasne
precitlivelosti.

“* T-lymfocyty: induktorové pomocné, tlumiveé
a cytotoxickeé a jejich produkty lymfokiny.

pomocné a tlumivé maji regulacni funkci



Pomocné- induktorové T-bunky

“* maji regulacni funkci pri vzniku specifické 10

“* pomocné T-bunky pomahaji B-bunkam rozpoznat
antigen

“ jsou nevyhnutné pri zahajeni tvorby protilatek

“ jsou nevyhnutelné pri vzniku cytotoxickych
T-bunek

% oznaceni jako T,, nebo T,,,. (helper = pomocny)




Tlumivée bunky T-bunky (supresorove)

“* maji regulacni funkci pri vzniku specifickeé 10

% Ts_bunky

*» funkce potlacit (suprimovat) rozbihajici se 10

* jedna subpopulace brzdi produkci protilatek

¢ jina subpopulace tlumi vznik vykonnych bunek
specifické bunecné imunity (napr. cytotoxickych
T-lymfocytu)




Cytotoxické T-bunky (T- bunky) CTL

Plisobi cytotoxicky,

usmrcuji a poskozuji tercové bunky, které nesou
na povrchu antigen, ktery vyvolal jejich tvorbu.
Bunky T, které nemaji antigen neusmrculji.

Tercova bunka pro CTL muze byt napr.

v'nadorova bunka

v'transplantované bunky od geneticky
neidentického jedince

v'vlastni bunky, povrch kterych modifikoval virus.



Pusobeni vykonnych a requlaénich T-lymfocytu:

* primo mechanismem specifické imunity

% prostrednictvim riuznych chemickych latek
lymfokinu, mnohé maji charakter imunohormonti

“ hlavni producent lymfokinu jsou T, -bunky




Pamet'ové bunky

Urcita populace lymfocytu si po prvém stretu

S antigenem pamatuje antigen.

Pameét'ové bunky umoznuiji rychlejsi a intenzivnejsi
10.

Lymfocyty si pamatuji takovy antigen, se kterym
se uz setkali = ziskana imunita.

Bunéecna imunita je vyvojove starsi,

schopnost tvorit protilatky se vyskytuje u vyvojove
vysSe stojicich zivocichu.







Setkani antigenu s imunokompetentni bunkou
vede:

% tvorba protilatek a vykonnych lymfocytu
“* imunologicka tolerance (imunitni systém nereaguje)
“* imunopatologické stavy.



7

spéch transplantace organu a tkani:

je zavisly na potlaceni imunitni odpovedi, kterou se
organismus brani proti prijeti ciziho transplantatu.

Potlaceni imunitni reakce: Imunosupresivni terapii:

s fyzikalni (ozarovani)

*» chemicka latky, ktere inhibuji proteosyntézu,
syntézu RNA a DNA, (kortikosteroidy,
cytotoxicka farmaka)

** biologicka odstranéni tymusu- tymektonomie
antilymfocytarni sérum.

Vysledek imunosuprese je kratkodoba paralyza (inhibice)
imunitniho systému




Imunita

¢ prirozena (nespecificka)

*» ziskana (specificka)



Prirozena imunita

Nespecificka odolnost organismu vuéi

v infekénim zarodkum (viry, bakterie, plisné,
kvasinky atd.),

v’ cizorodym bunkam

v' nadorovym bunkam

‘*odolnost podminuje genom kazdeho jednotlivce
“*pusobi spontalné (bez ohledu na stret)
“*pusobi proti riznym antigenum.

Je vyvojove starsi.



Rozdéleni prirozené imunity:

+» bunécna
** humoralni

Humoralni:

komplementovy systém, interferony,
chemotakticke faktory, opsoniny,

mediatory zapaloveé reakce, enzymy a inhibitory.




Bunéecna:

Fagocytosa: vychytat, usmrtit nebo inaktivovat
cizorodé castice.

Uskutecneni pomoci urciteho druhu bilych krvinek,
které se nazyvaji fagocyty.




Makrofag pohlcuje
a degraduje bakterie
casneé stadium
fagocytosy.

Bunéecna:

Fagocytosa: vychytat, usmrtit nebo inaktivovat
cizorodé castice.

Uskutecneni pomoci urciteho druhu bilych krvinek,
ktere se nazyvaji fagocyty.




Makrofag (fialovy) atakuje
Escherichia coli (zelena).

Bunécna:

Fagocytosa: vychytat, usmrtit nebo inaktivovat
cizorodeé castice.

Uskutecneni pomoci urciteho druhu bilych krvinek,
které se nazyvaji fagocyty.




Ziskana imunita

s Humoralni
(B-lymfocyty, protilatky, lymfokiny)

“ Bunécna
(regulacni a vykonné T-lymfocyty, lymfokiny aj.).




Zadny imunitni systém nepracuje izolované,
ale vzajemne se doplnuji a spolupracuiji.
Latky, které se zucastnuji prirozené imunity
zvysuji ucinnost specifickych imunitnich reakci.
Produkty specifickych imunitnich reakci,
hlavne protilatky a nekteré lymfokiny
uleh€uji a zesiluji prubéh reakci nespecifickeé
iImunity.




