Imunologie

II – experimentální systémy/ imunitní buňky a orgány 


Experimentální systémy používané v imunologii
Experimentální zvířecí modely:

· Pro přípravu antisér - králíci, kozy, ovce.

· Vakcinační studie - primáti.

· Základní výzkum - inbrední kmeny myší (geneticky charakterizované, rychle se množí,imunitní systém dobře charakterizován).

Inbreeding - bratr x sestra po 20 generací - homozygotní potomstvo ve více než 98% loků. Existuje více než 150 inbredních kmenů myší.

· Adoptivní přenosy imunity: přenos lymfocytů do syngenního recipienta, u kterého byly inaktivovány buňky imunitního systému (ozáření subletální dávkou 650-750 rad zabije 99,99% lymfocytů, vyšší dávky vedou k eliminaci celého hemopoetického systému). Adoptivní přenosy umožňují studium různých subpopulací lymfocytů a buněčných interakcí potřebných k vývoji imunitní odpovědi.

Buněčné kultury:

Primární kultury - izolace lymfocytů z krve, nebo z různých lymfoidních orgánů. Buňky rostou v chemicky definovaném mediu obsahujícím fyziologický roztok, cukry, aminokyseliny, vitamíny, stopové prvky a další živiny. Přidává se sérum (většinou fetální telecí sérum).

Tyto metody umožňují studovat funkci buněčných subpopulací, identifikovat cytokíny fungující v aktivaci a diferenciaci lymfoidních buněk.

Klonované lymfoidní buněčné kultury: Normální savčí buňky rostou v kultuře po omezenou dobu. Po určitém počtu dělení se růst zastaví. Nádorové buňky nebo buňky transformované chemickými kancerogeny se mohou in vitro množit neomezeně. Tyto buňky se označují jako buněčné linie (L 929 - myší linie získaná ve 40. letech působením metylcholantrénu na podkožní pojivovou tkáň). Linie lymfoidních buněk byly získány ze spontánně se vyskytujících tumorů nebo transformací normálních buněk některými viry (SV-40, virus Epsteina a Barrové, virus lidské T buněčné leukemie atd.). Tyto linie však mají abnormální růstové vlastnosti a aneuploidní počet chromozomů.

T buněčné klony mohou být získány kultivací normálních T buněk s antigenem za přítomnosti IL-2. Klony specifické pro antigen umožnily studovat membránové a intracelulární jevy související s rozpoznáváním antigenu, produkcí a funkcí jenotlivých lymfokínů. Tyto linie byly užity i k purifikaci a klonování genů pro interleukiny a jejich receptory.

Hybridní lymfoidní buněčné kultury: Po fúzi T nebo B lymfocytů s nádorovými buňkami a po náhodné ztrátě některých chromozomů vznikají hybridomy obsahující chromozomy obou fúzovaných buněk. Působením polyetylenglykolu mohou být B buňky produkující protilátky zfúzovány s nádorovými plazmatickými buňkami, označovanými jako myelomové buňky. Hybridomy přejímají od obou rodičovských buněk jak schopnost produkovat protilátky, tak schopnost neomezeně růst v tkáňové kultuře. Hybridomové klony produkují protilátky jedné specifity - monoklonální protilátky.

T buněčné hybridomy mohou být získány fúzí T lymfocytů s T lymfomy.

Byly připraveny stabilní hybridomy s Th i Tc aktivitou.

Technologie rekombinantní DNA:

Štěpení DNA restrikčními endonukleázami: Bakteriální restrikční endonukleázy štěpí DNA pouze v restrikčních místech, což jsou sekvence zahrnující 4-8 nukleotidů. Některé enzymy produkují fragmenty dvouvláknové DNA s tupými, jiné s kohezivními konci, kde jeden řetězec přesahuje druhý. Když jsou dvě molekuly DNA štěpeny stejným restrikčním enzymem, kohezivní konce jsou komplementární a tyto dvě molekuly mohou být spojeny na základě párování bazí a vytvořit molekulu rekombinantní DNA.

Klonování DNA sekvencí: daný DNA fragment je vnesen do autonomě se replikující molekuly DNA (vektor), takže tento fragment je replikován společně s vektorem. Nejčastěji užívanými vektory jsou bakteriofágy nebo plasmidy. Nejčastějším hostitelem je Escherichia coli. Fragmenty DNA mohou být získány z genomické nebo komplementární DNA.

 Komplementární DNA (cDNA) se získá po izolaci mRNA z buňky jejím přepisem na cDNA reverzní transkriptázou. DS cDNA se získá z mRNA-cDNA hybridní molekuly rozštěpením RNA řetězce alkalií a dosyntetizováním druhého řetězce DNA DNA polymerázou. cDNA může být klonována v plasmidovém vektoru. Soubor DNA sekvencí v plasmidových vektorech reprezentující všechny mRNA sekvence z jedné buňky nebo tkáně se nazývá cDNA knihovna.

Fragmenty genomické DNA se získají štěpením chromozomální DNA restrikčními endonukleázami, které produkují kohezivní konce. Fragmenty mohou být klonovány pomocí bakteriofága lambda jako vektora. Úsek chromozomu bakterifága (asi 15 kb), který není nezbytný pro jeho replikaci v E. coli se nahradí fragmentem genomické DNA. Z toho vyplývá, že když v jedné fágové částici může být klonováno asi 1,5x104 párů bazí, pro kompletní DNA genomovou knihovnu člověka je třeba více než milion různých rekombinantních fágových částic (savčí genom obsahuje asi 3x109 párů bazí).

Větší fragmenty DNA mohou být klonovány v kosmidech nebo v umělých chromozomech kvasinek, což jsou lineární segmenty DNA schopné replikace v kvasinkových buňkách.

Jednotlivé DNA fragmenty v cDNA nebo genomické DNA knihovně mohou být identifikovány pomocí hybridizace in situ. Rekombinantní DNA je extrahována z buněk, denaturována a na filtru inkubována s radioaktivně značenou sondou specifickou pro příslušný gen. Sonda hybridizuje s rekombinantní DNA a její poloha je identifikována autoradiografií. K syntéze oligonukleotidové sondy stačí znát sekvenci pěti nebo šesti AK zbytků peptidu kódovaného příslušným genem.

DNA fragmenty získané štěpením restrikčními endonukleázami mohou být identifikovány metodou Southern blotting, která je založena na separaci fragmentů DNA v agarózovém gelu, denaturaci DNA a přenesení na nitrocelulózovou membránu, kde je příslušný fragment detegován na základě hybridizace s radioaktivní sondou.

Polymerázová řetězová reakce (PCR): slouží k amplifikaci specifických DNA sekvencí, ikdyž jsou přítomny v extrémě nízkých koncentracích ve směsi. Je třeba znát sekvence ohraničující příslušnou DNA sekvenci aby bylo možno podle nich syntetizovat tzv. primery. Směs DNA je denaturována krátkým zahřátím a chlazena za přítomnosti nadbytku primerů, které hybridizují s komplementární SS DNA. Druhý komplementární řetězec je pak dosyntetizován termorezistentní DNA polymerázou (Taq polymeráza). Nově syntetizovaný DNA duplex je separován zahřátím a cyklus se opakuje. V každém cyklu se dubluje příslušná DNA sekvence. Během 25 cyklů je tato sekvence pomnožena asi milionkrát.

 Přenos genů do savčích buněk: k transfekci genů jsou často užívány retroviry, jejichž strukturální geny se nahradí klonovanými geny. Rekombinantní DNA retroviru se integruje do buněčného genomu.

 Jinou metodou je elektroporace, kdy se působením elektrického proudu vytvoří póry v buněčné membráně, kterými klonovaná DNA proniká do buňky. Transfektovaná DNA se obvykle značí nějakým markerovým genem, např. genem kódujícím rezistenci na antibiotika.

Transgenní zvířata: se připravují injekcí naklonované DNA do oplodněných vajíček. Transgenová DNA se integruje do chromozomální DNA a je předávána do dceřinných buněk. Vajíčka jsou pak implantována do vejcovodů pseudopregnantních samic (normální samice oplodněné sterilním samcem). Účinnost metody je nízká, pouze jedna až dvě transgenní myši na každých 100 oplodněných vyjíček.

Buňky a orgány imunitního systému
Lymfocyty tvoří 25% bílých krevních buněk a 99% jaderných buněk lymfy. Lidské tělo obsahuje asi 1012 lymfocytů. Lymfocyty průběžně recirkulují mezi krví, lymfou a různými lymfoidními orgány, což zajišťuje integraci imunitního systému.

Hematopoéza:

Vývoj červených a bílých krevních buněk začíná ve žloudkovém vaku, pak se hematopoéza přemisťuje do fetálních jater a sleziny (3.-7. měsíc gestace). Hlavní krvetvornou funkci má však kostní dřeň.

Všechny funkčně odlišné krevní buňky vznikají z jedné pluripotentní kmenové buňky, která dává vznik erytrocytům, granulocytům, monocytům, žírným buňkám, lymfocytům a megakaryocytům. Frekvence kmenových buněk je asi jedna na 104 buněk kostní dřeně. Kmenové buňky s obměňují a udržují na homeostatické úrovni po celý život.

V časné hematopoéze pluripotentní kmenové buňky diferencují na lymfoidní a myeloidní kmenové buňky. Během další diferenciace se vytvářejí progenitorové buňky předurčené pro příslušnou buněčnou linii. Lymfoidní kmenové buňky dávají vznik T a B lymfocytům, z myeloidních kmenových buněk vznikají erytrocyty, neutrofily, eosinofily, bazofily, monocyty, žírné buňky a destičky. Hemopoetické buňky zrají v mikroprostředí kostní dřeně, kterou opouštějí krevní cestou.

K poznání růstových faktorů potřebných pro proliferaci, diferenciaci a maturaci hematopoetických buněk přispěly metody kultivace těchto buněk in vitro na vrstvě adherovaných buněk stromatu.

Hematopoéza je regulována tzv. faktory stimulujícími tvorbu kolonií hemopoetických buněk (CSF), což jsou glykoproteiny označené podle buněčných linií, jejichž tvorbu indukují (multi-CSF stimuluje všechny linie, GM-CSF granulocytovou a makrofágovou linii, G-CSF, M-CSF). Dalším důležitým cytokínem v hemopoéze je erytropoetin, který indukuje terminální vývoj erytrocytů. Dále se hemopoézy účastní interleukiny 4, 5, 6, 7, 8 a 9. Většina těchto cytokínů je sekretována buňkami stromatu kostní dřeně, aktivovanými Th buňkami a makrofágy.

Produkce krevních buněk odpovídá jejich ztrátám. Erytrocyty přežívají 120 dnů, pak jsou fagocytovány makrofágy sleziny. Délka života buněk bílé krevní řady kolísá od dnů (neutrofily) po 20-30 let (některé T lymfocyty). Průměrný člověk produkuje 3,7x1011 krevních buněk za den.

Hematopoéza je udržována v rovnováze produkcí cytokinů buňkami kostní dřeně. V případě infekce dochází k indukci hematopoetické aktivity produkcí cytokínů aktivovanými Th buňkami a aktivovanými makrofágy. Produkce jednotlivých hematopoetických linií je řízena lokálnímim koncentracemi cytokínů, nebo expresí receptorů pro tyto cytokíny.

 Poruchy v regulaci exprese hematopoetických cytokínů nebo jejich receptorů může vést ke vzniku leukemií. Např neschopnost GM-CSF snížit expresi receptorů pro G-CSF nebo M-CSF na leukemických buňkách způsobuje, že tyto buňky reagují na tak nízké koncentrace CSF, které u normálních hematopoetických buněk proliferaci nevyvolají. T buněčná leukemie způsobená infekcí retrovirem HTLV-I souvisí s tím, že infikované T buňky exprimují IL-2 receptor bez předchozí antigenní stimulace. Sekrece IL-2 těmito buňkami vede k neregulované buněčné proliferaci rezultující v leukemii.

Mononukleární buňky:

Mononukleární fagocytární systém je tvořen cirkulujícími monocyty v krvi a makrogágy v tkáních. Makrofágy jsou pojmenovány podle jejich tkáňové lokalizace: Kupferovy buňky v játrech, alveolární makrofágy, mikroglie v mozku, lymfoidní makrofágy ve slezině.

Kromě fagocytózy jsou makrofágy významné jako antigen prezentující a sekreční buňky.

Jednotlivé kroky fagocytózy: chemotaxe, adheze antigenu k buněčné membráně, pohlcení do fagozómu, fúze s lysozómem a vznik fagolysozómu. Lysozómy obsahují peroxid vodíku, volné kyslíkové radikály, peroxidázu, lysozym a různé hydrolytické enzymy, které rozkládají zfagocytovaný materiál. Ztrávený obsah fagolysozómu je eliminován exocytózou. Některé mikroorganismy se mohou množit ve fagozómu (Listeria, Salmonela, Mycobacterium) -brání fúzi fagozómů s lysozómy, odolávají lysozomálním enzymům nebo unikají z fagozómu do cytoplazmy.

Důležitou funkcí je prezentace antigenu Th buňkám ve spojení s MHC II molekulami.

Makrofágy sekretují řadu důležitých proteinů. IL-1 je sekretován po fagocytóze antigenu a je potřebný pro aktivaci Th buněk antigenem. Působí též na endotelie cév a hraje tak úlohu v zánětu a má pyrogenní účinky. Aktivované makrofágy sekretují složky komplementu, hydrolytické enzymy, které přispívají k rozvoji zánětu. Tumor necrosis factor (TNF-) sekretovaný aktivovanými makrofágy může zabíjet různé buňky a zřejmě má význam v protinádorové imunitě.

Protilátky a komplement zesilují funkci makrofágů opsonizací (zvýšení fagocytózy až 4.000x). Aktivita makrofágů může být zvýšena chemotaktickými faktory produkovanými T buňkami, nebo složkami komplementu. Interferon gama aktivuje makrofágy k sekreci cytotoxických proteinů, které jim pomáhají zabíjet extra- i intracelulární patogeny, virem infikované a nádorové buňky. Aktivované makrofágy také exprimují více MHC II molekul na svém povrchu.

Granulocyty:

Dělí se na neutrofily, eosinofily a bazofily na základě morfologie a charakteristického barvení.

Neutrofily: (polymorfonukleáry) mají segmentované jádro, cytoplazmu s množstvím granul, které se barví bazickými i kyselými barvivy. Granula eosinofilů se barví kyselým eosinem, granula bazofilů basickou metylenovou modří. Pouze neutrofily a eosinofily mohou fagocytovat. Neutrofily tvoří 50-70% bílých krevních buněk, eosinofily 1-3%, bazofily <1%.

 Neutrofily žijí jen asi 3 dny. V místě zánětu adherují k vaskulárním endotelovým buňkám pomocí receptorů. Proces fagocytózy je podobný jako u makrofágů, ale místo lysozómů fůzují fagozómy s granuly obsahujícími lytické enzymy a baktericidní látky.

 Fagocytická aktivita eosinofilů je méně důležitá než u neutrofilů, hlavní význam se jim přičítá v obraně proti parazitům. Sekretovaný obsah eosinofilních granul poškozuje buněčnou membránu parazitů.

Bazofily: nefagocytují, jejich funkce spočívá v uvolňování farmakologicky aktivních látek při alergické reakci.

Žírné buňky jsou rozmístěny v různých tkáních, např. v kůži, pojivové tkáni, mukózní epiteliální tkáni respiračního, urogenitálního a trávicího traktu. Fungují podobně jako bazofily v alergických reakcích.

Dendritické buňky odvozují své jméno od dlouhých membránových výběžků, připomínajících dendrity nervových buněk. Exprimují velké množství MHC II molekul a hrají důležitou roli v prezentaci antigenu T lymfocytům. Po zachycení antigenu v tkáních dendritické buňky migrují do lymfoidních orgánů, kde prezentují antigen lymfocytům.

Nelymfoidní dendritické buňky zahrnují Langerhansovy buňky epidermis a intersticiální dendritické buňky v nejrůznějších orgánech.

 Lymfoidní dendritické buňky zahrnují interdigitující a folikulární buňky. Interdigitující dendritické buňky jsou v T buněčných oblastech lymfatických orgánů . Vytvářejí mnohobuněčné agregáty s T buňkami, což umožňuje účinnější prezentaci antigenu těmto buňkám.

Folikulární dendritické buňky exprimují vysoké hladiny receptorů pro protilátky a komplement. Cirkulující antigen-protilátkové komplexy jsou zachycovány na membráně těchto buněk po velmi dlouhou dobu, což zřejmě hraje roli ve vývoji paměťových B buněk.

Lymfocyty:

Tvoří 20-40% bílých krvinek . Cirkulují v krvi a lymfě a migrují do tkání a lymfatických orgánů. Na základě funkce a membránových znaků se dělí na T, B a nulové buňky. T a B lymfocyty nestimulované antigenem jsou označovány jako klidové, jsou v G0 fázi a jsou to malé lymfocyty o průměru 6 m. Po setkání s antigenem vstupují do buněčného cyklu, zvětšují se na lymfoblasty (15 m) s vyšším poměrem cytoplasma/jádro . Lymfoblasty diferencují na efektorové nebo paměťové buňky. Plasmatické buňky mají bohaté endoplasmatické retikulum. Efektorové buňky žijí krátce (dny až týdny). Paměťové buňky jsou dlouhožijící a zůstávají v G0 fázi dokud se nesetkají s antigenem.

Různé linie a diferenciační stadia lymfocytů mohou být odlišeny na základě exprese membránových molekul pomocí monoklonálních protilátek. V roce 1982 (First International Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens) byly monoklonální protilátky rozděleny podle molekul se kterými reagují. Jednotlivé antigeny rozpoznávané těmito protilátkami byly označeny cluster of differentiation (CD). Takže např. CD4 je adhesivní molekula vázající se na MHC II, CD8 se váže na MHC I, CD3 je signální transdukční element T receptoru atd.

B lymfocyty odvozují své jméno od místa svého zrání u ptáků, kterým je Fabriciova bursa. Zralé B lymfocyty mají na svém povrchu imunoglobulinové molekuly sloužící jako receptory pro antigen. U plasmatických buněk tyto receptory chybí.

T lymfocyty: jejich názevje odvozen od jejich maturace v thymu. Rozpoznávají antigen pouze ve spojení s MHC molekulami. Subpopulace CD4+ funguje jako Th buňky, CD8+ jako Tc buňky. Th buňky sekretují lymfokíny, hrající ústřední úlohu v aktivaci B a Tc buněk. V normální periferní krvi je poměr Th:Tc asi 2:1. Byla postulována ještě další subpopulace T lymfocytů - T supresory (Ts). Ikdyž je prokázáno, že některé T buňky potlačují humorální a buněčné větve imunitního systému, nebyly dosud klonovány skutečné Ts buňky a zdá se, že supresivní aktivita může být nesena jak Th, tak Tc buňkami.

Nulové buňky neexprimují T nebo B markery, nemají imunologickou specifitu a paměť. Na základě funkce byla jedna populace označena jako přirození zabíječi (NK buňky). Jsou to velké granulární lymfocyty, tvoří 5-10% lymfocytů periferní krve u člověka. Mají význam v protinádorové imunitě, vcházejí do membránového kontaktu s nádorovými buňkami a ničí je cytotoxickými faktory. Společně s protilátkami proti nádorovým antigenům mohou fungovat v buněčné cytotoxicitě závislé na protilátkách (ADCC). Existuje kmen tzv béžových myší, které mají autozomální recesivní mutaci způsobující chybění NK buněk. Tyto myši jsou citlivější k nádorům.

Orgány imunitního systému:

Dělí se na primární (centrální) a sekundární (periferní). Nezralé lymfocyty získávají svou antigenní specifitu v primárních lymfatických orgánech (kostní dřeň, thymus). V sekundárních lymfatických orgánech se imunokompetentní buňky setkávají s antigenem.

Thymus: je plochý laločnatý orgán situovaný nad srdcem. Vazivovými septy je rozdělen do lalůčků. Každý lalůečk je rozdělen do dvou oblastí - vnější kůry, kerá obsahuje 85-90% thymocytů a vntřní dřeně řídce osídlené thymocyty. Nezralé T buňky se začínají množit v kůře, kde jich však většina též hyne. Malá subpopulace zralejších thymocytů pak migruje do dřeně kde dále zraje a opouští thymus krevním řečištěm. Thymus obsahuje síť epiteliálních, interdigitujících dendritických buněk a makrofágů které přispívají ke zrání thymocytů. Epitelie thymu sekretují hormonální faktory nezbytné pro diferenciaci a zrání T buněk. Jsou to 1 thymosin, 4 thymosin, thymopoietin a thymulin. Během zrání v thymu dochází k náhodnému přeskupování genů kódujících T receptory.Zrající T buňky procházejí pozitivní selekcí umožňující další vývoj jen těm, které rozpoznávají cizí peptidy ve spojení s vlastními MHC molekulami. Ostatní jsou eliminovány procesem označovaným jako programovaná buněčná smrt (apoptóza). Při negativní selekci jsou dále eliminovány thymocyty rozpoznávající samotné vlastní MHC molekuly nebo tyto molekuly v komplexu s vlastním antigenem. Celkem 95-99% thymocytů v thymu uhyne.

Důkazy o výzamu thymu v imunitě pocházejí z pokusů s neonatální thymektomií. Existují tzv. nahé (nude) myši s defektem ve vývoji thymu. Thymus dosahuje maximální velikosti v pubertě pak atrofuje. Involuce thymu ve stáří je spojována s poklesem některých imunitních funkcí.

Kostní dřeň a zřejmě i další lymfatické tkáně nahrazují funkci Fabriciovy bursy u ptáků. Protože vývoj B buněk není lokalizován do jedné anatomické struktury, špatně se studuje a moc se o něm neví.

Lymfatické uzliny: lymfa teče z intercelulárních prostorů v tkáních do lymfatických kapilár, lymfatických cév až do hrudního mízovodu, který spojuje lymfatický systém s krevním oběhem. Při své cestě z tkání je lymfa filtrována přes lymfatické uzliny, ve kterých fagocyty a dendritické buňky zachycují antigen nesený lymfou. Morfologicky se lymfatická uzlina dělí na tři oblasti - kůru, parakortex a dřeňovou oblast. Vnější kůra obsahuje hlavně B buňky a makrofágy uspořádané do shluků nazvaných primární folikuly. Po stimulaci antigenem se primární folikuly vyvíjejí na sekundární s germinálními centry obsahujícími lymfoblasty a plazmatické buňky. Podkorová oblast (parakortex) obsahuje hlavně T lymfocyty a dendritické buňky, které sem migrují z tkání. Tato blast se na rozdíl od kůry označuje jako závislá na thymu. V dřeni je málo lymfocytů, většinou jde o plazmatické buňky produkující protilátky. Antigenní stimulace může výrazně zvýšit migraci lymfocytů do uzliny, což se projeví zvětšením uzliny.

Slezina: je sekundární lymfatický orgán uložený v břišní dutině. Na rozdíl od lymfatických uzlin filtruje krev a zachycuje přítomné antigeny.Ve slezině jsou dva druhy tkáně: červená pulpa, která se uplatňuje při likvidaci zestárlých erytrocytů a bílá pulpa, tvořená lymfatickou tkání. Většina lymfatické tkáně je uspořádána kolem centrálních artertiol jako lymfocytární pochva. Pochva obsahuje T buňky a B buňky tvořící primární resp. sekundární folikuly s germinálními centry. Efekt splenektomie závisí na věku, ve kterém se provede. U dětí vede k zvýšenému výskytu bakteriálních sepsí, u dospělých má menší efekt.

Slizniční lymfatická tkáň (MALT): hlavní úlohou je zachycování antigenů, které proniknou přes slizniční membrány. Jsou to místa interakce lymfocytů s antigenem. Lymfatická tkáň je různě složitě organizována od volných shluků buněk po organizované struktury jako jsou tonzily, slepé střevo nebo Payerovy pláty na povrchu střev. Organizované struktury MALT obsahují podobně jako lymfatické uzliny folikuly s germinálními centry a T buněčné oblasti.

Recirkulace lymfocytů:

Lymfocyty recirkulují mezi krví, lymfou a lymfatickými orgány. Během recirkulace se setkávají s buňkami prezentujícími antigen v periferních lymfatických orgánech. Protože asi jen 103-106 lymfocytů může rozpoznat určitý antigen, musí se do kontaktu s antigen prezentující buňkou dostat velké množství lymfocytů v relativně krátké době. Po injekci určitého antigenu zmizí během 48 hodin z cirkulace lymfocyty specificky rozpoznávající tento antigen. Lymfocyty vstupují z krve do lymfatických orgánů mezi epiteliálními buňkami cévní stěny (extravasace). K tomuto procesu dochází ve specializovaných místech endotelu s kvádrovitými buňkami (high endothelial venules - HEV). Endoteliální buňky HEV exprimují buněčné adhezivní molekuly (CAM), které jsou rozpoznávány příslušnými receptory lymfocytů, monocytů a granulocytů. Jedna skupina těchto receptorů se nazývá integriny. Exprese adhezivních molekul se zvyšuje působením lymfokínů produkovaných aktivovanými buňkami lymfatického systému. Některé adhezivní molekuly jsou tkáňově specifické a nazývají se vaskulární adresíny. Umožňují pronikání určitých subpopulací recirkulujících lymfocytů do určitých periferních lymfatických orgánů. Příslušné receptory na lymfocytech jsou pak označovány jako homing receptory. Např. B lymfocyty vykazují přednostní homing do slizničních lymfatických tkání, zatím co T lymfocyty do lymfatických uzlin. Proces extravasace je dvoustupňový. V prvním stupni reaguje lymfocytový homing receptor s tkáňově specifickým adresinem, ve druhém stupni je adheze zesílena vazbou integrinového receptoru na CAM. Exprese adhezivních molekul je ovlivňována lymfokíny tvořenými v časných fázích imunitní odpovědi (IL-1, IFN- , TNF-). T a B lymfocyty ztrácejí své homing receptory po aktivaci antigenem. To zajišťuje, že aktivované lymfocyty zůstávají na místě a dále nerecirkulují. Adhezivní molekuly také přispívají k funkčním interakcím mezi buňkami imunitního systému.
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Figure 27 The Southern blot technique detects the presence of specific sequences in
DNA fragments. The DNA fragments produced by restriction-enzyme cleavage are sepa-
rated by size by agarose gel clectrophoresis. The agarose gel is overlaid with a nitocellu-
losc or nylon filter and a thick stack of paper towels. The gel is then placed in an alkaline
salt solution, which denatures the DNA. As the paper towels soak up the moisture, the
solution is drawn through the gel into the filter, transferring cach ssDNA band to the fil-
ter. This process is called blotting. After heating, the filter is incubated with a radiolabeled
probe specific for the sequence of interest; DNA fragments that hybridize with the probe
are detected by autoradiography. [Adapted from James Darnell, Harvey Lodish, and David
Baltimore, 1990, Molecular Cell Biology, 2d cd., Scientific American Books. ]





[image: image7.jpg]Table 3-1  Normal adult blood cell counts

Cell type Cells/mm? %

Red blood cells 5.0 x 10°

Platclets 25 x 10°

Leukocytes 7.3 x 10*
Neutrophil 50-70
Lymphocyte 2040
Monocyte -6
Eosinophil 1=-3

Basophil <1
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brgure 28 The polymerase chain reaction (PCR). DNA is denatured into single strands by
« briet heat treatment and is then cooled in the presence of an excess of oligonucleotide
primers complementary to the DNA sequences flanking the desired DNA segment. Taq
polvmerase, a heat-resistant DNA polymerase obtained from a thermophilic bacterium, is
ised 1o copy the DNA from the 37 ends of the primers. Because all of the reaction compo-
tents are head stable, the heating and cooling cycle can be repeated many times, resulting
mdternate DNA melting and synth and rapid amplification of a given sequence.
I\dipred from James Darnell, Harvey Lodish, and David Baltimore, 1990, Molecular Cell
Biology, 2d ed., Scientific American Books.|
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jure 3-3 (a) Hematopoietic cells express membrane receptors for particular colony-
~tmulating factors secreted by bone-marrow stromal cells. Proliferation of the hemato-
poretic cell is therefore regulated, in part, by the local concentration of growth factor.
(b Inappropriate secretion of GM-CSF by some myeloid leukemia cells leads to auto-
stimulation. (¢) Transfection of GM-CSF ¢DNA into normal myeloid cell lines will lead to
unreguiated proliferation of the transfected cells. Injection of these transfected cells into
mice results in leukemia.
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tigure 3-3 Differentiation of monocytic cells from stem cells. The myeloid stem cell dif-
feren into a granulocyte/monocyte progenitor cell and then into a promonocyte
within the bone marrow. Promonocytes enter the blood and differentiate into the mature
monocyte. The monocytes cirealate in the blood for about 8 h and then migrate into the
tissues where the cell differentiates into specific tissue macrophages. [Adapted from E. R.
Uninue and P. M. Allen, 1987, Hosp. Pract. (April 15): 88.]
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Figure 3-7 Steps in phagocytosis of exogenous antigens by
macrophages. Following adherence to the macrophage
membrane the active membrane of the macrophage extends
long pseudopodia around the attached material. The pseu-
dopodia fuse drawing the material into the cell enclosed in
a membrane-bound organelle called a phagosome. The
lysosome fuses with the phagosome, releasing its contents
into the phagolysosome. Most of the ingested material is di-
gested and eliminated through exocytosis. Some of the di-
gested peptides are thought to interact with the class I
MHC molecule. The antigenic peptide—class Il MHC com-
plex then moves to the ccll surface, where it can be recog-
nized by a Ty, cell.




[image: image13.jpg]Table 3-3 Some factors secreted by activated
macrophages that function in the immune response

Factor

Function

Interleukin 1 (IL-1)

Complement proteins

Hydrolytic enzymes

Interferon alpha
(IEN-x)

Tumor necrosis factor
(TNF-2)

Interleukin 6 (IL-6)
GM-CSF

G-CSF

M-CSF

Costimulatory factor: induces
activation of Ty, cells
following antigen/MHC
activation, promotes
inflammatory response and
fever

Promotes climination of
pathogens and inflammatory
response

Promotes inflammatory
response

Activates cellular genes
resulting in the production
of proteins that confer an
antiviral state on the cell

Kills tumor cclls

Each promotes inducible
hematopoiesis
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Figure 3-9 (a) As lymphocytes progress through the cell cycle they undergo morphologic
changes. A small resting (unprimed) lymphocyte resides in the G, phase of the cell cycle.
At this stage, B and T lymphocytes cannot be distinguished morphologically, although they
have distinctive surface markers by which they can be identified. Following antigen activa-
tion the B or T cell enter the cell cycle and progress from G, into the § phase where DNA
is replicated. The cell at this stage enlarges into a lymphoblast cell. Following mitosis both
memory and effector cells are generated. (b) Electron micrographs of a small lymphocyte
showing condensed chromatin indicative of a resting cell, an enlarged lymphoblast show-
g decondensed chromatin, and a plasma cell showing abundant endoplasmic reticulum
arranged in concentric layers. The three cells are shown at the same magnification. [Part
(] b) courtesy of Dr. Joseph R. Goodman, Dept. of Pediatrics, University of California at San
rancisco.|
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tigure 3-11  Diagrammatic cross section of a portion of the thymus, showing several
lobules separated by connective tissue strands (trabeculae). Progenitor T cells produced in
the bone marrow during hematopoiesis enter the thymus as immature thymocytes and
nuture into functional T-cell subpopulations. The outer cortex is densely populated and is
thought to contain immature thymocytes, which undergo rapid proliferation coupled with
4N ¢enormous rate of cell death. The medulla is sparsely populated and is thought to con-
tam more mature thymocytes. During their stay within the thymus, thymocytes interact
with a three-dimensional network of stromal cells (composed of epithelial cells, interdigi-
titing dendritic cells, and macrophages). These cells produce thymic hormones and ex-
pross high levels of class T and class I MHC molecules. Several unique cells are also found
i the thymus including the thymic “nurse” cell, an epithelial cell which engulfs up to 50

thymioe cles co

th its long membrane processes and Hassall's corpuscles containing concen-

 degenerating CPHthiiﬂ.émsTTAazl})m‘frgrﬁ'WT-QE:IEAEWiikv 1991, Anns. Kev,
Tmmunol, 9:591.]
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figure 3-12 (2) Two views of the lymph node arc pictured. On the left the arrangement
ol reticulum and lymphocytes in the cortex, paracortex, and medulla is depicted. Follow-
ing antigenic challenge, antigen is trapped by macrophages and dendritic cells within the
cortex and paracortex. T cells are concentrated within the paracortex and are activated
by antigen presented by dendritic cells or macrophages. The activated Ty cells migrate to
the cortical lymphoid follicles and serve to activate B cells. As B cells are activated, the
primary follicle develops into a secondary follicle consisting of a ring of tightly packed
cells surrounding a germinal center. B cells mature into plasma cells and memory cells
within the germinal centers. The resulting antibody-secreting plasma cells migrate to the
medulla. Lymphocytes circulating in the lymph system are carried into the node through
the afferent lymphatics. These lymphocytes can enter the reticular matrix of the node or
cn pass through the node and leave via the efferent lymphatic vessel. The right side of
the diagram depicts the lymphatic artery, lymphatic vein, and postcapillary venule. The
postcapillary venules are organized around the lymphoid follicles and germinal centers.
(h) Lymphocytes can also enter the lymph nodes from the venous system by passing
through specialized capillary endothelial cells in the postcapillary venules. This process is
Gilled extravasation and is important in allowing recirculating lymphocytes to pass

through the lymph node where they can contact antigen which has been trapped by
the node,
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higure 3-13  Diagrammatic representation of the spleen showing the erythrocyte-filled red
pulp interspersed with the lymphocyte-rich white pulp. The spleen does not contain lym-
phatic vessels. The arterial blood supply pierces the splenic capsule at the hilus and di-
vides into progressively smaller arterioles ending in vascular sinusoids that drain back into
the splenic vein. The white pulp of the spleen forms a sleeve around the splenic arterioles
cilled the periarteriolar lymphoid sheath (PALS). The PALS contains numerous T lympho-
avtes. Closely associated with the PALS is a B-cell-rich area, called the marginal zone, con-
tuning lymphoid follicles that can develop into germinal centers. As with the lymph node,
the germinal centers of the spleen are also sites of intense B-cell proliferation into plasma
cells and memory cells.
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Figure 3-17  Model of lymphocyte homing and extravasation in secondary lymphoid organs
containing high endothelial venules (HEVs). HEV cells possess two types of adhesion
molecules: tissue-specific vascular addressins, which are present in certain lymphoid or-
gans, and ccll-adhesion molecules (CAMs), which are expressed by various cells and are
not tissue-specific. A recirculating lymphocyte has homing receptors that are specitic

for a given addressin. Binding of the lymphocyte to the vascular addressin is followed by
integrin-mediated adhesion to a CAM, allowing the lymphocyte to adhere to the HEV and
extravasate into the lymphoid organ. [Adapted from A. Duijvestijn and A. Hamann, 1989,
Immun. Today 10:20.].



