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Souhrn

Tato prace shrnuje vysledky Sestiletého studia genetické rezistence organismu proti infekcim ziskané na
experimentadlnich modelech autorskym kolektivem a uvddi je do SirSiho kontextu genetické kontroly vzniku a
pribéhu onemocnéni obecné. Citlivost individua k onemocnéni je kontrolovdna expresi genomu daného
Jedince. Geneticka kontrola postihuje jak primarni interakce zevnich signalii s imunoregulacnim systémem,
tak procesy adaptivni imunologické odezvy. Zmény v imunologické odpovidavosti na zevni signaly mohou
vést aZ k reakci viastnich obrannych mechanismii na antigeny vlastnich tkani, a vyvolat tak autoimunitni
onemocnéni. S postupnym mapovdanim lidského genomu se stdle vice pFibliZzujeme moZnosti poznat jemné
vazby regulace homeostatickych mechanismii, které udriuji nezbytnou integritu organismu. K dosaZeni
tohoto cile je vSak nezbytné hlubsi porozuméni vzniku chorobnych procesii, zejména pak na molekuldrni
urovni, tedy v oblasti nékdy nazyvané molekuldrni patologii, v oblasti, kam sméfuje své experimentovadni
autorsky kolektiv.
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Genetic Control of Resistance/susceptibility to Diseases
(Report)

Summary

The authors summarize the results of six year's study on genetic resistance of organism to the infection
that were obtained using a various experimental models. The findings are shown in broad context of genetic
regulation of diseases including their rise and development. Individual susceptibility to the disease is
controlled by expressed genes. The genetic control influences both the primary interactions of external
signals with the cells or molecules of immune system and the mechanisms of adaptive immune response. The
changes in immune responsiveness can lead to the reaction of host defence mechanisms with the self-
antigens and cause the autoimmune disease. Present mapping of human genome allows better knowledge of
the building elements of the homeostatic mechanisms that are necessary for keeping of integrity of the
organism. To achieve this aim, we need deeper understanding of the mechanisms of the disease at the
molecular level. This molecular pathology belongs to the permanent interests of the authors.

Key words: Autoimmune disease; Genes; Apoptosis; Nramp! gene; Lps gene.

Uvod

Odolnost nebo citlivost organismu k ur€itému
typu onemocnéni je povaZovana za fenotypovy
znak (rezistence/susceptibilita). Tento znak, podob-
né jako ostatni fenotypové znaky, je u kazdého je-
dince kontrolovén jeho genetickou vybavou. V pfe-
vazné vétdiné pfipadi dochazi po interakci s pri-
marnim, vét§inou zevnim signalem, ke zméné ge-
nové exprese, coz ma za nasledek funkéni a &asto

také morfologické zmény v tkanich a organech sig-
nalem atakovanych jedinci. Nejlépe lze tento fakt
dokumentovat na infek&nich onemocnénich. Ne-
zvladnuté interakce makroorganismu s mikroorga-
nismy, pfes dlouhou koexistenci &i vlastné koevo-
luci téchto organismi, ma za nasledek ¢asto vaziné
poskozeni integrity makroorganismu projevujici se
onemocnénim. V pfipadé infekéniho onemocnéni
Jje pak rezistence Ci susceptibilita k nému vysled-
kem vzajemného protiplisobeni genetické vybavy
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hostitele a exprese faktorli virulence patogenu, kte-
ra je rovnéZ geneticky kontrolovéana. Praveé dlouha
koevoluce viak umoZnila ob&ma typlim organismi
vytvofit mezi sebou vzijemné vztahy, které jsou
dany jejich schopnosti do jisté miry ,tolerovat“ pi-
sobeni druhého typu organismu. Ze strany makro-
organismu je rozhodnuti o mife ,tolerance® svéfe-
no jeho imunoregulaénimu systému.

Imunita kazdého jedince je dana piirozenou (ne-
specifickou) imunitou, ktera je nisledovana ziska-
nou (specifickou) imunitou. Specifickou imunitu
1ze rozdélit na bun&&nou a humoralni. Tato prace je
zaméfena na pochopeni podstaty mechanismii pfi-
rozené imunity ve vztahu k rezistenci/susceptibilité
k infekci. Pfirozena, nespecificka nebo také gene-
ticky podminéna imunitni odpovéd’ se objevuje v
¢asnych fazich po vniknuti mikroorganismu do ma-
kroorganismu jako nasledek jeho primarnich inter-
akei s buitkami imunoregulagniho systému. V téchto
¢asnych fazich odpovédi organismu na infekei jsou
aktivovany ty mechanismy imunologické obrany,
které nejsou antigenné specifické a mohou se uplat-
fiovat obecné v obrané proti infekénim zarodkim,
cizorodym latkdm nebo transformovanym buiikam.
Na rozdil od ziskané imunity plisobi mechanismy
pfirozené imunity spontanné, bez ohledu na to, zda
se organismus s uritym antigenem diive stietl, ¢i
nikoli.

Imunitni systém je zodpovédny za rozpoznava-
ni ,vlastniho od ciziho* na zdkladé diskriminace
téch proteinl a polysacharidovych konformaénich
struktur, které nejsou zakédované v genomu vlast-
niho, tedy rozpoznavajiciho jedince. Rozpoznani ci-
ziho vede k protektivni imunitni odpovédi, naproti
tomu proces nerozpoznani vlastniho je oznaCovan
jako autotolerance. Poru$enim tohoto principu do-
chazi k reakci systému na vlastni antigenni struk-
tury a vznika reakce ozna¢ovana jako autoimunita.
I ta viak ma v fadé pfipadi ptivod v zevnich sig-
nalech. Dochazi tak ke vzniku autoimunitnich cho-
rob, které jsou disledkem komplexu zevnich vlivi
a vnitfnich patologickych pochodl charakterizova-
nych néasledné abnormalni reakci na vnitfni anti-
geny (autoantigeny). Za vznik autoimunitnich one-
mocnéni zodpovida vice genli - mezi nejvyznam-
né&jsi patfi geny HLA systému, geny pro jednotlivé
slozky komplementu, geny pro T buné&ny receptor,
geny pro variabilni oblast protilatek, rodiny trans-
portért iontil (napf. rodina Nramp proteini) a dal3i.

Geny tcastnici se kontroly imunitni odpovédi

V soucasné dob& zname celou fadu genu, které
ovliviiuji uréitym zpisobem imunitni odpovéd’ a tedy
rezistenci/susceptibilitu k onemocnénim. Celosvéto-
vy projekt ,,Genom* by mél pfispét ke komplexni
identifikaci lidského genomu vé&etné genti podileji-
cich se na genetické kontrole rezistence/susceptibi-
lity k onemocnéni. Na zdkladé dosavadnich znalosti
lze geny ucastnici se kontroly rezistence k onemoc-
néni rozdélit do tfi skupin:

- geny velkého histokompatibilitniho komplexu
(MHC geny),

- geny pro jednotlivé sloZky obrannych mechanis-
mu,

- geny, jejichZz funkce neni dosud pfesné vyme-
zena, a proto jsou oznafovany jako geny pfiro-
zené rezistence (napf. Mx gen pro kontrolu re-
zistence k infekcim vyvolanym mixoviry).

MHC geny

Genovy komplex MHC je lokalizovan na lid-
ském 6. (oznacuje se HLA) a my$im 17. chromo-
zomu (oznacuje se H-2). Geny lokalizované v tom-
to komplexu koéduji membrénové glykoproteiny,
které tvofi heterodimerni povrchové buné¢né re-
ceptory. V ramci tohoto komplexu se v3ak nachazi
i cela fada genti kodujicich odli$né proteinové struk-
tury, které maji rovnéZz Uzky vztah k imunitnimu
systému - napt. nékteré slozky komplementu, cyto-
kiny TNF alfa a beta a dal$i. Vyraznym znakem
MHC komplexu je polymorfie, kterd zarutuje anti-
genni jedine¢nost daného individua. Diisledkem po-
lymorfismu MHC je variabilita ptirozené rezisten-
ce jednotlivych ,haplotypl“. Pfedpoklida se, Ze pra-
vé& rozruznénost kombinaci produkti téchto gend,
které pfedstavuji kli¢ovou slozku antigenniho roz-
poznavani a prezentace, ma plvod v interakcich
mnohobunéénych organismii s mikroorganismy. Tla-
kem mikroorganismil, v prubéhu evoluce mnoho-
bunéénych organismi, byla poskytnuta selekéni vy-
hoda tém organismim, které byly schopny reago-
vat na §irokou paletu mikroorganismii zmnozZenim
a rozriznénim svého genetického potencialu. Bylo
tomu tak proto, Ze mikroorganismy mély proti mno-
hobunéénym organismiim ,,fylogeneticky naskok®
a mély jiz fixovanu svoji genetickou mnohotvar-
nost. V souvislosti s tim se selektovaly ty genové
kombinace, které zvySovaly moZnost pieZiti dané-
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ho druhu. Dnes tedy existuji uréité alelické formy
MHC gent, jejichZ nositelé jsou vyrazné odolné;si
proti nékterym onemocnénim v porovnani s nosi-
teli jinych alelickych forem (napt. jedinci s HLA-B53
maji vy3§i rezistenci k maldrii neZ nositelé ostat-
nich forem HLA-B antigeni).

Mezi HLA-antigeny a nejriiznéj$§imi onemocné-
nimi existuje fada asociaci. Dal§im ptikladem je
asociace mezi antigenem HLA-B27 a Bechtérevo-
vou nemoci - ankyldzni spondylitidou (1). U paci-
entli s timto onemocnénim se vyskytuji protilatky s
kfizovou reaktivitou mezi antigenem HLA-B27 a
nékterymi enterobaktériemi. Ze stolice nemocnych
byly izolovany kmeny mikroorganismi druhu Kleb-
siella pneumoniae ve v&t$im mnoZstvi neZ u zdra-
vych jedincii. Nasla se identickd sekvence amino-
kyselinovych zbytki mezi HLA-B27 a K. pneumo-
niae. Antiklebsielové protilatky kiizové reaguji s
epitopem nachézejicim se ve vné&jsi ¢asti al domé-
ny HLA-B27. Pfedpoklada se, Ze proti invadujicim
mikroorganismiim K. pneumoniae vznika imunitni
odpovéd’ a protilatky, které nasledné reaguji s epi-
topem na HLA-B27. Vysledny komplex antigen-
-protilatka aktivuje komplement, a dava tak vznik
zanétu. Tato sekvence molekularnich interakci na-
znaduje, Ze ankylozni spondylitida je autoimunitni
onemocnéni zplisobené molekularnimi mimikry, kte-
ré spocivaji v identité primarni i terciarni struktury
¢asti histokompatibilitniho antigenu a mikroorganis-
mu. Tento pojem je uvadén ve vztahu ,,HLA a one-
mocnéni* a pfedpoklada existenci podobnosti mezi
nékterymi HLA antigeny a mikroorganismy. Mole-
kularni mimikry mohou v organismu vyvolat dvé
ruzné reakce:

1. Imunitni odpovéd’ se nevyvine - exogenni anti-
gen z mikroorganismu, resp. jeho epitop, je po-
dobny vlastnimu tolerovanému antigenu. V tomto
pfipadé je ddna mikroorganismu mozZnost piiso-
bit v makroorganismu bez indukce obranné reak-
ce a plisobit patologicky.

2. Imunitni odpovéd’ se rozvine, je ale namifena
jak proti mikroorganismu, tak proti vlastnim anti-
gentim (napi. HLA-antigeny vlastni tkang).

Vyse uvedeny ptiklad asociace mezi HLA-anti-
geny a pravdépodobné mikrobialni podstatou auto-
imunitniho onemocnéni se vztahuje na HLA-anti-
geny L. t¥idy, tj. antigeny, které se b&zné& vyskytuji
na burikach nejriznéjsich tkani organismu. Podobné
asociace viak existuji i mezi onemocnénim a tfi-

dou II MHC antigenil. V této souvislosti je v litera-
tufe (2) uvadén mys$i model systémového lupusu
(SLE - systemic lupus erythematosus). V roce 1993
to byl jeden z prvnich popisli asociace mezi smés-
nym haplotypem II. tfidy MHC a autoimunitni cho-
robou. My$i NZB x NZW (F1 hybridi) exprimuji
onemocnéni, které se podoba lidskému SLE. Obje-
veni se IgG protilatek namifenych proti dvou-
vldknové DNA u téchto mySi ma za nasledek kli-
nickou manifestaci nefritidy. Podstata tohoto feno-
ménu spociva ve vzniku nové smésné haplotypové
molekuly typu I-Ea’EB* na zikladé identickych
sekvenci druhych exoni tfidy II genti my$i haploty-
pu H-2 a H-2". Tato molekula hraje pravd&podob-
né& kli¢ovou roli ve vzniku autoimunitniho onemoc-
néni (umoZnéni proliferace ,,zakdzaného* klonu?).

Dalsi onemocnéni, v literatufe ¢asto popisované
(napf. 3) a asociované s expresi uritych alel anti-
gent t¥idy II MHC, je IDDM (inzulin dependentni
diabetes melitus 1. typu). Je spojovano s expresi
»znakl vnimavosti“ - HLA haplotypy DR3, DR4,
DR9 a ,,znaku rezistence” - HLA haplotypu DR2
(pozdéji se vSak ukazalo, Zze znak rezistence je
striktng vazan na DQp lokus). Z hlediska moleku-
larni struktury bylo prokazano, Ze striktni asociace
rezistence je spojena s ptitomnosti asparagové (Asp)
kyseliny v pozici 57 v DQP fetézci (zatimco u vni-
mavych jedinci je v této poloze pfitomen serin, va-
lin ¢i alanin). Podobné byla také nalezena korelace
rezistence u NOD (non-obese diabetic mice) trans-
gennich my3i - pokud byla pfitomna Asp kyselina
v pozici 57 my$iho H-2I antigenu. U juvenilniho
diabetu maji téméf viichni postiZeni v alelické for-
mé& DQp fetézce jinou aminokyselinu nez kyselinu
asparagovou.

U vétsiny onemocnéni asociovanych s urditou
konfiguraci MHC genti je exprese dané alelické for-
my MHC genil nutnou, ale zdaleka ne postalujici
podminkou pro vznik onemocnéni. PfestoZe se jedna
vét§inou o autoimunitni onemocnéni, je pravdépo-
dobné nutny zevni antigenni impuls. Nazornym pfi-
kladem miZe byt onemocnéni nazvané celiakie, coz
je trvala nesnaSenlivost pSeni¢ného glutenu a pro-
laminti je¢mene, Zita a ovsa. Toto onemocnéni ma
vSechny znaky autoimunitni poruchy a je asociova-
né se specifickymi genovymi produkty - HLA-DQ?2
molekula je prokazovéna u vice nez 90 % pacientli
s celiakii (4). Je to snad dosud jediné autoimunitni
onemocnéni asociované s HLA, u kterého je znam
zevni antigenni signal (pravé gluten a prolaminy).
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Geny pro jednotlivé sloZky obrannych
mechanismii

Imunoglobulinové geny

Do skupiny onemocnéni asociovanych s uréitym
genovym profilem kontrolujicim funkci jednotli-
vych imunologickych mechanismi patfi imuno-
deficity s pfevahou poruch tvorby protilatek (5, 6).
agamaglobulinémie nebo hypogamaglobulinémie
(pojem agamaglobulinémie se pouziva tehdy, pokud
je celkova hladina imunoglobulini v séru nizsi nez
1g/1), nemaji viak jednotnou molekularni podstatu.
Nedostate¢na produkce imunoglobulinil izotypu IgG
vazana na genovy defekt je znama jako vrozena dét-
ska hypogamaglobulinémie. P¥i¢inou tohoto defektu
je zablokovani maturace B-lymfocyti v disledku
intragenové delece nebo bodovych mutaci genu ko-
dujiciho produkt zndmy pod oznafenim Brutonova
tyrozinova kindza (btk). Tento gen se nachazi na
X-chromozomu, ¢imZ je uréena jeho exprese i vazba
onemocnéni na pohlavi. Pfredpoklada se, Ze tato ki-
naza je funk&éné vazana na imunoglobulinovy re-
ceptor B-lymfocytl a pfenasi signal do nitra burky
podobné, jako Ick kinaza asociovana s CD4 a CD8
fetézci u T-lymfocytl. Postizenym chlapctiim chybi
periferni B-lymfocyty a maji extrémné nizké nebo
nulové hladiny imunoglobulin.

Jinou skupinu tvofi imunodeficity zpisobené
chybénim urditych genili pro imunoglobulinové fe-
tézce, ¢i imunodeficity zplisobené bodovou mutaci
v téchto genech, kterd znemoziiuje jejich expresi.
Prvni piipad je pfipad delece v chromozomové ob-
lasti 14932, ve které se nachazeji geny pro tézké
fetézce. Jedinci, ktefi jsou pro takovéto delece ho-
mozygotni, postradaji pfisluSny izotyp protilatky i
od néj odvozené podtiidy. Druhy pfipad je bodova
mutace, kterd postihuje gen pro kapa-fetézce. Jedin-
ci s touto mutaci pak maji protilatky, které obsahu-
ji jen lehké lambda fetézce (6). Je pochopitelné, ze
jedinci s poskozenou imunoglobulinovou produkci
jsou pak vice vnimavi pro fadu infekénich i neinfek-
¢nich onemocnéni, v zavislosti na tom, jaky typ
protilatek je deficitni.

Geny pro TCR retézec

Zatim neni dobfe prokdzéna zadna pfima asocia-
ce genti pro T-bunétny receptor (TCR) s urditym
typem onemocnéni. Jsou popsany riizné poruchy,
kdy napf. defekt komplexu CD3-TCR je podminén
chybénim fetézct y, & a € antigenniho komplexu

CD3. Chybéni dikazi pro asociaci onemocnéni s de-
fekty TCR snad muze byt pochopitelné z hlediska
kli¢ové pozice TCR v rozpoznani antigennich struk-
tur, kdy nefunké&nost T-buné&ného receptoru pro anti-
gen nejspie neni slucitelna s existenci imunologic-
ké reaktivity, alespoii ve smyslu adaptivni imunitni

odezvy.

Geny determinujici sloZky komplementu

Slozky komplementu jsou nezbytnou soud&asti
mechanismil pfirozené imunity. Vykondvaji fadu
funkci, které jsou nezbytné pro pfirozenou obranu
organismu proti infekcim. Z tohoto pohledu je pak
dominujicim mechanismem chemotaxe a opsoniza-
ce. Dosavadni vyzkumy dokazuji, Ze kterakoli sloz-
ka komplementu u¢astnici se klasické cesty akti-
vace komplementu miiZe byt postizena genovym
defektem vedoucim aZ ke kompletni ztraté této sloz-
ky z komplementové kaskady. Je znamo, Ze deficit
slozek C1, C4, C2 a C5 komplementu je asociova-
ny s autoimunitnimi chorobami, nejéastéji se SLE.
Ztrata chemotaktické aktivity byla zjiSténa u dys-
funkce C5 sloZky. Zajimava je geneze poznani efektu
ztraty funkce C5 slozky komplementu ve vztahu
k infekénimu agens. Pliivodné byl gen, pozdéji dva
geny, zodpovédny za piirozenou rezistenci proti mi-
krobu Listeria monocytogenes oznaen jako gen
Lr-1(7), resp. Lr-2. Pozdé&ji v3ak byl gen Lr-1 zto-
toZznén s genem kontrolujicim C5 slozku komple-
mentu. Z ni pak C5a fragment ma chemotaktickou
aktivitu pro neutrofilni a bazofilni leukocyty a mo-
nocyty a je jednou z dominantnich sloZek indukce
zanétu. Zanétlivé buiiky jsou schopny eliminovat
Listeria monocytogenes z bunék a tkani infikova-
ného organismu, a tak je moZné zanét oznalit za
hlavni efektorovy mechanismus obrany proti tomuto
mikroorganismu.

Geny pro cytokiny

Z hlediska regula¢ni funkce cytokini, jejich cha-
rakteru intercelularnich signald a v krajnim pfipadé
funkce rustovych a diferenciaénich faktorii je zcela
pfirozené, Ze defekty v genové strukture, transkripci
a funkci cytokinii jsou asociovany jak s rlznymi
autoimunitnimi onemocnénimi, tak s pfirozenou re-
zistenci k infekcim. Pfi nékterych onemocnénich se
vytvafeji celé ,zpétnévazebné smycky“ cytokint,
které vedou ke zménam exprese efektorovych me-
chanismt. Naptiklad pfi SLE a sclerosis multiplex
je popsana zvySena produkce [L-2 a zvySena exprese
receptori pro IL-2 na T-lymfocytech. Vysoka hla-
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dina IL-2 aktivuje T-lymfocyty se zvySenou frek-
venci IL-2 receptorii na bunééném povrchu, které
v odpovéd na tuto zakladni patologickou aktivaci
produkuji cytokiny nadmémé stimulujici B-buiiky.
Ty pak v zavéreéné fazi porusené regulatni smycky
syntetizuji autoprotilatky reagujici s antigeny vlast-
nich tkani.

Ptikladem genu kontrolujiciho rezistenci proti
infekci je gen pro IL-3. JiZ bylo zminé&no, Ze rezis-
tence proti intracelularnimu patogenu Listeria mo-
nocytogenes byla piivodné popsana jako rezistence
kontrolovana dvéma geny Lr-/ a Lr-2. Gen Lr-1
byl pozdéji ztotoZnén s genem pro C5 slozku kom-
plementu, gen Lr-2 s genem pro IL-3. Tento cyto-
kin je ristovym faktorem prekurzorovych bunék
kostni dfené a je nutny k dopliiovani bunééného za-
kladu imunitnich reakci a k indukci zanétu. Tim je
jeho funkce v protilisterické obrané zcela pochopi-
telna.

Dalsi cytokin, ktery ma nezastupitelné misto v
indukci protiinfek¢ni imunity, je interferon gama
(IFN-gama). Tento Th1 cytokin hraje dileZitou roli
1 v rezistenci k parazitarni infekci Leishmania ma-
Jjor. IFN-gama jako jeden ze dvou zakladnich cyto-
kint aktivujicich funkce makrofagli ma rozhodujici
vliv na expresi inducibilni NO-syntazy a produkci
NO infikovanymi makrofagy. Produkce oxidi du-
siku je jednim z u¢innych mechanismti, kterym jsou
makrofagy schopny usmrtit infek&ni agens.

Ve vztahu ke genetické kontrole indukce tohoto
efektorového mechanismu byl popsan ptipad mysi
C57BI/10ScCr (Cr, Lps), u kterych byl zkouman
pribéh infekce Leishmania major. Tyto my$i na
rozdil od my$i C57BI/10ScSn (Sn, Lps") nejsou
schopny kontrolovat leishmaniovou infekci a docha-
zi u nich k postupnému a prakticky neomezenému
ristu po¢tu paraziti v koZnich lézich. Slezinné
buriky izolované od téchto my$i nebyly schopny po
sekundarni aktivaci in vitro bud’ Zivymi leishma-
niemi, ¢i UV inaktivovanymi parazity produkovat
IFN-gama. Samotny gen, ktery je zodpovédny za
nedokonalou kooperaci antigen prezentujicich bunék
(makrofagy) s producenty IFN-gama (NK-buiiky,
T-lymfocyty), neni znam. Jisté vsak je, Ze timto
genem neni gen Lps (viz niZe).

C3H/HeJ mysi, které maji defekt v Lps genu
podobny jako mysi C57B1/10ScCr (Cr, Lps®), jsou
schopny kozni leishmaniazu kontrolovat a produko-
vat IFN-gama. Ani geny pro inducibilni NO-syntazu
(Scil) a IFN-gama inducibilni JAK tyrozin kinizu
(Sci2), tedy geny, které mohou pfimo kontrolovat

pienos signélu interferonem-gama (Sc/2) i expresi
samotnych efektorovych molekul (Sc//), nejsou od-
povédné za defekt my3i C57Bl/10ScCr (Cr, Lps®)
v protileishmaniové obrané (8).

Nové jsou popséany také dalsi geny, které se na
kontrole rezistence/susceptibility proti onemocné-
nim ucastni. V praci Krulové a Lipoldové (9) je
uvedeno, Ze odpovéd zvySené produkce cytokinu
IL-2 je kontrolovdna lokusem Cindal (Cytokine-
-induced activation 1) na my$im chromozomu 11
blizko D11Mit4 znaku. Odpovéd’ nizké produkce
IL-2 testovana na danych mysich lymfocytech je
kontrolovana jinym lokusem Cinda2 umisténém na
chromozomu 12. Cindal i Cinda2 jsou jedny z ge-
nit kontrolujicich funkci T-bunék a podileji se tedy
i na genetické kontrole vnimavosti k infekcim a k
autoimunitnim onemocnénim.

Geny pro apoptézu

Jako apoptdza je oznafovan proces programo-
vané buné¢né smrti. Tento proces, podobné jako pro-
liferace a diferenciace, je geneticky kontrolovin. Je
spojen se syntézou, pfip. aktivaci uritych enzymd,
kter4 je regulovana vnéjsimi i vnitinimi faktory. V li-
teratufe 1ze nalézt mnoho soubornych praci zaby-
vajicich se problematikou programované smrti (viz
napf. 10-13). Proces apoptozy mtiZe byt indukovan
prostfednictvim povrchovych bunéénych receptori
po ligaci vhodnou signalni molekulou nebo kontro-
lovan vnitini (ne)rovnovahou exprese proapoptotic-
kych a protiapoptotickych genii. Tim se striktné od-
liSuje od nekrézy, ktera je procesem spontannim,
geneticky nefizenym a z hlediska buiiky pasivnim.
V imunitnim systému je apoptéza dileZitym regu-
laénim prvkem. Je nutna napf. k udrZeni autotole-
rance - odstranéni tzv. zakazanych kloni v thymu
nebo k eliminaci infikovanych ¢i transformovanych
nebo z pohledu organismu jinak nevhodnych bunék
(v prtibéhu morfogeneze). Rada nemoci (Alzhei-
merova choroba, Parkinsonova choroba, AIDS) je
spojena se zvySenou frekvenci apoptotickych bu-
nék v tkanich. Naopak nadorova onemocnéni, auto-
imunitni choroby a vét§ina virovych onemocnéni
jsou spojeny se selhanim apoptézy (14, 15).

Apoptoza hraje jistou tlohu i v rozvoji bakte-
ridlnich infekcei, kdy baktériemi vylu¢ované toxiny
vyvoléavaji smrt cilovych bunék napadeného orga-
nismu (16). Defekt v kterémkoli genu kontroluji-
cim proces apoptézy miize mit fatalni nasledky pro
organismus. Dosud je popsano né&kolik genii, které
proces apoptézy kontroluji. Jejich struéna charakte-
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ristika je nasledujici:

« bel2 - onkogen - produkt tohoto genu blokuje apo-
ptozu (17).

- p53 - antionkogen - produkt tohoto genu ma prav-
dépodobné funkci senzoru poskozeni DNA a na-
vozuje sled reakci konéicich smrti burtiky (18).

« bax - jeho produkt reguluje aktivitu proteinu Bcl2,
s kterym vytvafi funkéni dimer Bcl2-Bax. Jestlize
je v3ak v buiice hladina proteini Bax podstatné
vy$§i nez Bcel2, vznikd homodimer Bax-Bax, ktery
sméruje buné¢né pochody k apoptdze (19), plni také
funkci iontového transportéru.

- c-myc - protoonkogen - ma ambivalentni funkci,
podle pfitomnosti riiznych regulaénich faktort mi-
Ze produkt genu c-myc stimulovat jak buné&inou
proliferaci, tak i apoptézu (20).

Jednim z dobfe popsanych znakli spoustéjicich
apoptozu je Fas (APO-1), povrchovy bun&ény re-
ceptor, ktery rozeznava Fas ligandu (Fas-L). Fas-L
se miZe vyskytovat na povrchu interagujici buriky
nebo v rozpustné formé (21). Apoptéza vyvolana
vznikem komplexu Fas a Fas ligandy pfispiva ke
kontrole spektra lymfocytovych kloni a jejich akti-
vity, a to tfemi riiznymi zpiisoby:

a) Prvni zptisob indukce apoptézy se tyka cytotoxi-
ckych lymfocyti, které po adhezi na cilovou buii-
ku ji usmrti v diisledku interakce své Fas-L s je-
jim Fas antigenem - receptorem (22).

b) Druhym moZnym procesem je vzdjemnd elimina-
ce lymfocytil, kdy dochazi bud’ k interakci Fas-L
jednoho lymfocytu s Fas antigenem druhého, v
némZ je indukovana apoptdza, nebo se zahubi oba
lymfocyty, jestlize interakce Fas-L s Fas recep-
torem byla vzijemna. MiiZe nastat také piipad,
kdy sam lymfocyt spacha sebevrazdu, pokud na
jeho povrchu interaguje vlastni Fas-L s Fas re-
ceptorem (23).

¢) Posledni typ vzniku apoptotického procesu indu-
kovaného prostfednictvim vazby Fas-L a Fas je
reprezentovan v tkanich, které maji uréita privi-
legia tykajici se tkafiové sluditelnosti. Mezi né
patfi napf. o€i, ale i centrdlni nervovy systém
nebo varlata. Buiiky t&chto tkani se chrani pfed
napadenim lymfocyty tim, Ze interakci svych po-
vrchovych Fas-L s povrchovym Fas antigenem
lymfocytt v nich indukuji apopt6zu.

Jedinci, u nichZ doslo k mutaci genu vedoucimu
ke vzniku nefunkéniho proteinu Fas, trpi autoimu-
nitnimi onemocnénimi zpisobenymi pfitomnosti vel-

kého mnozstvi autoreaktivnich B-lymfocyti (24).
K pochopeni vztahu Fas receptoru ¢i Fas ligandy a
apoptézy na strané€ jedné a apoptdzy a autoimunit-
nich onemocnéni na strané druhé pomohl mysi mo-
del uvadény jako /pr/gld defekt. MySi homozygot-
ni v tzv. Ipr genu (lymphoproliferation response) i
mysi homozygotni v genu gl/d (generalized lympho-
proliferative disease) fenotypicky exprimuji one-
mocnéni velmi podobné systémovému lupusu. Poz-
déji bylo prokazano, Ze produkt /pr genu je vlastné
Fas receptor. U genu g/d nebylo zatim pfimo pro-
kazano, Ze by kontroloval expresi Fas ligandy, ne-
pfima experimentdlni data tomu v3ak nasvéduji
(viz napt. 25).

Kombinované imunodeficity

Kombinované imunodeficitni stavy se mohou
projevit jak na tirovni T-lymfocytd, tak i B-lymfo-
cytd (6). Defekt mize byt kompletni nebo &asteény
a tomu odpovidaji také adekvatni klinické pfizna-
ky. VétSinou se onemocnéni objevi pomémé brzy,
jesté v détstvi. Déti jsou pak vnimavé k celému spek-
tru riiznych mikroorganismt, jejich 1é¢ba je tézka a
¢asto bez vysledku.

Jednim z popsanych onemocnéni je tézka kom-
binovana imunodeficience (SCID), ktera oznacuje
heterogenni skupinu chorob (26). V tomto pfipadé
nemocnému chybi T-lymfocyty i B-lymfocyty (de-
fekt je na urovni vyvoje kmenovych bunék). Pfi
SCID vazané na pohlavi dochazi k mutaci genu pro
y fetézec receptoru pro IL-2 (nachazi se na X-chro-
mozomu) a tim i k poru$e vystavby vysokoafinit-
niho receptoru pro IL-2. K SCID patfi vazné poru-
chy bunéc¢né i protilatkové imunity s extrémni vni-
mavosti na mikroorganismy.

Geny pfirozené rezistence

Tato skupina geni, ktera byla v minulosti velmi
pocetna, se postupné rozpada. Plivodné byla tvore-
na geny kontrolujicimi rezistenci proti jednotlivym
infekcim a podle nich rovnéZ nazvanymi. Tak napf.
gen pro rezistenci k mixovirim byl oznafen jako
Mx gen, gen pro rezistenci k Mycobacterium bovis
kmen BCG byl oznaden jako Bcg gen, o genech Lr-1
a Lr-2 jsme se jiZz zminili. Podobné byly popsiny
geny pro kontrolu rezistence proti Rickettsia tsutsu-
gamushi (Ric gen) ¢&i Schistosoma mansoni (Rsm
gen/y/). Postupné se ukazalo, Ze tyto geny se bud’
vyznaluji pleiotropnim efektem (Bcg gen byl zto-
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toZnén s geny Ity a Lsh kontrolujici rezistenci proti
Salmonella typhimurium, resp. Leishmania donova-
ni), nebo Ze kontroluji nékteré z jednotek skladaji-
cich imunoregulaéni systém (Lr-1 a Lr-2). Z toho,
co bylo praveé fe¢eno, vyplyva, Ze snad Zadny z ge-
nii neni uréen vyhradné ke kontrole rezistence proti
urtité infekci, nybrZ se jedné o geny kédujici uréité
bunééné struktury ¢&i sekredni produkty, které maji
svoji nezastupitelnou tlohu v expresi komplexniho
fenoménu rezistence. V kazdém pfipadé viak geny
oznac¢ované jako geny pfirozené rezistence funguji
v ¢asnych fazich infekci a obecné se da Fici, Ze je-
jich efekt je moZné spatfovat: :
a) ve sniZené moZnosti vzniku infekce,
b) v mensi proliferaci infekéniho agens v orgédnech
a konetné
c¢) ve vy3$§im ochranném efektu imunizace.

Obsahem téchto ¢asnych fazi infekci jsou pri-
marni interakce bunék imunoregulaéniho systému
s mikroorganismy, které ovliviiuji indukci, regulaci
a expresi adaptivni (protektivni) imunity. Ze viech
dostupnych udaji se jevi byt pravdépodobné, ze
pro ustaveni protektivni imunity jsou dileZité jak
kvalitativni, tak kvantitativni parametry imunogen-
niho signélu a vyznamnou ulohu miiZe hrat i faktor
¢asu, tj. jak rychle jsou jednotlivé mechanismy imu-
noregulacéniho systému uvédény do aktivovaného
stavu. Pro bliZ8i pochopeni funkce genti pfirozené
rezistence jsou zde uvedeny piiklady, jejichZ ,,story*
byla a je velice zajimava pravé z hlediska rezisten-
ce proti infekénim agens.

Nrampl gen

Jednim z nejlépe prostudovanych genti pfiroze-
né rezistence je Nrampl gen (natural resistance-
-associated macrophage protein), ktery lezi v 30 ctM
lokusu lokalizovaném na 1. my$im chromozomu
(27). Klonovanim a naslednou analyzou Nrampl
genu identifikovali tento gen jako vazného kandi-
data pro Beg/Ity/Lsh lokus. TotoZnost Nrampl ge-
nu s Beg/lty/Lsh genem byla potvrzena in vivo vy-
tvofenim nulové alely Nrampl genu rekombinanci
(28) a transgenezi (29). Nramp! gen je jednim z nej-
dulezitéjsich gent, ktery zprostiedkovava rezisten-
ci makrofigli k mnoha riznym intraceluldrnim pa-
togeniim vletné M. bovis kmen BCG, M. leprae-
murium, M. intracellulare i k jinym, taxonomicky
a antigenné nesouvisejicim mikroorganismtm, jako
je Salmonella typhimurium a Leishmania donovan-
ni. Nedavno byly popsany dalsi dva proteiny vyka-

zujici vysoky stupeii homologie s proteinem kédo-
vanym Nrampl genem, jedna se o mySi Nramp2 (30)
a krysi DCT1, ktery je pravd€podobné krysim ho-
mologem Nramp2 (31). Tyto proteiny se (pravdé-
podobné - vyzkum pokracuje) podileji na transportu
dvojmocnych kationtti, predeviim Zeleza a Zn™,
Mn?* (32) pfes membranu bunék v oblasti stev.

Dile byla prok4zana homologie mezi Nrampl a
mikrobidlnimi transportnimi proteiny (28) a zacina
se hovofit o celé rodiné Nramp proteini. Jenefer
Blackwell (33) se zmifiuje o 55-58% homologii
Nramp genu s kvasinkovymi geny SMFI a SMF2,
které funguji rovnéZ jako iontové transportéry.
Mysi gen Nrampl ma dvé formy, jedna exprimuje
kyselinu asparagovou v pozici 169 (D169, Bcg®) a
druha v této pozici exprimuje glycin (G169, Beg”).
Tato substituce ma za nasledek stérické zmény, kte-
ré zpusobuji nefunk&nost proteinu a tim i spojitost
s vnimavosti k infekci (34).

Nrampl je transmembranovy protein s 10 az 12
transmembranovymi doménami. Jeho exprese je zna-
ma vyhradné v profesionalnich fagocytech a miize
byt regulovana lipopolysachridem (LPS) nebo inter-
feronem-y (IFN-y) (35). Stéle diskutovanou otdzkou
je jak funkce Nrampl proteinu, tak vztah mezi jeho
endosomaélni/lysosomalni lokalizaci a fizenim trans-
portu Zeleza. Jedni upfednostiiuji transport do fa-
gosomu, druzi z fagosomu (viz napf. 36). V mno-
ha studiich byla popsana fada pleiotropnich efekti
tohoto genu majicich vliv na aktivaci makrofagi:
snizeni regulace 5'nukleotidazy, zvySeni exprese
MHC tfidy II, zvy$eni produkce TNF-alfa, exprese
IL-1beta, oxidativni vzplanuti, zvy$eni tumoricidni
aktivity a dalsi (33). Specialitou vyzkumu exprese
a funkce Nramp genu je, Ze dlouhou dobu nebylo
mozné pfipravit protilatku proti Nramp proteinu
vzhledem k jeho vysoké evoluéni homologii (98%
homologie u savcii a 70% homologie savéich Nramp
genli a Nramp genu slepic).

Rada novych studii se zabyva vztahem lidského
NRAMPI a citlivosti k autoimunitnim (37) a infek-
¢nim (38) onemocnénim. Ziskané udaje podporuji
hypotézu o alelickych asociacich NRAMPu s citli-
vosti na infekéni (lepra, tuberkuléza) a autoimunitni
(revmatoidni artritida, diabetes) onemocnéni, pfi¢emz
se zda, Ze alela 3 pfinasi citlivost na onemocnéni,
zatimco alela 2 je signifikantné protektivni (viz 36).

Lps gen
Dal3i gen patfici do skupiny genl pfirozené re-
zistence je Lps gen. LeZi na 4. my§im chromozomu
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a exprimuje se na makrofazich ve dvou formach.
Produkt Lps genu zaéind byt objasiiovan, ale jeho
funkce neni dosud zcela jasna. Dosavadni experi-
menty byly provedeny pfevainé v in vitro uspora-
dani.

Lipopolysacharid (LPS), strukturdlni komponen-
ta vnéj§i membrany gramnegativnich baktérii, ma
schopnost piisobit zanétlivé a modulaéné na humo-
ralni i bunétnou slozku imunitniho systému (39).
LPS byl oznaden jako hlavni meditor septického
$oku u lidi. U mysi vyvolava LPS podobné patofy-
ziologické zmény jako u lidi, a proto 1ze my$i vy-
uzit jako idedlni zvifeci model pro studium efekti
LPS na imunitni systém. Citlivost k LPS je u my3i
geneticky kontrolovana jedinym genem, pravé ge-
nem Lps. V letech 1960-1965 do$lo v my$im kme-
nu C3H/HeJ ke spontanni mutaci Lps genu, ktera
vedla k tomu, Ze tento kmen je vysoce odolny k
efektim LPS. Od objeveni tohoto defektu velké
¢ast dikazi naznacuje, Ze neodpovidavost na LPS
je odvozena od chybné interakce receptoru pro LPS
s lipidem A. Nedavno (40) byl identifikovan 80
kDa LPS vazajici protein na mysich lymfocytovych
a makrofagovych bunéénych membranach, ktery se
zda byt specificky pro oblast lipidu A molekuly
LPS. Tento receptor byl viak detekovan na obou
subpopulacich peritonedlnich makrofagh odvoze-
nych z normalnich (Lps") i LPS defektnich (Lps")
mysi. Je tedy pravdépodobné, Ze defekt zpiisobuji-
ci neodpovidavost na LPS je defektem uvnitf re-
ceptoru, ktery zplisobi selhani pfenosu signilu z bu-
né&ného povrchu do nitra buiiky (39).

»otory™ genti pfirozené rezistence pfinasi stile
nova piekvapeni a ukazuje se, Ze celd oblast vyz-
kumu genetické rezistence proti onemocnénim je
zajimava. Ukazalo se totiZ, Ze produkt Lps genu je
velmi podobny jednomu z genti musky Drosophila,
ktery kontroluje rezistenci proti plistiovym one-
mocnénim dospélych musek (41). Produkt tohoto
genu musky se oznaduje Toll a patfi pravdépodob-
né mezi archaické ¢leny IL-1 receptorové rodiny
(42). Nedlouho po objeveni Toll receptoru byly na-
lezeny homology téchto molekul u lidi a oznateny
jako Toll-like receptors (TLR). Experimentalni pra-
ce prokazuji, Ze TLR se uastni aktivace mechanis-
mu pfirozené i adaptivni imunity obratlovcl vie-
obecné (napi. 43). Navic se ukazalo, 2¢ TLR2 je
signalni receptor aktivovany LPS (44). JiZ vy$e zmi-
néna prace (41) pak dokazuje, Ze produkt mysiho
Lps genu je pravdépodobné totozny s TLR4. Mus-
ka Drosophila, ktera v minulosti velmi dobfe po-

slouzila genetikiim posunout poznani dédiCnosti,
tak znovu poslouZila k lepSimu chapani zdkladnich
principi genetické kontroly rezistence proti one-
mocnénim, alespoii v pfipadé jednoho genu, tedy
genu Lps.

Jednou ze zndmych funkci Lps genu je zpros-
ttedkovani pfenosu signilu od receptoru do jadra,
kde se nachazi gen pro TNF. Bakterialni LPS sti-
muluje buiiky monocyt/makrofagové linie, které
maji na svém povrchu CD14 receptor. Ten zpros-
ttedkovava aktivaci kindz a nasledné i aktivaci a
translokaci transkrip&niho faktoru NF-kB do jadra
buriky, kde spousti transkripci riznych prozanétli-
vych geni, véetné gent pro cytokiny TNF-alfa, IL-1
a IL-6 (jsou odpovédné za vznik gramnegativni sep-
se) a genu pro inducibilni NO-syntazu. Dusledky
ptepisu téchto informaci pro rezistenci proti mikro-
organismim jiZ byly popsany u geni jinych a jsou
prakticky stejné.

Zavér

Pfi studiu infekénich i autoimunitnich onemoc-
néni bylo jednoznaéné prokazéno, Ze citlivost indi-
vidua k onemocnéni je kontrolovana expresi geno-
mu daného jedince. V nékterych ptipadech je gene-
ticka kontrola realizovana jednim genem (M. bovis
kmen BCG), v jinych pfipadech jde o polygenovou
kontrolu (z infekénich onemocnéni napf. tularémie,
z autoimunitnich prakticky vSechny). Geneticka kon-
trola postihuje jak primarni interakce zevnich sig-
nald s imunoregulaénim systémem, tak procesy adap-
tivni imunologické odezvy. Zmény v imunologické
odpovidavosti na zevni signal mohou vést aZ k re-
akci vlastnich obrannych mechanismii na antigeny
vlastnich tkani, a vyvolat tak autoimunitni onemoc-
néni.

Kontroly pfirozené rezistence se i¢astni nejriiz-
né&jsi geny a charakter genovych alteraci urluje ex-
presi fenotypu rezistence. Je nutné mit na zieteli, Ze
rizné genové alterace mohou vést ke stejnym feno-
typickym projeviim znaku rezistence k onemocnéni.
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