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UvVOD

Imunitny systém a imunita ako takd ma znacny vplyv na procesy, ktoré prebiehaju
v organizme. Obranyschopnost’ jedinca je vystavovand mnohym vplyvom okolia ako je
nadmerny stres, nespavost’, psychické vypiétie ¢i nezdravy zivotny §tyl, ktoré ju mozu poskodit’.
Systém taktiez mdéze ovplyvnit’ zmena v genetickom kode ¢i vypuknutie zdvaznej infekcie.
Organizmus trpiaci posSkodenim imunity ma znizent reaktivitu imunitnych buniek
k cudzorodym latkam a nachylnost’ k infekciam je vyssia. Medzi ochorenia trpiace poskodenim
imunity patria aj imunodeficiencie.

Pri imunodeficiencii je jedna z casti imunitného systému poskodend. Podl'a vzniku
poskodenia ich moéZeme rozdelit na primarne a sekundarne. Primarne imunodeficiencie
vznikajii uz pri poruche v embryonalnom vyvine, ide o geneticky podmienené poruchy.
Castejsie sa vyskytujuce st sekundarne imunodeficiencie, ktoré vzniknti ako mozny nasledok
infekcie, nadmerného uzivania alkoholu, nespravnym lie¢ebnym postupom alebo su désledkom
chronického ochorenia.

Diagnostiku tychto ochoreni vykonavame laboratornym vySetrenim na zéklade klinickych
priznakov a moznych komplikacii. VySetrujeme poruchy funkcie B lymfocytov, poruchy
zapalovej odpovede a poruchy poctu a funkcie buniek myeloidnej a lymfoidnej rady. K
zachyteniu tazkych vrodenych imunitnych poruch by pomohlo zavedenie celoplo§ného
testovania novorodencov v rdmeci skriningu vrodenych ochoreni.

Vo svojej praci budem podrobne rozoberat’ tazka kombinovanti imudodeicienciu (SCID),
ktord je najzavdznejSia forma zprimdrnych imunodeficiencii. Zaoberat sa budem
predovsetkym diagnostikou a moZznost'ami jej terapie. SCID sa prejavuje predovSetkym behom
prvych mesiacoch zivota a byva doprevadzana zvySenou nachylnost'ou k infekcidm, preto bude

zaradena tieZ kapitola venovana protiinfek&nej imunite a imunitnej odpovede v detskom veku.
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1 PROTIINFEKCNA IMUNITA

Imunita je schopnost’ organizmu reagovat’ vo¢i cudzorodym mikrébom, branit' ich
vniknutiu do organizmu anasledne likvidovat’® Skodlivé patogény. Imunitnii odpoved’
zabezpecuje organizmus pomocou imunitnej reakcie, ¢o je suhrn procesov, ktorymi telo reaguje
na stretnutie s antigénom (Barttikova, 2011).

Antigén (Ag) je latka, ktord ma moznost’ vyvolat’ imunitni odpoved’. Medzi takéto latky
mdzeme zaradit’ bielkoviny na povrchu baktérii, virov, polysacharidy, nukleové kyseliny,
lipidy, lipoproteiny. Ag moze byt aj chemicka latka zlozitejSieho usporiadania, ktord nema
prirodzeny vyskyt v tele. MoZeme ich rozdelit’ na exoantigény a autoantigény. Exoantigény su
cudzorodé¢ Castice z vonkajsieho prostredia ako napr. infekéné mikroorganizmy a ich produkty.
Autoantigény pochadzaju z vlastného organizmu, nie su cudzorodé. Cast’ molekuly Ag
rozpoznavana imunitnym systémom nazyvame epitop (Hotejsi, 2002).

Mechanizmy imunitného systému moézeme rozdelit na neSpecifické (neadaptivne)

a Specifické (adaptivne). Oba systémy obsahuji bunkovi a humoralnu ¢ast’ (viz. Obr.1).

prospé&sna inertni Skodliva nedostatgt’:né
(vznik imunity) {(imunologicka (reakce z pre- (imunodeficience)
tolerance) citlivélosti,

\ autoimunita)

imunitni reakce

v N

prirozena ziskana
(nespecificka, vrozena) (specificka)
bunééna humoralni buné¢na  APC humoralni
fagocytoza, komplement, T-lymfocyty, B-lymfocyty
NK-bunky cytokiny — pomocné,
— cytotoxické Jv

protilatky

Obrazok 1: Mechanizmy imunitného systému (prevzaté z: Ferencik, 2005).
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1.1  NeSpecifické mechanizmy imunitného systému
Neadaptivne mechanizmy nazyvame aj ako vrodené, oproti Specifickym mechanizmom
st evolucne starSie. Bunky neSpecifickej imunity su predom pripravené v organizme a na
patogénny podnet reaguju rychlo, v rddoch niekol’ko mintt az hodin. Vrodeny imunitny systém
nedisponuje imunologickou paméat'ou (Hoiejsi, 2005).
Medzi bunkovu Cast’ vrodenych mechanizmov patria NK-bunky, mastocyty, a fagocyty.
Do humoralnej Casti zaradujeme komplementovy systém a niektoré cytokiny (Ferencik, 2005).
K tymto zlozkdm pripisujeme aj prirodzenu rezistenciu, ktord patri medzi prirodzené
neimunitné obranné mechanizmy. Tieto mechanizmy obstardva napr. koza, ta poskytuje pri
neporu$enom povrchu integritu voéi okoliu. Dalej ich ide rozdelit’ na chemické, medzi tie patria
enzymy ako je pepsin (v zalidku) a lysozym (v slinach, slzach, potu), mechanické, ¢o
zabezpecuje pohyb riasiniek alebo tekutiny v mocovych cestach, mikrobidlne kde cudzorody
mikroorganizmus sutazi s normalnou nepatogénnou flérou o ziviny a nésledne o receptorové
miesta (sprostredkuji adhéziu a tvorbu antibakteridlnej latky). Vrodené mechanizmy sa
zapajaju ako prvé do obrannych reakcii voci patogénu a su dolezité pre sihrnny vysledok tejto
reakcie. Rozoznavaju typické chemické struktiry mikrobov a aktivuju efektorové mechanizmy
buniek nespecifickej imunity. Aktivované fagocyty viazu fragmenty bielkovin patogénov cez
MHC glykoproteiny a prezentuji ich potom na svojom povrchu, kde s rozpoznévané T-

lymfocytmi (TL). Zahajujt sa tak antigénne Specifické procesy (Hotejsi, 2005).

1.1.1 Bunkova zloZzka vrodenej imunity
NK bunky v priebehu vyvoja presli mnohymi adaptacnymi mechanizmami a svojimi
¢rtami prispievaju k obom typom imunity ¢i uz prirodzenej alebo Specificke;.

Produkuji  cytokiny a chemokiny ovplyviiujice imunitni odpoved’ jedinca
prostrednictvom granzymov alebo perforinov, ktoré¢ maji schopnost” aktivacie tzv. receptorov
smrti ako napr. Fas alebo TRAIL a tie po naviazani na ligand méZu spdsobit’ smrt’ bunky
(Mocikat, 2003). Prirodzenym ligandom pre Fas je FasL, membranovo viazany ligand, tvoriaci
homotrimery, exprimované najmd pri NK bunkach a aktivovanych TL. Pomocou
metaloproteindz méze dojst’ k odStiepeniu a prejst’ tak do solubilnej formy (Black, 1997).
TRAIL, ligand indikujtci apoptdzu, sa syntetizuje ako transmembranovy protein. Odstiepenim
extracelularnej domény vznikd rozpustnd forma ligandu. Ako aj FasL tak aj TRAIL, tvori

homotrimery, ktoré sa viaZzu na Specifické receptory na povrchu buniek (Kimberley, 2004).
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Naviac je na povrchu NK buniek vyjadreny Fc fragment IgG (CD16), umoziujici znicit
cielovu bunku alebo patogén, ktory je obaleny protilatkou, s vys$Sou efektivitou. Maja vyvinuty
mechanizmus, ktory sprostredkuvaji Specifické inhibi¢né receptory MHC sluziace k rychle;j
elimindcii a detekcii potenciondlne nebezpecnych buniek (Moretta, 2002).

MHC gp.I. rozoznéva inhibi¢né receptory. Signdly, ktoré sa dostanu k bunke cez tieto
receptory, st negativne tzn. inhibuju cytotoxické mechanizmy. Tieto receptory rozdel'ujeme do
dvoch Struktarnych skupin, C-lektinové a imunoglobulinové. V NK-bunkach sa nenachadza
univerzalny receptor, rozoznavajuci vSetky izotopy a alelické formy MHC gp.l., pretoze
jednotlivé klony NK buniek exprimuju na svojom povrchu mnoho kombinécii tychto
inhibi¢nych receptorov, rozoznavajiuce niektoré formy molekil MHC gp.I. Medzi inhibi¢né
imunoglobulinové receptory zaradujeme KIR (Killer inhibitor receptors), ktorého aktivita je
zaloZend na asocidcii s cytoplazmatickymi fosfatdzami, ktoré rusia signalizaéné drahy zahéjene
stimulacnymi receptormi asociovanymi s proteinkindzami. Podobne inhibi¢né receptory ako
KIR st LIR, pomahajice tlmit' aktivitu leukocytov. Do C-lektinovych receptorov patri
CD94/NKG2 (Hotejsi, 2005).

Dalsie bunky vrodenej imunity su fagocytujiice bunky, ktoré maju schopnost’ fagocytozy,
¢o zahriuje prichytenie fagocytov k endotéliam ciev, vniknutie do tkaniv a sledovanie Skodlive;j
latky. Fagocyt Skodliva latku rozoznd, pohlti a nésledne odstrani. Medzi takéto bunky patria
polymorfonuklearne granulocyty, monocyty, makrofadgy. Fagocyty odpovedaji na infekciu
pomocou cirkulujucich PMNL granulocytov a monocytov, ktoré reaguju na signaly ohrozenia
tzv. SOS signaly, ktoré su vytvarané v mieste infekcie. Tieto signaly zahfiiaji N-formyl-
metionin obsahujice peptidy koagula¢ného systému, peptidy uvoliiujiice baktériami, cytokiny
uvol'nené z makrofagov po styku s baktériami v tkanive a produkty komplementu. SOS signaly
podporuju endotelové bunky v okoli miesta infekcie aby doSlo k exprimacii bunkovych
adhéznych molekul ako napr. ICAM-1 a selektiny, ktoré sa viazu na komponenty na povrchu
fagocytarnych buniek, ¢im sposobia adhéziu fagocytov na endotel. V mieste infekcie su
produkované vazodilatacné latky, ktoré sposobuju uvolnenie spojov medzi endotelovymi
bunkami. Cez endotelov bariéru neskor prechadzaji fagocyty vtlaCenim sa medzi endotelové
bunky v procese diapedézy. Hned ako sa v tkanivovych priestoroch vyskytnii SOS signaly,
pritiahnu fagocyt chemotaxiou do miesta infekcie a aktivuji fagocyt, o sposobuje vyssiu

fagocytozu a usmrtenia neziadtcich organizmov (viz. Obr.2 ) (Mayer, 2010).
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Obrazok 2: Uchytenie fagocytov na endotelidlnom povrchu aich preniknutie do tkaniva
(prevzaté a upravené podla: Horejsi, 2005).

1.1.2 Humorailna zloZka vrodenej imunity

Na vrodenej imunite sa v neposlednej rade podiela taktiez komplement. Ide o zlozity
systém 40 regulacnych glykoproteinov, ktoré obsahuje krvné sérum alebo st na povrchu
buniek, kde tvoria rozne receptory. V krvnom séru sa nachadzaju zlozky C1-C9, faktory B,D,P
a regulatory aktivity H, I, DAF, MCP. Za normalnych podmienok tieto zlozky komplementu
v krvnom séru cirkuluju v neaktivnej forme. Aktivacia nastane po styku komplementu s jeho
aktivatorom (napr. imunokomplex antigénu s protilatkou). MoZe sa uskuto¢nit’ klasickou,
alternativnou alebo lektinovou cestou (viz. Obr. 3). Prva neaktivna forma C1 sa premeni na
proteolyticky enzym, ktory rozdeli molekulu d’alSej zloZky na dva fragmenty z nich jeden je
opit’ proteolyticky enzym. Takymto stupiiovitym mechanizmom sa rozStiepi pét zloziek
komplementu. Piata zlozka sa rozdeli na fargmenty C5a a C5b. Na povrch bunky v blizkosti sa
naviaze fragment C5b a neskor sa k nemu naviazu aj C6,C7,C8 s par molekul C9, tie sa uz d’alej
neStiepia. Vznikd komplex, ktorého molekuly sa zabuduju do cytoplazmatickej membrany
cielovej bunky, ktort atakuju. To spésoby vznik dier, cez ktoré do atakujucej bunky zacina

vtekat’ voda ¢im nastane nabobtnanie bunky az jej samostatna lyza a smrt’ (Ferencik, 2005).
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Obrazok 3: Aktivacia komplementu: MBL-lektin viaZuci manozu (prevzaté z: Bartinkovd,
2007).

1.2 Specifické mechanizmy imunitného systému
Specifické zlozky imunity taktieZ moéZeme oznadit’ ako adaptivne, st evoluéne mladsie.
Po styku s prisluSnym antigénom prebieha ich kone¢ny vyvoj, kedy sa aktivuji tie zlozky, ktoré
maju pre dany Ag antigénne Specifické receptory. Vznikd tu imunologickd pamét tzn. Ze,
systém, reaguje rychlejsie pri kontakte s mikroorganizmom ak uz sa s nim v minulosti stretol
(Barttinkova, 2007).
V organizmu je pripravené znacné mnozstvo B a T lymfocytov (BL a TL) predom. Bunky
TL aBL od seba odliSime detailmi na Struktire védzbovych miest antigéne Specifickych
povrchovych receptorov. Tento princip nazyvame klonalny a anticipacny. Ak sa Ag dostane do
organizmu, po urcitej dobe ddjde k styku s lymfocytmi, ktoré nest nalezité receptory. Tie
vytvoria klony buniek rovnakej Specifity, ktoré st nasledne schopné Ag eliminovat. Imunitny
systém moze anticipovat’ styk s akymkol'vek antigénom, na ¢o reaguju pomnozenim klonov.
Funguje na principu druhého signélu, ¢o znamend, Ze je potrebny tzv. pomocny signal od

povrchovej molekuly CD28 TL, ktora sa viaze na CD80 alebo CD86 antigén-prezentujucich
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buniek imunitného systému. To zabezpecuje aby nedoslo k nebezpecnej aktivacii lymfocytov

(Hoteji, 2002).

1.2.1 Bunkova zlozka adaptivnej imunity

T-lymfocyty patria medzi délezit¢ bunky Specifickej imunity. Zaistuji obranu proti
nebezpeCnym patogénom. Pomocou Specifického receptoru (TCR) rozoznavaju patogénne
antigény. Taktiez sa podiel’aju na vyvoji BL na plazmaticki bunku produkujucu protilatky,
ktoré st na TL zavislé. TL maji r6zne subpopulécie a naslednu variabilitu, na ktoru poukazuje
tabul’ka ¢.1. Cytotoxické TL (Tc) tvori jednu zo zakladnych skupin majuce za ulohu likvidaciu
a usmrcovanie buniek. Charakteristicky znak je pre nich pritomnost’ koreceptorovej molekuly
CD8 a produkcia cytokinov INF-y a TNF-a. Deteguju antigén spracovany TL intracelularne,
ktory sa presunie na povrch bunky na kontrolu molekulou MHC-I v imunitnom systéme.
Povicsine ide o zdkrok proti bunkdm napadnutych patogénom, virom alebo inym poskodenim.
U pomocnych TL (Th) je typicky vyskyt koreceptoru CD4. Medzi najznadmejsie subpopulacie
patria Th; a Tho. Th; podskupina reguluje najmd imunitni reakciu proti bakteridlnym
patogénom nachadzajucich sa vo vnutri bunky. Produkuji TNF-B, INF-y a IL-2, aktivujuce
makrofagy, zaist'ujice likvidaciu napadnutych buniek. Tho podskupina je zamerana na obranu
proti extracelularnym mikroorganizmov. Produkuju latky na stimuldciu BL (tvorba protilatok),

hlavne 1L-4,5,6 (Duan, 2014).

Tabul’ka 1: T-lymfocyty a ich viastnosti (zdroj: Bartunkova, 2011).

Membrdanové
Populdcia TL Skupina Funkcie Produkty

molekuly

Th-lymfocyty Thl CD4 Aktivacia makrofagov IFN-y

Spolupraca BL pri
Th2 CDh4 1IL-4
tvorbe protilatok

Th3 CD3, CD4 Uprava imunitnej reakcie | TGF-p
Th17 CD4 Antibakteridlne procesy IL-17
Cytolyza infikovanych )
Te-lymfocyty CD8 bunick Perforiny
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1.2.2 Humoralna zloZka adaptivnej imunity

B-lymfocyty tvoria zdklad humoralnej Specifickej imunity. Diferencuji na plazmatické
bunky po styku s nezndmym antigénom, pri ¢om tvoria Specifické protilatky (viz. Obr.4)
a vytvaraji pamédtové BL. Vyvoj BL sa odvija od pritomnosti antigénu v organizme (Buc,
2012). Bunka v dosledku diverznej receptorovej molekule tzv. B-bunkovému receptoru (BCR),
moze odpovedat’ na rozne typy antigénu. Tato diverzita je dosledok V(D)J rekombinacie, kedy
ddjde k spojeniu a preskupeniu V-variable, D-diversity a J-joining génovych segmentov, ¢im
vznikne obrovské spektrum tazkych a l'ahkych retazcov. Tento proces zacina uz v Stadiu pro-

BL (Scott, 2010).

vézobné miesto
pre antigén

oblast’ ,,hinge*

variabilna
doména

Fab-fragment

Oligo- — :

i N Stiepne miesto
sacharid s s pre papain

> F,
! oligosacharid disulfidovy : ' .8
retazec ,
mostik )
—  Tazky Lahky
retazec retazec
= tazky retazec

Obrizok 4: Struktira protilatky IgG: Struktiara imunoglobulinu je tvorena z dvoch tazkych
advoch lahkych retazcov spojenych disulfidickymi mostikmi. Tazké refazce su tvorené
piatimi doménami a,, v, J, €, i Lahké retazce disponujii doménami A, k. Fab fragment obsahuje
vlastné variabilné miesto pre antigén. Na Fc fragmente lezi vazbové miesto pre proteiny
komplementu a Fc receptory makrogéfov, neutrofilov. Oblast’ ,hinge* umoziiuje lepSie
prispdsobenie védzobnych antigénov, vdaka svojej urcitej ohybnosti. (prevzaté a upravené
podla: Koolman, 2012 ).

Protilatky, vytvarane v BL rozdel'ujeme na izotopy triedy: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM.

Najvécsie uplatnenie v protiinfekénej imunite maji protilatky triedy IgM, ktoré sa tvoria

21



prvotne pri imunitnej reakcii. Molekula IgM aktivuje klasicka cestu komplementu. V sére sa
vyskytuje molekula vo forme pentaméru. Spomenut moézeme aj protilatky IgE, ktoré sa
uplatnuju pri alergickej a parazitarnej reakcii. Bazofilne aj Zirne bunky na svojom povrchu nesu
vysoko-afinitné receptory FceR pre IgE. Po ich aktivacii sa tieto bunky degraduju a do
extracelularneho priestoru uvol'nia histamin a biologické aktivne mediatori. Latky po uvolneni
do priestoru nastartuju rekciu k vypudenia parazita z tela von. V sére sa protilatka nachadza vo
forme monoméru. Imunoglobuliny IgG tvori Styri izotopy (IgG1-IgG4), liSiace sa poctom
cytosinovych mostikov v pentovej oblasti, ich dizkou, flexibilitou, schopnostou aktivovat
komplement. Uplatiiuju sa tiez pri opsonizacii patogénnych agens. Ako jediné su schopné
prechadzat’ cez placentarnu bariéru, ¢im zabezpecuju pasivnu imunitni ochranu plodu

a novorodenca (Hoftejsi, 2009), (Kehry, 1980).

1.3  Obrana proti neziadicim mikroorganizmom
Aby mohol organizmus zacat’ bojovat’ antimikrobialne a zabranit’ invazii mikrébov do

hostitel’'a, museli sa vyvinut’ na povrchu leukocytov urcité biosenzory-receptory. Receptory
majui schopnost’ rozoznavat’ ur€itl typickl Struktiru nie len na jednom druhu mikroorganizme
ale aj na inych typoch. Tato Struktura by mala mat’ stabilné zloZenie, nemala by podliechat’
zmendm a mutaciam.

Medzi takéto molekuly na povrchu mikroba patria molekuldrne vzory spojené
s patogenitou - PAMPs. Ako priklad danej molekuly mozeme uviest LPS alebo kyselinu
lipoteichovi. LPS sa vyskytuje na povrchu gramnegativnych baktérii, kdezto kyselinu
lipoteichovll ndjdeme na grampozitivnych baktériach. VSetky tieto baktérie maji vo svojej
DNA nemetylovavé dinukleotidy CpG, ktoré slizia ako motivy charakterizujice baktérie. Pre
to aby sme rozoznali PAMPs je nutné mat’ receptory rozoznéavajuce vzory (resp. patogenitu,
PRRs). Tie st uloZzene na bunkach organizmu, ktoré prichadzaji do styku s patogénom prvotne.
Bunky prirodzenej imunity a epitelové bunky na povrchu sliznic obsahuju dva typy tychto
receptorov na rozliSenie PAMPs, ktoré su uvedené v tabulke ¢.2. Do prvej kategérie
zarad’'ujeme receptory, sprostredkiivajuce fagocytéozu. Fc aj komplementové receptory
disponuju  Sirokou S$pecificnostou, vdaka ktorej rozpoznavaji akékol'vek patogény
opsonizované komplementom alebo protilatkami. V druhej kategorii sa nachadzaju receptory,
aktivujuce zapalovu reakciu po rozpoznanani PAMPs (Ferencik, 2005).

Toll like membranové receptory (TLR) identifikuji nebezpecné signaly extracelularnych

patogénov. V malej miere su exprimované TLR receptory na granulocytarnych elementoch
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(neutrofily, eozinofily) aj na TL a BL. Tieto membranové receptory su schopné vzajomne
sinergovat’ alebo su aktivne s d’alSimi receptormi PRRs. Receptory pre nebezpecné vzory
patogénnych mikrobov, zahrnujice viry, baktérie a parazity su vel'mi rozmanité (viz. Obr.5)
(Krejsek, 2005).

Tabul’ka 2: Typy receptorov rozpoznavajucich molekularne vzory spojené s patogenitou
PAMPs (prevzaté z: Ferencik, 2005).

Prva kategoria Druha kategdria

Fc-receptory IL-1R receptory
Komplementové receptory (CR1, CR3, CR4) TLRs receptory
BAKTERIE HOUBY
- TLR 1
- TLR 1 = TLR2 ; 48 N
: - TLR2 = TLR 3 C ¥ e TR
MAKROFAGY e 3 TiRs = TiRs L
y - TLR & - TLRT = TLRE&
L A T TLR 8 | TLR & - n TLRT
! e m TLR 10 - TLR 9
- TLR 10
- TLR 1
; = TLR1 - TLR2 - " TLRA1
DENDRITICKE ~ * &» I TiRs 3 Re  =eow TLR2
BUNKY L = nee = R = TiRS
= TLR O - TLR & - TLRT
- TLR 10 - TLR 9
- TLR 10
< - TLR1 EES - ———— TLR 1 :
(R - « TLR2 = st e - >0 LR
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TLR S - 5 TLR 9 - @eeesen TLR 10
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Obrazok 5: TRL receptory pre mikroby (zdroj: Krejsek, 2005).

1.3.1 Obrana proti baktériam

Baktérie podl'a mozZnej spOsoby obrany hostitela rozdelujeme na extracelularne
a intracelularne. Z pohladu zranitel'nosti su chilostivejSie extraceluldrne baktérie, ked’Ze sa
rozmnozuji. mimo buniek vtzv. extraceluldrnom prostredi. K zneSkodnovaniu

extracelularnych baktérii imunitny systém vyuziva neutrofily formou fagocytoézy. Patogény,
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ktoré prenikni do tela sa opsonizuji protiladtkami alebo C3b fragmentom komplementu.
Obalené baktérie st nasledne naviazané na komplemetovy receptor CR1, CR3 a Fc-receptory
nachadzajuce sa na povrchu neutrofila. Aby bolo usmrtenie t¢inné musia latky ako je peroxid
vodika, kyselina chlérna a iné toxické formy kysliku byt plne funkéné. Mozna nedostato¢na
aktivita tychto latok spdsobi prezivanie a rozmnozovanie baktérii pohltenych neutrofilmi, co
vedie k prepuknutiu ochoreniu. Prepuknutie infek¢ného ochorenia moéze nastat’ tiez ak dojde
k zvySeniu poctu baktérii, ktoré vnikli do obehu alebo fagocytéza neutrofilov je pomalsia.
Potom sa zmobilizuju bunky ziskanej imunity atie bojuju s patogénmi, ktoré neutrofily
nedokazali odstranit’.

Intracelularne baktérie maji schopnost’ ujst’ z fagolyzozému. Po ich pohlteni im neutrofily
poskytnu prostredie pre ich rozmnozovanie. Aktivované makrofagy absorbuju agens ako st
kvasinky, pliesne, listérie, brucelly, mykobaktérie. Aktivovand forma makrofagov, ktorych
antimikrobidlna aktivita je zvySend oproti neaktivnym, st schopné pohltenia aj neutrofilov
infikovanymi intracelularnymi baktériami. Tuto aktivaciu spdsobuju cytokiny, IFN-y a TNF
uvolnené z Th lymfocytov. Na infekcie spdsobene intracelularnymi parazitmi s najviac

nachylny jedinci s poruchou aktivacie makrofagov a Tc (Ferencik, 2005).

1.3.2 Obrana proti virom

Ako prvé sa do obrany zapojuju interferony a NK-bunky. V bunkach napadnuté virmi sa
tvoria interferony a a 3, ktoré zabraiuju replikéciu viru a v doposial’ neinfikovanych bunkach
navodzujii antivirovy stav. Makrofagy infikované virmi produkuji aktivator IL-12 aten
aktivuje NK-bunky. NK-bunky spdsobuju lyzu a smrt” buniek, do ktorych sa vir dostal. Pri
cytopatickych viroch sa najviac v obrane uplatiuju protilatky braniace infekcii d’alSich buniek.
Sekre¢né IgA , ktoré st na slizniciach blokuju prichytenie virov na mukdzny epitel. IgG alebo
IgM neutralizacné protilatky sa uplatiiuju ak vir prenikne az do krvného obehu. Vznik protilatok
pri virovej infekcii ma preventivny efekt na sekundarnu infekciu. Vtedy moze napr. IgA
zabranit’ adheracii viru na slizni€ny povrch alebo IgG neutralizuju viri, ktoré vnikli do obehu.
Pre jedincov, ktori maja protilatkovy deficit méze byt infekcia fatalna. Taktiez st ohrozeni

jedinci, ktori maji imunodeficity TL a kombinované poruchy imunity (Hotejsi, 2005).

1.4 Imunitny systém v detstve

Imunitny systém v obdobi dietata zaradujeme medzi tzv. pasivnu imunitu (nema
vyvinutt Specificki pamét’). V tomto obdobi je dieta chranené protilatkami od matky, ktoré
prechddzaju placentou a napomadhaju k prezZitiu prvych mesiacov zivota. Pasivna imunita
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pokrac¢uje dojcenim, kedze materské mlieko, hlavne kolostrum, ¢o je jeho skord forma,
obsahuje mnozstvo ochrannych imunoglobulinov chraniace dieta prechodne pred virusmi
a baktériami. Protilatky chrania dieta, avSak nie st absorbované z ¢reva do krvi. Kolko
protilatok matka odovzda dietat’u zavisi na jej imunite. V priebehu pol roka klesa koncentracia
protilaitok od matky a jedinec si za¢ne postupne vyrabat vlastné. Vznikaju ako imunitna
odpoved’ organizmu na cudzorodi latku. Na zaciatku je koncentrdcia vel'mi nizka.
Novorodenec dosahuje hodnoty dospelych az okolo treticho roku zivota (Mockova, 2014). Ako
uz bolo spomenuté protilatky, ktoré diet’a dostava od matky rapidne klesaju a preto st malé deti
najviac ohrozované infekciami, ktoré maju v tomto veku vel'mi tazky priebeh, niekedy az zivot
ohrozujucu formu. Preto zaCina vakcinacia alebo tiez ockovanie v utlom veku (SEVS, 2009).

»OcCkovanie je chapané ako proces vpravenia vakciny do ludského organizmu (Beran,
2008). “ Vakcina zahtia zlozky infek¢ného organizmu, ktoré podporuju imunitny systém tvorit’
protilatky. Tie navodzuju ochranu proti neskorSej infekcii, ktory spdsobil tento organizmus
a tym sa vytvara ziskana imunita (IPOPI, 2013).

Ockovacie latky okrem antigénnej zlozky obsahuju tiez zlozky, ktoré aktivne pdsobia na
imunitny systém ako adjuvantny prostriedok. Adjuvantny prostriedok pochadza z latinského
slova ,,adjuvare”, ¢o v preklade znamena pomdhat’. Taktiez sa tam nachadzajii neaktivne
zlozky vakciny ako st stabilizatory (l'udsky albumin), konzervacné prostriedky (thiomersal)
a antibiotikd (neomycin, kanamycin).Tieto latky nevytvaraju protektivnu ochranu organizmu
ale maju dolezitd ulohu v zloZeni vakciny. Antigénom ockovanej latky mdze byt akakol'vek
substancia, ktord organizmu nenavodzuje imunitn( reakciu (Beran, 2008).

Ludom trpiacim poruchou imunitného systému, konkrétne poruchou T-lymfocytov ako je
u choroby tazkej kombinovanej imunodeficiencii (SCID) sa neodporuca podavat ziva
peroréalnd vakcina proti detskej obrne (OPV), Calmettov-Guérinov bacil (BCG), taktiezZ podanie
rotavirusu pri pacientoch s tymto ochorenim a pri det'och, ktoré mali v rodine pribuznych
trpiacim ochorenim SCID, pokym neboli vySetrené na mozny imunodeficit. Odporucené je tieto

vakciny nahradit’ inaktivovanou polio vakcinou (IPV) (IPOPI, 2013).
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2 IMUNODEFICIENCIE

Ako uz bolo zmienené imunitny systém zabezpecuje integritu organizmu a jeho naslednti
ochranu pred infekénymi agens. Imunodeficiencia vznikne funkénym alebo morfologickym
defektom v jednej z Casti imunitného systému, ktory spdsoby zvySenu citlivost’ na vzniknuti
infekciu. Porucha ktorejkol'vek zlozky systému sa prejavi navonok. Pri vynechani
protiinfekénej obrany sa to zobrazi zvySenym a opakovateI'nym poctom infekcii.. Klinické
skusenosti ukazuju, ze ten isty defekt méze mat’ r6zny klinicky obraz. U deti byvaji zadvaznejsie
klinické poruchy, pretoze imunitny systém je v Stddiu dozrievania. Podozrenie na mozny
imunodeficit pozorujeme u pacientov, ktori maji pozitivhu rodinnii anamnézu s t'azko
lieciteI'nymi a recidivujucimi infekciami (Winklestein, 2007).

Imunodeficiencie rozdel'ujeme podl'a postihnutej zlozky alebo pric¢iny. Podla priciny ich

rozdel'ujeme na primarne a sekundarne defekty (Hotejsi, 2009).

2.1 Primarne imunodeficiencie
Primarne imunodeficiencie (PID) patria do skupiny genetickych heterogénnych,
vrodenych portch funkcie ¢i Struktiry jednej alebo viacerych zloziek imunity. K varovnym
priznakom PID zaradujeme opakované zapaly stredné¢ho ucha, opakujuce sa infekcie svalov,
pecene, abnormalne reakcie organizmu na zivé vakciny, pneumoénie (Coico, 2000).
Klasifikujeme ich z hl'adiska fenotypového delenia na poruchy protilatkové, bunkové,
kombinované, fagocytarne a komplementové. Samostatni skupinu predstavuju poruchy
so zvd¢Senou ldmavostou chromozomov. Celkova frekvencia PID je 1:2 000 Zzivych
novonarodenych deti, pri tom napr. beznd variabilnd imunodeficiencia (CVID), jedna
z najcastejSich portch, ma frekvenciu 1:10 000 a tazka kombinovana imunodeficiencia (SCID)
az 1:100 000. Vécsina z postihnutych st chlapci, pretoZe na chromozom X, su viazané dedi¢né
poruchy a taktieZ tam je lokalizovana rada génov kodujucich molekuly, ktoré ovplyviiuju
imunitné reakcie. 80% z PID sa prejavi uz v detstve avSak CVID ma najvysSiu incidenciu
v obdobi medzi 20-30. rokom zivota. Frekvencia PID je uvedena v grafe ¢.1 (Bartinkova,

2007), (Ciznar, 2008).
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FREKVENCIA PRIMARNYCH IMUNODEFICIENCII

T/B
18%

Graf 1: Frekvencia PID: Ig-protilatkoveé, T/B-tazké kombinované a bunkové, F-fagocytarne,
C-komplementové (zdroj: Bartuinkova, 2007)

2.1.1 Protilatkové (humoralne) imunodeficiencie
Pacienti pri tomto type ochorenia maju poruchy funkcie BL atvorby protilatok
prejavujica sa znizenymi hladinami imunoglobulinov v séru a tiez minimalnou reakciou na
polysacharidové antigény (Winklestein, 2007).
Do skupiny vyznamnych humoralnych PID patri najmd CVID, Brutonova
agamaglobulinémia, hyper IgM syndrom, deficit podtriedy IgG a selektivny nedostatok IgA
uvedené v tabul’ke ¢.3 (Moise, 2010).

Tabulka 3: Pocty  pacientov registrovanych v databaze Europskej spolocnosti pre
imunodeficiencie zo 41 zemi pre rok 2004-2011 (prevzaté a upravené podla: Gathmann, 2012).

Percentudlne zastupenie

Protilatkové
Pocet pacientov z celkovych PID
imunodeficiencie
[%]
CVID 2880 21
Deficit IgA 1424 10,4
Deficit podtriedy IgG 887 6,5
X-viazana
813 5,9
agamaglobulinémia

Hyper IgM syndréom 297 2,2
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e Brutonova agamaglobulinémia: viazand na chromozém X. U pacientov je
neschopnost’ B-lymfocytarnych prekurzorov dozrievat’ v BL a na plazmatické bunky.
Pre nedostatok buniek tvoriace imunoglobuliny maju pacienti deficit protilatok

(IPOPI, 2007).

e Hyper-IgM syndrom: pacienti s tymto syndromom nie su schopni prepnut’ tvorbu
imunoglobulinov z IgM na IgG, IgA, IgE. To ma za nasledok znizené¢ hodnoty IgG
a IgA, hodnoty IgM mézu byt normdlne alebo zvySené. Syndrém ma niekolko
genetickych poruch, av§ak najcastejSia forma je na chromozéme X, ktord postihuje iba
muzské pohlavie. Genetickd mutacia postihuje antigénny ligand CDA40, ktory je
potrebny pre interakciu medzi TL a BL, pred zahdjenim izotopového preSmyku z [gM

na d’alsie triedy imunoglobulinov (IPOPI, 2007).

e  CVID: vyznacuje sa nizkou hladinou imunoglobulinov v krvi, ktory ma za nasledok
stratu protilatok a zniZzenu schopnost’ bojovat’ proti napadajucim mikroorganizmom,
toxinom alebo inym cudzim latkam. Nastup priznakov, vratane Ccastych a
nezvyCajnych infekcii, sa mozZe prvykrat objavit pocas detstva a dospievania. U
mnohych pacientov diagnéza moze byt’ stanovena az v tretej az Stvrtej dekade zivota

(Salzer, 2012).

2.1.2 Fagocytarne imunodeficiencie
Defekt fagocytdzy sa prejavuje hnisavymi infekciami sliznic, koZe a vnatornych orgénov

vyvolanych baktériami najmd Staphylococcus aureus a plestami rodu Candida a Aspergily,
Casto s tazkym priebehom. Tvorba abscesov alebo lymfadentida je ¢astym prejavom. Vrodené
fagocytarne poruchy sa najcastejSie prejavuju kratko po narodeni. Ako prvy prejav je reakcia
na BCG ockovanie alebo zéapal pupka pri novorodencoch tzv. omfalitida. ZvySenou
nachylnostou k mykobaktéridlnym infekciam sa prejavuje porucha v €innosti monocytov
a makrofagov.

Medzi fagocytdrne defekty patria chronicka granulomatézna choroba a deficiencia
adhezivity leukocytov (LAD syndrom) (Stites, 1994).

Chronické granulomat6zna choroba je dedicné vada fagocytov vyznacujucich sa poruchou
NADPH-oxidazy, kedy fagocyt nedokaZe pohltené patogény likvidovat a dochadza

k hromadeniu fagocytarnych molekul a vznik granulomu, ¢o ma za nasledok opakujice sa
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infekcie, ohrozujuci zdravotny stav pacienta. Defektné su neutrofilné granulocyty, makrofagy
a monocyty. Povicsine ide o formu viazant na chromozom X, patri medzi najcastejsie, taktiez
sa moze vyskytovat’ vo forme autozomalne recesivnej (Moghtaderi, 2012).

LAD syndrom a syndrom poruchy adhezivity leukocytov su sposobené slabou expresiou
B2-integrinovej podjednotky, potrebnou pre chemotaxiu a prichytenie leukocytov
k endotelidlnym bunkam. Pri tomto type poruchy je dolezitd rychla arazantna liecba

antibiotikami (Winklestein, 2007).

2.1.3 Komplementové imunodeficiencie

Zo skupiny PID st komplementové imunodeficicencie najmenej casté. Defekt
C1- inhibitoru patria medzi najzavaznejSie, vyvolava hereditarny angiotén, kde dochéadza
k nekontrolovanej aktivacii komplementového systému napr. pri traumdéch, infekcidch,
menstrudcii a stomatologickych vykonoch (Hoftejsi, 2009).

K autoimunitnému ochoreniu, ako je systémovy lupus erythematodes predurcuje porucha
zlozky komplementového systému C2 a C4. K zvySenému riziku infekcii, ktoré spdsobuju
opuzdrené mikroby (pneumokoky, meningokoky), ma za nasledok deficit zlozky C2 a C3.
Poskodenie terminalnych zloZiek komplementového systému zloZiek C5-C9 mdzu mat’ jedinci
s opakovanymi infekciami vyvolanymi baktériou Neisseria. LieCebny proces zahriiuje

antibiotika avSak vynimkou je hereditarny angiotén (Stites, 1994).

2.1.4 Kombinovane T/B bunkové imunodeficiencie

St sposobené poruchou funkcie TL a nasledne postihujuce aj BL, pretoze niektoré TL
napomahaji BL tvorit’ protilatky. Poruchy sa prejavuji v rannom Stadiu vyvoja jedinca
tazkymi infekciami, ktoré mézu byt v tomto obdobi fatdlne. Taktiez trpia dermatitidami,
chronickym prehananim a infekciami dolnych dychacich ciest.

Predstavuji 20% celkovych PID. Su zriedkavej$im druhom ako st protilatkové, avSak ich
priebeh je zavaznejsi a je nutné skoré rozpoznanie s naslednou liecbou. Bez lie€by umieraju
pacienti do prvého roku Zivota. DiGeorov syndrom zaradujeme medzi kvantitativne poruchy
TL. Pri¢inou choroby je delécia na 10. alebo 22. chromozdme spdsobujuca vyvojovy defekt 3.
a 4. rebrovej vychlipky. PoruSeny vyvoj tymusu ma za nésledok nedostatocny vyvoj TL a
pacienti trpia celkovym poSkodenim organizmu najma ciev a srdca. Komplexna lie¢ba spociva

z antimikrobidlnej terapie, zo substitu¢nej liecby imunoglobulinmi, z transplantacie kmenovych
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buniek a u niektorych diagnoz aj z génovej terapie (Jesenidk, 2010), (Hotejsi, 2009), (Coico,
2000).

2.2 Sekundarne imunodeficiencie

Sekundarnu imunodeficienciu pacient ziska v priebehu Zivota na zéklade faktorov
z vonkajsieho alebo vnutorného prostredia. Vznika v dosledku inych ochoreni, ktoré prebiehaju
v organizme alebo zmene celkového stavu organizmu (Hofejsi, 2009). Medzi najéastejSie
pri¢iny vo svetovom meradle patri podvyziva, za ktorou nasleduje infekcia virom HIV.
V ekonomicky vyspelych krajindch sa na vzniku sekundarnych imunodeficiencii podiel’aja
znacnou mierou iatrogenné zasahy ako su operacie, ozarovanie, imunosupresivna terapia po
organovych transplanticidch. ZvySeni nachylnost’ k infekcidm spdsobuje taktiez poruchy
prirodzenych bariér (popaleniny, poranenie, toxické poranenie koze a sliznice, chronické
zapaly).

Sekundarne imunodeficiencie je mozné delit’ z r6znych hladisiek, pretoze postihuju
obvykle viac zloziek imunitného systému naraz. Striktne rozdelenie na poruchy jednotlivych
zloziek imunity tu nie je mozné. Na obraze imunodeficiencie sa podpisuje vo vysledku
niekol’ko faktorov naraz (napr. pri nadorovych chorobach je vyslednd imunodeficiencia
zapri¢inend kombinaciou vplyvu samotného zékladného ochorenia spolu s vplyvom

chemoterapie alebo radioterapie) (Bartikova, 2007).
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3 TAZKA KOMBINOVANA IMUNODEFICIENCIA (SCID)

Ochorenie SCID, z anglického ,,Severe Combined Immunodeficiency Disease®, patri
medzi tazké kombinované imunodeficiencie. Ide o zavazné ochorenie majuce vrodentl poruchu
imunity, ktora je vacSinou dedi¢na. Dochadza k poruche protilatkovej aj bunkovej imunity, kde
absentuju funkcie lymfocytov TL aj BL a u mnohych pripadov aj funkcia NK-buniek.

Tieto defekty maju za nasledok extrémnu nachylnost’ na tazké infekcie a znamky
ochorenia su viditeI'né uz v detstve. Ide najma o virusové infekcie majice za nésledok zapaly
pl'ic a chronicku hnacku. Bezné st infekcie kvasiniek rodu Candida v oblastiach plienok a ust.
Zapaly plic st sposobené najcastejsSie plesiiou rodu Prneumocystis jirovecii.

SCID patri medzi vzacne ochorenia preto spravna diagnéza je niekedy vel'mi ndro¢na.
Novorodenecky skrining dopomohol k detekcii SCID skor, ako sa prvé priznaky objavia. To
zaist'uje aby deti dostali v€as Zivot zachrafniujtcu lie€bu. Deti trpiace touto chorobou Castokrat
nazyvame aj ako ,,bublinové deti®, pretoze vicSinu Casu svojho Zivota stravia vyhradne
v sterilnom prostredi, oddeleni plastovou foliou. Bez liecby tieto deti umieraju do prvého roku
zivota (Dorsey, 2017), (NIH, 2019). Viac nez 80% deti postihnuté ochorenim SCID nema
uréenu rodinnu anamnézu. Prevalencia SCID zo vSetkych genetickych pri¢in dohromady je

priblizne 1 z 50 000, hoci v niektorych regionoch moze byt vyssia.

3.1 Priciny ochorenia
Je viac nez pravdepodobné, ze vSetky typy SCID-u, st nasledkom genetickej poruchy.
Dedia sa v dosledku novej mutacie vzniknutej u postihnutého dietata alebo sa mézu dedit’ od
rodicov. ,,Dedicnost je schopnost organizmu uchovavat subor dedicnych informacii (génov)
o witvoreni najroznejsich morfologickych znakov a fyziologickych vlastnosti a schopnost
predavat tento subor viac-menej nezmeneny svojim potomkov (Chalupova-Karlovska, 2010) “.
Tieto mutéacie sa dedia v suvislosti s viazanostou chromozému X, ktory je viazany na
pohlavie, kde je gén zdedeny od matky. NajcastejSie sa SCID dedi autozomalne recesivne, kedy
obe kopie konkrétneho génu, jednu zdedenu od matky a druht od otca, obsahuju defekty.
Predist’ sa to d4 podstupenim genetickych vySetreni oboch rodi¢ov a tym vyhnutie sa rizik
buducich tehotenstiev. Mnohé rodiny trpiace zasiahnuté tymto ochorenim nezamyslaja
v budtcnosti d’alSie potomstvo, avSak toto rozhodnutie nemé sprdvne ani nespravne riesenie.
Toto rozhodnutie by malo vyplyvat’ z konkrétnych parametrov danej rodiny, kde zohl'adnia
nabozenské presvedcenie a zazemie, vplyv ochorenia na ich zivot a zivot ich okolia, hodnotové

nastavenie rodi¢ov. Existuje mnoho faktorov, ktoré sa lisia od danej situacie a rodiny.
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V dnesnej dobe je znamych 12 genetickych (viz. Tab.4). Naj€astejSou formou SCID je
mutacia na chromozéme X, ktora predstavuje takmer 45% vsetkych pripadov. Medzi zriedkavu
poruchu patri SCID suvisiaci s mutaciou v géne ZAP70. Bolo identifikovanych iba 20
postihnutych jedincov. Gén ZAP70 kdéduje informéciu pre produkciu proteinu zeta asociovana
proteinkindza 70 (ZAP70). Ide o cytoplazmatickl tyrozinkindzu nachadzajucu sa hlavne v TL
(Tc aj Th), je dolezita tak pre ich vyvoj, ako aj pre signalizaciu receptorov TL (TCR), ktoré
identifikuju cudzie latky a chrania telo pred infekciami (viz. Obr.6).

Mutacie v géne ZAP70 brania produkcii proteinkinazy spojenej so zeta-retazcom alebo
vedu k proteinu, ktory je nestabilny a nemdze plnit’ svoju funkciu. Strata funkcnej proteinove;j
kinazy asociovanej so zeta-retazcom vedie k nepritomnosti CD8+ TL a prebytku neaktivnych

CD4+ TL (Genetics Home Reference, 2015), (Demitrovi¢ova, 2014).
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Obrazok 6: Signalizacny komplex TCR ukazujuci, kde ZAP70 zapada do signalizacnej kaskady
(prevzaté z: EMBL-EBI, 2020).

Rozne Specifické TL adaptivneho imunitného systému sa vyvijaju vylucne v
tymuse. Tvorba exciznych kruhov T bunkovych receptorov (TREC), DNA vedlajsich
produktov génovej prestavby TCR, sa vyskytuje pocas naprogramovanych prestavieb
variabilnych, diverzifikovanych a spajajicich sa segmentov génov TCR, ktorym prechadzaju
lymfocyty. Nepritomnost TREC koreluje s nedostatkom produkcie TL. VSetky deti so SCID

nedokazu generovat’ r6znorodu zasobu zrelych TL, preto maju nezistitelny alebo vel'mi nizky
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pocet TREC. Zakladny defekt génu ZAP70 u ochorenia SCID, brani samotnému procesu
rekombindcie TCR, naruSuje cytokinmi sprostredkovanu signalizdciu nevyhnutni pre
dozrievanie a aktivaciu TL alebo umoziuje akumuléciu toxickych purinovych metabolitov, ako
je deficit ADA. VSetky genotypy sa vyznacuji nedostatkom poslednych tymickych TL a TREC
(Dorsey, 2017).

Tabulka 4:Genetické defekty asociovane s tazkou kombinovanou imunodeficienciou (prevzaté
z:Ciznar, 2014).

Nazov ochorenia

L IL7RA
2. Deficit CD36 CD3D
0 Deficit CD3¢ CD3E
4. T-B+ Deficit CD3{ CD3z
5 Deficit CD45 PTPRC
6 Deficit ZAP70 ZAP79
7. Deficit spolocného y retazca IL2RG
8. Deficit Janusovej kindazy 3 JAK3
9. Deficit rekombindzy aktivujucej gény 1 RAGI1
10. T-B- Deficit rekombinazy aktivujucej gény 2 RAG2
11. Deficit génu Artemis DCLREIC
12. Deficit adenozin deamindzy ADA

3.2 Klinicky obraz

Charakteristickym prejavom ochorenia u deti je zretelne vysoké mnoZstvo infekcii.
Zvycajne nie su také isté ako u zdravych deti, napr. Casté nddchy. Infekcie, ktoré postihuju diet’a
so SCID st omnoho zavazZnejSie a dokonca Zivot ohrozujlce, napr. zapal pl'ic, infekcie krvného
obehu alebo meningitida. Spdsob prezentacie SCID-u zmenilo CastejSie pouzivanie antibiotik
uz pri najmensich infekciach, preto lekar musi byt vo vySsej miere podozrievavy, aby odhalil
ochorenie.

Mikroby, ktoré vyvolavaju infekcie aj u deti, ktoré st zdravé mézu spdsobit’ infekcie aj pri
detoch s ochorenim SCID, avSak pri¢inou infekcie byvaji casto ockovacie latky alebo

mikroorganizmy, ktoré st neSkodné pre zdravé deti. Pneumocystis jirovecii patri medzi
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najnebezpecnej$i mikroorganizmus, ktory pri neskorej diagnostike a lie€eni, moze vyvolat’
prudky smrtelny zapal pluc. Cytomegalovirus, ktory sa vyskytuje u takmer vSetkych l'udi
v slinnych zl'azach, ma taktiez za nasledok ohrozujuci zapal plic u deti so SCID. Nebezpecna
je aj Varicella, virus ov¢ich kiahni, ktory moze byt smrtel'ny pre deti so SCID, hoci aj
u zdravych deti su ovcie kiahne neprijemne a obycajne sa obmedzuju na pokozku a sliznice, no
po niekol’kych dioch odzneju. U deti so SCID nevymiznu, ale naopak, zasahuju pl'uca, pecen
amozog. Medzi d’alSie nebezpecné virusy patria, virus oparu, parachripka 3, adenovirus,
rotavirus, virus detskej obrny, virus Epstein-Barrovej. Ako uz bolo zmienené (viz kap.1.4),
niektoré ockovacie latky, ktorymi su deti ockovane proti osypkam, ov¢im kiahnam alebo
rotavirusu st zivymi vakcinami a deti so SCID sa mozu tymito vakcinami nakazit'. Kvasinkové
infekcie su taktiez velmi tazko lieCitelné. Kandidové plesniové infekcie nachadzajiuce sa
v Ustnej dutine sposobuju afty, ktoré sa u deti vyskytuji bezne a zvy€ajne aj vymiznu spontdnne
alebo po nendroc¢nej peroralnej liecbe. U deti trpiace SCID-om tieto afty pretrvavaji aj napriek
lie¢be, mozu sa docasne zlepsit, no tplne nevymiznu a hned’ po skonceni liecby sa vratia. Koza
moze byt taktiez chronicky infikovana rovnakou plesiiou Candida, spdsobujlica v Ustach afty.
Castym problémom, kvoli ktorému dieta neprospieva je aj pretrvavajuca hnacka. Mbze
spdsobit’ ubytok hmotnosti a podvyzivu. Pri SCID je vSak vel'mi tazké sa zbavit' baktérii,
virusov alebo parazitov, ak do organizmu uz prenikli. Deti so SCID trpia aj vyrazkou, ktora je
¢asto nespravne povazovana za ekzém. Pricina tejto vyrazky je reakcia TL od matky, ktoré
prenikli do krvného obehu plodu pred narodenim, voci tkanivam dietat'u. Jedna sa o reakciu

Stepu proti hostitel'ovi (GVHD) (IPOPI, 2007).

3.3 Kategorie ochoreni SCID T- B+

SCID T- B+ patri do skupiny castych poruch imunodeficiencie charakterizované
s absenciou TL a pritomnost'ou BL v periférnej krvi v neaktivnej forme, pretoze k spravnemu
fungovaniu im chybaju TL. Predstavuje asi 60% zo vSetkych pripadov SCID, z toho 70%
ochoreni je viazané na X chromozom (X-SCID). T4to forma je sposobend mutaciou spolocného
y-retazca receptora vybranych IL (IL2, IL4, IL7, IL9, IL15, IL21).ktory sa podiel’a na prenose
signalu z ligovaného receptoru do vnutra bunky, néasledkom je funkénd porucha na urovni
mnoho cytokinov. Castokrat dojde aj k absencii NK-buniek. Nasledujucich 30% ochorenia je
dedené autozomalne recesivne a medzi priCiny patri absencia povrchovej molekuly CDA45,
absencia o-retazca molekuly CD3, poskodenie Janusovej kinazy (JAK-3), absencia a-retazca

receptora pre IL-7 (Bartinkova, 2007).
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3.3.1 X-SCID

X-viazana SCID je najbeznejSou formou tazkej kombinovanej imunodeficiencie. Jeho
presny vyskyt nie je znamy, ale stav pravdepodobne postihuje najmenej 1 z 50 000 az 100 000
novorodencov.

Ochorenie vSeobecne postihuje iba chlapcov. Dievéatd mozu byt nositelmi ale nebudu
ovplyvnené. Gén spojeny s tymto stavom je umiestneny na chromozome X, ktory je jednym z
dvoch pohlavnych chromozémov. U muzov, ktori maji iba jeden chromozém X, staci
jedna zmenend kdpia génu v kazdej bunke, aby spdsobila tento stav. U zien, ktoré maju dva
chromozomy X, by musela dojst k muticii v oboch kopidch génu, ktoré spdsobia
poruchu. Pretoze je nepravdepodobné, ze zeny budu mat’” dve zmenené kdpie tohto génu, su
muzi postihnuti recesivnymi poruchami spojenymi s chromozoémom X ovela cCastejSie ako
zeny. Charakteristickym rysom dedicstva spojené¢ho s chromozémom X je, Ze otcovia nemozu
svojim synom odovzdat’ na X chromozém spojené vlastnosti.

X-SCID spdsobuje mutacia v géne IL2RG. IL2RG gén koduje spolo¢ny y-retazec, ktory
poskytuje instrukcie pre pripravu proteinu (CD132), ten je rozhodujlci pre normalnu funkciu
imunitného systému. Tento protein je nevyhnutny pre rast a dozrievanie vyvijajacich
lymfocytov. X-SCID je charakterizovany velmi nizkymi TL a nefunkénymi BL. Mutacie
v géne IL2RG brania tymto bunkdm v normalnom vyvoji a fungovani. Bez tychto buniek sa
dieta so SCID nakazi infekciou rychlo a telo nie je schopné proti nim bojovat’ (Genetics Home

Reference, 2016).

3.3.2 Deficit a-ret’azca receptora IL-7 (IL-7RA)

Tento stav je v dosledku mutacie génu na 5. chromozome, ktory koduje d’alsi komponent
rastového receptora - a-retazca receptora IL-7. Funkcia IL-7 je sprostredkovana receptorom
IL-7, membranovym receptorom zloZzenym zo Specifického retazca IL-7Ra a retazcom v-
retazca zdielanym receptormi pre iné cytokiny (IL-2, -4, -9, -15 a -21 ). Deti trpiace s tymto
ochorenim maji BL a NK-bunky ale Ziadne TL. Mutécie v géne IL7R brania produkcii a-
retazca a-7 receptora, ktory zhorsSuje signalizaciu receptora IL-7, ¢o spdsobuje nedostatok TL,
zatial’ co moZny nedostatok NK je sposobeny stratou signalizacie IL-15R. BL nefunguju kvoli
nedostatku T buniek. Asi 10% pacientov s SCID vykdézalo Specifické mutacie v géne IL7RA, ¢o
malo za nasledok autozomalne recesivne SCID so Specifickym fenotypom T-B+NK+. Neskor
sa ukézalo, Ze vyvoj BL u dospelych I'udi pravdepodobne zavisi od IL-7, zatial' ¢o vyvoj

novorodeneckych BL zavisly nebol. Pacienti s SCID st novorodenci a bez transplantacie
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kostnej drene nepreziji do dospelosti. Tym by sa vysvetlilo, preco BL, ktorych novorodenecky
vyvoj je nezavisly od IL-7, ale aby mohli prezit’ do dospelosti, je pravdepodobné, ze BL by
chybali, ¢o odraza ich vyvoj zavisly od IL-7 (IPOPI, 2007), (Mazzucchelli, 2012).

3.3.3 Deficit Janusovej kinazy 3

JAK3 gén poskytuje inStrukcie pre pripravu proteinu Janusovej kindzy 3, ktory je kriticky
pre normalny vyvoj a funkciu imunitného systému. Protein JAK3 je sti¢ast'ou signalnej drahy
nazyvanej JAK/STAT, ktord prenasa chemické signaly z vonkajSej strany bunky do jadra
bunky. Signdly prenasané proteinom JAK3 reguluju rast a dozrievanie TL a NK-
buniek. Okrem toho je JAK3 doélezita pre normalne dozrievanie BL.

Mutacie v géne JAK3 na 19. chromozéme, brani produkcii proteinu JAK3 alebo vedu k
produkcii nefunkéného proteinu. Strata funkCnosti proteinu JAK3 ma za ndasledok
nepritomnost’ TL, NK-buniek a normalny pocet zle fungujucich BL. Tento nedostatok
funkénych lymfocytov sposobuje, ze l'udia so SCID s nedostatkom JAK3 sii nachylni na
infekcie. JAK3- deficitny SCID predstavuje odhadom 7 az 14% pripadov SCID.

Jedinci so SCID s nedostatkom JAK3 nemaju potrebné imunitné bunky, aby odolali
ur¢itym baktéridm, virusom a plesniam. St nachylné na opakované a pretrvavajice infekcie,
ktoré mozu byt vel'mi vazne alebo zZivot ohrozujlice. Organizmy, ktoré spdsobuju infekciu u
'udi so SCID s nedostatkom JAK3, st Casto popisované ako oportunistické, pretoze u zdravych
I'udi zvycajne nesposobuju choroby. U postihnutych dojciat sa typicky vyvinie chronicka
hnacka, plesiiova infekcia v Ustach, zapal pl'ic a kozné vyrazky. Pretrvavajiice ochorenie tieZ
sposobuje, Ze postihnuté osoby rastu pomalSie ako iné deti. Bez liecby tito I'udia zvycajne Ziju

iba v ranom detstve (Genetics Home Reference, 2017).

3.3.4 Deficit retazcov CD3 a CD45
CD3 nazyvany tiez komplex receptorov TL st molekuly na povrchu TL. Komplex sa
podiela na aktivacii Tc lymfocytov (diferenciacia na CD8), ako aj Th lymfocytov (diferenciacia
na CD4). Deficit CD3 retazca obsahuje tri d’alSie formy SCID: CD3D, CD3E a CD247, tiez
zname ako CD3Z. Tieto formy SCID st sposobené mutaciami v génoch, ktoré koduju tri
jednotlivé proteinové ret'azce, ktoré tvoria ¢ast’ molekul na povrchu TL. Nésledny nedostatok
CD3 retazca vedie k poSkodeniu TL
Dal§im typom SCID su mutacie v géne kédujucom CD45, protein nachidzajuci sa na

povrchu vsetkych bielych krviniek, ktory je potrebny pre funkciu TL. CD45 (protein tyrozin
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fosfataza) reguluje antigénnu receptorovu signalizaciu TL a BL. Defosforyluje v TL a BL
inhibi¢ny tyrozin v Scr kinazach. Vysledkom je pozitivna reguldcia TL a BL. Nadmerna
hladina CD45 vedie k pozastaveniu signalizacie TCR a podpore signalizacie BCR (Barttiikova,
2007), (IPOPIL, 2007), (Zikherman, 2012).

3.4 Kategorie ochoreni SCID T-B-

Tento typ poruchy patri do skupiny zriedkavych monogénnych porich primarnej
imunodeficiencie, charakterizovana nedostatkom periférnych TL a BL. To mé& dopad na
rozvijajice a opakujice sa respiratné virusové, bakterialne infekcie. Typickym znakom
niektorych podtypov je precitlivenost’ na ionizujuce Ziarenie. Medzi najcastejSie ochorenie patri
deficit adenozin deaminazy (ADA). Deficit enzymu vedie k akumulacii toxickych metabolitov
purinov v lymfoidnych bunkéch.

Ostatné imunodeficity, ktorym chybaji TL a BL st autozomalne recesivne dedi¢né
ochorenia. Velka Cast' lymfocytov obsahuje imunofenotyp NK-buniek. Doposial’ odhalené
molekularne pri¢iny patri absencia rekombindz RAG1 alebo RAG2, zodpovedné za
rekombindaciu génov kddujucich premenlivé oblasti antigénne Specifickych receptorov BL a TL
(BCR a TCR). Retikuldrna dysgenezia patri medzi vel'mi vzacne ochorenie s TL/BL deficitom,
postihujuca uz kmenovu bunku s typickym blokom v lymfoidnej aj myeloidnej diferencidcii.
Prejavy pozorujeme hned po narodeni nekrotizujicimi zapalmi sliznic a v dosledku

agranulocytozy septickymi stavmi (Barttitkova, 2007).

3.4.1 Deficit adenozin deaminazy
Tento typ SCID-u spdsobuju mutacie génu kodujici enzym adenozin deaminaza (ADA),
ktory sa nachadza v tele, ale najaktivnejsi je v $pecializovanych TL. Ulohou ADA je eliminovat’
molekulu deoxyadenosinu, ktora sa generuje pri Stiepeni DNA. ADA premieiia deoxyadenosin,
ktory modze byt toxicky pre lymfocyty, na deoxyinozin, ktory nie je Skodlivy. Mutacie
v géne ADA znizuju alebo eliminuju aktivitu adenozin deamindzy a umoziuji nahromadenie
deoxyadenosinu na hladiny, ktoré su toxické pre lymfocyty, na ktoré st nezrelé lymfocyty
v tymuse obzvlast’ citlivé. Tieto bunky odumieraju skor, ako mdézu dozriet, aby pomohli v boji
proti infekcii. Pocet lymfocytov v inych lymfoidnych tkanivéch je tieZ vyrazne zniZeny. Strata
buniek bojujtcich s infekciou vedie k priznakom a symptémom SCID.
Nedostatok ADA je vel'mi zriedkavy a odhaduje sa, Ze sa vyskytuje priblizne u 1 z 200 000

az 1 000 000 novorodencov na svete. Tato porucha je zodpovedna za cca 15% pripadov SCID.
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Hlavnymi priznakmi nedostatku ADA st pneumonia, chronicka hnacka a rozsiahle
vyrazky. Postihnuté deti tiez rasti ovel’a pomalSie ako zdravé deti a niektoré maju vyvojové
oneskorenie.

Vicsina jedincov s deficitom ADA ma diagnostikovani SCID v prvych 6 mesiacoch
zivota. Bez liecby tieto deti obvykle nepreziju do 2 rokov. Priblizne v 10 az 15% sa nastup
imunodeficiencie oneskori na 6 az 24 mesiacov alebo dokonca do dospelosti. Imunitna
deficiencia v tychto neskorsich pripadoch byva menej zavazna a sposobuje primarne opakujice
sa infekcie hornych dychacich ciest a usi. Po ¢ase sa u postihnutych jedincov méze vyvinut
chronické poskodenie pluc, podvyziva a dalSie zdravotné problémy (Genetics Home

Reference, 2013).

3.5 DalSie typy SCID

3.5.1 SCID A

Mutécie v géne DCLREIC moéZu sposobit’ Artemis SCID, tieZ znamy ako SCID A
a niekedy oznacovany ako SCID typu Athabascan. Tento typ SCID sa vyskytuje predovietkym
v narode Navajo. Mutacie v géne DCLRE1C mo6zu tiez spdsobit’ Omennov syndrém.

Tento gén sa vyzaduje na rekombinaciu V (D) J, proces, ktorym sa exony kodujuce
antigény viazuce domény imunoglobulinov a proteinov receptorov TL zostavuju z jednotlivych
segmentov génov V, (D) a J. V(D)J rekombindcia je iniciovand lymfoidnym Specifickym RAG
endonukledzovym komplexom, ktory generuje miestne Specifické DNA dvojvldknové zlomy
(DSB). Tieto DSB predstavuji dva typy koncovych Struktar DNA: vlasenky uzavreté kddujice
konce a fosforylované tupé signalne konce. Tieto konce s nezavisle opravené cestou
nehomologického spdjania koncov, aby sa vytvorilo kodovanie a signdlne spojenia. Tento
protein vykazuje izolovant 5'-3' exonukleazovu aktivitu Specificku pre jedno vlakno a ziskava
endonukleolyticku aktivitu na 5' a 3' vlasenkach a previsy, ked’ je v komplexe s proteinkinazou
aktivovanym katalytickym polypeptidom (PRKDC). Tato poslednd aktivita sa vyZzaduje
$pecificky na rozlidenie uzavretych vlasenkou pred vytvorenim koédovacieho kibu. Moze byt
tiez potrebné na opravu komplexnych DSB indukovanych ionizujacim ziarenim, ktoré si pred
uvolnenim pomocou nehomologického spajania koncov (NHEJ), vyzaduju podstatné

spracovanie (Genetics Home Reference, 2020).
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3.5.2 Omennov syndréom

Omennov syndrom spadad pod 'ahsiu formu ochorenia SCID. Molekuldrna podstata je
v mutacii génu RAG1, RAG2. Aktivita tychto rekombinaz je zniZzend, no nad’alej pritomna.
Syndrom je charakteristicky nepritomnostou cirkulujucich BL. Aktivované TL
oligoklonalného charakteru, typu Th2, ktorého produkty IL-4 alIL-5 vedu k eosinofilii,
sposobuju infiltraciu koze a sliznice Criev.

Dojcatd s Omennovym syndromom maji zvycajne zéapal pluc a chronickd
hnacku. Organizmy, ktoré sposobuju infekciu u I'udi s touto poruchou, sa ¢asto opisuju ako
oportunistické.

Okrem imunodeficiencie sa u deti s Omennovym syndrémom rozvija autoimunita, pri
ktorej imunitny systém uto¢i na vlastné tkaniva a organy tela. Tato abnormdlna imunitna
reakcia moze sposobit’ velmi Cerveni pokozku (erytrodermu), stratu vlasov (alopéciu) a
zvacsenu pecen a slezinu (hepatosplenomegéaliu). Okrem toho maju postihnuti jedinci zvacsené
tkaniva, ktoré produkuju biele krvinky bojujice proti infekcii. Ak sa neliecia spdsobom, ktory
obnovuje imunitné funkcie, deti s Omennovym syndromom obvykle prezZiju iba do veku 1

alebo 2 rokov (Genetics Home Reference, 2017), (Bartiiikova, 2007).
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4 DIAGNOSTIKA OCHORENIA SCID

Diagnostiku ochorenia tvori mozaika z mnohych vySetreni ako su bezné alebo
Specializované laboratérne vySetrenia spolu s rodinou a osobnou anamnézou. Molekularno-

genetické vysetrenie moze objasnit’ molekulova podstatu daného postihnutia.

4.1 Rodinna a osobna anamnéza

Genetické choroby, medzi ktoré patria aj PID, konkrétne SCID, je ochorenie, pri ktorom
sa mdézeme Ciastocne opriet’ o idaje z rodinnej anamnézy v diagnostickom procese. Otazky su
smerujuce hlavne na pohlavie postihnutych osob, vyskyt pred¢asnych umrti a na moznost’
pribuzenskych sobaSov. Pri chorobach viazanych na chromozém X (X-SCID) sa vyskytuji
umrtia chlapcov z matkinej strany, ked’ze matky st ako prendSacky a nemavaji zvycajne
prejavy ochorenia. Pribuzensky sobas zvysSuje riziko autozomalne recesivnych chorob.

PID sa najcastejSie prejavuju zvySenou nachylnostou na zavazné infekcie. V niektorych
pripadoch sa k infekénym prejavom priddvaju aj prejavy alergie alebo auto-imunitnych chordb.
Tieto priznaky su niekedy v popredi pred klinickou manifestaciou alebo prvym moznym
priznakom imunodeficiencie. V niektorych pripadoch je defekt kompenzovany inymi
mechanizmami, preto sa prejavi len ¢iastocne alebo vobec, zavislé od situdcie.

Kedy sa prvé priznaky imunodeficiencie objavia, zavisi od toho, ktorad zlozka imunity je
abnormalna. Kombinované imunodeficiencie postihuji bunkovi ako aj humordlnu imunitu.
Castokrat sa prejavi hned’ po narodeni v prvych mesiacoch Zivota. U tazkych kombinovanych
imunodeficiencii patria prejavy ochorenia bud k zdkladnému obrazu choroby alebo ide
o dosledok reakcie Stepu proti hostitel'ovi pri materofetalnom engrafmentu, alebo pri transfuzii
neoziarenej krvi. Pojem maternofetdlny engraftment sa oznafuje pritomnost’” materskych
lymfocytov v cirkulacii imunodeficitného novorodenca ¢i kojenca. Aj za normalnych okolnosti
sa mo6zu materské lymfocyty dostat’ do obehu plodu, avSak nijako sa tato skuto¢nost’ neprejavi.
U imunodeficitného novorodenca mdzu sposobit’ reakciu Stepu proti hostitel'ovi, to znamena
cytotoxickl reakciu proti orgdnom a tkanivam, ktoré poskodzuji. Maternofetalné lymfocyty
Casto nest znaky aktivovaného Tc (CD8'DR') amenej Casto pomocnych Th (CD4")
lymfocytov (Bartiiikova, 2007).

4.2 Laboratorne vySetrenie

Niektoré anomalie su schopné upozornit’ na imunodeficiencie uZz v beznych

laboratornych vySetreniach. Na prvom mieste st to hlavne zmeny v krvnom obraze.
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4.2.1 VySetrenie krvného obrazu
Krvny obraz (KO) je skriningové vysetrenie, ktoré sa vykonava pri prijati do nemocnice
tak ako aj pri podozreni na hematologické alebo vaznejSie infekéné ochorenie. Poskytuje udaje
o pocte krvnych elementoch, krvného farbiva, hemoglobinu a hematokritu.
Postup:
1. Priprava vzorku
e Odobratie zilnej krvi
e PremieSanie s protizrazlivou latkou (EDTA, citrat sodny)
e Stabilizacia vzorky
2. Spracovanie vzorku (Obr.7)
e Aspiracia vzorku
e Meranie vzorku

3. Zhodnotenie vysledkov (Tab.5)

Tabul’ka 5: Referencné hodnoty KO (zdroj:Miksova, 2006).

Erytrocyty Zeny: | 3,5-5,18*10'2/1

(RBC) muzi: | 4,2-5,8%10'2/1

Leukocyty 4,5-11,0%10°/1
(WBC)

Trombocyty 150-300%10°/1

(PLT)

P TT L Zeny: | 115-160 g/l . T
(HGB) muzi: | 120-174 g/l
e — = —
Zeny: | 34-4
Hematokrit Zeny: | 34-47
(HCT) mugi: | 37-50 Obrazok 7: Analyzator XE-5000 SYSMEX

(prevzate z: © SelectScience, 2020)

Pri SCID je typicka lymfopénia, tzn. znizeny pocCet lymfocytov v krvi. Maternofetalny
engraftment mdze byt pri novorodencovi maskovany cirkulujiicimi materskymi lymfocytmi,
a hodnoty percentudlneho zastiipenia lymfocytov byva nizSia neZ odpovedd veku. Ak sa
prevedie fenotypizacia lymfocytov tak materské lymfocyty nesu povicsine fenotyp CD8DR*

(Miksova, 2006).
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4.2.2 Imunofenotypizacia lymfocytov

V dnesnej dobe je imunofenotypizacia lymfocytov jednym z najpouzivanejSim postupom
vysetrenia pre TL a BL. Ich identifikacia je na zéklade detekcie povrchovych znakov (tzv. CD
znakov) pomocou monoklonalnych protilatok. Povrchovy znak je molekula alebo komplex
molekul, ktoré bunka exprimuje na svojom povrchu. CD znak je jedinecny a okrem typu alebo
subtypu bunky mézeme urcit’ aj jej maturacné Stddium a pod. Imunofenotypizaciu lymfocytov
vysetrujeme metodou prietokovej cytometrie.

Metdda je zalozena na merani fyzikalnych a chemickych vlastnosti bunkovych suspenzii.
Analyzu svetelného rozptylu a florescenéného signalu jednotlivych Castic, sustredenych v prude
kvapaliny, zaistuje opticky meraci systém- prietokovy cytometer. Monoklonové protilatky
oznacené florescenénym farbivom, sa naviazu na Specifické povrchové alebo intracelularne
antigény danej bunky. Zafarbené bunky st unasane laminarnym pradom nosnej kvapaliny cez
prietokovl komoérku, ktort pretina svetelny Iu¢, exponovany zviazkom laserovych licov.
Rozptylené svetlo nasledne zaznamena forward scatter (FSC), ktory je mierou vel'kosti bunky
a side scatter (SSC), ktory je mierou granularity bunky. Florescen¢né farbivo absorbuje svetlo
z lasera a vysiela do roznych Casti spektra. Stanovenim mnozZstva kazdej farby na bunkach,
ur¢ime molekuldrne vlastnosti bunky (viz. Obr.8).

Postup:
1) Priprava vzorku
e Odber krvi do skimavky s EDTA
2) Spracovanie vzorku
e Prietokovy cytometer
3) Zhodnotenie vysledkov (Tab.6)
e Na zaklade negativnej kontroly sa uskutociiuje clenenie medzi pozitivnu
a negativnu populaciu. Pre vyhodnotenie ako pozitivhu expresiu plati, ze
povrchovy antigén musi byt exprimovany vo viac ako 20% a intracelularny

antigén vo viac ako 10%.
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Tabulka 6:Diagnostiké kritéria pri imunofenotypizacii T-lymfocytov (prevzaté z: Dobrotova,
2006).

Diagnostické kritérium Pozorované javy
1 Aberantné expresia Ag (liniova Urcita linia zaznamena netypickd expresiu
nespol’ahlivost’) Ag ako napr. CD5 pozitivita na BL

Expresia Ag netypickd pre urcity stupein
Asynchronna expresia Ag zrelosti, napr. CD34-Ag skorej diferenciacie

na zrelych myeloidnych radach buniek

Chybajuca expresia liniovo ‘
Chybanie Ag na zrelych bunkach
Specifickych Ag

l Patologicky svetelno-rozptylovy obraz

2
3
4
VysSia / niZ8ia hustota znaku na povrchu

ZvySend / zniZend expresia Ag bunk
unky

Jednym z klinickych kritérii u deti so SCID < 2roky, je hodnota CD3+ lymfocytov mene;j
ako 20% aich koncetracia pod 3000/mm?>. TaktieZ pritomnost materskych TL, ktoré

vyvolavaju reakciu graft versus host, povécsine nest znaky CD8+DR+ (Dobrotova, 2006).

bunécna optické filtry
suspenze

nosna
kapalina

# BD FACSCanta II

detektory
fluorescenci

Obrazok 8: (A) Prietokovy cytometer FACS Canto ™ II; (B) Schéma prietokovej cytometrie
(prevzate z: Harrachovda, 2017).

4.2.3 Mikrobiologické vySetrenie Preumocystis jirovecii

Tazka kombinovana imunodeficiencia je typicka zapalmi plic sposobené Prneumocystis
Jjirovecii. V pripade Castych opakovanych infekcidch sa vyuziva mikrobiologické vySetrenie
materialu, ktory priamo suvisi s pl'dcnym tkanivom. Pri dokaze tohto mikroba rozliSujeme
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viaceré druhy materidlu. NajCastejSie st bronchoalveolarna tekutina, indukované sputum,
neindukované sputum, pltcne tkanivo ziskané biopsiou. Rozdielnu senzitivitu pri kazdom

zachytu popisuje tabulka ¢.7.

Tabul’ka 7: Porovnanie senzitivity zachytu spésobené Pneumocystis jirovecii podla typu
odobratéeho materialu (prevzaté z: Skrickova, 2005).

Material Senzitivita

transbronchialni biopsie + BAL 95 - 100%
oteviend plicni biopsie 99%

transbronchiadlni biopsie 88-97%
bronchoalveoladrni lavaz (BAL) 79 - 97%
indukované sputum 55 -80%
bronchialni brushing 39-79%
neindukované sputum 30%

Neindukované sputum patri medzi najlahSie ziskany biologicky material pre diagnostiku
Pneumocystis jirovecii. Toto sputum pacient vykaSldva samovolne do plastovej skimavky,
avsak ide o materidl, v ktorom mikroba zachytime s malou pravdepodobnostou.

Indukované sputum sa ziskava technikou, kedy sa pacientovi pred odberom nebulizérom
navlh¢ia dychacie cesty, vd’aka tomu sa odoberie kvalitnej$i material a zvy$i sa moZnost’
zachytu.

Bronchoalveolarna lavaz sa odoberd pomocou hadicky, ktora sa zavadza do dychacich
ciest. Biopsia patri medzi najdokonalejSiu a najnaro¢nejSiu metddu odoberania materidlu. Je to
zavazny zasah do organizmu pacienta, na Ukor ziskania kvalitného materidlu so skoro
stopercentnym zachytom (Skti¢kova, 2005).

Nasleduje mikroskopia a diagnostické farbenie. Bronchoalveolarna tekutina,
indukované sputum, neidukované sputum alebo bioptické tkanivo st hlavné materialy pre
farbenie. Materidly moZeme rozdelit’ na prirodzene sterilné, kde neocakdvame vyskyt Ziadnych
inych Ag, napr. bronchoalveolarna lavaz. Medzi prirodzene nesterilné patri sputa, ktorad
obsahuje Siroku radu mikrobov fyziologicky, avSak s moznost'ou skreslenia vysledkov.

V praxi sa vyuzivaju farbenia podla Gram-Weigerta, Giemsi-Romanowského (viz. Obr.9).

DalSou moznostou je imunoflorescencia zvySujica senzitivitu a pravdepodobnost’ pozitivneho
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zachytu. Princip imunoflorescen¢ného stanovenia vyuziva monoklonalnych protilatok, ktoré

reaguju s l'udskymi kmenmi Preumocystis jirovecii (Kovacs, 2001), (Sktickova, 2005).

Obrazok 9:Vzorka alveoldrného exsuddatu so zavaznym chronickym intersticialnym zapalom
sposobenym Pneumocystis jirovecii (prevzaté z: Rosen, 2009).

4.3 Skrining novorodencov

,,Novorodenecky skrining je dolezity celoplosny preventivny program vyhladavajuci
v populdcii zdravych novorodencov liecitelné ochorenia v ich véasnom asymptomatickom
Stadiu (Lysinova, 2015) “.

V SirSom slova zmysle do novorodeneckého skriningu moéZeme zahrnut aj pravidelné
klinické vySetrenia detskym lekarom pri hl'adani vrodenych vyvojovych vad. V uzSom slova
zmysle rozumieme pod pojmom novorodenecky skrining tzv. novorodenecky laboratorny
skrining (NLS), ktory spociva v diagnostike skriningovych chordb na zéklade stanovenia
koncentracie Specifickej latky alebo dokazu génovej muticie na tzv. novorodeneckej
skriningovej karticke, ktord je vSetkym novorodencom odoberand na tizemi Statu

Medzi 48. az 72. hodinou po narodeni sa z pity dietata odoberie niekol’ko kvapiek na dve
samoprepisovacie skriningové karticky. Na prvej karticke vysSetrujeme vrodené ochorenie ako
je kongenitalna hypotyreoza, kongenitalna adrendlna hyperplazia a cysticka fibroza. Z druhe;j
karti¢ky sa vySetruju dedi¢né ochorenia latkovej vymeny.

Na zéklade zmeneného mnoZstva urcitych latok novorodenca (bielkoviny, enzymy,

hormoény, aminokyseliny a acylkarnitin) sa zist'uju ochorenia (Lab tests, 2016).
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Na Slovensku funguje novorodenecky skrining ako dobre prepracovany celoplosny
preventivny program (viz. Tab.8), s ktorého pomocou sa zachytdvaju sledované ochorenia uz
v asympomatickom §tadiu, ¢im sa zlepSuji prognodza a kvalita zivota postihnutych jedincov

(Lysinova, 2015).

Tabul’ka 8:Skriningové testy novorodencov prebiehajiice na Slovensku (prevzaté z: Ciznar,
2014).

Incidencia

1 Fenylketonuria a hyperfenylalaninémia 1:5600-7000 MS2
YA Kongenitalna hypotyreoza 1:4000-6000 TSH
S Kongenitdlna adrenalna hyperplazia 1:18000 17-OHP
“BM Cysticka fibroza 1:2500 IRT
A [ eucinoza alebo choroba javorového sirupu 1: 180 000 MS2
(MM Tazké kombinované imunodeficencie 1:35000 TREC
YA [zovalerova aciduria 1:12 5000
WM Glutarova aciduria typ [ 1 : 80000
UMM Deficit karnitinacylkarnitintranslokadzy -

VI Deficit karnitinpalmitoyltranferdzy 1 -
VWM Deficit karnitinpalmitoyltranferazy 11 -

VP Deficit acyl-CoA dehydrogendzy mastnych kyselin L 66 000 MS2
s velmi dlhym retazcom '
Deficit 3-hydroxyacyl CoA dehydrogendzy mastnych L 60000
kyselin s dlhymi retazcom '
Deficit acyl-CoA dehydrogendzy mastnych kyselin so
ficit acy ydrogendzy ych ky. 120 000

stredne dlhym retazcom

4.3.1 TREC test

Pocas poslednych niekol’kych rokov sa prva SCID a stivisiace stavy s nizkym poctom TL,
stala identifikovatelnou pomocou skriningu novorodencov. Je to prvy skriningovy test
novorodencov, ktory pouziva DNA ako priméarny analyt. TREC sa tvoria ako produkty
kruhovej excizie pocas preskupenia génov receptora pri vyvoji TL v tymuse. Preto st TREC
markerom nedavno vytvorenych TL, zatial ¢o naopak, nepritomnost alebo silne zniZena

hladina TREC naznacuje nizky obsah novovytvorenych TL.
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Meranie TREC uskuto¢iiujeme pomocou kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie
(qPCR) (viz. Obr.10), hodnoty TL sa spracuju pomocou analyzy triedenia buniek aktivovanych
fluorescenciou (FACS) (Massoud, 2014). TREC nebudu detegované v pripade pritomnosti
materskych transplantovanych TL a tiez u pacientov s Omennovym syndromom. TREC budu
chybajuce kvoli oligoklonalnej expanzii autolégnych TL, ¢o robi test TREC tiez uzitoénym v
tychto podtypoch SCID. Diagn6za SCID vsak méze byt stanovena iba po imunofenotypizacii

a moze byt potvrdena genetickym testovanim (Van der Burg, 2019).

Peripheral blood samples

Dried blood spot samples
Ficoll density
gradient
centrifugation and
DNA extraction

a

DNA purification »l MNovel QPCR mono-assay I

Peripheral blood nonnuclear cells (PBMC) TREC valus l Count for ALB2 | ‘ Count for VD-J ]
! # (4 (8)
Total PBEMC count Unrearranged
L_ TCR-i- cell count
‘ FACS analysis | | QPCR | A
{A1-(B)
' ' Rearranged TCR- cell count
| T-cell count TREC !.falue»J \ TREG value T-cell count )
Y Y
TREC:T-cell ratio TREC: T-cell ratia

Obrazok 10: Shematické zndzornenie QPCR pre stanovenie SCID - Test meria pomer buniek
TREC: TL vo vzorkach krvi vratane vzoriek suchej kvapky krvi (DBS). Tento QPCR mono-
test berie do tivahy vzorky DNA purifikované bud’ z perifarnych mononukledrnych buniek
(PBMC) izolovanych gradientovou centrifugaciou Ficoll-Hypaque alebo zo vzoriek DBS.
Tento obrazok znazornuje, ako sa aproximécia poctu VD-J k T bunkdm odvodi pomocou
nového testu QPCR mono. Zo vzoriek plnej krvi alebo vzoriek DBS sa celkova bunkova DNA
kvantifikuje pomocou poctu pre ALB2 (albuminovy gén) (A). Podobne sa nereorganizovany
pocet TCR kvantifikuje podl'a trovne VD-J, neriadené TCR bunky zodpovedaji celkovému
poctu zarodo¢nych buniek (B). Nepriradeny pocet TCR-PBMC odpocitany z celkového poctu
PBMC nam preto poskytuje konecny pocet preusporiadanych TCR, a teda pocet TL. ((A) —
(B)) (zdroj: Massound, 2014).

Nepritomné TREC mozno identifikovat’ aj u deti so syndrémami poSkodenia TL ako je

DiGeorgeov syndrom, Downov syndrom alebo Ataxia Telangiectasia, sekundarne u deti so
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znizenym TL v ddsledku inych novorodeneckych stavov alebo u pacientov s idiopatickym
lymfomom. Dalej treba poznamenat,, Ze nizke hladiny TREC sa daju najst’ aj u pred¢asne
narodenych deti (Van der Burg, 2019). Test a validita bola vyskuSana prvy krat v meste
Wisconsin v USA v roku 2008. Skrining ale nezachytava viaceré poruchy funkcie TL ako su
napr. deficit CD40L, deficit ZAP-70 a d’al§ie. Relativnym problém nastava aj pri vySetreni
predcasne narodenych deti, pretoze maju vel'mi nizke hodnoty lymfocytov v dosledku svojej
nezrelosti. Skrining pri tychto detoch sa musi prispdsobovat’ gestaénému veku (Ciznar, 2014).

Cutoff hodnoty pre kopie génu TREC a p-aktinu / ul krvi sa stanovuji pomocou supravy
PerkinElmer Enlite. Vzorky s viac ako 18 TREC /ul pri po¢iatocnom testovani sa povazuju za
normalne. Vzorky s 18 TREC / ul alebo menej maji opakované testovanie TREC a B-aktinu; z
toho st vzorky menej ako 3 TREC urgentné pozitivne, priCom stanovenie podskupiny
lymfocytov prietokovou cytometriou je okamzité. Vzorky so 4-18 TREC / pl sa kategorizuji
ako pozitivne, ak st hodnoty B-aktinu nad 35 a je zhotovené stanovenie podskupiny lymfocytov
prietokovou cytometriou. Vzorky s nedostato¢nou kontrolnou amplifikaciou aktinovej DNA sa
oznacuju ako DAF (zlyhanie amplifikdcie DNA). Tieto deti si vyzaduji opakovant vzorku péty
alebo, ak uz ide o druhu vzorku, stanovuji sa podskupiny lymfocytov pomocou jednotky
novorodeneckej intenzivnej starostlivosti-NICU. Vysledkom zo suchej krvnej kvapky (DBS)
je nizke TREC a nizke c¢islo p-aktinu. Nasledne sa spracuje kompletny krvny obraz (CBC)
(Dorsey, 2017).
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5 MOZNOSTI TERAPIE OCHORENIA SCID

Lie¢ebné postupy zéavisia od obt'aznosti a druhu defektu. Kauzalnu lieCbu poskytuje
transplanticia hematopoetickych kmenovych buniek alebo génova terapia. Transplantacia
kmenovych buniek sa stala beznym, ale naro¢nym terapeutickym postupom. Génova terapia
patri eSte k experimentalnym metdédam. Vsetky lieCebné moznosti st doplnované adekvatnou

antimikrobidlnou terapiou, nutriénym a rezimovym opatrenim a psychologickym zasahom.

5.1 Transplanticia hematopoetickych kmenovych buniek

Tazké kombinované imunodeficiencie st indikované k transplantacii kmetiovych buniek
ziskanych z kostnej drene, ¢i pupocnikovej krvi. Transplantaciu je moZzné podstupit’ od batol'at’a
do dovf$enia 65. roku Zivota. Uspesnost’ lietby je odkazana na mnoho faktorov, z ktorych je
najdolezitejsi, skoré diagnostikovanie ochorenia a vhodny darca. Transplantacia prinasa zna¢né
rizikd, no napriek tomu dava GspeSnost u pacientov so SCID najmenej 50%, u HLA identickych
skoro 90% na vyliecenie (Bartiiikova, 2007), (Bohrem, 2015).
Typy transplantacie:

1. Autologna transplantdacia: Pri tomto type transplanticie sa vyuzivaju krvotvorné
kmetiové bunky pacienta. Medzi ich ulohu patri ndhrada kostnej drene po vysoko
davkovanej, myeloablativnej liecbe.

2. Alogénna transplantdcia: VyuZiva sa v lie€be nddorovych aj nenaddorovych ochoreni,
kde sa dosadi, zvic¢Sa poskodena KD alebo sa nahradi imunitny systém pacienta
zdravymi krvotvornymi kmenfovymi bunkami darcu. Za UspeSnostou transplantacie
stoji zhodny HLA systém pacienta a darcu vo vSetkych antigénoch.

3. Syngénna transplantdcia: Patri medzi formu alogénnej transplantacie, pri ktorej je

darcom jednovajecné dvojca.

Pri autolognej a alogénej transplantacii bola tradicnym zdrojom krvotvornych kmeniovych
buniek kostna drefi (KD). Periférna krv sa zaala vyuZivat’ neskor a ako najnovsi zdroj sa
zacala vyuzivat’ pupoc¢nikova krv.
1. Kmenové bunky sa z KD ziskavaji opdtovanymi aspirdciami, najmé zo zadnej Casti
bedrovej kosti darcu v lokélnej alebo celkovej anestézii.
2. Krvotvorné bunky v KD sa m6Zu mobilizovat’ do periférnej krvi. Stimuluja sa vo forme
subkutannej injekcie hematopoetického rastového faktoru, ako napr. G-CSF. V procese

aferézy sa po mobilizdcii na separatore z periférnej krvi, izoluju periférne kmenove
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bunky (PKB). PKB sa mézu pouzit’ aj o niekol'’ko mesiacov az rokov, vd’aka zamrazeniu
a uskladneni v tekutom dusiku pri 196 °C. Pri alogénnej transplantacii sa podavaju
pacientovi hned’ po separacii.

3. Pupocnikova krv a krv z placenty je bohatd na krvotvorné kmenové bunky. Po pérode

sa odoberie cca 40-70ml tejto krvi (Ladicka, 2007).

5.1.1 Vyber vhodného darcu

Medzi najvhodnejSieho darcu patri surodenec, ktory je zhodny v HLA systéme. Medzi
vhodnych darcov zaradujeme aj rodicov, hlavne rodi¢a rovnakého pohlavia, kvoli pritomnosti
komplexov antigénov ,,minor-histocompatibility, ktoré su pohlavne Specifické. Alternativne
saméze prevadzat aj transplantacia od nepribuzenského darcu, ¢o najviac zhodného v hlavnych
HLA antigénoch. Vyber spravneho darcu stazuje aj existencia stoviek alelickych foriem HLA
A.B,C aDR. Pocet moznych individualnych kombinacii je cca 2*10'°, pri¢om najdenie
vhodného identického darcu je vel'mi obtazne (Bartiikova, 2007).

Hlavny histokompatibilny systém su antigény glykoproteinovej Struktury, ktoré sa
nachadzaju v membréane vietkych jadrovych buniek. Struktiira HLA je dana geneticky. Stibor
génov, ktoré koduju tieto molekuly sa nazyva Major Histocompatibility Complex (MHC).

Na zaklade vysokej polymorfnosti, nesie kazdy ¢lovek v bunkach jedine¢nu zostavu HLA
antigénov. Tieto antigény su rozdelené¢ do I. all. triedy. Vd’aka rozdielu dochadza medzi
jedincami k tkanivovej nezlucitelnosti a pripadne k potransplantacnej reakcii, ktora vyvolava
akutnu reakciu odvrhnutia Stepu (Penka, 2012).

Reakcia Stepu proti hostitePovi (GVHD) v aktitnej forme predstavuje priame ohrozenie
Zivota transplantovanému pacientovi. Vo svojej chronickej forme v dlhSom odstupe od
transplantacie ovplyviiuje kvalitu zivota a prezivania. Reakciu vyvolavaju TL v Stepu. Existuja
mnohé postupy, ktoré minimalizujt ich obsah, avSak na druhej strane zaist'uji TL v $tepu asponl
¢iastocne antiinfekénu imunitu prijemca. Pri imunodeficienciach sa zvySuje riziko virovych
infekcii a lymfoproliferativnych komplikacii, odstrdnenim TL zo Stepu (Bartiinikova, 2007).

HLA antigény sa zucastiiuji na imunitnych reakcidch. Na svoje Specifické miesto st
schopné naviazat’ endogénny alebo exogénny peptid a predkladaji ho TL. Endogénne Casti st
naviazané na HLA I. triedy a nésledne su rozpoznavané CD8+ TL. Exogénne Castice maju

vysoku afinitu k HLA IL triedy, ktoré rozpoznavaji CD4+ TL (Penka, 2012).
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5.1.2 Predtransplantacna priprava
Zékladom pripravy na transplantaciu je odstranenie patologickej krvotvorby a nasledné

potlacenie rezidualnej aktivity vlastnej imunity, s cielom vyhnutia sa rejekcii transplantatu. Pri
SCID s lymfocyt6zou nie je vyzadovana priprava ak NK- bunky nie st pritomné. U tychto
pacientov je vyssie riziko GVHD.

Rejekcia Stepu sa vyskytuje pri imunodeficiencidch, kde je zachovana reaktivita vlastnej
imunity ako napr. u SCID je zachovana aktivita NK-buniek (Barttitkova, 2007).

Pred vykonanim transplantacie musi pacient prejst mnohymi predoperaénymi
vySetreniami aby bola lie¢ba bez moznych komplikacii. K zakladnym vySetreniam patria:

v’ pohovor s lekdrom transplantaéného timu (zistenie predchadzajucich ochoreni a

chorob v rodine)

v’ fyzikdlne vySetrenie (odber vzoriek krvi a mocu)

v’ mikrobiologické a serologické vySetrenie (odber vzoriek na uréenie baktérii v tele
pacienta)
echokardiografia (posidenie funkcie srdca)
spirometria a vySetrenie krvnych plynov (posudenie funkcie pltic)
gynekologické vySetrenie (u zien na vylucenie tehotenstva)
urologické vySetrenie (u muzov)

vySetrenie oc¢ného pozadia

NN N N N R

zubné vySetrenie vrdtanie rontgenového snimku celého chrupu, ORL vySetrenie

(vyli€enie moznych ukrytych loZisk infekcie)

5.1.3 Priebeh transplantacie

Po absolvovani predtransplantaéného vySetrenia je prijimany pacient do transplantaéné¢ho
centra. Priebeh rozdel'ujeme do 3 cCasti:

. Pripravna faza (3-10 dni)

o Podanie transplantatu ( dei ,,0%)

o Potransplanta¢né obdobie

5.1.3.1 Pripravna faza
Lekar po stanoveni diagndzy zaCina pacienta pripravovat’ na transplantaciu, ¢o zahtiia
ndjdenie vhodného darcu. TaktieZ to zahffia informovanie pacienta o naro¢nosti terapie

a priprava na tento vykon. Pripravny rezim trva 3-10 dni. Pacient je pred zacatim prijimany na
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16Zko aby mu bola poskytnutd potrebna starostlivost’. Zvycajne sa zavadza centralny ven6zny
katéter, aby liecba prebehla bezpecne a pacient bol monitorovany.

Dolezita ulohu v celom procese transplantacie ma podpornd liecba (intenzivna
hematologicka starostlivost’), ktorej stiast’ou je zabezpecenie dostatone potrebnej hydratacie,
adekvatnej vyzivy pacienta, profylaxia a liecba moznych komplikécii a zniZzenej krvotvorby

(Cetkovsky, 2004).

5.1.3.2 Podanie transplantatu
Kmenové bunky sa poddvaju pacientovi pri alogénnej transplantécii vo forme transfuzie,
v ktorej su Cerstvo zozbierané krvotvorné bunky. Podavaji sa rovno do Zily a proces trva
niekol’ko hodin. Z krvného obehu sa kmetiové bunky dostavaju do kosti, kde sa usadia v KD
a zaCinaju sa mnozit'.
Podavanie transplantatu prebicha bez zévaznejSich problémov, no moze objavit

nevol'nost’, nutkanie na zvracanie, zmeny krvného tlaku alebo prechodné alergicka reakcia.

5.1.3.3 Potransplantacné obdobie

V prvych dioch po transplantacii dochadza k poklesu bielych krviniek, ktorych hladina
klesne prakticky az na nulové hodnoty. V tomto obdobi za¢ina zvySene riziko vzniku infekeii.
Pacient ma vysoku nachylnost’ k bakterialnym, virusovym ci hubovym infekciam. Na zvysenie
ochrany pacienta sa dodrzuje sterilny rezim a jeho izolacia. TaktieZ st nizke aj hodnoty krvnych
dosti¢iek. Pri nedostatku je zvySene riziko krvacania, aby sa tomu zabranilo, podavaji sa
trombocyty vo forme transfizie podl'a potreby erytrocytov.

S poklesom krvného obrazu sa pomaly prejavuji neziaduce €inky chemoterapie, pri ktorej
pacient pocituje bolest’ v Gstnej dutine pri prehitani. Sliznica je zapalena, citliva, vytvaraju sa
afty. Vznika zéapal v Gstnej dutine tzv. ordlna mukozitida (Bojtarova, 2012). Obnova krvitvorby
po transplatécii zaleZi na mnoho faktoroch ako je mnozstvo podanych kmeniovych buniek, typ
transplantacie, vek prijemcu, sposob spracovania Stepu atd’. Granulopoéza sa pri autolognej
transplantacii objavuje uz okolo 10. dna, pripadné rozmedzie je 9-35 dni. Pri alogénnej je
medidn okolo 13.diia. Lymfocyty spolu sich subpopulédciami sa objavuju roézne. Najskor
prevladaja TcL ( CDS8), koncentracia ThL (CD4) aj po 6. mesiacoch od transplantécie je nizka.
BL a NK bunky st detegované od transplantacie okolo 35. diia, avSak pri velkom pocte
pacientov dochddza k deficite BL aje potrebna substitucnd liecba imunoglobulinmi

(Bartinkova, 2007).
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5.2  Substitu¢na enzymova liecba

Pacientom s ADA-SCID je mozné podat’ substituc¢nu enzymovu liecbu, ktorym sa podava
enzym adenozin deaminaza konjugovany na nosi¢i polyetylenglykol (PEG-ADA). Téato
nahrada enzymu vyzaduje celozivotné podavanie injekcii do svalu 30 U/kg 1-2 tyzdne, Co je
mimoriadne nakladné. Na zéklade skusenosti, ktorym je podavana liecba, su pacienti ovel'a
nachylnej$i na infekcie. Terapia je vynimoc¢nd, ale nie je autorizovana nikde na uzemi

Europskej unie (Barttinkova, 2007), (Kyselovic, 2016).

5.3 Génova terapia

Génovu terapiu zatial povazujeme len ako experimentdlnu ale alternativnu liecbu,
dostupnu pre deti s ADA deficitom, X-SCID alebo SCID A. Terapia umoziiuje opravu
poskodeného génu alebo jeho expresie pomocou nahradenia tohto génu. Pre uspesnu génova
terapiu su predpokladom terapeuticky vhodné gény, zapricinujuce pozorovany patologicky
stav, vhodné vektory na prenos génov a informacie o ich uc¢innosti. Medzi neprehliadnutelny
faktor patri aj spravna konStrukcia vnaSaného génu, aby nedoSlo k zmnozeniu negativneho
ucinku defektného génu.

Pre lie¢bu, uzdravenie a prevenciu proti l'udskym génovym porucham terapia zahrnuje
pouzite nukleovych kyselin. Od typu ochorenia zavisi dosiahnutie tejto lie€by s pomocou
vnesenia funkéného génu ako ndhradu za nefunk¢ny pripadne chybajuci gén alebo zmiernenie
urovne Skodlivosti nefunkéného génu, pomocou sofistikovanych metdd zahriujuce virové
a nevirové vektory alebo jednoduché oligonukleotidy (Kaufmann, 2013), (Ramamoorth 2015),
(Rubanyi, 2001).

Proces zacina rozoznanim mutantného, pripadne defektného génu, zodpovedajiceho za
patologicky stav. Nasledne je zavedenie vektoru do tela pacienta, co moze byt’ lokélne priamou
injekciou do tkaniva alebo syst¢émovo do krvného obehu. Pod pojmom vektor rozumieme
nosi¢ovu molekulu DNA, do ktorej sa vkladd pomocou restrikénych miest potrebny gén-inzert.
Ak ma za ulohu vektor namnoZenie poctu koépii génu hovorime o klonovacom vektore.
Najcastejs$im klonovacim vektorom sa pouziva rekombinantny plazmid. V sicasnej dobe st
preferované virové vektory (ide najmi o adenoviry a retroviry, ktoré su schopné inzerovat
svoju geneticki informaciu do gendému hostitel'skej bunky).Vektor na najdenie cielového
tkaniva, musi preniknat’ do cytozolu postihnutej bunky a dostat’ sa az do jadra bunky. V jadre
sa zacleni do gendmu a transkribuje sa na mRNA, ktord sa v procese translacie premeni na
vysledny produkt-protein. Produkt reaguje s jeho receptorom, nachddzajiceho sa v bunke,

ktora ho vyrobila alebo na proti susediacich bunkach, alebo na vzdialenych miestach, kde sa
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dopravi pomocou krvného zasobenia (viz. Obr.11). Po interakcii dojde k vyvolaniu priaznivej
biologickej odpovede, ktord ma za nasledok chceny u¢inok (Ramamoorth, 2015), (Rubanyi,
2001).

Tkanivova bunka

&., /transgén ~jadro .
n g, — f@l’
Vektor

prc%:egj
@ / ‘\ mRNA

Cielova bunka @

Biologicky efekt

receptor

Obrazok 11: Princip procesu génovej terapie : R- receptor (prevzaté a upravené podla: Ramamoorth, 2015).

Doposial’ bola prevedend u par deti s deficitom ADA cez génovy transfer pomocou
mysieho retrovirového vektora. Pripravuje sa z vlastnych buniek KD, s diferencialnym znakom
CD34+, do ktorych je vloZeny funkény gén pre enzym adenozin deamindzu. Takto upravené
bunky sa po transfekcii vratia do organizmu pacienta, pripravené na svoju diferenciaciu (krvné,
imunitné bunky). Pouzitim vlastnych buniek postihnutého pacienta, sa eliminuje imunitna
odpoved’ na bunky od darca, zaroven sa znizuje nutnost’ pouzivania imunosupresiv a aj riziko
naslednych reinfekcii. Takyto terapeuticky postup zniZuje aj davky chemoterapie, ktora je
potrebnd pred predoperacnou pripravou na transplantdciu kostnej drene (Kyselovic, 2016).

Génova terapia sa prevadza dvomi moznymi postupmi, a to in vivo, ex vivo. V in vivo
aplikécii je gén vnoreny priamo do tela, resp. svalu, pacienta. Pri procese ex vivo st pacientové
bunky najskor izolované z tela, resp. svalu. Neskor su mimo telo geneticky modifikované
a vratene spét’ pacientovi v autolognej transplantécii, ktord znizuje riziko nechcenych efektov
ako napr. toxicita vd’aka ektopickej expresii lieCeného génu v necielenych organoch (viz.

Obr.12) (Kaufmann, 2013).
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Obrazok 12: Mechanizmus in vivo / ex vivo génovej terapie (prevzaté a upravené podla: Kaufmann, 2013).
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ZAVER

Imunitny systém je schopny reagovat’ na patogény a branit’ organizmus pred poskodenim.
Poskodenim génu (napr. ZAP70), stvisiaci s ochorenim SCID, stracaju deti s tymto ochorenim
prakticky vSetku imunitni ochranu pred baktériami, virusmi ¢i hubami. Vd’aka tomu st
nachylnejsie na opakované a pretrvavajuce infekcie, ohrozujtice ich na Zivote.

Deti so SCID bez liecby sa nedozivaju dospelého veku. Zomieraju okolo 1-2. rokom zivota.
Priznaky sa objavuji okolo 6. mesiaca po narodeni, ked’ze v obehu diet’at’a koluju eSte TL od
matky. V minulosti pre zdchranu ich Zivota bola jedind moznost izoldcia v sterilnom prostredi
pred okolitym svetom, preto dostali aj privlastky ako ,,bubble boy*.

Na zaklade vypuknutia priznakov realizujeme diagnostické vysetrenia ako je krvny obraz,
na urcenie poctu krvnych buniek, mikroskopické vySetrenie baktérie rodu Preumocystis
Jirovecii, ktory pri tomto ochoreni spdsobuje zavazne zapaly pltc. Metdédou prietokovej
cytometrie praktizujeme imunofenotypizaciu lymfocytov, na zistenie povrchovych CD znakov.
Pomocou jednoduchého testu TREC, ktory prevedieme zo suchej kvapky krvi, zistime hladinu
TL, eventudlne BL. Celoplo$ny skrining novorodencov dopoméha k rychlemu zachyteniu
vrodenej choroby. Skriningové centrum pre novorodencov sa na Slovensku nachadza v Banskej
Bystrici. Test je zo zakona povinny, preplacany poistoviiou a podstupuje ho kazdy
novorodenec. Presny pocet jedincov s diagndézou SCID sa neeviduje, avSak v Detskej fakutne;j
nemocnici s poliklinikou v Bratislave bolo diagnostikovanych 10 deti s tymto ochorenim z toho
u 6 pripadoch bola dosiahnutd imunitna rekonstrukcia a dobra progndza do budtcna. Na uzemi
Ceskej republiky je test dostupny v Prahe a Brne. Doteraz bol zavedeny celoplo§ny skrining
novorodencov len v jednotlivych Stadtoch USA, v Eurdpskej tnii sa zatial’ praktizuje v Norku
a v d’alSich krajinach je v $tadiu planovania a pilotnych priprav.

Na zlepSenie moznosti lie¢by, inak tohto smrtelného ochorenia sa desatrocia vyvijala
génova terapia, v ktorej revoluciu sposobila modifikacia l'udského gendému. Této terapia
umoziuje vlozit’ novy gén namiesto chybného. Paradoxom je, ze vir HIV, ktory spdsobuje
sekundarne imunodeicience, je modifkovany pri génovej terapii a umozZiluje pacientom Zit
funkény Zivot. Medzi najCastejSie lieCebné postupy patri transplantdcia hematopoetickych
kmenovych buniek, pri ktorej je dolezity vyber vhodného darcu na zaklade zhody HLA
systému. Napriek tomu, Ze transplantacia patri medzi zdihavejsie lie¢ebne postupy, ma
priazniva GspeSnost’ lieCby. Terapia prostrednictvom PEG-ADA patri medzi liecebné moZnosti
pre pacientov s deficitom ADA (ADA-SCID). Tato terapia je celozivotnou liecbou, pretoze

pacienti su povinny si davkovat’ injekcie s enzymom adenozin deaminaza 1-2x tyzdne.
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