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ВСТУП

Навчально-методичний посібник до лабораторних занять із дисципліни «Імунологія» (для студентів біологічного факультету денної та заочної форм навчання) складений відповідно до навчальної та робочої програм із дисципліни. Основна мета полягає в ознайомленні студентів із загальним планом будови, функціями та еволюцією імунної системи як однієї з основних гомеостатичних систем ссавців, у встановленні її зв’язку з нервовою та гуморальною системами в пристосуванні й регуляції всіх систем організму в умовах факторів, які постійно змінюються. Основними завданнями вивчення дисципліни є: засвоєння уявлення про шляхи еволюції специфічності імунологічної реактивності на антиген в удосконаленні двох основних функцій імунітету: захисної – контроль за антигенним гомеостазом і творчої – контроль за морфогенетичним гомеостазом усіх тканин і органів організму; ознайомлення з морфологічним субстратом центральних і периферичних органів імунної системи і антигеннезалежним та антигензалежним диференціюванням лімфоцитів – головних клітин імунної системи; показати, що стан резистентності організму визначається конституціональними особливостями імунної системи, а інфекційні та неінфекційні патології мають спадкову схильність, опосередковану через гени імунної системи.

Програма курсу «Імунологія» тісно пов’язана з дисциплінами циклів природничо-наукової та професійно-практичної підготовки (цитологія, гістологія, аналітична хімія, органічна хімія, техніка експерименту, ботаніка, фізіологія рослин, біохімія). Даний курс є базовою дисципліною для подальшого вивчення та успішного засвоєння дисциплін спеціалізації.

Посібник містить вказівки до проведення лабораторних занять, в межах яких засвоєння теоретичних аспектів і набуття практичних навичок відбувається при виконанні 1 або 2 лабораторних робіт. Структура навчально-методичного посібника побудована за оптимальною педагогічною схемою. Вказівки до лабораторних робіт містять: цільові установки, теоретичне викладення основного матеріалу за темою, перелік питань для самопідготовки, навчальні завдання, питання для самоконтролю. У посібнику представлено методики проведення лабораторних імунологічних досліджень, які включають принципи методів, алгоритми проведення дослідження, інтерпретацію результатів та їх медико-біологічне значення. У ході виконання практичних завдань студенти повинні зробити протокольні записи у формі рисунків, схем, аналітичних висновків, які зараховуються викладачем у кінці заняття.

У результаті вивчення дисципліни, студенти повинні:
- знати: клітинний склад центральних і периферичних органів імунної системи ссавців; механізми імунної відповіді в нормі та імунопатології на різних рівнях імуноеволюції;
- вміти: аналізувати в препаратах імунокомпетентні клітини; виділяти суть лабораторних заходів досліджень стану імунітету.
Змістовий модуль 1
Характеристика клітинних і гуморальних 
факторів імунної системи
Лабораторне заняття № 1

Імунологія - наука про гомеостаз організму. Імунна система ссавців. Гістогенез та імуногенез клітин імунної системи. Загальна характеристика імунокомпетентних клітин

У межах лабораторного заняття засвоєння теоретичних аспектів і набуття практичних навичок відбувається при виконанні двох лабораторних робіт.

Лабораторна робота № 1

ПОНЯТТЯ ІМУНІТЕТУ ТА ЙОГО ВЛАСТИВОСТІ. 
ІМУННА СИСТЕМА ССАВЦІВ

Мета роботи: Ознайомитись із явищем імунітету, як загальною властивістю живих організмів і його вищим етапом еволюції – імунною системою ссавців.
НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:
- знати поняття імунітету та еволюцію форм його специфічності;

- скласти структурно-логічну схему імунної системи ссавців і напрямків диференціації в них лімфоцитів;

- розрізняти в мазку крові основні морфологічні типи лейкоцитів: мононуклеари (лімфоцити, моноцити), полінуклеари або гранулоцити (нейтрофіли паличкоядерні, нейтрофіли сегментоядерні, еозинофіли, базофіли).
Питання для самопідготовкИ: 

1. Предмет, задачі, досягнення та перспективи імунології.

2. Історія розвитку імунології.

3. Імунітет як вчення про гомеостаз.

4. Еволюція специфічності імунітету.

5. Властивості та феномени імунітету. Характеристика основних властивостей.

6. Імунна система ссавців.

7. Центральні та периферичні органи імунної системи.

8. Основні та допоміжні клітини імунної системи.


Імунологія, як наука про несприйнятність до інфекцій та інвазій, в останні десятиліття сформувалася у вчення про гомеостаз. Під гомеостазом розуміють сукупність механізмів (процесів), що забезпечують постійність внутрішнього середовища і структурної організації, властивих організму даного виду в конкретних умовах зовнішнього середовища, що змінюється.

Імунна система сформувалася в процесі еволюції для забезпечення захисту організму від зовнішньої та внутрішньої біологічної агресії — інфекцій та пухлин — і відіграє важливу роль у підтримці генетичної сталості його внутрішнього середовища. Імунна система або імунітет контролює правильність реалізації генетичної програми протягом усього онтогенезу клітин, організмів. Клітини з відхиленням від нормальної структури біополімерів, білків, полісахаридів знищуються, тоді як морфогенез нормальних клітин стимулюється. Реалізація основної функції імунною системою для підтримання гомеостазу внутрішнього середовища організму досягається завдяки її здатності розрізняти «своє» від «не своє». При цьому точність розпізнавання «свого» і «не свого» дуже висока — клітина розпізнається як чужа, якщо вона відрізняється від нормальних клітин організму лише одним єдиним геном (однією амінокислотою).
Отже, імунна система здійснює елімінацію біополімерів інших організмів та власних біополімерів зі зміненою структурою, які утворюються внаслідок помилок генетичного апарату, вікових змін, дії різних несприятливих чинників — фізичних (α-, β-, γ- і рентгенівське випромінювання), хімічних (мутагени, канцерогени) та біологічних (віруси, токсини). Усі ці біополімери об'єднуються під загальною назвою антигени.
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Таким чином, імунітет – одна з універсальних властивостей усіх живих організмів, направлена на підтримку їх цілісності, гомеостазу.

У біологію термін «імунітет» запозичений з інфекційної патології. Родоначальником цього підходу був І. І. Мечников і до недавнього часу під імунітетом розумілася несприйнятність організмів до збудників хвороб та їх отрут. Із позицій загальності імунітету акад. Р. В. Петров запропонував наступне визначення імунітету: "Імунітет – спосіб захисту організму від живих тіл і речовин, що несуть на собі ознаки генетичної чужорідності, а також спосіб регуляції структурного гомеостазу через упізнавання власних структур".

Виходячи з комплексного визначення, основними завданнями (функціями) імунітету є:

1) специфічне розпізнавання «свого» від «не свого» та відторгнення «не свого»;

2) регуляція проліферації та диференціювання клітин усіх тканин організму при морфогенезі на всіх етапах онтогенезу (морфогенетична функція).
При цьому імунітет виявляється в наступних основних феноменах:

1) ефекторні реакції, які бувають: 
а) фізіологічні; 
б) патологічні (алергія, аутоімунітет);

2) толерантність – специфічне впізнавання без ефекторних реакцій, тобто ареактивність, терпимість до антигенів і аутоантигенів;

3) імунологічна пам'ять – прискорення і посилення імунної відповіді при повторній зустрічі з антигеном.

Вказані основні функції імунітету не однаково розв'язуються і виявляються на різних рівнях імуноеволюції. Розрізняють наступні рівні імуноеволюції:

1) фагоцитарний імунітет;

2) імунітет соматичних клітин або квазіімунне розпізнавання;

3) примітивний клітинний лімфоцитарний імунітет;

4) інтегральний клітинний та гуморальний лімфоцитарний імунітет.

Фагоцитарний імунітет здійснюється рухомими клітинами – фагоцитами, які є у всіх видів царства тварин. 
Квазіімунне розпізнавання здійснюється всіма соматичними клітинами шляхом алогенної інгібіції, тобто пригніченням життєдіяльності чужорідних клітин та їх структур. Вони, не одержуючи живлення з боку клітин господаря, відмирають. Дана форма імуноеволюції властива також усім видам тварин, але, як і при фагоцитарному імунітеті, імунологічна пам’ять відсутня. 
Примітивний клітинний лімфоцитарний імунітет з'являється у целомічних безхребетних тварин у зв’язку з диференціюванням у них різноманітних лейкоцитів: у них вже спостерігається, хоч і слабка, імунологічна пам’ять. 
Інтегральний клітинний і гуморальний імунітет різного ступеня властивий хребетним тваринам у зв’язку з клональним до антигена диференціюванням Т- і В-лімфоцитів, появою антитіл, формуванням диференційованої імунної системи. Залежно від ступеня еволюції імунної системи у них з'являються різні субпопуляції Т-лімфоцитів, а В-лімфоцити здатні до диференціювання в плазматичні клітини, що секретують антитіла різних класів імуноглобулінів.

Виходячи із загальності імунітету і сучасних знань про етапи імуноеволюції можна виділити наступні рівні специфічності імунітету:

- недиференційована до даного антигену специфічність, тобто недиференційований імунітет – неспецифічний імунітет;

- диференційована до даного антигену специфічність, тобто диференційований, клональний імунітет.

На рівні недиференційованої специфічності імунітету організми здатні специфічно розрізняти «своє» і «не своє». Проте реагують клітинами або гуморальними чинниками на велику різноманітність антигенів, тобто на все чужорідне в однаковому ступені, стереотипно, без диференціювання, вибірковості до конкретного антигену. На цьому рівні специфічності імунітету відсутня імунологічна пам’ять. У більшості навчальної літератури недиференційований імунітет іменується як неспецифічні чинники захисту. В цьому випадку слово "імунітет" пропускається. Однак, сучасні дані свідчать, що недиференційований імунітет властивий усім організмам аж до хребетних тварин. Його механізм пов'язаний із різноманітними клітинними і гуморальними чинниками (рівні імуноеволюції 1 і 2).

На рівні клональної диференційованої специфічності імунітету організми отримують здатність вибірково реагувати на окремі антигени і зберігати до них імунологічну пам’ять. Механізм диференційованого імунітету опосередкований лімфоцитами. Вперше лімфоподібні клітини з'являються у кільчастих червів, членистоногих. Далі лімфоцити разом з іншими імунокомпетентними клітинами (макро- і мікрофагами) відокремлюються в єдину лімфатичну систему у хребетних. Проте найвищого розвитку диференційований імунітет досягає у ссавців (рівні імуноеволюції 3 і 4).

Крім того, існує онтогенетична класифікація імунітету, яка виділяє дві його основні форми:

1) вроджений імунітет, обумовлений усіма соматичними клітинами, фагоцитами та дендритними клітинами;

2) набутий імунітет, обумовлений лімфоцитами (антиген-специфічний репертуар рецепторів їх клонів постійно змінюється в організмі відповідно до внутрішньої та зовнішньої антигенної ситуації).
НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ:

Завдання 1. Філогенез імунної відповіді. 

Використовуючи короткий опис філогенезу імунної відповіді та тестові питання до нього, дайте відповіді на питання таблиці.

	Типи і класи
	Рівень імуно-еволюції
	Імуноло-гічні феномени
	Ефек-торні клітини
	Класи імуногло-булінів
	Імунологіч-на пам’ять

	Найпростіші
	
	
	
	
	

	Кишковопо-рожнинні
	
	
	
	
	

	Плоскі і круглі черви
	
	
	
	
	

	Кільчасті черви
	
	
	
	
	

	Членистоногі
	
	
	
	
	

	Молюски
	
	
	
	
	

	Голкошкірі
	
	
	
	
	

	Круглороті
	
	
	
	
	

	Риби
	
	
	
	
	

	Земноводні, рептилії
	
	
	
	
	

	Птахи
	
	
	
	
	

	Ссавці
	
	
	
	
	


Примітки: Заповнювати колонки за допомогою цифр, відповідних даній ознаці: 

- 2-а колонка: 1) фагоцитарний; 2) квазіімунне розпізнавання (конституціональний імунітет); 3) примітивний клітинний лімфоцитарний імунітет; 4) інтегральний клітинний і гуморальний лімфоцитарний імунітет І ступеня (41), ІІ ступеня (42), ІІІ ступеня (43), ІV ступеня (44);

- 3-я колонка: 1) фагоцитоз; 2) алогенна інгібіція; 3) реакції лімфоцитарного клітинного імунітету; 4) реакції гуморального лімфоцитарного імунітету;

- 4-а колонка: 1) амебоцит; 2) моноцит; 3) соматичні клітини; 4) лімфоцит-попередник; 5) гранулоцит-попередник; 6) ретикулоцит лімфатичних органів; 7) гранулоцити; 8) популяції лімфоцитів; 9) плазматичні клітини; 

- 5-а колонка: 1) відсутня; 2) імуноглобуліни Ig М класу; 3) Ig М класів; 4) Ig М, А класів; 5) Ig М, А, D, Е класів; 

- 6-а колонка: 1) відсутня; 2) слабка; 3) середня короткочасна; 4) сильна довготривала.

Відповідно до однієї з класифікацій форм імунітету розрізняють такі рівні імуноеволюції:

1) конституціональний або природжений імунітет (квазіімунне розпізнавання; лат. «квазі» - ніби, уявний);

2) фагоцитарний імунітет;

3) примітивний клітинний лімфоцитарний імунітет;

4) інтегральний клітинний і гуморальний лімфоцитарний імунітет.

Квазіімунне розпізнавання здійснюється всіма соматичними клітинами. Відторгнення «не свого» йде по типу алогенної інгібіції (пригнічення чужорідного). Фагоцитарний імунітет виник у зв’язку з відокремленням рухомих клітин із внутрішньоклітинним типом травлення.

Примітивний клітинний лімфоцитарний імунітет вперше з’явився в целомічних тварин, в яких виникають лімфоцитоподібні клітини, попередники Т-лімфоцитів. Із примітивним Т-клітинним імунітетом пов’язана імунологічна пам’ять. У первинних осередках кровотворення з’являються імунокомпетентні і стромальні (ретикулярні) клітини. Інтегральний клітинний і гуморальний лімфоцитарний імунітет характерний для хребетних, у яких формується імунна система.

Завдання 2. Центральні та периферичні органи імунної системи ссавців.

Скласти графологічну структуру імунної системи ссавців, у якій перелічити центральні та периферичні органи. Під кожною з цих груп вказати тип диференціації лімфоцитів залежно від антигену: антигензалежна, антигеннезалежна.

Завдання 3. Імунокомпетентні клітини імунної системи.

Використовуючи опис клітин, їх малюнки в підручнику, практикумі, кодограмах, знайдіть у мазку крові лейкоцити: мононуклеарні клітини (лімфоцити, моноцити), полінуклеарні клітини або гранулоцити (нейтрофіли, еозинофіли, базофіли). Замалюйте в альбом по одному клітинному елементу (еозинофіл і базофіл у випадку знаходження). Вкажіть їх головні функції.

Гранулоцити.

1) Нейтрофіли.

Мають округлу форму, їх діаметр у мазку крові складає 10-12 мкм. У крові дорослої людини відносна кількість нейтрофілів становить 46-78 % від загальної кількості лейкоцитів.

Цитоплазма нейтрофілів слабко оксифільна, в ній міститься дрібна зернистість (0,1-0,8 мкм). При фарбуванні за методом Романовського-Гімза зернистість набуває рожево-фіолетового кольору. Зернистістю зайнята не вся цитоплазма – поверхневий шар її у вигляді вузької облямівки залишається гомогенним, містить тонкі філаменти.

Ядра нейтрофільних лейкоцитів містять щільний хроматин, особливо по периферії, в якому важко розрізнити ядерця. Форма ядер неоднакова, тому їх називають поліморфноядерними лейкоцитами. Нейтрофіли поділяють на: 

а) сегментоядерні, 45-72 % (дозрілі нейтрофіли, які мають сегментовані ядра, що складаються з 3-4 і більше часток, зв’язаних тонкими перемичками);

б) паличкоядерні, 1-6 % (ядра клітин мають вигляд вигнутої палички, підкови, букви U);

в) юні, 0-0,5 % (з бобоподібними ядрами).

2) Еозинофіли.

Більші клітини, ніж нейтрофіли, діаметр їх у мазках - 12-14 мкм, еозинофіли складають 0,5-5 % від загальної кількості лейкоцитів. У цитоплазмі є 2 види гранул: специфічні оксифільні гранули овальної або полігональної форми, розміром приблизно 0,5-1,5 мкм і гранули менших розмірів 0,1-0,5 мкм округлої форми. Розрізняють: сегментоядерні, паличкоядерні, юні форми. Сегментоядерні еозинофіли мають двосегментне ядро.

3) Базофіли.

Мають діаметр 11-12 мкм у мазку. У крові здорової людини складають 0-1 % від загальної кількості лейкоцитів.

Цитоплазма заповнена азурофільними гранулами і великими, округлими полігональними базофільними гранулами розміром 0,5-1,2 мкм. Ядро частіше слабочасткове, двосегментне, рідше – сферичне, забарвлюється значно менш інтенсивно, ніж ядра нейтрофілів.

Агранулоцити.

1) Лімфоцити (19-37 %).

Розрізняють лімфоцити: а) малі (діаметр 4,5-6 мкм); б) середні (7-9 мкм); в) великі (10 і більше мкм).

Для лімфоцитів характерна наявність інтенсивно забарвленого ядра округлої чи бобоподібної форми і відносно невеликого обідка базофільної цитоплазми.

2) Моноцити.

У мазку крові їх розміри 14-20 мкм, кількість становить 3-11 % від загального числа лейкоцитів.

Ядра моноцитів різноманітної та мінливої конфігурації: зустрічаються бобоподібні, підковоподібні, рідше – часткові. Хроматин розсіяний дрібними зернами по всьому ядру, але зазвичай у великій кількості він розташовується під ядерною мембраною. У ядрі міститься одне чи декілька ядерець.

Цитоплазма менш базофільна, ніж у лімфоцитів. При фарбуванні за Романовським-Гімза має блідо-блакитний колір, але по периферії забарвлюється дещо темніше, ніж біля ядра. Цитоплазма характеризується наявністю виростів і утворенням фагоцитарних вакуолей.

Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Розкрийте поняття стереотипної та клональної специфічності імунітету.

2. Надайте послідовну схему еволюції клітин імунітету.

3. Назвіть рівні еволюції імунітету та їх основні ознаки.

4. Виділіть основні ознаки антигеннезалежної та антигензалежної диференціації Т-лімфоцитів.

5. За яким принципом проведена класифікація органів імунної системи на центральні й периферичні та їх клітин на основні й допоміжні?
Лабораторна робота № 2

ГІСТОГЕНЕЗ ТА ВЛАСТИВОСТІ КЛІТИН 
ІМУННОЇ СИСТЕМИ ССАВЦІВ

Мета роботи: Вивчити процеси антигензалежної та антигеннезалежної диференціації Т- і В-лімфоцитів.

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Cтуденти повинні:

· знати основні типи диференціації стовбурової кровотворної клітини; 

· стадії диференціації у центральних і периферичних органах імунної системи;

· дати імунологічну та клінічну оцінку авідного розеткового до еритроцитів барана методу.

Питання для самопідготовкИ: 

1. Характеристика вихідної стовбурової кровотворної клітини та її джерела в різні періоди онтогенезу.

2. Типи диференціації стовбурової кровотворної клітини.

3. Гістогенез Т-лімфоцитів.

4. Гістогенез В-лімфоцитів.

5. Основні функції Т- і В-лімфоцитів у імунітеті.

6. Субпопуляції Т-, В-, О-лімфоцитів.

Імунна система — це система численних, розсіяних по всьому організму і здатних переміщуватися в ньому клітин (переважно клітин білої крові різних типів), які виконують роль клітинних факторів імунітету, та продукованих ними біологічно активних речовин (передусім антитіл і цитокінів) — гуморальних факторів імунітету. Клітини імунної системи здійснюють захисні функції у спеціальних тканинах і органах, які забезпечують оптимальні умови для їх реалізації. Імунна система має складну будову та організацію і включає дві складові: систему природного імунітету, найважливішими факторами якої є фагоцити та система комплементу, і систему набутого (адаптивного) імунітету, основою якої є функціонування лімфоцитів. Фактори природного імунітету утворюються в процесі онтогенетичного розвитку організму, присутні з моменту народження, реагують негайно на потрапляння чужорідних агентів і є неспецифічними щодо них. Ефекторні механізми набутого імунітету формуються вже в процесі реагування на появу чужорідних агентів упродовж усього життя організму і є чітко специфічними щодо певного агента (його антигенів). 

Імунна система адаптивного типу складається з клітин мієлоїдного та лімфоїдного рядів. Більшість клітин мієлоїдного ряду вільно циркулює у кров’яному руслі, а також дифузно інфільтрує різні органи й тканини. Клітини лімфоїдного ряду можуть також вільно циркулювати й інфільтрувати різні органи, але крім цього вони входять до складу спеціалізованої анатомічної системи органів і тканин, необхідної для їх функціонування. Ця система отримала назву лімфоїдної.
Лімфоїдна система представлена інкапсульованими органами, безкапсульними структурованими утворами та дифузною інфільтрацією. Лімфоїдні органи й утвори розміщені в різних ділянках організму і анатомічно відокремлені один від одного. Одні з них є вісцеральними (глибоко розміщеними) органами, інші — складовими бар’єрних систем, пов'язаних зі слизовими та шкірними покривами. Всі лімфоїдні органи та утвори сполучені між собою лімфатичними й кровоносними судинами, що забезпечує їх функціонування як єдиної системи. Завдяки досить розвиненій сітці кровоносних і лімфатичних судин, які пронизують усе тіло, створюються умови для швидкого реагування на антиген у будь-якій ділянці організму, для доставки його (або інформації про нього) в регіонарні лімфоїдні органи і концентрування в них антигенспецифічних лімфоїдних клітин.
Лімфоїдні органи й утвори поділяють на первинні (центральні) і вторинні (периферичні). До центральних лімфоїдних органів належать кістковий мозок і тимус, до периферичних — селезінка, лімфатичні вузли, лімфоїдні утвори (скупчення лімфоїдної тканини) слизових оболонок. Крім того, до периферичних лімфоїдних утворів відносять такі нелімфоїдні органи та тканини, як нирки, печінка, шкіра, де лімфоцити представлені у вигляді інфільтрації, а також рециркуляцію клітин (кров, лімфа). 

У тимусі дозрівають Т-лімфоцити, В-лімфоцити — у ссавців переважно в кістковому мозку, у птахів — у фабрицієвій сумці. Слід зазначити, що кістковий мозок ссавців (і, можливо, фабрицієва сумка птахів) поєднує функції первинних і вторинних органів імунної системи: він є джерелом В-лімфоцитів і місцем розвитку вторинної гуморальної імунної відповіді. Дозрівання в центральних органах імунітету складається з двох процесів: проліферації попередників (пре-Т-лімфоцитів або пре-В-лімфоцитів) і антигеннезалежного диференціювання. Останнє складається з трьох етапів: клональний синтез антигенспецифічного рецептора або рецептора до аутоструктур; негативна селекція (апоптоз) аутоклонів, які мають рецептори до аутоструктур; 3) кінцеве, остаточне формування субпопуляцій (Т-хелперів і Т-кілерів – у тимусі, В1 та В2 – у кістковому мозку). 

Після дозрівання в «первинних органах» лімфоцити мігрують у периферичні лімфоїдні органи, де здійснюють імунні реакції проти антигенів, що потрапляють в організм ззовні або виникають у ньому. Дані реакції називаються антигензалежним диференціюванням або імуногенезом, який складається з трьох етапів: розпізнавання антигена, бластної трансформації і проліферації специфічного клону лімфоцитів із наступним їх диференціюванням та розвитком ефекторних реакцій. Після виходу з центральних органів Т- і В-лімфоцити розташовуються у відповідних зонах периферичних лімфатичних органів: Т-лімфоцити переважно в так званих тимусзалежних зонах, а В-лімфоцити в основному в тимуснезалежних зонах. Прикладом тимусзалежної зони є паракортикальна ділянка лімфовузла, а також скупчення лімфоцитів довкола позатрабекулярних артеріол селезінки. Однак слід пам'ятати, що в жодній із зон периферичних лімфатичних органів немає виключно Т- або В-лімфоцитів. Просто у певних ділянках одні з них переважають над іншими. Присутність Т- і В-лімфоцитів, а також макрофагів і дендритних клітин робить можливою взаємодію цих клітин, що є умовою розвитку імунної відповіді.


[image: image2]
Периферичні лімфоїдні органи забезпечують умови для розвитку імунної відповіді. В центральних лімфоїдних органах відбувається лімфопоез, який не залежить від антигенних стимулів, а в периферичних — проліферація лімфоцитів у відповідь на антигенну стимуляцію. У центральних лімфоїдних органах лімфоцити набувають імунокомпетентності — здатності розпізнавати найрізноманітніші чужорідні антигени завдяки формуванню репертуару антигенспецифічних рецепторів. У них формується також толерантність до власних антигенів унаслідок елімінації аутореактивних клонів лімфоїдних клітин. Лімфоцити, що пройшли в центральних лімфоїдних органах відбір на імунокомпетентність, функціональну повноцінність (зрілість) та безпечність, заселяють периферичні органи, де здійснюють імунні реакції на чужорідні антигени, забезпечуючи їх елімінацію.

Клітини крові мають обмежену тривалість існування, тому вони утворюються в організмі постійно. Усі клітини крові в дорослому організмі утворюються в червоному кістковому мозку, гематопоетично активна частина якого у дорослої людини займає об’єм близько двох літрів. В ембріона функцію органа кровотворення спочатку бере на себе позазародкова мезодерма жовткового мішка, потім печінка та селезінка, а починаючи з 5-го місяця розвитку плода людини — кістковий мозок. Перехід в ембріогенезі кровотворної тканини в кістковий мозок пов'язаний із тим, що ця тканина активно проліферує, а отже, вона є дуже чутливою до дії мутагенних факторів, наприклад природної радіації. В кістковому мозку гематопоетична тканина перебуває під захистом кісткової тканини.
Клітини крові всіх типів беруть початок від стовбурових кровотворних клітин (СКК). Здатність СКК до диференціювання в різні типи клітин крові називають плюрипотентністю (від англ. plurality — множинність, potency — можливість). Процес утворення клітин крові називають гематопоезом, або гемопоезом. Тому стовбурову кровотворну клітину ще називають плюрипотентною гематопоетичною, або гемопоетичною, клітиною. Стовбурова клітина має дві важливі ознаки — вона здатна до відновлення своєї популяції шляхом поділу і може давати початок будь-яким популяціям клітин крові. Стовбурові клітини містять овальне ядро, добре розвинену цитоплазму і на вигляд нагадують яєчню. Важливою характеристикою СКК є поверхневий маркер СD34, який майже відсутній на зрілих клітинах крові. 
У кістковому мозку можна знайти різні за морфологічними ознаками типи гемопоетичних клітин, які утворюються з плюрипотентної стовбурової кровотворної клітини. Різні типи гемопоетичних клітин репрезентують різні шляхи диференціювання стовбурової клітини. Вихідні клітини-попередники назвали колонієутворюючими одиницями. Розрізняють кілька типів КУО залежно від напряму та стадії диференціювання СКК: 
КУО-Е — попередники еритроцитів; 
КУО-Т — попередники тромбоцитів (мегакаріоцити);

КУО-МГ — попередники моноцитів і гранулоцитів; 
КУО-Л — попередники лімфоцитів.
Попередником усього мієлоїдного ряду вважають КУО-ГЕММ (гранулоцитарно-еритроцитарно-моноцитарно-мегакаріоцитарну КУО). Далі КУО-ГЕММ дає початок трьом КУО: КУО-МГ, КУО-Т, КУО-Е. У свою чергу, з КУО-МГ утворюються більш спеціалізовані КУО: попередники моноцитів і попередники гранулоцитів. 

На сьогодні загальноприйнятою є така схема гематопоезу. Стовбурова клітина спочатку обирає один із двох напрямів диференціювання: мієлоїдний або лімфоїдний. Мієлоїдний шлях диференціювання зумовлює утворення гранулоцитів (еозинофілів, базофілів, нейтрофілів), а також моноцитів, еритроцитів і мегакаріоцитів, а лімфоїдний – утворення В-лімфоцитів, Т-лімфоцитів та НК-клітин. 
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НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Визначення кількості лейкоцитів.

Підрахунок кількості лейкоцитів здійснюють за пробірковим методом, який є одним із найбільш поширених у клінічній практиці. Він полягає у: 1) змішуванні 0,02 мл крові з 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти; 2) підрахунку лейкоцитів у камері Горяєва - у 100 великих квадратах; 3) множення отриманого числа лейкоцитів на 50, у результаті чого отримують кількість лейкоцитів у кубічному міліметрі, далі за міжнародною системою одиниць виражають у одиницях на літр (109 од/л) або в гіга на літр (Г/л). Одночасно з підрахунком лейкоцитів із того ж зразка крові готують мазок для вивчення формули крові. 

ЗАВДАННЯ 2. Визначення лейкоцитарної формули крові. 

Формула крові – це абсолютне та відносне співвідношення лейкоцитів у мазку. Обраховують 200 лейкоцитів. Починаючи від основи “щіточки” (кінця мазка), мазок проглядають по всій ширині, пересуваючи препарат до основи мазка через одне поле зору. При характеристиці імунного статусу дуже важливо аналізувати не тільки відносний вміст лейкоцитів, але й їх абсолютне співвідношення. Наприклад, процентний вміст лімфоцитів може бути нормальним або навіть підвищеним. Проте у випадку лейкопенії (знижений вміст лейкоцитів) у організмі має місце дефіцит абсолютної кількості лімфоцитів. Обчислення абсолютного вмісту кожного виду лейкоцитів здійснюється після з’ясування процентного складу білої крові та загального числа лейкоцитів за формулою, наприклад:


[image: image4.wmf]%

100

%

)

/

(

лімфоцитів

лейкоцитів

кількість

загальна

л

Г

лімфоцитів

кількість

Абсолютна

´

=


Використовуючи задану викладачем абсолютну кількість усіх лейкоцитів і формулу крові, зробіть розрахунок їх абсолютного вмісту. В завданні містяться три приклади з варіацій кількості лейкоцитів: норма, лейкопенія, лейкоцитоз. У крові здорової людини концентрація лейкоцитів коливається від 4,0 до 9,0 Г/л.

Порівняйте відносний та абсолютний вміст лейкоцитів у обстежених осіб із контрольними даними з таблиці. Дайте імунологічну оцінку цих показників.

	№ з/п
	Загальна кількість лейкоцитів, (109 од/л)
	Формула крові, %

	
	
	еозино-філи
	нейтрофіли
	моноцити
	лімфоцити

	
	
	
	паличко-ядерні
	сегменто-ядерні
	
	%
	109 од/л

	1
	3,850
	0,5
	1
	61
	3,5
	34
	

	2
	6,000
	1
	0,5
	69,5
	10
	19
	

	3
	17,750
	0,5
	11,5
	73
	5,5
	9,5
	


Завдання 3. Метод розеткоутворення лімфоцитів з еритроцитами барана.

Використовуючи матеріал підручника, лекції, практикуму, таблиці та додаткової інструкції, коротко запишіть у лабораторний зошит принцип методу, основні етапи його постановки, оцінку результатів, імунологічне та клінічне значення.

Принцип методу.

Метод заснований на здатності Т-лімфоцитів і натуральних кілерів людини за допомогою рецепторів СD2 спонтанно приєднувати еритроцити барана (ЕБ). Необхідно враховувати, що компліментарність СD2–рецептора лімфоцитів до поверхневого антигену ЕБ випадкова. У природі такої взаємодії не спостерігається. В організмі лігандом до СD2 (LFA-2) є поширена на клітинах організму СD58-структура (LFA-3).

Біологічне значення СD2–рецептора полягає у міжклітинній адгезії й альтернативній рецептору Т-лімфоцитів і рецептору натуральних кілерів мітогенній активації. Є підстави вважати, що СD2–структура бере участь у регуляції антигеннеспецифічної проліферації лімфоцитів у лімфоїдних і нелімфоїдних органах. В-лімфоцити людини СD2–рецептора не мають. Тому в клініці метод розеткоутворення лімфоцитів з еритроцитами барана (Е-РУК) застосовують для визначення кількості Т-лімфоцитів і натуральних кілерів.

Основні етапи постановки реакції:

1. Виділення лімфоцитів із крові.

2. Змішування рівних об’ємів (0,1 мл) суспензії лімфоцитів на середовищі 199 із концентрацією клітин 2 млн/мл із (0,1 мл) 0,5% суспензією ЕБ на середовищі 199.

3. Центрифугування 5 хвилин при 1000 об./хв. та інкубація при температурі +370С протягом 15 хвилин.

4. Інкубація при +60С протягом 1 години.

6. Фіксація глютаровим альдегідом, приготування препаратів, фарбування, мікроскопіювання. 


За розеткоутворюючі приймають лімфоцити з прикріпленими до них не менше 3-х еритроцитів барана.

У готовому препараті під імерсією знайдіть вільні лімфоцити і ті, що приєднали еритроцити барана. Зверніть увагу, що кількість прикріплених ЕБ до розеткоутворюючих лімфоцитів може бути різною. Оцініть цей феномен з імунологічної точки зору. 

Замалюйте один вільний лімфоцит, підписавши його «В-лімфоцит» і один розеткоутворюючий лімфоцит, зробивши підпис «Т-лімфоцит» або «натуральний кілер»; із 3-7 ЕБ, із 8 і більше ЕБ, із підписом «неактивний лімфоцит» та «активний лімфоцит».

Схема розеткоутворення лімфоцитів з еритроцитами барана
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Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Перелічіть основні властивості стовбурових кровотворних клітин. 

2. За яких обставин відбувається різнонаправленість диференціювання стовбурових кровотворних клітин?
3. Розкрийте поняття «хомінг Т-лімфоцитів до тимусу».

4. Дайте визначення поняттям «клітинний імунітет», «гуморальний імунітет».

5. Охарактеризувати подібність та відмінності Т-кілерів і натуральних кілерів.

Лабораторне заняття № 2

Антигени та антитіла. Загальна характеристика. Кодування та синтез імуноглобулінів. Структурно-функціональна характеристика класів імуноглобулінів

У межах лабораторного заняття засвоєння теоретичних аспектів і набуття практичних навичок відбувається при виконанні однієї лабораторної роботи.

Лабораторна робота № 1

АНТИГЕНИ ТА АНТИТІЛА

МЕТА роботи: Вивчити будову і принцип комплементарної взаємодії у комплексі «антиген-антитіло» та біологічне значення цього комплексу.

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:

- мати загальне поняття про антигени та їх класифікацію;

- знати первинні та вторинні функції антитіл;

- сформулювати принцип постановки реакції прямої гемаглютинації.

Питання для самопідготовкИ: 

1. Визначення антигенів. Ознаки антигенів: специфічність, імуногенність. 

2. Класифікація антигенів.

3. Класи антитіл. Будова мономера антитіл.

4. V і C ланки легких та важких ланцюгів.

5. Афінітет та авідність антитіл.  

6. Кодування та синтез антитіл.

7. Первинні та вторинні функції антитіл.

8. Загальна характеристика імуноглобулінів G, A, M, D, E класів. 

9. Реакція гемаглютинації (РГА). Різноманітність. Основні принципи постановки прямої РГА.

Антигени – це речовини або тіла, які мають ознаки генетичної чужорідності, та при введенні в організм спричиняють імунні реакції. 

Існує функціональна відмінність між поняттями «антиген» та «імуноген». Антигеном є будь-який агент, що специфічно зв'язується з функціональними елементами імунної відповіді — рецепторами лімфоцитів та антитілами. Імуногеном є будь-який агент, здатний індукувати імунну відповідь. Відмінність між цими поняттями є важливою, оскільки багато субстанцій не здатні самостійно індукувати імунну відповідь, але здатні зв'язуватися з антитілами чи рецепторами лімфоцитів, які були специфічно індуковані. Ця відмінність особливо важлива для низькомолекулярних субстанцій, таких як антибіотики, деякі лікарські препарати, наркотики, токсичні речовини, окремі хімічні радикали. Вони не здатні самостійно викликати імунну відповідь, однак набувають цієї здатності після кон'югації з високомолекулярними, наприклад білковими, молекулами або в суміші з деякими речовинами. Такі субстанції називають гаптенами. Структуру, до якої кон’югують гаптен, називають носієм, а антигени в цьому випадку називають кон’югованими. Гаптенами також можуть бути речовини складної хімічної природи з великою молекулярною масою: деякі бактеріальні поліцукриди, регулярні поліпептиди, нуклеїнові кислоти, ліпіди. 
Ефектори імунної відповіді (антиген-специфічні лімфоцити, антитіла) взаємодіють не з усією площею антигену, а лише з його невеликими ділянками, які утворені кількома залишками амінокислот або вуглеводів. Тому повні антигени у складі своєї молекули містять, як правило, не одну, а кілька таких однотипних груп — антигенних детермінант, або епітопів. Такі антигени є полівалентними. Неповні антигени (гаптени) зазвичай мають лише одну детермінантну групу, тому вони є моновалентними. Так, на рисунку представлені дані про деякі можливі антигенні структури, що містять один або багато епітопів (а – один епітоп; б – багато епітопів однієї специфічності; в – багато епітопів різних специфічностей). 
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Імуноглобуліни (антитіла) мають здатність специфічно з’єднуватись з антигеном і є найважливішими молекулами імунологічної системи. Тому докладне вивчення їх будови, властивостей і утворення є передумовою розуміння імунологічних механізмів. 
Імуноглобуліни знаходяться в біологічних рідинах всіх хребетних. Молекула імуноглобуліну складається з чотирьох поліпептидних ланцюгів: 2 легких L (light) і 2 важких Н (heavy), поєднаних між собою дисульфідними зв'язками. Залежно від відмінностей будови важких ланцюгів: α (альфа), δ (дельта), ε (епсілон), γ (гамма), і μ (мю), імуноглобуліни можна розділити відповідно на 5 класів: ІgА, IgD, ІgЕ, ІgG, ІgМ. Легкі ланцюги можуть існувати у двох варіантах: типу κ (каппа) і типу λ (лямбда). Відповідно до незначної різниці у будові важких ланцюгів у межах одного класу виділяють підкласи, наприклад ІgG1, ІgG2, ІgG3, ІgG4. Такі варіанти будови ланцюгів важких (класи, підкласи) і легких (типи, підтипи) називаються ізотипічними варіантами антитіл.

Імуноглобуліни можуть існувати як в мономерній (чотири ланцюги), так і в полімерній формі. ІgА у сироватці крові присутній в основному як мономер, а в виділеннях екзокринних залоз – як димер. Натомість ІgМ завжди є у формі пентамеру.
Полімерні форми мають додатковий зв’язуючий поліпептидний ланцюг Ј (joining). Ланцюг Ј не має нічого спільного з геном (або ділянкою) Ј , що кодує ділянку змінної частини легкого або важкого ланцюга.
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У легких і важких ланцюгах антитіл можна виділити змінні частини (V), що лежать у кінцевому N відрізку (вільні амінні групи поліпептидних ланцюгів), а також постійні частини (С), що займають С-кінці (вільні карбоксильні групи поліпептидних ланцюгів). У результаті дії папаїну молекула ІgG розпадається на два фрагменти Fab (який містить центри, що зв'язують антиген) і на фрагмент Fс.
Частина важкого ланцюга, що міститься у фрагменті Fab, позначається символом Fd. Фрагмент антитіла, що зв'язує антиген, називається паратопом. Він просторово відповідає антигенній детермінанті – епітопу. Близько від місця розщеплення під дією папаїну знаходиться так звана рухлива ділянка, що робить можливим зміни кутів розташування Fab по відношенню до себе і до Fс. У цій ділянці знаходяться дисульфідні зв'язки, що з'єднують обидва важкі ланцюги між собою. їх може бути від 2 (Ig G1) до 11 (Ig GЗ). У фрагменті Fс антитіл знаходяться ділянки, відповідальні за активацію комплементу, а також за зв'язування з клітинними рецепторами для фрагмента Fс антитіл (FcR).

Внаслідок гідролізу Ig G, пепсином утворюється фрагмент F(ab')2, і фрагмент Fс'. Руйнування дисульфідного зв’язку в фрагменті F(аb')2 призводить до утворення 2 фрагментів Fаb'.
НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

ЗАВДАННЯ 1. Реакція прямої гемаглютинації. Визначення гетерофільних антитіл до еритроцитів барана (ЕБ).

Використовуючи матеріал посібника, лекції, практикуму, таблиці та подану інструкцію, коротко занесіть у лабораторний зошит принцип методу, основні етапи його постановки та клінічне значення.

Принцип методу.

Метод ґрунтується на реакції аглютинації – здатності антитіл зв’язуватись із корпускулярними антигенами: мікроорганізмами, клітинами еукаріот, склеюючи їх у агрегати, які випадають у видимий осад. Реакція гемаглютинації є окремим випадком аглютинації й обумовлена видимим злипанням еритроцитів, які утворюють комплекс антиген-антитіло. Розрізняють пряму та непряму гемаглютинацію. Якщо виявляють антитіла до різних антигенів мембрани еритроцитів, то це реакція прямої гемаглютинації (РГА). Якщо еритроцити використовуються як носії антигенів, тобто мають на своїй поверхні чужі антигени, то в даному випадку реакція антиген-антитіло має назву пасивної гемаглютинації (РПГА) і використовується для діагностики антитіл до різних інфекційних та неінфекційних антигенів.


Виявлення гетерофільних антитіл у реакції гемаглютинації відноситься до прямої РГА. Реакція обумовлена наявністю на ЕБ гетерофільних антигенів – структур, схожих у неродинних видів (мікроорганізмів, рослин, грибів, тварин). Найбільш поширеними гетерофільними антигенами є антиген Форсмана та антиген Пауля-Буннеля. Гетерофільні антитіла мають ті види тварин, на клітинах яких відсутні гетерофільні антигени. Гетерофільні антитіла, як і групоспецифічні антитіла проти антигенів АВО-системи еритроцитів, відносяться до нормальних антитіл, тобто з’являються «без видимої імунізації» й належать до Ig М класу. Тому за рівнем гетерофільних антитіл роблять висновок про функціональну активність В-системи імунітету. 


У практично здорових дорослих осіб титр гетерофільних антитіл у нормі складає 1 : 8 - 1 : 32. 


Основні етапи постановки реакції.

1. Інактивація у сироватці комплементу шляхом її підігріву до +560С 30 хвилин.

2. Приготування на фізіологічному розчині послідовних розведень досліджуваної сироватки від 1 : 2 до 1 : 128.

3. Додавання у кожне розведення 0,075 мл 3%-ної суспензії ЕБ.

4. Інкубація 2 години у термостаті при +370С.

5. Оцінка реакції. У випадку реакції антиген-антитіло утворюються великі комплекси аглютинованих ЕБ, які осідають на дно лунки у вигляді перевернутої «парасольки» або «килимка». Не зв’язані еритроцити осідають на дно лунки у вигляді компактної гранули – «ґудзика». Реакцію оцінюють у титрах розведень. За титр антитіл приймається розведення сироватки, коли ще має місце видима аглютинація («килимок»).


Реакція ставиться до заняття. На занятті оцінюють результати постановки прямої РГА.


Складіть схему досліду за даним об’єктом, запишіть її у зошит. 

Схема постановки досліду.

	1. Лунки планшета
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

(конт-роль)

	2. Буфер (рН 7,2-7,4), мл
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
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3. Сиро-ватка, мл
	0,5

титру
	вання
	сиров
	атки
	
	
	
	―

	4. Розве-дення сироватки
	1:2
	1:4
	1:8
	1:16
	1:32
	1:64
	1:128
	―

	5. 3%-ва суспензія ЕБ, мл
	0,075
	0,075
	0,075
	0,075
	0,075
	0,075
	0,075
	0,075

	6. Інкубація 2 години в термостаті при  370С


Примітка: з 7 лунки 0,5 мл розведеної сироватки виливають у злив.

Результати запишіть у вигляді схеми з наступними висновками, згідно наведеного прикладу. 

Оцінка результатів.

	Лунки планшетів
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Розведення сироватки
	1:2
	1:4
	1:8
	1:16
	1:32
	1:64
	1:128
	контроль

	Номера сироватки
	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	0
	0
	0
	•
	•
	•
	•
	•

	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	•
	•

	3
	0
	0
	•
	•
	•
	•
	•
	•


Примітки: 

0 – «парасолька».
• - «ґудзик».

У наведеному прикладі титри гетерофільних антитіл у першій сироватці 1 : 8, у другій – 1 : 64, у третій – 1 : 4.

Зробіть висновок про функціональну активність В-клітинної системи імунітету в обстежених осіб.
Схема реакції прямої гемаглютинації



Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Пояснити поняття у назві антигена «генетична чужорідність», «сполуки», «тіла».
2. Порівняти поняття «антигенна детермінанта» і «гаптен».
3. Яке молекулярне підґрунтя зв’язування антигена і антитіла?
4. Як кодуються варіабельна і константна частина ланцюгів антитіл?

5. Який принцип лежить в основі феномена преципітації, аглютинації за участю антитіл?
Лабораторне заняття № 3

Фактори недиференційованого імунітету: клітинні (фагоцитоз) та гуморальні (система комплементу). Головний комплекс гістосумісності

У межах лабораторного заняття засвоєння теоретичних аспектів і набуття практичних навичок відбувається при виконанні двох лабораторних робіт.

Лабораторна робота № 1
ФАКТОРИ НЕДИФЕРЕНЦІЙОВАНОГО (ВРОДЖЕНОГО) ІМУНІТЕТУ

МЕТА роботи: Вивчити у філогенетичному аспекті внесок у імунітет факторів недиференційованого (вродженого) імунітету.

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:

- знати систему комплементу та її біологічні ефекти; 

- диференціювати участь у імунітеті моно- та полінуклеарних фагоцитів;
- вміти складати схему реакції зв’язування комплементу, засвоїти принцип методу і дати медично-біологічну оцінку результатів реакції.

Питання для самопідготовкИ: 

1. Поняття про систему комплементу, класифікація її компонентів і шляхів активації.

2. Класичний, альтернативний і манозний шляхи активації комплементу.

3. Біологічні ефекти активації комплементу.

4. Система мононуклеарних фагоцитів: морфологія, рецептори, участь у імунітеті.

5. Система полінуклеарних фагоцитів. Загальні та специфічні функції нейтрофілів, базофілів, еозинофілів.

6. Принцип постановки і медико-біологічна оцінка реакції зв’язування комплементу.

Специфічні механізми, ініційовані поєднанням антитіл або рецепторів Т-лімфоцитів зі специфічним антигеном, тісно взаємодіють із вродженими факторами в боротьбі з мікроорганізмами.
Механізми вроджених факторів захисту поділяються: 
1) ті, що діють на поверхні оболонок:
· механічний бар’єр шкіри;

· низький рівень рН поверхні шкіри (молочна кислота і жирні кислоти з секретів потових і сальних залоз);

· низький рівень рН слизу піхви (молочна кислота, що утворюється кисломолочною паличкою);

· видалення (рух війок) слизово-серозного секрету дихальних шляхів;

· обмивання поверхонь оболонок: сльозами, слизово-серозним секретом носової порожнини, слиною, сечею;

· антисептичні складові секрету різних залоз:

· лізоцим (сльози, виділення з носа, слина);

· соляна кислота (шлунковий сік);

· антибактеріальні (бактеріоцини, наприклад, коліцини) і фунгіцидні сполуки; утворені нормальною флорою травного тракту (антагонізм із патогенними мікроорганізмами);
2) ті, що діють у тканинах і тканинних рідинах:
· інтерферон;

· лізоцим;

· система комплементу;

· С-реактивний білок та інші білки гострої фази;

· лактоферин;

· фагоцити;

· NK-клітини.
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НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

ЗАВДАННЯ 1. Основні ознаки системи комплементу.

Дайте характеристику переліченим ознакам системи комплементу, заповнюючи таблицю.

Характеристика основних ознак системи комплементу

	№ з/п
	Ознака
	Характеристика 
ознаки

	1.
	Хімічна природа системи комплементу
	

	2.
	Шляхи активації
	

	3.
	Ініціювальні компоненти класичного шляху
	

	4.
	Ініціювальні компоненти альтернативного шляху
	

	5.
	Головний компонент класичного та альтернативного шляхів
	

	6.
	Термінальні компоненти
	

	7.
	Стадії активації системи комплементу
	

	8.
	Послідовність активації компонентів класичного шляху
	

	9.
	Послідовність активації альтернативного шляху
	

	10.
	Основні біологічні ефекти (перелічити із зазначенням активних компонентів та комплексів)
	


ЗАВДАННЯ 2. Зв’язок альтернативного та класичного шляхів активації комплементу.

Проведіть аналіз схеми активації комплементу різними шляхами, що приведена в кодограмі та у методичних вказівках. Перенесіть її в альбом і зробіть висновок про послідовність активації, особливості різних шляхів, внесок у захист організму.

Зв’язок альтернативного та класичного шляхів

активації системи комплементу


ЗАВДАННЯ 3. Реакція зв’язування комплементу (РЗК).

Ознайомтесь із принципом постановки РЗК та її медико-біологічним значенням.

Принцип методу.

Реакція заснована на зв’язуванні комплементу діагностичним комплексом антиген-антитіло (АГ-АТ), що затримує гемоліз еритроцитів барана (ЕБ) у гемолітичній системі «ЕБ-гемолітичні АТ» (див. схему).

Схема постановки РЗК

	Тип 

системи
	№ з/п
	Інгредієнт
	Доза реактивів, мл


	Контроль

	
	
	
	
	С
	АГ
	К
	ЕБ

	Тест-система
	1.
	Досліджувана сироватка у першому розведенні 1:10 з подальшим титруванням у 0,25 мл фізіологічного розчину
	0,25 (1:10)
	0,25 (1:20)
	0,25 (1:40)
	0,25 (1:80)
	0,25 (1:160)
	0,25 (1:320)
	0,25 (1:10)
	-
	-
	-

	
	2.
	АГ (робоча доза)
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	-
	0,25
	-
	-

	
	3.
	Комплемент
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	-

	
	4.
	Фізіологічний розчин
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0,25
	0,25
	0,50
	0,75

	
	Інкубація при +37оС протягом однієї години

	Гемолітична система
	5.
	Сенсибілізовані

ЕБ
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	
	Інкубація при +37оС протягом однієї години

	Результати (приклад)
	+

+

+
	+

+

+
	+

+

+
	+

+
	+

+
	+
	-
	-
	-
	+

+

+


Принцип РЗК


РЗК – це метод, до складу якого входять дві системи комплексів АГ-АТ:

1) тестова система: комплекс АГ-АТ, у якій один із реагентів (АТ або АГ) не відомі (тестуються);

2) індикаторна гемолітична система: комплекс «ЕБ-гемолітичні АТ до ЕБ».

Кожна з систем конкурує за зв’язування з комплементом.

Медико-біологічне значення.

РЗК використовують як непрямий метод для виявлення АТ або АГ у рідині, що досліджується, для діагностики інфекційних захворювань (наприклад, сифілісу – реакція Вассермана), як доказ аутоімунного процесу, для виявлення та ідентифікації тканинних антигенів, а також для типування за HLA-системою. Метод чутливий, дозволяє виявляти АТ у концентрації 0,05 мг/мл.

Постановка РЗК.

Постановка РЗК включає три етапи.

1 етап (підготовчий): визначають робочі дози розведення гемолітичної сироватки, комплементу, стандартного антигена (при визначенні антитіл) у об’ємі 0,25 мл. При їх надлишку або нестачі титр АТ (АГ), буде визначений не точно.

2 етап: готують тест систему. Для цього при визначенні титрів антитіл (кількісна реакція) готують ряд геометричних розведень (розкочують) досліджувані сироватки на фізрозчині у об’ємі 0,25 мл. До неї додають по 0,25 мл (робоча доза) відомого стандартного АГ (діагностикум), проти якого визначають АТ.

У випадку визначення титрів невідомого АГ реагенти тест-системи міняють місцями – розкочують АГ-вмісну рідину і додають 0,25 мл (робочу дозу) стандартної сироватки, яка містить АТ проти АГ, що визначають.

До тест-системи додають 0,25 мл робочого розведення комплементу (свіжа сироватка миші, морської свинки), що містить комплемент у високих дозах або стандартний комплемент, отриманий шляхом ліофілізації сироватки морських свинок. Суміш інкубують при +370С одну годину.
3 етап: додають гемолітичну систему, тобто сенсибілізовані ЕБ, яку готують до постановки РЗК. Для цього у рівних об’ємах (по 0,25 мл) змішують 3% суспензію ЕБ і гемолітичну сироватку, взяту у робочому розведенні.

Суміш інкубують у термостаті при +370С 30 хвилин. При цьому відбувається утворення комплексу ЕБ-АТ, тобто сенсибілізованих (чутливих) еритроцитів. 

Одночасно з тест-системою та гемолітичною системою ставлять контроль для кожного компонента реакції.


Результати РЗК оцінюють за чотирьохбальною системою:

- різко позитивна реакція – 100%  затримка гемолізу, всі еритроцити в осаді (+++);

- позитивна реакція - часткова (50%) затримка гемолізу, рідина злегка забарвлена гемоглобіном (++);

- сумнівна реакція - слабка затримка гемолізу, рідина забарвлена у рожевий колір, незначний осад ЕБ (+);

- негативна реакція - повний гемоліз, відсутність осаду еритроцитів (-).


Результат вважається позитивним (наявність антитіл у сироватці), якщо у першому розведенні реєструється 100% або 50% затримка гемолізу.


За титр АТ у досліджуваній сироватці вважають її найбільше розведення, при якому відбувається часткова затримка гемолізу.


До лабораторного журналу запишіть принцип методу РЗК, схему постановки РЗК, перелік систем, які входять до складу РЗК, оцінку конкретного прикладу та висновки, що містять позитивну або негативну РЗК і титр антитіл у випадку позитивної РЗК.

Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Визначити поняття диференційованого і недиференційованого до антигена імунітету, їх імунні фактори.
2. Знайти збіг у активації системи комплементу за класичним і альтернативним шляхами.
3. Принцип постановки реакції зв’язування комплементу.
4. Назвати С3-конвертази шляхів активації системи комплементу.
5. Що таке «титр антитіл», «титр антигена»? 

Лабораторна робота № 2
Головний комплекс гістосумісності

Мета роботи: Виявити провідну роль головного комплексу гістосумісності у регуляторних та ефекторних реакціях імунітету.

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:

- знати генетику HLA комплексу;

- провести аналіз будови і функцій антигенів гістосумісності першого та другого класів;

- виділити основні принципи визначення факторів HLA.

Питання для самопідготовкИ: 

1. Визначення головного комплексу гістосумісності.

2. Генетична структура HLA комплексу.

3. Будова Н-антигенів першого та другого класу.

4. Загальні і диференційовані функції в імунітеті та гомеостазі Н-антигенів першого та другого класів.

5. Антигензв’язуючі рецептори Т-лімфоцитів.

6. Фундаментальне та прикладне значення вивчення головного комплексу гістосумісності.

7. Методи типування Н-антигенів.

Головний комплекс гістосумісності МНС (від англ. Major histocompatibility complex) був ідентифікований як система генів, що контролюють синтез антигенів, які визначають несумісність клітин, тканин і органів при трансплантації. Відповідно глікопротеїнові молекули, які розміщені на поверхні мембран клітин та індукують реакції відторгнення трансплантатів, називають антигенами гістосумісності, а гени, що їх кодують, — генами гістосумісності.  
Комплекс МНС представлений значною кількістю генів гістосумісності і має розмір приблизно 4 млн. пар нуклеотидів. Головну систему гістосумісності мишей називають системою Н-2 (від англ. Histocompatibility), а у людини — системою НLА (від англ. Human leukocyte antigens). МНС є основною генетичною системою, що визначає функціонування імунної системи, насамперед системи клітинного імунітету.

Система НLА займає велику ділянку (4x106 пар основ) 6-ї хромосоми, яка, як і комплекс Н-2 мишей, складається з різних локусів. До її складу входить три локуси генів МНС класу І: НLА-А, НLА-В, НLА-С, три локуси генів МНС класу II – НLА-DR, НLА-DQ, НLА-DP, а також розміщений між генами МНС І і МНС II комплекс генів МНС класу III. У 2001 р. було повністю завершено виконання глобального наукового проекту «Геном людини», в результаті чого з’явилась можливість точно встановити положення всіх генів НLА у хромосомі.

У людській популяції кожний локус генів МНС представлений великою кількістю алелів. Продукти генів МНС поділяють на три класи. Власне функцію презентації антигенів виконують молекули МНС класів І і II (МНС І та МНС II). Крім того, саме ці молекули беруть участь в індукції реакцій відторгнення трансплантатів. Гени НLА класу І кодують три типи антигенів гістосумісності: НLА-А, НLА-В, НLА-С. У кожному локусі знаходяться лише гени α-ланцюгів молекул МНС. Як і у мишей, (β2-мікроґлобулін людини кодується за межами комплексу МНС — хромосомою 15). На відміну від генів МНС класу І миші, гени локусів А, В і С людини розміщені один біля одного в послідовності В-С-А.
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Антигени НLА — продукти локусів А, В і С, так само, як і антигени Н-2К (у миші) та Н-2D (у собаки), експресовані на всіх клітинах і тканинах. У великій кількості вони містяться в лімфоїдних органах і на білих клітинах крові, значно менше їх у легенях, нирках, м'язах та мозку і найменше — на кришталику ока та еритроцитах.
Відомі також некласичні локуси І класу МНС людини — Е, F, G, продукти яких не беруть участі в презентації антигенів Т-лімфоцитам.
Гени НLА класу II кодують 3 типи молекул: НLА-DR, НLА-DQ і НLА-DP. Кожний тип молекул кодується відповідним сублокусом, у якому знаходяться гени α- і β-ланцюгів. 
Як і в геномі миші, в геномі людини разом із генами МНС класу II розміщені гени, що контролюють процесинг антигена (кластер LМР-ТАР), а також гени некласичних молекул класу II НLА-DМ і НLА-DО, які відповідно каталізують та інгібують зв’язування антигенного пептиду з МНС II. Експресія цих генів, як і всього локусу МНС II, перебуває під контролем γ-інтерферону.
В середині локусу генів гістосумісності знаходяться й інші гени, продукти яких не беруть безпосередньої участі у презентації антигенів. Історично такі гени було віднесено до генів МНС класу III, проте слід підкреслити, що їхні продукти відрізняються один від одного і від МНС І та МНС II за будовою і можуть виконувати зовсім інші функції, не пов'язані з імунним розпізнаванням. Так, локус генів МНС класу III у людини розміщений між локусами генів класів II і І. До його складу входять ті самі гени, що й у миші. Продукти генів цього локусу відіграють ключову роль в активації С3-компонента комплементу як класичним, так і альтернативним шляхом. Вони беруть участь у формуванні С3-конвертази та продукуванні анафілактичних і протеолітичних субстанцій.
Продукти генів МНС класів І і II мають деякі спільні особливості, що визначаються їхніми функціями. По-перше, вони складаються з двох субодиниць, тобто є гетеродимерами. На мембрані клітин вони представлені тільки в «зібраному» вигляді. По-друге, антигени гістосумісності мають активний центр – місце зв’язування антигенного пептиду. Антигенний пептид власне і є продуктом обробки антигенної інформації, що подається для розпізнавання Т-клітинам. Деталі структурної організації МНС І та МНС II дещо різняться.
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Так, антигени МНС І — це комплекси, що складаються з важкого α-ланцюга (43 кД) і β2-мікроґлобуліну (11 кД). Важкий α-ланцюг перетинає мембрану, а β2-мікроглобулін розміщений тільки в позаклітинній частині МНС (рис. а). Внутрішньоклітинна С-кінцева ділянка α-ланцюга дуже невелика (не більше як 30 амінокислотних залишків). Позаклітинна частина α-ланцюга складається з трьох доменів – α1, α2 і α3, з яких другий і третій мають дисульфідні зв'язки. Домени α1 і α2 утворюють порожнину, що зв'язує антигенний пептид. До аспарагінів 86 і 176 домену α3 приєднані олігоцукридні компоненти. β2-мікроґлобулін представлений лише одним доменом, що містить дисульфідний зв'язок, і нековалентно приєднується до домену α3. Вважають, що β2-мікроґлобулін стабілізує просторову структуру антигенів МНС І, сприяє транспорту молекул до комплексу Гольджі, а потім до поверхні клітини. Домен α3 і β2-мікроґлобулін за будовою дуже подібні до константних імуноґлобулінових доменів. Вони є дуже консервативними, тоді як домени α1 і α2 є варіабельними і мають будову, що відрізняється від будови імуноґлобулінових доменів (рис. а).
Продукти генів МНС II теж є гетеродимерами і складаються з ланцюга α (34 кД), який містить два домени — α1 і α2, та ланцюга β (28 кД), який відповідно містить два домени β1 і β2. Кожний ланцюг перетинає мембрану і має невеликий цитоплазматичний С-кінцевий хвіст (рис. б). Домени α2 і β2, розміщені ближче до мембрани, є консервативними і належать до імуноґлобулінової суперродини, а домени α1 і β1 є варіабельними і утворюють місце зв'язування антигенного пептиду (рис. б).
Отже, незважаючи на відмінності в субодиничній будові МНС І та МНС II, тривимірна структура антигенів гістосумісності обох класів дуже подібна. Антигени МНС складаються з 4 доменів, два з яких належать до імуноґлобулінової суперродини, характеризуються високою консервативністю і розміщені біля мембрани клітини. Консервативність примембранних доменів МНС має велике значення для взаємодії з Т-клітинами, оскільки існують високоспоріднені до цих доменів структури – так звані корецептори Т-клітин CD4 і СD8. Взаємодія константних доменів МНС із корецепторами Т-клітин (МНС І з СD8 Т-кілерів, а МНС II — з СD4 Т-хелперів) є однією з важливих функцій антигенів гістосумісності. Вона підвищує надійність розпізнавання клітин-партнерів по взаємодії з Т-лімфоцитами, сприяє активації останніх і реалізації ними властивих їм ефекторних функцій. Два інших, дистантних домени, мають будову, що принципово відрізняється від будови імуноґлобулінових доменів. Вони утворюють сайт зв’язування антигенного пептиду – пептид зв’язувальну порожнину. Ця частина молекул МНС характеризується найбільшою варіабельністю, тобто серед усіх відомих алелів МНС найбільше амінокислотних замін спостерігається саме в цій ділянці.
Порожнина для зв'язування пептиду в молекулі МНС І є стабільною, щільною і зімкненою з боків, тому що вона утворена доменами одного поліпептидного ланцюга. Зв'язаний із МНС І пептид цілком розміщується в порожнині, а його N- та С-кінцеві залишки не виходять за краї порожнини і утворюють найміцніші зв'язки саме з краями цієї порожнини. Ці амінокислотні залишки назвали якірними залишками, оскільки, як вважають, вони ніби «заякорюють» пептид у порожнині молекули МНС І, завдяки чому відіграють важливу роль в утворенні комплексу пептид - МНС. Довжина пептиду, що зв’язується в порожнині МНС І, не перевищує 10 амінокислотних залишків, а якірні залишки знаходяться, як правило, на кінцях пептиду.
Порожнина молекули МНС II для зв’язування пептиду, навпаки, є менш щільною, незамкненою, оскільки вона утворена варіабельними доменами двох різних поліпептидних ланцюгів. Тому краї такої порожнини відкриті, а зв'язаний пептид може виходити за її межі. Це і пояснює той факт, що зв'язані з МНС II пептиди завжди довші, ніж пептиди, зв'язані з МНС І. Теоретично довжина таких пептидів може бути будь-якою, однак найстабільнішими є комплекси МНС II із пептидом, що складається з 12-17 амінокислотних залишків. Молекула МНС II утримує пептид у порожнині завдяки взаємодії з якірними амінокислотними залишками, які знаходяться не на кінцях, а в середині пептиду.
НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Основні ознаки HLA комплексу.


Дайте характеристику переліченим ознакам HLA системи, заповнюючи таблицю.

Характеристика основних ознак HLA комплексу

	№
	Ознаки
	Характеристика ознак

	1
	Локуси 1 та 2 класів
	

	3
	Ділянки та домени (С і V) 
Н-1К і Н-2К
	

	4
	Основні функції Н-1К (перелічити)
	

	5
	Основні функції Н-2К (перелічити)
	


Завдання 2. Розв’язання задач.


Задача1. Локуси HLA системи є високополіморфними. Виявлено наступну кількість алелей: А-локус має 395 алелей; В – 195; С – 93; у локусі DR ген β-ланцюга має 323 алельних варіантів, ген α-ланцюга – 2 алельні форми; у локусі DQ ген β-ланцюга має 45 алельних варіантів, ген α-ланцюга – 20 алельних форм; у локусі DP ген β-ланцюга має 89 алельних варіантів, ген α-ланцюга – 19 алелей. Виявити кількість можливих комбінацій алелей у випадку вільного комбінування неалельних генів.


Задача 2. Тестування основних локусів HLA системи донора виявило наступні їх алелі антигенів гістосумісності: А2; А22; В27; В8; С1; С2; DR12; DR3. Від матері цей донор успадкував А22; В27; С1; DR3. Визначте батьківський гаплотип та генотип донора.

Завдання 3. HLA-залежні захворювання.

	№
	Захворювання
	HLA
	Етіологічна фракція

	1
	Ідіопатичний гемохроматоз
	А3
	0,67

	2
	Анкілозуючий спондиліт
	В27
	0,87

	3
	Синдром Рейтера
	В27
	0,77

	4
	Псоріаз звичайний
	С6
	0,81

	5
	Дерматит герпетиформний
	DR3
	0,8

	6
	Целіакія
	DR3
	0,72

	7
	Синдром Шегрена
	DR3
	0,6

	8
	Ідіопатичний синдром Адісона
	DR3
	0,6

	9
	Інсулінозалежний цукровий діабет
	DR3
	0,42

	10
	Міастенія гравіс
	DR3
	0,3

	11
	Системний червоний вовчак
	DR3
	0,6

	12
	Ідіопатична мембранна невропатія
	DR3
	0,7

	13
	Розсіяний склероз
	DR2
	0,5

	14
	Оптичний неврит
	DR2
	0,5

	15
	Синдром Гудпасчера
	DR2
	0,82

	16
	Ревматоїдний артрит
	DR2
	0,4

	17
	Пемфігус
	DR4
	0,82


Зверніть увагу на частоту зустрічальності окремих алелей локусів та їх етіологічну фракцію. Відмітьте захворювання, профілактика яких повинна бути особливо наполегливою. Виходячи з функцій Н-антигенів 1 та 2 класів, обґрунтуйте найбільш часте зчеплення хвороб із локусами 2 класу. 

Завдання 4. Метод однонаправленої змішаної культури лімфоцитів (ЗКЛ).


За допомогою наведеної інструкції ознайомтесь із принципом і етапами постановки методу. Замалюйте один малий та один бластний лімфоцит. Зробіть висновок про сумісність за HLA системою лімфоцитів двох донорів. При виконанні роботи використовуйте матеріал підручника, практикуму, нижче наведені інструкції. Занесіть у лабораторний зошит принцип методу, основні етапи його постановки, оцінки результатів, імунологічне та клінічне значення. 

Принцип методу.


Метод заснований на проліферативній реакції відповідаючих лімфоцитів під впливом антигенів HLA системи «стимулюючих» алогенних лімфоцитів. Сила реактивності відповідаючих лімфоцитів залежить від ступеня різниці між антигенами D- регіону (2 класу) HLA системи. Проліферація стимулюючих клітин пригнічена хімічними речовинами або радіацією. Оцінка проліферативної реакції відповідаючих лімфоцитів проводиться, як і РБТЛ, цитоморфологічним або радіометричним способами. 
Основні етапи постановки методу.

1. Виділення на фікол-верографіновому градієнті (щільність 1,077-1,078 г/мл) лімфоцитів донора (стимулюючі лімфоцити – А зразок) та реципієнта (відповідаючі лімфоцити – В зразок). Приготування суспензії лімфоцитів на середовищі 199 у концентрації 1 млн/мл. 

2. Обробка стимулюючих лімфоцитів зразка А мітоміцином С, який пригнічує редуплікацію ДНК.

3. Змішування у рівних пропорціях (по 2 мл) лімфоцитів А і В з концентрацією 1 млн/мл, інкубація протягом 7 діб у термостаті при +37оС.

4. Оцінка результатів. При цитоморфологічному способі оцінки реакція вважається позитивною, якщо у змішаній культурі знаходять 7 і більше трансформованих (бластних) клітин. Опис морфологічно-трансформованих лімфоцитів дивіться у занятті з РБТЛ.

Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Із чим пов’язана різна назва головного комплексу гістосумісності у різних видів?

2. Локуси першого і другого класів гістосумісності є моногенними чи полігенними? Дати пояснення цим термінам.

3. У чому полягає загальна функція антигенів головного комплексу гістосумісності?

4. Охарактеризувати з приведенням прикладів поняття гаплотипу, генотипу, фенотипу антигенів головного комплексу гістосумісності.

5. Визначити відмінності функцій Н-антигенів І і ІІ класів.

6. Яка мета міжнародної програми «HLA і хвороби»?

7. Якими антигенами активуються лімфоцити у змішаній культурі лімфоцитів? 

Змістовий модуль 2
Механізми імуногенезу в нормі і патології
Лабораторне заняття № 4
Клітинні взаємодії при розгортанні клітинної та гуморальної імунної відповіді. Імунітет і імунопатологія. Імунологічна недостатність. Імунопатологія СНІДу

У межах лабораторного заняття засвоєння теоретичних аспектів і набуття практичних навичок відбувається при виконанні двох лабораторних робіт.

Лабораторна робота № 1
КЛІТИННІ ВЗАЄМОДІЇ ТА РЕГУЛЯЦІЯ ІМУННОЇ ВІДПОВІДІ

Мета роботи: Вивчити основні етапи розгортання імунних реакцій та їх пристосовну регуляцію.

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:

- знати кооперацію імунокомпетентних клітин при розвитку імунної відповіді клітинного типу;  

- знати кооперацію імунокомпетентних клітин при розвитку імунної відповіді гуморального типу;

- знати роль антигенпрезентуючих клітин для розвитку імунної відповіді;

- знати механізми регуляції імунної відповіді;

- сформулювати принцип постановки реакції бластної трансформації лімфоцитів. 

Питання для самопідготовкИ: 

1. Антигенспецифічні рецептори Т- і В-лімфоцитів.

2. Роль антигенпрезентуючих клітин: макрофагів, дендритних клітин, клітин Лангерганса шкіри.

3. Медіатори та лімфокіни в імунній відповіді.

4. Клітинні взаємодії при розвитку клітинної і гуморальної імунної відповіді.

5. Регуляція імунної відповіді: теорія «сітки» Ерне, контрсупресори,  лімфокіни.

6. Реакція бластної трансформації лімфоцитів: принцип методу, медико-біологічне значення.

НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Види клітинних взаємодій при імунній відповіді.

Заповніть тестову таблицю, використовуючи інформацію рекомендованих підручників, лекції та наведеного нижче опису.

	Перелік тестів
	Вид

	1. Види взаємодій
	

	2. Види клітинних взаємодій
	

	3. Гуморальні взаємодії
	

	4. Цитокіни для диференціювання преТх0
                                 у Тх1 тип

                                 у Тх2 тип
	

	5. Види АГ-презентуючих клітин
	

	6. Основні етапи допомоги Т-лімфоцитам АГ-презентуючих клітин
	

	7. Основні функції макрофагів
	


У індукції імунної відповіді, опосередкованої лімфоцитами, крім клонального АГ-рецепторного розпізнавання (ТР/ВР-АГ), необхідна серія неклональних взаємодій, які приводять до активації, проліферації та диференціації ефекторних та регуляторних лімфоцитів. Допоміжні молекулярні взаємодії між імунокомпетентними клітинами здійснюються двома шляхами: 1) за допомогою прямих контактів клітинних поверхонь; 2) через гуморальні медіатори – цитокіни, які виділяються одними клітинами і сприймаються іншими клітинами за допомогою специфічних рецепторів.


Таким чином, міжклітинні контактні взаємодії при імунній відповіді можна поєднати у три групи:

1) взаємодії, пов’язані з презентацією антигену, в яких приймають участь допоміжні клітини (макрофаги, дендритні клітини, В-лімфоцити) і Т-хелпери;

2) хелперна кооперація лімфоцитів, яка відбувається при клітинній імунній відповіді між Тх1 і Тк, при гуморальній – Тх2 і В-лімфоцитами;

3) взаємодії кілерів із клітинами-мішенями у процесі їх розпізнавання та руйнування.

При Т-залежних клітинних і гуморальних формах імунної відповіді її початковим етапом є активація допоміжних антиген-презентуючих клітин (А-клітин), одними з яких є макрофаги. При цьому слід відмітити, що вони приймають участь у імунній відповіді на всіх її етапах. 

1) Так, вони здійснюють швидку (наприклад, протиінфекційну) захисну реакцію шляхом фагоцитозу та внутрішньоклітинного руйнування паразитів, ще до того як розгорнеться лімфоцитарна імунна відповідь.

2) Вони здійснюють активацію Т-хелперів шляхом процесингу і презентації АГ у комплексі з Н-2К.

3) Після розгортання Т-клітинної імунної відповіді активовані ними макрофаги здійснюють важливі функції у ефекторних механізмах клітинного імунітету: викликають гостре запалення та знищення паразитів, пухлинних клітин, через цитокіни регулюють імунокомпетентні та неімунокомпетентні клітини мікрооточення.

1. Початкова активація макрофагів та дендритних клітин відбувається завдяки проникненню у них екзогенного антигена шляхом опосередкованого рецепторами фагоцитозу або рідинного піноцитозу з утворенням ендолізосоми. У ній антиген підлягає ферментативному протеолізу (процесуванню). Утворені пептидні фрагменти (15-25 амінокислотних залишків) поєднуються з молекулами Н-2К, які знаходяться у тих же ендолізосомах. Даний комплекс секретується (екзоцитується) на поверхню макрофага/дендритної клітини та презентується для розпізнавання відповідним клонам Тх. Крім того, активований макрофаг секретує ряд цитокінів, які активують імунокомпетентні та неімунокомпетентні клітини. Так, ІЛ-1 допомагає у активації Тх та експресії на їх поверхні рецептора до ІЛ-2 з наступним його синтезом. 

2. Активація преТхелперів (Тх0) і напрямок їх диференціації у Тх1 або Тх2 залежить від багатьох причин, головними з яких є конформаційні особливості розпізнавання антигена та цитокіновий профіль у даному мікрооточенні. Екзогенні ІЛ-2, ІЛ-12, γІФ допомагають у диференціюванні Тх0 у Тх1 субпопуляцію, а ІЛ-10 та ІЛ-4 – у субпопуляцію Тх2. 

Завдання 2. Схема клітинних взаємодій при імунних реакціях клітинного типу.

При складанні наведеної схеми використовуйте ті ж джерела, що і в завданні 1, а також роздивіться кодограми та наведену схему у додатку до даного завдання. Перенесіть її до лабораторного зошита. Зважаючи, що перші етапи імунної відповіді стереотипні, складання схеми можна починати з активації Т-хелперів та їх основних продуктів (інтерлейкіну 2, γ-інтерферону). З’єднайте стрілками рецептори та ліганди при активації Т-хелперів, Т-кілерів. 

При клітинній реакції імунної відповіді відбуваються наступні міжклітинні молекулярні контакти та гуморальні цитокінові взаємодії.

1. Міжклітинні контакти представлені на рис. 1. Основою для контакту клітин є розпізнавання Тх1 за допомогою клонального ТКР процесованого епітопа антигена у комплексі з молекулами Н-2К на А-клітині (ДК, макрофагах). ТКР знаходиться у тісній асоціації з пептидним комплексом СD3 і у кооперації з корецепторною молекулою СD4. Функція СD3 полягає у передачі активуючого сигналу в цитоплазму Тх1 про зв’язок ТКР з АГ. СD4 здійснює допоміжну функцію у стабілізації розпізнаючого комплексу ТКР-Н-2К-АГ-процесований шляхом асоціації з константним доменом β-ланцюга Н-2К (β2-доменом). Однак зв’язок ТКР з епітопом (процесованим антигеном у комплексі з Н-2К) є недостатнім за силою адгезії та стимуляції, щоб викликати повну активацію та наступну проліферацію, диференціювання Тх1 (тобто клональну експансію). 
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Рис. 1.

2. Посилення адгезії та формування повного сигналу.

Основну роль у здійсненні костимуляції Тх1 відіграє взаємодія його корецептора СD28 із мембранними молекулами (лігандами) СD80/86 на макрофагах та інших антигенпрезентуючих клітинах. Костимулююча активація Тх1 через СD28 забезпечує проліферативні реакції цих клітин, продовження та посилення продукції ними ІЛ-2 та інших цитокінів. У ролі альтернативної ТКР активації виступає також СD2 рецептор (LFA-2) Т-лімфоцитів, лігандом якого є широко представлена на клітинах тканин молекула СD58 (LFA-3). Ця взаємодія також посилює адгезію взаємодії Тх1-АПК (макрофаг). 

У посиленні адгезії також бере участь парна взаємодія інтегрину LFA-1 (СD11а/СД18) на Тх1 із його рецепторним ІСАМ-1 (СD54) на АПК (макрофаг). 

Гуморальна (цитокінова) взаємодія.

На активованих Тх1 з’являються рецептори до цитокінів, одним із перших серед них є рецептор до екзогенного ІЛ-1, який секретують активовані макрофаги. Зв’язок рецептора з ІЛ-1 приводить до посилення активації Тх1 та появи на його поверхні рецептора до ІЛ-2, γ-ІФ та синтезу власних ІЛ-2, γ-ІФ. Під впливом власних та екзогенних ІЛ-2 (інші клони Тх), γ-ІФ (NK-клітини) Тх1 виходять із G0-стадії та входять у G1-стадію клітинного циклу, проходять серію мітозів, у ході яких проходять диференціювання за участю γ-ІФ у клон сенсибілізованих Тх1-лімфоцитів, які секретують ряд цитокінів, що активують імунокомпетентні клітини, в тому числі й Т-кілери: ІЛ-2, γ-ІФ (у меншому ступені ФНП-α та β (рис. 2). 

3. Активація Т-кілерів.

Клітинами-мішенями для Т-кілерів є заражені, мутантні, трансформовані клітини, а також ало- та ксенотрансплантати.

АГ-специфічна взаємодія між ними відбувається через розпізнавання Тк за допомогою ТКР процесованого АГ (епітопи) у комплексі з молекулами Н-1К, які експресовані на клітинах-мішенях. Цей зв’язок стабілізується СD8-молекулою Тк, яка взаємодіє з константним доменом α-ланцюга Н-1К (α 3). Дана специфічна взаємодія посилюється адгезивними молекулами: СD2 (LFA2) - СD58 (LFA3); LFA - ICAM-1. 

Специфічна, через ТКР і неспецифічна взаємодія, через адгезивні та костимулюючі мембранні молекули на КМ, а також на Тх1 і цитокіни останніх (ІЛ2, γІФ та інші), приводять до активації клонів наївних Тк, виходу їх у G1 стадію мітотичного циклу з паралельним диференціюванням у вже збільшений клон АГ-специфічних сенсибілізованих Тк. Наступні контакти сенсибілізованих Тк із КМ вже супроводжуються ефекторними кілінговими реакціями: до апоптотичної та некротичної смерті клітини-мішені (КМ), опосередкованої через СD95 (Fаs), лімфотоксин α і β (ліганди для ФНП-рецептора), через перфорини та гранзими (рис. 3). 
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Рис. 2. 
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Рис. 3. 

Завдання 3. Схема клітинних взаємодій при Т-залежних імунних реакціях гуморального типу.

При складанні схеми використовуйте матеріал підручників, практикуму, лекції. Розгляньте наведену спрощену схему на кодограмі, в методичних рекомендаціях. Перенесіть ці схеми до лабораторного зошита. У схемах повинні бути відображені наступні етапи: активація макрофагів, активація Т-хелперів, активація В-лімфоцитів, синтез імуноглобулінів плазматичними клітинами. З’єднайте стрілками взаємодію рецепторів із лігандами (процесованим антигеном, продуктами макрофагів, Т-хелперів, В-лімфоцитів) у процесі активації клітин. 

Гуморальна Т-залежна імунна відповідь (синтез антитіл) опосередкована В-лімфоцитами, також як і клітинна імунна відповідь, обов’язково включає активацію АПК із наступною активацією Тх. Однак у цьому випадку в ролі АПК виступають не тільки макрофаги та дендритні клітини, але й самі В-лімфоцити, щільність Н-2К у яких дорівнює дендритним клітинам та перевищує таку у макрофагів, що дозволяє їм самим представляти Тх процесований АГ. При цьому у Т-залежній гуморальній відповіді допоміжну функцію В-лімфоцитам надає субпопуляція Тх2-лімфоцитів (рис. 4).
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Рис. 4.

Гуморальна імунна відповідь також обов’язково передбачає два види взаємодії клітин:

1) міжклітинні контакти на рівні мембранних структур;

2) гуморальні – цитокінові сигнали у цьому клітинному мікрооточенні.

Міжклітинні контакти Тх2 і В-лімфоцитів включають послідовний ланцюг двонаправлених активацій. За допомогою імуноглобулінового рецептора з класу М (В-клітинний рецептор – ВКР) відбувається специфічна клональна взаємодія з епітопами (АГ-детермінантами) корпускулярного (клітинного) або розчинного (фрагментами клітин) антигена. Комплекс ВКР-АГ піноцитується з утворенням ендолізосоми, у якій АГ підлягає деградації (процесується) на імуногенні фрагменти (пептиди). У цих же ендолізосомах пептиди процесованого антигена утворюють комплекси з молекулами Н-2К, екзоцитуються на поверхню В-лімфоцита у результаті чого стають доступними для розпізнання Тх (презентація антигена). Розпізнавання Тх2 антигенного комплексу також здійснюється клоноспецифічно. При цьому епітоп, який розпізнає на нативному антигені (наприклад, бактерії) В-лімфоцит за допомогою ВКР не ідентичний розпізнаваному Тх2 за допомогою свого ТКР. 

Однак, як і у випадку взаємодії Тх2 із ДК, макрофагами, зв’язок епітопа на В-лімфоциті рецептором Тх2 є слабким із точки зору афінності та адгезії, тому є недостатнім для активації Тх2 і В-лімфоцита. Посилення рецепторної афінності та адгезії клітин, що взаємодіють, досягається за допомогою ряду взаємодій корецепторних та адгезивних молекулярних пар: 

1) СD4 (Тх2) – із β2 домен Н-2К-АГпроцесований (В-лімфоцит), корецепторна активуюча дія здійснюється у обох напрямках; 

2) СD40L (Тх2) – із СD40 (В-лімфоцит), активація у бік В-лімфоцита; 

3) СD28 (Тх2) – із СD80/86 (В-лімфоцит), корецепторна активація переважно у бік Тх2;

4)LFA-1 (Тх2) – із ICAM-1 (В-лімфоцит), посилення адгезії в обох клітин;

5) СD2 (Тх2) – із СD58 (В-лімфоцит), посилення адгезії в обох клітин та альтернативна ТКР активація Тх2. 

У представленій взаємодії клітин найбільш важливими є контакти через молекули СD40L (Тх2) із СD40 (В-лімфоцит). Саме через СD40 у В-клітину надходять основні сигнали на активацію, до переключення синтезу ізотипів імуноглобулінів (із Іg М класу, наприклад, на Іg G класу), підвищення стійкості до апоптозу. 

Результати двонаправленої активації наступні. Тх2 при додатковому екзогенному цитокіновому мікрооточенні (ІЛ 4, ІЛ 10) отримують відповідні рецептори та здатність синтезу до них цитокінів (ІЛ 2, 4, 6). ІЛ 2 є індуктором проліферації Т- і В-лімфоцитів (переважно Т-лімфоцитів). ІЛ 4, який синтезується Тх2, є основним мітогенним та диференціюючим цитокіном для В-лімфоцитів. Він діє на ранній стадії активації та проліферації, сприяє переключенню синтезу Іg у лімфоцитах, що диференціюються, часто на Іg Е класу. ІЛ 6 теж є ефектором-стимулятором клітинного диференціювання В-лімфоцитів, який проявляє свою дію на дещо пізніх стадіях їх диференціювання. Під впливом міжклітинної та цитокінової обоюдної активації Тх2 і В-лімфоцити вступають у клональну проліферацію та диференціювання: Тх2 – в клон сенсибілізованих ефекторів, які синтезують відповідні цитокіни (ІЛ-2, 4, 6), В-лімфоцити – в клон плазматичних клітин, які синтезують антитіла одного класу імуноглобулінів, специфічних до антигена, який започаткував клональну експансію клону В-лімфоцитів через ВКР IgМ класу (рис. 4, 5, 6). У свою чергу антитіла нейтралізують цей антиген і регулюють гуморальну імунну відповідь, в основному, по типу сітки Ерне – взаємодій антитіло-антиантитіло.
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Рис. 5. 
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Рис. 6. 
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Завдання 4. Реакція бластної трансформації лімфоцитів (РБТЛ).

Зробіть короткий опис принципу методу, основних етапів постановки та способів оцінки результатів реакції. Використовуйте матеріал підручників, практикуму, лекцій, наведеної інструкції, кодограми.

Принцип методу.

Метод базується на моделюванні в умовах in vitro проліферативної реакції лімфоцитів при імуногенезі. Малий лімфоцит після стимуляції антигеном або мітогеном трансформується у бластну клітину з наступною проліферацією. Облік реакції проводять цитоморфологічним або радіометричним способом. За допомогою РБТЛ визначають потенційну проліферативну, а отже, й функціональну активність лімфоцитів.

Основні етапи постановки РБТЛ.

1. Виділення лімфоцитів із крові одним із способів (осадження еритроцитів желатином, на градієнтному розчині фікол-верографіну). Можна використовувати цільну кров. 

2. Постановка культури лімфоцитів на поживних середовищах (середовище 199, Ігла), додавання антигенів або мітогенів, наприклад, фітогемаглютиніна (ФГА).

3. Інкубація у термостаті при +370 С (протягом 48-72 годин). 

4. Приготування мазків, фіксація, фарбування, мікроскопіювання.

Аналізують 300 лімфоцитів. Відмічають: 1) неактивовані лімфоцити, які мають діаметр клітини 7-10 мкм; 2) бласттрансформовані лімфоцити (12 мкм, деконденсований хроматин ядра, наявність ядерець, широка базофільна цитоплазма); 3) мітози. До бласттрансформованих відносять останні дві форми. Розрізняють нормальний рівень РБТЛ на ФГА – 60-80%, знижений – 40-50% та різко знижений – менше 40%.

Радіометричним способом РБТЛ оцінюють за включенням Н3-тимідину у S-періоді мітотичного циклу за допомогою сцинтиляційного лічильника.

У готовому препараті РБТЛ під імерсією знайдіть малі лімфоцити, бластні клітини та мітози. Останні часто розташовані в кінці препарату, їх частота коливається у межах 0,5-2%. Тому при пошуку мітозів необхідно продивитись кілька полів зору. 

Замалюйте по одній клітині: малий лімфоцит, бластну клітину, мітоз.

Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Визначте розподіл функцій при взаємодії клітин А-Т-В.

2. За яким принципом діє двосигнальна система активації лімфоцитів?

3. Назвіть ланки позитивної та негативної регуляції імунної відповіді.

4.  Визначте принцип постановки реакції бластної трансформації лімфоцитів і різницю її інформативності при мітогенній та антигенній стимуляції.

Лабораторна робота № 2
ІМУНОДЕФІЦИТИ. СНІД. КАНЦЕРОГЕНЕЗ

Мета роботи: Вивчити механізм імунопатології, який проявляється у недостатності гомеостатичної функції імунітету.

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:

· мати поняття про імунодефіцити, їх класифікацію;

· знати рівні генетичних блоків при первинних імунодефіцитах;

· знати епідеміологію, етіологію, механізм імунологічних порушень, лікування та профілактику СНІДу;

· знати імунологічні механізми протипухлинного імунітету;

· знати принцип, експериментальне та клінічне значення методу отримання препаратів хромосом лімфоїдних клітин.

Питання для самопідготовкИ: 

1. Імунодефіцити: визначення, класифікація.

2. Первинні імунодефіцити: рівні генетичних блоків.

3. Ізольовані та комбіновані форми первинних імунодефіцитів.

4. Вторинні імунодефіцити.

5. СНІД: епідеміологія, етіологія, клініка, механізм імунологічних порушень, лікування, профілактика.

6. Основні імунологічні механізми протипухлинного імунітету.

7. Отримання препаратів хромосом лімфоїдних клітин (принцип методу, експериментальне та клінічне значення).

Імунодефіцити – зміни в системі імунітету в результаті порушення етапів проліферації імунокомпетентних клітин, а також| в результаті різкої та надмірної їх втрати. 

Розрізняють первинні, або вроджені та вторинні, або набуті імунодефіцити|. 

Первинні імунодефіцити – генетично детерміновані зміни в системі імунітету, пов'язані з генетичним блоком. Розрізняють дві групи імунодефіцитів: 1) специфічний (лімфоцитарний); 2) неспецифічний (комплементзалежний, фагоцитарний). 

Вторинні імунодефіцити| розвиваються в постнатальний період під впливом пролонгованих негативних чинників середовища: хронічних інфекцій (вірусних, бактеріальних), інвазій| (паразитичними еукаріотами – найпростіші, гриби, гельмінти), хронічних промислових чинників (зокрема іонізуючої радіації) та побутових, лікарських інтоксикацій. Інфекційні та неінфекційні негативні чинники середовища викликають лейко- й лімфопенію, порушують регуляторну функцію Т-хелперів. Такий же ефект інгібірування на імунну систему мають тривалі негативні явища (важка виснажлива праця, нераціональне харчування, виснаження). 

Клініка вторинних імунодефіцитів| схожа з первинними імунодефіцитами|. Імунопатогенез СНІДу, який викликається ВІЛ-інфекцією, багатокомпонентний, але основною зі складових є ураження Т-хелперів шляхом проникнення в них через CD4-структуру вірусу, що має на своїй оболонці gp120 – мімікруючий константний С2-домен β-ланцюга молекули гістосумісності 2-го класу. Дефіцит Т-хелперів призводить до розвитку вторинного системного імунодефіциту.

Специфічний (лімфоцитарний) тип імунодефіциту ділять на: 1) недостатність клітинного імунітету, обумовлену генетичним блоком Т-лімфоцитів; 2) недостатність гуморального імунітету, обумовлену дефектом В-лімфоцитів; 3) змішану форму імунодефіциту – недостатність клітинної і гуморальної ланки імунітету (або дефіцит загальних стовбурових клітин).

Генетичний блок – це спадково обумовлена зупинка розвитку імунокомпетентних клітин на одному з етапів через відсутність синтезу структурних або ферментативних білків, які беруть участь у даному онтогенезі. Генетичний блок пов'язаний із мутацією генів.

Генетичний блок може порушити різні етапи онтогенезу імунокомпетентних клітин: 1) етапи міграції стовбурових клітин, коли вони втрачають «відчуття оселі» (хомінг) у первинних (центральних) органах імунітету; 2) блоковані можуть бути також етапи проліферації і диференціювання в первинних і вторинних імунологічних органах. 

Залежно від періоду онтогенезу імунокомпетентних клітин розрізняють 4 рівні генетичних блоків імунітету.

Перший рівень – порушення диференціювання стовбурової лімфатичної клітини в кістковому мозку в пре-Т- і пре-В-лімфоцити. В цьому випадку розвиваються комбіновані форми імунодефіцитів – недостатність клітинного і гуморального імунітету.

Другий рівень – блокада онтогенезу лімфоцитів. Він розвивається у разі природженого недорозвинення центральних органів імунітету: тимусу і/або бурси Фабріціуса (його аналогів у ссавців). Другий рівень генетичного блоку імунітету також може розвиватися внаслідок втрати здатності пре-Т- або пре-В-лімфоцитів мігрувати в наявні центральні органи. В цьому випадку відбувається втрата стовбуровими клітинами «відчуття оселі» (хомінга). В основі дефіциту лежатимуть порушення імунітету як при комбінованому типі імунодефіциту. При ізольованих імунодефіцитах порушується або Т-ланка, або В-ланка імунітету.

Третій рівень блоку імунітету – порушення диференціювання окремих субпопуляцій Т- і В-лімфоцитів у центральних органах у ході антигеннезалежного диференціювання. 

Четвертий тип блоку – порушення розвитку лімфоцитів у ході антигензалежного диференціювання в периферичних лімфоїдних органах. 

Природжені імунодефіцити виявляються, в основному, в перший рік життя. Батьки дитини, як правило, здорові, оскільки переважна більшість генетичних дефектів обумовлена рецесивними генами.

Р: А ах Аа = АА + 2Аа + аа;

а – ген імунодефіциту.

Недостатності клітинного імунітету виявляються сприйнятливістю до вірусів, паразитичних грибів, оскільки резистентність до цих мікроорганізмів обумовлена Т-лімфоцитами. У дітей із дефектами клітинного імунітету частіше розвиваються злоякісні пухлини і лейкоз. 

Недостатність В-ланки імунітету супроводжується гіпогаммаглобулінемією (зниження рівня гамма-глобулінів або навіть агаммаглобулінемія). Діти з такою патологією страждають гострими і хронічними бактеріальними інфекціями. 

НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Схема основних генетичних блоків онтогенезу Т- і В-лімфоцитів.


Використовуючи таблицю зі схемою етапів онтогенезу Т- і В-лімфоцитів, складіть схему основних генетичних блоків у розвитку імунокомпетентних клітин: 1-й, 2-й, 3-й рівні імунодефіциту. Визначте можливі дефекти імунітету на кожному рівні генетичного блоку.

Схема первинних імунодефіцитів (ІД):

Перший рівень ІД – порушення диференціації стовбурової лімфоїдної клітини у пре-Т- та пре-В-лімфоцити. В результаті розвиваються комбіновані форми імунодефіцитів – недостатність клітинного та гуморального імунітету.


Другий рівень ІД – блокада онтогенезу популяцій Т- і В-лімфоцитів у центральних органах імунітету з пре-Т- або пре-В-стовбурових клітин. Порушується функція Т- або В-ланки імунітету.


Третій рівень ІД – порушення диференціації окремих субпопуляцій Т- і В-лімфоцитів у центральних органах імунітету. Розвивається ізольований або комбінований ІД за окремими субпопуляціям Т- і В-лімфоцитів.

Завдання 2. Характеристики основних ознак СНІДу.

	№
	Ознаки
	Характеристика ознак

	1
	Етіологія
	

	2
	Основні антигени ВІЛ
	

	3
	Спосіб проникнення в клітину хазяїна
	

	4
	Різноманіття інфікованих клітин
	

	5
	Патогенез імунодефіциту
	

	6
	Імунологічні порушення
	

	7
	Клініка: перелічити періоди
	

	8
	Напрямок лікування
	

	9
	Шляхи профілактики
	


Завдання 3. Отримання препаратів хромосом лімфоїдних клітин людини як методу імуноцитогенетики.


Імуноцитогенетика вивчає функціональну активність імунної системи за зміною хромосом у лімфоцитах. При цьому використовується декілька цитогенетичних тестів: визначення асоціацій акроцентричних хромосом, аберацій хромосом. Тест асоціацій акроцентричних хромосом (ААХ) виявляє мітотичну активність лімфоцитів. У постпроліферативних активованих лімфоцитах ААХ відсутні або їх мінімальна кількість (в асоціації дві хромосоми з десяти). У неактивованих, пролонговано циркулюючих лімфоцитах в ААХ вступають 3-10 акроцентриків. Тому за кількістю активованих і неактивованих лімфоцитів роблять висновок про стан імунітету. Кількість аберацій хромосом у клітинах свідчить про ефективність імунітету. Так, одна з функцій імунної системи – цензорна, яка полягає в контролі за появою мутантних клітин та їх видаленні. Мутації виникають спонтанно або під впливом мутагенних факторів середовища. При первинних і вторинних ІД знижується цензорна роль імунної системи. У клітинах, у тому числі й лімфоцитах, накопичуються аберації хромосом.

Запишіть до лабораторного зошита основні етапи отримання препаратів хромосом  лімфоцитів.

1. Постановка культури лімфоцитів на середовищі 199, додавання поліклональних мітогенів (фітогемаглютиніну, конканаваліну А та ін.), стимулюючих лімфоцити до поділу.

2. Інкубація у термостаті при +370С протягом 72 годин.

3. Зупинка мітозів на стадії метафази додаванням за 2 години до кінця культивування колхіцину, який порушує утворення веретена поділу.

4. Обробка клітин гіпотонічними розчинами, що сприяють розподілу хромосом у цитоплазмі клітин.

5. Фіксація клітин, приготування мазків, фарбування, мікроскопія.


Під імерсією роздивіться мікропрепарат хромосом людини. Знайдіть метафазну пластинку, в якій хромосоми рівномірно розподілені в одній площині без накладення. Підрахуйте кількість хромосом, розгляньте їх загальну морфологію, типи хромосом (мета-, субмета-, акроцентричні).


Ознайомтесь із видами аберацій хромосом на мікрофотографії. На ній є ділянки метафазної пластинки з окремими видами аберацій хромосом: 1) окремі фрагменти; 2) парні фрагменти; 3) перебудови хромосом: (дицентричні хромосоми) квадрирадіал, маркуючу (незвичайну для каріотипу) хромосому.


Замалюйте одну хромосому з окремим фрагментом і схематично прослідкуйте долю цієї аберації у мітотичному циклі. Так, окремий фраґмент у анафазі та телофазі залишається у цитоплазмі на екваторі й лізується ферментами ендонуклеазами. У результаті одна дочірня клітина успадкує нормальну хроматиду, а інша – хроматиду з делецією (нестачею) і, як правило, загине або отримає незвичайні, в тому числі й злоякісні, якості. 

Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Встановити подібність та відмінність генетичної основи імунодефіцитів.

2. Яка алельна взаємодія генів є найбільш поширеною при вроджених імунодефіцитах?

3. Встановити основну патогенезну ланку спадкових імунодефіцитів.

4. Назвіть основну імунопатогенетичну ланку при СНІДі.

5. Які етіотропні підходи розробляються для лікування СНІДу?

6. Які цитогенетичні ознаки є перспективними в імунології? Чому?

Лабораторне заняття № 5

Імунітет та імунопатологія. Алергія та аутоалергія. Імунологічна толерантність. Трансплантаційний та репродукційний імунітет. Інфекція та імунітет. Паразитизм як екологічний феномен
У межах лабораторного заняття засвоєння теоретичних аспектів і набуття практичних навичок відбувається при виконанні двох лабораторних робіт.

Лабораторна робота № 1
Імунопатологія: алергія та аУтоалергія

Мета роботи: Вивчити механізм пошкодження тканин імунними реакціями при порушенні їх регуляції.

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:

· мати загальне поняття про імунопатологічні стани та їх класифікацію;

· знати стадії розвитку алергії; 

· знати загальні патогенетичні механізми імунопатологічних реакцій;

· знати загальну характеристику основних типів алергічних реакцій;

· сформулювати принцип постановки методу простої радіальної імунодифузії за Манчіні.  

Питання для самопідготовкИ: 

1. Поняття імунопатології. Класифікація.

2. Алергія та алергени. Визначення. Стадії розвитку алергії.

3. Автоімунітет та автоантигени. Групи аутоімунних захворювань.

4. Загальні патогенетичні механізми імунопатологічних реакцій:

- спадкова схильність;

- хронічні інфекції та інтоксикації;

- порушення регуляції імунних реакцій.

5. Загальна характеристика основних типів (1, 2, 3, 4 типи) алергічних реакцій.

6. Визначення сироваткових імуноглобулінів методом простої радіальної імунодифузії за Манчіні.

Імунна система є однією з систем організму. Її функціонування, як і всякої іншої системи, може порушуватися.

Ці порушення можуть супроводжуватися гіперфункцією імунної системи,  тобто її підвищеною активністю, або гіпофункцією – зниженням активності. Відхилення від адаптивної гомеостатичної функції імунної системи призводить до патології, а стосовно імунної системи – до імунопатології.  

Вважається, що в основі імунопатологічних і фізіологічних імунних реакцій лежать єдині механізми. Їх відмінності полягають в інтенсивності цих реакцій як наслідок порушення механізмів регуляції в межах адаптивної норми.  У свою чергу порушення регуляції імунітету може бути наслідком природжених або набутих дефектів окремих ланок багаторівневої системи саморегуляції.

Алергія і аутоімунітет (аутоалергія) – дуже близькі патологічні реакції за імунопатологічним| механізмом розвитку: у основі кожної з них лежить порушення регуляції імунітету, що приводить до гіперреактивності й завершується пошкодженням тканин. Відмінність полягає в тому, що при алергії пошкодження, що викликається імунною реакцією, виникає у відповідь на екзогенні антигени (алергени). При аутоімунітеті ушкоджувальні імунні реакції розвиваються на структури власних тканин (аутоантигени).

Етіологія більшості алергічних, аутоіммунних захворювань і станів не з'ясована, багато неясного і в їх патогенезі. Проте можна виділити загальні патогенетичні ланки для більшості імунопатологічних реакцій.
1. Спадкова схильність, пов'язана з природженою особливістю імунного статусу: клітинного, гуморального. Спадкову схильність до імунопатології біологи, лікарі помічали при аналізі родоводів, коли у родичів реєструвалися алергічні та аутоімунні захворювання. Але конкретний механізм спадкової  схильності став розкриватися лише останнім часом із досягненнями імуногенетики. Визначені асоціації між фенотипом антигенів HLA-системи і рядом алергічних і аутоімунних захворювань. 

Генетичний механізм імунопатології, як правило, полігенний, але виділяють і моногенні захворювання або залежні від невеликого числа генів (мутантних). Наприклад, інсулінозалежний цукровий діабет (рецесивні та домінантні форми), схильність до підвищеного синтезу імуноглобулінів Е, що призводить до алергії (рецесивна ознака, виявляється в гетерозигот у 50%).

2. На фоні спадкової схильності спостерігаються латентні або хронічні вірусні інфекції, а також хронічні інтоксикації. Імунопатологія супроводжується також підвищеною чутливістю до токсичної дії деяких фармацевтичних препаратів, чинників зовнішнього або внутрішнього середовища (запилення вугільним, цементним пилом, стреси, фізична дія). Інфекції та інтоксикації в свою чергу призводять до пошкодження регулярної ланки імунітету Тх1 і Тх2. 

3. На фоні порушення регуляції імунітету розвиваються алергічні захворювання на антигени або відбувається зрив толерантності до аутоантигенів, що призводить до виникнення аутоімунних захворювань і станів. 

Алергія (гіперчутливість) – стан підвищеної чутливості у окремих осіб і тварин різних видів (ссавців) на повторне введення антигенів (алергенів), що супроводжується пошкодженням шокових тканин і органів.

Алерген – речовина, що викликає розвиток алергії. Алерген відрізняється від антигена кінцевим результатом своєї дії. Якщо речовина призводить до розвитку алергії, то її називають алергеном, якщо та ж речовина призводить до розвитку нормального імунітету – антигеном. При цьому тип імунної відповіді залежить від спадкової конституції імунної системи даного організму. 

Виходячи з визначення алергії та алергенів, останні прийнято ділити на дві групи: екзо- і ендоалергени (або аутоалергени). Існує декілька класифікацій екзогенних алергенів. Найбільш зручна і загальноприйнята з них запропонована А. Д. Адо і А. А. Польнером (1963). Вона заснована на походженні екзогенних алергенів: 
1) алергени неінфекційного походження - побутові, епідермальні, пилкові, харчові, промислові; 
2) алергени інфекційного походження: бактеріальні, грибкові, вірусні.

Стадії розвитку алергії: сенсибілізація і ефекторні реакції.

Потрапляння в організм антигена викликає сенсибілізацію – підвищену чутливість до антигенів (алергенів) екзогенного або ендогенного походження. Ця стадія виникає після первинного потрапляння в організм алергена і закінчується утворенням до нього антитіл або сенсибілізованих лімфоцитів. 

Друга стадія – ефекторна – розвиток власне алергічних реакцій на повторне потрапляння алергенів або на персистуючі (що переживають, тривало зберігаються) алергени. Ключовим сигналом даної стадії є зв'язок алергена з антитілами або сенсибілізованими лімфоцитами, за якою відбуваються інші імунопатологічні процеси, які закінчуються пошкодженням тканини.

Існує декілька класифікацій алергій, заснованих на різних її ознаках. За ефекторними чинниками розрізняють алергічні процеси, обумовлені антитілами (алергія негайного типу – хвилини, декілька годин) і сенсибілізованими лімфоцитами (алергія сповільненого типу – 24-48 годин, туберкуліновий| тип). Найбільш загальноприйнятою є класифікація К. Кумбса і Р. Джелла (Coombs, Gell, 1968) із сучасними доповненням. Вона заснована на механізмах алергічних реакцій. Спочатку вказана класифікація включала чотири типи гіперчутливості. У справжній класифікації додані ще два типи атопій і на даний момент розрізняють шість типів алергічних реакцій.

Автоімунітет включає аутоімунні захворювання і аутоімунні процеси. 
Аутоімунні захворювання – патологічний процес, що індукується аутоантигенами, здатними викликати цитотоксичну імунну відповідь (клітинну або гуморальну), направлену проти власних органів, тканин і клітин. При аутоімунних захворюваннях аутоімунна реакція є його причиною. Аутоімунні захворювання слід відрізняти від аутоімунних процесів. 
Аутоімунний процес – це аутоімунні реакції, які є наслідком інших патологічних процесів: інфекцій (грип, кір, тиф), онкогенезу та ін. При цьому утворюються перехресні антигени, проти яких розвиваються аутоімунні реакції, що призводять до пошкодження нормальних тканин.

Аутоантигенами є: 
1) нормальні структурні компоненти клітин (білки, полісахариди, нуклеїнові кислоти); 
2) змінені| компоненти під впливом чинників зовнішнього середовища: мікроорганізмів та продуктів їх життєдіяльності, лікарських препаратів, хімічних і фізичних чинників, опромінювання, високих температур; 
3) продукти нормального і порушеного катаболізму; 
4) речовини забар’єрних тканин і органів, які потрапили в кров, але в звичайних умовах не контактують з імунокомпетентними клітинами. 
Ефекторними компонентами аутоімунітету є аутоантитіла і аутосенсибілізовані| лімфоцити. Механізм аутоімунітету схожий з алергією. Розрізняють навіть аутоімунні реакції, схожі з типами алергії: опосередковані антитілами, сенсибілізованими лімфоцитами. Як алергія є неприродною гіперреактивністю на чужорідні антигени, так і аутоімунітет є неприродною підвищеною реактивністю на аутоантигени.

Причинами аутоімунітету на аутоантигени можуть бути:

- порушення позитивної і негативної регуляції: підвищення активності Тх і пониження активності Тс;

· антигенна мімікрія мікроорганізмів (ревматизм, β-гемолітичний| стрептокок типу А – міоцити міокарда);

· модифікація аутоАГ мікроорганізмами та їх продуктами; чинниками: фармакологічними, фізичними, хімічними;

· вихід забар’єрних АГ (кришталик, нервові клітини). 

НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Схема патогенезу основних типів алергій та аутоалергій.

Розгляньте кодограму та схему в методичних вказівках, на яких зображені основні типи імунопатологічних реакцій за класифікацією Кумбса та Джелла (1964). Використовуючи їх короткий опис у методичних вказівках, підручниках, схематично намалюйте клітини-мішені, імунологічні компоненти та їх медіатори, що приймають участь у імунологічних реакціях. Коротко опишіть механізм імунопатологічної реакції та наведіть приклад розповсюджених захворювань даного імунопатологічного типу.

Характеристика основних алергічних та аутоалергічних реакцій.
1 тип – анафілактичний або атопічний.

Утворюються антитіла Ig Е класу і деяких субкласів Ig G, які фіксуються на тучних клітинах та базофілах через відповідний Fc-рецептор. При повторному потраплянні антигена вони з’єднуються з цитофільними антитілами, що призводить до вивільнення з цих клітин біологічно активних речовин, основною з яких є гістамін, з яким пов’язана більшість симптомів захворювання. Приклади: бронхіальна астма, кропивниця, полінози, анафілактичний шок.
2 тип – цитотоксичний тип, обумовлений антитілами.

При даному типі імунопатології утворюються антитіла (лізини), що відносяться до імуноглобулінів G або М класу, направлені проти антигенів клітинних мембран (клітин-мішеней). Після утворення комплексу антиген-антитіло за участю системи комплементу відбувається лізис цих клітин. Приклади: гемолітична анемія, постінфекційна лімфоцитопенія, колагенози (ревматоїдний артрит та ін.), ревматизм, лікарські алергії.
3 тип – імунокомплексний тип або реакції Артюса.

Даний тип імунопатологічних реакцій обумовлений пошкодженням тканин циркулюючими імунними комплексами в присутності активізованого комплементу. Імунні комплекси з’єднуються з клітинами-мішенями через рецептори до Fc-фрагмента імуноглобулінів та через рецептор до третього компоненту комплементу. Приклади: сироваткова хвороба, алергічний гломерулонефрит, феномен Артюса.
4 тип – цитотоксичний клітинний.

Реакція відбувається між сенсибілізованими лімфоцитами з субпопуляції Т-кілерів та мембранними антигенами клітин мішеней. Приклади: контактні дерматити, екземи, енцефаломієліти, хронічні вірусні інфекції.
Чотири типи реакцій гіперчутливості

	
І тип 


	ІІ тип


Примітки: К – клітина-кілер; КМ – клітина-мішень; КТ – комплемент; Тк – Т-кілер/ефектор; БАР – біологічно активні речовини; МАК – мембраноатакуючий комплекс.

	ІІІ тип


	ІV тип




Примітки: К – клітина-кілер; КМ – клітина-мішень; КТ - комплемент; Тк – Т-кілер/ефектор; БАР – біологічно активні речовини; МАК – мембраноатакуючий комплекс.

Завдання 2. Визначення сироваткових імуноглобулінів G, A, M класів методом простої радіальної імунодифузії за Манчіні.

За допомогою таблиці та наведеної інструкції складіть опис принципу методу, основних етапів постановки, оцінки результатів, клінічного значення методу.

Принцип методу.
Метод заснований на простій радіальній імунодифузії (ПРІД) імуноглобулінів (антигена) у гелі, що містить антитіла проти імуноглобулінів (Ig) відповідного класу: G, А, М. Розмір пор гелю при концентрації агару 1,5% складає 3 нм. Крізь них вільно дифундують імуноглобуліни, що аналізуються, але комплекс (преципітат) антиген (Ig) – антитіло затримується. При цьому утворюється помітне кільце преципітації. Його діаметр прямо пропорційний кількості Ig у досліджуваній сироватці, поміщеній у лунку гелю. Кількість імуноглобулінів визначають відносно стандартної сироватки крові людини з відомою концентрацією імуноглобулінів за калібрувальною кривою.


Основні етапи постановки методу:
1. Приготування 3% розчину агару на 0,1% М веронал-мединаловому буфері (рН=8,6).

2. Розведення антисироватки проти імуноглобулінів веронал–мединаловим буфером у об’ємі 1/2 титру, вказаного у маркуванні ампули.

3. Приготування суміші агару з антисироваткою і заливка пластин. Підігріті до +560С 3% розчин агару і відповідно розведені антисироватки (проти G, А, М – класів Ig), змішують у рівних об’ємах і виливають на пластинку так, щоб висота гелю складала  1 мм.

4. Розведення стандартної сироватки людини з відомою кількістю Ig G-, А-, М-класів. Приготування з них послідовних розведень: цільна сироватка, розведення 1:2, 1:4, 1:8.

5. Вирізання лунок у гелі, заповнення їх стандартною та тестованою сироватками. Інкубація пластини протягом 24 годин при +40С у вологій камері.

6. Побудова калібрувальної кривої. Оцінка результатів. Для побудови калібрувальної кривої на осі абсцис відкладають відому кількість Ig, що міститься у стандартній сироватці кожного розведення, а по осі ординат відкладають квадрати діаметрів кілець преципітації стандартної сироватки даної концентрації. Таким чином будують графіки для кожного Ig окремо. Для визначення рівня Ig досліджуваної сироватки на осі ординат відкладають квадрат діаметра кільця преципітації тестованої сироватки. Потім проводять перпендикуляр до перетинання з калібрувальною кривою і крапку проектують на вісь абсцис, на якій знаходять відповідне значення кількості Ig.

Пропонуються для аналізу 3 пластини з реакцією ПРІД і до них графіки калібрувальних кривих (відповідно для Ig G-, А-, М-класів). Перенесіть ці калібрувальні криві до лабораторного зошита й визначте концентрацію Ig у 3-х дослідних сироватках. 
Результат занесіть до лабораторного зошита у вигляді таблиці.

	Сироватки
	Концентрація Ig, г/л

	
	G
	А
	М

	Здорові (20-40 років)
	9,4±0,6
	2,0±0,2
	1,0±0,2

	№ 1,2 і т.д.
	
	
	



Зробіть висновок про активність синтезу імуноглобулінів у обстежених осіб.


При аутоімунних і алергічних реакціях у залежності від виду патології має місце збільшення окремих класів Ig, що має значення для клінічного прогнозу захворювання. Наприклад, у хворих на ревматоїдний артрит, на системний червоний вовчак (аутоімунне захворювання) рівень Ig G–класу досягає 20 г/л.

Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Охарактеризувати загальну причину імунопатології – спадкову схильність.

2. Визначити основні патогенетичні ланки алергії та аутоалергії.

3. Виявити збіжність і різницю між поняттями «алерген» і «антиген».

4. Які імунологічні зсуви відбуваються на стадіях: 1) сенсибілізації; 2) ефекторній стадії?

5. Які ланки імунітету домінують при алергії негайного і уповільненого типів? 

Лабораторна робота № 2
Імунологічна толерантність. Імунологія вагітності

Мета роботи: Вивчити механізми природної та придбаної толерантності, її роль у системі «мати-плід».  

НАВЧАЛЬНА МЕТА: Студенти повинні:

- знати визначення, класифікацію імунологічної толерантності;

- знати біологічне значення імунологічної толерантності; 

- знати роль антигенів гістосумісності, механізми фізіологічного протіканні вагітності.

Питання для самопідготовкИ: 

1. Імунологічна толерантність. Визначення, класифікація.

2. Природна толерантність: утворення, механізм підтримування, наслідки її втрати.

3. Придбана толерантність до живих алогенних та ксеногенних клітин.

4. Придбана толерантність до неклітинних антигенів. Високо- та низькодозова толерантність.

5. Біологічне значення толерантності.

6. Імунологія вагітності. Роль антигенів гістосумісності у підтриманні та розвитку вагітності.

Імунологічна толерантність (ВООЗ, 1971) – специфічна імунологічна ареактивність, що індукується антигенами (аутоструктурами) після повторної зустрічі з ними. 
Імунологічну толерантність слід відрізняти від первинної природженої ареактивності на антигени. Остання не індукується антигеном. Первинна природжена ареактивність обумовлена видовими або конституціональними особливостями організму, наприклад, відсутність рецепторів до певних поверхневих структур на клітинах-мішенях, що перешкоджає розмноженню останніх. У цьому випадку організм не сприйнятливий (ареактивний) до даної інфекції. Розрізняють природну (природжену) і придбану імунологічну толерантність. 
Природна (природжена) імунологічна толерантність розвивається до аутоструктур в ембріональному періоді і підтримується впродовж постнатального життя. 
Придбана імунологічна толерантність у постнатальному періоді розвивається на зовнішні та внутрішні антигени. За походженням (індукцією) вона поділяється на природну і штучну толерантність. Природна придбана імунологічна толерантність індукується у відповідь на повторні контакти організму з антигенами. Штучна придбана толерантність до антигенів індукується людиною шляхом повторної імунізації – введення в організм конкретного антигена (тобто в дослідних умовах). 

По відношенню до дози антигена придбана природна і штучна толерантність буває низько- і високодозовою. 

Вони також відрізняються за механізмом утворення. Низькодозова імунологічна толерантність виникає внаслідок потрапляння в організм низької дози антигена (нижче оптимальної, коли виникає нормальна імунна відповідь). Механізм низькодозової імунологічної толерантності підтримується супресорними Т-лімфоцитами з субпопуляцій Тх і Тк. Високодозова імунологічна толерантність розвивається внаслідок потрапляння в організм антигена в дозі поверх оптимальної. Її механізм – апоптоз антигенспецифічних клонів, активація антигенспецифічних Т-супресорів. 


Набута природна толерантність (низькодозова і високодозова) біологічно обумовлена і корисна в певній імунологічній ситуації. Вона також тимчасова і через деякий час після відмирання антигенспецифічних лімфоцитів відміняється. 
НАВЧАЛЬНІ ЗАВДАННЯ

Завдання 1. Характеристика ознак видів імунологічної толерантності.

	Ознаки
	Види толерантності

	
	Вроджена
	Набута

	
	
	Низькодозова
	Високодозова

	1. Ініціюючі структури
	
	
	

	2. Формування в онтогенезі
	
	
	

	3. Органи формування і контролю
	
	
	

	4. Механізм формування
	
	
	

	5. Стійкість в онтогенезі
	
	
	

	6. Механізм відміни
	
	
	

	7. Наслідки відміни
	
	
	

	8. Перспективи штучного регулювання
	
	
	


Примітки: Заповнювати колонки за допомогою цифр, відповідних даній ознаці, наведених у наступному переліку:

· 1-й рядок: 1) антигени; 2) аутоструктури;

· 2-й рядок: 1) у ембріогенезі; 2) у постнатальний період;

· 3-й рядок:  1) центральні органи імунітету; 2) периферичні лімфоїдні органи;

· 4-й рядок: 1) негативна селекція; 2) стимуляція супресорних лімфоцитів; 3) зв’язування з сенсибілізованими лімфоцитами;

· 5-й рядок: 1) протягом всього онтогенезу; 2) на період перебування в організмі відповідної структури;

· 6-й рядок: 1) мутація відповідних аутоклонів; 2) зниження дії супресорних лімфоцитів; 3) підвищення дії хелперних лімфоцитів; 4) відмирання сенсибілізованих супресорних лімфоцитів; 5) антигеннезалежна диференціація відповідних клонів лімфоцитів;

· 7-й рядок: 1) аутоімунні захворювання; 2) нормальна імунна відповідь; 3) алергічні захворювання;

· 8-й рядок: 1) лікування аутоімунних захворювань; 2) лікування алергій; 3) ало- і ксенотрансплантація.   

Завдання 2. Гібридомна техніка отримання моноклональних антитіл.

Розгляньте відповідну схему і малюнки в таблиці, опис у методичних рекомендаціях. У вигляді графологічної схеми занесіть до лабораторного зошита основні етапи отримання моноклональних антитіл (МКАТ). Зробіть відповідні позначення і визначте основні напрямки застосування МКАТ. 

ЗАВДАННЯ 3. Непрямий імунофлуоресцентний метод фенотипування лімфоцитів крові за допомогою МКАТ.


При постановці прямого варіанта імунофлуоресцентного методу флуоресцентний сигнал є слабким за рахунок недостатньої щільності CD-структур на клітині. Тому найчастіше використовують непрямий варіант визначення CD-структур на імунокомпетентних клітинах. Аналіз результатів проводиться двома способами в залежності від технічного оснащення лабораторії: 1) візуально під люмінесцентним мікроскопом; 2) автоматично на проточному мікроскопі. Останній прилад є рідкістю для імунологічних лабораторій через його велику вартість. Тому в більшості лабораторій використовують перший спосіб оцінки результатів люмінесцентного методу визначення CD-структур, який описаний нижче.

Непрямий варіант визначення поверхневих антигенів 

за допомогою МКАТ (макрометод)

1. Лімфоцити виділяють із гепаринізованої крові центрифугуванням на градієнті фікол-верографіна (щільність 1,077-1,078 г/мл).

2. 1-0,1 млн лімфоцитів в об'ємі 50 мкл вносять у центрифужні пробірки або лунки 96-луночного круглодонного планшета. До клітин додають 5 мкл тестуючого моноклонального антитіла та інкубують 30-45 хв. при +4оС.

3. Моноклональні антитіла видаляють шляхом подвійного відмивання розчином Хенкса по 200 мл і центрифугуванням 5 хв. при 200 g.

4. Видаляють супернатант. До осаду відмитих клітин додають 50 мкл F(ab)2-фрагментів овечих антитіл до Ig миші, мічених FITC (флуоресцеїн ізотіоціанат) і розведених 1:100 фізрозчином. Клітини суспендують та інкубують 30 хв. при +4оС.

5. Клітини 2 рази відмивають як зазначено в пункті 3, після чого вони готові для спостереження імунофлуоресценції. Пофарбовані клітини аналізуються на проточному цитометрі або проглядаються за допомогою флуоресцентного мікроскопа. В останньому випадку клітини суспендують, суспензія переноситься на предметне скло, накривається покривним склом і препарат проглядається під імерсією на флуоресцентному мікроскопі (об'єктив х90). Кількість антиген-позитивних клітин визначають як % флуоресціюючих клітин при аналізі 200 лімфоцитів за вирахуванням % флуоресціюючих клітин, що спостерігаються в препараті негативного контролю.
Розгляньте схему постановки методу і опис до нього. Замалюйте приведену схему в лабораторний зошит, зробіть відповідні підписи до неї. Визначте панспецифічні та стадіоспецифічні CD-структури, які часто вивчаються у клінічній та експериментальній імунологічній практиці. Коротко дайте функціональну характеристику кожній CD-структурі. Непрямий варіант методу виявлення CD-структур на мембранах лімфоцитів (фенотипування) передбачає взаємодію трьох компонентів: 1) відповідної CD-структури; 2) мишиних МКАТ класу G проти цієї структури; 3) мічених флуорохромом FITC мишиних антитіл проти Fс-структур.

За рахунок полівалентного зв’язування великої кількості антитіл (мічених антитіл проти Fс-структур відповідних МКАТ) підсилюється флуоресценція CD+-структур.


Питання для самоКОНТРОЛЮ:

1. Чим відрізняється імунологічна толерантність від ареактивності?

2. Який клітинний механізм зриву природної толерантності?

3. Встановіть різницю в механізмах низькодозової та високодозової толерантності.

4. У чому полягає позитивне значення набутої толерантності?

5. Які перспективи залучення набутої толерантності до лікування імунологічної гіперреактивності?

6. Чому фізіологічний перебіг вагітності відбувається на фоні значних розбіжностей між батьками за антигенами HLA-системи?

ТЕРМІНологічний СЛОВНИК
Авідність (функціональний афінітет) — сумарна сила, з якою зв’язуються між собою молекули антигена й антитіла; при цьому враховується валентність взаємовідношень. Авідність залежить як від афінності, так і від кількості активних центрів на молекулу антитіла.

Ад’ювант – будь-яка речовина, що неспецифічно посилює імунну відповідь на конкретний антиген.

Алерген — антиген, який спричиняє розвиток алергії.

Алергія — підвищення чутливості імунної системи організму до алергена (антигена) у разі повторного контакту з ним, що клінічно проявляється ушкодженням тканин організму.

Алогенний — термін, що позначає генетичні відмінності між індивідуумами одного виду.

Алотрансплантат — тканинний або органний трансплантат, отриманий від особини того самого виду.

Алотрансплантація — пересадження органів і тканин у межах одного виду.

Альтернативний шлях активації системи комплементу вирізняється тим, що активація системи комплементу починається з СЗ. Для активації за альтернативним шляхом не потрібно наявності в сироватці крові ЦІК. Активатором альтернативного шляху системи комплементу, як правило, є мікробні полісахариди.

Антиген — будь-яка молекула, що може бути розпізнана антитілами або антигенрозпізнавальним Т-клітинним рецептором; буває як екзогенного, так і ендогенного походження.

Антигенпрезентувальна клітина (АПК) — клітина, здатна презентувати процесований антигенний пептид разом із молекулами MHC класу II для розпізнавання Т-клітинним антигенрозпізнавальним рецептором на Т-лімфоцитах-хелперах (CD4+-клітини). До цієї категорії клітин відносять макрофаги-моноцити, В-лімфоцити і дендритні клітини. Однак більшість ядерних клітин організму має на своїй поверхні антигени МНС класу І, які також здатні представляти антиген у вигляді пептиду. Цей пептид, як відомо, розпізнається Т-лімфоцитами-кілерами (CD8+-клітини). Так само розпізнаються й вірусінфіковані клітини.

Антисироватка — сироватка, що містить антитіла.

Антитіло — імуноглобулін (розчинний білок), продукується плазматичними клітинами і здатний специфічно зв’язуватися з антигеном.

Апоптоз — одна з форм програмованої клітинної смерті, що характеризується ушкодженням ДНК під впливом ендонуклеази. Утворені в результаті апоптотичні тільця піддаються фагоцитозу. На відміну від некрозу, апоптоз — фізіологічний механізм смерті клітини, що завершила свою програму життя. Апоптотична загибель клітин не супроводжується запаленням.

Аутоантитіла — антитіла, що реагують з антигенами власного організму.

Аутоімунне захворювання — наслідок того, що імунна система “помилково” атакує тканини власного організму.

Афінітет — поняття, яке характеризує ступінь відповідності, що визначає силу (міцність) зв’язку між антигеном і антитілом, рецептором і лігандом.

Базофіл — один із різновидів лейкоцитів периферійної крові, що відрізняється вмістом значної кількості лізосом і гранул (секреторних пухирців). На поверхні базофіла є рецептор до Fc-фрагмента IgE. Після зв’язування IgE, розташованого на поверхні базофіла, зі специфічним алергеном відбувається реакція дегрануляції з вивільненням значної кількості біологічно активних компонентів із гранул базофіла. До них належать насамперед гістамін, простагландини й лейкотрієни.

Великі гранулярні лімфоцити містять у своїй цитоплазмі гранули і функціонують як ПК- і К-клітини. Активовані СD8+-цитотоксичні лімфоцити також мають морфологічну картину великих гранулярних лімфоцитів.

В-лімфоцити — одна з популяцій лімфоїдних клітин, що беруть безпосередню участь у специфічних імунних захисних реакціях організму. Дозрівання В-лімфоцитів відбувається в кістковому мозку. На поверхні В-лімфоцитів є В-клітинний антигенрозпізнавальний рецептор — молекула мономерного мембранного IgM. Після контакту з антигеном В-лімфоцити перетворюються на плазматичні клітини, які починають продукувати специфічні імуноглобуліни — антитіла.

Вірус імунодефіциту людини (ВІЛ) — вірус, що спричиняє синдром набутого імунодефіциту (СНІД). Уражає переважно Т-лімфоцити-хелпери.

Вторинний імунодефіцит — клініко-імунологічний синдром, що розвивається на тлі раніше нормально функціонуючої імунної системи; характеризується стійким зниженням кількісних і функціональних показників специфічних і (або) неспецифічних факторів імунітету і є фактором ризику хронічних інфекційних запальних захворювань, аутоімунної патології, алергійних захворювань і пухлин.

Гаптен — молекула з низькою молекулярною масою, яка може бути розпізнана антитілами, але не є імуногенною доти, доки не буде кон’югована з молекулою носія. Молекула носія разом із гаптеном утворює загальний епітоп, повний антиген, що розпізнається Т-лімфоцитами-хелперами, і це призводить до «увімкнення» імунної відповіді.

Ген — одиниця генетичного матеріалу (ДНК), що посідає певне місце в хромосомі й містить інформацію, яку клітина використовує для виконання її специфічної функції (наприклад, для продукції певного білка).

Гідроксильний радикал — токсична форма кисню (ОН-), що продукується фагоцитами.

Гіперчутливість — імунна відповідь, внаслідок якої ушкоджуються органи або тканини. Зумовлена підвищенням реактивності організму внаслідок попередньої сенсибілізації. Розрізняють гіперчутливість негайного й уповільненого типів. За класифікацією Джелла й Кумбса виділяють чотири типи реакції гіперчутливості.

Гіперчутливість уповільненого типу — імунна реакція, що розвивається через 48—72 год після контакту з антигеном і опосередковується вивільненням цитокінів із сенсибілізованих Т-лімфоцитів із наступним залученням до вогнища запальних клітин.

Гістамін —твазоактивний амін, що вивільняється з гранул базофілів периферійної крові й тканинних базофілів (гладком’язкових клітин). Один з основних компонентів, які беруть участь у алергійних реакціях негайного типу.

Гістосумісність — сумісність за антигенами ГКГ, так звана тканинна сумісність; означає здатність реципієнта сприйняти трансплантат від донора. У разі визначення гістосумісності між донором і реципієнтом виявляють їхні фенотипи за антигенами локусів А, В, С, DR, DP і DQ. Для цього останнім часом застосовують як серологічне типування, так і ДНК-типування за допомогою ПЛР.

Головний комплекс гістосумісності (ГКГ; major histocompatibility complex — МНС) — генний комплекс, розташований на короткому плечі 6-ї хромосоми, що кодує молекули білків, частина з яких бере участь у презентації антигенів під час імунного розпізнавання. Крім загальної - МНС прийнято також назву HLA (human leukocyte antigens). Білки, що кодуються генами ГКГ є маркерами “свого” (self) для імунної системи. За допомогою цих білків ГКГ імунна система відрізняє “своє” (self) від “чужого” (non-self). Розрізняють три класи молекул гістосумісності. Молекули МНС класу І присутні на всіх ядерних клітинах організму й кодуються у людини переважно локусами А, В й С. Клас І антигенів гістосумісності бере участь у презентації антигена для попередників Т-лімфоцитів-кілерів/супресорів (СD8+-клітин). Молекули МНС класу II експресуються на АПК — макрофагах, В-лімфоцитах і дендритних клітинах і кодуються в людини локусами DR, DQ і DP. Клас II антигенів гістосумісності залучений до презентації антигенів для Т-лімфоцитів-хелперів (CD4+-клітини).

Гранулоцити — лімфоїдні клітини, що містять цитоплазматичні гранули. Розрізняють три види гранулоцитів — нейтрофіли, еозинофіли і базофіли.

Гуморальний імунітет (гуморальна ланка імунітету) — захисні імунні реакції, які здійснюються за участю імуноглобулінів (антитіл), що продукуються В-лімфоцитами. У деяких ситуаціях ця ланка імунітету є переважною, наприклад при антибактеріальній імунній відповіді.

Дендритні клітини. Розрізняють фолікулярні й інтердигітальні дендритні клітини. Перші виявляють у В-зонах лімфатичних вузлів і селезінки, вони мають на своїй поверхні рецептор до Fc-фрагмента імуноглобулінів, але позбавлені антигенів МНС класу II, вони презентують антиген В-лімфоцитам. Інтердигітальні дендритні клітини містяться в Т-клітинних ділянках лімфатичних вузлів і селезінки, мають на своїй поверхні антигени МНС класу II, але не містять рецептори до Fc-фрагмента, беруть участь у презентації антигена для Т-лімфоцитів.

Диференціація Т- і В-клітин антигензалежна — процес перетворення зрілих, у стадії спокою Т- і В-лімфоцитів під впливом антигена на ефекторні клітини для Т-лімфоцитів — Т-хелпери-індуктори і Т-кілери, для В-лімфоцитів — плазматичні клітини.

Диференціація Т- і В-клітин антигеннезалежна — процес розвитку зі стовбурової клітини зрілого, в стадії спокою Т- або В-лімфоцита, готового до зустрічі з антигеном. Процес антигеннезалежної диференціації Т-лімфоцитів відбувається в тимусі, а В-лімфоцитів — у кістковому мозку.

Диференційний антиген — молекула на поверхні клітини, яка експресується на певних стадіях розвитку даної клітини.

Екзотоксин — патогенний білок, секретується бактеріальною клітиною.

Ендосоми — внутрішньоклітинні везикули (пухирці), за допомогою яких ендоцитований (поглинений) матеріал транспортується до лізосомів.

Ендотоксин — ліпополісахарид, компонент клітинної стінки деяких видів грамнегативних бактерій, має імуностимулювальні властивості.

Ендоцитоз — поглинання клітиною чужорідного матеріалу шляхом інвагінації плазматичної мембрани, що призводить до розвитку внутрішньоклітинного пухирця з уведеним в нього поглиненим чужорідним матеріалом. У процесах ендоцитозу бере участь рецептор до Fc-фрагмента IgG.

Еозинофіли — клас гранулоцитів, що містять гранули, заповнені хімічними речовинами, здатними ушкоджувати паразитів, а також ферментами, що спричиняють розвиток запальних реакцій. Однією з речовин, здатних ушкоджувати паразитів, є катіонні білки.

Епітоп — ділянка антигена (антигенна детермінанта), яка розпізнається антигенрозпізнавальним рецептором із наступним розвитком специфічної імунної відповіді.

Загруднинна залоза (тимус) — первинний (центральний) лімфоїдний орган, у якому відбувається антигеннезалежна диференціація (дозрівання) Т-лімфоцитів. Має здатність продукувати гормони, наприклад тимозини, що беруть участь у регуляції функцій імунної системи.

Ідіотип — ділянка амінокислотних послідовностей у межах варіабельного регіону антитіл або Т-клітинного розпізнавального рецептора, що є для них специфічним і здатний спричинювати продукцію антиідіотипових антитіл.
Інтерлейкіни (ІЛ) — молекули, що входять до складу цитокінів, які продукуються клітинами імунної системи. Необхідні для кооперації клітин імунної системи в реалізації етапів імунної відповіді.

Імунний комплекс — антиген, зв’язаний з антитілом. Утворення імунного комплексу — один з етапів нормальної імунної відповіді. Імунні комплекси, що утворилися, можуть містити компоненти комплементу.

Імунна відповідь — реакція імунної системи організму на чужорідні субстанції або, іншими словами, на речовини, що несуть ознаки генетично чужорідної інформації.

Імунокомпетентність — здатність організму розвивати імунну відповідь.

Імунопатологія — патологічні процеси і захворювання, у патогенезі яких беруть участь імунні механізми. Алергійні захворювання — частина імунопатології.

Імуносупресія — пригнічення імунної відповіді, наприклад, за допомогою медикаментозних засобів, що запобігають трансплантаційній реакції відторгнення.

Інтерферон — група цитокінів, що підвищують резистентність клітин до вірусної інфекції, чинять антипроліферативний вплив, а також здатні регулювати імунну відповідь. Розрізняють три види інтерферонів: α — продукується лейкоцитами, β — фібробластами і γ — Th1.

Класичний шлях активації системи комплементу — механізм активації комплементу, який характеризується: необхідністю наявності для його запуску ЦІК, до складу яких входять насамперед IgG і IgM; початком процесу активації з перших (ранніх) компонентів комплементу — C1, С2 і С4.

Клітинний імунітет — захисні реакції організму, основну роль у реалізації яких здійснюють Т-лімфоцити. До таких реакцій належать насамперед реакції трансплантаційного імунітету, протипухлинного імунітету, захист від уражених вірусом клітин і участь в аутоімунних реакціях.

Клітини пам’яті — клони Т- і В-клітин, що утворилися в період первинної імунної відповіді, здатні розпізнавати антиген, який спричинив їх утворення, і реагувати на нього за типом вторинної імунної відповіді.

Клон — ідентичні клітини, що утворюються з однієї й тієї самої клітини-попередника.

Клональна селекція — добір під впливом антигена лімфоцитів, що несуть специфічний рецептор до даного антигена. Після селекції й активації такі лімфоцити проліферують і утворюють клон специфічних клітин.

Клонально-селекційна теорія — теорія формування імунної відповіді, згідно з якою під впливом антигена відбувається добір (селекція) лімфоцитів, що мають на своїй поверхні специфічний антигенрозпізнавальний рецептор, із наступним формуванням з них клону імунокомпетентних клітин, які реагують специфічно.

Колонієстимулювальні фактори — фактори, що забезпечують проліферацію гемопоетичних клітин.

Комплементу система — група сироваткових білків, які в процесі їхньої активації перетворюються на ефекторні молекули, що призводить до розвитку запалення (СЗа, С4а, С5а), фагоцитозу (СЗb) і руйнування клітин (С6-9). Таким чином, білки комплементу беруть участь у розвитку запальних реакцій, реакцій опсонізації та лізису клітинних мембран.

Конкуренція антигенів — процес, який характеризується тим, що під час введення суміші антигенів продукція антитіл до одного або декількох антигенів, які входять до її складу, знижена порівняно з тим рівнем антитіл, що продукується в разі роздільного введення цих самих антигенів.

Костимуляція — додаткова стимуляція лімфоїдних клітин на момент розпізнавання антигена. Наприклад, макрофаг дає костимуляційний сигнал Т-хелперу, а Т-хелпер — В-лімфоциту. За відсутності такого сигналу настає анергія клітини або розвивається апоптоз.

Ксеногенний — термін, що позначає генетичні відмінності між видами.

Ксенотрансплантат — органний або тканинний трансплантат, отриманий від особини іншого виду.

Лангерганса клітини — антигенпрезентувальні дендритні клітини шкіри.

Лейкотрієни — продукти метаболізму арахідонової кислоти, що посилюють запальний процес, хемотаксис і підвищують судинну проникність. Продукуються базофілами, у тому числі й тканинними, і макрофагами.

Ліганд (контррецептор) — загальний термін на позначення молекул, які розпізнають і специфічно зв’язуються з такими структурами, як рецептор.

Лізосоми — цитоплазматичні гранули, що містять гідролітичні ферменти, за допомогою яких антигенний матеріал піддається процесингу (перетравлюванню).

Лізоцим — антибактеріальний фермент, присутній у гранулах фагоцитуючих клітин, у сльозовій рідині й слині, що розщеплює пептидоглікани мембрани бактеріальної клітини.

Лімфоїдна тканина, асоційована з кишечником (GALT), охоплює ізольовані солітарні фолікули (пейєрові бляшки), червоподібний відросток і лімфоїдні вузлики в підслизовому прошарку.

Лімфоїдні органи (центральні) — органи, в яких відбувається розвиток імунокомпетентних лімфоцитів. До них належать загруднинна залоза і кістковий мозок.

Лімфокіни — цитокіни, які продукують лімфоцити.

Ліпополісахарид — ендотоксин, одержуваний із грамнегативних бактеріальних клітин, справляє запальний мітогенний вплив на лімфоїдні клітини.

Макрофаг — фагоцитуюча клітина, яка виходить із моноцита периферійної крові.

Мембраноатакуючий комплекс (МАК) — комплекс пізніх компонентів комплементу C5b—С9, здатний утворювати пори в мембрані клітин-мішеней, що зрештою призводить до лізису клітин.

Мімікрія (подоба) — одна з багатьох причин розвитку аутоімунних процесів. Доведено, що деякі інфекційні збудники мають структури (епітопи), подібні до антигенних детермінант тканин організму хазяїна. Утворювані після імунної відповіді антитіла й цитотоксичні Т-лімфоцити за рахунок перехресних реакцій можуть ушкоджувати власні тканини.

Мітоген лаконосу — білок рослинного походження, що є В-клітинним мітогеном. Проліферація В-клітин під впливом мітогену лаконосу залежить від Т-лімфоцитів.

Мітоген — субстанція, що спричиняє неспецифічну проліферацію лімфоцитів, наприклад фітогемаглютинін, мітоген лаконосу.

Молекули адгезії (адгезивні молекули) — білкові молекули, що експресуються на поверхні клітин крові і зокрема клітин імунної системи, а також на поверхні ендотеліальних і епітеліальних клітин, і допомагають клітинам запалення здійснювати кооперацію між собою і міграцію у вогнище запалення. Наприклад, селектини, інтегрини.

Моноклональні антитіла — антитіла, які продукують єдиний В-клітинний клон, що отримав назву гібридома. Належать до одного класу імуноглобулінів і мають єдину антигензв’язувальну специфічність.

Мононуклеарних фагоцитів система — система, до якої належать моноцити крові й тканинні макрофаги.

Моноцити — мононуклеарні фагоцити, що містяться в периферійній крові і є попередниками тканинних макрофагів.

Набутий (адаптивний) імунітет — імунна відповідь, основну роль у здійсненні якої відіграють лімфоцити; характеризується антигенною специфічністю й пам’яттю.

Нейтрофіли — основна частина циркулюючих, фагоцитуючих поліморфнонуклеарних гранулоцитів, які першими потрапляють у тканини на момент розвитку запальної відповіді. Крім того, мають антитілозалежну клітинно-опосередковану цитотоксичність.

Опсонізація — покриття антигена опсоніном для посилення фагоцитозу.

Опсонін — субстанція, що посилює фагоцитоз, насамперед імуноглобулінів, активований С3b-компонент комплементу.

Пам’ять імунологічна — характеристика специфічної імунної відповіді, яка полягає в тому, що повторне потрапляння в організм специфічного антигена індукує розвиток імунної відповіді за вторинним типом, що характеризується швидшою й у вищих титрах, ніж на момент первинної імунної відповіді, появою антитіл, а також Т-лімфоцитів-кілерів.

Пейєрові бляшки — елементи лімфоїдної тканини, асоційованої з кишечником у вигляді окремих лімфоїдних вузликів, розташованих головним чином у тонкій кишці.

Первинна імунна відповідь — порівняно слабка імунна відповідь, що розвивається під час першого контакту Th0 із конкретним антигеном.

Первинний імунодефіцит — порушення функції імунної системи, зумовлене генетичними дефектами в різних ланках імунітету. Розрізняють п’ять великих груп первинних імунодефіцитів, зумовлених порушеннями: у Т-системі; у В-системі; комбінованими (порушення в Т- і В-системі); у системі фагоцитів; у системі комплементу.

Переключення класу імуноглобулінів — генетично зумовлена здатність В-лімфоцитів переключати продукцію імуноглобулінів з одного класу на інший, наприклад, продукцію IgM на продукцію IgG. Специфічність імуноглобулінів у цьому разі не змінюється.

Перфорин — молекула, яку продукують гранули цитотоксичних Т-лімфоцитів; подібно до С9-компонента комплементу формує пори в мембрані клітин-мішеней, призводячи до їх руйнування.

Плазматична клітина — кінцевий етап антигенної диференціації В-лімфоцитів, активно секретує велику кількість антитіл.

Презентація антигенна — процес, під час якого певні АПК в організмі експресують антиген на своїй клітинній поверхні у формі, яку здатні розпізнати лімфоцити.

Природжений імунітет (неспецифічні фактори імунітету, природна резистентність) — сукупність захисних механізмів організму, що реалізуються без участі лімфоцитів.

Природні антитіла — сукупність молекул мономерного IgM, які злущилися з поверхні зрілих у стані спокою В-лімфоцитів. Мають полівалентну специфічність. Це один із гуморальних факторів природної резистентності організму.

Простагландини — жирні кислоти, що утворюються з арахідонової кислоти, здатні посилювати проникність стінок судин і спричинювати гарячку, можуть як стимулювати, так і інгібувати імунну відповідь.

Процесинг (перетравлювання) антигена — дія, унаслідок якої клітина «доводить» велику молекулу білкового антигена до форми пептиду, що нараховує декілька амінокислотних послідовностей. Внутрішньоклітинні цитозольні білки перетравлюються (процесуються) під впливом протеосомних ферментів і потім завантажуються в пептидзв’язувальні локуси антигенів МНС класу І; так само процесуються й вірусні білки. Вони подаються на поверхню клітини разом з МНС класу І для презентації Т-лімфоцитам-кілерам/супресорам (CD8+). Чужорідний екзогенний матеріал, що потрапляє в клітину, піддається процесуванню (перетравлюванню) в ендосомній частині клітини під впливом лізосомних ферментів. Після процесування пептид завантажується в пептидзв’язувальний локус антигенів МНС класу II і потім подається на поверхню для розпізнавання Т-лімфоцитами-хелперами (СD4+ клітини).

Пухлинонекротизувальний фактор (ФНП-α і ФНП-β) — два родинних цитокіни, що продукуються моноцитами-макрофагами й здатні справляти цитотоксичний вплив на пухлинні клітини і плейотропний імунорегуляторний та прозапальний ефект. Продукуються також Т-лімфоцитами.

Ревматоїдний фактор (РФ) — аутоантитіла М-, G- і А-класів до Fc-фрагмента IgG.

Респіраторний вибух — посилення метаболізму кисню, що спостерігається у фагоцитуючих клітинах після їхньої активації. Про ступінь кисневого вибуху (отже, про кисневий метаболізм фагоцитуючих клітин) можна судити за так званим НСТ-тестом.

Рецептор — молекула на поверхні клітини, яка має здатність зв’язувати специфічні білки або пептиди.

Розетка — частинки або клітини, що прикріплюються до поверхні лімфоцита й утворюють разом із ним фігуру, подібну до розетки, наприклад еритроцити барана навколо людських Т-лімфоцитів. Ця реакція є підґрунтям так званої реакції розеткоутворення для визначення кількості Т-лімфоцитів. Заснована на тому, що на поверхні Т-лімфоцитів є рецептори до еритроцитів барана.

CD-антиген — кластер диференціації (cluster of differentiation), позначає молекули, наявні на поверхні клітин, що можуть бути ідентифіковані за допомогою моноклональних антитіл. Наприклад, лімфоцит - CD2.

CD3 — комплекс, необхідний для передавання (трансдукції) сигналу в ядро Т-клітини після зв’язування з антигеном, маркер Т-лімфоцитів.

CD4 — глікопротеїн, наявний на поверхні Т-лімфоцитів-хелперів, що розпізнає молекули МНС класу II на АПК.

CD8 — глікопротеїн, наявний на поверхні цитотоксичних Т-лімфоцитів, розпізнає молекули МНС класу І на клітинах-мішенях.

Секреторний імуноглобулін — імуноглобулін, що має у своєму складі секреторний компонент, виявляється в різних секретах організму, є основним захисним фактором місцевого імунітету. Розрізняють секреторні IgA й IgM.

Сингенний. Термін позначає генетичну ідентичність. Для тварин, наприклад, генетично ідентичними є “чисті” лінії мишей, для людини — однояйцеві близнюки.

Синглетний кисень — токсична форма кисню, продукується фагоцитами.

Стовбурова гемопоетична клітина — клітина, яка є родоначальником усіх клітин крові, міститься в кістковому мозку.

Т-залежний антиген — антиген, що вимагає участі Т-лімфоцитів-хелперів під час розвитку продукції антитіл на цей антиген.

Т-незалежний антиген — антиген, здатний зумовлювати продукцію антитіл за відсутності Т-лімфоцитів-хелперів.

Тимоцити — стовбурові клітини, що розвиваються в загруднинній залозі, є попередниками Т-лімфоцитів.

Т-лімфоцити — одна з основних популяцій лімфоцитів, що розвивається в загруднинній залозі, секретує лімфокіни і бере участь у регуляції імунної відповіді, а також у специфічних імунних захисних реакціях.

Т-лімфоцит цитотоксичний — Т-лімфоцит-кілер, звичайно CD8+-клітина, що здатна руйнувати клітину-мішень після розпізнавання на ній чужорідного пептиду в комплексі з молекулами МНС.

Т-лімфоцити-хелпери (СD4+-клітини) — субпопуляція Т-лімфоцитів, що бере участь у реалізації специфічної імунної відповіді гуморальним або клітинним шляхом. Нині розрізняють Тh1 і Th2. Тh1 беруть участь і сприяють розвитку Т-клітинних імунних реакцій, продукуючи ІЛ-2, γ-ІНФ, ФНП-α. Th2 беруть участь у реалізації гуморальних реакцій, продукують ІЛ-4, ІЛ-5, ІЛ-13. Крім того, продукуючи ІЛ-10, вони здатні пригнічувати функцію Тh1. Таку саму супресорну функцію щодо Th2 здійснює γ-ІНФ. На поверхні Т-лімфоцитів-хелперів розташований СD4-маркер. Хелперні Т-лімфоцити розпізнають антиген, що презентується молекулами МНС класу II.

Толерантність — стан організму, при якому він не дає імунологічної відповіді на власні (self) антигени і розвивається в процесі дозрівання імунної системи.

Трансгенний — термін, що позначає факт перенесення генів, отриманих в одному організмі, в інший.

Fab-фрагмент (антигензв’язувальний) — фрагмент імуноглобулінів, що зв’язує антиген. У IgG є два Fab-фрагменти, що містять обидва легкі ланцюги і N-кінцеві частини обох важких ланцюгів, зв’язаних між собою дисульфідними містками. Fab-фрагменти визначають валентність імуноглобулінів, тобто, ту кількість антигена, що може зв’язати даний конкретний імуноглобулін.

Фагоцити — клітини, включаючи моноцити-макрофаги, а також нейтрофіли, що спеціалізуються на поглинанні клітинного матеріалу ендогенного й екзогенного походження.

Фібробласт — клітина сполучної тканини, яка продукує колаген і відіграє важливу роль у загоєнні ран.

Фітогемаглютинін (ФГА) — рослинний лектин, білок рослинного походження, що діє як Т-клітинний мітоген.

Fc-Фрагмент — фрагмент, який кристалізується (константний); не здатний зв’язувати антиген. До його складу входять С-кінцеві частини важких ланцюгів імуноглобулінів. Функціональне значення Fc-фрагмента полягає в зв’язуванні з Fc-рецептором, наявним на мембрані багатьох клітин, Clq-компонентом комплементу, що призводить до активації комплементу класичним шляхом, а також у реалізації транспорту IgG крізь плаценту до плода.

Хелперні фактори — молекули, які продукують Т-лімфоцити-хелпери, що сприяють розвитку імунної відповіді.

Хемотаксис — спрямована міграція клітин у відповідь на продукцію певних хемотаксичних факторів.
HLA (human leukocyte antigens) — головний комплекс гістосумісності (ГКГ) людини.

Цитокіни — загальна назва білків низької молекулярної маси, що продукуються різними клітинами й здатні стимулювати або пригнічувати диференціацію, проліферацію або функцію імунних клітин. Є медіаторами міжклітинних взаємодій.
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