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Imunitni systém a jeho studium
pomoci priutokové cytometrie

VSechny mnohobunééné organismy vyvinuly pro ochranu pred patogeny jedno-
nitni systémy. Zakladnimi slozkami jsou molekuly (humoralni imunita) a buriky
(buné¢éna imunita). Stamiliony let evoluéni zkusenosti s bojem proti patogentim
vedly k vyvoji strategii, které byly postupné optimalizovany, a to i tim, Ze rychle
mutujici mikroorganismy danym strategiim unikaly nebo vyvijely protistrategie.
Cela nase evolucni historie je provdzena eskalaci zavodu ve zbrojeni mezi hosti-
telem a patogeny a vitézné strategie jsou zaznamenany v genetické informaci.
Miliony prfedku v rodové linii clovéka nashromazdily a zapsaly do své genové
informace mnozZstvi molekuldrnich triku, jak se s patogeny vyporadat, a tyto triky
se dale scitaly a kombinovaly. Nas§ imunitni systém je tak souhrou evolucné
prastarych obecnych strategii, které sdilime jiz s houbovci (fagocytéza), hmyzem
(Toll-like receptory) a ostatnimi obratlovci (siroké spektrum bilych krvinek
a adaptivni imunita). Soucasti evoluce byl postupny vznik bunécnych specialisti
pro konkrétni ,,bojové podminky“ a konkrétni typy patogent, kterych dnes u savci
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véazana do 3D struktury tkani, je mobilni, lokalizovana v krvi nebo z velké ¢asti
do lymfatickych orgénii. Proto je pomérné snadné je prevést do bunécéné suspenze,
kterou l1ze po jednotlivych burikach analyzovat pomoci pritokového cytometru
(blize 0 metodé na str. 21-24 této Zivy). Typickym vzorkem pro priitokovou cyto-
metrii jsou bilé krvinky, oddélené od cervenych krvinek centrifugaci (nebo jsou
cervené krvinky lyzovany v hypotonickém prostiedi). To je nezbytné proto, Ze cer-
venych krvinek je v krvi mnohem vice nez téch bilych, pribliZzné v poméru 500 : 1.

Priklad vyuZziti prutokové cytometrie uvadime v zavéru ¢lanku.

Z evoluc¢niho a zaroven funkéniho hlediska
rozdélujeme imunitn{ odpovéd (reakci na
pfitomnost nebezpecného ciziho i vlastni-
ho) na dva typy. Jde o imunitu vrozenou
(pfirozenou nebo nepiesné nespecifickou),
kterou pfimo dédi po rodic¢ich. Déle je to
imunita adaptivni (ziskand, nékdy oznaco-
vand jako specificka), kterd vznikd béhem
zivota diky zkuSenostem kazdého jedince
s ur¢itymi patogeny a vyuZiva ndhodné
vytvareni genetické variability. Je jasné, Ze
kazd4 imunitn{ odpovéd (vrozend i adap-
tivni), pokud ma zlikvidovat konkrétn{ pa-
togen a neohrozit pfitom hostitelsky orga-
nismus, musi byt specifickd. Musi umsét
cizorody organismus jednoznaéné rozpo-
znat, pf{padné rozpoznat miru jeho nebez-
petnosti. Vrozend a adaptivni imunita spo-
lu tzce souviseji, dopliiuji se a vytvateji
sofistikovany systém komplexn{ ochrany.

Vrozena imunita
Evolu¢né prvni typ imunity (to plati i v on-
togenezi), molekularni strategie vyvinuté
béhem dlouhé evolu¢ni zkusenosti s pato-
geny a zaznamenané v genetické informaci.
Vrozené imunitni reakce nemusime vyvijet,
sta¢i v pravy ¢as na pravém misté aktivovat
piislusny soubor molekul nebo bunék.
Jak ale nase télo pozn4, Ze se v ném na-
1éza cizoroda struktura? Béhem stamiliont
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let evoluce se pfirodnim vybérem vyvinu-
ly mechanismy schopné vysoce specificky
rozpoznavat molekuly typické pro urcité
skupiny potencidlnich patogent. Napt. jed-
nim ze zasadnich rozdild mezi zivo¢isnymi
burikami a butikami prokaryotnimi (bakte-
riemi) je pfitomnost bunééné stény u pro-
karyot. Neni tedy piekvapivé, Ze podstatna
¢ast rozpoznan{ bakterii se na molekularni
drovni soustfedi prave na jeji slozky (napt.
lipopolysacharidy, lipoproteiny, lipopepti-
dy nebo peptidoglykan). Podobné je mozné
rozpoznat i patogenni houby. Dals{ odlis-
nosti je, Ze bakterie jako prvni aminokyse-
linu pfi translaci (syntéze bilkovin) zabu-
dovéavaji formylmetionin, a nikoli metionin
jako my. Pokud se nékterd z vyse zminé-
nych struktur (peptidy s formylmetioninem,
dvouvlaknova RNA —napft. virova geneticka
informace, nemetylované CpG ostrovy —
Casté v bakterialni DNA, flagelin — souc¢ést
bid¢iku, bakteridlni ribozomélni RNA) v téle
objevi, znamena to pfitomnost cizorodého
molekularniho vzoru typického pro rzné
typy virt, bakterif, hub nebo prvokd. Béhem
mnoha miliont let interakce mezi hostiteli
a patogeny se postupné vyvinulo rozpozna-
vani vSech vyse vyjmenovanych molekul.
Pfislusné bilkovinné receptory rozpozna-
vajici cizi molekularni vzory patogent
(PAMP — pathogen-associated molecular

1 Hrudni dutina MHC II-EGFP knock-in
mysi, u niz byl gen kédujici jeden z fetéz-
¢t MHC II vyménén za variantu s pfipo-
jenym genem pro zeleny fluorescen¢ni
protein (GFP). V této mysi po osviceni
modrym svétlem zelené fluoreskuji
makrofagy, dendritické buiky, B lymfo-
cyty nebo epitelialni buniky brzliku. Zde
pod fluorescencni binolupou — intenzivné
fluoreskujicim dtvarem je brzlik, kde do-
chazi k pomyslné vychové T lymfocyta.

patterns) jsou pfitomny na rtznych bui-
kach imunitniho systému i ostatnich typech
télnich bunék. Mohou se nachézet v cyto-
plazmé (napf. NOD receptory rozpoznava-
jici nékteré viry), na povrchu buiiky (cela
fada Toll-like receptori) nebo v endozo-
mech (va¢cich obsahujicich pozfeny, endo-
cytovany material z vnéjsiho prostfedi),
kde mohou navazat molekuly uvolnéné po
¢astetném rozkladu parazitt v burice.

Pouze rozpoznani ciziho vsak pro akti-
vaci imunitniho systému nestaci. Jinak by-
chom se neustéle vycerpavali bojem napf.
s komenzaln{ (pfirozenou, podilejici se na
fyziologickém traveni) mikrobiotou nasich
stfev, pfipadné sloZzitym mikrobialnim spo-
le¢enstvem vSech nasich télnich povrchi.
Imunitni systém nasich pfedkd se naucil
rozliSovat mezi dilezitym a nepodstatnym.
Pokud dojde najednou k odhaleni moleku-
larnich vzorti PAMP (indikujicich pfitom-
nost patogenti) spolu s molekularnimi vzo-
ry indikujicimi poskozenf vlastnich bunék
(DAMP - damage-associated molecular
patterns), je vysok4 pravdépodobnost, Ze
cizi vetfelec bude zaroveii nebezpetny.

Za normélnich okolnosti nase buiky
umiraji programovanou buné¢nou smrti
(apoptdzou), kdy je vnitini obsah striktné
oddélen od vnéjsiho prostfedi. Apoptdza
neaktivuje imunitni systém. Naopak nekré-
za — smrt buiiky p¥i nékterych virovych,
bakteridlnich a parazitdrnich infekcich —
vede k uvolnéni riznych molekul z cyto-
plazmy nebo jadra do okoli, coZ je jasnym
signdlem poskozeni. Pro nékteré z téchto
molekul existuji specifické receptory. Jde
napf. o ATP, proteiny teplotniho Soku
(HSP — heat shock proteins) nebo HMGB1,
molekulu vazici se za normalnich podmi-
nek na jaderny chromatin. DAMP recepto-
ry rozpoznévajici molekuly uvolnéné pii
nekréze se typicky nachézeji na povrchu
bunék fidicich imunitni odpovéd — zvlasté
na dendritickych burikach.
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Jaké dalsi zptisoby okamzité imunitni
reakce dédime po rodi¢ich? Jde mimo jiné
o schopnost zvysit teplotu a 1épe prokrvit
misto zdnétu. Zvysena teplota ovliviiuje
zivotni cyklus mikrobt a aktivuje nékteré
slozky imunitn{ reakce. Leps{ prokrveni pak
umozni pfivadét do mista zanétu vice imu-
nitnich bunék a molekul. Déle dokéZeme
vytvafet molekuly, které mikroorganismy
piimo likviduji. Objevitel penicilinu, Ale-
xander Fleming, nasel v slzach a pozdé&ji ve
vaje¢ném bilku lysozym, bilkovinu $t&pici
peptidoglykan bunéénych stén Gram-pozi-
tivnich bakterii. Dnes zndme nékolik desitek
podobnych latek, véetné peptida naruguji-
cich integritu bakterialni membrény.

Dalsi dulezitad skupina molekul pfimo
nezabfji, ale na cizorodé struktury se vaZze,
a tak je oznadf pro likvidaci specializova-
nymi molekulami schopnymi rozpoznané
burnky zni¢it. Tuto kaskddu protedz (enzy-
mu tépicich jiné proteiny) nazyvame kom-
plement. Enzymy se navzdjem postupné
aktivuji, az vytvoii komplex, ktery perforuje
cytoplazmatickou membranu buiiky. Vznik-
ne pér a butika umird. Komplement se akti-
vuje napf. vazbou na protilatku, kter4 roz-
poznala p¥islusny epitop (misto, kam se
specificky véaZe protilatka) patogenu. V obou
piipadech jde za normalni fyziologické
situace o rozpoznani cizorodé struktury,
kterou je potfeba odstranit.

Kromé zminénych molekularnich ,,zbra-
ni“ se na vrozené imunité podileji nékteré
specializované buiiky — evoluéné staré
typy, které se postupné ,,naucily” efektivné
likvidovat patogeny, v¢etné souhry s ostat-
nimi buné¢nymi a molekularnimi systé-
my. Jaké bunécné ,,vojdky“ nas vrozeny
imunitni systém vyuziva?

o Neutrofilni granulocyty — kamikaze lid-
ského imunitniho systému, extrémné krat-
ce zijici (hodiny aZ asi tfi dny) pohyblivy
bunéény typ, nejcastéjsi bila krvinka — leu-
kocyt (60-70 %). Neutrofily migruji z krve
do tkani, a to i na dlouhé vzdélenosti. Do
mista zdnétu jsou ,,prildkany* specidlnimi
molekulami (chemoatraktanty), které jsou
pro tento tcel produkovany napadenymi
buiikami v misté zdnétu, pfitomnymi imu-
nitnimi burikami, které rozpoznaly nebez-
peci vyvolané patogenem, nebo jsou uvol-
fovany pfimo patogeny. Pokud je v téle
infekce, pfemistuji se neutrofily do zasaze-
nych tkani, kde fagocytuji bakterie. Pohlceni
bakterii neni nutné spojeno s jejich likvida-
ci, nékteré jsou totiz schopny uvniti buiiky
dlouhodobg piezivat. Rada z nich i proto, Ze
vyvinuly mnozstvi zptsobii, jak ovlivnit ne-
piznivé prostfedi fagozomu, vacku, v némz
se po pohlceni nachézeji. Jde napt. o neutra-
lizaci ptivodné kyselého pH nebo inhibici
degradacnich enzymut hydrolaz, v jinych
piipadech dokaZou pfesmérovat vackovy
transport buiiky. Proto je tfeba efektivni zni-
Ceni bakterif zajistit témi nejdrasti¢téjsimi
prostfedky. Jednou z moZnosti je oxida¢ni
vzplanuti, kdy je molekula kysliku vyuzita
pro vznik radikald, které maji silné bakteri-
cidni acéinky (spolu s reaktivnimi slouceni-
nami dusiku a chloru). Nenfi piekvapivé, ze
tak poskozujici chemii ve svych organeldch
pohlceni bakterif je spustén samodestruk-
¢ni program, ktery pfi velkém nahromadg-
ni neutrofilt v misté infekce vede ke vzniku
hnisu. Kromé& fagocyt6zy jsou neutrofily
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schopny unikatni aktivity (opét sebevrazed-
né) — vyvrhnuti obsahu svého jadra neboli
netdzy. Vyvrzeny chromatin vytvori okolo
neutrofilu lepivou sit (navic s fadou bakteri-
cidnich latek), do niZ jsou zachyceny bakte-
rie, a je tak zabrdnéno jejich sifeni po téle.
o Eozinofilni granulocyty — zabijaci mnoho-
bunéénych parazitli, pomérné vzacny typ
bilé krvinky (v krvi tvoti 1-3 % leukocytt),
jehoz cytoplazmaticka granula se barvi eozi-
nem. Pravé tato granula souviseji s hlavni
aktivitou eozinofilu — schopnosti degranu-
lace. P¥i ni cytoplazmatické vacky (granula
naplnéna obsahem a odstépena z Golgiho
aparétu) splynou s plazmatickou membra-
nou. Jejich obsah je tak vypustén do mimo-
buné¢ného (extraceluldrniho) prostiedi, jde
tedy o jeden z typt exocyt6zy, vylutovani
materidlu vné buitky. Vzhledem k tomu, Ze
k degranulaci dochézi zpravidla po rozpo-
znani mnohobuné&éného parazita, je logické,
Ze granula obsahuji antiparazitické latky.
Na rozdil od neutrofila se eozinofily vy-
skytuji hlavné v tkanich (v brzliku, tlustém
stfevé, vaje¢niku, déloze, sleziné nebo miz-
nich uzlinach), kde po opusténi krevniho
Fecisté prezivaji okolo 10 dni. Kromé degra-
nulace produkujf fadu dal$ich toxickych
aregula¢nich substanci. Funkce eozinofili
proto dalece pfesahuje protiparazitické pti-
sobeni. Jak snadno poznéte pfitomnost para-
zita (tfeba skrkavky) v t&le? Napt. zvySenym

mnozstvim eozinofilt v krvi — eozinofilii.
Ta se ale objevuje i pfi nékterych autoimu-
nitnich a alergickych onemocnénich.

o Bazofilni granulocyty — postrach alergi-
ki, nejvzacnéjsi a nejvétsi leukocyty v krvi
(0,5 az 1 %). Bazofily jsou dulezité burnky
regulujici zanét, také jsou zodpovédné za
podstatnou ¢ast symptomu alergickych
reakci. To je zptisobeno mimo jiné tim, Ze
po exocytéze jejich granul (v tomto piipadé
intenzivné barvitelnych z4saditymi barvivy,
odtud jméno bazofily — napt. hematoxyli-
nem) uvoliiuji histamin a serotonin ovliv-
tiujici stah cév. Kromeé toho produkuji napt.
heparin, ktery brani pfed¢asnému srazeni
krve. Podobné jako eozinofily se uplatiiuji
v boji proti parazitiim, jejich piisobeni je ale
mnohem $ir$i, obecné ho miZeme pojme-
novat jako prozanétlivé. Mezi jinymi recep-
tory je na jejich povrchu vyznamny vysoko-
afinni receptor pro imunoglobulin E (IgE),
jeden z typti protilatek, tizce souvisejici jak
s bojem proti parazitim, tak s alergickymi
reakcemi.

o Zirné buriky — ,,sestfenky* bazofilti, také
vazou IgE. Tato vazba aktivuje degranulaci
vacku s biologicky aktivnimi substancemi,
coZ je vyznamné pro etiologii nékterych
alergickych onemocnéni. Zirné butiky jsou
straZci vnéjsi hranice organismu a spolu
s dal$imi bunéénymi typy zahajuji kom-
plexni odpovéd proti pronikajicim patoge-
nam, kterd se nazyva zanét. Tato evolucné
prastard vrozend odpovéd je Fizena tisici
gentl a ucastni se ji stovky informacénich
a regula¢nich molekul, nap¥. cytokint.
Ochranny zanét je nezbytny pro potlaceni
infekce a pfipadné dalsi noxy poskozujici
organismus, ale jeho del3i trvani je nebez-
pecné, a proto musi byt regulovan.

o Makrofagy — ,,bumbrli¢ci“ naseho téla,
buitky s vysokou fagocytickou aktivitou,
které ziji mnohem déle neZ neutrofily (dny
az tydny, v nékterych tkanich i mésice).
Jednou z jejich mnoha roli je byt iklidovou
¢etou odstranujici bunéény a molekularni
neporadek. Fagocytuji a nasledné hydroly-
tickymi enzymy $tépi napf. apoptoticka té-
liska, tedy poztistatky bunék, které ukoncily
svij zivot apoptézou. Obecné makrofagy
pohlti v8e, co dokaZou rozpoznat prostied-
nictvim receptorti na svém povrchu. Zdravé
buriky naseho téla se fagocyt6ze brani po-
moci signali ,,don’t eat me“, napt. p¥itom-
nosti molekuly CD47 na povrchu. Makrofa-
gy se nachézeji v mnoha tkénich, kde byvaji
oznacovany specidlnimi nazvy (Kupffero-
vy buitky v jatrech nebo mikroglie v moz-
ku). Predkladaji (prezentuji) nékteré ¢asti
pohlceného materidlu pomocnym T lymfo-
cytiim, diky ¢emuz hraji dtleZitou roli pfi
aktivaci imunitni odpovédi. Kromé toho
produkuji regula¢ni bilkoviny, jejichZ pro-
stfednictvim spolu komunikuji buriky imu-
nitntho systému — cytokiny, ale i cytotoxic-
ké molekuly — napf. oxid dusnaty. Béhem
zanétu makrofagy nastupuji v druhé viné
po neutrofilnich granulocytech, odstrani
zbytky neutrofild, poskozené tkané apod.
Po likvidaci infekce produkuji fadu molekul
usnadiiujicich tkarové hojeni.

o Dendritické buiiky — dispeceti imunitni-
ho systému tvofici funkéni propojeni mezi
vrozenou a adaptivn{ imunitou. Zfejmé nej-
v centru regulace imunitnich reakci. Bez
jejich pFitomnosti by dalsi kli¢ové buriky,
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2az4 Krevni roztér — neutrofilni

(obr. 2), bazofilni (3) a eozinofilni (4)
granulocyty. Barveno Giemsou.
Podrobnéji v textu. Upraveno podle
zdroji z Wikimedia Commons

5 Tenké stfevo MHC II-EGFP knock-in
mys$i pod fluorescen¢ni binolupou — je
vidét Peyerav plat, mnozstvi teckovitych
dtvart (cryptopatches) a rtizné intenziv-
ni signdl stény stfeva podle mnoZstvi
antigen-prezentujicich bunék v lamina
propria (tenké vrstvé pojivové tkédné
pod povrchem stény stieva).

6 Makrofagy a kulovité dendritické
bunky kultivované z mysi kostni

dfené ve skenovacim elektronovém
mikroskopu

pomocné T lymfocyty, nemély dostatek in-
formaci, zda se maji aktivovat, ¢i nikoli.

Hlavni funkci dendritickych bunék je
prezentace antigent — kousky pohlcenych
arozs$tépenych proteinti vystavi na povrch
a ukdzou je tak T lymfocyttim. Dendritické
buriky navic oznacujeme jako profesional-
ni antigen-prezentujici buriky, nebot jako
v podstaté jediné v téle dokaZzou vyhodno-
tit informaci z mnoha receptorti pro PAMP
a DAMP. Diky témto buné¢nym ,,smyslim“
jsou detailné obezndmeny s kontextem
pohlceného materidlu — napt. zda se v oko-
li vyskytovaly buiiky umirajici nekrézou
nebo molekuldrni vzory typické pro pato-
geny. Dendritické buriky jsou pfitomny ve
v8ech tkdnich, které komunikuji s vnéjsim
prostfedim, a plni zde roli jakychsi bunéc¢-
nych pohraniéniki. Po aktivaci (pohlcent
cizorodého materidlu v kontextu nebezpeti)
se dendriticka buitka pfemisti do komuni-
kac¢nich center imunitniho systému, lymfa-
tickych orgadnti — lymfou do miznich uzlin
nebo krvi do sleziny. Zde na svém povrchu
vystavi ¢ésti bilkovin (peptidy), které pohl-
tila na periferii téla. Ty pak mohou aktivovat
nejen pamétové T lymfocyty (v minulosti
se jiz zicastnily imunitni reakce a ¢ekaji
na dalsi p¥ilezitost), ale i naivni T lymfo-
cyty, které se zatim do Zadné reakce ne-
zapojily. Na svém povrchu maji kostimu-
la¢éni molekuly (CD80, CD86 a CD40), jez
se za splnéni viech uvedenych podminek
mohou propojit s partnerskymi molekula-
mina T lymfocytech, a tim potvrdit akti-
vacni signal. Dendritické bunky Ziji stied-
né dlouho (okolo 14 dnt) a jsou pribézné
obmséiiovany hlavné diferenciaci z mono-
cytl, prekurzord vznikajicich v kostnf dfeni
(které jsou napf. i buné¢nymi prekurzory
makrofigt a osteoklastt1).
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Adaptivni imunita

Adaptivni (specifickd, ziskana) imunita
dokaze velmi pfesné zacilit na konkrétni
detail molekuly (antigenu) unikatniho pato-
genniho organismu, nikoli pouze na obecny
molekularni vzor. Potencidlnimi cili pro
specifické rozpoznéni imunitnim systémem
mohou byt obrovskd mnozstvi chemickych
struktur, vétsinou peptidd, fadove presa-
hujici pocet genti, které mame v genomu.
Pokud méa mfit imunitni systém schopnost
rozpoznat miliony riznych antigent, musi
existovat moZnost vytvaret nové geny. Ac to
zni blaznivé, pesné k tomu ve specializo-
vanych burikéch (T a B lymfocytech) sku-
te¢né dochazi. Navic je tfeba zajistit, aby
jednotlivé buiiky imunitniho systému do-
kézaly odlisit ciz{ od vlastniho a mimo jiné
zkontrolovat, zda se uvnitf bunék nevysky-
tuji patogeny. K tomu slouzi prezentace
antigend na povrchu bunék.

e Prezentace antigenu

Zptsob, jakym je na plazmatické membra-
né bunék umoznéno ukazovat ¢asti molekul
(antigeny — struktury rozpoznatelné imu-
nitnim systémem), které se normélné nacha-
zeji uvnitt. Divodem je, Ze buitky schopné
rozligit vlastni od ciziho (T lymfocyty) ne-
umséji vstoupit dovniti provéfované buii-
ky. Molekuly specifické pro patogeny tedy
museji byt néjakym zptisobem pfistupné
na jejich povrchu. Takovou ,,vystavu“ do-
kaZou vytvofit v podstaté viechny buiky
naseho téla, s nékolika malo vyjimkami
(napf. cervené krvinky). Ve vSech burikach
se mize skryvat virus, bakterie nebo para-
zit, proto by mély mit moZnost své ¢asti
ukézat ke kontrole. Jak je toho dosaZeno?
Pomoci dvou typt bunéénych ,,nastének” —
molekul hlavniho histokompatibilntho
komplexu MHC (major histocompatibility
complex) glykoproteint. U lidi se tyto
molekuly oznacuji zkratkou HLA (human
leukocyte antigen).

e MHC I je molekula zakotvena v cyto-
plazmatické membrané v podstaté viech
bunéénych typd naseho téla (s vyjimkou
¢ervenych krvinek) s mimofadnym struk-
turnim designem. Kombinace p-skladanych
listii a a-helixi (tvoricich sekundarni struk-
turu proteint) vytvari vazebny Zlabek, do
kterého dokonale zapada stavebni slozka
bilkoviny — peptid. Ten vznika pti fyziolo-
gickém odbourdvani proteinid proteazo-
mem, komplexem proteédz, kdy vysledkem
§tépenti jsou peptidy dlouhé okolo 10 ami-
nokyselin. Velka vétsina téchto peptidi je
dale v cytoplazmé $t&pena na volné amino-
kyseliny, ¢ast znich je ale TAP transportéry

pfenéasena dovnitf endoplazmatického re-
tikula. Zde ¢eka prazdna molekula MHC,
kter4 je za pomoci dalsich molekul s timto
peptidem spojena. Nasleduje priichod Gol-
giho aparatem a odstépeny vacek obsahu-
jict MHC I s navazanym peptidem splyne
s plazmatickou membranou (exocytéza). Na
povrchu buiiky se tak objevi ¢4st molekuly,
jez se pivodné nachézela v cytoplazmas.
Burniky kontrolujici, zda jsou peptidy pre-
zentované na MHC I vlastni, nebo cizi, jsou
cytotoxické T lymfocyty (Tc). Pokud rozpo-
znaji cizorody peptid na povrchu vlastni
téln{ buriky v komplexu s vlastnim MHC I
(nebo jiny MHC I glykoprotein jako tako-
vy), reaguji nekompromisné — spusti v této
burtice programovanou buné¢nou smrt.

e MHC II se nachéazi pouze na povrchu
antigen-prezentujicich bunék (B lymfocy-
t, makrofdgl, monocytid a dendritickych
bunék). Podobné jako v pfipadé MHC Ijde
o transmembranovou molekulu s vazebnym
zlabkem schopnym véazat antigenni pepti-
dy. Fragmenty bilkovin v8ak v tomto p¥ipa-
dé nepochazeji z buriky, ale byly ptivodné
pohlceny z vnéjstho prostfedi endocytézou.
Na povrchu antigen-prezentujici buriky se
tak objevuje MHC II s navazanym peptidem
extraceluldrniho ptivodu. V sekundéarnich
lymfoidnich orgadnech (miznich uzlinach
nebo slezingé) pak dojde ke zkontrolovani
vystaveného peptidu pomocnym (helper)
T lymfocytem (Th), ktery dokaZze rozlisit
vlastni od ciziho. Na rozdil od rozpoznani
cizorodého peptidu cytotoxickym T lym-
focytem na MHC I neni butika prezentujici
antigen pomocnému T lymfocytu odstra-
néna (to by organismus nicil butiky svého
imunitniho systému). Naopak, vysledkem
rozpozndni cizorodého peptidu na MHC II
je aktivace pomocného T lymfocytu, ktery
muZe spustit imunitni odpovéd. P¥itomnost
cizorodého peptidu na molekule MHC II
totiZ znamen4 infekci kdekoli v téle.

Peptidy navdzané na MHC molekul4dch
jsou rozpoznavany T receptory (recepto-
ry T lymfocytt sloZenych ze dvou fetézct).
Vsechny buriky naseho téla by mély mit
stejnou genetickou informaci. Pro lymfocyty
to v8ak neplati. Je jim dovoleno kombinovat
konkrétni iseky DNA (oznacené jako V, D
a J) do jedine¢nych kombinaci. Unikatni
mechanismus tvorby novych gent, typicka
vlastnost a vlastné i pfedpoklad adaptivni
imunity, se nazyvé4 VD] rekombinace.

Jak je moZné, Ze T lymfocyt je tak ,,chyt-
ry“, Ze pozna, co je konkrétnimu télu vlastni
a co je v ném cizi? Funkci T receptoru je vaz-
ba na komplex peptid/MHC glykoprotein.

XIX
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V kazdé buiice, i kdyz neni infikovana,
vznikaji desetitisice riznych télu vlast-
nich peptidd, které tvoti komplexy s MHC
I. tfidy. Po infekci jsou v burtice pfitomny
icizi proteiny, pro ticely prezentace nasté-
pené na peptidy, vzdy ale plati, Ze cizoro-
dych peptidi navdzanych na MHC I je
mnohem méné nez téch vlastnich. Mole-
kula MHC nedokéZe sama o sobé& vybrat
anavazat jen cizorodé peptidy, jejich odha-
leni je tedy hledanim ,,jehly v kupce sena“.
Nalezenf je podminéno pfitomnosti T lym-
focytt, které je jednozna¢né rozpoznaji
pomoci specifickych T receptori. Po vaz-
bé T receptoru na komplex MHC I a cizoro-
dého peptidu nésleduje spusténi apoptézy
provéfované buiiky — proto je zdsadni, aby
se v téle nevyskytovaly autoreaktivni T lym-
focyty, jeZ by rozpoznaly télu vlastni peptid
vystaveny na MHC L. Takové T lymfocyty
by mohly zptisobit autoimunitni (vlastni
télo poskozujici) reakci. VD] rekombinace
je ndhodn4, autoreaktivni T lymfocyty tedy
nutné vznikajf a je potieba je eliminovat.
Selekce T lymfocyta probihé v brzliku, kte-
ry muzeme oznadit jako ,,8kolu” imunitniho
systému. Jednotlivé T lymfocyty poskladaji
svou unikatni variantu genti pro T receptor
a v oblasti brzliku ozna¢ované jako kortex
nejprve testuji, zda viibec dokédZou rozpo-
znat néktery z vlastnich MHC glykoprotei-
nu. Pokud ne, neprojdou pozitivni selekci
a nepostoupf ,,na druhy stupei” — do ob-
lasti brzliku zvané medula, kde probiha
negativni selekce. Zde hynou T lymfocyty
rozpoznavajici vlastni peptidy, avSak ¢ést
z nich je ponechéna jako regula¢ni T lym-
focyty. Dovedou potlacit efektorové mecha-
nismy piipadné uniklych T lymfocytd,
které by mohly zacit napadat vlastni buii-
ky. Vychova v brzliku ma velmi vysokou
dmrtnost — ,,projde” jen 1-3 % adeptt na
bunéné zachranate — cytotoxické a pomoc-
né T lymfocyty. V brzliku se téz rozhoduje
o specializaci konkrétntho T lymfocytu.
Pokud v kroku pozitivni selekce rozpozna
testovany T lymfocyt MHC L. tf¥idy, stane se
cytotoxickym T lymfocytem (a ponese ko-
receptor CD8, specializovany pro MHC I).
Pokud rozpozna MHCII. t¥idy, stane se po-
mocnym T lymfocytem (s koreceptorem
CD4 pro MHC II). Na zacatku diferenciace
jsou T lymfocyty negativni pro CD4 i CD8,
pak nesou obé tyto molekuly, nakonec maji
na povrchu jen jednu z nich. Vysledkem je
vznik nésledujicich typd bunéénych spe-
cialistd s T receptorem.

o Pomocné T lymfocyty (Th) — buiiky roz-
poznavajici svym T receptorem peptidy
navéizané na MHC II. t¥idy, s koreceptorem
pro MHC II a molekulou CD4. Pomé&haji
dal$im buitkdm imunitnfho systému opti-
malné plnit jejich funkci. Pokud Th rozpo-
znaji cizorody peptid, produkuji specifické
aktivaéni cytokiny. Mohou také podpoftit
vyvoj B lymfocytt schopnych rozeznéavat
stejny antigen a podpofit tak jeho afinitni
maturaci (bliZe v kapitole o protilatkéach).
Dalsim ptipadem je aktivace makrofagt —
jejich proména v buriky schopné efektivné
likvidovat pohlcené patogeny. Pomocny
T lymfocyt pomahé pfimo jen t¢m buiitkdm,
které maji na povrchu MHC II, nep¥imo
v8ak produkci cytokint ovliviiuje fungo-
vani imunitniho systému jako celku. Jeho
duleZitost se projevuje napf. u pacientt infi-
kovanych HIV, ktery napada zejména Th

XX

7 Oko MHC II-EGFP knock-in mysi

pod fluorescen¢ni binolupou. Ve stiedu
je duhovka — okolo nf jednotlivé Langer-
hansovy burky a makrofagy lokalizované
v rohovce. Langerhansovy buiky ,,patro-
luji“ a hlidaji, zda do téla nepronikaji
patogenni organismy. Pokud zaznamenaji
nebezpeci, pfesunou se do lymfatickych
organt a zde komunikuji s T lymfocyty,
které mohou aktivovat. Snimky J. Cerného
a N. Malinské, neni-li uvedeno jinak

(po vazbé na receptor CD4). Po del3i dob&
infekce Th buinky z téla téméf vymizi,
u pacientt se rozvine AIDS a funkce jejich
imunitniho systému se vyznamné zhorsi.
o Regulacni T lymfocyty (Treg) — buiiky
podobné Th tim, Ze na povrchu nesou mo-
lekulu CD4 a rozpoznavaji MHC II. t¥idy.
Na rozdil od nich v8ak potla¢uji imunitni
odpovéd. Pfekonaly negativni selekci v brz-
liku, p¥estoze v medule rozpoznaly télu
vlastni peptidy se stfedni afinitou. Rozpo-
znavaji tedy vlastni struktury, po interakci
s nimi v8ak brani imunitni odpovédi, ktera
by mohla byt zaméfena proti télu samot-
nému. Treg tak branf{ rozvoji autoimunity
a napoméahaji mimo jiné ukon¢it imunitni
reakci po likvidaci patogenu. Z klinické-
ho hlediska je podstatné, Ze nékteré nddo-
ry jsou schopny si tyto buiriky ,,ocho¢it”
a smérovat jejich inhibi¢ni aktivitu proti
klasickym T buiikdam, a tim se chranit.

o Cytotoxické T lymfocyty (Tc) — T recep-
torem (spolu s koreceptorem CD8) rozpo-
zndvaji MHC I. tfidy a na ném prezentované
navézané cizorodé peptidy. Pokud je Tc na
Feni infekce. Maji k tomu dva hlavni mecha-
nismy. Prvnim je exocytéza molekul perfo-
rint, které v cilové burice vytvoif docasny
por pro vstup granzymi (serinovych pro-
tedz — §tépicich proteiny v okoli aminoky-
seliny serinu) do cytoplazmy. Ty aktivuji
dal3{ protedzy — kaspdazy, podilejici se na
apoptdze. Vznikla apoptoticka t&liska jsou
poté pohlcena. Podobny vysledek ma druhy
zpusob, nékdy poeticky oznatovany jako
,polibek smrti“. Jde o tésny mezibunétny
kontakt — na ,,receptor smrti“ na zabijené
burice se navéze ,ligand smrti“ na povrchu
Tc. V redlné situaci je receptorem napf. mo-
lekula Fas a ligandem FasL (Fas ligand).
e Mezi lymfocyty patii také NK burky —
natural killers (,,pfirozeni zabijaci“). Pato-
gen muze snadno mnoha zptsoby uniknout

adaptivnimu imunitnimu systému tak, Ze
zabrani prezentaci svych antigent — napi.
zablokovanim proteazomu, TAP transpor-
téru, pfesmérovanim vackd s MHC, zabra-
nénim syntézy MHC I, zacilenim MHC I
k degradaci. Vysledkem je v podstaté ne-
moznost odhalit intracelularni parazity.
Tato obliben4 strategie fady patogent by
vedla k nekontrolovanym infekcim — ale
nevede! Nastésti mame NK buiiky, speciali-
zované lymfocyty pro likvidaci bunék, které
na povrchu nemaji MHC I. t¥idy. Obrazné
feCeno, burika, kterd se nedokaze proka-
zat ,,bunécnou ob&ankou/nasténkou*, néco
skryvd a nema mezi ostatnimi co pohle-
davat! Kazda NK buiika ,,vaZzi“ na pomysl-
né misce vah vysledek zapnuti inhibi¢nich
i aktivaénich signali a na zédkladé této roz-
vahy kona (zabiji), nebo nekona.
o Protilatky (imunoglobuliny)
Podobnym zptisobem jako T receptory vzni-
kaji protilatky (imunoglobuliny) produko-
vané B lymfocyty. Jsou také sloZeny ze dvou
¢asti, z lehkého a tézkého fetézce, pficemz
oba se podileji na vzniku vazebného mista
pro rozpoznéavany antigen. U B lymfocytt
se k rekombina¢ni VDJ kombinatorice p¥i-
dava jesté jeden molekuldrni mechanismus
zvy$ujici riznorodost vazebného mista —
dodate¢né mutace pravé v mistech vazby
antigenu, umoziujici jesté dale optimalizo-
vat specifitu a silu vazby — afinitni matura-
ce. Protilatky jsou bilkoviny, které se vazou
na antigeny bez nutnosti jejich prezentace —
typicky cizorodou molekulu na povrchu
patogenniho organismu. Antigent a jejich
epitopti muZe byt obrovské mnozZstvi. Kazda
bakterie je sloZena z nékolika tisic raznych
proteint (a nejen proteint) a na kazdém
z nich mohou byt desitky epitopt. Pato-
gennich bakterif mohou byt stovky druht.
Kromé bakterii musi na$ imunitni systém
umét rozpoznat prvoky, hlisty, kvasinky
a také viry, které navic rychle mutuji a méni
své povrchové antigeny, napt. v ptipadé
ch¥ipky kazdy rok vytvareji inikové va-
rianty (dokonce kombinaci lidské, praseci
a ptaci chiipky). Vzhledem k funkci proti-
latek je jejich struktura evolu¢né optima-
lizovéna. Tvar zdkladntho stavebniho prv-
ku protilatky pfipominé pismeno Y a tvoii
jej dva tézké a dva lehké fetézce propojené
disulfidickymi mustky. Zakladni modul
miuze fungovat v tomto uspofddéni, nebo
dale vytvéret dvojice, ptfipadné i pétice
a Sestice (pentamery a hexamery pfipomi-
najici snéhovou vlocku). Je zfejmé, Ze penta-
merni struktura obsahuje 10 vazebnych
mist, coZ zvySuje silu vazby celé protilatky
na antigen s vice epitopy (napf. na povrch
virionu nebo bakterie). Této mnohonasobné
vazbé fikdme avidita, narozdil od sily vazby
jednoho vazebného mista, kterou oznacuje-
me pojmem afinita. Typ (izotyp) protilatky
tvofici pentamer se oznacuje IgM, protilat-
ky izotypu IgG, IgD a IgE (ten byl jiz zmi-
nén v souvislosti s bazofily a Zirnymi buni-
kami) tvofi monomer (vaZe dva antigeny),
IgA (varianta protilatek sekretovanéd na
povrch sliznic) ma dimerni uspofadéni.
Protilatky jsou produkovény B lymfocy-
ty. Jiz jsme si popsali sofistikovanost VD]
rekombinace a afinitni maturace. Mezi nasi-
mi buitkami jsou vyjimecné tim, Ze je jim
dovoleno mutovat — nastésti jen v p¥{sné
omezené oblasti genetické informace. Dale
patif mezi nemnoho bunéénych typi, které
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8 Analyza dat z pratokové cytometrie
spociva v tzv. gatovani pozitivnich nebo
negativnich signalid rtiznych kombinaci
markert. Nejprve si oddélime populaci
bunék od signdlu mensich udalosti (obr. a)
a vybereme si pouze buiiky, které byly

v proudu kapaliny samy — singlety (b).
Nebudeme tak analyzovat kombinaci
markerti dvou nebo vice bunék jako jednu
udélost. Dale pomoci jaderného barveni
vybereme pouze zivou ¢ast bunék (c).
Zde byl pouzit Hoechst, ktery se vaze do
zlabku DNA, ale neprostupuje membra-
nou, do zivych bunék se nedostane. Jako
prvni si poté ,,zagatujeme” populaci viech
imunitnich bunék — téch, které exprimuji
marker CD45 (d). Z nich miZeme rozlisit
T lymfocyty, NK buriky, NKT buiiky (kom-
binuji vlastnosti T lymfocyt a NK bunék,
plni unikatni roli propojujici vrozenou

a adaptivni imunitu) a zbylou negativni
populaci, a to pouze dvéma markery —
CD3 (pro T lymfocyty) a NK1.1 (znaci
NK buriky; e). Z populace T lymfocytt
jsme schopni rozeznat CD8+ cytotoxické
T lymfocyty a CD4+ pomocné T lymfocy-
ty (). Z pomocnych T lymfocytti mtZeme
déle identifikovat CD25+ T lymfocyty, kte-
ré by mély byt z velké ¢asti regulacnimi
T lymfocyty (i). Z populace negativni na
markery CD3 a NK1.1 dokdZzeme s vyuzi-
tim CD19 a MHC II ur¢it populaci B lym-
focytt (exprimuji oba markery) a populaci
ostatnich antigen-prezentujicich bunék
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(APC, exprimuji pouze MHC II; g). Marker
CD11b nam pak poméha rozpoznat dalsi
populace bunék (h). Z CD11b negativnich
bunék pomoci CD11c a MHC II ur¢ime
dendritické buiiky (j), naopak z CD11b
pozitivnich pomoci F4/80 velkou &ast
makrofigt (k). Pouzitim 11 protilatek

s ruznymi fluorofory a fluorescencniho
jaderného barviva jsme tedy byli schopni
urcit az 9 bunéénych populaci vyskytuji-
cich se ve sleziné. Z archivu katedry
buné¢né biologie P¥F UK

exprimuji MHC II. t¥idy, a dostédvaji tedy
pomoc od Th lymfocytt. B lymfocyty vzni-
kaji v kostni dfeni a vyznamnou ¢ést Zivo-
ta travi v sekundéarnich lymfoidnich orga-
nech, napf. miznich uzlinach, sleziné nebo
lymfatickeé tkani sliznic a stfeva. Specializo-
vané B lymfocyty, plazmatické buiiky pro-
dukujici protilatky, jsou pak hlavné v kost-
n{ dfeni. Pamétové buriky ¢ekaji i nékolik
let na dalsi setkéni s patogenem, pro jehoz
odstranéni byly piivodné vyvinuty. Proti-
latky produkované B lymfocyty mohou byt
napt. neutraliza¢ni, které se navaZou na
dilezitou molekulu patogenu a zablokuji
jeji funkci (napf. navazani viru na hostitel-
skou buiiku), nebo opsonizaéni — vazbou
oznaci cizorodou Gastici pro navazani a akti-
vaci komplementu nebo pro fagocytézu
neutrofilnim granulocytem ¢i makrofagem.

Pro adaptivni imunitni odpovéd je dile-
7itd pamét, a tedy i vznik a dlouhodobé pte-

zivani pamétovych bunék (T i B lymfocy-
t). Pfi primérni infekci patogenem, kdy
se organismus setkava s konkrétnim pato-
genem viibec poprvé, jsou aktivovany spe-
cifické klony naivnich lymfocytt. Dojde
k masivnimu namnozZeni téchto bunék a po
odstranéni patogenu jich vétdina zemfe.
Mala ¢4st se vSak stane pamétovymi buiika-
mi. Pokud se organismus setka se stejnym
patogenem opakované, dojde k jejich akti-
vaci a vyraznému urychleni adaptivni imu-
nitni odpovédi. Pamétové buriky jsou na-
programované k rychlé aktivaci a déleni.
Pokud tedy onemocnite a nemoc trvé jen
nékolik dni, s nejvétsi pravdépodobnosti jde
o0 patogen, se kterym jste se jiZ v minulosti
setkali — ve vaSem téle uz existuji specifické
pameétové buiky. U primarni infekce trva
rozvoj adaptivni imunitn{ odpovédi okolo
7-10 dni. Vznik pamétovych bunék je vel-
mi dualezity a tento proces je zdkladem otko-
vani. O¢kovanim napodobujeme primarni
infekci, ktera ale nema klinické projevy ne-
moci, pfesto dojde ke vzniku pamétovych
bunék, a organismus je tak chranén pfed
skuteénym patogenem pii redlné infekci.

Prutokova cytometrie

Vsechny vy$e zminéné typy bunék mutze-
me v organismu detekovat riznymi metoda-
mi, nejefektivnéjsi z nich je ale pritokova
cytometrie, vzhledem k moZnosti analyzy
velkého mnoZstvi vzorku i velkého mnoz-
stvi bunéénych typi zaroveri, jak popisuje
citovany ¢lanek na str. 21-24 této Zivy.

MuZeme tak sledovat vyskyt jednotli-
vych buné&énych typt v krvi (i ostatnich tka-
nich) a odhalit napt. pfitomnost parazita
skrze zvy$enou pfitomnost eozinofilnich
granulocytd — eozinofilii. Pomoci pratoko-
vé cytometrie na vzorku krve miiZze byt
zjisténa nakaza HIV, ktery napadd pomoc-
né T lymfocyty a vede k jejich postupnému
uibytku. Pokud tedy vzorek krve analyzuje-
me na piitomnost CD4+ a CD8+ T lymfocy-
tl a jejich pomér se zdsadné blizi k CD8+
cytotoxickym T lymfocytiim, mtiZe to svéd-
¢it o tibytku CD4+ pomocnych T lymfocytt
a mozné nakaze HIV. Velké vyuziti m4 me-
toda i ve vyzkumu. Mzeme zkoumat napft.
specifické odpovédi vici patogentim, kdy
sledujeme frekvence jednotlivych bunéc-
nych populaci imunitnich bunék po nakaze,
nebo t¥eba vyvoj T lymfocytd v brzliku, kte-
ré postupné prochazeji negativnim stadiem
pro CD4 a CD8 koreceptory ptes double
pozitivni stadium s expresi obou korecep-
tort (podrobnéji diive v textu) aZ po single
pozitivn{ stadium, kdy si na zakladé
schopnosti rozpoznani MHC I. nebo II. t#{-
dy T lymfocyt zvoli findlni expresi jedno-
ho z koreceptort.

Imunitn{ systém je fascinujici soucésti
lidského téla, ktera diky stovky milionti let
probihajicimu boji s patogeny vyvinula so-
fistikovany systém navzajem koordinova-
nych bunéénych a molekuldrnich zbrani.
Imunologie je mimo¥adna védni discipli-
na, kterd dnes vyuziva metodické p¥istupy
umoziujici studovat imunitni mechanis-
my v podstaté bez omezeni a kompromisti.
Dilezitou roli zde urc¢ité hraje prttokova
cytometrie.

Text vychézi z pfipravné brozury
pro 54. ro¢nik Biologické olympiady
(Balazové a kol. 2019).
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