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V pırvní čá'sti našeho odborného sdělení jsme
Se zabývali ilmžuniıtou humorální. Shrnuli jsme
několik Zárklıadních metodik, které je možno Vy-
užít pzro její kvantitativní a kvalitativní posou-
Zení. V případě imunity zprostředkovıaıné buň-
kami [buněčné imunity] je náš úkol obtížnější.
Vzhledem k tomu, že Zkoumané objekty '[T— a
B-lym'focyty) jsou komplexní a jsou ovlivněny
celou řadou faktorů, je talké posouzení jejich
Stavu náročnější a komplikovanější. Přestože
existuje řaıda různých metod a nepřeberné
množství modifikažcí jednotlivých techniık pro
vyšetřování počtu a funkčního stavu lym.f‹o-cytů,
v rámci Světové Zdravotnické organizace
[WHO] nejsou dosud všechny metody ujedno-

ceny. A protože jsme Si vytkli Za cíl informovat
o mezinárodně uznávaných a standardizova-
ných technikách, bude náš výčet podstatně
stručnější, než v případě humoırálıní imunity.

Určování T- a B-lymfocytů

Výhodou buněk lymfoidních populací je, že
mají na svém povrchu určí-té Znażky, pomocí
kterých je možno je charakterizovat. Důležitou
součástí techniky charakterizace je izolace
vlastních buněìk. Většinou Se jako Zdroj použí-
vá periferní krev. Ta je podrobena diferenciál~
ní ceıntrifugaıoi ve vhodném graıdientłu. Nejčas-
těji se používá Ficoll-Isopaqne, případně vhod-
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ná náhražka [u nás např. Verogratinl. Takto
ziskané preparáty m'ohou obsahovat určité
množství monocytů, které je třeba odlišit od
lymłfocytů. Důležité je, aby .připravené buň'ky
byly čerstvé, protože časová prodleva může vý-
znamně ovlivnit buněčné povrohové charakte-
ri'Stiky.

Určování T-lymfocytů

V Současné době Se doporučují dvě metody
pro detekci T-buněk, a to tvorba tzv. E-rozet
[pomocí ovčíoh erytrocytů] a použití monoıklo-
náiníc'h protilátek Speoifniokýfloh pro povrchové
markery T-lymfocytů.

Tvorba E-rozet je nejrozšířenější metodou.
Přesto různé laboratoře udávají Značnou varia-
bilitu v prooentu E-lrozet u normální populace,
i když byla technika značně Zlepšena a stan-
dardizována. Důležitými faktory, které molhou
výısledìky Zvnačně ovlivnit, jsou Zdıroj ovčí-oh
eryt-rocytů, jejioh konzervace, přítomnost ma-
lého množství Sé'ra [lfetální telecí nebo lidské
AB serum], vılarstní příprava nozet. Při tvorbě
rozet mohou interferovat Za ur-čitýoh podmínek
např. protilátky proti určitým povrohovým bu-
něčným Z'nakům, nebo lipoproteiny mechanis-
mem koflmpe-tioe S ovıčimi erytrocyty. Vliv těc'h-
to látek je možno potlačit kırátko'u dobou udr-
žování [do 18 hodin] buněk v kultuře.

Specifická antiSé'ra proti povrohovým Zna-
kům T-lynifocytů Se stále více uplatň'ují pro de-
tekci TJbtuněık v periferní krvi i V lymfoidníoh
orgáneclh. Proti'látky jsou namířeny p-roti E- re-
ceptorům nebo proti jiným me'mıbıránovým de-
terminantám T-lyniio-cytů. Nejčastěji Se použí-
vají metody nepřímé fluorescence, Spíše než
metoda cytotoxicity, která je méně přesná.
Analogiclky je Samozřejmě možno detekovat ,po-
mocí monoklonálníoh protilátek i Subpopulace
T-'buněk.

Určování B-lymfocytů

Nejvnodnějšim povrchovým Znakem B-lymfo-
cytů je p-ovrchový membránový imunogloblulin
[ˇSmlg]. Ten Se dá Zviditelnit protilátko-u ozna-
čenou vhodným iluoroclłiromem. Nejlépe je po-
užívat protilátk'u vytvořenou proti Fab fragmen-
tu, anebo Směs protilátek proti lehkým řetěz-
cůrm lkappa a lamblda. Takové protilátky jsou
komerčně k dispozioi; je však třeba pečlivě
prověřit specifitu takovýc'h protilátek. Tato me-
toda má i Své nevýtiody: m'oˇ/žnıoSt autolo-gní
vazby FC receptorů [tomu Se dá předejít užitím
Značenélhˇo Fz[ab]2 fragmenıtu protilátky proti
SmIg], možnost inlterferenlce autol-ogně reagu-
jících antilymfofcytá'rní'c'vh protilátek, což Vede
k pozitivní povrohové reaklci u jinak Smlg ne-
gativních buněk, probllémem je Specifita a va-
lidita používané protilátky, připadná přítom-
nost monocytů. Vedle fluorochflromového zna-
čení protilátky je možno použít i enzymy [Ipe-
roxidázu], izotopy nebo erytrocyty.

Výhodnější teohınikou je jako u T-.lyımfocytů
použití monokl'onální'cłh protilátek proti p-ovr-
oho-vým znakům membırán B-lymfocytů. Stejně
lze určovat i Subpo'pulace B-buněk.

Na povnc'hu B-lymfocytů byla popsána celá
řada Zınalků membrán. Většina Z nich (např. re-
ceptory komplementu a receptor pro Fc frag-
ment] však není pro B-lymfıocyty Specifická.
Proto Se také nedoporučuje tvorba EAC-rozet.

Stanovení počtu T- a B-lymfocytů je nutné
při deiagnóze a sledování primárníoh imtunode-
ficienvcí a je užitečné při diagnostice Sekundár-
níflc-h imunodeficiencí a klasifikaci lyımáfoproli-
ferativnívcıh poruoh. Toto vyšetření Se také pro-
vádí u řady inekč-níoh onemocnění, u autoimun-
níoh porucih a nelyniioidıníc-h maligníoh one-
mocnění, i kdy-'ž .nebyıia většinou v těchto pří-
padech prokázána jeho jednoznačná klinioká
Ihodnota.

Vyšetřování buňkami zprostředkované
imunity

Sledování burˇikami zprostředkované [bu-něč-
né] im'unity j-e možno provádět in viv'o nebo in
vitro. Vyšetř'uje Se pozdní kožní přecitlivělost
na dva aın-eb'o raději na .několik běžně Se vysky-
tujícioh antigenů [Istreptoloináza Stıreptodorná-
Za, tuberkulin, trichophyton, candida, toxoplaz-
ma a další). Provedení těchto tzv. kožních tes-
tů by mělo být prvním Stu'pněm vyšetření bu-
něčné imunity. Až v další fázi by Se měla vy-
šetřovat odpověď lynifocytů na určité mit-ogeny
[*lymfolblastioká transformace), případně odnpo-
věď na yněkteré cizoroldé antigeny nebo alloan-
tigeny. .

Opět prvou fází Stanovení je izolace tod-
nýtC-h buněk z periferní krve. Používá Se Zcela
analogickýoh metod Zmíıněnýoh v odstavci
Io určování T- a B-'lymfocytů jako mitogeny Se
používají fytohemagtiutinin [lektin] z Phaseo-
lus sp., kon'kanavalin A [Con A] z Canaval'ia
ensiformis nebo pokeweed mitogen [lektin]
Z Phytolacea americana. První dva jsou pře-
devšim mˇitogeny T-lymf-ocytů, Zatimco poke-
weed je Stim'ułlátorem T- a lB-lymfocytů. Vedle
těclhto Se použivıají i některé jiné materiály.
Vylhodnfocování pflr-oliif'erativní odpovědi lymfo-
cytů na tyto mitogeny Se provádí buď morfo-
lo-giciky optiokýlm mikroskopem, nebo lépe Sle-
dovánim nárůstu aktivlity 3H-thjnm'idfinu v buň-
káoh. První metoda je nenáročná co do vybave-
ní, ale je pracovně vel-mi náročná a není mož-
no ji prováťdět ve velkýoh iSériíoh. Druhá meto-
da má však také určité nevýhody. je nutné vel-
mi přesně Sledovat pod'mí'nky kultury buněk,
Standardiz'o'vat činidla, kontrolovat počet bunělk
v kultuře [včetně koncentrace monocytůl.
VˇZIhiedetn «k veliké variabilitě výsledků je bez-
podminečně nutné používat .normální kontroly.
Tyto kontroly by měly zahrnovat jak kontrolu
rozptylu paralelně Zíıskanýflch výsledků, tak Sé-
riovýoh měření aktivity. VýıSleciky Se pak mo-
hou vyjadřovat pomocí relativního indexu pro--
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liıferace, který zahrnuje ’i již zmíněné f‹avk‹tory.
Svůj výfznatm maji talké Závislosti proli'ferace .na
množství miıtogen'u, protože užití níızàkýflch kon-
centračních mit'ogenů může mít význam při sle-
dování někˇte'rýioh onemocnění, jako např. ně-
kterýoh imunodefˇiciencí.

Při vyhodnocování pžroli'ferativní odpovědi je
také třeba vyšetřovat úroveň pozadí, které mů-
že ovlivnit konečný výsledek. Proto je někdy
výhodné łklultizvovat b'uňıky přes noc Ipřed přidá-
ním mitogenu; tímto Způsobem Se pak dá vy-
Světlit pokles p-roliżferati'uní odpovědi vlivem
inıhibičníoh faktorů. Vyšetřování blastioké
transformace lymfocytů není v žádném přípa-
dě indikováno jaškˇo rutinní použití. je třeba rho
užívat jen v odůvodněnýoh připadeoh. Důleži-
té je talké Si uvědomit, že albnormálzní výsledek
Z jedné izolace buněk je klinioky bezcenný a
nemusí být nutně projevem poruohy buněčné
imunity. Vyšetřování buněčné imunity je nutné
u podezření nebo u prokázané primární imuno-
deficienflce. Vyšetřování je ta'ké důležité v dia-
gnostice Sekundárnich imunodeficiencí, včetně
deficiencí Souvisejicích s ohroniokými infekce-
mi, u monitorování a vyıhodnocování aplikace
imunostimulační terapie. Užitečné je také 'u oho-
r›ob S možnou poruchou imunitní funkce, jaıko
jsou autoimuni'tní choroby a nee-plastická one-
mocnění, a také u Sledování účinku imunosu-
presívních látek.

Stručný přehled naznačuje, že techniky Zjiš-

t'o“vá\ní buněčné imunity nejsou dosud dostateč-
ně standardní a jejioh účelné :použití je ome-
zeno především na imunodeficientní Stavy.

Souhrn

Práce stručně shrnuje některé 'tecıhnioké pod-
mínky provádění dvou Zákl-adníoh metod vyše-
třování buněčné imunity —— vyšetřování počtu
T- a B-lymfıocytů a lymifoblastioké transforma-
ce. jsou uvedeny i klinické stavy, kdy je nutno
vyšetření ind'iıkovat.
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